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I.  Métabolisme cellulaire, role des protéines et régulation

D’apres Lehninger. (1982) (1) ; Lesk. (2016) (2) ; Pawson et Gish. (2005) (3) ; Voet et Voet.
(1995) (4).

Le métabolisme d’une cellule regroupe I’ensemble des voies métaboliques nécessaires a assurer les
fonctions vitales. Ces différentes voies consistent (i) a produire de I’énergie chimique a partir de la
dégradation de nutriments riches en énergie, (ii) a convertir ces nutriments en précurseurs moléculaires,
(iii) a assembler ces précurseurs pour former des macromolécules de protéines, de lipides, d’acides
nucléiques ou de polysaccharides et (iv) a former ou dégrader les biomolécules requises pour certaine
fonctions spécifiques de la cellule. Toutes ces voies consistent en des milliers de réactions biochimiques
catalysées par des enzymes qui fonctionnent en coordination pour assurer la survie des cellules mais
également leur adaptabilité a des changements d’environnements, ou en réponses a des signaux intrinséques
ou extrinseques. Cette coordination nécessite que ces réactions soient finement régulées. Pour cela, la cellule
possede d’autres protéines tout aussi importantes qui assurent d’autres fonctions biologiques nécessaires a
son bon fonctionnement. Parmi ces protéines, il y a celles dites régulatrices. Ces protéines n’ont pas
d’activité biologique propre en elle-méme et possédent souvent des domaines (dont le nombre peut varier
ainsi que la longueur en acides aminés) qui sont capables de se reconnaitre et de s’assembler entre eux pour
former un complexe protéique. Ainsi, aprés certains signaux spécifiques (phosphorylation, fixation de
ligand), ces protéines passent d’une conformation inactive a une conformation active parfaitement adaptée
pour s’assembler a ces enzymes via des interactions protéine—protéine et par conséquent contrdlent I’état
actif ou inactif de ces enzymes. Ces protéines régulatrices, comme c’est le cas de Poldip2, sont ainsi capables

de réguler I’activité d’autres protéines en formant des complexes avec ces dernieres.

1. Poldip2
I1.1. Information structurale : une organisation en domaines

Poldip2 (Polymerase Delta-Interacting Protein 2) connue aussi sous le nom de PDIP38 (5-8) ou
mitogenin | (9) est une protéine soluble de 42 kDa (368 aa) avec une séquence d’adressage a la mitochondrie
qui, lorsqu’elle est clivée, conduit & une protéine de 37 kDa. Le gene de cette protéine est localisé chez
I’homme sur le chromosome 17 q11.1-q11.2 (10). En plus de la séquence d’adressage a mitochondrie, cette
protéine possede deux domaines fonctionnels (Figure I- 1): le domaine « DUF525 » et le domaine
«YccV-like » (11).
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mIP YccV-like ' l DUF525
I I

I
1 50 74 200 234 355 368

Figure I- 1 : Représentation de la séquence N-terminale et des deux domaines fonctionnels de Poldip2.
D’apreés Hermandes et al. (2017) (11).

L’analyse de séquence de Poldip2 par BLAST montre une homologie de séquence avec différentes
protéines. Poldip2 présente 30 % d’identité de séquence avec la protéine ApaG. Le domaine DUF525 de la
protéine Poldip2 présente une séquence conservée de 111 résidus présents au sein de la protéine ApaG
(126 aa) d’E. coli (8). Ce domaine, impliqué dans les interactions protéine-protéine (12), est également
présent dans la partie C-terminal de certaines protéines de la famille des F-box protéines (13). Cette famille

de protéine présente 32 % d’identité de séquence avec Poldip2.

Le domaine YccV-like est un domaine qui se retrouve dans la superfamille des YccV protéines et
qui est hautement conservé chez les eucaryotes. On retrouve notamment ce domaine dans la protéine HspQ
(Heat shock protein Q), une protéine chaperonne de la bactérie E. coli. Il serait également impliqué dans la
fixation de I’ADN hémiméthylé et dans la régulation de I’expression du gene dnaA (14), ainsi que dans la
dégradation des protéines dénaturées en réponse a un choc thermique (15).

Les données de la littérature suggerent donc que la protéine Poldip2 serait impliquée dans les
processus d’interactions protéine—protéine, dans le transport de cations, et la régulation de I’ADN. La
structure de Poldip2 n’étant pas encore résolue, seules des prédictions de structure basées sur I’analogie
avec d’autres structures présentes dans des banques de donnée sont possibles pour I’instant. Ce manque
d’information structurale peut étre lié a la difficulté d’exprimer cette protéine de maniére hétérologue.
Depuis sa découverte en 2003 par Liu et al. (8) des tests d’expression et de purification ont été fait par
différentes équipes en systéme bactérien, E. coli (5, 6, 16, 17). Aucune information quant au rendement de
purification ou a la concentration de I’échantillon en fin de purification n’est disponible dans la littérature.
Le seul fait mentionné consiste en ce que cette protéine est peu soluble, que 90 % de cette protéine est sous
forme de corps d’inclusion (5) et que sa solubilité est améliorée lorsque un tag GST est ajouté en N-terminal
de la séquence (16). Des essais d’expression de Poldip2 dans des lignées de cellules mammiféres (HeLa?,
MCF72, 293T3, C2C12* H1229% ont également été faits (5, 7, 9, 18). Ces essais ayant pour objectif

d’effectuer des études fonctionnelles, aucune purification de la protéine recombinante n’y a été décrite.

! HelLa : lignée de cellules cancéreuses isolées de cancer du col de 1’utérus (humain)
2 MCF7 : lignée cellulaire d’adenocarcinome de sein (humain)

3293T : lignée de cellules embryonnaire de rein (humain)

4 C2C12 : lignée cellulaire de myoblast (souris)

5 H1299 : lignée de cellule épithéliale cancéreuse de poumon (humain)
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I1.2.  Localisation et régulation de I’expression

Depuis sa découverte En 2003 par Liu et al. & partir d’un test de double hybride utilisant une banque
d’ADNCc de placenta humain (8), les études sur cette protéine se sont multipliées et ont démontré qu’elle est
localisée dans différents organes et types cellulaires (Tableau I- 1) ou elle interagit avec une pléthore de
partenaires lui permettant de jouer différents rdles importants dans I’organisme.

Tableau I- 1 localisation tissulaire, cellulaire et subcellulaire de Poldip2.
D ’aprés Hernandes et al. (2017) (11).

Organes Cellules et lignées cellulaires Compartiments subcellulaires
Aorte, poumon, rein, cceur, | cellules du muscle lisse Noyau, mitochondrie, membrane
thyroide, foie, os vasculaire (VSMC), cellules plasmique, cytoplasme, fibre de
endothéliales du cerveau, stress

cellules épithéliales,
fibroblastes, myoblastes, cellules
endothéliales du cordon
ombilical, cellules corticales des
neurones, osteoblastes, Hel a,
MRC5¢, HEK293’,

Comme mentionné dans le Tableau I- 1, Poldip2 est présente dans plusieurs organes. L’analyse

comparative de I’expression de Poldip2 dans des tissus isolés du rat faite par Lyle et al. (2009) montre que
Poldip2 est fortement exprimé dans le rein. Il est présent en moindre quantité dans le cceur, 1’aorte , le
diaphragme et le poumon et complétement absent de la rate et du thymus (19). La différence des niveaux

d’expression de cette protéine est sans doute liée aux rbles assurés dans ces organes.

La localisation subcellulaire de Poldip2 n’est pas identique dans toutes les cellules. Elle dépend
du type cellulaire. Poldip2 est exprimé dans le cytoplasme, le noyau et les fibres de stress des cellules du
muscle lisse vasculaire VSMC (Vascular Smouth Muscle Cell) (19). Dans les lignée de cellules Hela, 293T
et MCF7, il est majoritairement présent dans les mitochondries, avec une localisation a la matrice
mitochondriale pour les cellules HeLa (5). Une faible expression dans le noyau de ces cellules est aussi
détectée (5, 7). Dans les lignées de cellules myoblastes C2C12, il est fortement exprimé dans les
mitochondries, mais aucune localisation au noyau n’est décrite (9). Dans de nombreuses lignées cellulaires
(IEC188, HelLa, RBE®, et NBT-I11), il est présent dans le noyau, le cytoplasme et la membrane plasmique.

Dans le dernier type cellulaire, sa localisation subcellulaire est sous le contréle de I’antigene

6 MRCS5 : lignée de fibroblaste embryonnaire de poumon humain (humain)
"HEK?293 : lignée de cellules embryonnaire de rein (humain)

8 |EC18 : lignée de cellules épithéliales d’intestin gréle (rat)

 RBE : cellules endothéliales de cerveau (rat)

10 NBT-II : lignée cellulaire isolée de carcinome de véssie (rat)
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carcinoembryonnaire CEACAML1 (CarcinoEmbryonic Antigen Cell Adhesion Molecule 1) et dépend de
I’état quiescent de la cellule. Pour les cellules non confluentes, le marquage de I’antigéne CEACAML par
un anticorps induit une translocation de Poldip2 a la membrane plasmique, alors que ce méme traitement
effectué aux cellules confluentes, induit une translocation de Poldip2 au noyau. Ces différences de
localisation subcellulaire suggérent que Poldip2 joue le réle de médiateur de signaux en naviguant entre les
compartiments cellulaires pour transférer les informations de la surface de la cellule jusqu’a la machinerie
génétique (6). Arakaki et al. (2006) observe également une distribution de Poldip2, initialement localisée
dans la mitochondrie (phase S), entre les mitochondries et le noyau lorsque la cellule est en phase G2/M de
son cycle cellulaire et jusqu’a la fin de la phase G1 (9). En plus de I’antiggne CEACAM1, Poldip2 est aussi
régulé par le facteur de croissance de fibroblastes FGF (Fibroblast Growth Factor), cytokine qui favorise
la formation des os et I’équilibre entre formation et résorption osseuse. En présence de cette cytokine,
I’expression de Poldip2 est inhibée dans les ostéoblastes, supprimant leur capacité migratoire et par
conséquent la formation osseuse. Par ailleurs, les auteurs observent une augmentation, avec I’age, de son
expression dans les os de souris. Par conséquent, cette protéine pourrait étre un marqueur de vieillissement
des os (20). Poldip2 serait aussi un des marqueurs lié au dimorphisme sexuel de la thyroide. En effet,
I’expression de cette protéine est augmentée dans les thyrocytes de rat femelle et serait en lien avec
I’importance de la prévalence des maladies thyroidiennes chez les femmes (21). L’expression de Poldip2
est aussi semsible a la concentration a 1’oxygene. Dans des conditions d’hypoxie I’expression de Poldip2
est diminuée ce qui induit un chagement du catabolisme cellulaire permettant a la cellule de s’adapter a son

nouvel environnement (22).

11.3.  Fonctions connues de Poldip2 dans les cellules

La localisation quasi-ubiquitaire de Poldip2 permet a cette protéine d’intervenir dans plusieurs

fonctions biologiques et d’étre également impliquée dans différentes pathologies.
e Role dans la réparation de I’ADN

Grace a un test double hybride, Liu et al. (2003) identifie une nouvelle protéine qui interagit avec
la protéine p50 sous-unité de la polymérase 3, enzyme responsable de la réplication de I’ADN, qu’ils
nommeront PDIP38, et rebaptisé plus tard Poldip2. Ils montrent également que Poldip2 interagit avec PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), connu chez les eucaryotes, comme étant un homotrimére qui forme
un anneau autour de I’ADN pour orienter et stabiliser les ADN polymérases. Il a donc été proposé que
Poldip2 intervient dans la réplication et la réparation de I’ADN en renforgant I’interaction entre la
polymérase & et le PCNA (8) en se fixant a la sous-unité p50. Le réle de cette interaction n’a pas été identifié.
Néanmoins cette information est un premier indice de I’implication de Poldip2 dans la réplication de

I’ADN (8). Plus tard, d’autres études montrent que Poldip2 interagit avec différentes familles de
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polymérases impliquées dans la réparation de I’ADN. Lorsque des dommages de I’ADN sont présents la
progression de la polymérase 6 est bloquée. D’autres polymérases plus spécialisées prennent le relais pour
effectuer les réparations nécessaires et contourner I’obstacle. Ce mécanisme de réparation, décrit dans la

Figure I- 2, est appelé « TransLesion Synthesis (TLS) ».

a Tolerance of DNA damage b TLS not available
Replicative Pol Replicative Pol
GCATCAGACTAC Error-free GCATCAGARCTAC Error-free
CGTAGTCTGATGCTCGACTESCTAGE — | template CETAGSTCTGATGCTCGACTGCTAGE — | template
= switching = switching
J' Replication fork
TLS stalling or collapse
: FPals
Replicative Pol n _
i ..
GCATCAGACTACERRLLL GCATCAGACTAC
CETAGTL TR PGC PUGACTECTAGC CGTAGTCTGATG CTCGACTGCTAGC
[

[ Double-sirand breaks |

Replicative Pol . Pals Replicative Pol

| ion o

GCATCAGACTACERGLTIGACGATCS

CGTAGTCTGATGETCGACTECTAGE ¥
(=)

l DMA repalr Chromosome instability |

GCATCAGACTACERGLTIGACGATCE
CGTAGTCTGATGETCGACTGCTAGT

. '

Point mutagenesis
r\unrelcell/ \Cancer cell
| Cancer ] [L’.’I'uen'uores.usl:am:el

Figure I- 2 : Mécanisme de réparation de ’ADN par TLS (TransLesion Synthesis).
Lorsque les polymeérases TLS (TransLesion Synthesis) (Pol ; bleu) sont disponibles, la lésion de I’ADN
peut étre contournée par le systeme TLS et causer éventuellement des mutations (surlignées en rouge) ou
peut étre restaurée par un systéme dit « template switching » En absence d’une polymérase TLS, la
réparation par le systeme TLS ne peut pas se faire et conduit la cassure dans le double brin d’ADN, a
'instabilité du chromosome et [’augmentation du risque de cancer (23).

Tissier et al. (2010) montre que Poldip2 interagit avec les Polymérases rev1, Pol{ (via rev7) et Poln.
L’interaction avec cette derniére se fait sur son domaine de liaison de I’ubiquitine au doigt de zinc UBZ
(Ubiquitin-Binding Zinc finger) impliqué également dans la reconnaissance du PCNA. L’interaction de
Poldip2 avec PCNA induirait un échange entre Poln et les polymérases réplicatives pendant le TLS. Les
auteurs observent une augmentation du nombre des cellules contenant des foyers d’accumulation de Poln
en absence de dommage a I’ADN aprés déplétion du géne de Poldip2. Selon leur hypothése, la fixation de
Poldip2 a Poln empéche cette dernieére d’entrer en compétition avec les polymérases réplicatives sur les
fourches d’ADN non endommagées (24). Poldip2 interagit également avec une autre polymérase du systéme
TLS, la polymérase A (pold), responsable des corrections des bypass des 8-0xo-7,8dihydroguanine qui sont

des lésions de I’ADN dues au stress oxydatif. Cette interaction permettrait d’augmenter I’efficacité
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catalytique et la processivité!! des polymérases (17). Au vu de ces différentes interactions de Poldip2 avec
les différentes polymérases précédemment citées, il a été proposé que Poldip2 joue le r6le d’une protéine
chaperonne qui coordonne I’interaction des polymérases avec le PCNA (17). 1l a également été montré que
Poldip2 interagit avec la polymérase PrimPol*?. Cette interaction entraine les mémes effets (efficacité
catalytique et processivité) a la différence que pour cette polymérase, I’interaction n’implique pas la protéine
PCNA. L’interaction entre PrimPol et Poldip2 est spécifique de deux résidus présents sur la séquence
d’adressage a la mitochondrie dans Poldip2. PrimPol est, comme Poldip2, une protéine localisée a la fois a
la mitochondrie et au noyau. En tenant compte du fait que lorsque Poldip2 est localisé & la mitochondrie,
cette sequence est clivée, cette interaction entre ces deux protéines n’est plus possible dans ce compartiment.
Le réle de Poldip2 serait donc dépendant de sa localisation (16).

Poldip2 n’intervient pas seulement dans le systeme de réparation TLS, il est également impliqué
dans le mécanisme de réparation «error-free Template Switching (TS) ». Dans les cellules DT40" et
TK6B, il a été montré que la diminution de I’expression de Poldip2 diminue le taux de réparation par TLS
au profit du mécanisme TS. De plus, Poldip2 serait capable d’augmenter le taux de réparation par TLS sans
faire intervenir les polymérases poln, poli et PrimPol. Cette protéine serait donc capable de contréler le
mécanisme de tolérance aux dommages de I’ADN en passant du mécanisme TS au mécanisme TLS (25). Il
a été montré dans la littérature que les cellules ou le géne codant pour Poldip2 a été délété, étaient plus
sensibles aux rayons UV suggérant un rdle de Poldip2 dans le mécanisme de tolérance a ce type de
rayonnement (16, 24-26). Wong et al. (2013) montre que, suite a un traitement aux UV, Poldip2 n’est pas
recruté au niveau de I’ADN sur les sites altérés par les UV, mais translogué aux spliceosomes nucléaires.
Par ailleurs, les auteurs suggerent que, bien que Poldip2 ne posséde pas de domaine de fixation de I’ARN,
il jouerait un réle dans I’épissage de I’ARNm de géne impliqué dans le cancer et la réponse au stress
génotoxique. Ce rdle serait assuré soit par un domaine non spécifique a la fixation de I’ARN soit en servant
de protéine chaperonne permettant des interactions protéine—protéine facilitant ainsi I’épissage de ces
ARNmM. Poldip2 répondrait donc a un stress génotoxique en transloquant au spliceosome ou il participerait

a la régulation de I’épissage de I’ARNm des génes impliqués (26).

11 | a processivité est la capacité d’une enzyme a catalyser des réactions successives sur une méme molécule,
sans la relacher. C’est le cas des polymérases qui catalysent la polymérisation d’une chaine d’ADN

2 PrimPol est une enzyme eucaryote qui joue le réle d’ADN Polymérase et d’ADN primase (ARN
polymérase qui permet la synthése de courts segments d’ARN qui sont ensuite utilisés comme amorces par
I’ADN polymérase réplicative)

13 DT40 : lignée de lymphoblaste isolé de rate (humain)

14 TK6B : lignée de lymphoblaste (poulet)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyse_enzymatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substrat_enzymatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/ARN_polym%C3%A9rase
https://fr.wikipedia.org/wiki/ARN_polym%C3%A9rase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ribonucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_polym%C3%A9rase
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e ROle dans la mitochondrie

Un des premiers travaux réalisé sur Poldip2 par Xie et al. En 2005, montre que cette protéine est
localisée dans la mitochondrie, ce qui est cohérent avec la présence de la séquence d’adressage a la
mitochondrie présente en N-terminal (7). Dans un deuxiéme article, publié peu aprés, ils montrent que
Poldip2 n’est pas capable de s’associer directement a I’ADN mais interagit avec trois protéines
mitochondriales capables de fixer I’ADN mitochondrial simple brin: la mtSSB (mitochondrial Single-
Stranded DNA-Binding protein), une heat-shock protéine CH60 et une protéine homologue de la Lon
protéase. Ces premiéres informations suggérent que Poldip2 serait impliqué dans le métabolisme
mitochondrial (5). En 2006, Arakaki etal. confirme la co-localisation de Poldip2 et mtSSB dans la
mitochondrie. Une augmentation de I’expression de Poldip2 augmente le nombre de mitochondries
allongées. En revanche son inhibition augmente le nombre de mitochondries fragmentées. L augmentation
ou I’inhibition de mtSSB provoque I’effet inverse sur la morphologie des mitochondries. Ces deux protéines
régulent donc respectivement les processus de fusion et fission des mitochondries, processus impliqués dans
la régulation de I’apoptose (9). Plus récemment, il a été montré que Poldip2 est impliqué dans la régulation
des espéces réactives de I’oxygéne (ROS) dans les mitochondries puisqu’une diminution de I’expression de
cette protéine entraine une diminution de la production des ROS dans ces organelles (27). Les auteurs
suggerent deux hypothéses a ces observations dont une diminution de I’activité de la NADPH oxydase,

NOX4 (qui sera décrite plus loin), impactée par la diminution de I’expression de Poldip2.

I1.4. RoOles physio(patho)logiques de Poldip2

e ROle dans la survie et la prolifération cellulaire

Il semble que Poldip2 soit une protéine essentielle dont I’absence ne peut pas étre compensée par
d’autres acteurs puisque les souris homozygote knockout Poldip2™/ naissent plus petites que les souris
normales et ne survivent pas au-dela de quelques jours qui suivent leur naissance, suggérant que la délétion
de son gene est létale (28, 29). Par ailleurs, la délétion du gene de cette protéine réduit la croissance des
fibroblastes embryonnaires de souris et augmente I’autophagie de ces cellules. Une accumulation des
cellules en phase G1 est observée avec une augmentation de I’expression de protéines impliquées dans
I’initiation de la synthese de I’ADN. La prolifération des cellules du muscle lisse vasculaire est également
impacté lorsque le géne de Poldip2 est déleté (29). Chez les souris Poldip2*-, une diminution de I’expression
de Poldip2 a été observée associée & une diminution du PCNA en paralléle d’une augmentation de
I’expression d’une protéine (p21) inhibitrice du cycle cellulaire. La diminution de I’expression de Poldip2
chez ces souris impacte la formation et la régénération des cellules de I’artére lésée. Une diminution de la
prolifération cellulaire a également été observée in vitro apres traitement des cellules du muscle lisse
aortique de rat par des SiRNA dirigés contre Poldip2. Un des mécanismes suggérés est que la diminution
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de I’expression de Poldip2 déstabilise I’interaction entre la polymérase 6 et PCNA favorisant I’interaction
de ce dernier avec la protéine p21 ce qui participerait a la réduction de la progression du cycle cellulaire (30).
Poldip2 serait également impliqué dans la prolifération des cellules du muscle lisse vasculaire via la voie
d’activation de la protéine RhoA par le facteur de transformation des cellules épithéliale (Ect2) (31). Dans
les myoblastes de souris, un traitement par des SiRNA dirigés contre Poldip2 diminue le nombre de cellules
vivantes d’un facteur 2 (9). De méme, les fibroblastes MRC5 deviennent plus sensibles aux traitements UV
lorsque I’expression de Poldip2 est diminuée (24). Ces éléments suggérent que Poldip2 joue un rble essentiel
dans le déroulement normal de la croissance et la prolifération cellulaire en modulant I’expression de
certains génes impliqués dans la division cellulaire (18, 29). Le réle de Poldip2 dans la division cellulaire
est consolidé par une étude de Klaile et al. En 2008. Les auteurs observent une désorganisation du fuseau
mitotique, une ségrégation aberrante des chromosomes ainsi que des cellules multi-nucléées lorsque celles-
ci sont traitées par des anticorps ou des ARN dirigés contre Poldip2. Par conséquent, Poldip2 serait impliqué
a différents stades du cycle cellulaire en permettant une division cellulaire correcte (32).

e Implication de Poldip2 dans le systeme cardiovasculaire

Dans les cellules du muscle lisse vasculaire, Poldip2 régule I’enzyme NADPH oxydase NOX4 (19).
NOX4, comme on le verra plus loin, est une enzyme qui produit du peroxyde d’hydrogene. Dans ces
cellules, les especes réactives de I’oxygéne générées par NOX4 activent la protéine RhoA, ce qui renforce,
au final, I’adhésion focale et augmente la formation des fibres de stress'®. Par ailleurs, la délétion de Poldip2
ou de NOX4 induit une perte de ces ultrastructures cellulaires. La surexpression ou la délétion de Poldip2
impacte la dynamique des points d’adhésion focale'® suggérant un role dans la régulation de la migration

des cellules du muscle lisse vasculaire (19, 33) dont le mécanisme est décrit dans la Figure I- 3.

15 Fibre de stress : est une structure contractile composée de filaments d’actine associés a des filaments de
myosine. Les fibres de stress fournissent une force contractile qui contribue a la migration cellulaire.

16 Point d’adhésion focale : est un complexe de protéines (taline, FAK, paxilline) qui s’associe au filament
d’actine pour former les fibres de stress.
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Figure I- 3 : La migration cellulaire est dépendante de différentes structures des filaments d’actine.
(a) La migration débute par la polarisation de la cellule avec | établissement de protrusions a | ’avant de
la cellule (leading edge), composées de lamellipodes et de filopodes. (b) Durant | ‘extension de la membrane
plasmique, de nouvelle adhésions s’établissent a |’avant de la cellule. (c) Ensuite, le noyau et le corps
cellulaire sont amenés vers | ’avant grace aux forces générées par les filaments d ‘acto-myosine des fibres
de stress sur le support de culture, via des sites d 'adhésions focales associés aux fibres de stress. (d) Enfin,

I’arriére de la cellule est rétracté grace au désassemblage des adhésions a ce site et la rétractation des
fibres (34).

En effet le modéle proposé par Dalta et al. (2014) montre que Poldip2 contrdle la migration
cellulaire via une voie de signalisation impliguant I’activation de la protéine Rho A et I’autophosphorylation
de la protéine FAK (Focal Adhesion Kinase) induite par I’augmentation du peroxyde d’hydrogene
(Figure I- 4). La surexpression de Poldip2 qui augmente la production de peroxyde d’hydrogéne prévient la
dissolution des points d’adhésion focale a I’arriére de la cellule. Le maintien de ces points d’adhésions
provogue une extension de la cellule avec une incapacité a polariser et a migrer. De méme, un niveau faible
de Poldip2 inhibe la phosphorylation des protéine FAK ce qui empéche la cellule de former de nouveaux
points d’adhésion focale et de migrer (35).
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Figure I- 4 : modéle proposé pour le contréle de la migration des VSMC par Poldip2.
La migration cellulaire est stimulée par le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF).

Le role de Poldip2 dans la maturation des points d’adhésion focale qui impliquent les filaments
d’actine et la migration cellulaire fait appel a un autre mécanisme. Vukelic et al. (2018) montre que
I’oxydation des filaments d’actine est exacerbée par une surproduction de Poldip2 dans les cellules du
muscle lisse vasculaire. Une diminution de I’expression de Poldip2 ou NOX4 ou une neutralisation du
peroxyde d’hydrogéne inhibe I’oxydation des filaments d’actine ce qui impacte la maturation des points
d’adhésion focale, et empéche alors la migration cellulaire. (36).

Poldip2 est impliqué dans la formation de la matrice extracellulaire du systeme vasculaire. Chez les
souris knockout Poldip2*-, la diminution du niveau d’expression de Poldip2 altére la matrice extracellulaire
aortique, entrave la contractilité de I’aorte et augmente la rigidité vasculaire. Par ailleurs, une diminution de
production de peroxyde d’hydrogene induit une augmentation de la production de collagene | chez ces
souris, ce qui, par conséquent, les protégent du risque de développer une dilatation aortique (28). Ces
résultats sont en contradiction avec ceux de Fujii et al. (2016) qui propose un autre mécanisme par lequel
Poldip2 est impliqué dans I’augmentation de la matrice extracellulaire. Une déplétion de Poldip2 dans les
cellules du muscle lisse aortique de souris (MASM) induit une augmentation de I’activation de la voie de
signalisation PI3K/Akt/mTOR?Y, impliquée dans la régulation de synthése des protéines et qui est associée

a une augmentation de I’expression de I’intégrine B-1. Cela conduit a I’augmentation de production du

17 PI3K/Akt/MTOR : voie de signalisation qui régule 1’apoptose, la croissance et le cycle cellulaire d’une
cellule.
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collagéne | (37). Poldip2 est aussi impliqué dans le processus de néovascularisation. En condition
d’ischémie, les souris hétérozygote Poldip2*/- présentent une diminution de la production de ROS associée
a une diminution de I’activité des métalloprotéases, de la prolifération des cellules endothéliale et de la
formation d’artérioles (38). Du fait de sa localisation dans les cellules du muscle lisse vasculaire et des
différentes fonctions dont il est responsable, Poldip2 est donc associé a certaines pathologies cardiaques.
Chez les patients atteints de sténose valvulaire aortique, on a observé un niveau d’expression de Poldip2 et
NOX4 plus faible au niveau du tissu du myocarde que chez les sujets sains. Cette diminution est
probablement corrélée a une diminution de peroxyde d’hydrogene qui, en fonction de sa dose, détermine
I’évolution (apoptose ou hypertrophie) des cardiomyocytes (39). Un diagnostic prénatal chez un bébé male
montre une duplication d’un fragment du chromosome 17. Le suivi postnatal du bébé montre qu’il présente
en plus d’un retard de développement néonatal et d’un retard de développement du langage, une déficience

ventriculaire septale. Ce dernier symptdme a été attribué a la duplication du géne de Poldip2 (10).
e Implication de Poldip2 dans le systéme nerveux central

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la
maladie de Huntington ou encore la sclérose amyotrophique latérale sont généralement caractérisées par
une accumulation des agrégats des protéines Tau associé a une dégénérescence fibrillaire et une dérégulation
du mécanisme de I’autophagie. Il a été montré que Poldip2 joue un réle dans ces tauopathies en augmentant
I’agrégation des protéines Tau en activant la proteine RhoA via I’augmentation des ROS produits par NOX4.
De plus, Poldip2 impacte le mécanisme d’autophagie et I’activité du protéasome. Par conséquent, Poldip2
joue un role de régulateur positif des maladies neurodégénératives via la stimulation de production de ROS
et I’inhibition du mécanisme de dégradation de protéines (40). En plus des maladies neurodégénératives,
Poldip2 joue un rdle dans I’ischémie cérébrale. Suite a une attaque cérébrale, les souris knockout Poldip2*~
présentent un taux de survie plus important que les souris normale. La sous-expression de Poldip2 chez ces
souris limite la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique et I’expression de cytokines et de
métalloprotéases impliquées dans ce processus. Poldip2 serait donc une nouvelle cible dans le
développement de thérapie pour prévenir les cedémes cérébraux en cas d’ischémie cérébrale (41). Des effets
similaires sont aussi observés dans le syndrome de détresse respiratoire aigle. Il a été montré qu’une
diminution de I’expression de Poldip2 minimise la perméabilité vasculaire pulmonaire et la réaction
inflammatoire pulmonaire en limitant I’infiltration des leucocytes (monocytes et neutrophiles) dans les
poumons réduisant ainsi les cedémes pulmonaires. Poldip2 serait, comme dans le cas de I’ischémie cérébrale,
une cible thérapeutique régulatrice des complications rencontrées lors du syndrome de détresse respiratoire
aigue (27).
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e Implication de Poldip2 dans le cancer

L’implication de Poldip2 dans les maladies cancéreuses n’a été étudiée que plus récemment.
Plusieurs études génétiques ont identifié le géne de cette protéine comme étant oncogene. En 2010,
Grinchuk et al. ont été les premiers & montrer dans leur étude un lien entre le géne de Poldip2 et le cancer
du sein (42). Plus tard, en 2016, Chian et al. montrent que les cellules mononuclées du sang périphérique
expriment I’ARNm de Poldip2. Les patients qui expriment ces ARNm sont souvent des hommes et sont
plus a risque de développer le cancer du poumon (43). Chen etal. (2018) observe une diminution de
I’ARNm de Poldip2 dans 14 tissus du cancer du poumon. Ils montrent également qu’une diminution de
Poldip2 dans des lignées cellulaire de poumon (H1299 et A549'8) diminue la tumorogenicité, la métastase
et I’expression de marqueurs de prolifération cellulaire. Poldip2 est un oncogéne qui favorise la prolifération
des cellules tumorales. L expression de Poldip2 contribue donc a la progression et la métastase du cancer
de poumon en régulant I’expression des génes associés au cycle cellulaire et la voie de signalisation de
transition épithélio-mésenchymateuse (18). La caractérisation de I’exome de sarcome non différencié de la
langue chez un patient de 31 ans a mis en évidence 19 mutations dont une sur le géne de Poldip2. Ces
mutations révélent un profil génétique unique qui caractérise ce cancer (44). Pour déterminer les génes
impligués dans la chimiorésistance du cancer sarcome d’Ewing, I’expression de certains génes est comparée
avant et apres traitement par deux molécules (la doxorubicine et la vincristine) classiquement utilisées pour
traiter ce type de cancer. Cette étude de comparaison a permis de mettre en évidence que la résistance a la
chimiothérapie dans le cas du cancer sarcome d’Ewing est associé a la surexpression de Poldip2 (45). Dans
les cellules cancéreuses ou sous condition hypoxie, la lipoylation'® des enzymes pyruvate déshydrogénase
et a-cétoglutarate déshydrogénase (enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale) est inhibée pour
maintenir la respiration mitochondriale. Dans les cellules déficientes en Poldip2, la diminution de la
lipoylation réduit les fonctions mitochondriales et induit la stabilisation du facteur d’hypoxie
HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1) qui joue un r6le majeur dans les processus d’angiogenese et de
prolifération cellulaire. Les auteurs observent également que Poldip2 est réprimé dans les cellules
cancéreuses ou cellules sous hypoxie provoquant une diminution de la lipoylation. Par ailleurs, la
surexpression de Poldip2 augmente la lipoylation mitochondriale ce qui induit une augmentation de la

respiration mitochondriale et une diminution du taux de croissance des cellules cancéreuses. Par conséquent,

18 A549 : lignée de cellule épithéliale de poumon
19 Modification post-traductionnelle qui consiste a ajouter un lipoamide a un résidu lysine via une liaison
amide.

13



CHAPITRE | : INTRODUCTION

Poldip2 régule la lipoylation mitochondriale permettant une adaptation des cellules cancéreuses et des

cellules normales aux conditions d’hypoxie a leur nouvel environnement (22).
o ROle de Poldip2 dans le rein

Dans le rein, I’association de Poldip2 avec NOX4 augmente la production de ROS ce qui a pour
conséquence d’activer différentes voies de signalisation dans les cellules rénales afin d’assurer certaines
fonctions biologiques de cet organe dont la diurése (46) ou encore la formation de fibroblastes (47, 48). Ces
deux protéines peuvent également étre associées a des pathologies rénales. En 2016, Saez et al. décrivent
une co-localisation de Poldip2 et NOX4 dans le cytoplasme des cellules médullaire rénales. Suite a son
interaction avec Poldip2, NOX4 migre vers le noyau via un mécanisme impliquant les Protéines Kinase C
(PKC). Cela conduit a une augmentation de la concentration en H,O, dans le noyau pour activer la
transcription de certains genes (49). En 2015, Lin et al. observent également une co-localisation de NOX4
et de Poldip2 dans le pelvis rénal. L’interaction entre ces deux protéines est augmentée par la pression
intrapelvique ce qui induit une augmentation de la génération de peroxyde d’hydrogéne par NOX4 dans ce
compartiment. Ce mécanisme est impliqué dans le contrdle de la réponse diurétique médiée par le nerf
sensoriel rénal (46). Dans le rein, Poldip2 est également responsable de I’activation des myofibroblastes via
une voie de signalisation impliquant plusieurs acteurs. Il a ét¢ montré que le TGF-B1 (Transforming Growth
Factor # 1) augmente d’une part I’expression de NOX4 et son activité. D’autre part, le TGF-B1 stimule la
protéine RhoA-GTP et active Rho kinase qui régulent, toutes deux, I’expression de Poldip2. L’augmentation
de I’expression de NOX4/Poldip2 active les myofibroblastes (Figure I- 5) (47). 1l est a noter que I’activation
des fibroblastes dermiques est aussi induite par le couple NOX4/Poldip2. La diminution de I’expression de
NOX4 dans ces cellules réduit la synthese de collagéne de la peau et I’expression des marqueurs d’activation

de fibroblastes de la peau (48).

En plus des voix de signalisation, Poldip2 est impliqué dans certaines complications associées aux

maladies rénales. En voici quelques exemples :

Un régime alimentaire riche en graisse administré a des rats induit une obésité, une résistance a
I’insuline et a une augmentation des l1ésions hépatiques et rénales médiées tres probablement par la voie de
signalisation associant NOX4 et le Récepteur Minéralocorticoide (MR), protéine de la superfamille des
récepteurs nucléaires et stéroides. Les auteurs suggérent que I’association « récepteur
minéralocorticoide/NOX4/Poldip2 » serait impliquée dans le changement de morphologie de
I’ultrastructure du rein (tubules basophiles du rein) et du foie (foyer prénéoplastique) (50). Les contractions
myogeniques protégent le rein de certaines complications associées aux maladies rénales chroniques. Ces
contractions sont contr6lées par une balance entre anions superoxydes produits par NOX2 (role activateur)
et peroxyde d’hydrogéne produits par NOX4 (réle inhibiteur). L’augmentation de la pression de perfusion
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chez souris souffrant de maladies rénales chroniques induit une augmentation d’anions superoxides et de
peroxyde d’hydrogene associée a une diminution des contractions myogéniques. Les souris hétérozygotes
déficientes en Poldip2”~ présentent une diminution du niveau de peroxyde d’hydrogéne, mais le niveau
d’anion superoxyde est maintenu avec une activité myogénique normale. Par conséquent, Poldip2/NOX4
serait impliqué dans la réponse myogénique via la production de peroxyde d’hydrogéne (51). La
concentration élevée en sel, les ROS et ’angiotensine Il favorisent la progression des maladies rénales
chroniques. Il a été montré chez les souris qui ont subi une réduction de la masse rénale et auxquelles on a
administré un régime riche en sel que 1’anion superoxyde produit par NOX2, isoforme de NOX4, et le
peroxyde d’hydrogene produit par NOX4/Poldip2, augmentent la contraction de I’artériole induite par
I’angiotensine 1l (52).

A
\
\
\
\
]
Protein i
' 4 (Poldip2 Protein
expression expression

Myofibroblast differentiation

Figure I- 5 : Mécanisme d’activation des myofibrablastes de rein (47).
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I11. La famille des NADPH oxydases
I11.1. Présentation

NOX4 et NOX2 font partie de la famille des NADPH oxydases qui sont des complexes
enzymatiques transmembranaires dont la seule fonction est de transférer les électrons a travers la membrane

biologique pour réduire I’oxygéne en anion superoxyde selon la réaction suivante :
NADPH +2 O,—NADP*+2 O+ H*

Cette famille d’enzyme n’est pas spécifique au régne animal étant donné qu’elle est retrouvée
également chez les bactéries (53, 54), les plantes et les champignons (55, 56). Les membres de cette famille
sont classés en fonction des caractéristiques structurales et fonctionnelles de la protéine membranaire
catalytique appelée NOX. Il existe sept isoformes de cette protéine (NOX1-5 et DUOX1-2) contenant des
domaines structuraux conserveés qui sont responsables de cette fonction. Une grande partie des informations
structurales connues a ce jour reposent sur la caractérisation biochimique de NOX2, trés largement étudié,
et sur la structure tridimensionnelle NOX5, récemment déterminée (57). La topologie des autres isoformes
est déduite de I’homologie de séquence avec NOX2 et NOX5, et des programmes de prédiction de
structures. Ces enzymes comportent deux domaines : I’un transmembranaire, noté domaine TM, I’autre
cytoplasmique appelé domaine déshydrogénase (DH). Ce dernier comporte le site catalytique de I’enzyme
qui fixe le substrat le NADPH.

En partant de la partie N-terminale (Figure I- 6), ces protéines comportent le domaine
transmembranaire (TM) constitué de 6 hélices o transmembranaires reliées par 5 boucles situées de part et
d’autre de la membrane. Les boucles A, C et E sont extracellulaires et les boucles B et D sont
cytoplasmiques. Quatre histidines (His101, His115, His209, His222) hautement conservées sont localisées
sur les troisiéme et cinquieme hélices oo transmembranaires et fixent deux hémes b, localisés cdtéq
cytoplasmique (héeme A) et extracellulaire (héme B) (57, 58). Enfin le domaine déshydrogénase, présent en

C-terminal, fixe le cofacteur FAD et posséde le site de fixation du substrat de I’enzyme, le NADPH.

NOX5 et les DUOX se différencient des autres isoformes par la présence de certaines parties
supplémentaire (Figure I- 7). NOX 5 comporte en N-terminal 4 motifs EF-hand permettant de lier le
calcium, deux région polybasiques en C et N terminal, deux sites consensus en C-ter appelés REHBD
(Regulatory EF-Hand Binding Domain) et PhosR intervenant dans le repliement intramoléculaire de la
protéine. Les DUOX1/2 comportent en N-ter une séquence homologue a la déshydrogénase, 2 motifs EF-

hand et un 7°™ pilier transmembranaire (59).
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Figure I- 6 : Topologie du corps catalytique des NADPH oxydases.
Les cercles en couleur représentent les acides aminés conservés chez les isoformes NOX 1-4. En rouge
sont représentées les 4 histidines (60).
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Duox1/2 3—u4—{5—-16 7 {2 - s—u— 1551
Domaine transmembranaire ® Domaine de fixation du FAD = Domaine de fixation du NADPH
@ £F-hand @ Région polybasique P Domaine peroxydase

Figure I- 7 : Représentation linéaire, en domaines, de la séquence protéique des NOX.
Les cercles discontinus soulignent les régions importantes impliquées dans la régulation de I’activité de
chaque protéine (59).
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Les autres NOX (NOX1-4) ont tous un partenaire membranaire p22P"°* dont la fonction est de
stabiliser I’enzyme (Figure I- 8). NOX5 semble se stabiliser en formant des oligoméres (61). Quant aux
DUOX1/2, ils s’associent a leurs partenaires respectifs DUOXAL/2 qui assurent leur maturation et bon
fonctionnement (62, 63). En plus de p22°"°%, le complexe NADPH oxydase constitué de NOX 1-3 comporte
d’autres protéines cytosoliques : organisatrice (p47°"™ ou NOXO1), activatrice (p67°"* ou NOXAL), et
modulatrice p40Po*, Ces protéines régulatrices sont nécessaires pour former un complexe enzymatique actif
capable de produire des ROS. L’isoforme NOX4 se différencie des autres NOXs par le fait que NOX4 est
fonctionnel et produit des ROS sans avoir besoin d’étre activé par un assemblage avec ces protéines
régulatrices. Par contre, il s’associe comme nous I’avons déja vu a une autre protéine régulatrice, Poldip2
qui augmente son activité (19). En ce qui concerne NOX5 et DUOX1/2 c’est le calcium qui joue le r6le de
régulateur chez ces isoformes (64, 65).

Dependent on cytosolic activators

cytosol

 Poldip2

Figure I- 8 : La famille des NADPH Oxydase et leurs partenaires.
Adapté de Brandes et al. (2014) (66).
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I11.2. Transfert d’électron et génération d’Especes Réactives de I’Oxygene

La NADPH Oxydase réduit I’oxygene par transfert de deux électrons depuis le NADPH. NOX2
peut utiliser le NADH comme substrat mais elle capte préférentiellement du NADPH. Les constantes
d’association pour le NADPH et le NADH sont estimées a 40-45 uM et 25 mM respectivement (67). C’est
un mécanisme séquentiel qui consiste a transférer deux électrons, un par un, et se fait en 7 étapes
(Figure 1- 9). Au cours de la premiére étape, le NADPH transfere deux électrons au FAD pour former
FADH,. Cette premiére étape connue sous le nom d’activité diaphorase, est activée par le Domaine
d’Activation (AD) de p67°"°* décrit plus loin dans ce chapitre (68). Ensuite un seul électron est transféré
depuis FADH- au premier heme. Le centre fer de I’héme A ne peut accepter qu’un seul électron a la fois.
L’électron doit donc passer au second heme B puis a I’oxygéne (étapes 2, 3 et 4) pour libérer la place au
second électron. Le second électron, transféré par la flavine partiellement réduite FADH, va suivre le méme
cheminement que le premier pour réduire une autre molécule d’oxygene (étapes 5, 6 et 7) (59, 69). Via ce
mécanisme une molécule de NADPH oxydase réduit deux oxygenes en deux anions superoxydes,

précurseurs d’autres molécules réactives a I’oxygene.

g [
Heme b* : 2 NADPH+H"
R onn: B Riankur annE
" i Lt

2 Hemeb
..... 2e
# Heme b®
X BrwesXonn
0 Héme b NADP
e 4 3
Potentiel | —160mv —265mV —-225mV - 280 mV —-320mV
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NADPH oxydase

<+— Diaphorase —

Figure I- 9 : Mécanisme de transfert d’électrons en 7 étapes.
Dans le cadre blanc sont indiqués les potentiels redox de chaque couple (59).

Une fois formé, I’anion superoxyde va générer des especes réactives de I’oxygéne ou Reactive
Oxygen Species (ROS) suite a une cascade de réactions (Figure I- 10). Les anions superoxydes se dismutent
en peroxyde d’hydrogéne (H.0,) de maniére spontanée ou catalysée par la Superoxyde Dismutase (SOD)
« réactionl ». Le peroxyde d’hydrogéne est une molécule & fort potentiel oxydant capable de réagir avec les
méthionines et cystéine présentes dans certaines enzymes. Il est ensuite converti en ions hypochlorite
(OCI-) par la myéloperoxydase « réaction2 ». En solution aqueuse, I’acide hypochloreux (HCIO) est en

équilibre acido-basique avec sa base conjuguée, ions hypochlorite (OCI-). Il est capable de générer une

19



CHAPITRE | : INTRODUCTION

variété de réactions oxydatives dont la chlorination des tyrosines et I’oxydation de certaines enzymes. Il
peut étre réduit par les anions superoxydes en radical hydroxyle (OH") « réaction 3 ». Celui-ci réagit avec
un grand nombre de biomolécules et est capable d’initier une chaine de réaction oxydative causant beaucoup
de dommages. L’association de H,O. et OCI- produit de I’oxygene singulet 'O, « réaction 4 ». Ce dernier
cible les doubles liaisons des acides gras insaturés (70). Le peroxyde d’hydrogéne H,O; peut etre décimposé
par action du fer Fe2+ selon la réaction de fenton « réaction 5 » pour generer le radical hydroxyle (OH") et
I’ion hydroxyde OH".

1) Oy~ +HO; + H* — 0z + H,0;

2) H02 + Cl- — H,0 + OCI- et H,0; + CI- + H" — H,0 + HCIO
3) HCIO+0;- —-OH+0;+CI-

4) H,0;+ OCl- — H,O + CI- + !0,

5) Fe? +H;0, — Fe** + OH™ + OH'

0, 0, H,0, HOCI
Molecular === o ide || Hydrogen |=—===3|Hypochiorous
oxygen p peroxide MPO acid

Antibody LI

Figure I- 10 : Formation des dérivés réactifs de |’oxygéne.
O, : anions superoxyde, OH" : radical hydroxyle, HOCI : acide hypochlorique, Os : ozone, 'O, :
oxygene singulet, H.O- : peroxyde d hydrogéne, MPO : myélopéroxydase, SOD : superoxyde dismutase,
NOX : NADPH oxydase (70).

A des concentrations élevées, les ROS deviennent délétéres pour les organismes vivants et
endommagent tous les principaux constituants cellulaires : oxydation des protéines, cassures et mutations
de I’ADN, peroxydations lipidiques. Néanmoins leur présence est primordiale. Au sein des cellules
(phagocytes) du systeme immunitaire inné, ils jouent un réle bactéricide sans lequel I’organisme n’est plus
capable de se défendre contre les infections bactériennes et fongiques. La production de ROS n’est pas
specifique aux cellules phagocytaires. Elle peut avoir lieu dans d’autres types cellulaires. Les ROS sont

alors impliqués dans un bon nombre de fonctions biologiques.
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111.3. Distribution et localisation

Les 7 isoformes de NOX sont localisés dans différents types de tissus, cellules et compartiments

subcellulaires. Dans le Tableau I- 2 est présentée une liste non exhaustive de ces localisations.

Tableau I- 2 : Localisation tissulaire et subcellulaire des isoformes de la famille NADPH oxydase.
D aprés Bedard et Krause. (2007) (60) ; Chuong Nguyen et al. (2015) (59) ; Li et Shah. (2003) (71) ; Guo

et Chen. (2015) (72) ; George et al. 2014 (73).

Isoforme Homologie * Locus Distribution tissulaire Distribution subcellulaire
Colon, muscle lisse, endothélium,
NOX 1 o X022 utérus, placenta, prostate, En?osome, noygu,
(MOX1) 56 % d ostéoclastes, péricytes rétiniens, Cytoplasme, membrane
plasmique.
globules rouges
Phagocytes, lymphocytes B,
neurones, cardiomyocytes, Membrane plasmiaue
NOX 2 YCBB globules rouges, muscles plasmique,
hox - - , membrane des différentes
(gp91Pniox) Xp21.1 squelettiques, hépatocytes, .
- populations de granule.
endothélium, des cellules souches
hématopoiétiques, muscles lisses
Oreille interne, rein feetal, la rate .
0 b b
NOX 3 58 % 6025.1.26 feetale, os du crane, le cerveau Membrane plasmique
Rein, vaisseaux sanguins,
globules rouges, ostéoclastes,
endothélium, muscle lisse, Complexe d’adhérence,
NOX 4 o ) cellules souches noyau, mitochondrie,
(Renox) 39% 11q14.2-q21 hématopoiétiques, macrophage, réticulum endoplasmique,
monocytes, fibroblastes, membrane plasmique.
kératinocytes, cellules de
mélanome, neurones
Tissu lymphoide, testicule,
globules rouges, endothélium,
NOX 5 27 % 15¢22.31 muscle lisse, pancréas, placenta, Membrane plasmique
ovaire, utérus, estomac, divers
tissus feetaux
DUOX 1. Thyroide, Epithélium des voies
53 % 15¢21 respiratoires, épithélium de la Membrane plasmique
(ThOX1) :
langue, cervelet, testicule
Thyroide, glandes salivaires et
DUOX 2 rectales, épithélium gastro-
47 % 15915.3-921 intestinal, épithélium des voies Membrane plasmique
(ThOX2) A , AN
respiratoires, utérus, vessie, Tlots
pancréatiques

*Les homologies de séquences en acides aminés sont calculées par rapport a NOX2.

Les localisations décrites ci-dessus ne sont pas spécifiques & chaque isoforme. Il est courant de

retrouver dans un méme tissu ou cellule, voire un méme compartiment subcellulaire, une colocalisation de
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deux ou trois, voire quatre isoformes. Les isoformes DUOX2 et NOX5 colocalisent dans le tissus utérin, le
pancréas ou encore la thyroide (74, 75). NOX1 et NOX4 colocalisent dans les cellules du muscle lisse
vasculaire (19). NOX5 et NOX4 se retrouve dans le tissus de rein feetal (74). Dans le macrophage, on
retrouve une forte expression de NOX2 et NOX1. NOX4 et DUOX1 sont également présents mais a des
taux beaucoup plus faibles (76). NOX2 colocalise avec NOX4 dans plusieurs types cellulaires. Cela est, en
effet, le cas du tissu adipeux (77), de la prostate (78), des ovaires (74), du placenta (74), des cellules
hépatocytes (74), des cellules rénales du cortex et de la médullaire (46, 74) des cellules du muscle lisse
vasculaire (VSMC) (79, 80). Cette co-localisation peut étre aussi subcellulaire, comme par exemple dans
les cellules endothéliales du cordon ombilical et la lignée de cellules endothéliales EaHy926 ou NOX2 et
NOX4 sont tous deux identifiés au niveau du réticulum endoplasmique (81, 82).

I11.4. Roles physiologiques

Etant donné que les NADPH oxydases présentent différentes localisations tissulaires, elles sont
impliquées dans différentes fonctions biologiques. Ces fonctions ont été largement décrites dans différentes
revues (60, 66, 69, 71, 72). Ne sont citées ici que quelques unes des fonctions les plus connues.

NOX1 : NOX1 est impliquée dans la régulation de la pression artérielle (83) et le remodelage
vasculaire mais aussi I’hypertension (84) et I’athérosclérose (85). NOX1 joue aussi un réle dans le tractus
gastro-intestinal. Elle est impliquée dans la défense immunitaire et la régulation de la prolifération cellulaire
au niveau de cet organe. Il a été montré que le niveau d’expression de NOX1 est augmenté pendant la

différentiation et dans la phase d’arrét de croissance dans les colonocytes (86).

NOX2: NOX2 a été intensément étudiée dans les cellules phagocytaires. Bien que présente
principalement dans les cellules phagocytaires, elle est également identifiée dans plusieurs organes ou types
cellulaires, ou elle est impliquée dans plusieurs fonctions biologiques et plusieurs pathologies. Au niveau
des poumons, cette enzyme joue un réle de senseur de I’oxygéne, plus spécifiqguement dans le corps neuro-
épithélial (87). Les souris déficiente en NOX2 ont une réponse plus faible aux conditions d’hypoxie (88).
NOX2 joue également un role dans la régulation des métalloprotéases. Ces protéases sont présentes a des
taux plus élevés chez des souris déficientes en NOX2 (89). Elle est aussi impliquée dans plusieurs
pathologies cardiovasculaire tels que I’hypertension (90), I’infarctus du myocarde (91), la fibrillation
artérielle (92). Les patients souffrant d’infarctus du myocarde et de maladie cardiaque coronaire présentent
un taux élevé de NOX2 et de ROS (91). Au niveau du cceur, I’activité de NOX2 est augmentée par activation
de la voie aldostérone/angiotensine 1l (93). Dans les cellules endothéliales de I’artere coronaire, NOX2
induit I’angiogenése via la production de ROS (94). Elle est également impliquée dans la régulation d’une
cascade de réactions de signalisation, telle que la modulation de kinase et phosphatase (95), I’expression de

génes et I’activation de protéase (96). Le r6le de NOX2 a été démontré dans les maladies neurodégénératives
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telles que la maladie d’Alzheimer (97) ou la maladie de Parkinson (98). Au niveau du cerveau, elle impacte
la capacité de mémorisation et d’apprentissage (99). Au niveau du foie, elle joue un rdle dans les lésions
d’ischémie-réperfusion (100). Elle participe aussi a la résorption osseuse per les ostéoclastes mature et

stimule leur activité via I’INFy (INterFeron y) (101).

NOX3 : NOX3 joue un réle dans la génération de I’otoconie, petits cristaux responsables de la
détection de la sensation de vitesse et de gravité. Une déficience en NOX3 dans I’oreille interne induit des
troubles d’équilibre (102).

NOX4 : Cet enzyme a été initialement identifié dans le rein ou il est fortement exprimé (103). Il
semblerait que cet enzyme soit impliqué dans la régulation de la prolifération et la mort cellulaire des
cellules rénales (104), mais aussi des cellules du muscle lisse vasculaire (105). NOX4 joue un réle de senseur
de I’oxygeéne au niveau du cortex du rein (103, 104). Elle est aussi impliquée dans certaines pathologies
rénales entre autres la néphropathie diabétique (106). NOX4 joue aussi un role dans la régulation hormonale
puisqu’elle est exprimée au niveau de la prostate (78) et des ovaires (74). La présence de NOX4 dans la
membrane interne de la mitochondrie (107, 108) peut induire une accumulation de ROS ce qui provoque
son disfonctionnement par perméabilisation des pores, relargage du cytochrome c et formation
d’apoptosome (109-111).

NOX5 : NOX5 jouerait un réle dans la reproduction, la maturation et le bon fonctionnement des
spermatocytes. Les ROS produits interviennent dans I’étape finale de la maturation du sperme, la formation

d’acrosome et leur capacitation (112, 113).

DUOX1/2 : les DUOX1/2 ont été identifiées en tant que systeme générateur d’H,O, de la
peroxydase thyroidienne, enzyme impliquée dans la synthése des hormones (114, 115). Mais I’identification
de cas d’hypothyroidie congénitale associés a des mutations du géne DUOX2 et non du géne DUOX1
montre que la NADPH oxydase DUOX2 est I’enzyme impligquée dans la biosynthése d’hormones

thyroidiennes (63). Le réle de DUOX1 dans la thyroide demeure a ce jour inconnu.

I11.5. Implication des NOX dans les granulocytes

Dans les cellules du systéme immunitaire inné, NOX2 est présent dans plusieurs types cellulaires.
Dans ce travail nous nous sommes intéressés a certains d’entre eux : le neutrophile principalement, mais

aussi le monocyte et le macrophage.

I11.5.a.Dans le neutrophile

Les neutrophiles représentent la premiére ligne de défense contre les pathogénes. L’activation
rapide de NOX2 dans les neutrophiles constitue un mécanisme de défense en urgence, destiné & neutraliser
les pathogénes, qui prend place suite & une réponse a un stimulus tel que les particules opsonisées. Suite &
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ce stimulus, NOX2, présente dans la membrane plasmique, libére des ROS dans I’espace extracellulaire,

alors que celle présente dans les granules cible le pathogéne présent dans la phagosome (116).

NOX2 joue un role important dans la fonction de défense contre le pathogene assuré par le
neutrophile. Cette enzyme est I’acteur d’un mécanisme multi-étapes : (i) la neutralisation directe du
pathogéne via les ROS générés par le couple NOX2-MyeloPerOxydase (MPO) (117-119) ; (ii) I’activation
de protéases des granules primaires qui ciblent le pathogene phagocyté (120) ; (iii) la génération de NET

(Neutrophil Extracellular Trap)? qui ciblent les pathogenes extracellulaires (121-123).

NOX2 est également un modulateur de I’inflammation qui est médiée par le neutrophile. En effet,
les neutrophiles sont rapidement recrutés au niveau du site de I’infection et il s’ensuit alors la production de
cytokines pro-inflammatoires. L’arrét de la réaction inflammatoire induite par le neutrophile est important

pour limiter les dommages des tissus. Cela implique I’élimination des neutrophiles par apoptose (124).

111.5.b.Dans les monocytes et macrophages

Les monocytes circulant dérivent des cellules souches hématopoiétiques présentes dans la moelle
osseuse et migrent dans le sang périphérique. Dans les tissus, les monocytes sont capables de se différentier

en macrophage.

Les monocytes et macrophages sont une population de cellules trés hétérogene. Leur classification
en fonction d’un phénotype donné est trés complexe. Aprés différentiation des monocytes en macrophages,
on obtient généralement deux populations de macrophages : d’une part, les macrophages M1 classiquement
activés, connus pour étre pro inflammatoires et bactéricides, et, d’autre part, les macrophages M2
alternativement activés, connus pour étre anti-inflammatoires (125, 126). Dans les conditions
physiologiques normales, il y a un équilibre entre les types M1/M2 mais on peut observer un shift vers le
type M1 ou le type M2 lors de I’installation d’une pathologie. Ce shift, connu sous le nom de
« polarisation », est contrdlé par NOX2 (127).

Les macrophages alvéolaires sont les phagocytes de la premiere ligne de défense, qui permet de
contrecarrer le pathogéne inhalé. Ils phagocytent et éliminent les micro-organismes mais coordonnent aussi
la réponse inflammatoire. Comme pour le neutrophile, NOX2 est essentielle au macrophage pour assurer la
fonction de défense (128-130) par phagocytose des pathogénes et production de ROS (131, 132).

20 NET : Les NETSs, re-largués lors de la NETose, consistent en des filaments de chromatine extracellulaires
associés aux protéines de la granule telle que la MPO qui fixent le microorganisme, limitant leur dissémination et
dégradant leur facteur de virulence.
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Dans le macrophage, NOX2 joue un réle important dans les voies de signalisation qui permettent
la communication entre les cellules, et limite I’inflammation causé par les neutrophiles. L’activation de
NOX2 permet de stimuler la reconnaissance et I’élimination des neutrophiles apoptotiques par les
macrophages (133-136). Au sein du site inflammatoire le neutrophile meurt par apoptose. Il libére les
protéines des granules qui permettent de recruter les monocytes et macrophages sur le site de I’inflammation
(137-139). Les macrophages reconnaissent alors les neutrophiles apoptotiques et les ingérent (140). Ce

phénomene est connu sous le nom d’efferocytose.

Il existe une corrélation entre la production de ROS et le recrutement des monocytes au niveau d’un
site. En effet le peroxyde d’hydrogene servirait de chemoattractant pour les monocytes (141, 142). La
migration des monocytes a un site infectieux est induite par une augmentation de NOX4 et de production
de ROS intracellulaire (143).

IV. L’isoforme NOX4 : caractéristiques structurales et

fonctionnelles

NOX4, appelée également Renox (car identifiée pour la premiere fois dans le rein), est une
homologue de NOX2 avec 39 % d’identité de séquence en acides aminés (103, 104). L association de NOX4
a la protéine p22°"* est nécessaire pour sa maturation et la production de ROS (144). La séquence de NOX4
est constituée de 578 acides aminés et conduit a une protéine d’environ 75 kDa (108). Malgré la présence
de 4 sites de N-glycosylation, cette forme de NOX4 ne semble pas étre glycosylée (104). D’autres variants
de plus petites tailles ont également été décrits. Dans les cellules pulmonaires épithéliales humaines A549,
Goyal et al. (2005) ont observé I’expression de 4 nouvelles formes notées NOX4(B), NOX4(C), NOX4(D)
et NOX4(E) dont les structures des exons sont décrites dans la Figure 1- 11 (145).

Le site de fixation du NADPH mangue dans la forme B qui fait 63 kDa. Dans la forme C de NOX4
(de 26 kDa), le site de fixation du FAD est absent. Ces deux derniéres formes ne produisent pas de ROS.
Dans les formes D et E, une partie des régions transmembranaires est absente. Ces formes ont une taille de
32 kDa et 28 kDa respectivement. Néanmoins la perte de ces domaines transmembranaires n’empéche pas
un niveau de production de ROS (activité diaphorase) équivalent au variant complet. Néanmoins, I’absence
de certains de ces domaines a une influence sur leur localisation subcellulaire. Les formes B et C, comme
le variant complet, sont prédites dans le réticulum endoplasmique (78 et 67 % respectivement). Les
formes D et E sont prédites majoritairement dans le cytoplasme (70 %), mais aussi trés faiblement dans le
noyau (17 %). Ces formes D et E sont glycosylées et cette glycosylation semble importante pour leur

activité.
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Figure I- 11 : Comparaison de structure des exons des 4 variants nouvellement identifiés avec celui du
prototype de NOX4.
Les numéros représentent le numéro de chaque exon. Les codes d’accés des séquences déposées dans la
banque de donnée EMBL sont comme suit : variant B (AJ704726), variant C (AJ704727), variant D
(AJ704728), et variant E (AJ704729)(145).

Contrairement aux autres NOXs, cette enzyme génére principalement du peroxyde d’hydrogéne au
lieu d’anions superoxydes. Cette activité a été attribuée a des propriétés structurales spécifiques de cette
enzyme (Figure I- 12). La boucle E de NOX4 est plus longue de 28 acides aminés que celle de NOX2 et
contient une histidine en position 222 qui pourrait &tre un donneur de proton et accélérerait la dismutation
spontanée d’O™~ en H.0- (146). Les deux cystéines Cys226 et Cys270 présentes sur cette boucle sont aussi
importantes pour assurer le bon fonctionnement de I’enzyme et la dismutation d’O2"~ en H,0, (146, 147).
La délétion de cette boucle induit une production d’anions superoxyde au lieu du peroxyde d’hydrogéne
(72). Plusieurs mécanismes a cette dismutation ont été proposés (72). Les données apportées par les
expériences de dynamiques moléculaires et thermodynamique du groupe de Yukio Nisimoto sont en faveur
du modele suivant : 90 % du flux d’électron produit du H2Oz, contre 10 % qui produit de I’O2~. Un proton
est donné par I’His222 au voisinage de I’héme B:O",. Ce transfert de proton génere un potentiel de I’héme
B:HO, énergétiquement plus favorable qui facilite le transfert d’un second électron associé a un autre

proton donné par le solvant pour former du H,O, (148).

Il a été montré que la boucle B, région conservée dans les isoformes NOX1-4, servirait d’interface
entre le domaine transmembranaire et le domaine déshydrogénase. Le repliement de ce dernier domaine
permettrait un rapprochement entre les sites FAD/NADPH et I’héme A facilitant le transfert
d’électrons (149).
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Une autre particularité de cette enzyme est qu’elle produit du peroxyde d’hydrogéne de maniére
constitutive et ne nécessite pas une activation par les protéines régulatrices comme p47°° ou NOXO1, et
p67°* ou NOXAL. Cette particularité a été attribuée au domaine déshydrogénase de NOX4. En effet
I’équipe de Nisimoto a produit deux protéines chimere NOX2/4 et NOX4/2 et ont compareé leur activité en
présence et en absence des protéines cytosoliques p47°"* et p67°", La premiére chimére, qui est constituée
du domaine transmembranaire de NOX2 et du domaine déshydrogénase de NOX4, n’a pas besoin des
protéines cytosoliques p47°"* et p67P"™ pour étre active contrairement a la deuxiéme qui est constituée du
domaine transmembranaire de NOX4 et du domaine déshydrogénase de NOX2 (150). Des mutations dans
le domaine déshydrogénase ont permis d’identifier une séquence de 22 acides aminés stratégiques en

C-terminal dont deux résidus essentiels His557 et His571 responsables de ce caractére constitutif (151).

Boucle €
Nox2 humaine 224 AERIVRGQET-----===z==nzn=x AESLAVENITVCEQKI SIWG-KIKECPI - === ===~ POFAGNEPM 268
Nox4 humaine 209 scoruxy o EIITHEEalNELARN 1S LPE Y FSERFHEPFPLGF SKPAEFT) REGANFPQ, 202

~
o <
— i
~ ]
4

DSnte de Ilunson%S-te de liaison Séquence
du NADPH du FAD PBR

Figure I- 12 : Topologie de NOX4.
ACm : Les épitopes des anticorps monoclonaux dirigés contre Nox4 (10B4, 8E9, 7C9, 5F9 et 6B11) sont
représentés sur la séquence protéique de Nox4 ; PBR : Région conservée PolyBasique dans les isoformes
NOX1-4 (59).

Pendant longtemps, I’augmentation de la production de H.O, par NOX4, observée dans certaines
situations, a été attribuée a une augmentation de I’expression de cette enzyme au niveau des tissus et non a
une activation au sens propre. Cependant, Lyle et al. (2009) ont identifié que cette augmentation est liée a
la protéine Poldip2. D’autres protéines régulatrices de NOX4 ont été identifiées : les protéines adaptatrices
Tyrosine Kinase Substrate 4 et 5 (Tks4,Tks5) analogues de la protéine p47°"* s’associent également a
p22°hox et activent NOX4 mais également NOX1 (152). De méme, le récepteur TLR4 (Toll-Like Receptor 4)

et la Protéine Disulfure Isomérase (PDI) (153) sont aussi capables d’augmenter I’activité de NOX4. A
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I’inverse, la protéine Hsp70?! régule négativement le complexe NOX4/p22°"* dans les cellules vasculaires
du muscle lisse isolées chez des Rats Spontanément Hypertensifs (SHR) (154). La protéine Hic-5
(H202-inducible clone 5) inhiberait également NOX4 en induisant sa dégradation par le proteasome. Il a
également été décrit que certains dérivés de la famille des quinones régulent positivement I’activité de
NOX4 (147).

V. L’isoforme NOX2
V.1. Un bref historique

Cette protéine est le premier isoforme de cette famille a avoir été découvert dans les cellules
phagocytaires. Tout a commencé dans les années 1960 quand le phénomeéne de « flambée respiratoire »
(« respiratory burst ») a été identifié dans les cellules phagocytaires (155-157). Ce phénomeéne consiste en
une consommation importante d’oxygene conduisant a une production massive d’anions superoxydes. Par
la suite, des observations cliniques ont montré que ce phénomeéne était absent des cellules phagocytaires
chez les patients souffrant de la maladie granulomateuse chronique (158-160). En 1978, Segal, Jones et
leurs collégues ont découvert que le cytochrome b558 était absent des leucocytes de ces patients (161, 162).
Dans les phagocytes, le cytochrome b558 joue un réle tres important dans le systeme immunitaire. Un défaut
de fonctionnement ou d’activation de cette enzyme résulte en une incapacité des phagocytes a détruire les
micro-organismes ingérés. Plus tard, dans les années 1980, le géne de la sous-unité catalytique gp91°P"°* de
la NADPH oxydase phagocytaire, également appelé NOX2, a été cloné par Royer-Pokora et al. en 1986
(163) et Teahan et al. en 1987 (164). A partir de 13, NOX2 a été intensément étudiée dans les cellules
phagocytaires puis il a été découvert que la protéine NOX2 est également identifiée dans plusieurs organes
ou types cellulaires, ou elle est impliquée dans plusieurs fonctions biologiques. Les travaux effectués sur
NOX2 ont ouvert le champ a la découverte, dans les années 2000, des autres isoformes de cette famille

d’enzymes.
V.2. A I’échelle moléculaire

V.2.a. Le flavocytochrome b558

Le cytochrome b558 est un complexe membranaire hétérodimérique constitué de deux sous-unités :

la protéine gp91P" également appelée NOX2 (sous-unité B) produit du géne CYBB et la protéine p22°ho

2l Les protéines de choc thermique ou Hsp (Heat shock proteins) sont des protéines synthétisées par
I’organisme en réponse a un stress (température, exposition a des métaux lourds, infections...). En s’associant
a des peptides ou des protéines qui ne sont pas correctement repliés, ces protéines évitent I’accumulation de
protéines incorrectement repliées. Les protéines Hsp peuvent étre associées a des maladies chroniques. Par
exemple, les tumeurs humaines ont tendance a surexprimer les protéines de la famille de Hsp70.
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(sous-unité o) produit du géne CYBA (165). Ces deux protéines sont présentes a un ratio de 1:1 et se

stabilisent I’une I’autre dans le neutrophile (166, 167).

V.2.a.i. gp91phox

La protéine NOX2 (ou gp91PX) est une glycoprotéine dont la séquence fait 570 acides aminés. Son
géne se trouve sur le chromosome Xp21.1. C’est le coeur catalytique du cytochrome b558 car il possede tous
les intermédiaires redox pour le transfert d’électrons et la réduction de I’oxygene.

Elle est synthétisée sous forme d’un précurseur de 65 kDa. Aprés glycosylation, en premier lieu
dans le réticulum endoplasmique, ensuite dans I’appareil de golgi, sa taille augmente a 91 kDa (168, 169).
Les sites de N-glycosylation sont présent sur les 2°™ et 3°™ boucles extracellulaires au niveau des résidus
asparagine Asnl132, Asnl149 et Asn240 (170). Cependant ces glycosylations ne sont pas essentielles pour
I’activité catalytique de I’enzyme (171). En plus d’étre glycosylée, NOX2 possede un site de
phosphorylation sur la région C-terminale du domaine déshydrogénase. La phosphorylation de NOX2

permet d’augmenter le transfert d’électrons ainsi que la fixation de p47P", p67°"* et Rac2 (172).

A I’heure actuelle, seul le domaine de fixation du NADPH de NOX2 a pu étre cristallisé (Code
PDB: 3ALlF). Jusqu’a trés récemment, les informations structurales disponibles reposaient sur des
caractérisations biochimiques poussées et des données basées sur des modélisations bio-informatiques. Des
études de séquencage et de marquage d’épitope a I’aide d’anticorps monoclonaux révélent que les extrémités
amino (164, 173) et carboxy (174-176) terminaux de NOX2 sont cytoplasmiques. Puis réecemment, Magnani
et al. (2017) ont publié une structure d’un homologue NOX5 exprimé chez Cylindrospermum stagnale. Cet
homologue présente 40 % d’identité de séquence avec I’isoforme NOX5 humain. Cette structure a apporté
une avancée des plus importantes dans le domaine des NOXs. En effet, elle vient confirmer et consolider

les informations topologiques connues sur la famille des NOXs dont :

- La présence de six hélices transmembranaires positionnées perpendiculaires au plan de la
membrane. Le domaine transmembranaire présente une forme pyramidale ;

- Les deux hémes hexacoordonnés sont positionnés dans une cavité formée par les hélices
transmembranaires h2, h3, h4 et h5 avec leur plan orthogonal a la bicouche lipidique ;

- laflavine est proche de I’heme A interne du domaine transmembranaire ;

- Les résidus en C-terminal du domaine déshydrogénase sont tres proches des boucles internes B
et D, réputées pour étre impliquées dans la régulation de NOX2 et NOX4. Cette partie C-terminale
fonctionnerait comme une chaise a bascule contrélant I’accessibilité du substrat NADPH a I’enzyme

et par conséquent son activité.
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La structure de NOX5 apporte également des éléments nouveaux. Le positionnement d’un
tryptophane 378 entre les deux hémes, supposé faciliter le transfert de I’électron intramoléculaire. La
structure du domaine transmembranaire abrite une petite cavité située au-dessus de I’heme externe qui
contient une molécule d’eau. Les éléments apportés indiguent que cette molécule d’eau occupe la position
du dioxygeéne dont la séquestration est favorisée par les interactions entre les résidus présents dans cette
cavité (57).

V.2.a.ii. p22phox

p22°hox est une protéine de 194 acides aminés qui migre vers 22 kDa sur gel SDS. Son géne se trouve
sur le chromosome 16qg24. C’est une protéine membranaire qui s’associe avec NOX2 pour permettre sa
stabilisation et sa maturation (177, 178). Le nombre d’hélices transmembranaires est trés discuté dans la
littérature. Le profil hydrophobique révéle la présence d’au moins 2 ou 3, voire 4 hélices transmembranaires
(Figure I- 13). Les données expérimentales apportées par la méthode de peptide walking et la localisation
des parties N et C terminale qui se trouvent dans la zone cytosolique sont en faveur de la configuration
contenant 2 ou 4 domaines transmembranaires (179, 180). Plus récemment le modele apporté par
Meijles et al. (2017) montre une configuration contenant 3 domaines transmembranaires (Figure |- 13 B).
Dans ce modele la partie N-terminale est extracellulaire avec une boucle extracellulaire entre la 2°™ et la

3™ hélice (181), ce qui serait en contradiction avec les analyses biochimiques.

Sur la partie C- terminale de la protéine se trouve une Région Riche en Prolines (PRR) de Lys149
a Glu169 contenant le motif consensus PxxP. Cette région de la protéine a été cristallisé avec le domaine
Sarco Homology 3 (SH3) de p47P"°* (182, 183). Cette région est importante pour I’assemblage et I’activation
de NOX2 (180).

p22°hox posséde un site de phosphorylation situé sur la Thr147. Ce site de phosphorylation est
important pour I’activation et I’assemblage du complexe car la mutation de ce site annule I’interaction de
p22P1ox avec p47Phox (184).
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Figure I- 13 : Topologie de p22°P">*,
A : modele proposant deux domaines transmembranaires (179). B : modeéle tridimensionnelle prédit in
silico proposant trois domaines transmembranaires (181).

V.2.b. Les protéines cytosoliques, régulatrices de NOX2
V.2.b.i. p47Phox

p47°hox également appelé NCF1 (Neutrophil Cytosolic Factor 1) est une protéine cytosolique, de
390 acides aminés, qui migre vers 47 kDa sur SDS-PAGE (185, 186). Son gene est localisé sur le locus
7011.23. En partant de I’extrémité N-terminale (Figure I- 14), sa séquence contient un domaine PX (Phox
Homology) (4-121 aa) suivi de deux domaines SH3 (SH3A, 159-214 aa ; SH3B, 229-284 aa) permettant
respectivement I’interaction avec la membrane et la région PRR de p22°P"*, Sa partie C-terminale est trés
basique et riche en serine et arginine. Sur cette partie, elle possede un domaine appelé AIR (Autolnhibitory
Region ; 292-340 aa) et une région PRR (363-368 aa) pour I’interaction avec p67°"™ (187-189). Elle
posséde 11 sites de phosphorylation (190-193). Des études de simple mutation réalisées sur les sérines ont
montré que la serine Ser379 est importante pour I’activation de NOX2 (194). Les études de doubles
mutations révélent que deux paires de serines phosphorylées Ser(303+304) et Ser(359+370) sont nécessaires
pour I’activation de NOX2 (191, 195).
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Figure I- 14 : Domaine d’interaction de p47°",
En rouge les sites de phosphorylation (187).

V.2.b.ii. p67Phox

p67°mox également appelé NCF2 (Neutrophil Cytosolic Factor 2), est une protéine cytosolique
contenant 526 acides aminés qui migre vers 67 kDa sur SDS-PAGE (196). Son gene est localisé sur le locus
1g27. En partant de I’extrémité N-terminale (Figure I- 15), sa séquence contient 4 régions TPR
(TetratricoPeptide-Rich region; 3-36, 37-70, 71-104, 121-154 aa) permettant I’interaction avec Rac,
suivi d’un Domaine d’Activation (AD ; 199-210 aa) puis une région PRR (226-236 aa) et un domaine SH3A
(243-298 aa) (197, 198). Sa partie C-terminale contient un domaine PB1 (Phox and Bem 1 ; 351-429 aa) et
un domaine SH3B (460-517 aa) (187, 189) permettant I’interaction respectivement avec p40P"x et p47Pnox,
A ce jour, un seul site de phosphorylation a été identifié sur p67°™* au niveau de la thréonine Thr233.
Cependant I’existence d’autres sites est envisageable, des études de phosphorylation approfondie doivent

étre réalisées (199). Cette phosphorylation ne semble pas impacter la fixation de p67°"* sur NOX2.

PRR
226-
3 36 70 104 120 153 199-210 236 243 298 351 429 460 515

p67erox 1 {TBRATPREPAY
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Figure I- 15 : Domaine d’interaction de p67°".
En rouge les sites de phosphorylation (187).

V.2biii.  paophox

p4orhox - également appelé NCF4 (Neutrophil Cytosolic Factor 4), est une protéine cytosolique
contenant 336 acides aminés qui migre vers 40 kDa sur SDS-PAGE (200, 201). Son gene est localisé sur le
locus 22q1,3.1. En partant de I’extrémité N-terminale (Figure I- 16) sa séquence contient un domaine

PX (18-136 aa) permettant I’interaction avec la membrane, suivi d’un domaine SH3 (173-228 aa) (202). Sa
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partie C-terminale contient un domaine PB1 (237-329 aa). p40°"* posséde deux sites de phosphorylation au
niveau de la serine Ser315 et la thréonine Thr154 (203).

18 136 173 228 237 329

Figure I- 16 : Domaine d’interaction de p40°",
En rouge les sites de phosphorylation (187).

154
315

V.2.b.iv. Rac

Rac est un membre de la famille Rho GTPase qui joue un role important dans I’activation du
cytochrome b558. Egalement appelé aussi NCF3 (Neutrophil Cytosolic Factor 3), elle est composé de 192
acides aminés. Il existe deux isoformes de cette protéine Racl et Rac2 identique a 92 % dont la séquence
differe de 14 résidus. Le neutrophile humain exprime majoritairement Rac2 contrairement aux monocytes
et macrophages qui expriment Racl (204-206). Rac posséde deux domaines, Switch | (30-40 aa) et
Switch 1l (60-67 aa), mais seul le domaine Switch 1 interagit avec le complexe NADPH oxydase via le
domaine TPR de p67°"* (187). Une petite séquence d’acide aminé (123-135 aa) lui permet une interaction
directe avec le cytochrome b558. Rac est prénylé sur la cystéine en C-terminale par une geranyl-geranyl
transférase qui ajoute ce groupement sur le motif CAAX en C-terminal de la séquence (207, 208). A I’état
inactif, Rac forme un complexe avec Rho-GDI (GDP Dissociation Inhibitor) via son domaine Switch 1l
(205) qui masque sa queue hydrophobe (le groupement prényl) et fixe un nucléotide GDP (209-211). Le
GDP (Guanosine DiPhosphate) est échangé par un GTP (Guanosine TriPhosphate) lors de I’activation de
la protéine induite par le facteur GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) (212, 213). Lorsque la

protéine est activée le groupement prényl est libéré ce qui permet un ancrage de Rac a la membrane.
V.3. Assemblage et activation du cytochrome b558

V.3.a. Les interactions des protéines du complexe NADPH oxydase a I’état de

repos

A Iétat de repos, les protéines cytosoliques sont dissociées du complexe membranaire
NOX2/p22°P"* et baignent dans le cytosol. Les protéines p47P"* p67°"* et p40Phox forment un trimére avec
une steechiométrie 1:1:1 (Figure 1- 17) (131, 214, 215). Il n’est pas exclu non plus que p47P"* existe
séparément du dimere p40P"*-p67P1°x (216-218).

Dans le cytosol et au repos, p47°"* se trouve dans un état auto-inhibé. Il présente une conformation

fermée qui I’empéche de se fixer sur la région PRR de p22°P"*. A I’état inactif les sérines présentes sur le
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domaine AIR ne sont pas phosphorylés. Par conséquent, les deux domaines SH3A et B se replient sur la
partie C-terminale comprenant la région polybasique de la protéine via des interactions intramoléculaires
entre ces deux domaines et le domaine AIR (182, 183, 219). De la méme maniere le domaine PX se fixe sur
le domaine SH3A via des interactions intramoléculaires (220). p47°"* est donc sous une forme globulaire
compacte ou tous les domaines d’interaction avec le cytochrome b558 sont inaccessibles. Néanmoins, le
domaine PRR de p47P* est accessible et fixe le domaine SH3B de p67°™*. L’interaction entre ces deux
domaines est tres forte avec une constante de dissociation Kd 20 nM. La structure par RMN entre le SH3B
de p67°"ox et p47P"x (359-390) (code PDB : 1K4U) montre que les résidus 360-370 de la région PRR de
p47°hox forment deux hélices antiparalléles qui créent un contact étroit avec le domaine SH3 de p67°"°%(221).

Les données sur la phosphorylation de p67°"* suggeérent que cette protéine puisse également étre
dans un état auto-inhibé. Un nouveau site de phosphorylation présent sur la partie C-terminale (244-526 aa)
ne devient accessible aux kinases ERK 1/2 et p38 MAPK que lorsque la partie N-terminale est détachée
(222). Les données de SAXS apportées par Durand et al. (2010) confirment la présence d’interactions
intramoléculaires au sein de p67°"* qui impliqueraient le domaine SH3 A et le domaine TPR (223, 224).

Dans le complexe formé par les trois protéines cytosoliques, p67P"° sert de pont entre p47P" et
p4oPhox Les protéines p67°Mo% et pd0P"* se lient I'une a Dautre via leurs domaines PB1 respectifs.
L’interaction entre ces deux protéines est constitutive et trés forte avec un Kd de 10 nM (131, 225). La
structure cristallographique du complexe formé par ces deux domaines (code PDB : 10EY) montre que les
domaines interagissent de maniére non symétrique. Le domaine PB1 de p67°" interagit via les résidus
basiques présents sur la face arriére avec les résidus acides présents sur la face avant du domaine PB1 de
p40Phox (225). 11 a aussi été suggéré que p40Phox agit comme une protéine chaperonne pour stabiliser p67°mo
(226, 227).
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Figure I- 17 : Interaction des protéines cytosoliques a | ’état de repos.

(A) Représentation schématique (189) ; (B) Représentation basée sur les structures cristallographiques et
RMN (187). Codes PDB 107K, ING2, 1KU4, 10EY, 1E96 et 1H6H. Les structures des domaines SH3 de
p67°"* (SH3 A) et de p40P"™ n’ont pas encore été résolues et leurs partenaires d’interaction n’ont pas
encore été identifiés non plus. A la place de ces domaines est montré en gris une représentation de surface
d’une structure archétype du domaine SH3 (Code PDB : 2SEM). Les positions du domaine d’activation AD
et du motif PxxP de p67°"™ sont indiquées en rouge et noir respectivement. Actuellement, les détails
moléculaires impliqués dans I'interaction entre le domaine PX et le super-domaine SH3 de p47°" ne sont
pas bien définis. Ceci est représenté par des cercles gris et orange au-dessus des domaines PX et du super-
domaine SH3 de p47°"*,

V.3.b. Les interactions a I’état actif

L’état actif de I’enzyme implique I’assemblage du complexe et la translocation des protéines
cytosoliques a la membrane et leur positionnement sur leurs sites d’interaction respectifs. L activation de
I’enzyme est induite par un stimulus qui permet la phosphorylation de p47°"* au niveau de la région AIR.
Cette phosphorylation est la premiére étape d’une cascade de réactions permettant de transloquer les
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protéines cytosoliques vers la membrane et d’activer NOX2. In vivo cette phosphorylation peut étre induite
par des stimuli physiologiques tels que des motifs microbiens reconnus par les récepteurs membranaires des
neutrophiles. Il s’ensuit alors un relargage de calcium dans le cytosol et la production d’acide arachidonique
par la PhosphoLipase cytosolique A2 (cPLA2) activée par la PKCa. L’acide arachidonique régule la
translocation de p47°"° et p67°"°* qui ne peut se faire qu’apres phosphorylation de ces protéines par la PKC3
(228). En laboratoire ces cascades de réaction peuvent étre induites par différents stimuli. In cellulo la
NADPH oxydase peut étre activée par des particules opsonisées, par I’activateur Phorbol Myristate Acétate
(PMA\) ou encore par le peptide formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) (229). In vitro I’activation de I’enzyme peut
étre réalisée par des molécules amphiphiles anioniques telles que le SDS ou I’acide arachidonique qui
miment des phosphorylations en fournissant des charges négatives (230, 231). L’activation de I’enzyme fait
intervenir deux types d’interactions: les interactions protéine—protéine et les interactions protéine-

membrane (Figure I- 18).

V.3.b.i. Interactions protéine-protéine

La phosphorylation de p47P"* est I’événement clé qui va initier un certain nombre d’interactions
entre les protéines cytosoliques et le complexe membranaire NOX2/p22P°%, La phosphorylation des sérines
Ser379 ou Ser (303+304) ou Ser (359+370) va éliminer les interactions des deux domaines SH3 et la région
AIR et induire I’ouverture de p47P" (191, 194, 195). Les domaines SH3 vont se fixer sur la région PRR
sur la partie C-terminale de p22P" (149-166 aa) (232). La structure cristallographique (code PDB : 10V3)
montre que les deux domaines SH3 sont impliqués dans cette interaction. Les domaines SH3A et B de
p4 7P forment un super-domaine SH3 et se fixent simultanément a travers des résidus conservés provenant

des deux domaines (183).

L’interaction de p47°"* avec p22°"°* va entrainer avec elle la protéine p67°"* qui va se fixer sur
NOX2 via son domaine AD (199-210 aa) pour faciliter le transfert d’électron (68, 197, 233). Il semble que
d’autres évenements interviennent pour renforcer I’interaction de p67°°* et NOX2. Ces évenements
concernent (i) la phosphorylation de p40P"* (234), (ii) des interactions supplémentaires de p47°"°* avec
NOX2 au niveau de la premiére boucle cytosolique et de deux régions sur le domaine cytosolique de NOX2,
I’une étant proche du site de fixation du NADPH et I’autre étant sur I’extréme partie C-terminale de
NOX2 (235-237).

Simultanément Rac se fixe sur NOX2 et p67°"*. Ces interactions nécessitent I’activation de la
protéine Rac qui est finement régulée par le facteur GEF qui permet I’échange de nucléotide GDP en GTP,
ainsi que la protéine GAP (GTPase-Activating-Protein) qui augmente le taux d’hydrolyse du GTP (212,
213). Cet échange induit des changements de structure régis par les deux régions Switch I et Switch 11 (187).

La structure cristallographique de la partie N-terminale de p67°"* contenant les 4 motifs TPR et Rac-GTP
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(code PDB : 1E96) révéle les éléments importants de cette interaction. Chaque motif TPR forme deux
hélices antiparalléles qui se tassent I’une contre I’autre de fagon réguliére. Entre les 3°™ et 4°™ hélices, se
trouve une séquence de 20 acides aminés qui forment deux feuillets B antiparalléeles nommés « épingle
d’insertion B ». Cette épingle, en plus des deux boucles entre TPR1 et TPR2 et entre TRP2 et TRP3,
représente les zones d’interaction protéine—protéine entre Rac et p67°"* (238, 239). L’interaction de p67P"*
avec Rac se fait sur la région hautement conservee nommée switch | (30-40 aa) ainsi qu’une région de la
partie C-terminale de Rac. L’interaction de Rac-GTP avec NOX2 se fait via une petite hélice o comprenant
les acides aminés 123 a 135. Cette interaction stimulerait la premiére étape de transfert d’électrons (240).
Les données récentes apportées par la chiméere Rac-p67°"°* de Pick et al. suggérent que Rac est nécessaire
pour I’ancrage de p67°"* & la membrane. Cette étude renforce la théorie selon laquelle le complexe formé
par p67°"* et Rac (ancré a la membrane) est nécessaire pour amener p67°"°* correctement a sa position pour

interagir avec le cytochrome b558 (241).

V.3.b.ii. Interaction protéine-membrane

L’interaction entre les domaines PX de p40P™ et p47°"* avec les phospholipides de la membrane
est un moyen supplémentaire pour orchestrer correctement I’association des protéines cytosoliques avec la
membrane. Les domaines PX ont une longueur de 120 acides aminés et reconnaissent un certain nombre de
phosphoinositides. La spécificité des phosphoinositides est variable en fonction du domaine (242, 243). Le
domaine PX de p40P™* interagit spécifiquement avec Ptdins(3)P (216, 244) alors que le domaine PX de
p47°Mox interagit sélectivement avec PtdIns(3,4)P, (216, 245). Le domaine PX de p47P" a une structure
assez plate contenant en N-terminal 3 feuillets p antiparalléles assemblés avec 4 hélices a sur la partie C-
terminale (245, 246). Le domaine PX de p40°" a une structure similaire avec une hélice supplémentaire
(244).

La protéine Rac posséde un groupement prényl sur son C-terminal qui représente un point d’ancrage
dans la bicouche lipidique et lui permet par conséquent de s’associer a la membrane. Ce groupement, caché

par RhoGDI a I’état inactif de la protéine, est libéré apres échange du nucléotide GDP en GTP (204).

Le mécanisme d’activation de NOX2 implique un certain nombre d’interactions protéine—protéine
et d’interactions protéine-membrane assurées par différents domaines présents sur ces protéines.
Néanmoins, les domaines SH3 de p40°"* SH3A de p67°"°* ainsi que son domaine PRR ne sont pas requis
pour I’assemblage et I’activation du complexe enzymatique. Se pose alors la question du réle de ces
domaines et de leurs interactions possibles avec d’autres protéines non identifiées qui interviendraient dans

la modulation de I’activité de I’enzyme.
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Figure I- 18 : Représentation schématique du complexe actif (189).

V1. Objectif de la these

Depuis I’identification de Poldip2 comme étant un régulateur de NOX4, son mécanisme de
régulation reste encore inconnu. Par ailleurs, I’équipe de Lyle a aussi montré une co-localisation de Poldip2
avec NOX1 au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire mais sans effet régulateur de Poldip2 sur cet
enzyme. Il a été proposé que Poldip2 s’associe a ces deux isoformes en se fixant sur la sous-unité
membranaire p22°"°%. Ce dernier point nous amene a soupgonner une éventuelle association de Poldip2 a
d’autres isoformes de NOX qui sont associés également a p22P", comme cela est le cas de NOX2. Outre
le fait que cet isoforme est associé a la sous-unité p22°"°, NOX2 colocalise avec NOX4 dans plusieurs types
cellulaires. Cela est en effet le cas du tissu adipeux (77), de la prostate (78), des ovaires (74), du
placenta (74), des cellules hépatocytes (74), des cellules rénales du cortex et de la médullaire (46, 74), des
cellules vasculaires du muscle lisse (VSMC) (79, 80). Cette co-localisation peut aussi étre subcellulaire,
comme par exemple dans les cellules endothéliales du cordon ombilical ol NOX2 et NOX4 sont identifiées
toutes deux au niveau du réticulum endoplasmique (81). Plus récemment, deux études publiées par
Lietal. (2017 et 2018) montrent une co-expression de Poldip2 et de NOX2 au niveau des artérioles
rénales (51, 52). Toutes ces données posent la question d’une possible activation croisée. L’effet régulateur
de Poldip2 sur NOX2 mérite donc d’étre étudié.

Dans cette perspective, I’objectif de ma thése est de voir si Poldip2 peut interagir avec NOX2 et si
cette interaction a un effet sur I’activité et I’assemblage du complexe enzymatique. Pour cela, nous nous
sommes placés tout d’abord dans un contexte biochimique ayant pour objectif de produire la protéine
recombinante Poldip2 (rat) de maniere hétérologue. Des analyses en dichroisme circulaire et infrarouge ont

été réalisées pour avancer vers des informations structurales de cette protéine. La fonctionnalité de la
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protéine recombinante produite a été vérifiée en mesurant son effet sur I’activité de NOX4. Enfin, I’étude
du r6le régulateur de Poldip2 sur I’activité de NOX2 est abordée dans ce travail in vitro en utilisant le
systeme dit « acellulaire » (« cell-free assay»). Les interactions de Poldip2 avec les différents acteurs sur
complexe enzymatique sont déterminées par des tests de co-sédimentation et de Dot Blot. Les effets de
Poldip2 sur NOX2 observés in vitro sont vérifiés in cellulo en utilisant des monocytes isolés de sang humain

comme modele cellulaire.
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I.  Production de Poldip2 dans différents systemes d’expression

hétérologue

I.1.  Production de Poldip2 de rat dans la levure

l.1a. Clonage de gene de Poldip2 dans le vecteur d’expression pPICZaA de

levure

Le plasmide KLCF-N contenant le gene de Poldip2 de rat nous a été fourni par le Pr B. Lasségue,
Université d’Emory, Etat de Georgie, Etat-Unis (19). Une PCR est réalisée sur ce plasmide pour amplifier
le géne de Poldip2 comme décrit dans le paragraphe « lIMéthodes de biologie moléculaire (amplification
de I’ADN par PCR) ». Le produit de cette PCR ainsi que le vecteur d’expression en levure, pPICZoA, sont
digérés par les enzymes de restriction Sacll et Xbal puis analysés sur gel d’agarose. Les bandes du gel
correspondantes au géne de Poldip2 (1100 pb) et au plasmide pPICZaA (3,6 kb) sont coupées et purifiées a
I’aide d’un kit « GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Microkit » (# K0831). Le géne est par la suite
inséré dans le vecteur a I’aide d’une ligase. Des bactéries DH5a compétentes sont transformées par le
produit de la ligation. Les bactéries ayant intégreé le plasmide pPICZaA/Poldip2 sont sélectionnées sur boite
LB agar contenant 25 mg/ml de zéocine. Des colonies de cette boite sont mises en culture dans du milieu
LB contenant de la zéocine (25 mg/ml) sur la nuit & 37 °C. Les plasmides de ces bactéries recombinantes
sont extraits et purifiés avec le kit « GeneJET Plasmid Miniprep Kit » (# K0503) puis envoyés a séquencer.
Une quantité de ces plasmides est linéarisée avec I’enzyme Pmel puis déposée sur gel d’agarose pour vérifier
la taille du plasmide pPICZaA/Poldip2 obtenue (4,7 kb).

1.1.b. Description du construit pPICZaA/Poldip2

Le gene codant pour Poldip2, issu du rat, de 1100 pb a été cloné avec une étiquette polyhistidine
(6xHis) en C-terminal de la protéine. Ce géne a été inséré dans le vecteur d’expression pPICZaoA
(Invitrogen). La construction a une taille totale de 4,7 kb. Le géne de Poldip2 est cloné dans le vecteur
PPICZoA sous le contrdle du promoteur AOX1 (Alcool OXydase) inductible au méthanol. Ce promoteur,
également présent dans P. pastoris, permet ainsi I’insertion du géne dans le génome de la levure par
recombinaison homologue. Ce plasmide contient aussi le facteur a qui code pour le pré-propeptide du
facteur o de Saccharomyces cerevisiae et qui permet la sécrétion de la protéine recombinante dans le milieu
extracellulaire. Enfin ce plasmide contient un géne de résistance & un antifongique, la zéocine, qui permet

la sélection des clones qui ont intégrés le géne d’intérét (Figure 11- 1).
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Figure I1- 1 : Vecteur d’expression pPICZaA contenant le géne codant pour Poldip2.

l.1.c. Transformation des levures avec I’ADN recombinant

Le vecteur pPICZaA vide et celui contenant le gene de Poldip2 (pPICZaA/Poldip2) sont linéarisés
par I’enzyme Pmel dont le site de restriction est localisé dans le promoteur AOX1. Des levures compétentes
sont décongelées puis centrifugées. Le culot est repris dans 50 pl de Sorbitol 1M. 80 ul de levures sont
mélangées dans une cuve d’électroporation avec 12 ul (2,5 pug) d’ADN et soumises a un champ électrique
de 1500 V pendant 1 ms puis incubées dans la glace pendant 2 min. 500 ul de Sorbitol 1 M et 500 ul d”YPD
sont ajoutés. La solution de levure est incubée a 30 °C pendant 1 h. Les levures sont par la suite étalées
sur boite d’YPD agar contenant de la Zéocine a 500 pg/ml et 1000 pg/ml et incubées pendant 72 h

a 30 °C permettant la sélection des clones ayant intégrés le vecteur a leur génome.
1.1.d. Induction de I’expression de Poldip2 a petite échelle

Une colonie est utilisée pour inoculer 5 ml de milieu de culture BMGY (Buffered Glycerol-
complex Medium) de composition 1 % extrait de levure, 2 % peptone, 100 mM potassium phosphate,
pH 6,0, 1,34 % YNB, 4.10°°* biotine, 1 % glycérol, 100 pg/ml Zeocine™ (Invitrogen). La préculture est
incubée a 30 °C sous agitation a 250 rpm pendant 24 h jusqu’a atteindre une densité optique a 600 nm
(DOs0o) d’environ 15-18. La préculture est centrifugée & 3000 x g pendant 15 min et les levures sont
resuspendues dans 5 ml de milieu BMMY (Buffered Methanol-complex Medium) a DOgoo de 2. Ce
milieu est composé de 1% extrait de levure, 2 % peptone, 100 MM potassium phosphate, pH 6,0,
1,34 % YNB, 4.107°% biotine, 0,5 % méthanol. Du méthanol est ajouté a une concentration finale de
0,5 % toutes les 24 h pour maintenir I’expression. L’ensemble du milieu de culture (5 ml) est récupéré

apres elimination des levures par centrifugation a 3000 x g pendant 15 min. Pour évaluer le niveau
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d’expression de la protéine dans le milieu de culture par Western Blot, le surnageant de milieu de culture
contenant la protéine d’intérét sera préalablement concentré par TCA (méthode décrite plus loin, voir infra,
11.1).

I.1le. Induction de I’expression de Poldip2 a grande échelle

L’induction a grande échelle est réalisée comme décrit dans le paragraphe précédent avec les
modifications suivantes : une colonie est utilisée pour inoculer 5 ml de milieu de culture BMGY. La
préculture est incubée a 30 °C sous agitation a 250 rpm pendant 24 h. Deux millilitres de cette premiére
préculture sont utilisés pour inoculer une deuxieme préculture de 250 ml dans le méme milieu. Celle-
ci est incubée a 29 °C sous agitation a 180 rpm pendant environ 48 h jusqu’a atteindre une densité
optique a 600 nm (DOsno) de 15-18. La préculture est centrifugée a 3000 x g pendant 15 min et le culot
de levures est resuspendu dans du milieu BMMY a DOsoo de 2. Du méthanol est ajouté a une
concentration finale de 0,5 % toutes les 24 h pour maintenir I’expression de la protéine pendant 48 h.
L’ensemble du milieu de culture (1 L) est récupéré apres élimination des levures par centrifugation a
3000 x g pendant 15 min. Le milieu de culture contenant la protéine d’intérét sera utilisé ultérieurement

pour la purification de celle-ci.
I.1.1. Cassage des levures et fractionnement subcellulaires

Apreés 48 h d’induction, un millilitre de culture est centrifugé a 3000 x g pendant 15 min. Le culot
de levures est lavé deux fois avec de I’eau froide stérile. Le culot est repris dans 500 pl de Tampon TES
(50 mM Tris HCI, 0,6 Mn Sorbitol, ImM EDTA, 1mM PMSF, pH 7,5). Un volume de billes de verre stériles
de taille 0.5 uM est ajouté aux levures. Les tubes contenant le mélange de billes et de levures sont agités a
I’aide d’un vortex pendant 20 min en alternant 1 min d’agitation et 1 min de repos sur la glace. Le lysat
cellulaire est récupéré et les billes sont lavées avec 200 ul de Tampon TES. Le lysat est centrifugé a
11 000 x g pendant 20 min pour isoler les mitochondries, le noyau et débris cellulaires. Le surnageant de
cette centrifugation est de nouveau centrifugé a 175000 x g pendant 1 h pour isoler les membranes
plasmiques. Le culot membranaire est repris dans 200 ul de tampon TES et homogénéisé par ultra-

sonication dans un bain a ultrason.
1.2.  Production de Poldip2 humain dans E. coli

1.2.a. Transformation des bactéries avec I’ADN recombinant

Deux souches bactériennes d’E. coli BL21DE3 et SoluBL21DES3 sont utilisées ici pour comparer
I’expression de Poldip2 humain en bactéries. Ces deux souches contiennent un vecteur d’expression

pET33M (Novagen), modifié comme décrit dans Maga et al. (2013) (17), portant le géne codant pour
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Poldip2 humain (Figure 1I- 2) formant des systémes d’expression (souche plus vecteur) appelés
respectivement BL21DE3/Poldip2 et SoluBL21DE3/Poldip2. Des séquences correspondantes a une
étiquette poly histidine (6xHis) puis une protéine Glutathion S-transférase (GST) de 25 kDa sont présentes

en N-terminal de la séquence codant pour Poldip2.

-V
A
y
-/ 1300 Xhol (1)
pETM-33modif- HIS-GST-Po Il.ape
7082 bp
Poldip2
/ 2411 Ndel (1)
GST
HisTAG
Lac operator

Figure 11- 2 : Vecteur d’expression pETM33 contenant le gene codant pour Poldip2.
Schématisé a partir des données publiées par Maga et al. (2013) (17).

Le plasmide pET33M posséde de plus un géne de résistance a I’antibiotique Kanamycine (Ka)
permettant la sélection et la propagation des clones recombinants. Le vecteur d’expression pET33M posséde
aussi un promoteur pour la T7 polymérase (Lac), permettant la synthése de la protéine d’intérét. Le terme
DE3 indigue que la souche porte une copie du géne de I’ARN polymérase T7 au sein de son chromosome
sous le contréle du promoteur LacUV5 inductible par I’Isopropyl- 3 -D thiogalactopyranoside (IPTG)
(Systeme pET, Novagen, (Figure 1I- 3)). L’IPTG est un inducteur non métabolisant de la transcription des
génes bactériens, capable d’induire I’expression de I’opéron Lac qui code pour des enzymes impliquées
dans le métabolisme du lactose, en se fixant sur le répresseur Lac | I’empéchant ainsi d’agir. De ce fait, la
bactérie produira I’ARN T7 polymérase qui se fixera sur le promoteur présent sur le plasmide et initiera la

transcription du gene cible, qui sera par la suite traduit en protéine.

La souche SoluBL21 (Genlantis) dérive de la souche BL21DE3. Elle contient des mutations non
caractérisees qui lui permettent d’exprimer des protéines insolubles sous forme soluble. Cette souche a été

choisie ici dans le but de faciliter I’expression de Poldip2 qui a tendance a former des corps d’inclusion.
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Figure I1- 3 : Stratégie de régulation des génes clonés dans un vecteur pET.

1.2.b. Transformation des bactéries par choc thermique

Les bactéries BL21DE3 et SoluBL21 sont transformées avec le vecteur d’expression portant le géne
codant pour Poldip2. Pour cela, le mélange cellules et ADN est incubé sur la glace pendant 30 min. Le tube
est par la suite plongé dans un bain a 42°C pendant exactement 30 s puis remis sur la glace. 250 pl de milieu
LB contenant 4 % de glucose sont ajoutés. Le tube est ensuite placé dans un incubateur a 37 °C sous
agitation a 225 rpm pendant 1 h. Finalement, les cellules sont étalées sur boite de LB agar contenant de

50 pg/ml de Kanamycine et incubées sur la nuit a 37 °C.
l.2.c. Production de la protéine recombinante

Une préculture est préparée dans 3 ml de LB contenant 50 pg/ml de Kanamycine. Cette préculture
est incubée pendant la nuit a 37 °C sous agitation a 200 x rpm. Ensuite, 2,5 ml de la préculture est ajoutée
dans un erlenmeyer contenant 50 ml de milieu souhaité, soit du LB soit du M9 dans le cas de la souche
SoluBI21, supplémenté en antibiotique (50 mg/ml de Kanamycine). Le milieu M9 est un milieu minimum
minéral enrichi, constitué de 42,3 mM de NazHPO4, 22,06 mM de KH2POs, 8,6 mM de NaCl, 18,7 mM de
NHaCI, 0,1 mM de CaClz, 1 mM de mgSOs4, 0.3 % de glycérol. L erlenmeyer est placé dans un incubateur
a 30 °C sous agitation a 140 rpm jusqu’a obtenir une absorbance a 600 nm de 0,6 (environ 2 h). L expression
de la protéine d’intérét est induite par I’ajout d’IPTG a une finale de 0,5 mM. Des cultures dans lesquelles
I’IPTG n’a pas été ajoutées, servent de contrdle négatif. La culture se poursuit par une incubation a 18 °C
(durant la nuit) sous agitation a 140 rpm pendant 16 h.
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1.2.d. Cassage des bactéries et fractionnement cellulaires

Les cultures sont centrifugées a 3000 x g durant 15 min. Apres élimination du surnageant (ici le
milieu de culture) le culot bactérien est plongé dans I’azote liquide pour provoquer un choc thermique qui
fragilise les membranes des bactéries et permet d’augmenter I’efficacité du cassage par sonication. Ce
proceédé a pour but de casser les parois bactériennes par émission d’ondes ultrasonores et de libérer les
protéines du cytosol. Ensuite, 3 ml du Tampon de cassage (25 mM Tris HCI pH 8, 200 mM NaCl, 1 mM
d’EDTA, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, une pointe de spatule (1-2 mg) de DNase) sont ajoutés pour
resuspendre le culot bactérien. La pointe du sonicateur est plongée dans la suspension de bactérie afin de
proceder au cassage. L’appareil (Branson Sonifer 250) est paramétré a une puissance de 3 a 50 %. On
effectue 4 passages de 1 min de sonication par tube avec un temps de repos de 2 min sur la glace entre
chaque passage pour éviter une surchauffe excessive du milieu. 50 pl d’extrait brut sont prélevés de chaque
solution soniquée, qui sont stockés a —20 °C jusqu’a une analyse ultérieure. Les différents constituants
cellulaires sont séparés par centrifugation. Les solutions sont centrifugées par centrifugation a une vitesse
de 17 000 x g pendant 60 min. On obtient un culot contenant les débris cellulaires et les corps d’inclusion.
Le surnageant qui contient les protéines solubles et les membranes. Pour avoir des conditions comparables,
tous les culots sont repris dans le méme volume (3 ml) puis homogénéises par une courte sonication (une
minute, puissance de 30 %). Des aliquots de 50 pl de chaque culot et surnageant sont conservés a -20 °C

jusgu’a une analyse ultérieure.
1.3.  Production de Poldip2 humain in vitro

e Principe

A cause de leur propriété a former des corps d’inclusion ou leur toxicité, certaines protéines sont
difficiles a exprimer de maniére hétérologue. Le systéme d’expression in vitro appelé également « cell-
free », décrit dans la Figure 1l- 4, présente dans ce cas une bonne alternative. Cette technique a été tentée
ponctuellement pour produire du Poldip2 humain en collaboration avec Marie-France Giraud (IBGC,
Bordeaux). Le protocole d’aprés Larieu et al. (2017) (247) consiste a mélanger dans un systéme ouvert tous
les substrats et enzymes nécessaires pour la transcription et la traduction de protéines recombinantes en

présence du plasmide contenant la sequence codante pour la protéine d’intérét.
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Feeding Mix

Figure 11- 4 : Principe du systeme d’expression in vitro.
D’aprés Larrieu et al. (2017) (247).

Meéthodes de biologie moléculaire (amplification de I’ADN

par PCR)

La PCR (Polymerase Chain Réaction) est utilisée ici pour amplifier le géne de Poldip2 dans le
génome de la levure a I’aide d’un primer Forward [CAT CCG CGG TAA GGC TGG TTG TGT GGC C]
(25 uM), d’un primer Reverse [CGC GTC TAG AGC CCA GTG AAG GCC TGA GGG TG] (25 uM)
localisés de part et d’autre du géne de Poldip2. Pour cela, I’ADN génomique (ADNg) de la levure P. pastoris
est extrait a ’aide du kit E.Z.N.A® Yeast DNA Kit (Omega Bio-teck, VWR). 200 ng de cet ADNg est placé
dans du tampon Thermo 5X en présence de dNTP (10 mM chacun), des primers Forward et Reverse et 0.5 U

de PhusionTM Hight Fidelity DNA Polymerase. Pour le controle négatif on utilisera 10 ng d’ADNg de la

souche de P. pastoris contenant le vecteur pPICZaA vide. Le contrble positif est quant & lui de I’ADN

plasmidique du vecteur pPICZaA contenant la séquence codante pour la protéine Poldip2. Le mélange est

placé dans le thermocycleur. La PCR est effectuée selon le programme suivant :

(1) Dénaturation initiale de 2 min 95 °C ;

(2) Dénaturation de 30 s 95 °C ;

(3) Hybridation de 30 s 61 °C ;

(4) Elongation de 1 mina 72 °C ;

(5) Elongation finale 10 min & 72 °C.
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Les étapes de 2 a 4 sont répétées 30 fois.

L’ADN est ensuite analysé sur gel d’agarose 1 %. Le marqueur de poids moléculaire utilisé est le
GenRuler 1kb DNA Ladder.

[11. Méthodes biochimiques d’analyse de protéines

I11.1. Concentration des protéines par I’acide trichloroacétique (TCA)

Le surnageant de culture des levures est récupéré apres centrifugation a 3000 x g pendant 15 min.
Une solution d’Acide TriChloroacétique (TCA) a 10 % est ajouté pour un ratio 1:9 (V/V) TCA/surnageant
de culture. Ce mélange est incubé pendant 30 min en rotation en chambre froide. Ce mélange est par la suite
centrifugé pendant 10 min a 14 000 x g. 200 ul d’acétone froid sont ajouté au culot obtenu. Le culot est
incubé a —20 °C pendant 1 h puis de nouveau centrifugé pendant 10 min a 14 000 x g. Cette opération est
répétée deux fois. Le culot est finalement séché a I’aide d’un speed-vac pendant 5 min pour éliminer I’excés
d’acétone puis repris dans 20 pl de tampon de Laemli contenant 10 % de glycérol, 60 mM Tris HCI pH 6,8,
100 mM DTT, 1,5 % SDS, 0,01 % bleu de bromophénol.

I11.2. SDS-PAGE

Le gel SDS-PAGE est réalisé a partir (i) d’un gel de concentration composé de 5 % d’acrylamide,
0,13 % de bisacrylamide, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 0,1 % SDS, 0,1 % persulfate d’ammonium, 0,1 %
TEMED et (ii) d’un gel de séparation constitué de 12 % acrylamide, 0,27 % bisacrylamide, 375 mM Tris-
HCI, pH 8,8, 0,1 % SDS, 0,1 % persulfate d’ammonium, 0,04 % TEMED. La polymérisation des gels
s’effectue en ajoutant extemporanément le TEMED avant de couler les gels (i) puis (ii) entre deux plagues
de verre. Une fois que le gel a polymérisé, les échantillons de protéines qui ont été repris dans le tampon de
Laemli 5 fois concentré contenant 50 % de glycérol, 0,3 M Tris HCI pH 6,8,0,5 M DTT, 7,5 % SDS, 0,05 %
bleu de bromophénol et incubés a 85 °C pendant 5 min, sont déposés dans un volume maximal de 25 pl. Un
marqueur de masse moléculaire (Precison Plus Protein™ Standard, BIO-RAD) est déposé en méme temps
gue les échantillons. La migration est effectuée a 25 mA par gel pendant 1 h 30. Le tampon de migration est
constitué de 25 mM Tris pH 8,5, 192 mM glycine, 0,1 % SDS. Les gels sont colorés pendant 30 min dans
une solution de bleu de Coomassie (40 % éthanol, 10 % acide acétique et 0,4 % bleu de Coomassie) puis

décolorés dans une solution composee 10 % éthanol, 10 % acide acétique.
111.3. Western Blot

La vérification de I’expression de protéine d’intérét est réalisée par Western Blot. Cette méthode

permet, aprés séparation des protéines d’un échantillon par gel d’électrophorese et transfert sur une
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membrane, de détecter la présence d’une protéine grace au marquage spécifique par un anticorps dirigé

contre la protéine d’intérét.

Aprés migration sur gel de polyacrylamide 12 %, les protéines sont électro-transférées sur une
membrane de nitrocellulose (GE Healthcare). Le montage est placé dans un tampon CAPS a 20 mM pH 11
contenant 10 % de méthanol. Le transfert s’effectue a froid et sous agitation pendant 1 h a 150 V ; 250 mA.
Suite au transfert, la membrane est saturée par une incubation pendant 1 h sous agitation a température
ambiante dans une solution de BSA (Bovine Serum Albumine) a 2,5 % préparée dans 20 ml de TBST (Tris
Buffered Salin Tween & contenant 25 mM Tris HCI, 150 mM NaCl et 0,075 % Tween-20 a pH 7,4.

La détection de la protéine d’intérét se fait de la maniere suivante. La membrane est incubée avec
I’anticorps primaire, dilué comme indiqué dans le Tableau II- 1 dans la solution de BSA a 0,5 %, dans du
TBST, pendant 1 h a température ambiante. La membrane est ensuite lavée trois fois pendant 10 min dans
une solution TBST, puis incubée avec I’anticorps secondaire couplé a la HRP dilué 1/15000 dans la solution
de BSA a0,5 %, préparée dans du TBST, pendant 1 h a température ambiante. La membrane est de nouveau
lavée trois fois dans du TBST pendant 10 min.

Tableau I1- 1 : Liste des anticorps et sonde utilisés pour les expérimentations de Western Blot décrites
dans la partie « Résultats et Discussions »

Anticorps d'lrlge Origine | Dilution Marque Référence Lot Taille
contre : attendue
PO'?éﬁ?3(§)§°°) ('F;S‘EI'QZ 1/1500 | SantaCruz | Sc-292117 E0114 38 kDa
Poldip2 Lapin
(300-368) (mono)® 1/1500 Abcam ab 181841 | GR3198289-1 38 kDa
6-His (H-3) Sourts | 4500 | santaCruz | Sc-8036 E2011 Protéine
(mono) de fusion
Sonde anti-His Thermo
HisProbe™-HRP - 1/4000 Scientific 15165 B -
phox H
gp??)183_3(95$.1) (?1?;:'05) 1/1500 | SantaCruz | sc-130543 F1011 91 kDa
P22 (44.1) Souris
(29-33) (mono) 1/1500 Santa Cruz sc-130550 H1111 22 kDa
(182-188)
(5'8'8;(748) (;%pn'g) 1/1500 | Abcam | abl09225 | GR189791-12 | 65 kDa
p67Phox Lapin 1/1000 Millipore 07-002 2837065 65 kDa

22 poly : anticorps polyclonal
23 Mono : anticorps monoclonal.
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(séquence totale) (poly)

p47Phox Souris BD
(18-197) (mono) | Y1000 | Bigsience | BD 610354 | 37541 47 kDa
Racl Souris
NS (mono) 1/500 cytoskeleton ARCO03 103 22 kDa
GOLPH4% Lapin
(50-150) (oly) | 12000 | Abcam ab139261 | GR134834-1 | 88kDa
Calreticuline® Souris Sigma-
(383-399) (mono) 1/2000 aldrich C7492 108K4756 63kDa
VDAC¥ Lapin . #PA1-
(185-197) (poly) 1/1000 Invitrogen 954A RJ239646 31 kDa
Lamin A/C? Souris
(NS®) (mono) 1/1000 Santa Cruz sc-7292 J0306 70 kDa
IgG anti-souris® Chevre | 1/15000 | Santa Cruz sc-2005 H0415 -
IgG anti-lapin®! Chévre | 1/15000 | Santa Cruz sc-2004 H1015 -

La révélation se fait par incubation de la membrane en présence du substrat de la HRP afin de
mesurer la luminescence produite. Pour cela, la membrane est incubée dans 3 ml de tampon
(Luminol/peroxydes d’hydrogéne, 1:1) du kit « ECL West Pico Amersham® » pendant 5 min. Le signal

luminescent est détecté par Bioluminescence.
I11.4. Western Blot en condition native

Ce protocole reprend les mémes étapes principales que celles du Western Blot en condition

dénaturante a quelques différences précisées ci-apres.

Les échantillons de protéines sont repris dans du tampon de Laemli concentré 5 fois non dénaturant
ne contenant pas de SDS composé de 0.3 M Tris HCI pH 6,8, 50 % glycérol. Ces échantillons migrent par
la suite sur un gel de polyacrylamide « MiniPROTEAN® TGX™ Gels » (4-20 % ; Biorad # 456-1093)
contre un tampon de contenant 25 mM Tris pH 8,5, 192 mM glycine, 0,1 % SDS. Le transfert du gel se fait
contre un tampon contenant 25 mM Tris pH 8,5, 192 mM glycine, 0,01 % SDS. La suite du protocole se fait

comme décrit dans le paragraphe précédent.

24 Racl NS : la position de I’épitope n’est pas donnée dans la fiche technique du produit.

25 GOLPHA4 : golgi et endosome de membrane.

26 Calreticuline : marqueur de réticulum endoplasmique et de mitochondrie.

27 \VDAC : marqueur de mitochondrie.

28 |_amine A/C : marqueur de noyau.

29 NS : La position de 1’épitope n’est pas donnée dans la fiche technique du produit. La seule information
mentionnée est I’anticorps qui est préparé a partir d’extrait de lamine d’origine porcine.

%0 |1gG anti-souris : anticorps secondaire.

31 1gG anti-lapin : anticorps secondaire.
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V. Meéthodes de purification des protéines recombinantes

IV.1. Précipitation au sulfate d’ammonium

La technique de précipitation différentielle au sulfate d’ammonium se base sur le phénomene de
« salting out » c’est-a-dire la déshydratation des protéines. Le sulfate d’ammonium de force ionique élevée
agit de deux maniéres sur les protéines : premierement, il va neutraliser certaines charges ioniques requises
en surface pour le maintien de la solubilité, et deuxiemement, il va entrer en compétition avec les protéines
pour les molécules d’eau disponibles en solution. Quand la concentration en sel est assez élevée pour priver
une protéine des molécules d’eau qui I’hydratent, celle-ci précipite. Toutes les protéines n’ayant pas la méme
solubilité, peuvent alors étre séparées en fonction de leur tendance a précipiter plus ou moins vite quand on

change la force ionique du milieu.

Du sulfate d’ammonium a une concentration finale de 30 % est ajouté au surnageant de culture sous
une agitation douce a 4 °C. Aprés 20 min d’agitation, la solution est centrifugée a 10 000 x g pendant
20 min. Le culot est resuspendu dans un minimum de volume de tampon (25 mM Sodium phosphate pH 7,4,

150 mM NacCl) puis dialysé selon le protocole décrit ci-dessous.
IV.2. Chromatographie d’affinité Ni Sepharose

Cette technique permet de séparer les protéines en se basant sur leur affinité vis-a-vis de la résine
de Nickel. La protéine Poldip2 possédant une étiquette 6 histidines, elle devrait présenter plus d’affinité
pour la résine que les autres protéines et se fixer sur cette résine. Pour éluer les protéines fixées, on utilise
un tampon contenant de I’imidazole. Celui-ci a plus d’affinité pour la résine de Nickel que les protéines
porteuses d’une étiquette histidine. La chromatographie d’affinité est réalisée avec une résine Ni
Sepharose™ Excel (GE Healthcare). La résine est équilibrée a un débit de 5 ml/min avec du tampon
d’équilibration (25 mM sodium phosphate pH 7,4 ; 500 mM NaCl) (5 volumes de colonne). Le surnageant
de culture®? (1 litre de volume) est chargé sur la colonne a I’aide d’une pompe péristaltique a un débit de
1 ml/min pendant la nuit. Cette étape ne peut pas étre réalisée quand la colonne est connectée aux systemes
de chromatographie AKTA Prime (Amersham pharmacia biotech) car le surnageant de culture, trop corrosif,
peut endommager le systeme de la machine. La colonne contenant la résine est ensuite reliée a un systéme
de chromatographie AKTA Prime qui permet de contréler le débit des tampons et de collecter I’élution en

fractions de volume désiré. Le lavage de la colonne se fait & un débit de 5 ml/min avec le tampon de lavage

32 Si le surnageant est concentré au sulfate d’ammonium avant le chargement sur la colonne, le volume est
alors d’une part beaucoup plus faible, de I'ordre de 20 ml, d’autre part I’échantillon est repris dans un tampon
adapté aux conduits fluidiques du systeme de chromatographie AKTA Prime.
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(25 mM sodium phosphate pH 7,4 ; 500 mM NaCl ; 50 mM Imidazole) jusqu’a ce que la DO a 280 nm soit
stable et proche de 0. Cette étape permet de décrocher les protéines fixées non spécifiqguement a la résine.
Les protéines d’intérét fixées sont ensuite éluées de la colonne & un débit de 5 ml/min avec le tampon
d’élution (20 mM sodium phosphate pH 7,4 ; 500 mM NaCl ; 300 mM Imidazole) et collectées par fraction
de 2 ml. Des aliquots sont conservés a chaque étape afin de pouvoir a posteriori les analyser sur gel SDS-
PAGE ou Western Blot.

IV.3. Chromatographie d’échangeuse d’ions

Les protéines en solution portent une charge soit négative soit positive en fonction de leur Point
Isoélectrique (PI). Celles-ci se fixent via des interactions ioniques avec des charges opposées fixées sur
la phase stationnaire. Cette méthode de chromatographie va donc séparer les protéines en fonction de leur
charge. En fonction du PI de la protéine, on utilisera soit une résine cationique DiEthylAmnoEthyl (DEAE
Sepharose™ Fast Flow, GE Healthcare) soit une résine anionique SulphoPropyl (SP Sepharose™ Fast
Flow, GE Healthcare). En fonction de sa taille Poldip2 va avoir différents Pl. La forme a 46 kDa (taille
attendue pour Poldip2 recombinant de rat) a un Pl de 8,34. Les formes a 39 kDa et 29 kDa produites par la
levure ont respectivement un Pl de 6,16 et 5,92. La colonne contenant la résine est équilibré a un débit de
1 ml/min avec un tampon d’équilibration de méme composition que le tampon contenant la protéine (25 mM
sodium phosphate, LmM EDTA, pH 7,4). La protéine est ensuite chargée sur la colonne avec ce méme débit.
La colonne est lavée avec le tampon d’équilibration pour éliminer les protéines fixées de maniére non
spécifique. Le profil d’élution est suivi en observant I’absorbance des protéines a 280 nm. Une fois que
I’absorbance a 280 nm est proche de 0, la protéine est éluée a I’aide d’un tampon contenant 25 mM sodium
phosphate, 700 mM NaCl, mM EDTA, pH 7,4. Le sel ayant des interactions ioniques plus fortes avec la
résine va entrer en compétition avec la protéine et par conséquent la décrocher. Ce méme protocole avec un

volume de résine faible (environ 1 mL) peut étre aussi utilisé pour concentrer I’échantillon.
IVV.4. Chromatographie d’exclusion de taille

Cette technique permet de séparer les protéines selon leur taille moléculaire. Elle nous permettra
d’améliorer encore plus la pureté de la protéine. La chromatographie d’exclusion est effectuée avec une
résine Superdex™ 75 prep grade. Cette résine permet de séparer des protéines d’une taille comprise entre
3-70 kDa. La colonne de résine est équilibrée avec du tampon d’équilibration (25 mM sodium phosphate
pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM sulfate de magnésium) (5 volumes de colonne). Avant d’étre déposée sur la
colonne, la solution protéique est concentrée puis chargée a un débit de 1 mL/min. Les protéines sont éluées

a un débit de 1 ml/min et récupérées dans des fractions de 0.5 ml. Des aliquots sont conservés a chaque
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étape afin de les analyser sur gel SDS-PAGE ou Western Blot. Le reste est congelé rapidement dans I’azote

liquide avant d’étre conservé & -80 °C.
IV.5. Protocole de dialyse

Afin d’éliminer I’lmidazole ou le sel, une dialyse est réalisée. Pour cela, les échantillons sont placés
dans des boudins constitués d’une membrane (4 Spectra/Por® Dialysis Membrane) de pores de cut-off
10 kDa. Le boudin de dialyse contenant I’échantillon est placé dans un bain de 5 L de tampon souhaité (par
exemple pour éliminer I’imidaole, le tampon de dialyse contient 20 mM sodium phosphate pH 7,4, 150 mM
NaCl, 10 mM mgSOQ,). Le boudin est ainsi mis sous agitation pendant 1 h a 4 °C puis dans un second bain
de 5 L de tampon (4 mM sodium phosphate pH 7,4, 50 mM NaCl, 2 mM mgSQ4)* toute la nuit.

IV.6. Protocole de concentration de I’échantillon par évaporation

A la sortie de colonne, I’échantillon purifié est trop dilué. La concentration est de I’ordre d’une
centaine de pg/ml. 1l ne peut donc étre utilisé en I’état, que ce soit pour les tests d’activité ou pour des
analyses biophysiques. Une étape de concentration est donc nécessaire. Ici nous avons choisi la
concentration a I’aide d’un rotavapeur (Heidolph Hei-VAP Advantage). Cette technique a I’avantage d’étre
relativement rapide et de préserver I’échantillon par rapport a d’autres méthodes. La concentration via les
unités de concentration s’avére totalement inadaptée pour Poldip2 qui adhére aux membranes, ce qui aboutit

a une perte totale de I’échantillon.

Environ 20 ml d’échantillon de la solution protéique purifiée sont placés dans le ballon
d’évaporation. Le ballon est plongé dans un bain marie thermostaté a 20 °C. L’évaporation est réalisée sous
rotation a 65 rpm a 20 °C a une pression comprise entre 50 et 10 mbar®* pendant environ 30 min. Quand le
volume de I’échantillon est réduit environ 5 fois, le dispositif est démonté et I’échantillon est récupéré. Il

est par la suite centrifugé pendant 5 min a 14 000 x g. Le surnageant est récupéré et de nouveaux dialysé®

33 Ce tampon est trés dilué car une étape de concentration par évaporation de I’eau va suivre. Cette méthode
implique que les sels seront concentrés également. 1l faut donc adapter la composition du tampon de telle
sorte que la protéine soit aprés concentration dans un tampon proche des conditions physiologiques. D’une
maniere générale la composition du tampon varie en fonction de 1’utilité. Il est dix fois plus concentré lorsque
la protéine est dialysée avant une étape de chromatographie. Il ne contient pas de NaCl ni de mgSO4 mais de
I’EDTA a 1mM lorsque la dialyse précéde une étape de chromatographie échangeuse d’ions.

34 L’appareil a notre disposition ne permet pas de contrdler la pression. On a donc installé un barométre
raccordé aux tuyaux pour faire cette mesure. Le barométre n’étant pas trés précis d’ou I’incertitude des valeurs
énoncées.

% Ne pouvant pas controler exactement le volume final aprés concentration, on réalise une dialyse pour étre
sir de la composition saline du tampon d’autant plus que celle-ci est trés importante dans le cas des tests
d’activité enzymatique réalisé sur NOX2. En effet il faut respecter exactement 10 mM de mgSOa.
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contre un tampon de composition suivante 20 mM sodium phosphate pH 7,4, 150 mM NaCl,

10 mM mgSO.. Deux dialyses successives (1 h puis sur la nuit) a 4 °C sont ensuite réalisées.
V. Methode de caractérisation structurale de Poldip2 de rat

V.1. Par spectrométrie de masse

Les expériences de spectrométrie de masse ont été réalisées en collaboration avec la plateforme
SICaPS (Coll. D. Cornu et L. Sago ; Gif/Yvette).

V.l.a. Marquage au TMPP et digestion a la trypsine

Le marquage au TMPP (N-Succinimidyloxycarbonylmethyl) tris (2,4,6-trimethoxyphenyl)
phosphonium bromide (TMPP-Ac-Osu) a pour but de modifier sélectivement le peptide N-terminal des
protéines de maniére a améliorer sa détection lors des analyses LC-MS/MS apreés digestion enzymatique en
laissant intact les peptides internes (Figure I1- 5). Le peptide en N-terminal marqué subit une augmentation

de masse. Son signal est par conséquent augmenté ce qui permet d’améliorer sa détection.

R NH, Tris-HCI 50mM (pH8.2) R NH,
MNHz—CH=—— = -{=— - -COOH TMPP-Ac-NH—CH—"---K—--COOH
Protéine i
. f'”' AM : +572.18 Da
' Q “&T ) TMPP-Ac-OSu
. bew, B0 (N-Succinimidyloxycarbonylmethyljtris(2,4,6-

trimethoxyphenyl)phosphonium bromide)

Figure 11- 5 : Réaction de dérivation des amines N-terminales des protéines par
le TMPP-Ac-OSu.

V.1.b. Analyse par LC-MS/MS couplé a un triple TOF

Aprés digestion des protéines et extraction du gel, I’échantillon est analysé par nanoLC-MS/MS
avec le spectrométre de masse triple-TOF 4600 (ABSciex) couplé au systéme de Chromatographie Liquide
Ultra performante (UPLC) nanoRSLC (Thermo Scientific) équipé d’une colonne trap (Acclaim
PepMapl100C18, 75 uMi.d.x 2cm, 3 uM) et d’une colonne analytique (Acclaim PepMapRSLCC18,
75 uMi.d.x 25 cm, 2 uM, 100 A). Le protocole est réalisé comme décrit dans Szab6 et al. (2018) (248).

V.l.c. Analyse par MALDI-TOF

Les protéines digérées sont analysées par MALDI-TOF-TOF 5800 (ABSciex) selon le protocole
décrit par Bou-Nader et al. (2017) (249).
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V.2. Par dichroisme circulaire

Avant analyse par dichroisme circulaire, les échantillons sont dialysés contre un tampon de
composition 100 mM NaF et 10 mM NaPOs pH 7,4. Environ 200 pl d’échantillon sont introduits dans une
cassette de dialyse d’un cut-off de 10 kDa. La cassette est plongée dans un bain contenant 1 litre de tampon
pendant 1 h a 4 °C puis dans un second bain a 4 °C pendant la nuit.

Dans le cadre d’une collaboration avec Dr F. Wien (au synchrotron Soleil), les spectres SRCD
(Synchrotron Radiation Circular Dichroism) sont enregistrés sur la ligne DISCO au synchrotron SOLEIL,
Gif-sur-Yvette. L’appareil est calibré (longueur d’onde et intensité de signal) avec de I’acide camphre
sulphonique concentré & 6,19 mg/ml. 25 pl d’échantillon de Poldip2 concentrés & 59,6 uM (2,33 mg/ml)
sont introduits dans une cuve de CaF, d’un trajet optique 0,1 mm. 2 cuves sont superposees pour aboutir a
un trajet optique de 0,2 mm. Les spectres sont mesurés entre 280 et 170 nm, en utilisant la mi-hauteur de la
HT (haute tension) avec un cut-off a 175 nm. Trois scans consécutifs sont enregistrés et moyennés pour
I’échantillon et pour le blanc. Ce dernier correspond au tampon (100 mM NaF et 10 mM NaPO,4 pH 7,4).
Le spectre moyen du blanc est soustrait du spectre moyen de I’échantillon. Puis, le spectre obtenu est lissé
en utilisant I’algorithme de Savitsky—Golay. La température est maintenue a 25 °C tout au long de
I’expérience. Les spectres sont exprimés en delta epsilon et calculés en utilisant le poids moléculaire moyen
de 39 075 Da pour la protéine de Poldip2 correspondant a une séquence 337 acides aminés. La composition

en structures secondaires est déterminée en utilisant le logiciel BestSel (https ://bestsel.elte.hu/index.Php).

L analyse est faite pour un intervalle allant de 190 a 250 nm avec un « scaling factor » de 1.

L’analyse de la stabilité en température est réalisée comme décrit précédemment avec les
modifications suivantes. 95 ul d’échantillon de Poldip2 concentrés a 12,9 uM (0,435 mg/ml) sont introduit
dans une cuve de CaF, d’un trajet optique 0,5 mM. Les spectres sont enregistrés a des températures allant

de 15 °C a 95 °C avec un pas de 5 °C. Pour chaque température 4 scans sont enregistreés.
V.3. Par spectroscopie Infra rouge

Les spectres ATR FTIR (Attenuated Total Reflection; Fourier Transform InfraRed) ont été
obtenus en collaboration avec J. Waytens (ULB, Bruxelles) avec I’appareil Equinox 55 de la marque Bruker,
équipé d’un détecteur MCT (Mercure Cadmium Tellure), refroidi a I’azote liquide, avec une résolution de

4 cm*et un diaphragme de 3,5 mM. Le spectrométre est purgé en continue avec de I’air sec.

2 ul d’échantillon sont déposés sur un cristal de diamant (modéle Goldengate de chez Specac) et
séché avec un léger flux d’azote. 128 scans sont enregistrés entre 4000 cm™ et 800 cm™ que ce soit pour

I’échantillon ou pour le blanc (air).
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Les structures secondaires sont déterminées a partir des bandes spécifiques a I’amide I (1700-
1620 cm™) et I’amide Il (1600-1510 cm™) en appliquant la calibration développé par le laboratoire du

Dr Goormaghtigh (250) et calculé avec le logiciel Kinetics sous Matlab.
V1. Methodes de biologie cellulaire

VI1.1. Cellules modéeles HEH293 et COS 7

Vl1.1l.a. Les cellules HEK?293

Les cellules HEK293 sont une lignée de fibroblastes embryonnaires de rein qui expriment de
maniére endogéne NOX4, p22°*et Poldip2. Ces cellules ont été transfectées de maniére stable par le géne
de NOX4 inséré dans le vecteur pDEST 30. L’induction de NOX4 recombinant est contrdlée par un systéme
Tet-On%® (251).

Vi.l.a.i. Culture cellulaire

e Milieux de culture

Dans le cadre de la collaboration avec Dr C. Dupuy (IGR, Villejuif), nous disposons de cellules
HEK?293 exprimant NOX4 de maniére inductible sous I’effet de la doxycycline. Ces cellules sont mises en
culture dans un milieu DMEM (Dulbecco s Modified Eagle Medium) contenant 4,5 g/l de D-glucose. Le
milieu est supplémenté avec 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF) dépourvu de tétracycline (TET-free)®’,
1 mM de sodium pyruvate, 2 mM L-alanyl-L-glutamine (GlutaMAXT™-]), 100 U/ml de pénicilline,
100 pg/ml de streptomycine et 400 pg/ml de généticine. Tous les produits sont de la marque gibco® by life

technologies™ sauf le sérum de veau feetale (TET-free) qui est de la marque Clontech.

o Entretien des cellules
Les cellules, cultivées en boite de 100 mM, sont repiquées lorsque leur confluence atteint 80 a 90 %.
Pour cela, elles sont traitées par 1 ml de trypsine (TrypLE™ Express) pendant 2 min pour les détacher aprés
les avoir lavées au préalable par 10 ml de PBS. L’action de la trypsine est stoppée par addition de 5 ml de
milieu contenant 5 % de SVF. Les cellules sont ensuite centrifugées pendant 5 min a 1500 rpm. Le culot

cellulaire est repris par 10 ml de milieu et les cellules, remises en suspension, sont comptées. Aprés

3 Tet-On : dans ce systéme, la transcription du géne est induite par la tetracycline ou un de ses dérivés, la
doxycycline.

37 L’expression de NOX4 dans les cellules HEK293 est induite par ajout de Doxycycline. Il n’est donc pas
recommandé de mettre en culture ces cellules dans un milieu de culture contenant du sérum de veau feetale
classique. Celui-ci contient en effet des traces de tétracycline ce qui peut induire I’expression de la protéine
d’intérét par reconnaissance croisée tetracycline-doxycycline.
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comptage, les cellules sont ensemencées dans une boite de 100 mM a la concentration de 4,5. 10%/ml puis

mises en culture dans un incubateur a 37 °C sous atmosphéere contenant 5 % de CO..
e Traitement a la doxycycline

Quand les cellules ont atteint 80 % de confluence, elles sont traitées par la doxycycline pour induire
I’expression de NOX4. Une solution & une concentration de 1 mg/ml est fraichement préparée dans du PBS
Dulbecco puis filtrée. Des concentrations de doxycycline de 107, 102, 103,10 * a 10°° pg/ml sont ajoutées
dans le milieu de culture. La condition sans doxycycline sert de contrdle pour I’expression des protéines
endogénes. Les cellules sont incubées 24 h puis détachées a I’aide de la trypsine comme décrit dans le
paragraphe précédent, centrifugées et le culot cellulaire est lysé pour isoler les différents compartiments

cellulaires.
VI.1.a.ii. Fractionnement cellulaire par des Kits de fractionnement

Le culot de cellules HEK293/NOX4, récupéré a partir d’une culture dans une boite de Petri de
100 mm, est lavé avec du PBS Dulbecco (sans Ca?" sans Mg?*). Le milieu de culture est aspiré et 5 ml de
PBS sont ajoutés au tapis cellulaire, lequel est gratté avec un grattoir pour favoriser le décollement des
cellules. La suspension cellulaire est ensuite transférée dans un tube Falcon avant d’étre centrifugée pendant

5 min a 500 x g.
¢ Isolement du compartiment nucléaire

L’isolement des noyaux se fait a I’aide du kit « Nuclei EZ Prep Nuclei Isolation Kit » de chez
Sigma® (NUC-101). 4 ml de tampon de lyse froid « Nuclei EZ » sont ajouté a une boite de Petri de 100 mM.
La plaque est grattée a I’aide d’un grattoir pour décoller et lyser les cellules. Le lysat cellulaire est transféré
dans des tubes falcon de 15 ml. Les noyaux sont récupérés aprés centrifugation a 500 x g pendant 5 min a
4 °C. Le culot contenant les noyaux est repris dans 4 ml de tampon « Nuclei EZ » et incubé sur la glace
pendant 5 min puis centrifugé de nouveau. Les noyaux sont finalement repris dans 200 ul de tampon A2

contenant 50 mM de sodium phosphate a pH 7, avec 2 mM mgCl; et 250 mM de saccharose.
e Isolement des mitochondries

L’isolement des mitochondries se fait I’aide du kit « Mitochondia Isolation Kit for Cultured Cells »
de Thermo Scientific™ (89874). Le culot de cellules est repris dans 800 ul de tampon A du kit mélangé a
I’aide d’un vortex et incubé sur la glace pendant 2 min. 10 ul de tampon B du kit sont ajoutés. Il s’ensuit
une incubation de 5 min au cours de laquelle la suspension est vortexée toutes les minutes. 800 ul de

tampon C du kit sont ensuite ajoutés et I’échantillon est mélangé par inversion de tube avant d’étre
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centrifugé a 700 x g pendant 10 min a 4°C. Le surnageant est récupéré et centrifugé a 3000 x g pendant

15 min a 4 °C. Le culot est finalement repris dans 500 pl de tampon C.
e |solement de fractions microsomales ou fractions membranaires (FM)

L’isolement des fractions membranaires (FM) se fait I’aide du kit « Endoplasmic Reticulum
Isolation Kit » de chez Sigma® (ER0100). Aprés centrifugation des cellules & 600 x g pendant 5 min, le
Volume du Culot (VC) est mesuré. Le culot est repris dans I’équivalant de 3 fois le VC de tampon
hypotonique 1 x et incubé pendant 20 min a 4 °C. Les cellules sont de nouveau centrifugées a 600 x g
pendant 5 min, le surnageant est éliminé et le nouveau volume de culot est mesuré. Le culot cellulaire est
repris dans I’équivalant de 2 fois le VC de tampon isotonique 1 x puis transféré dans un homogénéiseur de
Dounce pour étre cassées. Le lysat cellulaire est centrifugé a 1000 x g pendant 10 mina 4 °C. Le surnageant
est par la suite centrifugé a 12 000 x g pendant 15 min a 4 °C. Le surnageant contenant les fractions
membranaires est centrifugé a 100 000 x g pendant 1 h ; le surnageant est éliminé et le culot est repris dans

100 pl de tampon isotonique et homogénéisé a I’aide d’un homogénéiseur de Dounce.
V1.1.a.iii. Fractionnement cellulaire par centrifugation différentielle

Le culot de cellules HEK293/NOX4, issu d’une culture de 3 boites de Petri de 100 mM, est lavé
avec du PBS Dulbecco (sans Ca?* sans Mg?*) puis repris dans 4 ml d’un tampon de 50 mM de phosphate de
sodium a pH 7 contenant 1 mM d’EGTA et 2 mM MgCl, (Tampon H) supplémenté extemporanément de
PMSF a une concentration finale de 1 mM et d’inhibiteurs de protéases et phosphatases. La suspension
cellulaire est ensuite centrifugée 5 min a 500 x g. Le culot est constitué de débris cellulaires et des noyaux.
Le surnageant, quant a lui, contient les mitochondries, les membranes et le cytosol. Le culot est repris dans
1 ml de tampon 50 mM de sodium phosphate a pH 7, contenant 2 mM mgCl, et 250 mM de saccharose
(Tampon A2) supplémenté extemporanément de PMSF a une concentration finale de 1 mM et d’inhibiteurs
de protéases et phosphatases, puis congelé. Le surnageant est de nouveau centrifugé a 12 000 x g pendant
15 min. Le culot, qui contient notamment les mitochondries, est repris dans 500 pl de tampon A2. Le
surnageant restant est centrifugé a 200 000 x g pendant 45 min pour séparer les fractions cytosoliques des
fractions membranaires. Le culot membranaire est homogénéisé dans 200 pl de Tampon A2. Le surnageant
qui correspond aux fractions cytosoliques est concentré 4 fois en utilisant des unités de concentration de

cut-off de 10 kDa. Toutes les fractions isolées sont aliquotées et conservées a —80 °C avant d’étre analysées.
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VI.1.b.  Les lignées de cellules Cos 7
VI.1.b.i. Culture cellulaire

Les cellules Cos 7 sont des cellules fibroblastes de rein du singe vert africain. Ces cellules sont
obtenues chez American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, Virginie. Les cellules Cos NOX sont
des cellules Cos 7 transfectées de maniere stable avec les génes codant pour gp91°"* et p22°"ox, Ces cellules
ont été données par le Dr M. Dinauer, Université de Washington, St. Louis, Missouri (166). Les cellules
Cos 7 et Cos NOX sont cultivées a 37 °C a 5% de CO2 dans du milieu DMEM contenant 10 % de SVF dans
des flasks de 75 cm?. Pour les cellules Cos Nox le milieu est supplémenté d’antibiotique G418 a 1,8 mg/ml
et de Puromycine a 1 pg/ml. Quand les cellules sont confluentes, elles sont diluées et remises en culture.
Les cellules Cos 7 sont lavées 3 fois avec du DPBS et incubées avec 2 ml de trypsine pendant 5 min a 37 °C.
La réaction est stoppée en ajoutant 8 ml de milieu de culture. Les cellules Cos NOX sont détachées avec du
tampon « enzyme free cell dissociation » (TermoFisher # 13151014). Les cellules sont lavées 2 fois avec du
DPBS et incubé a 37 °C pendant 5 min avec 1 ml de tampon « enzyme free cell dissociation ». Par la suite,
le surnageant est éliminé et les cellules sont détachées en tapant sur la flask. Les cellules sont diluées de 1/5

a 1/7 et, de nouveau, mises en culture. Le nombre de passage maximum est de 20.
VI1.1.b.ii. Fractionnement cellulaire par centrifugation différentielle

Les cellules sont détachées comme décrit dans le paragraphe précédent. Le culot correspondant a
107 cellules est lavé 2 fois avec du tampon DPBS puis repris dans 500 pl tampon de cassage froid contenant
20 mM phosphate pH 7,4, 340 mM Saccharose, 7 mM mgSQOa., 200 UM leupeptine, 1 mM PMSF. Les
cellules sont cassées par sonication, puissance 3, efficacité 30 %, (i.e. impulsions de 300 ms interrompues
par 700 ms de pause), dans la glace, 12 fois 10 secondes avec un intervalle de 1 min entre les sonications.
Le lysat cellulaire est ensuite centrifugé pendant 15 min a 10 000 x g a 6°C. Cette centrifugation permet
d’éliminer les cellules non cassées. Le surnageant est ensuite centrifugé pendant 1 h 45 a 240000 x g a
6 °C, afin de séparer les fractions membranaires (culot) du cytosol (surnageant). Le culot de fraction
membranaire est repris dans 100 ul de tampon de cassage et homogénéisé par ultrasonication dans un bain

a ultrason.
V1.2, Les globules blancs issus de donneurs humains
VI1.2.a.  Les neutrophiles

Vl1.2.a.. Séparation du serum des globules rouges

Le contenu de la poche de sang frais (EFS, Cabanel, Paris) est versé dans une éprouvette de 1 L

propre et stérile en polypropyléne. Dans I’éprouvette contenant un volume V de sang, est ajouté délicatement
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un méme volume V d’une solution de Dextran a 2 % dilué dans du sérum physiologique (NaCl 0,9 % dans
de I’eau milliQ), filtré et stérile. Le contenu de I’éprouvette est mélangé par retournement lent et continu,
en fermant I’éprouvette a I’aide d’un Parafilm maintenu fermement par la paume de la main puis laissé
reposer entre 30 et 45 min a température ambiante sur la paillasse. Le Dextran provoque I’agrégation des
hématies, qui sédimentent en grande partie. 1l y a donc une partie inférieure, opaque et rouge trés fonceée,
contenant la majorité des hématies ayant sédimenté et une partie supérieure, translucide et jaune-orangée,
contenant les leucocytes — dont les neutrophiles — et quelques hématies restantes. La partie supérieure
contenant les leucocytes est prélevée et est répartie dans des Falcons de 50 mL. Les tubes sont centrifugés
pendant 8 min & 400 x g puis, les surnageants sont précautionneusement prélevés et jetés dans un flacon
poubelle pour déchets biologiques. Les culots sont resuspendus doucement par agitation délicate des tubes

et puis dans du PBS (Dulbecco) jusqu’a obtenir environ 30 a 50 mL de suspension de cellules.
V1.2.a.ii. Isolement des neutrophiles sur gradient de sucrose

30 mL de suspension cellulaire sont déposés délicatement a la surface de 15 mL de Ficoll (systéme
biphasique). Les tubes sont centrifugés 30 min a 400 x g. Le surnageant est jeté (sauf I’anneau de mono-
lymphocytes qui est utilisé ultérieurement pour isoler les monocytes). Le culot cellulaire (neutrophiles et
hématies restantes) est remis doucement en suspension en remuant doucement dans les quelques gouttes de

liquide qui restent.
V1.2.a.iii. Lyse des globules rouges restants

Dans chaque culot, 12 mL d’eau stérile refroidie en glace sont rapidement ajoutés, le tube est fermé
et est mélangé doucement par retournement pendant 30 secondes. A 40 secondes, 4 mL de KCI 0,6 M
refroidi en glace sont ajouté rapidement. Les tubes sont mélangés et complétés a 50 mL avec du PBS
(Dulbecco) refroidi en glace, mélangés une derniéere fois puis centrifugés 8 min a 400 x g a 4 °C. Aprés
avoir jeté le surnageant, une deuxiéme lyse des hématies est effectuée de la méme fagon. Les tubes sont
centrifugés 8 min a 400 x g a 4 °C et les surnageants sont jetés. Chaque culot est repris doucement dans
5 mL de PBS (Dulbecco) froid puis la suspension regroupée dans un seul tube. Les cellules sont ensuite
comptées puis centrifugées 8 min a 400 x g. Le culot cellulaire est repris dans 10 a 20 mL de tampon de
cassage froid contenant 20 mM phosphate pH 7,4, 340 mM Saccharose, 7 mM mgSOs, 200 uM leupeptine,
1 mM PMSF.
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VIi.2.a.iv. Cassage des cellules et fractionnement cellulaire par

centrifugation différentielle

Les cellules sont cassées comme décrit dans le protocole de cassage des cellules Cos. Le culot de
fraction membranaire est repris dans 1 a 2 ml de tampon de cassage et homogénéisé par ultrasonication dans

un bain a ultrason. Des aliquots de 50 pl de fractions sont réalisés et stockés a -80 °C.

Vli.2.av. Mesure de la concentration en cytb558 dans les fractions

membrannaires

La concentration en cytb558 est determinée a partir du le spectre de différence du cytb558 réduit
moins le cytb558 oxydé. La fraction membranaire (FM) doit étre diluée, au maximum deux fois pour obtenir
des spectres de qualité suffisante, dans un volume final de 200 ul DPBS contenant du détergent neutre n-
dodécyl B-D-maltoside (DDM) a une concentration finale de 1%. Pour une bonne solubilisation, la FM est
incubée pendant 70 min a température ambiante avec une homogénéisation toutes les 10 min. Le mélange
est introduit dans un premier temps dans une cuve en quartz le spectre d’absorption du cytb558 oxyde est
alors réalisé entre 900 et 300 nm avec un pas de 0,25 nm contre un blanc contenant du tampon DPBS et du
DDM a 1 % final. Puis dans un deuxieme temps, quelques grains de de dithionite de sodium sont ajoutés a
solution de FM + DDM et homogénéisés par aspiration-refoulement. Le spectre d’absorption du cytb558

réduit est réalisé entre 900 et 300 nm comme décrit pour le spectre d’absorption du cytb558 oxyde.

Le spectre de différence « Red-Ox » (Figure I1- 6) est calculé en soustrayant le spectre de la FM
oxydée au spectre de la FM réduite. Sur ce spectre, est calclée la différence AAreg-ox, €ntre le maximum
d’absorbance noté Ageq vers 427 nm et le minimum d’absorbance noté Aoxvers 411 nm. La concentration
en cyth558, notée [cytb558] (mol-L?), dans la suspension de fractions membranaires est calculée en
utilisant I’équation déduite de la loi de Beer-Lambert :

AARed—Ox

[cyth558] = FD. ———=2—2X
Y ?. AERed—Ox

Ou Fp est le facteur de dilution de la suspension de FM, AcRed—Ox le coefficient d’extinction
molaire du cytb558 égal a la différence entre le coefficient d’extinction molaire a 427 nm de la forme réduite
et le coefficient d’extinction molaire 4 411 nm de la forme oxydée. Soit, Agred.ox=2.0-10° ML-cm™ et £ est

le trajet optique en cm (£= 1cm).
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Figure 11- 6: Spectre de difference de la FM réduite moins la FM oxydée.

VI1.2.b.  Les cellules monocytes
VI1.2.b.i. Isolement

L’ anneau de mono-lymphocyte récupéré lors de I’isolement des neutrophiles est réparti dans 4 tubes
de Falcon de 50 ml. Chaque tube est complété jusqu’a 50 ml de tampon PBS froid contenant 0,5 % de BSA
et 1 mM d’EDTA. Les tubes sont centrifugés a 400 x g pendant 8 min a 20 °C. Le surnageant est éliminé et
les 4 culots sont rassemblés dans un seul Falcon et repris dans 50 ml du méme tampon. Aprés centrifugation
a 400 x g pendant 8 min a 20 °C, le culot est repris dans 1 a 2 ml de tampon. Les cellules sont diluées au
1/100°™ dans du bleu de Tirk et comptées sur lame de Malassez. Ces cellules sont par la suite diluées a

5.107 cellules/ml dans un volume compris entre 0,5 ml et 2 ml.

Pour la suite du protocole, en collaboration avec Dr M.C. Dang (CRI, Hopital Bichat, Paris), nous
avons utilisé le kit d’isolement de monocytes « EasySep™ Human Monocyte Enrichment » (#19059). Les
cellules sont transvasées dans des tubes Falcon 14 ml polystyréne a fond rond (BD Sciences, #352057). Un
volume du cocktail EasySep est ajouté a raison de 50 pl/ml de cellules. Le mélange est incubé sur la glace
pendant 10 min. Par la suite, les particules magnétiques proposées dans le kit sont mélangées par vortex
pendant 30 s et ajoutées au mélange cellules + cocktail a raison de 50 pl/ml de cellules. Le mélange est
placé de nouveau sur glace pendant 5 min. Le volume est complété a 5 ml final avec du tampon PBS froid
contenant 0,5 % de BSA et 1 mM d’EDTA pour un volume initial de cellules inférieur a 2 ml. Le mélange
est homogénéisé a I’aide d’une pipette. Le Falcon est placé dans I’aimant et incubé a température ambiante

pendant 2,5 minutes. A la fin de cette étape, les lymphocytes sont fixés aux billes au fond du tube et les
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monocytes restent en suspension. Les monocytes sont transvasés dans un nouveau Falcon par simple
renversement du tube. Ce dernier doit étre maintenu dans I’aimant. Les cellules sont diluées au 1/5™ dans
du bleu de Turk et comptées sur lame de Malassez. Un rendement de 20 % est généralement obtenu.
Finalement les cellules sont lavées avec du tampon PBS. Les cellules sont ensuite soit mises en culture, soit

lysées pour réaliser des tests biochimiques.
VI1.2.b.ii. Traitement des monocytes par SIRNA

Les cellules de monocytes sont traitées par des concentrations croissantes (0, 10, 25, 50, 75, 100,
200 nM) soit de SiRNA dirigé contre Poldip2 « ON-TARGET plus Human Poldip2 (26073) siRNA smart
pool » (Darmacon # L-013009-01-0005), soit des SiRNA contrble noté Scramble (SCR) « ON-
TARGETplus Non-targeting Pool » (Darmacon # D-001810-10-05).

Une solution mére de transfection est fraichement préparée avant transfection. Dans 100 pl final de
milieu RPMI (sans SVF et sans antibiotiques) sont mélangés 6 pl de réactif de transfection (HiPerFect
Transfection Reagent ; Qiagen # 301704) et le volume de SiRNA correspondant a chaque concentration. Le
mélange est incubé pendant 20 min a température ambiante avec agitation par retournement du tube toutes
les 3 min. Dans une plaque de 12 puits, sont d’abord ajoutés les 100 pl de la solution de transfection puis
2.10° de cellules de monocyte dans un volume de 200 pl de milieu RPMI contenant 10 % de SVF
supplémenté des antibiotiques pénicilline et streptomycine. La plaque est incubée pendant 2 h a 37 °C et
5 % de CO,. Finalement 900 ul de milieu RPMI contenant 10 % de SVF supplémenté de pénicilline et de
streptomycine sont ajoutés dans chaque puit. La plaque est, de nouveau incubée, pendant 2 jours a 37 °C et
5 % de CO..

Aprés transfection, le milieu de culture est récupéré et le tapis cellulaire est décollé par trypsination.
200 pl de trypsine sont ajoutés a chaque puits. Apres 2 min d’incubation la réaction est arrétée par ajout de
1 ml de milieu RPMI contenant 10 % SVF. Le culot de cellule est récupéré aprés centrifugation a 14 000 x g
pendant 30 s. Le culot de cellules est lysé par avec un tampon isotonique comme décrit dans le paragraphe

suivant. L expression de Poldip2 apres traitement avec SiIRNA est vérifiée par Western Blot.
VI1.2.c.  Lyse des cellules avec un tampon isotonique

5.10° cellules sont reprises dans 300 pl de tampon de lyse composé de 100 mM Tris HCI pH 7,
2,5% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 4 M Urée supplémenté extemporanément de PMSF & 1 mM et
d’inhibiteurs de protéases (leupetine, pepstatine et aprotinine) a 10 pg/ml. Le tube est mélangé par vortex
puis soniqué pendant 30 s & puissance 3. Le lysat cellulaire est par la suite centrifugé a 14 000 x g pendant

15 min. Le surnageant est récupéré pour étre analysé.
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VI1.2.d. Les macrophages : culture et différentiation

5.10° cellules de monocytes sont ensemencées dans des plaques de 6 puits du milieu RPMI
contenant du SVF a 10% de la penicilline et de la streptomycine. Les facteurs de différenciation MCSF et
GMCSF sont ajoutés & une concentration finale de 50 ng/ml pour différencier respectivement les monocytes
en macrophage type M2 et type M1. Les cellules sont mises en culture a 37 °C & 5 % de CO; pendant 6

jours.
VI1Il. Mesures de production de ROS

VI1I.1. Mesure de la production de H>O; par ’Amplex red

VIl.1l.a. Principe

Ce test permet de détecter le peroxyde d’hydrogéne (H2O_) produit par I’enzyme NOX4 in vitro
dans les différents compartiments cellulaires des cellules HEK 293. L’ Amplex red est un réactif incolore
qui réagit avec le peroxyde d’hydrogéne avec une stoichiometrie 1:1 en présence d’une peroxydase (HRP),

catalyseur de la réaction, pour produire la résorufine selon la réaction de la Figure Il- 7.

La résorufine est une molécule fluorescente qui présente une longueur d’onde d’excitation

maximale a 571 nm et une longueur d’onde d’émission maximale a 585 nm.

In cellulo, la vitesse de production de peroxyde d’hydrogéne est mesurée indirectement en suivant
I’augmentation de la fluorescence de la résorufine au cours du temps. Une gamme étalon en H,O, est
nécessaire pour rapporter la fluorescence a la quantité de peroxyde d’hydrogéne produit. L’activité

spécifique de I’enzyme est exprimée en mol H.O- produits/min/nombre de cellules.

Amplex® Red Resorufin
m I\/ Peroxidase \/j/ Ij
c CH, / \
0 ;
H0, Oy

Figure 11- 7 : Réaction d’oxydation de I’Amplex red par le peroxyde d’hydrogene.

Invitro, la vitesse de production de peroxyde d’hydrogéne est mesurée de la méme maniére

qu’in cellulo a une différence pres. Il faut rajouter du NADPH pour déclencher I’activité de L’enzyme
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NOX4. L’activité spécifique de I’enzyme est exprimée en mol H,O produits/min/mg de protéines

membranaires totales.
VIl.1.b. Incellulo

Dans un premier temps, la solution d’Amplex red est fraichement préparée dans du DPBS a la
concentration de 100 uM d’Amplex red en présence de 1 U/ml de HRP, 2 mg/ml de D-glucose. Ensuite,
sont ajoutés dans chacun des puits d’une plaque de 96 puits, 100 pl contenant 10 000 cellules et un volume
de 100 ul du mix Amplex red. Le mélange des réactifs est fait dans les puits d’une plaque noire a 96 puits,
adaptés a la mesure de la fluorescence. Pendant la préparation d’échantillons, la plaque est posée sur un bac
de glace a une température a 4 °C pour maintenir les cellules au repos et limiter la production de H.O-. Elle
est par la suite introduite dans un lecteur de plaque « Victor Il de chez Perkin Elmer ». La cinétique de la
réaction est mesurée par fluorescence (Aexitation = 571 ; Aemission = 585) en continu a une température de 37 °C

sur une durée de 30 min.

Une gamme étalon allant de 0 a 2 UM en H,O; est préparée dans 100 ul de volume réactionnel final
dans une plague noire de 96 puits. Chaque puits contient 100 pl de mix Amplex red et 100 pl d’une solution
d’H,0; préparée dans du PBS. La réaction est immédiate et la mesure de la fluorescence est faite au lecteur

de plaque Victor.

Le calcul de I’activité de I’enzyme se fait comme suit :
- pente de la cinétique : p= Afluorescence/At ;
- pente de la gamme étalon : p.= Afluorescence/A[H20;] ;
- Activité spécifique de I’enzyme : As = (pJ/pe)*60sec*V réactionnel/nombre de cellules

= mol H,0; produits/min/ nombre de cellules
VIl.l1.c. Invitro

Dans un premier temps, une solution mere d’Amplex red est fraichement préparée dans 200 mM de
tampon phosphate a pH 7,2 a la concentration de 100 uM d’Amplex red en présence de 0,50 U/ml de HRP,
2 mM d’EGTA et 400 U/ml SOD.

Sont ajoutés dans chacun des puits d’une plaque de 96 puits et dans un volume final de 50 pl, 30 ug
de fractions nucléaires, mitochondriales ou membranaires, en présence ou en absence de la protéine Poldip2
recombinante & une concentration finale de 183 nM ou 367 nM ou 550 nM. Un volume de 50 pl du mix
Amplex red est ensuite ajouté. La réaction est initiée par addition de 200 UM de NADPH. Le volume final
du milieu réactionnel est ajusté a 100 puL avec du tampon A2 composé de 50 mM de sodium phosphate a

pH 7, contenant 2 mM MgCl, et 250 mM de saccharose.
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Le mélange des réactifs est fait dans les puits d’une plaque noire a 96 puits, adaptés a la mesure de
la fluorescence. La plaque est posée sur un bac de glace pour maintenir la température a 4 °C. Tout de suite
aprés ajout du NADPH, la plague est un introduite dans le lecteur de plaque Victor. La cinétique de la
réaction est mesurée par fluorescence (Aexitation = 571 ; Xemission = 585) en continue a une température de 30 °C

sur une durée de 30 min.

Une gamme étalon allant de 0 a 50 UM en H,0; est préparée dans 100 pl de volume réactionnel
final dans une plague noire de 96 puits. Chaque puits contient 50 pl de mix Amplex red et 10 ul d’une
solution d’H.0- préparée dans du PBS. Le volume est ajusté a 100 ul tel que les concentrations finales en
H.0, dans les puits soient de 0 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 3 UM, 5 uM. La réaction est immédiate et la
mesure de la fluorescence est faite au lecteur de plaque Victor.

Le calcul de I’activité de I’enzyme se fait comme suit :

- pente de la cinétique : p= Afluorescence/At ;

- pente de la gamme étalon : pe= Afluorescence/A[H20;] ;

- Activité spécifique de I’enzyme : As = (pc/pe)*60sec*V réactionnel/quantité de protéines ;
= mol H,O; produits/min/mg de protéine.

VI1.2. Mesure de I’activité de NOX2 (in vitro)

VIl.2.a. Principe

Contrairement & NOX4, I’enzyme NADPH oxydase NOX2 produit principalement des anions

superoxydes selon la réaction suivante :
NADPH +2 O,—NADP*+2 O+ H*

L activitt NADPH oxydase est suivie in vitro a I’aide du test d’activité acellulaire appelé « cell-
free assay » classiquement utilisé au laboratoire. Ce systéme permet de mesurer I’activité de I’enzyme en
dehors du milieu cellulaire (trés complexe). Les différentes composantes nécessaires pour former un
complexe NADPH oxydase fonctionnel sont mises en présence : (i) la fraction membranaire contenant
NOX2/p22P"* obtenue a partir de neutrophiles purifiés de sang humain, et (ii) les protéines cytosoliques
humaines p67P"*, p47P"* et Rac produites de maniére hétérologue en systéme bactérien (E. coli) puis
purifiées (252). A ce mélange, un activateur, I’acide arachidonique (AA), est ajouté. Celui-ci induit des
changements structuraux des protéines solubles similaires & ceux induits par la signalisation cellulaire in

vivo autorisant ainsi, in vitro, leur assemblage a la membrane.
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L’activité du complexe NADPH oxydase est déclenchée par ajout du substrat de I’enzyme, le

NADPH. L’activitt de I’enzyme en fonction du temps est alors déterminée en suivant

spectrophotométriquement soit :

La vitesse de consommation du NADPH qui se traduit par une diminution de I’absorbance a 340 nm
(Figure 11- 8). L’équivalent en quantité d’ions superoxydes produit est calculé a partir du coefficient
d’extinction molaire du NADPH Ag de 6,3 mMt.cm™ a 340 nm (253, 254)

DO a240nm

¢ o5 1 155 1 25 3 35 A4

Temps (min)
Figure 11- 8 : Cinétique de consommation de NADPH mesurée a 340 nm.

La vitesse de réduction du cytochrome c (ajouté préalablement a la mixture protéique) selon la
réaction suivante :

O~ +cytc® — cytc? + O,
qui permet de suivre, indirectement, la production d’anions superoxyde. La réduction du
cytochrome c¢ par les anions superoxydes au cours du temps se traduit par une augmentation de
I’absorption a 550 nm (Figure 1I- 9). La quantité d’ions superoxyde est calculée en tenant compte
du coefficient d’extinction molaire du cytochrome ¢ (Ae du cytochrome ¢ réduit - oxydé) de

21 mMt.cm™a 550 nm (255, 256).

67



CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES
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Figure 11- 9 : Cinétique de réduction du cytochrome c par les anions superoxyde mesurée a 550 nm.
VIl1.2.b. Protocoles

Dans une cuvette de PMMA (Poly(Methyl MethAcrylate)), ajouter dans I’ordre suivant : du tampon
PBS contenant 10 mM phosphate pH 7,4 ; 2,7 mM KCI; 137 mM NacCl, et 10 mM mgSOQ, la fraction
membranaire de neutrophile (classiquement 4 nM de cytb558), p67P"™ (269 nM), p47°"* (175,5 nM),
Rac1Q61L (136,6 nM) %, Poldip2 a 183 nM ou 336 nM ou 702 nM, et 50 uM d’acide arachidonique. La
cuvette contenant 600 pl de volume réactionnel est mélangé par retournement et incubée dans un bain marie
pendant 5 min a 25 °C. Ensulite, le cytochrome ¢ est ajouté a une concentration de 50 uM (dans le cas de la
mesure de la réduction du cytochrome ¢ par les anions superoxydes) et, enfin, le NADPH a 200 uM. La
cuvette est de nouveau mélangée par retournement est tout de suite mise dans le spectrophotomeétre Uvikon
pour la mesure de la cinétique contre un blanc contenant le méme tampon PBS. La cinétique est mesurée a
25 °C pendant 2 min.

L activité spécifique moléculaire (Asm) de I’enzyme est déterminée a partir des formules suivantes :
e Dans le cas de la mesure de la réduction du cytochrome c par les anions superoxydes :
Asn= pente a I’origine de la droite/ (Ae du cytochrome ¢ réduit - oxydé)*[cytochrome b558]*temps

Elle est exprimée en mol O, produits/min/mol de cytochrome b558.

e Dans le cas de la mesure de la consommation de NADPH :

Asn= - (pente & I’origine de la droite*2)/ (Ae NADPH)*[cytochrome b558]*temps

38 Cette mutation rend la protéine Rac constitutivement active.
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Le facteur 2 dans cette formule vient du fait qu’il faut une molécule de NADPH pour produire 2 anions

superoxyde. Elle est exprimée en équivalent mol O, produits/min/mol de cytochrome b558.
VIl.2.c. Tests statistiques

Les valeures représentées pour les mesures d’activité sont des moyennes de 3 répétitions plus ou
moins ’erreure type (SEM ; standard Error of the Mean). Des analyses statistiques ont été faites avec le
logiciel Excel en appliquand le test statistique T.TEST moyennant une distribution bilatérale et sur deux

échantillons de variance égale.
VI1I1. Methodes analytiques des interactions protéines-protéines

VIII1.1. Dot Blot

Cette technique permet de mettre en évidence les interactions entre protéines. Le principe est
similaire a celui d’un Western Blot (Figure 11- 10), la principale différence étant que les protéines ne sont
pas séparées en fonction de leur taille par gel d’électrophorése. 3 ul (entre 10 et 100 pg de protéines) de la
protéine d’intérét sont déposés directement sur la membrane de nitrocellulose. La membrane est par la suite
saturée avec une solution protéique pour éviter que les anticorps et la 2°™ protéine qu’on cherche a faire
interagir (Poldip2) se fixent sur la surface libre. Elle est donc incubée pendant 1 h sous agitation a
température ambiante dans une solution de BSA a 2,5 % préparée dans 20 ml de TBST 1X contenant
0,075 % Tween-20. La membrane est lavée trois fois dans du TBST pendant 10 min. Le test d’interaction
se fait en incubant de nouveau cette membrane dans une solution contenant 100 nM de Poldip2 et 0,5 % de
BSA préparée dans 20 ml de TBST contenant 0,075 % Tween-20. La membrane est de nouveau lavée trois
fois dans du TBST pendant 10 min.

La détection d’une interaction entre Poldip2 et la protéine d’intérét se fait de la maniére suivante.
La membrane est incubée avec I’anticorps primaire dirigé contre la protéine Poldip2, dilué a 1/1500 dans la
solution de BSA a 0,5 %, préparée dans du TBST, pendant 1 h a température ambiante. La membrane est
ensuite lavée trois fois pendant 10 min dans une solution TBST, puis incubée une deuxieme fois avec un
anticorps secondaire couplé a la HRP dilué 1/15000 dans la solution de BSA a 0,5 %, préparée dans du
TBST, pendant 1 h a température ambiante. La membrane est de nouveau lavée trois fois dans du TBST

pendant 10 min.

La révélation de la membrane se fait comme décrit dans le protocole de Western Blot. Si des spots
circulaires apparaissent cela indique la présence de la protéine Poldip2 ce qui traduit une interaction de cette

derniére avec la protéine d’intérét.
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Figure 11- 10 : Principe du Dot Blot.
AC : anticorps.

VII1.2. Co-précipitation par centrifugation

Afin de déterminer si des protéines solubles comme Polidp2 (mais aussi p47°"*, p67°" ou Rac)
s’attachent a des fractions membranaires, nous avons effectué des expériences de co-précipitation par
centrifugation. Dans un tube Eppendorf, les fractions membranaires de neutrophiles (FM) sont mélangées
avec la protéine Poldip2 a un ratio de 1:20, 1:10 ou 1:5 (mol:mol). Le volume est ajusté a 400 pl avec du
tampon contenant 20 MM de phosphate a pH 7,4 1 mM EDTA, 1 mM PMSF. Des controles négatifs
contenant uniguement, soient des fractions membranaires, soient la protéine Poldip2 sont également
réalisés. Le mélange est incubé pendant 1 h a 4 °C sur roue. Les mélanges sont ensuite centrifugés pendant
1h30 a 190000 xg a 4°C. Apres centrifugation, le culot contient les fractions membranaires de
neutrophiles et éventuellement les protéines solubles en interaction avec la membrane. Dans le surnageant
sont présentes les protéines solubles (ou bien les protéines en excés) qui n’ont pas interagit. Apres
élimination du surnageant le culot est repris dans le méme volume de départ avec du tampon phosphate. Des

fractions du culot et surnageant sont stockés a —20 °C pour des analyse ultérieures.

Ce protocole est également utilisé pour mettre en évidence I’effet de Poldip2 sur I’assemblage du
complexe NADPH oxydase. Dans ce cas les fractions membranaires sont melangées en présence ou en
absence des protéines cytosoliques (p47°", p67 P et Rac1Q61L), de Poldip2 ou d’acide arachidonique
(AA) dans un volume final de 600 pl en respectant les mémes ratios de protéines que le test d’activité. Dans
le Tableau I1- 1Tableau II- 2 sont indiquées les différentes conditions expérimentales et les concentrations

finales utilisées. La suite du protocole est réalisée comme décrit plus haut.
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Tableau I1- 2 : Conditions appliquées pour I’étude de I’interaction entre Poldip2 et la FM.

Essaie 1 2 3 4 5 6

FM (40 nM) + + + + + +
Poldip2 (3 uM) + + + +
p47Phox (3,03 M) + + + +
p67P"* (2,69 UM) + + + +
Rac1Q61L (7,89 uM) + + + +
AA (328 uM) + + +

VI11.3. Co-précipitation par centrifugation sur gradient de sucrose

Une autre méthode pour séparer les composantes interagissant ensembles est de déposer les
mélanges protéiques sur un gradient de sucrose puis de centrifuger pour séparer les différentes formes. Les
gradients de sucrose sont préparés 4 h avant le dépét de I’échantillon afin de les laisser se stabiliser a 4 °C.
Les différentes solutions de sucrose (50 %/15 %/10 %) sont préparées dans du tampon contenant 10 mM
TrisHCI pH 7,5et 1 mM EDTA. Dans un tube de centrifugation, trois couches de concentrations différentes
de sucrose sont déposées successivement : 2 ml 50 % (au fond)/ 6,5 ml 15 % (au milieu) / 1,5 ml 10 % (en
haut).

En paralléle, les fractions membranaires de neutophiles (FM) en présence ou en absence de Poldip2
et/ou d’acide arachidonique (AA) sont mélangées dans 1 ml final avec du tampon PBS contenant 10 mM
phosphate pH 7,4 ; 2,7 mM KCI; 137 mM NaCl, et 10 mM mgSO,, 1mM EDTA. Les mélanges de
protéines sont incubés pendant 1 h a 4 °C sur roue puis déposés délicatement sur le gradient. La séparation
se fait par centrifugation a 110 000 x g pendant 16 h a 4 °C (rotor SW32). Aprés centrifugation, des fractions
de 1 ml sont prélevés du haut vers le bas du tube. Les fractions sont aussitot congelées a —80 °C pour des

caractérisations ultérieures.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

A. Poldip2 :  Production, purification, caractérisation

structurale et fonctionnelle

A.l.  Production de Poldip2 dans différents systemes d’expression

Dans le but de réaliser une caractérisation fonctionnelle et structurale de la protéine Poldip2, le géne
de cette protéine a été intégré dans différents vecteurs et systemes d’expression pour produire cette protéine
de maniére hétérologue. Dans ce paragraphe sont présentées les différentes constructions et souches
employées pour produire Poldip2, soit d’origine humaine, soit issus du rat. Suite & une optimisation des
différents paramétres d’expression de la protéine, un systéme d’expression sera sélectionné pour une

production a plus grande échelle.

All Comparaison de la séquence de Poldip2 dans différentes espéeces

La comparaison de séquences de Poldip2 (Figure IllI- 1B) entre différentes espéces (rat, souris,
bovin, chien, humain) montre que la séguence de Poldip2 est trés bien conservée, avec 95 % d’identité de
séquence entre le rat et I’espéce humaine. La région de la séquence qui présente le plus grand nombre de
résidus variables se trouve en N-terminale de la séquence. Cette région, d’environ 57 résidus, correspond a
la séquence d’adressage a la mitochondrie. Une analyse plus poussée de la séquence de rat faite par des
logiciels de prédiction de localisation subcellulaire de la protéine a révélé deux sites de coupure différents
au niveau de cette séquence d’adressage a la mitochondrie. Le logiciel pPSORT Il prédit une localisation de
Poldip2 a la mitochondrie avec 95,7 % contre 4,3 % pour le noyau. Le site de clivage est défini sur le
résidu 57. L analyse de cette séquence faite avec le logiciel TargetP prédit également une localisation a la
mitochondrie avec un pourcentage identique. Néanmoins dans ce cas le site de clivage est défini sur le
résidu 21. Cette différence entre les deux prédictions est assez inattendue. Or ces deux sites correspondent
a 2 séquences consensus reconnue par la protéine MPP (Mitochondrial Processing Peptidase) qui peut
couper la séquence d’adressage a la mitochondrie a I’intérieur de la matrice mitochondriale selon les deux
motifs (257) R-2 et R-3 comme décrit sur la Figure 111- 1 A. Il est peut étre possible que ce clivage se fasse
en deux temps ; premierement sur le résidu 21 puis sur le résidu 57. En ce qui concerne la séquence humaine
la prédiction faite par le logiciel pSORT Il prédit, comme pour la séquence de rat, un site de clivage au
niveau du résidu 57. Ce clivage serait fait également par la protéine MPP selon un motif de type R-3. Méme
si I’analyse faite pour les deux séquences (humaines et rat) est similaire, elle est néanmoins différente de
celle décrite pour Poldip2 humain par Xie et al. (2005) (7). Cette équipe décrit deux sites de clivage de la
séquence d’adressage a la mitochondrie sur la séquence humaine. Le premier sur le résidu 50 fait par la

protéine MPP, le deuxiéme sur le résidu 58 fait par protéine MIP (Mitochondrial Intermediate Peptidase)
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selon un motif R-10 [xRx|(F/L/Nxx(S/T/G)xxxx]] dans la matrice mitochondriale. Cette analyse est
toutefois cohérente avec une localisation de Poldip2 principalement au niveau de la matrice

mitochondriale (5).

2 57
(A) Rat MAGCVARRALAVGSRWWSRSLIATTRGSRPLCAVGGAGALPPVATATARRHLSSRNRAEGKVK 6@
XRXY[SX XR¥xS
XRXXAX XRY{xx
XRX XXX
Motif R-2 Motif R-3
(8) Séquence signal d’adressage mitochondrial

Rat |MAGCVARRALAVGSRWWSRSLATTRGSRPLCAVGGAGALPPVATATARRHLSSRNRAEGKVLETVGVFEVPKQNGKYETG 8@
Souris MAGCVARRALAVGSRWWSRSLATTRGSRPLCAVGGAGGLPPVATATTRRHLSSRNRAEGKVLE TVGVFEVPKQNGKYETG 89
Bovin |MAGCVARRALTVGSRWWSRSLTGTRGPRPLCAAGGAGAFPPVATTTTRRHLSSRNRAEGKVLETVGVFEVPKQNGKYETG 88
Chien [MAGCVARRALAVGSRWWARSLTGARGPRPLCVAGGAGAFPPAAAATTRRHLSSRNRAEGKVLETVGVFEVPKQNGKYETG 8@
humain |[MAACTARRALAVGSRWWSRSL TGARWPRPLCAAAGAGAF SPASTTTTRRHLSSRNRAEGKVLETVGVFEVPKQNGKYETG 88

Rat QLFLHSVFGYRGVVLFPWQARLYDRDVASAAPEKAENPAGHGSKEVKGKTHTYYQVLIDARDCPHISQRSQTEAVTFLAN 168
Souris QLFLHSVFGYRGVVLFPWQARLYDRDVASATPEKAENPAGHGSKEVKGKTHTYYQVLIDARDCPHISQRSQTEAVTFLAN 168
Bovin QLFLHSVFGYRGVVLFPWQARLYDRDVASAAPEKAENPAGHGSKEVKGKTHTYYQVLIDARDCPHISQRSQTEAVTFLAN 168
Chien QLFLHSVFGYRGVVLFPWQARLYDRDVASAAPEKAENPAGHGSKEVKGKTHTYYQVLIDARDCPHISQRSQTEAVTFLAN 160
humain QLFLHSIFGYRGVVLFPWQARLYDRDVASAAPEKAENPAGHGSKEVKGKTHTYYQVLIDARDCPHISQRSQTEAVTFLAN 160

Rat HDDSRALYAIPGLDYVSHEDILPYTSTDQVPIQHELFERFLLYDQTKAPPFVARETLRAWQEKNHPWLELSDVHRETTES 24@
Souris HDDSRALYAIPGLDYVSHEDILPYTSTDQVPIQHELFERFLLYDQTKAPPFVARETLRAWQEKNHPWLELSDVHRETTEN 24@
Bovin HDDSRALYAIPGLDYVSHEDILPYTSTDQVPIQHELFERFLLYDQTKAPPFVARETLRAWQEKNHPWLELSDVHRETTEN 248
Chien HDDSRALYAIPGLDYVSHEDILPYTSTDQVPIQHELFERFLLYDQTKAPPFVARETLRAWQEKNHPWLELSDVHRETTEN 248
humain HDDSRALYAIPGLDYVSHEDILPYTSTDQVPIQHELFERFLLYDQTKAPPFVARETLRAWQEKNHPWLELSDVHRETTEN 248

Rat IRVTVIPFYMGMREAQNSHVYWWRYCIRLENLDSDVVQLRERHWRIFSLSGTLETVRGRGVVGREPVLSKEQPAFQYSSH 320
Souris IRVTVIPFYMGMREAQNSHVYWWRYCIRLENLDSDVVQLRERHWRIFSLSGTLETVRGRGVVGREPVLSKEQPAFQYSSH 328
Bovin IRVTVIPFYMGMREAQNSHVYWWRYCIRLENLDSDVVQLRERHWRIFSLSGTLETVRGRGVVGREPVLSKEQPAFQYSSH 328
Chien IRVTVIPFYMGMREAQNSHVYWWRYCIRLENLDSDVVQLRERHWRIFSLSGTLETVRGRGVWGREPVLSKEQPAFQYSSH 320
humain IRVTVIPFYMGMREAQNSHVYWWRYCIRLENLDSDVVQLRERHWRIFSLSGTLETVRGRGVVGREPVLSKEQPAFQYSSH 320

Rat VSLQASSGHMWGTFRFERPDGSHFDVRIPPFSLESNKDEKTPPSGLHW 368
Souris VSLQASSGHMWGTFRFERPDGSHFDVRIPPFSLESNKDEKTPPSGLHW 368 99 % d’identité de séquence
Bovin VSLQASSGHMWGTFRFERPDGSHFDVRIPPFSLESNKDEKTPPSGLHW 368 97 %
Chien VSLQASSGHMWGTFRFERPDGSHFDVRIPPFSLESNKDEKTPPSGLHW 368 96 %
humain VSLQASSGHMWGTFRFERPDGSHFDVRIPPFSLESNKDEKTPPSGLHW 368 95 %

Figure I111- 1 : Analyse de la séquence de Poldip2.
A : Sites de clivage de la séquence d’adressage a la mitochondrie identifiés par pSORT I
(https ://psort.hgc.jp/form2.html) pour le motif R-3 et TargetP pour le motif R-2
(http ://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). B : Comparaison de séquences de Poldip2 de différentes
espéces par BLAST (https ://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

En plus de sa fonction d’adressage, il n’est pas exclu que la séquence signal jouent un réle dans la
fonction de la protéine. En effet Guilliam et al. (2016) (16) ont démontré que, pour Polip2 humain, la

méthionine en position 1 et que la thréonine en position 5 de la protéine Poldip2 humaine sont importantes
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pour sa fixation avec la protéine PrimPol®. Ainsi lorsque Poldip2 est clivé en N-terminal, ces deux acides
aminés sont absents. La forme obtenue suite a ce clivage ne se fixe plus a PrimPol et donc n’est plus active.
La protéine PrimPol étant localisée a la fois a la mitochondrie et au noyau, cela suggére que Poldip2 interagit
avec PrimPol uniquement dans le noyau pour augmenter sa capacité a fixer I’ADN et que cette fonction est
perdue au niveau de la mitochondrie puisque la séquence d’adressage a la mitochondrie est clivée dans ce

compartiment.

Aprés adressage a la mitochondrie la séquence signal est coupée pour libérer une protéine
fonctionnelle de 38 kDa. La protéine est donc débarrassée de la majeure partie de sa région variable. Cela
suggere que la séquence signal n’intervient pas dans la fonction finale de la protéine. En effet Xie et al.
(2005) (7) montrent que la forme tronquée Poldip2s;.36s €st capable d’interagir avec la sous-unité p50 de la
polymérase & et d’inhiber son activité. Sur le reste de la séquence on recense seulement deux résidus
différents entre la séquence humaine et celle du rat. Chez I’humain la valine en position 86 est remplacée
par une isoleucine, toutes deux étant des acides aminés a chaine latérale apolaires. Egalement, la sérine en
position 240 chez le rat est remplacée par une asparagine chez I’homme, tous les deux étant des acides
aminés a chaine latérale polaire. Ces résidus sont faiblement polaires et hydrophiles. La similitude entre les
propriétés de ces acides aminés Val/lle et Ser/Asn suggere que la variabilité au niveau de ces deux sites
n’apporte pas de différences majeures a la séquence. Néanmoins, I’isoleucine et I’asparagine possedent des
groupements sur la chaine latérale plus longs. De plus la serine peut etre phosphorylée alors que la
I’asparagine peut etre glycosylée. Ces différences pourraient dont favoriser ou, au contraire, déstabiliser
certaines interactions si ces acides aminés se trouvent a la surface de la protéine. Il faudra donc tenir compte

de ces différences dans I’étude fonctionnelle de Poldip2.

A.l.2. Production de Poldip2 humain dans E. coli

La bactérie E.coli est classiquement utilisée en laboratoire pour produire des protéines
recombinantes. En plus d’une simplicité de manipulation, cette bactérie a un temps de génération assez
cours d’environ 20 minutes ce qui permet d’obtenir une masse cellulaire assez conséquente au bout de 24 h
de culture. Précédemment, des équipes ont réussi a produire, en relativement faible quantité, Poldip2 humain
dans E. coli (6, 7, 17). Nous avons ainsi décidé de tester ce systeme d’expression pour exprimer Poldip2

humain.

Le géne de Poldip2 humain, introduit dans un vecteur d’expression pETM33 d’E. coli, posséde une

étiquette de 6 histidines suivie de la protéine GST de 25 kDa en N-terminal. La protéine produite associée

39 PrimPol est une polymérase qui initie la réplication de I’ADN.
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a ces etiquettes a une taille attendue de 66 kDa. L’expression de Poldip2 est sous contr6le du promoteur
inductible par I’IPTG. Ce vecteur d’expression est introduit dans deux souches d’E.coli: la souche
BL21DE3 classiquement utilisée pour I’expression de protéines recombinantes en laboratoire, et la souche
SoluBL21DE3 qui a la propriété d’exprimer avec plus de facilité les protéines recombinantes insolubles qui

ont tendance a former des corps d’inclusion, comme cela pourrait étre le cas pour Poldip2 (6, 16).

La production de Polidp2 en bactéries peut étre influencée par plusieurs facteurs, a savoir la nature
des souches bactériennes, la nature du milieu, la concentration en IPTG, la température. Ces parametres ont

été variés afin de déterminer les conditions optimales pour la production de Poldip2 recombinant.

A.l.2.a. Comparaison entre deux souches d’expression

Les deux souches BL21DE3/Poldip2 et SoluBL21DE3/Poldip2 sont mises en culture dans un milieu
LB avant d’étre induites par addition d’IPTG (0,5 mM) afin de comparer le niveau d’expression de Poldip2.
La Figure I1I- 2 montre I’ensemble des protéines produites dans les bactéries avec ou sans induction par
PIPTG : soit dans I’extrait brut cellulaire, soit aprés séparation par centrifugation dans le cytosol
(surnageant) ou dans les membranes et débris cellulaires (culot). Sur le gel SDS-PAGE, on observe pour les
deux souches induites une bande trés intense vers 66 kDa dans les extraits bruts et les culots. Cette bande
est particulierement intense pour BL21DE3/Poldip2 et correspond a la taille attendue de Poldip2
recombinant soit 66 kDa. On observe egalement une bande vers 150 kDa exprimé dans le culot et I’extrait
brut de la souche BL21DE3/Poldip2. Comme ces bandes sont absentes dans les souches non-induites, elles
correspondent probablement & la protéine surexprimée. Etant donnée la taille de ces proteines elles
pourraient correspondre trés probablement a monomeére de 66 kDa et un dimere de 150 kDa. La présence
de Poldip2 dans le culot, qui est une protéine soluble, suggere qu’elle est produite dans ces souches
majoritairement sous forme de corps d’inclusion car cette bande n’est pas visible dans les surnageants. La
souche BL21DE3/Poldip2 semble produire proportionnellement plus de protéine Poldip2 sous forme de
corps d’inclusion que la souche SoluBL21DE3/Poldip2. Comme nous cherchons a privilégier I’expression
de Poldip2 sous sa forme soluble (c’est-a-dire dans le surnageant) et non sous forme de corps d’inclusion
(plus difficile a exploiter), nous poursuivons les expériences d’optimisation avec la souche

SoluBL21DE3/Polidp2 dans le but d’améliorer I’expression de la protéine recombinante dans le cytosol.
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BL21DE3/Poldip2  SoluBL21DE3/Poldip2
NI I NI I
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Figure 111- 2 : Comparaison sur gel SDS-PAGE de I’expression de Poldip2 humain dans les souches
d’E. coli BL21DE3 et SoluBL21DE3, induite ou non par de I’'lPTG.
Puits : 5 ul d’extrait protéique dans 15 pl au total (7 pl d'eau + 3 pl de Tampon de charge). | : induit par
I’'IPTG ; NI : non induit ; EB : extrait brut ; C : culot ; Sg : surnageant ; * la bande correspondant a
Poldip2.

A.1.2.b. Influence du milieu de culture

La souche SoluBL21DE3/Poldip2 est mise en culture parallélement dans du milieu LB et du milieu
M9, milieu recommandé par le fabriquant pour la production de protéine recombinante avec cette souche.
Sur le gel (Figure 111- 3) on observe, globalement, que la quantité de protéines produites est plus faible dans
le milieu M9 que dans le milieu LB, ce qui est normal puisque le milieu LB est un milieu plus riche que le
milieu M9. On remarque qu’une surexpression de Poldip2 recombinant apparait au niveau des extraits
induits qui est par ailleurs plus importante dans le milieu LB que dans le milieu M9, ce qui nous conforte
dans notre décision de garder le milieu LB. La bande d’expression qui apparait au niveau du surnageant
induit du milieu LB bien plus visible que dans le surnageant du milieu M9 nous intéresse particuliérement

car elle pourrait traduire une production de Poldip2 dans le cytosol.
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Figure I11- 3 : Comparaison sur gel SDS-PAGE de I’expression de Poldip2 dans E. coli soluBL21
induite ou non par I’IPTG dans deux milieux de culture M9 ou LB.
Puits : 5 ul d’extrait protéique dans 15 pl au total (7 pl d’eau + 3 pl de Tampon de charge) ; * la bande
correspondante a Poldip2.

A.l.2.c. Optimisation de la concentration en IPTG

La souche SoluBL21DE3/Poldip2 a été mise en culture en milieu LB (Figure Ill- 4) & 18 °C en
présence de concentrations croissantes d’IPTG. De maniére cohérente, on constate I’apparition d’une
surexpression de Poldip2 apres induction qui croit avec I’augmentation de la concentration en IPTG. Cela
est observé de maniére équivalente dans I’extrait brut, le culot et le surnageant. Par ailleurs, il semble que,
dans ces conditions de culture, la protéine est produite de maniere significative dans le surnageant. Les
bandes de surexpression semblent équivalentes pour les concentrations de 0,25 et 0,5 mM d’IPTG. Pour la
suite des expériences, on choisira une concentration de 0,5 mM en IPTG.
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Figure 111- 4 : Comparaison sur gel SDS-PAGE de I’expression de Poldip2 dans E. coli SoluBL21 dans
un milieu LB en fonction de la concentration en IPTG.
Puits : 5 ul d’extrait protéique dans 15 ul au total (7 pl d’'eau + 3 pl de Tampon de charge). Les
concentrations en IPTG 0,1, 0,25 et 0,5 sont données en mM. NI : non induit. * la bande correspondante
a Poldip2.
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A.l.2.d. Effet de la température

La souche SoluBL21DE3/Poldip2 a été mise en culture en milieu LB (Figure Ill- 5) et son
expression induite a2 0,5 mM d’IPTG. Apres induction, la souche est incubée a 15 °C et 18 °C. Des cultures
a des températures basses sont susceptibles de favoriser I’expression de protéines recombinantes toxiques
pour leur héte. On constate nettement une surexpression des protéines vers 66 kDa, qui correspondent
vraisemblablement & Poldip2, plus importante dans les souches induites a 18 °C plutét que 15 °C. Par
conséquent, la température de 18 °C sera conservée pour les productions a plus grande échelle.

EB C Sg

15°C 18°C 15°C  18°C 15°C 18°C

MM NI | NI I NI I NI I NI I NI |

kDa
250

150
100
75

50

37

Figure I11- 5 : Comparaison sur gel SDS-PAGE de I’expression de Poldip2 dans E. coli SoluBL21
induite ou non par I’IPTG dans un milieu LB en fonction de la température.
Puits : 5 ul d’extrait protéique dans 15 pl au total (7 pl d’eau+ 3 ul de Tampon de charge). * La bande
correspondante a Poldip2.

A.l.2.e. Confirmation de I’identité de la protéine Poldip2 humaine par Western Blot

Afin de confirmer que la bande de surexpression observée précédemment sur les gels SDS-PAGE
correspond bien a la protéine Poldip2 humaine, des Western Blots ont été réalisés sur I’extrait brut (EB), le
culot (C) et le surnageant (Sg) avec deux anticorps différents soit un anticorps dirigé contre la protéine
Poldip2 humaine, soit un anticorps dirigé contre I’étiquette 6xhistidines. Les deux Westerns Blots
(Figure 111- 6) révelent une bande de surexpression qui a le méme profil de migration. Cette bande est
présente dans toutes les fractions cellulaires. Sur le Western Blot marqué avec I’anticorps anti-Poldip2 on
observe d’autres bandes reconnues par cet anticorps. Ces bandes pourraient correspondre a des formes
tronquées de cette protéine. Ce résultat confirme donc que la bande observé est bien la protéine Poldip2. De
plus seule la protéine a 66 kDa a conservé I’étiquette 6-his ce qui permettra de la purifier par
chromatographie d’affinité sur résine de Nickel. La protéine GST présente également en N-terminal pourra

aussi étre mise a profit pour purifier d’avantage la protéine recombinante.
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Figure 111- 6 : Identification de Poldip2 dans les extraits d’E. coli.
(A) Western Blot marqué par un anticorps anti-Poldip2 (Abcam) ; (B) Western Blot marqué par un
anticorps anti-histidine (Santa Cruz). 5 pl d’échantillon sont déposés sur gel. Encadré en rouge bande
correspondante a Poldip2.

En conclusion de cette partie, nous avons sélectionné la souche SoluBL21DE3 pour I’expression de
Poldip2 (humain). La production a été optimale lorsque la souche est mise en culture dans du milieu LB sur
la nuit a 18 °C apres induction a 0,5 mM en IPTG. L’analyse par Western Blot a révélé que la protéine
produite est entiére et a conservé ses deux étiquettes 6 histidines et GST en N-terminale de la séquence ce

qui permettra de la purifier (étape suivante non réalisée dans les délais de la thése).

A.1.3. Production de Poldip2 humain in vitro

Une approche différente est décrite ici pour la production de Poldip2 humain et a été faite en
collaboration avec Dr M.-F. Giraud (IBGC-CNRS, UMR 5095, Université de Bordeaux). Elle consiste a
produire Poldip2 (humain) in vitro. Cette méthode de production est intéressante car elle permet un gain de
temps assez considérable. En seulement quelques heures il est possible d’obtenir la protéine recombinante
en quantité suffisante pour la purifier. De plus certaines protéines recombinantes sont difficiles a produire
car elles sont toxiques pour leur héte, cette méthode permet donc de palier a cette contrainte. En effet ce
systéme consiste a mettre le vecteur d’expression portant la séquence codante pour la protéine d’intérét avec
toute la machinerie nécessaire pour la traduction et la transcription du géne en protéine (ribosomes, ARNI,

facteur d’initiation d’élongation et de terminaison, les acides aminés, une source d’énergie, etc.).

Ici, deux constructions sont comparées. Dans un premier cas, la méme construction que
précédemment décrite a été utilisée : pETM33/ 6his-GST-Poldip2. Dans un deuxieéme cas, le géne codant
pour Poldip2 (humain) est introduit dans le vecteur pET28a avec en N-terminal une étiquette de 6 histidines.
Cette construction est notée pET28a-6his-Poldip2. Les protéines recombinantes 6his-GST-Poldip2 et 6his-
Poldip2 font respectivement 66 et 42 kDa.
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Figure 111- 7 : Production de Poldip2 humain dans un systéme d’expression in vitro.
(A) SDS-PAGE réalisé sur les culots (C) et surnageant (S). (B) Western Blot marqué avec | ’anticorps
dirigé contre Poldip2 (Abcam). (C) Western Blot marqué avec | ‘anticorps dirigé contre | ’étiquette
6xhistidines (Santa Cruz). * pET28a-6his-Poldip2 ; * pETM33-6his-GST-Poldip2.

A la fin de la synthése de la protéine d’intérét, le mélange réactionnel est centrifugé pendant
10 minutes a 14 000 xg. Dans le culot noté (C) se trouvent les protéines insolubles sous forme de corps
d’inclusion et dans le surnageant noté (S) se trouvent les protéines solubles. L’analyse de ces fractions sur
gel SDS-PAGE (Figure 111- 7 A) révele que la protéine est exprimée majoritairement sous forme de corps
d’inclusion, seulement une petite partie est exprimée sous forme soluble avec un meilleur rendement pour
la construction pET28a-6his-Poldip2 que pour la construction pETM33-6his-GST-Poldip2. Ce résultat n’est
pas surprenant car Poldip2 est également produite sous forme de corps d’inclusion dans le systéme
d’expression d’E. coli. Néanmoins on s’attendait a avoir un meilleur rendement pour la construction
PETM33-6his-GST-Poldip2 puisqu’il a été décrit que la protéine GST favorise la solubilité de Poldip2 (16)
or il ne semble pas que ce soit le cas ici. L’analyse par Western Blot (Figure I11- 7B et C) avec les anticorps
dirigés contre Poldip2 et contre I’étiquette 6 histidines de ces fractions confirme les observations décrites
pour le gel SDS-PAGE. Sur le Western Blot révélé avec I’anticorps anti-histidine, aucune bande vers 66 kDa
n’est observé au niveau du surnageant obtenu a partir de la construction pETM33-6his-GST-Poldip2 ce qui
suggere que la protéine produite a perdu son étiquette 6xhis et qu’il sera donc impossible de la purifier par
chromatographie d’affinité sur colonne de Nickel. En revanche sur ce méme Western Blot on observe une
bande vers 25 kDa. Cette taille correspond a la taille de la protéine GST ce qui suggere qu’il y a eu un
clivage en aval de la GST. Au vu de ces résultats, la construction pET28a-6his-Poldip2 qui a permis de
produire la protéine recombinante dans le surnageant et a conservé son étiquette 6xhis, semble plus adaptée
pour poursuivre des essais de purification par chromatographie d’affinité sur colonne de Nickel (qui n’ont
pas pu étre exploités dans la these).
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A.l.4. Production de Poldip2 de rat dans le systéeme hétérologue de levure

Bien que des essais de production de Poldip2 aient été réalisés dans E. coli avec succes, nous avons
choisi d’exprimer Poldip2 dans un organisme eucaryote, la levure Pichia pastoris (P. pastoris) pour sa
capacité a effectuer des modifications post-traductionnelles absentes chez E. coli. Les premiers clonages de
Poldip2 dans un plasmide pPICZB, avec une expression attendue intracellulaire, n’ont pas abouti & une
expression détectable de la protéine dans la levure (258). Ceci a été attribué a une éventuelle toxicité de la
protéine ou bien a un adressage ne permettant une surexpression comme par exemple une possible
localisation de Poldip2 dans la mitochondrie. Cette hypothése est envisageable compte tenu du fait que
Poldip2 possede une sequence d’adressage a la mitochondrie dans sa partie N-terminale (Figure I1I- 1B).
Pour contourner cette difficulté, le géne de Poldip2 a été cloné dans le vecteur d’expression pPICZaA (259).
Ce vecteur contient un facteur o (de sécrétion) qui permet I’adressage de la protéine dans le milieu
extracellulaire (Ie milieu de culture). Une fois secrétée par la levure, la protéine ne représente plus un danger
pour I’organisme hote qui peut conserver une physiologie proche de la norme. La position du tag a
également été modifiée. Un tag c-myc et un tag 6-histidines sont présents a I’extrémité c-terminale de la

protéine. Le plasmide linéarisé s’intégre dans le génome de la levure par recombinaison homologue.

A.l.4.a. Sélection de la souche

Deux souches de P. pastoris ont été transformées : X-33, une souche sauvage de phénotype mut",
et SMD1168, une souche déficiente en protéase A (pep4A). Cette derniére est trés avantageuse pour
I’expression de protéines recombinantes puisque cette mutation les protége d’une éventuelle dégradation.
Les levures transformées sont mises en culture sur des boites d’YPD contenant de la Zéocine. Cette étape
permet de sélectionner les clones qui ont intégré le plasmide pPICZaA ou pPICZaA/Poldip2 contenant le
géne de résistance a la Zéocine. Deux concentrations de Zéocine ont été utilisées, 500 et 1000 pg/ml, pour
sélectionner les levures qui ont intégrés le plus grand nombre de copies du plasmide dans leur génome. Pour
chaque souche, 7 clones recombinants ayant poussés sur 1000 pg/ml de Zéocine, sont mis en culture pendant
24 h a 28 °C en présence de méthanol 0,5 %. La protéine d’intérét, Poldip2, est excrétée dans le milieu de
culture par les levures. Les protéines de ce milieu sont concentrées par la méthode TCA et le niveau
d’expression de Poldip2 pour chaque clone est déterminé par Western Blot a I’aide d’un anticorps anti-
Poldip2 pour I’identifier (Figure 111- 8). Pour chaque clone, plusieurs bandes de protéines sont reconnues
par I’anticorps. Néanmoins on distingue que les clones 1, 2 et 3 de la souche SMD1168 et les clones 2 et 3
de la souche X-33 expriment des protéines qui migrent au méme niveau (vers 37 kDa) que les bandes du
témoin positif (souche X-33 dont I’expression de Poldip2 a été vérifiée dans I’étude préliminaire (259).

Cependant les niveaux d’expression sont assez faibles probablement dus aux faibles dépéts du milieu de
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culture (225 ul concentré par TCA). 1l est donc difficile a ce stade de correctement sélectionner le meilleur
clone.
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Figure 111- 8 : Analyse par Western Blot des levures recombinantes ayant poussées sur milieu YPD +
Zeocine (1 mg/ml).
L ’équivalent de 225 pl de milieu de culture concentré au TCA est déposeé sur le gel. Le Western Blot est
marqué par un anticorps dirigé contre la protéine Poldip2 (Santa Cruz). (A) les clones de la souche
SMD1168. (B) Les clones de souche X-33. T+ : témoin positif souche X-33 dont | ‘expression de Poldip2 a
été vérifiée dans | ’étude préliminaire. VV : vecteur vide, souche transfectée par le vecteur vide pPICZaA.

Cing clones, pour lesquels des bandes entre 37 et 50kDa sont présentes, sont pré-sélectionnés et
sont réunis dans la Figure 111- 9. Cette fois-ci le dépdt est 4 fois plus important pour bien pouvoir visualiser
les bandes correspondantes a Poldip2. Sur cette figure, seuls les clones 2 et 3 de la souche SMD1168
présentent des bandes similaires au témoin positif (entre 37 et 50 kDa). Pour ces deux clones les bandes sont
plus intenses suggérant une meilleure expression de Poldip2 que dans le clone 1. L’anticorps reconnait
également une protéine trés fortement exprimée a 75 kDa pouvant étre un dimere Poldip2. Néanmoins étant
donné que I’anticorps utilisé est un anticorps polyclonal donc peu spécifique de la protéine d’intérét on ne
peut a ce stade ni confirmer ni infirmer cette hypothése. En se basant sur les bandes attendues (entre 37 et

50 kDa), les clones 2 et 3 sont donc sélectionnés pour optimiser le niveau d’expression de Poldip2.
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Figure 111- 9 : Analyse par Western Blot des recombinants présélectionnés.
L ‘équivalent de 900 pl de milieu de culture concentré au TCA est dépose sur le gel. Le Western Blot est
marqué par un anticorps dirigé contre la protéine Poldip2 (Santa Cruz). T+ : témoin positif souche X-33
dont I’expression de Poldip2 a été vérifiée dans | ‘étude préliminaire. VV : souche transfectée par le vecteur
vide pPICZaA. Encadré en rouge bande correspondante a Poldip2.

A.l.4.b. Optimisation du temps et de la densité optique d’induction

Les clones 2 et 3 de la souche SMD1168 sont mis en culture pendant 72 h a 28 °C dans le milieu
BMMY. Les cultures sont induites au méthanol a une concentration de 0,5 % a une densité optique initiale
(mesurée a 600 nm) soit de 2, soit de 4. Toutes les 24 h, le surnageant des cultures est prélevé, concentré
par la méthode TCA et analysé par Western Blot. Pour une induction a partir d’une culture & DOgoonm de 2,
dans le clone 2, une augmentation de I’expression de Poldip2 est observée en fonction du temps, que ce soit
avec I’anticorps anti-Poldip2 ou avec la sonde anti-histidine. Pour le clone 3, I’expression de Poldip2 reste

trés faible méme aprés 72 h d’induction (Figure I11- 10).
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Figure 111- 10 : Optimisation du temps de culture des clones 2 et 3 & une DO d’induction initiale égale
az2.
900 pl de milieu de culture préleve toutes les 24 h sont concentrés par TCA et déposés sur gel. La
révélation du Western Blot a été effectuée en utilisant un anticorps dirigé contre Poldip2 (Santa Cruz) (A)
et une sonde anti-histidine (Thermo Scientifique) (B).
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Des résultats similaires sont observés avec une induction a partir d’une culture ayant une DOgoo
initiale de 4 (Figure 111- 11). Néanmoins le niveau d’expression reste dans I’ensemble plus important pour
les cultures induites a une DOggo 2. De maniere surprenante on remarque que le maximum d’expression
détecté avec I’anticorps antiPoldip2 est a 48 h contre 72 h pour le Western Blot révélé avec la sonde anti-
histidine. Ce résultat est obtenu pour 2 expériences indépendantes. Cela peut étre expliqué par une
surexpression de cette protéine a 48 h accompagné par un clivage du tag histidine qui est compensé a 72 h
par une surexpression encore plus importante. Par ailleurs, nous constatons que d’autres bandes, en dehors
de la bande de 46 kDa attendue, sont présentes : soient de plus faible poids moléculaire suggérant une
dégradation de la protéine, soient de plus haut poids moléculaires, pouvant correspondre a la protéine
Poldip2 oligomérisée pour les bandes vers 60 et 100 kDa ou bien porteuse de modification post-
traductionnelles (telles que des phosphorylations) pour les bandes de poids lIégerement plus haut que 46 kDa.

Finalement c’est le clone 2 qui est sélectionné pour une culture pendant 72 h a une densité optique
d’induction égale a 2.
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Figure I11- 11 : Optimisation du temps de culture des clones 2 et 3 a une DO d’induction initiale égale
ad.
900 pl de milieu de culture prélevé toutes les 24 h sont concentrés par TCA et déposés sur gel. La
révélation du Western Blot a été effectuée en utilisant un anticorps dirigé contre Poldip2 (Santa Cruz) (A)
et une sonde anti-histidine (Thermo Scientifique) (B).

A.l.4.c. Optimisation de la température

Trois valeurs de température de culture (20, 25, 28 °C) sont testées pour optimiser le niveau
d’expression de Poldip2 dans le clone 2. La culture est faite selon les paramétres optimisés précédemment,
soit une durée de 72 h et densité optique d’induction DOsgoo €gale a 2. Aprés concentration des protéines du
milieu de culture par la méthode TCA, les échantillons sont analysés par Western Blot (Figure 111- 12). Le
niveau d’expression le plus élevé est observé pour les cultures des levures recombinantes a 25 °C. Par
conséquent, nous pouvons conclure que les conditions optimales d’expression de Poldip2 sont : culture de
la souche SMD1168 avec une induction & une DOsoo 2 pendant 72 h a 25 °C.
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Figure I11- 12 : Optimisation de la température de culture a une DO d’induction initiale égale a 2
pendant 72 h.
900 ! du milieu de cultures prélevées a 72 h de culture et concentrées au TCA sont déposés sur gel. La
révélation du Western Blot a été effectuée en utilisant un anticorps dirigé contre Poldip2 (Santa Cruz) (A)
et une sonde anti-histidine (Thermo Scientifique) (B).

A.l.4.d. Vérification de I’insertion du gene de Poldip2 dans le génome de P. pastoris

SMD1168

Une PCR est réalisée sur de I’ADN génomique extrait d’une culture du clone n° 2 de la souche

SMD1168 pour vérifier que ce clone a bien intégré le gene complet dans son ADN génomigue. Les amorces

utilisées sont complémentaires en amont (forward) et en aval (reverse) du géne Poldip2 comme indiqué sur
la Figure I11- 13 A. L’ADN du clone n° 2 amplifié par PCR est d’environ 1100 pb (Figure I11- 13 B). Il est

de méme taille que I’ADN amplifié a partir du vecteur pPICZaA/Poldip2. Ce résultat confirme donc que le

géne codant pour Poldip2 s’est bien intégré dans le génome du clone n° 2.

(A)

forward

Poldip2

c e e

(8) MM  ADNg

1500 pb

1000 pb

T-

—
reverse

T+

Figure 111- 13 : Insertion du géne de

Poldip2 dans I’ADN génomique de la levure.
(A) Schéma de | 'amplification du géne codant
pour Poldip2 a | aide des primers forward et
reverse. (B) Gel d’agarose des produits de
PCR de I’ADN génomique de P. Pastoris :
ADNg: ADN génomique de la levure
transformé par le vecteur pPICZaA-Poldip2 ;
T- : ADN génomique de la levure transformé
par le vecteur vide pPICZoA et ; T+ : produits
de PCR du vecteur pPICZaA-Poldip2.
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A.l.5. Production de Poldip2 a grande échelle

Les 3 systémes d’expression décrits jusque-1a s’avérent étre de bon moyen pour exprimer la protéine
recombinante. lls présentent tous des avantages et des inconvénients. Finalement nous choisissons de
poursuivre la production de Poldip2 (rat) a grande échelle dans le systéme d’expression de levure et de
I’exploiter pour le reste du projet pour des études fonctionnelles. Notre choix s’est porté vers ce type de
systeme d’expression pour plusieurs raisons. Premiérement, la protéine Poldip2 présente plusieurs sites de
phosphorylation potentiels dans sa séquence. Ces sites de phosphorylation ont été déterminés par le logiciel
NetPhos2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-2.0/). La phosphorylation de la protéine pourrait jouer

un role important dans la fonction de la protéine et son implication dans certaines voies de signalisation.
Seule la levure est capable d’effectuer ce type de modification post-traductionnelle. De plus, la levure
P. pastoris sécréte trés peu de protéines endogénes dans le milieu de culture (260). La protéine recombinante
secrétée représenterait la majorité des protéines totales présentes dans le milieu de culture. Dans ces
conditions il serait donc plus facile de purifier la protéine recombinante & partir du surnageant de culture
d’autant plus que cela ne nécessite aucun traitement au préalable tel que le cassage des bactéries pour
récupérer le cytosol, ou encore la solubilisation des corps d’inclusion. Ce dernier traitement en plus d’étre

contraignant présente le risque de dénaturer la protéine recombinante qui perdrait donc sa fonctionnalité.

A.l.5.a. Production de Poldip2 (Rat) a grande échelle

Une fois les conditions de culture optimales définies, une culture a grande échelle (1 litre) a été
réalisée et le niveau d’expression est comparé a la culture réalisée sur petit volume (5 ml)
(Figure 111- 14 A et B). Le niveau d’expression sur grand volume semble plus important que celui obtenu
sur petit volume. Cette amélioration de I’expression de la protéine recombinante obtenue dans un erlenmeyer
pourrait étre due a une meilleure oxygénation du milieu de culture dans ce contenant. La surface large d’un
erlenmeyer offre plus de surface de contact avec I’air et donc un meilleur échange de I’oxygéne. Par ailleurs,
la croissance des levures ainsi que le niveau d’expression de Poldip2 ont été suivis au cours du temps
pendant 72 h de culture. La Figure Il1- 14 C indigue que les levures restent en phase exponentielle tout au
long de la culture que ce soit dans un petit ou un grand volume de culture. Elles sont donc dans une phase
favorable pour la surexpression de protéines recombinantes. Le Western Blot (Figure 111- 14 D) réalisé sur
les échantillons de surnageants prélevés toutes les 24 h indique que I’expression de Poldip2 est maximale
dés 48 h d’induction et semble rester stable jusqu’a 72 h. Le passage a une culture dans un grand volume
permet donc une bonne expression de la protéine recombinante. Néanmoins plusieurs bandes de protéines
sont reconnues a la fois par I’anti-Poldip2 et I’anti-histidine (Figure IlI- 14 A, B et D). Il semble que la
levure secréte plusieurs formes de Poldip2 dont certaines sont tronquées soit en N-terminale étant donné

qu’elle présente une taille plus faible que 46 kDa, soit en C-terminale puisqu’elles sont absentes du Western
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Blot marqué par la sonde anti-histidine. Ces phénomeénes de clivage peuvent apparaitre a différents stades
de la sécrétion de la protéine soit dans le milieu de culture par des protéases sécrétées par la levure dans le
milieu de culture, soit par des protéases a I’intérieur de la levure lors de son adressage au milieu
extracellulaire.
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Figure 111- 14 : Expression de Poldip2 dans un grand volume de culture (1 litre).
(A et B) comparaison de | ’expression de Poldip2 entre un petit (5 ml) et un grand volume de culture (1 litre)
pour une induction pendant 72 h. Le Western Blot est marqué avec une sonde anti-histidine. (A) et un
anticorps dirigé contre Poldip2 (Santa Cruz) (B). (C) Suivi de croissance du clone n°2. (D) Suivi de
I’expression de Poldip2 au cours du temps dans un litre de culture. La révélation du Western Blot a été
effectuée par une sonde anti-histidine (Thermo Scientifique). 900 pl d ‘échantillons concentré au TCA sont
déposeés sur le gel.

Pour essayer de remédier a ces phénomenes de clivage, du PMSF a une concentration finale de
1mM (préparé dans de I’ethanol) a été ajouté au milieu de culture a t0. La culture a été faite dans un petit
volume (5 ml) a 25 °C pendant 72 h. En présence de PMSF la culture atteint un plateau plus rapidement
(Figure 111- 15 A). A 48 h de culture, il y a deux fois plus de levures dans le milieu contenant le PMSF par
rapport a celui qui n’en contient pas (Figure 111- 15 A). Les levures ont atteint la phase stationnaire de leur
croissance alors que dans le milieu sans PMSF les levures continue a croitre suite a la 3*™ induction par le
méthanol. Le milieu de culture a été prélevé en fin de culture, soit 72 h de culture, et analysé par SDS-PAGE
et Western Blot pour visualiser les protéines totales secrétées ainsi que le niveau d’expression de Poldip2
(Figure I11- 15 B et C). En présence de PMSF, plus de protéines sont secrétées dans le milieu de culture
(Figure 111- 15 B) de méme, la quantité de Poldip2 produite augmente également (Figure IlI- 15 C). Le
PMSF n’augmente pas spécifiquement I’expression de la protéine recombinante, mais toutes les protéines
secrétées par la levure. Cette augmentation de la quantité de protéines totales observée dans le milieu ne
vient pas d’un effet direct du PMSF sur le mécanisme d’expression de protéine par la levure mais tout
simplement d’une augmentation de la quantité de levure dans le milieu de culture. De plus, les formes clivees
de Poldip2 sont toujours présentes avec le méme ratio que sans PMSF. Il semble donc que le PMSF
n’empéche pas le clivage de la protéine recombinante dans le milieu de culture. Etant donné que le PMSF

inhibe spécifiquement les protéases a serine, ceci suggére que d’autres protéases présentes dans le milieu de
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culture pourraient induire ces clivages. Cepedant on ne peut pas exclure non plus que ces évenements

n’interviennent pas dans le milieu de culture mais en amont de la sécrétion de la protéine.
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Figure 111- 15 : Effet du PMSF sur I’expression de Poldip2.
(A) Suivi de la croissance du clone n° 2. Comparaison de | ’‘expression de Poldip2 en présence (+) et en
absence (-) de PMSF vérifié par SDS-PAGE (B) et Western Blot révélé par un anticorps dirigé contre
Poldip2 (Santa Cruz) (C).

A.1.5.b.  Vérification de I’expression de Poldip2 dans les compartiments subcellulaires

de la levure

La protéine recombinante Poldip2 fusionnée au tag histidine et a I’épitope c-myc, a une taille de
46 kDa. Lorsque le facteur o n’est pas encore clivé la protéine produite devrait atteindre une taille de 55 kDa
(Figure I11- 16 A). La présence de Poldip2 est vérifiée dans le surnageant de milieu de culture et dans les
différents compartiments subcellulaires de la levure recombinante par Western Blot (Figure 1l1- 16 B) en
utilisant un anticorps dirigés contre Poldip2. Cette analyse confirme, dans le milieu de culture, la présence
des différentes bandes correspondantes a Poldip2, comme mentionné plus haut. La présence d’une bande
majoritaire d’une taille d’environ 46 kDa suggere des clivages de la protéine recombinante au cours de
I’acheminement de celle-ci vers le milieu extracellulaire dans lequel le PMSF n’a pas eu d’effet
(Figure 111- 15).

Trois fractions subcellulaires (membrane plasmique, cytosol et mitochondrie/noyau) ont été
obtenues par centrifugation différentielle puis analysees par Western Blot. Une fraction contenant a la fois
les mitochondries et les fractions nucléaires est obtenue aprés centrifugation a 10 000 x g pendant 20 min.
Les membranes plasmiques sont obtenues aprés centrifugation & 180 000 x g pendant 1 h. L’analyse de
I’extrait brut des levures recombinantes indique que, dans la levure, Poldip2 serait majoritairement sous une
forme associée au facteur o d’environ 55 kDa. Cette forme semble s’accumuler dans la fraction

mitochondriale et nucléaire lorsqu’elle n’est pas secrétée. Des résultats similaires ont déja été observés par
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Lin-Cereghino et al. (2013) pour d’autres protéines qui seraient retenues dans le réticulum endoplasmique
ou I’appareil de Golgi. Leurs travaux montrent une augmentation de la sécrétion de la HRP et la lipase dans
le milieu de culture a partir de la souche P. pastoris quand celles-ci sont couplées a un facteur a tronqué
(260). Par ailleurs I’élimination des sites consensus de déglycosylation du facteur o a permis également
d’augmenter le rendement de sécrétion du précurseur d’insuline produit dans S. cerevisiae (261). Finalement
il existe dans la litérature, en plus du facteur o natif, plusieurs versions mutées qui permettraient d’optimiser
la sécrétion de Poldip2.
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Figure 111- 16 : Expression de Poldip2 (rat) dans la levure P. pastoris SMD1168.

(A) : Représentation schématique de la séquence de Poldip2 de rat comportant le pro-peptide « en N-
terminal |’épitope c-myc et | étiquette de 6 histidines en C-terminal de la protéine. (B) : Western Blot
marqué avec |’anticorps anti-Poldip2 (Santa Cruz) réalisé sur le surnageant et les compartiments
cellulaires de levure. (-) levures transformés avec le vecteur vide pPICZaA. (P2) Levure exprimant la
protéine Poldip2 de rat, (Sg) surnageant de milieu de culture, (EB) Extrait Brut, (N/M) Noyaux et
mitochondries, (FM) Fraction Membranaire, (FC) Fraction Cytosolique. 20 g de protéines sont déposés
sur le gel.

Le facteur o est un prepro-peptide signal composé d’une séquence (pre) de 19 acides aminés suivi
d’une autre (pro) de 67 acides aminés contenant trois sites consensus de N-glycosylation et un site de clivage
réalisé par I’endoprotéase Kex 2 (262). Le clivage du facteur se fait en 3 étapes pendant la sécrétion de la
protéine recombinante. Premiérement, la séquence signal (pre) est enlevée dans le réticulum endoplasmique
par des endopeptidases (263, 264). Deuxiemement la Kex 2 coupe la séquence (pro) aprés le motif lysine
arginine (265). Et enfin, la dipeptidyl aminopeptidase A produit du géne STE13 coupe la séquence répétée

Glu-Ala (266). Il n’est pas clair si cette derniére étape se produit dans le golgi ou les vésicules de sécrétion.
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Donc la protéine recombinante associée au facteur a suit le méme cheminement que ce dernier. Une fois
clivée, elle sera libérée dans le milieu extracellulaire via des vésicules de sécrétion en passant par la
membrane plasmique (Figure 111- 17) (265).
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Figure I111- 17 : Représentation schématique des voies de sécrétion de la levure et des genes cibles.
Les protéines entrent dans le Réticulum Endoplasmique (RE). L ’accumulation des protéines mal repliées
conduit a une induction de la réponse UPR (Unfolded Protein Response) et du protéasome ERAD (ER-
Associated Degradation). La réponse HSR (Heat Shock Response) induit également |’augmentation
d’expression de beaucoup de génes codant pour des protéines chaperonnes cytoplasmiques et sécrétées.
Les protéines correctement repliées sont transportées a | ‘appareil de Golgi pour subir des modifications
post-traductionnelles dont les glycosylations. Les protéines qui sortent de |’appareil de Golgi peuvent étre
directement secrétées dans le milieu extracellulaire ou dirigées vers les vacuoles pour y étre stockées ou
dégradées. Alternativement, les protéines recombinantes sont sujettes a des dégradation protéolytique par
différentes protéases situées dans les compartiments cellulaires tels que | ’appareil de golgi, le cytosol, la
mitochondrie, et la paroi cellulaire (267).

Comme mentionné plus haut, on observe dans le surnageant de culture, beaucoup de bandes de
faibles poids moléculaire en plus d’une bande qui migre vers 46 kDa. Ce résultat, suggére que la protéine
est synthétisée entiére dans la levure. Elle est clivée lors de son acheminement vers le milieu extérieur
probablement par des enzymes de la membrane plasmique aboutissant a des formes de plus petites tailles
moléculaires. Des phénomenes similaires ont été observés dans la levure Saccharomyces cerevisiae ou les
protéines sécrétés ne présentaient pas la séquence attendue en N-terminale (266, 268). La souche SMD1168
sélectionnée pour produire Poldip2 est déficiente du gene Apep4. Ce géne code pour la protéase vacuolaire
protéinase A qui est capable de s’auto-activer, en plus d’activer les protéases carboxypeptidase Y (PRC1)

et protéinase B (PRB1). Néanmoins I’extinction de ce geéne n’est pas suffisante pour désactiver
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complétement les protéinases B dont une faible proportion reste active. De meilleurs résultats pourraient
étre obtenus avec la souche SMD1163 qui est déficiente des genes Apep4 et Aprb1(269) ou les protéinases
B sont completement désactivées. L’utilisation d’une souche de P. pastoris déficiente en protéase aspartyl
Yapsinl (YPS1) présente au niveau de la paroi cellulaire pourrait étre également une bonne option. Cette
souche a montré de bon résultat pour limiter le clivage protéolytique des protéines recombinantes secrétées
(270, 271).

A.ll.  Purification de Poldip2 de rat

A.llL Mise au point du 1% protocole de purification par

chromatographie d’affinité au Nickel

La protéine Poldip2 de rat est purifiée a partir du surnageant de culture de levure P. pastoris. Apres
centrifugation de la culture, un litre de surnageant est chargé a un débit de 1 ml/min a I’aide d’une pompe
péristaltique sur la résine de nickel préalablement équilibrée avec du tampon sans imidazole. Ensuite, la
colonne est lavée & un débit de 3 ml/min avec un tampon contenant 50 mM d’imidazole pour eliminer les
contaminants fixés sur la colonne. La protéine fixée est éluée a un debit de 5 ml/min avec un tampon a
500 mM d’imidazole. Le profil d’élutions obtenus (Figure I11- 18 A et B) présente deux pics élués a 50 mM
d’imidazole correspondant certainement a des contaminants puis un troisieme lorsque I’élution se fait a
500 mM en d’imidazole. Ce dernier pic finit par un plateau correspondant a la forte concentration en
imidazole.
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Figure I11- 18 : Chromatographie d’affinité sur résine de Nickel.
(A) Profil d’élution ; (B) zoom sur le pic d’élution. Une étape de lavage est effectuée avec un tampon
contenant 50 mM d’Imidazole pour éliminer les contaminants (représentés en fleches noires). L étape
délution de la protéine recombinante (entouré en vert) est réalisée avec un tampon a 500 mM d’Imidazole.
En bleu : courbe d’absorbance en UV (mAu) en fonction du volume délution. En rouge : courbe de
conductimétrie (mS cm-1) en fonction du volume d *élution.
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Les différentes étapes de la purification sont analysées par gel SDS et Western Blot marqué par un
anticorps dirigé contre Poldip2 (Figure IlI- 19 A et B). La protéine recombinante éluée a 500 mM
d’imidazole apparait sous la forme de deux bandes : I’'une au-dessus de 37 kDa et I’autre d’une taille plus
faible (environ 29 kDa). Ces deux bandes sont reconnues par I’anticorps dirigé contre la protéine Poldip2
ce qui confirme que ce sont deux formes de la protéine recombinante. Néanmoins ces deux formes
commencent a étre éluées des I’étape de lavage a 50 mM d’imidazole. Elles sont aussi présentes en faible
guantité dans la fraction non retenue. Une autre bande vers 35 kDa (en tres faible quantité dans I’éluét
500 mM imidazole) se concentre dans I’étape de lavage a 50 mM d’imidazole. Cela suggére que cette forme
de Poldip2 a perdu son tag histidine et ne se fixe pas bien a la résine.
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Figure 111- 19 : Identification de Poldip2 recombinant a chaque etape de la purification.
(A) SDS-PAGE. (B) Western Blot marqué par un anticorps dirigé contre Poldip2 (Santa Cruz). Sg AVF :
surnageant de culture avant filtration sur membrane de 0,45 uM ; Sg APF : surnageant de culture aprés
filtration sur membrane de 0,45 UM ; NR : non retenu. 900 pl et 450ul de surnageant (SgAPF et SQAVF)
sont concentrés au TCA puis déposés respectivement sur gel et Western Blot. 20 ul et 10 d’echantillon NR,
lavage (elution a 50 mM) et pool (élution a 500 mM) sont déposés respectivement sur le gel SDS-PAGE et
Western Blot.

On obtient un échantillon qui semble relativement pur avec un rendement autour de 1 mg/L. Ce
rendement est assez décevant pour une protéine recombinante produite en levure. Le niveau d’expression
des protéines recombinantes secrétées dans le milieu de cultures est généralement de I’ordre de quelques
centaines de milligrammes/L (272-275) et peut aller jusque quelques grammes/L (276). Le rendement de
purification nécessite donc d’étre augmenté mais avant tout il est important d’améliorer la concentration et
la pureté de I’échantillon. En effet, en fin de purification, la concentration en protéines est d’environ
seulement 0,25 mg/ml ce qui peut étre trés limitant pour les essais biochimiques. Des essais de concentration
de I’échantillon en utilisant des concentrateurs de type Vivaspin (cut-off de 10 kDa) classiquement utilisés
en laboratoire n’ont pas permis de concentrer la protéine qui semble se fixer fortement sur la membrane
polyethersulfone (PES). Cela est probablement di a des régions hydrophobes présentes a la surface de la

protéine qui favorisent sa fixation sur ce type de membrane (11). De méme, I’utilisation d’autres types de
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concentrateurs, possédant des membranes (de type Hydrosart ®) adaptées a des protéines hydrophobes ou
ayant d’autres géométries (orientation de la membranne par rapport a I’axe de centrifugation) n’a pas permis

de résoudre ce probléme.
All2. Stratégie d’optimisation de la purification de Poldip2
Nous avons testé différentes modifications (Figure 111- 20 et le Tableau I11- 1) du protocole précédent
afin d’améliorer le rendement et la pureté de I’échantillon mais aussi pour augmenter sa concentration en

fin de purification pour que celle-ci ne soit pas limitante pour les essais biochimiques compte tenu des

difficultés observées pour concentrer Poldip2.
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Figure I11- 20 : Shéma récapitulatif des différents protocoles mis en place pour la purification de Poldip2.
Ici sont représentées les différentes étapes employées, et | ’analyse sur gel SDS-PAGE de | ’échantillon
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Dans le Tableau I11- 1 sont presentés les objectifs des principales modifications apportées a chaque
protocole ainsi que les résultats et observations résultants de ces modifications.
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Tableau I11- 1 : Différentes stratégies d’optimisation du protocole de purification.

Protocole n°®

Objectifs

Résultats/Observations

o 2éme test du protocole décrit dans le
paragraphe précédent

o Purification de 2 formes de Poldip2 et d’un
contaminant 75 kDa.

1 e Echantillon trés peu concentré
o Pureté non satisfaisante.
o Rendement faible.
e Concentration de [I’échantillon par | e Bande a 75 kDa est toujours présente ;
précipitation au sulfate d’ammonium | e Concentration de I’échantillon faible ;
2 (30_0_/0) avant la colonne de Nickel pour | e Rendement encore plus faible ;
faciliter le chargement de la colonne. e Poldip2 s’est dilué sur la colonne de gel
e Ajout d’une étape de purification par gel filtration.
filtration pour séparer chacune des bandes.
o Fixation sur la résine en mode Batch | e Concentration de la bande & 75kDa
pendant 4 h dans le but d’ameliorer la pendant la colonne de gel filtration ;
3 fixation de la protéine puis élution en | e Echantillon encore moins pur que
colonne. précédemment ;
o Ajout d’une étape de purification par gel | e Trés peu de Poldip2 est détecté en sortie de
filtration pour séparer chacune des bandes. colonne.
e Fixation de I’échantillon en batch et | e Présence de la bande & 75 kDa ;
4 élution en batch. e Echantillon dilug¢;
o Rendement faible;
o Avantage: Simplicité du protocole.
e Ajout d’une étape de purification par | e Une protéine d’environ 37 kDa est
chromatographie échangeuse de cations purifiée ;
(résine SP) en amont dans le but d’une | e Beaucoup de perte au niveau de la SP. La
purification préalable de I’échantillon. protéine ne se fixe pas ;

5 e Mauvaise estimation du point
isoélectrique (P1=8,34) ou présence de sel
dans le milieu qui empéche la fixation de
la protéine ;

o Purification du non-retenu par Nickel.
o Méme protocole mais inversion de I’ordre | e Purification améliorée ; présence de deux
des colonnes dans le but de se débarrasser bandes de protéines ;
des sels du milieu de culture et améliorer | o La protéine est dans le non retenue. Elle
6 la fixation de la protéine sur la résine SP. n’est pas fixée sur la résine SP. Mauvaise
estimation probable du PI ;
o Rendement faible ;
e Echantillon trés peu concentré.
e Ajout d’une colonne de DEAE pour | e La concentration via DEAE révele la
concentrer le non retenue. présence de la bande a 75 kDa ;

7 e La SP ne permet pas de se débarrasser
complétement de la bande a 75 kDa ;

e La DEAE est un bon compromis pour
concentrer la protéine.

8 o Simplification du protocole du protocole | e Moins de perte de I’échantillon due a

en éliminant la SP.

I’étape de purification sur la colonne SP.
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e Remplacement de la colonne de DEAE par
une concentration au rotavapeur.

e Beaucoup plus simple et rapide a mettre en
place qu’une purification par colonne de
DEAE ;

S e Simple concentration de I’échantillon,
aucun effet sur la pureté donc moins de
perte de I’échantillon.

e Précipitation par sulfate d’ammonium a | e Augmentation du rendement a 4 mg/L ;
30 % pour concentrer I’echantillon suivie | o Les mémes formes de Poldip2 sont
10 d’une purification par DEAE. purifiées par affinité au Nickel mais

différentes protéines contaminantes sont
présentes.

Au cours de ce travail, nous avons testé différents protocoles pour purifier Poldip2 a partir du
surnageant de culture. Mis a part ceux décrit ci-dessus, nous avons également joué sur différents paramétres
tels que la concentration en imidazole pour éluer la protéine d’intérét, la force ionique du tampon, I’ajout
d’une étape de dialyse du surnageant de milieu de culture avant I’étape de chargement sur la colonne. Malgré
toutes ces modifications, nous n’avons pas pu apporter d’amélioration majeure a la purification de la
protéine. C’est méme tout le contraire, on observe une diminution du rendement au cours du temps qui passe
de 1 mg/L de protéine a 300ug/L en 3 ans d’expérimentation. Ce dernier fait nous améne a soupgonner la
stabilité du clone sélectionné qui pourrait avoir perdu son tag histidine d’ou la difficulté de le purifier sur
colonne d’affinité au nickel. Des tests de culture réalisés sur le clone nous ont révélé que celui-ci n’est plus
capable de pousser sur milieu YDP supplémenté en zéocine a une concentration de 1 mg/ml ou 500 pg/ml.
Ceci suggere gue la souche ne possede plus autant de copies du géne de résistance a la zéocine intégré dans
son ADN génomique qu’au départ. Il est par conséquent possible qu’il en soit de méme pour le géne codant
pour Poldip2. Néanmoins dans cette optique d’optimisation du protocole de purification, nous avons pu
mettre au point 2 méthodes pour concentrer la protéine : une méthode de concentration sur colonne DEAE
en utilisant un petit volume de résine (1 ml) et une méthode de concentration par évaporation du tampon a

I’aide d’un rota vapeur.

A.ll.3. Protocole de purification optimisé : précipitation au sulfate

d’ammonium et chromatographie échangeuse d’anion

Afin de déterminer la concentration optimale de sulfate d’ammonium de précipitation de Poldip2,
20, 30, 40 et 60 % de sulfate d’ammonium ont été ajoutés a 50 ml de surnageant de culture. Les culots
obtenus ont été dialysés pour éliminer I’exces de sulfate d’ammonium puis analysés par Western Blot pour
vérifier la présence de Poldip2. Le Western Blot (Annexe 1) montre que la protéine Poldip2 précipite dés
addition de 20 % de sulfate d’ammonium. La quantité de Poldip2 présente dans le culot augmente a 30 %

et reste stable au-dela de cette concentration.
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Apreés centrifugation du milieu de culture, un litre de surnageant est concentré en ajoutant du sulfate
d’ammonium a une concentration finale de 30 %. Par la suite, le surnageant est centrifugé a 10 000 x g
pendant 20 min. Le culot obtenu contenant les protéines est repris dans 20 ml de Tampon contenant 25 mM
sodium phosphate, 1 mM EDTA, pH 7,4 supplémenté de 1 mM de PMSF puis dialysé contre ce méme
tampon. Apres centrifugation pendant 2 min a 14 000 xg pour éliminer les agrégats de protéines,
I’échantillon est chargé a un débit de 1 ml/min sur colonne de DEAE préalablement équilibrée avec le méme
tampon qui a servi a reprendre le culot de protéines. La protéine d’intérét est éluée en une seule étape a
700 mM de NaCl. Le profil d’élution obtenu montre un pic fin qui atteint 700 mAu (Figure 111- 21). Ce pic
est environ 4 fois supérieur a celui obtenu par chromatographie d’affinité au Nickel.

Uv Cond
mAu on
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550 I
500 I
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400
350 | ||
300 | |/
250 /
200 7\ N
150 \ | "-__
o0 A\ \
E | | S ~— LU I
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370 380 390 400 410 420
Non retenu

Pic d’élution

Figure 111- 21 : Profil d’elution de la chromatographie d’affinité sur résine de DEAE.
L élution est faite a 700 mM de NaCl. En bleu : courbe d‘absorbance en UV (mAu) en fonction du volume
d‘élution. En rouge : courbe de conductimétrie (mS cm™?) en fonction du volume d *élution.

L analyse des fractions purifiées par SDS-PAGE et Western Blot (Figure 111- 22) montre, comme
attendu, que Poldip2 précipite a 30 % en sulfate d’ammonium. Néanmaoins elle ne précipite pas totalement.
Une partie reste dans le surnageant. Par la suite, I’échantillon est centrifugé avant d’étre chargé sur la
colonne. Cette centrifugation constitue une étape importante du protocole puisqu’elle permet d’éliminer
certaines protéines contaminantes et conserve Poldip2 dans le surnageant. Enfin, suite au passage sur la
colonne DEAE trés peu de Poldip2 est perdu dans le non-retenu. La majorité est éluée a 700 mM de NaCl.
Ce protocole nous a donc permis de purifier la protéine recombinante Poldip2 avec un rendement de
4 mg/L ; soit 4 fois plus que le protocole décrit dans le protocole précédent. Les deux formes de Poldip2 (de

taille respectivement supérieur a 37 et 25 kDa) précédemment purifiées sont présentes dans cet échantillon.
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Cependant on ne retrouve pas la bande a 75 kDa. C’est une protéine de taille inférieure a 50 kDa qui est co-

purifiée a I’aide de ce protocole.

(A)

Sg Culture
(2]
>
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Figure 111- 22 : Identification de Poldip2 recombinant a chaque étape de la purification.

(A) SDS-PAGE. (B) Western Blot marqué par un anticorps dirigé contre Poldip2 (Abcam). Sg culture :
surnageant de culture aprés elimination du culot de levure. Sg SA : surnageant obtenu apres précipitation
au sulfate d’ammonium ; C SA : culot obtenu aprés précipitation au sulfate d’ammonium ; Sg C SA:
surnageant obtenu suite a une centrifugation a 14 000 xg pendant 2 min du C SA ; C C SA : culot obtenu
suite & une centrifugation a 14 000 xg pendant 2 min du C SA ; NR DEAE : Non retenu de la colonne de
DEAE ; F 24-32 : fractions éluées. 900 pl et 450 pl d‘echantillon (Sg culture et Sg SA) sont concentrés au
TCA puis déposés respectivement sur gel SDS-PAGE et Western Blot. 20 ul et 10 pl d’echantillon C SA,
Sg C SA, C C SA, NR DEAE, F24, F27, F32 sont déposés respectivement sur le gel SDS-PAGE et Western
Blot.

All4. Comparaison du Poldip2 recombinant et Poldip2 endogene

Dans le but d’approfondir la caractérisation de la protéine recombinante Poldip2, nous avons
cherché des cellules ou modeles cellulaires de mammiferes pouvant permettre de comparer la protéine
recombinante & la protéine endogéne. Nous avons pour cela analysé des lysats cellulaires de différentes
cellules ou lignées cellulaires (monocytes, Cos NOX, HEK 293) disponibles au laboratoire par Western
Blot, et comparé leurs profils de migration avec Poldip2 recombinant. Sur le Western Blot réalisé sur ces
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échantillons (Figure 1l1- 23), les profils de migration des Poldip2 endogenes sont cohérents avec leurs
masses théoriques (36 kDa) estimées par le logiciel ProtParam (masse estimée lorsque la séquence
d’adressage a mitochondrie est clivée). En revanche on observe que la forme de plus haut poids moléculaire
de Poldip2 recombinant migre plus haut que les protéines endogénes exprimées en cellules de mammiféres.
Cela est attribué a la présence de I’étiquette de six histidines et du tag c-myc qui rajoutent a la protéine
produite une masse d’environ 2700 daltons. Des résultats similaires avaient également été observés par
Cheng et al. en (2005) ou la protéine recombinante possédant une étiquette hémagglutinine HA migre plus

haut que Poldip2 endogéne (5).

2
O+ q?)’b S A& Figure 111- 23 : Profils de migration de Poldip2

o Q h i N
A L & O recombinant versus Poldip2 endogeéne.
kDa MM ¢ ‘33' \ e Western Blots marqués par un anticorps dirigé
contre Poldip2 (Abcam). 20 ug de fractions
—_ branaires de Cos NOX, de fractions
37 el | mem .

mitochondriales de HEK 293, de lysat total de
monocytes et 3 pg de Poldip2 recombinant sont
déposé sur gel.

A.lll. Caractérisation structurale de Poldip2 recombinant de rat

AL Caractérisation de la structure primaire

Des analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées en collaboration avec la plateforme
SICaPS (Coll. D. Cornu et L. Sago ; Gif/Yvette) pour Vvérifier I’identité et I’intégrité des différentes formes
de Poldip2 purifiées. Ces analyses révelent que la protéine a 75 kDa n’est pas une forme dimére de Poldip2
(Figure I11- 24). Ce résultat est cohérent avec I’analyse en Western Blot (Figure I11- 19) ol cette bande n’est

pas visible lorsque la membrane est marquée par un anticorps anti-histidine ou anti-Poldip2.
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Figure 111- 24 : Analyse de la bande 75 kDa par Nano-LC-MS/MS avec une détection triple TOF apres
digestion a la trypsine.
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La protéine d’environ 46 kDa correspond bien a Poldip2 mais est tronquées en N-terminal. Une
premiére analyse a été faite par LC-MS/MS apres digestion par la trypsine. Un recouvrement de 61 % avec
la séquence théorigue (résultat non montré) est obtenu. La trypsine coupe la liaison peptidique aprés les
acides aminées lysine ou arginine. Ce type de digestion peut générer des peptides trop petits pour étre
détectés en spectrométrie de masse ce qui implique un mauvais recouvrement sur la partie N-ter de la
séquence. Par la suite, une analyse par MALDI Tof apres digestion a la chymotrypsine a été réalisée pour
essayer d’améliorer le recouvrement sur la partie N-terminale. Cette analyse (Figure IlI- 25), présente un
recouvrement de séquence de 80 % par rapport a la séquence attendue de Poldip2. Elle est tronquée en N-
terminal en position 54. Le produit obtenu a une taille de 39 kDa.

Poldip2 Protein sequence coverage: 80%

MM purifié
kDa _ P Matched peptides shown in bold red.

250

"

EFTWPSRPSR IGTSSRGMAG CVARRALAVG SRWWSRSLAT TRGSRPLCAV

51 GGAGALPPVA TATARRHLSS RNRAEGKVLE TVGVFEVPKQ NGRYETGQLF
150 101 LHSVFGYRGV VLFPWQARLY DRDVASAAPE KAENPAGHGS REVEGKTHTY
151 YQVLIDARDC PHISQRSQTE AVTFLANHDD SRALYAIPGL DYVSHEDILP
201 YTSTDQVPIQ HELFERFLLY DQTRAPPFVA RETLRAWQEK NHPWLELSDV
251 HRETTESIRV TVIPFYMGMR EAQNSHVYWW RYCIRLENLD SDVVQLRERH
301 WRIFSLSGTL ETVRGRGVVG REPVLSKEQP AFQYSSHVSL QASSGHMWGT
351 FRFERPDGSH FDVRIPPFSL ESNRDERTPP SGLHWALEQR LISEEDLNSA
401 VDHEHHHH
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Figure 111- 25 : Analyse de la séquence de Poldip2 bande a 39 kDa par Nano-LC-MS/MS avec une
détection triple TOF aprés digestion a la chymotrypsine.

Pour confirmer I’extrémité N-terminal, des analyses plus fines de spectrométrie de masse ont été
faites. Pour cela, la protéine a été marquée par un groupement chimique spécifique du N-terminal, le TMPP
(N-Succinimidyloxycarbonylmethyl) tris (2,4,6-trimethoxyphenyl) phosphonium bromide (TMPP-Ac-
Osu), avant d’étre digérée par I’endopeptidase Lys-N et analysée par spectrométrie de masse
(Figure 111- 26). Ce groupement modifie sélectivement le peptide N-terminal des protéines de maniere a
améliorer sa détection lors d’analyse LC-MS/MS. Cette méthode a I’avantage d’améliorer, d’une part,
I’efficacité d’ionisation des peptides N-terminaux en mode electrospray grace a la charge permanente
apportée par la phosphine et de modifier, d’autre part, leur temps de rétention en chromatographie liquide
pour qu’ils soient séparés de la plupart des peptides internes. Ce groupement augmente donc le signal généré
par le peptide N-terminal ce qui implique une incrémentation de sa masse. Il devient donc possible de
détecter le peptide N-terminal de la protéine dans le cas ou il a une taille trop faible. Cette analyse révele

que le N-terminale de cette forme de Poldip2 commence bien a I’acide aminé en position 57 de la séquence
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théorique de Poldip2. Cette deuxiéeme analyse donne le méme résultat que la premiere ce qui permet de

confirmer les premiéres conclusions de cette expérience.

R W0 T 0 @0 W0 Dm 30 3 M®  m0 %0 Bm mo e

+TMPP

Peptide N-ter marqué TMPP

Figure 111- 26 : Analyse de la séquence de Poldip2 bande a 39 kDa par Nano-LC-MS/MS avec une
détection par MALDI-TOF aprés marquage au TMPP et digestion a la Lys-N.

Les analyses en spectrométrie de masse révelent que la bande plus basse au niveau du gel SDS-
PAGE correspond également a une forme tronquée de Poldip2 en N-terminal en position 129 et a une taille
de 29 kDa (Figure Il1- 27). Pour cette bande la position du N-terminal a également été confirmée par MALDI
TOF aprés marquage au TMPP et digestion par la trypsine.

Poldip2 Protein sequence coverage: 37%
MM purifié . .
kDa . P Matched peptides shown in bold red.
250 .
1 EFTWESRPSR IGTSSRGMAG CVARRALAVG SRWWSRSLAT TRGSRELCAV
51 GGAGALPEVA TATARRHLSS RNRAEGKVLE TVGVFEVEKQ NGKYEIGQLF
150 | . 101 LHSVEGYRGV VLFPWQARLY DRDVASAAPE KAENPAGHGS KEVHGKTHTY
100 151 YQVLIDARDC PHISQRSQTE AVTFLANHDD SRALYATPGL DYVSHEDILE
—
201 YTSTDQVPIQ HELFERFLLY DQTRAPPFVA RETLRAWQEX NHPWLELSDV
5 - 251 HRETTESIRV TVIPFYMGMR EAQNSHVYWW RYCIRLENLD SDVVQLRERH
301 WRIFSLSGTL ETVRGRGVVG REPVLSREQP AFQYSSHVSL QASSGHMWGT
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Figure 111- 27 : Analyse de la bande 29 kDa avec détection MALDI TOF apres digestion par la
trypsine.

L’ analyse par spectrométrie de masse du produit de purification révele que seules 2 des 3 bandes
co-purifiées sont la protéine Poldip2. Ces deux formes ont des tailles de 39 et 29 kDa. Elles sont tronquées
en N-terminale respectivement sur les résidus 54 et 129. La forme & 39 kDa est tronquée a 3 acides aminés
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en amont du site de clivage de la séquence d’adressage a la mitochondrie qui se trouve sur le résidu 57. Ce
clivage n’est donc pas d0 a une enzyme mitochondriale d’autant plus que, si cela avait été le cas, la protéine
serait piégée a l’intérieur de la matrice mitochondriale et ne pourrait plus étre adressée au milieu
extracellulaire. Il semble donc que les deux formes produites soient coupées par d’autres types d’enzymes
plus probablement des enzymes de la membrane plasmique de la levure (voir supra, A.1.5.b Vérification de
I’expression de Poldip2 dans les compartiments subcellulaires de la levure). L’analyse de la séquence par

le logiciel Peptide cutter (https ://web.expasy.org/peptide cutter/peptidecutter_enzymes.html#Clost) n’a

pas permis de mettre en évidence une enzyme qui coupe a ces positions uniquement, mais propose les
enzymes suivantes qui coupent en position 54 : la trypsine ( avec 43 autres sites de coupure possibles), la
Clostripaine (avec 33 autres sites de coupure possibles), I’ Arg-C-protéinase (avec 33 autres sites de coupure
possibles). Le logiciel propose également des enzymes qui coupent en position 129 : la protéase lys C (avec
13 autres sites de coupure possibles) et la trypsine.

L’analyse de la séquence de Poldip2 de rat recombinant par le logiciel NetPhos 2.0
(http ://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-2.0/) révele plusieurs sites de phosphorylations possibles

(14 serines, 8 thréonines et 3 tyrosines) avec un score supérieur a 0,95. L analyse faite par spectrométrie de
masse n’a pas permis de mettre en évidence le ou les sites phosphorylés. La protéine recombinante produite
dans P. pastoris n’est donc pas phosphorylée. Par ailleurs, il est important de noter que dans la littérature
aucune phosphorylation de cette proteine n’a été décrite. Neanmoins, cela n’exclut pas qu’elle le soit in vivo
ou que des phosphorylations soient induites par certains événements impliqués dans les voies de
signalisation cellulaire. En effet dans une étude faite par Huff et al. 2019, les auteurs montrent sur le western
blot réalisé sur des extraits de cellules de muscle lisse aortique de rats deux formes endogénes de Poldip2
(environs 37 kDa) produites dans ces cellules et qui se supperposent. Meme si les auteurs ne commentent
pas cette différence de taille ce résultat nous méne a penser a une eventuelle phosphorylation de la proteine
Poldip2 chez le rat (31).

AlllL2, Caractérisation de la structure secondaire de Poldip2

Afin d’avancer vers une meilleure connaissance de la structure de Poldip2, nous avons comparé
deux méthodes d’analyse des structures secondaires :
- Le dichroisme circulaire dans les UV lointains SRCD sur la ligne de DISCO au Synchrotron de
SOLEIL (Coll. Frank Wien, Gif/Yvette) ;
- L’infrarouge en film séché par ATR FTIR (Attenuated Total Reflection; Fourier Transform
InfraRed) (Coll. Jehan Waeytens, ULB, Bruxelles)

Dans le cas du SRCD, I’échantillon liquide est déposé dans une cuve soumis a des rayonnements UV
et le spectre est enregistré entre 190 nm et 250 nm. La composition en structures secondaires est obtenue
102


https://web.expasy.org/peptide_cutter/peptidecutter_enzymes.html#Clost
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-2.0/

CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSIONS

suite a une analyse par le logiciel BestSel (277) des spectres enregistrés (Figure I11- 28 B) qui détermine le
pourcentage de structures secondaires en comparant le spectre SRCD obtenu aux spectres des protéines dont
les structures 3D ont été résolues et sont présentes dans la banque de données. Dans le cas de I’analyse par
infrarouge, I’échantillon est déposé sur un cristal de diamant de I’ATR FTIR puis séché par un flux d’azote.
L’analyse permet d’enregistrer le spectre (Figure Ill- 28 E). Le méme procédé a été appliqué pour 50
protéines de structure connue et a partir de ces spectres un modele de calcul par combinaison linéaire
d’absorbance a 3 nombres d’onde dans I’amide | (1700-1620 cm™) et I’amide Il (1600-1510 cm™) a été
construit et son exactitude veérifiée par cross-validation. Ce modéle a été utilisé pour déterminer
respectivement les pourcentages en hélice o et en feuillet B de Poldip2 (Figure 111- 28 D) en utilisant le
logiciel Kinetics (250).
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Figure 111- 28 : Analyse de la structure secondaire de Poldip2.
(A) Spectre SRCD de la protéine Poldip2. (B) Composition en structure secondaire donnée par le logiciel
BestSel a partir du spectre SRCD avec un scale factor de 1,5 et une largeur de spectre allant 200 & 250 nm.
(D) Spectre infrarouge de la protéine Poldip2. (E) Composition en structure secondaire donnée par le
logiciel kinetics a partir du spectre dabsorption en infrarouge obtenue par ATR FTIR. (C et F) SDS-PAGE
de I"échantillon Poldip2 purifié et analysé.

L analyse de la structure secondaire de Poldip2 par ces deux techniques conduit & des valeurs
Iégérement différentes mais cohérentes. Elle révele que la structure secondaire de Poldip2 est partagée
principalement entre une structure en feuillet f (15-23 %), des turns (15-22 %) et une structure majoritaire
non identifiée ou désordonnée (=~ 56 %) (Figure Ill- 28 B et E). Par les deux approches, une trés faible

proportion s’organise en hélices o (4-7 %). Les différences observées, relativement faibles, entre les deux
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techniques peuvent étre attribuées a la différence de traitement de I’échantillon. Il semble que le séchage de
I’échantillon fasse évoluer sa structure de feuillet B en hélice a. Cependant, I’analyse du spectre SRCD par
BestSel (Figure IlI- 28 A) peut conduire selon les paramétres d’ajustement de départ a des proportions
différentes en structure secondaire (Tableau Ill- 2, Annexe 2 A). En effet, en fonction de la largeur du
spectre et du scale-up définit dans le logiciel, le pourcentage d’hélice a varie entre 3,4 % et 9,6 %. Quant
au pourcentage de feuillet B, celui-ci varie entre 23,1 % et 36,9 %. De méme, I’analyse ATR FTIR a une
erreur sur la détermination des structures secondaires de I’ordre de 5 %, ce qui pourrait expliquer la
différence entre les 2 échantillons. Compte tenu des différences observées pour un méme spectre SRCD
ainsi que I’erreur en FTIR, on peut considérer que les différences obtenues avec les deux techniques sont
négligeables. Ainsi le SRCD et I’infrarouge donnent une estimation de la structure secondaire similaire. Ces
techniques permettent donc de détecter des variations de structures d’une méme protéine dans différentes
conditions. En utilisant le méme modele on peut suivre I’évolution de structure d’une méme protéine dans
différents milieux ou conditions.

Tableau I11- 2 : Variation de la structure secondaire en fonction des parameétres longueur d’onde et
scale factor obtenu par le logiciel BestSel.

stsg?reeu(rn?ﬁ) Scale factor | Helice a (%) | Feuillet § (%) | Coudes (%) Autres (%)
190-250 1 54 36,9 14,4 43,4
200-250 1 34 28,6 15,4 52,7
190-250 15 9,6 315 14,6 44,3
200-250 15 4,6 23,1 15,5 56,8

Justement, dans le but de vérifier si la précipitation au sulfate d’ammonium au cours de la
purification de Poldip2 a un effet sur la structure de Poldip2, nous avons analysé trois préparations de
Poldip2 par dichroisme circulaire (Annexe 2). D’une maniére générale, la répartition des structures
secondaires est assez stable, seule le pourcentage d’hélices o varie plus significativement en fonction du
traitement apporté a I’échantillon : dans le cas ou I’échantillon est simplement purifié par chromatographie
d’affinité (Annexe 2 B, Tableau Ill- 2), le pourcentage en hélice a est d’environ 9,6 %. Ce pourcentage
diminue pour atteindre 0,4 % lorsque I’échantillon est concentré et chauffé a 65 °C (Annexe 2 E). Le
traitement par la chaleur semble déstabiliser les hélices a et les fait évoluer vers une structure en feuillets g
qui augmentent de 10 % par rapport aux autres échantillons. Par contre, la précipitation au sulfate

d’ammonium ne semble pas modifier le pourcentage en hélices a (3.7 %) (Annexe 2 H).

La stabilité de Poldip2 recombinant a été analysée par SRCD en suivant la variation de Ag en

fonction de la température (5-90 °C). Cette analyse montre que Poldip2 est stable jusqu’a 65 °C, température
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a laquelle une inflexion est observée (Figure 111- 29). On peut donc envisager que I’expérience, dans laquelle
la protéine a été concentrée par chauffage au speed vac a 65 °C, ait pu détériorer la protéine. L agrégation

de la protéine coincide avec une structure qui évolue vers une structure en feuillets  (278).

-5.5

®
%' Figure I11- 29 : Variation de 4 en fonction
£ o de la température.
= Scan en température des spectres SRCD de
e s a ED N Poldip2 de 25 a 90 °C avec un pas de 5 °C.
Temperature (°C)
A.llL3. Prédiction de la structure tertiaire par comparaison de séquences

La prédiction de structure secondaire de Poldip2 a été effectuée sur la base de la comparaison de
séquences avec les structures disponibles dans la ProteinDataBank (PDB) en utilisant le logiciel SWISS-
MODEL Homology Modeling. Cette analyse montre que la partie C-terminale de Poldip2 présente 30 %
d’identité de séquence avec la protéine ApaG (Figure I11- 30 A) (8) et conduit au modeéle structural présenté
dans laFigure 111- 30 B (67 % de feuillets B) qui a aussi été publié dans (11). Cette région a été appelée
domaine DUF525 (Figure 1l1- 31) (11). La protéine ApaG est une petite protéine bactérienne (126 acides
aminés) dont la fonction est encore inconnue et qui posséde une structure en feuillets B (279-281). ApaG
présente une grande similitude avec les protéines de la famille F-box (13). Il n’est donc pas surprenant de
voir une homologie de séquences entre ces derniéres et Poldip2. En effet, Poldip2 présente 32 %
d’homologie de séquence avec les protéines F-box (8). Cette homologie se situe sur un des domaines de ces
protéines (FBA) connu pour étre impliqué dans les interactions protéine—protéine (12). Cela suggere que
cette région de Poldip2 pourrait étre également impliquée dans les interactions protéine—protéine. Une
caractérisation plus poussée de ce domaine révele la présence de deux triptophanes espacés de 22 acides
aminés (Figure 111- 30 B et D). Ces résidus caratérisent un domaine impliqué dans I’intéraction protéine-
proteine nome « domaine WW » et donc la structure présente 3 brins  antiparalléles (Figure 111- 30 C). Il a

été reporté que ce domaine intéragie avec les régions riche en proline présentent chez certaines protéines
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(282, 283). Dans la séquence d’ApaG se trouve egalement une région conservée avec le motif
GXGVVGXXPX(LI) et sur laquelle on retrouve une signature GXGXXG (8). Cette signature est retrouvée
dans les protéines qui fixent le FAD et le NAD suggérant que Poldip2 pourrait aussi fixer des molécules de
type pyrophosphate ou nucléotide phosphate (8, 279). Par ailleurs ApaG est homologue au transporteur
CorD* responsable du transport de cations chez Salmonella typhimurium (13, 284). En 2016, Krzysiak et
al. ont obtenu la structure cristallographique du domaine ApaG de la proteine humaine FBxo3. Ce domaine
présente 38 % d’identité de séquence avec la proteine ApaG d’E. coli et est impliqué dans la I’interaction et
le dégradation de la proteine FBxI2 lors d’une reponse inflammaoire induite par le systéme immuitaire.
Dans cette étude, les auteurs ont vérifié si ce domaine etait capable de fixer des nucléotides et les cations
divalent Co?* et Mg?*. Leurs résultats étaient négatifs pour les deux fonctions (281). Il est donc peu probable
gue Poldip2 puisse jouer un role similaire.
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Figure 111- 30 : Prédiction de structure tridimensionnelle de Poldip2 par comparaison de séquences.
(A) : Analogie de séquence entre ApaG et Poldip2 faite par BLAST. (B) : modele structural 3D de Poldip2
obtenue par le logiciel Swiss model homology et basée sur la structure 3 D de la protéine ApaG d E. coli
(souche K12). PDB code : 1tza.1.A. Figure obtenue avec PyMol. (C) : Structure modele du domaine WW.
PDB code : 1EOM. (D) Positionnement des deux résidus triptophanes sur la structure du domaine WW.

40 CorD : est un transporteur qui confére une résistance a des concentrations faibles de cobalt et diminue le
transport de magnésium (284)
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En plus du domaine DUF525, il a été identifié que Poldip2 posséde sur sa partie N-terminale un
autre domaine nomme YccV-like (11, 29) dont le modele structural, que nous avons construit, est représenté
dans la Figure I11- 31 (soit 30 % de feuillets B et 12 % d’hélices o). Ce domaine est connu pour fixer I’ADN
hémiméthylé (14). La présence de ce domaine sur la séquence de Poldip2 est donc cohérente avec sa
localisation dans le noyau et la mitochondrie ou elle joue un réle dans la réplication et la réparation de
I’ADN (5, 6, 16). Une protéine, produit du gene Yccv, nommeée HspQ a été isolée chez la bactérie E. coli
par Shimuta et al. (2004) (15). Cette protéine est une « Heat Shock Protein » dont le comportement a été
associé a celui d’une protéine chaperonne. Chez E. coli, elle serait impliquée dans la dégradation de
certaines protéines dénaturées lorsque la bactérie est soumise a des températures élevées de I’ordre de 40 °C.
En solution cette protéine forme un homo-dimere, peut-étre méme un tétramére, stabilisé par un cofacteur.
La résolution structurale de cette protéine par cristallographie aux rayons X (code PDB : 5ycq.1) a révélé
que cette protéine forme un homo-trimére stable. Chaque monomére forme une protéine globulaire
contenant 5 brins B (antiparalléles) de type SH3 et une hélice a en C-terminale. Les brins  de 1 a 4 sont
connectés par 3 boucles. Les trois monomeres sont associés grace a des interactions hydrophobiques au
niveau des feuillets B (285). Une analyse plus poussée du modele strcuturale de YccV-like de Poldip2 n’a
pas permis de mettre en évidance la présence de motifs consensus qui caractérisent les domaines SH3.
Néanmoins au vus de sa structure trés ressemblante, le domaine YccV-like de Poldip2 pourrait avoir une
structure de type SH3-like. Les prédictions de structure (Figure Il1- 31) des deux domaines, DUF525 et
YccV-like, présents sur la séquence de Poldip2, conduisent a une répartition des structures secondaires pour
I’ensemble de la protéine d’environ 31 % de feuillets B et 3,5 % d’hélices a. Ces résultats sont cohérents
avec I’analyse de structure secondaire faite par infrarouge et SRCD. Ces résultats nous ménent a la
conclusion que Poldip2 serait une protéine globulaire avec une structure en partant du N-ter a C-ter :
contenant une structure en feuillets B type SH3-like et une petite hélice a (domaine YccV-like) suivi d’une

autre structure en feuillet B (domaine DUF525).

En plus de partager un domaine de type YccV-like, les deux protéines HspQ et Poldip2 sont toutes
deux stables jusqu’a une température de 65 °C, fait caractéristique des protéines Hsp (285). Ceci suggere

que, tout comme la protéine HspQ, Poldip2 pourrait se comporter comme une protéine chaperonne (15).
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Figure 111- 31 : Analyse de la structure tertiaire des formes de Poldip2 produites par la levure P. pastoris.
Structures 3D des domaines YccV-like et DUF525 de Poldip2 obtenus par le logiciel « SWISS MODEL
homology modeling » basées sur la structure 3 D de de la Protéine HspQ et la protéine ApaG dE. coli
(souche K12) respectivement. Les barres jaunes sur la séquence de Poldip2 correspondent aux feuillets S
du domaine YccV-like. Code PDB HspQ : 5ycq.1.A ; code PDB ApaG : 1tza.1.A. Figures obtenues avec
PyMol.les étoiles blanches reperesentent les rédidus différents entre la protéine humaine et la protéine de
rat. Ces résidus sont entourés en rouge sur les modélex structuraux.

Au vu de cette analyse structurale, les mutations précédement discutées dans le paragraphe
« Comparaison de la séquence de Poldip2 dans différentes espéces », représentées par une etoile blanche
sur la séquence et entourées en rouge sur les deux modé¢les structuraux, sont positionnées sur I’extémité de
chaque domaine. Au vu de ces localisations, ces résidues ne devraient pas influencer la fonctionalité de la
protéine. Néanmoins, les formes tronquées de Poldip2 produites par la levure P. pastoris n’ont pas
conservées tous les domaines fonctionnels de la protéine intacte. La forme a 39 kDa tronquée en position
54 a perdu la séquence d’adressage a la mitochondrie mais conserve sur sa séquence les deux domaines
DUF525 et YccV-like. Par contre la forme a 29 kDa tronqué en position 129 possede le domaine DUF525
et seulement une partie du domaine YccV-like correspondante a I’hélice a et seulement 2 feuillets . La
question de la fonctionnalité de protéine produite se pose donc ici. Les études qui associent Poldip2 et NOX4
décrivent souvent une protéine de 38 kDa (19) qui correspond a la protéine ayant perdu sa séquence
d’adressage a la mitochondrie. Cette forme est équivalente a la forme 39 kDa que nous obtenons ici de
maniere hétérologue suggérant que cette forme est fort probablement fonctionnelle. Par ailleurs

Kim et al. (2015) (40), dans leur étude de I’implication de Poldip2 dans I’autophagie, montrent que
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I’augmentation de I’agrégation des protéines Tau dépend seulement de la partie C-terminale de la protéine
qui contient le domaine DUF525. Ceci suggére que la forme a 29 kDa de Poldip2 produite par la levure
pourrait également étre fonctionnelle. Néanmoins, le domaine YccV-like pourrait jouer un réle important
dans la fonction de Poldip2. En effet la protéine HspQ, qui comme Poldip2 contient le domaine Yccv-like,
présente dans sa structure un domaine SH3-like impliqué dans I’interaction protéine—protéine (285). La
perte d’une partie du domaine YccV-like au niveau de Poldip2 pourrait donc aboutir a une perte de ce
domaine SH3-like et déstabiliser les interactions possibles si ce domaine s’avére étre impliqué dans ces

interactions.

AlllL4, Caractérisation de I’état oligomeérique de Poldip2

Le domaine YccV-like semble étre impliqué dans I’oligomériation de la protéine HspQ dont la
structure forme un homo-trimere [code PDB : 5YCQ (285)]. De méme le domaine DUF525 présent chez la
protéine ApaG forme des monomeres [code PDB : 2F1E (280) ; code PDB : 5SHDW (281)], des homo-
diméres [code PDB: 1XVS; code PDB: 1TZA] ou des homo-tétraméres [code PDB :3NRF; code
PDB :3SB3 ; code PDB :1XQ4]. Au vu du caractére oligomérique de ces domaines, il était intéressant de
vérifier I’oligomérisation de la protéine Poldip2. L’analyse par Western Blot (Figure 111- 32 A) du Poldip2
recombinant en condition native révéle en plus des formes monomériques (fleche bleu), plusieurs bandes
de tailles plus élevées (fleches rouges). Ces bandes peuvent correspondre a des homo-oligomeres d’une des
deux formes (39 kDa ou 29 kDa) ou a des hétéro-oligoméres, c’est-a-dire des oligomeres, qui contiennent
les deux formes. L analyse par Western Blot en condition native (Figure I11- 32 B) du Poldip2 endogéne
révele, en plus de la bande correspondante a la forme monomérique (fleche bleu), d’autres bandes de tailles
plus élevées qui se retrouvent dans les gels en condition dénaturante (Figure 111- 32 C). La seule différence
est que les bandes migrent plus haut dans le gel natif que dans le gel dénaturant di a un artefact de migration.
Il semble donc que Poldip2 endogéne ne tend pas naturellement a former des oligoméres contrairement au
Poldip2 recombinant. Ce dernier, étant pour certaines formes (dont 29 kDa) tronquée en N-terminal, pourrait
former plus facilement des oligoméres dii & une exposition des acides aminés a la surface de la protéine de

telle sorte a favoriser des interactions intermoléculaires.
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Figure I11- 32 : Caractérisation de | ’état oligomérique de Poldip2.
(A) Western Blot en condition native de Poldip2 recombinant. (B) Western Blot en condition native de
Poldip2 endogéne. (C) Western Blot en condition dénaturante de Poldip2 recombinant. Fléches bleu
protéines monomériques fléches rouge protéines oligomériques. Les Western Bots sont marqués par un
anticorps anti-Poldip2 (Abcam).

A.1V. Etudes fonctionnelle de Poldip2 recombinant de rat

Pour vérifier si Poldip2 recombinant est fonctionnel, nous avons étudié si la protéine recombinante
peut augmenter I’activité de Nox4 comme cela a été suggéré dans la littérature (19). Pour cela, dans le cadre
d’une collaboration avec I’équipe de Corinne Dupuy a I’Institut Gustave Roussy, nous avons pu analyser
I’effet de Poldip2 sur I’activité de NOX4 dans des cellules d’une lignée cellulaire embryonnaire de rein
humain, HEK293.

A.l1V.1. Mesure de PPactivité de NOX4 dans les cellules HEK 293/NO X4

Les cellules HEK 293, qui expriment de maniére endogéne NOX4, p22°P"°* et Poldip2, ont été
transfectées de maniére stable avec la séquence codante géne de NOX4 sous le contrble d’un promoteur
inductible a la doxycycline. Les cellules HEK293/NOX4 sont traitées avec différentes concentrations de
doxycycline. L’expression des protéines NOX4, p22P"* et Poldip2 est observée par Western Blot. La
cinétique de production de peroxyde d’hydrogéne par I’enzyme NOX4 dans les cellules HEK293 ainsi que
dans les différents compartiments cellulaires de ces cellules est mesurée indirectement en observant
I’augmentation de la fluorescence de la resofurine, produit d’oxydation de I’ Amplex red. L effet de Poldip2

recombinant de rat sur NOX4 est également mesuré de la méme maniére.

La mesure de I’activité de NOX4 a d’abord été réalisée in cellulo (Figure 111- 33 A). 10 000 cellules

induites par des concentrations croissantes de doxycycline sont déposées dans les puits de la plaque. Le
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mélange contenant I’ Amplex red est ajouté dans chaque puits de la plaque, maintenue a froid sur la glace.
La production de péroxyde d’hydrogéne est détectée a 30 °C, température a laquelle le métabolisme des
cellules est de nouveau actif (Figure I11- 33 A et B).

Les Figure I11- 33 montre I’effet dose-réponse dépendant de la doxycycline. Les maxima d’activité
et d’expression de NOX4 dans les cellules sont obtenus pour une concentration de doxycycline de
107 ug/ml aprés un traitement de 24 h. A une concentration de 1 pg/ml de doxycycline, I’expression de
NOX4 diminue ce qui coincide avec une chute du niveau de I’activité. Ceci est d0 au fait qu’a partir d’une
certaine dose, la doxycycline devient toxique pour les cellules. En effet, & cette concentration, beaucoup
plus de cellules mortes sont observées au microscope. La surproduction d’une protéine impacte sur le
métabolisme cellulaire car en détournant la machinerie de synthése a son profit, elle met en péril les
fonctions essentielles a la survie cellulaire.
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Figure 111- 33 : Effet du traitement de I’induction a la doxycycline sur |’expression et I’activité de NOX4.
(A) Cinétique de production du H202 en fonction du temps. (B) Mesure de |’activité NOX4 en cellules
HEK?293. (C) Visualisation par Western Blot de |’expression de NOX4 dans les extraits cellulaires de
HEK?293. 20 ug de protéines totales sont déposés sur gel.

A.lV.2, Répartition subcellulaire de NOX4, p22°P"°* et Poldip2 dans les
cellules HEK 293

Les cellules HEK 293/NOX4 sont induites a 1072 ug/ml de doxycycline pendant 12 h. Puis, les

différents compartiments subcellulaires (mitochondrie, membrane plasmique, noyau) sont enrichis par
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fractionnement cellulaire et I’effet du traitement a la doxycycline sur I’expression des protéines NOX4,

p22°hox et Poldip2 dans ces compartiments est analysé par Western Blot.

Nous avons comparé ici deux méthodes de fractionnement cellulaire (centrifugation différentielle
versus kit) afin de mettre en évidence avec plus de précision la localisation subcellulaire de chaque protéine.
L’enrichissement de chaque fraction subcellulaire a été vérifiee avec les marqueurs suivant : la lamine A et
C pour le noyau, la protéine VDAC pour la mitochondrie, GOLPH4 pour I’appareil de Golgi et enfin la
calreticuline pour le réticulum endoplasmique (RE) et la mitochondrie. La (Figure Il1- 34) montre les
résultats obtenus par ces deux méthodes. Elle révele que, quelle que soit la méthode, les compartiments
isolés dans chaque fraction (Noyau, Mitochondrie, Fraction membranaire) ne sont pas bien enrichis.

Pour la méthode de centrifugation différentielle (Figure 111- 34 droite), on retrouve dans la fraction
nucléaire les marqueurs du noyau (Lamine), en plus des marqueurs de mitochondries (VDAC et
calréticuline) de RE (calréticuline) et de golgi (GOLPH4). Ce dernier étant trés fortement exprimé. Les
fractions mitochondriales semblent étre bien enrichies au vu de I’absence des marqueurs de noyau et de
Golgi. Néanmoins, on n’exclue pas la présence de RE puisque la calréticuline (marqueur de RE et
mitochondrie) y est treés fortement exprimée. Enfin la fraction membranaire est associée au RE et d’une trés
faible quantité de golgi. Etant donnée de que la fraction membrannaire a été isolée a 100 000 x g sans etape

intermédiaire celle-ci contient donc une mélange de membrane plasmique et de fraction microsomale.

Pour la méthode de fractionnement par kit (Figure Il1- 34 gauche), les fractions isolées ont des
compositions légérement différentes. La fraction nucléaire est trés fortement contaminée par du golgi
puisque le signal de GOLPH4 est trés intense. La fraction mitochondriale contient du golgi et
potentiellement du RE. Pour la fraction membranaire il est plus difficile de conclure. Sans traitement a la
doxycycline, cette fraction contient du RE mais cela ne semble pas étre le cas pour la fraction traitée avec

doxycycline.

D’une maniére générale les compartiments isolés ne sont pas trés bien enrichis. Cependant la
méthode d’isolement par kits permet d’obtenir des fractions mieux enrichies que la méthode de
centrifugation différentielle. En tenant compte de ces informations, il faudra donc étre prudent quant a

I’interprétation sur la localisation de NOX4, p22°"* et Poldip2.

En ce qui concerne I’expression de NOX4 plusieurs formes sont reconnues par I’anticorps. On
observe premierement dans le noyau en plus de la forme a 35 kDa, une autre forme vers 70 kDa de méme
intensité. Ces dernieres sont également présentes mais en moindre quantité dans les mitochondries isolées
par kit. Cependant, leur niveau d’expression n’est pas influencé par la doxycycline, suggérant que ces

bandes correspondent a des formes endogénes de NOX4 naturellement exprimées par les cellules HEK293
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contrairement a la forme exogene a 60 kDa, retrouvée dans I’extrait total et dont I’induction est sous
I’influence du promoteur a doxycycline. Méme si les résultats de la Figure I11- 34 droite suggérent que la
forme a 70 kDa provient essentiellement du golgi car elle co-localise toujours avec la protéine GOLPHA4, il
est important de noter qu’elle a déja été observé dans la mitochondrie (108). Par ailleurs une forme vers
35 kDa a aussi été décrite dans le noyau (145). La bande a 60 kDa retrouvée dans I’extrait total est également
présente en faible quantité dans le noyau isolé par centrifugation différentielle. Son expression augmente
d’avantage dans la mitochondrie et encore plus dans la fraction membranaire. Ces observation suggérent
que cette forme serait plutdt localisée dans le réticulum endoplasmique, ce qui est cohérent avec la littérature
(286, 287). Néanmoins, cette bande n’est plus détectée dans les fractions nucléaires, mitochondriales et
membranaires lorsque celles-ci sont isolées par des kits. Dans ce cas, I’absence de détection peut étre due a

un manque d’enrichissement en NOX4 lorsque les compartiments subcellulaires sont isolés par des Kits.
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Figure 111- 34 : Comparaison de la répartition subcellulaire de Poldip2 NOX4 et p22°" en fonction de
la méthode d’enrichissement (centrifugation a droite ou kit a gauche).

(-) Cellules non traitées a la doxycyline (+) cellules traitées avec une dose de 102 ug/ml de doxycycline

pendant 12 h. 20 ug de protéines totales sont déposés. N : noyaux, M : mitochondrie, FM : Fraction

membranaire, C : cytoplasme. X échantillon non déposé. Les kit utilisés sont « Nuclei EZ Prep Nuclei

Isolation Kit » de chez Sigma® (NUC-101), « Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells » de chez

Thermo Scientific™ (89874), « Endoplasmic Reticulum Isolation Kit » de chez Sigma® (ER0100).

p22°hox est exprimé dans tous les compartiments subcellulaires. Son expression augmente lorsque

les cellules sont traitées par la doxycycline. Ce résultat semble surprenant étant donné que p22°"* n’est pas
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sous le contrdle du promoteur inductible a la doxycycline mais peut étre expliquée par le fait que p22°"°* est
une protéine partenaire de NOX4 dont le réle est de stabiliser cette derniere (144). Ce phénoméne a déja été
observé dans les cellules PLB-985. Lorsque ces cellules sont différenciées en granulocytes, I’expression de
la protéine gp91PM* augmente, accompagnée par une surexpression de la protéine p22P"* (288). Cela
pourrait aussi étre le cas pour NOX4, bien qu’étant faiblement détectée a la membrane. Par ailleurs dans les
fractions subcellulaires isolées par kit, on observe un recrutement de p22°"* dans les fractions nucléaires et
membranaire apres traitement a la doxycycline, méme en absence de détection de NOX4. Ce dernier résultat
est en accord avec la présence possible de NOX4, non détecté, dans ces compartiments. L’absence de
détection de cette protéine met en cause la sensibilité de I’anticorps utilisé.

Lorsque les fractions sont isolées via des Kits, on remarque que Poldip2 est présent exclusivement
au niveau de la mitochondrie et que sa localisation au niveau du noyau résulte d’une contamination de ce
dernier par des mitochondries. Ce résultat est donc cohérent avec la littérature (5, 7, 9) d’autant plus qu’on
s’attendrait a observer dans le noyau une bande a 42 kDa (taille de Poldip2 avec la séquence d’adressage a
la mitochondrie) comme décrit par Moreno et al. (2013) dans les noyaux des cardiomyocytes (39). Or ce
n’est pas le cas. Par ailleurs, Xie et al. (2005) montre que la localisation de Poldip2 au noyau serait la
conséquence d’une rupture des membranes mitochondriales conduisant a la libération des protéines
mitochondriales piégées dans la matrice (7). Cette double localisation a la fois nucleaire et mitochondriale
n’est pas une particularité de Poldip2 puisque d’autres protéines telles que la hélicase MDDX28 et la

topoisomerase Illa ont été décrite a une localisation dans ces deux compartiments (289, 290).

La méme expérience est représentée sur la Figure I11- 35 avec une durée de traitement deux fois
plus longue (24 h de traitement). En absence de doxycycline, la forme de NOX4 de 60 kDa attendue n’est
pas détectée. En revanche, on observe une expression de plus petites tailles (25 et 40 kDa) de NOX4 dans
le noyau et plus fortement dans la fraction membranaire. Dans ce dernier compartiment, I’intensité de ces
bandes semble étre relativement peu doxycycline-dépendante contrairement aux noyaux. Ces bandes
pourraient correspondre aux autres formes de NOX4, déja décrites dans la littérature (286). Il est également
a noter que plusieurs études soulignent I’absence de spécificité des différents anticorps dirigés contre NOX4
(291). 1l convient donc de rester prudent quant a la vraie nature de ces protéines. Une surexpression
doxycycline-dépendant de NOX4 (bande a 60 kDa encadré en rouge) est observée dans le noyau et la
mitochondrie a partir d’une concentration de 1072 pg/ml en doxycycline. Cette surexpression est plus
importante dans la mitochondrie que dans le noyau a une concentration a 10 pg/ml en doxycycline. Ces
observations sont cohérentes avec la littérature. Plusieurs études décrivent une localisation de NOX4 dans
le noyau (145, 286, 292) et dans la mitochondrie, également cohérente avec une estimation de cette

localisation par le logiciel Mitoprot Il a 98 % (108, 109, 293). Quelle que soit la concentration en
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doxycycline, cette forme de NOX4 n’est pas détectée dans les fractions membranaires. En revanche, une
bande peu intense est visible vers 70 kDa et dont I’intensité semble étre doxycycline-dépendente. Cette
bande pourrait correspondre a une forme de NOX4 localisée, soit a la membrane plasmique, soit dans le
reticulum endoplasmique. En effet par centrifugation différentielle, les fractions membranaires sont
enrichies en membranes plasmiques, mais également peuvent contenir des membranes du réticulum
endoplasmique. En effet, la localisation subcellulaire de NOX4 a été prédite également dans le réticulum
endoplasmique a 67% (145).
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Figure 111- 35 Répartition subcellulaire de 1’expression de Poldip2 NOX4 et p22P"* aprés traitement ou
non (-) a la doxycycline pendant 24 h.
20 g de protéines totales sont déposées. N : noyaux, M : mitochondrie, FM : Fraction membranaire, C :
cytoplasme. * : formes surexprimées

La protéine p22°P"* est exprimée de maniére endogéne dans le noyau et la mitochondrie. Suite au
traitement a la doxycycline, non seulement I’expression de p22P"° est augmentée dans ces deux
compartiments a partir de 107! pug/ml de doxycycline, mais on observe également une bande de
surexpression dans la fraction membranaire a 102 pg/ml dont I’intensité augmente a 10 pg/ml. Ce résultat

renforce les observations de la Figure 111- 34.

La protéine Poldip2 endogene est exprimée dans le noyau. Son expression est encore plus
importante dans les mitochondries de ces cellules, avec un pic de surexpression a 102 w/ml. A des
concentrations plus élevées en doxycycline, I’expression est de nouveau Iégérement plus faible. Au noyau,

Poldip2 endogéne est exprimé sous deux formes, 38 kDa et 30 kDa. Leur expression semble étre influencee
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par la doxycycline. Dans les cellules HeLa et MCF7, I’analyse par Northern blot de I’ARN totale montre
deux transcrits pour Poldip2 avec une bande majoritaire a 2 kb et une autre minoritaire a 1 kb (8). De méme
que pour p22°™°X I’augmentation du niveau d’expression de Poldip2 alors qu’elle n’est pas sous contrdle du
promoteur inductible a la doxycycline. Cette différence avec ce qui a été observé dans la Figure Il1I- 34
s’explique par un temps d’induction qui est ici deux fois plus long. Il semble qu’apres 12 h d’induction, la
surexpression de NOX4 entraine la surexpression de p22°"* pour I’aider a se stabiliser mais sans effet
détectable sur I’expression de Poldip2. Aprés 24 h d’induction, on observe a la fois une surexpression de
p22°"x et de Poldip2. Il semble donc que la surexpression de I’hétéromére NOX4/p22°Ph** entraine celle de
Poldip2 suggérant que Poldip2 peut participer a la stabilité de I’enzyme comme cela a été proposé par Lyle
et al. (2009) (19).

Plusieurs formes de NOX4 sont exprimées dans les cellules HEK293 et leurs localisation est
dépendante du compartiment subcellulaire. Poldip2 localise avec NOX4 seulement au niveau des
mitochondries. Il serait donc intéressent de vérifier si cette co-localisation a un effet sur I’activité de NOX4
et, enfin d’étudier si I’ajout de Poldip2 recombinant dans les autres compartiments joue un role sur la
production de ROS par NOX4.

A.lV.3. Effet de Poldip2 recombinant sur I’activité de NOX4

Les fractions subcellulaires précédemment isolées par centrifugation différentielle (Figure 111- 34)
ont servie a mesurer la production de peroxyde d’hydrogéne in vitro par la méthode Amplex red et donc de
comparer I’activité de NOX4 dans ces différents compartiments. Deux quantités de fractions (30 et 80 ug
de protéines totales) induites et non induites par la doxycycline a 102 pg/ml ont été déposées dans chaque
puits. La pente de la courbe de fluorescence de la resorufin a été déterminée pour les fractions isolées
respectivement par centrifugation différentielle et par kit. La Figure 111- 36 A montre une activité de NOX4
plus importante dans les fractions nucléaires et mitochondriales induites par la doxycycline. Ce résultat est
cohérent avec I’augmentation de I’expression NOX4 sous I’effet de la doxycycline dans ces compartiments
subcellulaires. En revanche dans les fractions membranaires, aucune activité n’est détectée. Dans les
fractions isolées par centrifugation différentielle, cette activité est d’autant plus importante dans les fractions
mitochondriales que dans les fractions nucléaires. Cela peut étre d a la co-localisation avec Poldip2
fortement exprimé avec NOX4 dans la fraction mitochondriale (Figure 111- 34). Dans les fractions isolées
par Kit, aucune activité n’est détectée dans aucun des compartiments subcellulaires. C’est peut-étre di a
I’incompatibilité des tampons employés dans les kits avec la mesure de I’activité NOX4. Malgré que ces
fractions soient plus pures que celle isolées par centrifugation différentielle, elles ne pourront pas étre

utilisées pour étudier I’effet de Poldip2 sur NOXA4.
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Figure 111- 36 : Mesure de I’activité de NOX4 dans les fractions enrichies aprés 12 h de traitement a
1072 pg/ml doxycycline.
(A) Mesure dans les fractions enrichies par centrifugation. (B) Mesure dans les fractions enrichies par Kkit.
(-) Cellules non traitées a la doxycyline (+) cellules traitées avec une dose de 102 pg/ml de doxycycline
pendant 12h. N : noyau; M : mitochondrie ; FM : fraction membranaire. Les barres d’erreur sont
calculées sur deux répétitions d ‘expérience £ SEM. X échantillon non déposé. n=2.

Nous avons utilisé les fractions enrichies en particules nucléaires, en mitochondries ou en fractions
membranaires pour étudier I’effet de Poldip2 sur I’activité NOX4. L ajout de concentrations croissantes de
Poldip2 recombinant augmente I’activité de NOX4 dans le noyau (Figure Ill- 37 B) et les mitochondries
(Figure 111- 37 A) d’un facteur environ 2. Les activités passent de 20 a 45 nmol H.O,.s *.mg* dans le noyau
et de 50 a 100 nmol H,0..s.mg™? dans les mitochondries. Trés peu d’effet au niveau de la fraction
membranaire des cellules HEK293/NOX4 est observeé seulement aprés ajout de 550 nM de Poldip2
recombinant (Figure Il1lI- 37 C). Kuroda et al. (2010) (109) observe des résultats similaires. Dans leurs
travaux, I’activité de NOX4 mesurée dans le noyau est supérieure d’un facteur 4 a celle mesurée dans les
fractions microsomales isolées des cardiomyocytes de souris. L’équipe de K. Schroeder n’observe pas non
plus d’activité de NOX4 dans les fractions membranaire (résultats montrés a la Gordon Research
Conference 2018, Suisse). Ces résultats sont en opposition avec ceux de Lyle et al. (2009) (19) qui observe
une activité de NOX4 dans les fractions membranaire de cellules du muscle lisse vasculaire (SVMC).
Néanmoins en regardant plus en détail le protocole établit dans I’étude de Lyle, on se rend compte qu’il
n’est peut-étre pas trés adapté pour I’expérience mise en place. En effet, aprés cassage des cellules par
sonication, le lysat est directement centrifugé a 28 000 x g pendant 15 min. Ainsi dans le culot sont isolés a
la fois les noyaux et les mitochondries. L activité de NOX4 est ensuite mesurée dans les fractions isolées
par chimioluminescence de la lucigenine. De ce fait, dans les travaux de Lyle et al. (2009) les activités
mesurées ne résultent peut étre pas de I’enzyme NOX4 présente dans les fractions membranaires mais plutét
de son activité dans les autres compartiments subcellulaires (noyau et mitochondries). 1l n’est pas exclu non

plus que dans les fractions membranaires NOX4 soient associées a une protéine inhibitrice qui empécherait
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de détecter une activité dans ce compartiment. On peut noter également que I’ajout de Poldip2 recombinant
aux fractions nucléaires isolées par kit n’a pas d’effet observable sur I’activité de NOX4 (Annexe 3). Ceci

confirme notre hypothese que NOX4, dans les fractions obtenues grace au kit, n’est plus active.
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Figure 111- 37 : Effet de Poldip2 recombinant de rat sur |’activité de NOX4 aprés 12 h de traitement a
1072 pg/ml doxycycline.
(A) Mesure dans les fractions mitochondriales. (B) Mesure dans les fractions nucléaires. (C) Mesure dans
les fractions membranaires. Les fractions sont enrichies par centrifugation différentielle. Les mesures sont
faites sur 30 pg de fractions. (+) Cellules traitées par la doxycycline (-) cellules non traitées. Les barres
d’erreur sont calculées sur deux répétitions d ’expérience + SEM. n=2,

En conclusion, ces expériences de co-localisation et d’activité de NOX4 humain effectuées sur
différents compartiments subcellulaires (mitochondrie, membrane plasmique et noyau) en présence de
Poldip2 de rat montrent que Poldip2 recombinant de rat est, d’une part fonctionnelle, et d’autre part que son

effet sur NOX4 n’est pas spécifique a une espéce.
B. Implication de Poldip2 dans I’activité de NOX2

Nous avons pu produire et purifier Poldip2 recombinant de rat dans la levure. Sa structure a été
caractérisée et sa fonctionnalité vérifiée sur I’isoforme NOX4. Bien que Poldip2 soit tronqué en N-terminal
de sa séquence, il est néanmoins capable d’augmenter I’activité de NOX4 d’un facteur 2 dans les
mitochondries et les noyaux de cellules HEK293. Il a été décrit dans la littérature que Poldip2 augmente
I’activité de NOX4 d’un facteur 3 en se fixant sur son partenaire p22°"* (19). Etant donné que NOX2 et
NOX4 co-localisent dans certains types cellulaires (46, 74, 77-79, 294), parfois méme au niveau
subcellulaire (81) et que ces deux isoformes partagent le méme partenaire p22°P"°*, nous avons voulu vérifier
si Poldip2 est capable d’interagir avec NOX2, et si cette interaction peut moduler I’activité de NOX2. Nous
avons, dans un premier temps, étudié I’effet de Poldip2 sur NOX2 in vitro en utilisant les fractions
membranaires isolées a partir de neutrophiles et des lignées cellulaires Cos 7 qui expriment ou non NOX2.

Dans un deuxieme temps, ces effets ont été vérifiés in cellulo sur les monocytes.
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B.l. Effet de Poldip2 sur NOX2 in vitro
B.1.1. Interaction de Poldip2 avec NOX2

Dans ce paragraphe nous avons étudié I’interaction de Poldip2 avec le Cytochrome b558
membranaire. L’objectif est de vérifier si Poldip2 interagit de maniére spécifique avec le complexe
membranaire, de voir s’il y a une possible interaction avec les partenaires cytosoliques connus (p67P",

p47°hox et Rac) de NOX2 et enfin de voir si cette protéine a un effet sur I’assemblage de la NADPH Oxydase.
B.l.1.a. Interaction de Poldip2 avec le complexe Cytochrome b558

B.l.1.a.i. Poldip2 endogéne et co-localisation avec NOX2

Dans le but d’étudier une éventuelle interaction de Poldip2 avec le complexe cytochrome b558,
nous avons isolé des fractions membranaires de neutrophiles humains et de cellules Cos 7, cellules rénales
de singe. Contrairement aux neutrophiles, les cellules Cos 7 n’expriment pas de maniére endogene les
protéines du complexe NADPH oxydase. Ces cellules Cos 7 ont donc été transfectées avec les genes codant
pour NOX2 (CYBB) et pour p22P" (CYBA) humains. Celles-ci sont appelées Cos NOX. Les cellules non
transfectées sont notées Cos 7. Un Western Blot a donc été réalisé pour comparer les niveaux d’expression
de NOX2 et p22P"* dans les fractions membranaire de neutrophiles et de la lignée de cellules Cos 7. La
Figure 111- 38 A montre que les neutrophiles expriment plus de gp91°"* et p22P" que les cellules Cos NOX
(d’un facteur de 4 basé sur le niveau d’expression de p22°"*). Comme attendu, aucune de ces deux protéines
n’est exprimée dans la fraction membranaire de Cos 7. Afin d’étudier I’interaction de Poldip2 avec ces
fraction membranaire, des quantités identiques de ces fractions ont donc été déposées sur une membrane de
nitrocellulose. Par la suite la membrane est incubée dans une solution contenant la protéine Poldip2 et enfin
marquée par un anticorps dirigé contre cette protéine. La Figure I11- 38 B montre une interaction de Poldip2
avec toutes les fractions membranaires. De maniére surprenante on observe une interaction plus importante
de Poldip2 avec les fractions membranaires Cos NOX qu’avec les fractions membranaires de neutrophile
méme si ces derniéres expriment 4 fois plus de p22°"*, Poldip2 est méme capable d’interagir avec la fraction
membranaire de Cos 7 alors que p22°P™ est absente dans ces fractions. Compte tenu du fait que Poldip2 est
présente dans les cellules rénales (19, 46, 49), nous avons soupconné la présence de Poldip2 endogéne
également dans les cellules Cos 7 étant donné que les cellules Cos 7 proviennent d’une ligné cellulaire
immortalisé de cellules rénales de singe. Nous avons en effet confirmé cela par Western Blot
(Figure I11- 38 D). Par conséquent, Poldip2 endogene participe au signal observé dans le Dot Blot des
fractions membranaires de la lignée de cellule Cos 7. Par contre, dans les neutrophiles, Poldip2 n’est pas
détectée dans aucune fraction subcellulaire (Figure I11- 38 C). Le Dot Blot a donc permis de mettre en

évidence une interaction de Poldip2 avec la fraction membranaire, sans pour autant discriminer le Poldip2
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endogéne du Poldip2 recombinant. Par conséquent, I’absence de Poldip2 endogéne dans les fractions
membranaires de neutrophiles fait que ces cellules constituent un bon modele pour étudier I’effet de cette

protéine sur I’activité de NOX2.
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Figure 111- 38 : Interaction de Poldip2 avec NOX2.
(A) Expression de gp91P"* et p22 P dans les fractions membranaires de neutrophile et de la lignée de
cellules Cos 7. (B) Interaction de Poldip2 avec les fractions membranaires de neutrophile et de la lignée
de cellules Cos 7 visualisée par Dot Blot. La membrane est marquée par un anticorps dirigé contre Poldip2
(Abcam). Localisation du Poldip2 endogene dans le neutrophile (C) et la lignée de cellules Cos 7(D).

Pour mieux caractériser I’interaction entre Poldip2 et la fraction membranaire de neutrophiles,
I’expérience a donc été réalisée de nouveau en employant cette fois ci la méthode de Western Blot. Cette
technique nécessite au préalable une séparation des protéines selon leur taille moléculaire avant marquage
par un anticorps. Elle permet donc, contrairement au Dot Blot, de mettre en évidence quelle forme de
Poldip2 (39 ou 29 kDa) interagit avec la fraction membranaire en plus de discriminer la forme endogéne du

recombinant puisque ces deux formes n’ont pas la méme taille moléculaire.

Les fractions membranaires sont incubés pendant 1 h avec le Poldip2 recombinant de rat a raison
d’un ratio « cyth558 contenu dans la fraction membrannaire:Poldip2 » de 1:20 (mol:mol) puis centrifugées

pendant 1 h a 190 000 xg. Dans le culot sont récupérées les fractions membranaires et dans le surnageant

120



CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

les protéines solubles. Poldip2 et la fraction membranaire sont également centrifugés seuls. Les différentes
fractions sont analysées par Western Blot (Figure I11- 39), la figure obtenue révele que la majorité de NOX2
est présente dans le culot comme attendu, et que trés peu de cette protéine reste dans le surnageant. Poldip2,
qui est une protéine cytosolique, est présente majoritairement dans le surnageant. Quand Poldip2 et les
fractions membranaires sont incubées ensembles, la bande correspondante a Poldip2 est retrouvée dans le
culot. Dans cette figure, on peut voir clairement que la forme 29 kDa se fixe beaucoup plus que la forme
39 kDa. Il y a donc une interaction entre les deux formes de Poldip2 et la fraction membranaire de
neutrophiles, avec une fixation préférentielle de la forme la plus courte. Il semble que le clivage de la partie
N-terminal de cette protéine permet de libérer des sites de fixations qui favorisent cette interaction.
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kDa MM QS & Qc}b Q\&' S & Figure 111- 39 : Interaction entre Poldip2 et
fraction membranaire de neutrophile en
o = ¥ absence d’acide arachidonique.
B — &p Le culot et surnageant sont séparés par simple
centrifugation. En partant du haut vers le bas :
Western Blot marqué avec un anticorps anti-
0 — - NOX2 (Panel 1), anti-Poldip2 (Santa Cruz)
- : (Panel 2)
37 — Poldip2 '
an p— -
culot Surnageant

Nous avons ensuite comparé 2 ratios protéiques de maniére a déterminer si la fixation de Poldip2
sur la fraction membranaire de neutrophile est dépendante de la concentration en protéines. Nous avons
utilisé deux ratios « cytb558 contenu dans la fraction membrannaire:Poldip2 » différents avec les mémes
lots de protéines : 1:10 (mol:mol) et 1:5 (mol:mol). Comme précédemment les protéines sont incubées
ensembles puis centrifugées et les fractions sont analysées par Western Blot (Figure IlI- 40 A). Sur le
Western Blot marqué avec un anticorps dirigé contre Poldip2, on observe une bande plus intense vers
39 kDa pour le ratio 1:10 (cytb558 contenu dans la fraction membrannaire:Poldip2). Cela est confirmé par
I’’analyse de ces bandes par le logiciel IMAGE J (Figure I11- 40 B). Donc, cela suggére que la fixation de

Poldip2 sur la fraction membranaire des neutrophiles est dépendante de la concentration en Poldip2.
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Figure 111- 40 : Effet de la concentration de Poldip2 sur son interaction avec la fraction membranaire
de neutrophile.
Les culot et surnageant sont séparés par simple centrifugation. (A) : En partant du haut vers le bas, Western
Blot marqué avec un anticorps anti-NOX2 (Panel 1), anti-Poldip2 (Santa Cruz) (Panel 2), anti-p22°"™
(Panel 3). (B) : Analyse par IMAGE J des intensités des bandes encadrées en rouge.

B.l.1.a.ii. Effet de I’acide arachidonique sur I’interaction de Poldip2 avec
la NOX2 de neutrophile

Comme I’acide arachidonique est employé dans la plupart des expériences de cell-free mesurant
I’activité oxydase, notre objectif est ici d’étudier son effet sur I’interaction entre la fraction membranaire et
Poldip2. Cependant au cours de nos expériences d’interactions, nous avions constaté que, les résultats étaient
trés difficiles a interpréter. Ces expériences parfois trés longues pouvaient parfois durer toute la nuit. Nous
observions une diminution du signal assez conséquente alors que les dépbts en protéines étaient
quantitativement équivalents. Nous avons décidé de vérifier si I’acide arachidonique avait un effet sur le
signal de luminescence produit par la HRP couplée aux anticorps apres ajout du substrat. L’acide
arachidonique est incubé avec les protéines a different temps allant de 0 min a 16 h avant ajout du tampon
de charge. Le mélange est ensuite déposé sur le gel et analysé par Western Blot. Ce test a été fait sur deux
échantillons différents de fractions membranaires de neutrophiles, marqués avec les anticorps dirigés contre

NOX2 et p22P"*, ainsi que sur la protéine Poldip2 purifiée. La Figure I111- 41 A montre que plus le temps
122



CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

d’incubation des protéines avec I’acide arachidonique est important plus le signal s’affaiblit pour les trois
protéines analysées ainsi que pour les deux échantillons de fractions membranaires. Une particularité est
observée pour la protéine p22P"* : nous voyons apparaitre sur le Western Blot une bande vers 30 kDa dont
I’intensité augmente avec le temps d’incubation avec I’acide arachidonique. Au vu de la taille de cette
protéine, il est peu probable que ce soit un dimére de p22°", d’autant plus qu’aucun dimere n’a été rapporté
dans la littérature. Par ailleurs I’anticorps utilisé est un anticorps monoclonal qui reconnait les épitopes de
29 a 33 acides aminés et de 182 a 188 acides aminés. Pour I’instant ce résultat, assez inattendu, est difficile
a expliquer. Pour étre sar que les effets observeés soient spécifiques a I’acide arachidonique et non a un autre
facteur tel que le chauffage de I’échantillon, nous avons combiné les conditions et observé par Western
Blots les effets sur le signal de chimioluminessence (Figure I11- 41 B). En effet, ce traitement thermique des
échantillons pourrait dégrader les épitopes reconnus par I’anticorps et rendrait donc la visualisation de la
protéine plus difficile. Suite au chauffage de I’échantillon, le signal diminue légerement, mais cela est sans
comparaison avec une incubation sur la nuit avec I’acide arachidonique. Dans ce cas, la bande est trés diffuse
et présente un signal beaucoup plus faible qu’en absence totale d’acide arachidonique ou en présence de
celui-ci durant un temps d’incubation tres court. Dans ces conditions, il sera donc tres difficile d’analyser
les Westerns Blots quand les échantillons sont incubés avec I’acide arachidonique. 1l nous faudra donc

prendre en compte ce parameétre pour I’interprétation des résultats suivants.
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Figure 111- 41 : Effet de I’incubation avec I’acide arachidonique sur le signal de Western Blot.
(A) L’acide arachidonique est incubé a différents temps avant ajout du tampon de Laemli. (B) Suite a
Iincubation avec | ‘acide arachidonique | ‘échantillon est chauffé ou non avant dépét sur gel SDS-PAGE.
Nous avons donc suivi I’effet de I’acide arachidonique sur I’interaction de Poldip2 avec les fractions
membranaires de neutrophiles par Western Blot. Les protéines sont incubées ensemble en présence ou non
d’acide arachidonique pendant 1 h puis séparées sur un gradient de sucrose par centrifugation a 110 000 xg

pendant 16 h. Ensuite, des fractions de 1 ml sont récupérées. 180 ul de ces fractions sont concentrées par
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TCA puis déposeées sur gel. Les fractions H (le haut du tube) contenant les protéines cytosoliques et B (bas

du tube) contenant les protéines membranaires sont analysées par Western Blot.

Quand I’acide arachidonique est présent dans le mélange, une diminution de signal du marquage
de NOX2 est observé (Figure Il1- 42) quel gue soit I’échantillon, comme cela était déja visible dans la
Figure I11- 41. En absence de fraction membranaire, la protéine Poldip2 reste dans le haut du tube (H) que
I’acide arachidonique soit présent ou pas. En présence de fractions membranaires, Poldip2 co-sédimente au
fond du tube (B) ce qui suggére une interaction entre ce dernier et la fraction membranaire. En absence
d’acide arachidonique, contrairement a ce qui était observé dans la Figure 111- 39, la forme & 39 kDa interagit
de maniére privilégiée avec la membrane alors qu’en présence d’acide arachidonique, c’est la forme 29 kDa
qui semble avoir une interaction préférentielle avec la membrane. 1l est possible que I’acide arachidonique
induise des changements structuraux différents sur les deux formes de Poldip2, changements qui sont
déterminants pour leur interaction avec la membrane de neutrophiles. Le point en contradiction avec celui
de la Figure I11- 39 peut étre expliqué par I’utilisation de deux méthodes différentes de séparation qui est,
dans le premier cas, une ultracentrifugation (1 h), alors que dans le deuxiéme cas, il s’agit d’une séparation
sur gradient de sucrose pendant 16 h. Cette différence de temps et de type de centrifugation peut étre a
I’origine de cette différence de comportement.

D’une maniere générale, nous pouvons conclure que la protéine Poldip2 ne nécessite pas I’addition
d’acide arachidonique pour se fixer a membrane des neutrophiles, contrairement aux protéines régulatrices
de NOX2, p47P"* et p67°"* qui doivent étre phosphorylées pour se fixer et activer NOX2. Cependant,
I’acide arachidonique augmente la spécificité de I’interaction de la forme 29 kDa de Poldip2 avec la fraction

membranaire des neutrophiles.

Poldip2 Poldip2 + FM
-AA +AA -AA +AA Figure I11- 42 : Effet de I’acide

pa MM H B H B H B H B arachidonique sur I’interaction entre

50 Poldip2 et la fraction membranaire.
Les échantillons sont séparés sur gradient
130 — ' gP91”"™ e sucrose. FM : fraction membranaire ;
— AA : acide arachidonique ; H : fraction
- prélevée en haut du tube; B: fraction

37 \- - e prélevée en bas du tube.
s e Poldip2
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B.l.1.a.iii. Interaction non spécifique de Poldip2 avec la fraction

membranaire des lignées de cellules Cos 7

A ce stade des expérimentations, on ne sait pas encore si Poldip2 se fixe spécifiquement ou non a
p22°"x comme il a été décrit par Lyle et al. (2009) (19). L’interaction observée de Poldip2 avec la fraction
membranaire de neutrophiles peut juste étre due & une interaction avec les lipides de la membrane plasmique.
Il n’est donc pas exclu que cette protéine, méme si elle est cytosolique, puisse avoir un ancrage a la
membrane. Une expérience d’interaction a donc été réalisée avec des fractions membranaires de lignées de

cellules Cos 7 qui expriment le cytochrome b588 (Cos NOX) ou pas (Cos 7).
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Figure 111- 43 : Interaction de Poldip2 avec la fraction membranaire indépendante du cytochrome b558.
(A) Culot et surnageant sont séparés par simple centrifugation. En partant du haut vers le bas : Western
Blot marqué avec un anticorps anti-NOX2 (Panel 1), anti-Poldip2 (Abcam) (Panel 2), anti-p22phox
(Panel 3). (B) Analyse par IMAGE J des intensités des bandes encadrées en rouge représentative de
I’interaction de Poldip2 recombinant avec les fractions membranaires des lignées de cellules Cos 7.

Les fractions membranaires sont donc incubées avec Poldip2 puis centrifugées pour séparer les
protéines cytosoliques et les fractions membranaires. L’analyse par Western Blot de ces fractions (Figure
I11- 43 A et B) révéle que les deux formes de Poldip2 (29 et 39 kDa) co-précipitent tres significativement
avec les fractions membranaires Cos NOX. Le signal de Poldip2 bien que présent est cependant plus faible
dans les fractions membranaires Cos 7. Il semble donc que, bien que Poldip2 interagisse fortement avec la
membrane quand le cytb558 est présent, il se fixe également de maniére non spécifique avec la membrane

plasmique.

B.l.1.b. Effet de Poldip2 sur I’assemblage du complexe NADPH oxydase

Dans les expériences décrites précédemment nous avons pu mettre en évidence une interaction de

Poldip2 recombinant de rat avec la fraction membranaire contenant NOX2 isolée a partir de neutrophiles
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humains. Il est donc important de vérifier si cette interaction affecte ou non I’assemblage du complexe
NADPH oxydase. L’expérience a donc été faite comme décrit précédemment en incubant Poldip2 avec la
fraction membranaire en présence ou non d’acide arachidonique (AA) et de fractions cytosoliques (FC)
(p47P"%, p67P"* et Rac). Les culots et surnageants obtenus apres centrifugation sont analysés par Western
Blot (Figure 111- 44).

Dans les culots, on retrouve les deux protéines gp91P"°* et p22°"°%. Aucun signal de ces protéines
n’est détecté au niveau du surnageant, ce qui confirme que la totalité des fractions membranaires se retrouve
dans le culot. Dans le culot, le signal de ces deux protéines est Iégérement atténué en présence d’acide
arachidonique comme observé dans les Figure I11- 41 et Figure I11- 42.

Dans les culots, la protéine Poldip2 est présente dés qu’elle est mise en présence des fractions
membranaires que les protéines cytosoliques soient ou non présentes. Néanmoins, en absence de protéine
cytosolique et en présence d’acide arachidonique, I’interaction est bien plus importante que dans les autres
conditions. Ce résultat suggere que lorsque les protéines cytosoliques sont présentes, Poldip2 interagit moins
avec la membrane, peut-étre en raison d’une compétition entre Poldip2 et les protéines cytosoliques.

Dans le surnageant, en présence de Poldip2 et d’acide arachidonique, une partie de p47°"*reste dans
le surnageant alors que le signal correspondant a p47°" disparait totalement en absence de Poldip2. Cela
suggere qu’une partie des p47P"°* n’ont pas pu étre transloquées a la membrane. Cela est cohérent avec
I’observation précédente indiquant qu’il y a possiblement une compétition de Poldip2 avec les protéines
cytosoliques. Nous observons également que les protéines cytosoliques, en absence d’acide arachidonique,
peuvent de maniére inattendue co-sedimenter avec la FM. Par contre, I’ajout de Poldip2 n’affecte pas cette
interaction pour p47°"* et p67°M°* par (a I’exception des formes tronquées de p67°"* qui migrent vers
40 kDa, visible dans le surnageant). Par contre, Poldip2 semble diminuer I’interaction de Rac avec la FM,

en absence ou en présence d’acide arachidonique.
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Figure I11- 44 : Effet de Poldip2 sur I’assemblage du complexe NADPH oxydase en présence ou non
d’acide arachidonique.
Culot et surnageant sont séparés par ultracentrifugation. En partant du haut vers le bas : Western Blot
marqué avec un anticorps anti-NOX2 (Panel 1), anti-p22°" (Panel 2), anti-Poldip2 (Abcam) (Panel 3),
anti-p47°"* (panel 4), anti-p67 " (panel 5), anti-Rac (panel 6). P2 : Poldip2 ; FC : fraction cytosolique ;
AA : acide arachidonique.

Au vu de ce résultat il semble que lorsque le complexe NADPH est activé (+AA), la présence de
Poldip2 affecte principalement I’interaction de p47°" avec la membrane (mais également Rac dans une
moindre mesure). 1l a été montré que Poldip2 est capable de se fixer sur la partie cytosolique de p22°P"* (121
a 193 acides aminés) (19). Dans cette région, se trouve le domaine Proline Rich Region PRR (155 a 160
acides aminés) connu pour interagir avec p47°"x(295). Il est donc possible qu’il y ait une compétition entre
ces deux protéines cytosoliques. Ainsi, la présence de I’une limite la fixation de I’autre. De plus nous avons
montré dans la Figure I11- 43 que Poldip2 est capable de se fixer & la fraction membranaire indépendamment
de la présence du cytochrome b558 trés probablement au niveau des phospholipides de la membrane. La
protéine Rac est également connue pour se fixer sur les phospholipides anioniques via sa région Poly+,
région polybasique riche en charge positive, en plus d’avoir un ancrage dans la bicouche lipidique gréace a
la prénylation de la cystéine en C-terminal (187, 296). Si les régions de la membrane ou Rac se fixe sont

saturées par la présence de Poldip2, il n’est donc pas surprenant que la fixation de Rac soit diminuée. Ces
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résultats montrent que la présence de Poldip2 change les interactions des protéines cytosoliques régulatrices

de NOX2 conduisant a une possible modification de I’assemblage du complexe.

Il est surprenant de voir que les protéines cytosoliques co-sédimentent avec les fractions
membranaires en absence d’acide arachidonique alors qu’il est décrit dans la littérature que les protéines
cytosoliques ne sont adressées a la membrane que suite a une activation de ces derniéres par des processus
de phosphorylations décrits dans la revue EI Benna et al. (2016) (297) ou encore des molécules amphiphiles
telles que I’acide arachidonique (208, 296). Pour apporter des explications a ce résultat inattendu, la méme
expérience a été réalisée mais en absence de fraction membranaire. Le contenu du culot et du surnageant a
été analysé par Western Blot. La figure en Annexe 4 montre que les trois protéines cytosoliques se retrouvent
dans le culot en moindre quantité suite a la centrifugation. Lorsqu’elles sont incubées en présence d’acide
arachidonique, les quantités retrouvées dans le culot sont encore plus importantes pour p67P"® et p47°hox
alors que Rac n’est pas affecté par I’ajout d’acide arachidonique. Ce résultat suggére que lorsque les trois
protéines sont présentes en solution, elles forment un complexe hétéro-oligomérique capable de sédimenter
a une vitesse de centrifugation élevée. En présence d’acide arachidonique, ce phénomeéne est encore plus
accentué. Ces résultats sont cohérents avec les observations de Bizouarn et al., 2016 (298) qui mettent en
évidence des changements structuraux des protéines p47°"* et p67°"* en présence du cis-AA suggérant un
oligomérisation de ces deux protéines. La présence de ces protéines cytosoliques dans les fractions
membranaires en absence d’acide arachidonique ne serait donc pas due a une interaction avec la fraction

membranaire au sens propre mais a une sédimentation de ces derniéres suite a la centrifugation.

B.l.1.c. Interaction de Poldip2 avec les protéines cytosoliques seules

Dans le but d’aller plus loin dans I’identification des interactions mises en jeu entre les différents
partenaires protéiques, nous avons étudié par Dot Blot les interactions entre Poldip2 et les protéines
cytosoliques en solution en absence des fractions membranaires. Les protéines p47°"* (5 a 64 pmol), p67°h>
(4 a 49 pmol) et Rac (5 a 62 pmol) sont déposées sur une membrane de nitrocellulose (Figure 111- 45 A). La
membrane est ensuite incubée dans une solution de BSA a 0.5% contenant du Poldip2 a 100 nM. Enfin, la
membrane est marquée par un anticorps primaire contre Poldip2 puis un anticorps secondaire couplé a la
HRP. Un signal trés fort pour p47°P"* est détecté contrairement a p67°"* et Rac. Le signal de
chimioluminescence est d’autant plus fort que la quantité de p47P"* déposées est importante. Ce résultat
suggere qu’il y a une interaction trés forte entre Poldip2 et p47°"* en solution. L expérience est refaite en
déposant sur la membrane 10 fois moins de protéines soit 0,2 a 5 pmol pour p47°"* et Rac et 0,16 a 4 pmol
pour p67°"* et Rac pour mieux révéler les signaux plus faibles (Figure 111- 45 B). En effet, étant donné que
la camera qui analyse les signaux de chimioluminescence fait une moyenne entre les signaux élevés et

faibles pour optimiser le résultat, il est possible de ne pas détecter de faibles signaux. Avec des dépots 10
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fois moins importants en protéines, le signal pour p67°" est finalement détecté. 11 est beaucoup plus faible
que pour p47PhoX L interaction entre Poldip2 et p67°" est donc beaucoup plus faible. En revanche aucun

signal n’est visible pour Rac.
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Figure 111- 45 : Interaction de Poldip2 les protéines cytosolique p47 ", p67 P et Rac.

Les protéines cytosoliques sont déposées sur la membrane de nitrocellulose. La membrane est ensuite
incubée dans une solution de BSA a 0,5 % contenant du Poldip2 a 100 nM. La membrane est marquée par
un anticorps dirigé contre Poldip2 (Abcam). (A) p47°" (5 & 64 pmol), p67°"™ (4 & 49 pmol) et Rac (5 &
62 pmol). (B) p47°" et Rac (0,2 &5 pmol) p67°" (0,16 et 4 pmol). (C) p47 ""** 20 pmol, Rac 21 pmol et
p67 P 16 pmol. (D) GST, GST-p47°"™ et GSTp47°"** (1-342) 20 pmol.

Ces premiers résultats étant tres intéressant, nous avons cherché a savoir quel serait I’interaction de
Poldip2 avec le mélange de deux ou trois des protéines cytosoliques. Celles-ci sont donc déposées sur la
membrane de nitrocellulose et I’interaction de Poldip2 est mise en évidence comme décrit plus haut dans ce
paragraphe. Le signal détecté lorsque p47°"* et p67P" sont déposés ensemble sur lamembrane est beaucoup
moins intense que pour p47°M* seul. Lorsque Rac est ajouté au mélange des deux, le signal diminue
d’avantage. Il semble que les interactions entre p47°"* et Poldip2 sont moins fortes lorsque p67°"° et Rac
sont présents, suggérant également que lorsque I’hétérodimeére p47°Pn*x-p67P"* est (pré)formé en solution,

les régions d’interaction avec Poldip2 sont moins accessibles

En effet, en solution lorsque le complexe n’est pas activé, p47°"°* et p67°"* forment un dimére. La
région PRR en C-terminal de p47°" se fixe sur le domaine SH3 de p67°"* (299). De plus, p47P"* présente
une conformation fermée. La protéine est repliée de telle sorte que les domaines PX, SH3 sont masqués et

ne peuvent pas interagir ni avec les phospholipides de la membrane ni avec la région PRR en C-ter de p22P"™
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(183). Par homologie avec la protéine HspQ, un domaine SH3 pourrait étre présent dans la région N-terminal
de Poldip2 (domaine YccV-like)(285). En tenant compte de ces informations en plus des résultats des
expériences de Dot Blot, il est possible que Poldip2, tout comme p67P"%, se fixe sur p47P"* sur sa région
PRR via son domaine SH3. La région PRR est également présente sur la séquence de p67°"*. Une interaction
de Poldip2 avec cette derniere est également possible. Cette interaction est confirmée par les expériences de
Dot Blot. Cependant, contrairement a p47°", elle est beaucoup plus faible. Cela suggére une affinité
différente de Poldip2 vis a vis de la région PRR de p67°"* ou une accessibilité différente de cette région
lorsque p67°"* est a I’état inactif. En effet, lorsque le systéme enzymatique est au repos, p67°"* est replié
de telle sorte que le domaine SH3 et le motif TPR sont tres proches masquant ainsi la région PRR, ce qui
limiterait I’acces a Poldip2 (223). Si on prend en considération que Poldip2 et p67°"* peuvent interagir avec
p47°"o% sur la méme région, celles-ci seraient donc en compétitions. Il ne serait donc pas surprenant que
I’ajout de p67°"* ayant plus d’affinité pour la région PRR de p47°" limite I’interaction de Poldip2 sur ce
dernier. L’ajout de Rac diminue d’avantage I’interaction de Poldip2. Dans la littérature, il est décrit que Rac
se fixe sur p67°"* sur son domaine TPR aprés activation pour I’amener vers la membrane ou il se fixe sur
son site d’interaction. Cette interaction se produit lorsque Rac est sous sa forme GTP. Dans cette expérience
nous avons utilisé une forme de cette protéine mutée, Rac1Q61L. La structure de cette protéine est tres
similaire au Rac couplé a la GTP. Par ailleurs, il a été montré dans la littérature que la forme Rac1Q61L-
GTP est capable de se fixer a la protéine p67P"*. La structure cristallographique montre une interaction entre
le domaine SWITCH I de Rac et le domaine TRP de p67°" (239). On peut donc imaginer que le Rac1Q61L
utilisé dans nos expériences soit capable de se fixer a la protéine p67°"* sous sa forme compléte. Ainsi la
formation d’un trimére pourrait induire un réarrangement des domaines d’interaction différent de celui

retrouvé pour chaque protéine seule, masquant ainsi les sites d’interactions avec la protéine Poldip2.

Finalement, pour vérifier si I’interaction entre Poldip2 et p47°"°* se fait au niveau de la région PRR
de p47P" nous avons étudié par Dot Blot I’interaction entre Poldip2 et p47P" (protéine compléte) et p47°hox
tronqué en C-terminal. Ce dernier ne posséde pas la région PRR. La Figure 111- 45 montre que I’interaction
se fait uniquement sur la forme compléte de p47°"* et, lorsque la région PRR est absente, I’interaction ne

se fait plus. Ce résultat est donc en accord avec notre hypothése.

B.1.2. Effet de Poldip2 sur I’activité de NOX2

Il est montré dans la littérature que I’interaction de Poldip2 avec NOX4 via son partenaire p22°P"ox
induit une augmentation de son activité d’un facteur 3 (19). Nous avons obtenu des résultats similaires avec
Poldip2 (rat) produit dans la levure et NOX4 exprimé dans les cellules HEK293 ou nous avons montré que
Poldip2 (rat) est fonctionnel et qu’il interagit avec NOX4/p22P"* (humain). Nous avons pu également mettre

en évidence dans le paragraphe précédent que Poldip2 interagit avec NOX2. Cette interaction qui semble
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modifier I’assemblage des sous-unités cytosoliques sur leurs partenaires membranaires pourrait, sans doute,

avoir des conséquences sur le fonctionnement de I’enzyme.

L’effet de Poldip2 sur le fonctionnement de la NADPH oxydase (NOX2) des neutrophiles est
observé in vitro a I’aide du test d’activité dit « acellulaire » ou « cell-free ». Ce test in vitro est réalisé en
mettant en présence les fractions membranaires des neutrophiles humains contenant NOX2/p22°™ et les 3
protéines p47°"x p67P" et Rac (recombinantes et purifiées), régulatrices de I’activité du cyth558.
L’ activation de I’enzyme se fait par I’ajout d’acide arachidonique qui va permettre I’assemblage des
protéines cytosoliques a la membrane. Il s’ensuit alors une production d’anions superoxyde. En absence
d’acide arachidonique et/ou des protéines cytosoliques, NOX2 est inactive et ne produit donc pas d’anions
superoxyde.

B.1.2.a. Poldip2 : role d’activateur de NOX2 ?

Dans une premiere série d’expérience, nous avons cherché a savoir si Poldip2, seul, peut activer
I’enzyme NOX2. Des concentrations croissantes de Poldip2 recombinant de rat (0 a 765 nM) ont été ajoutées
a la fraction membranaire de neutrophiles en absence de protéines cytosoliques p47P", p67P"* et Rac.
L’ activité de I’enzyme est déterminée en suivant la vitesse de réduction du cytochrome ¢ a 550 nm. Nous
avons observé une augmentation de I’activité de NOX2 d’un facteur 2 qui est dose-dépendante de Poldip2
(Figure 111- 46). Cette légere augmentation, observée en présence ou en absence d’acide arachidonique, est
proche de I’augmentation d’activité observée de NOX4 (facteur 2-3) suggérant que Poldip2 pourrait étre
également un activateur de NOX2.

Cependant, lorsque I’effet de Poldip2 (336 nM) sur I’activité de NOX2 est suivi en mesurant la
consommation de NADPH, substrat de la réaction, a 340 nm, I’activité spécifique de I’enzyme est environ
0,04 équivalent uMol O;".s%, du méme ordre de grandeur que I’activité de I’enzyme NOX2 non activée
(Figure 111- 47 et Figure I11- 47 zoom). Toutefois, une activité spécifique d’environ 0,6 équivalent uMol
O,.s 1 de I’enzyme aprés activation par les protéines cytosoliques et I’acide arachidonique confirme que
I’enzyme est fonctionnelle (contrble positif). Les résultats de ces expériences n’étant pas cohérents, il est
difficile de dire si Poldip2 est capable ou non d’activer significativement NOX2. Nous avons donc tenté de
comprendre I’augmentation observée de la réduction du cytochrome c en présence de concentration de
Poldip2, un effet direct de Poldip2 sur cytochrome ¢ qui induit une réduction de celui-ci n’étant pas a

exclure.
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Figure 111- 46 : Effet de Poldip2 sur NOX2 en absence des fractions cytosolique (FC).
(-) AA : sans acide arachidonique. (+) AA : avec acide arachidonique (32 uM). L ‘activité de NOX2 a été
mesurée en suivant la réduction du cytochrome ¢ & 550 nm. 4 nM cyth558, 269 nM p67°"™, 175,5 nM
p47°"* 136,6 nM RacQ61L, 200 pM NADPH, 50 puM cytc. Les valeurs sont une moyenne de 3 répétitions
de mesure £ SEM (* : P<0,05 ; ** : P<0,01).

0.8-
k%%
0.006-
- 0 . " . .
» 0.6- ) = Figure 111- 47 : Effet de Poldip2 sur NOX2 non
. ow active. L’activite de NOX2 a été mesurée en
Q H suivant la consommation du NADPH a 340 nm.
g ” E Le panel de droite est un zoom du panel de
; : gauche. FM : Fraction Membranaire. FC:
2 Fraction cytosolique, AA : Acide arachidonique.
2 o000 4nM cytb558, 269nM p67phox, 303 nM
o 0-24 p47phox, 786 nM Rac1Q61L, 200 uM NADPH,
54 uM acide arachidonique. Les valeurs sont
une moyenne de 3 répétitions de mesure £ SEM
0.0 . (*** : P<0,001 ; ns : non significatif).
A, A A,
Y, b Ty, %,
& 0o %
(&) o, <
x (o7 3
% o‘,@ 96,’)
""6'0 Y
%
Pour apporter des éléments de réponse a I’augmentation de la vitesse de réduction de cytc constatée
dans la Figure IllI- 46, nous avons réalisé des expériences dans lesquelles nous avons fait varier la

composition du mélange réactionnel. Chaque expérience a été analysée en présence ou non de superoxyde
dismutase (SOD) afin d’identifier s’il y a production de superoxyde. En effet, comme la SOD dismute

I’anion superoxyde avant que celui-ci ne puisse réduire le cytochrome c, cela nous permet de vérifier si la
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réduction du cytochrome ¢ observée résulte d’une production d’anion superoxyde et donc d’une activité
NADPH oxydase. Dans le cas de la fraction membranaire seule, on observe une diminution de I’activité en
présence de SOD (Figure Il1- 48). Cette diminution correspond a une production de superoxyde qui émane
de I’activité de NOX2. Lorsque la fraction membranaire et Poldip2 sont mélangés, la vitesse de réduction
du cytc est 2 fois plus grande que lorsque Poldip2 est absent. Pourtant aucune variation significative de la
vitesse de réduction du cytc n’est observée en présence de SOD. Par ailleurs, on observe dans cette figure
une légere augmentation de la réduction du cytc suite a chaque ajout de SOD suggérant qu’une proportion
du cytc pourrait étre déja réduit.

Nous en concluons que I’augmentation de la vitesse de réduction du cytc observé, corrélée a une
concentration croissante de Poldip2, est un artefact et ne résulte pas d’une augmentation directement de la
production d’anion superoxyde mais plutdt d’especes réductrices résiduelles (potentiellement Poldip2)
capable de réduire le cytc comme I’indique I’expérience contréle mettant en présence Poldip2 seul avec le
cytc. Ces dernieres conclusions remettent donc en cause les résultats observés sur la Figure I11- 46. Sur la
base des résultats obtenus en suivant la consommation de NADPH par I’enzyme, nous en concluons que
Poldip2 ne semble donc pas étre un activateur direct de NOX2.
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Figure 111- 48 : Effet de Poldip2 sur NOX2 non activé en présence de superoxyde dismutase (SOD).
L "activité de NOX2 a été mesurée en suivant la réduction du cytochrome a 550 nm. 4 nM cytb558, 1,5 uM
SOD, 200 uM NADPH, 50 uM cytc. Les valeurs sont une moyenne de 3 répétitions de mesure + SEM.
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B.1.2.b. Effet de Poldip2 sur I’activité de NOX2

Nous avons ensuite étudié I’effet de Poldip2 sur I’activité de NOX2 en présence d’acide
arachidonique et des protéines cytosoligues, conditions dans lesquelles le complexe NADPH oxydase est
actif et fonctionnel. L effet de I’addition de Poldip2 sur I’activité de NOX2 a été suivi a la fois en mesurant
la vitesse de réduction du cytc (Figure 111- 49 A) et celle de consommation du NADPH (Figure I11- 49 B).

L ajout de Poldip2 conduit a une diminution I’activité de NOX2. Environ 20 % de diminution de
I’activité de NOX2 est mesuré en présence de 382 nM de Poldip2 en suivant la vitesse de réduction du cytc.
De la méme fagon, on observe une diminution de I’activité de NOX2 en fonction d’une concentration
croissante en Poldip2 en suivant la consommation de NADPH. Cette diminution atteint 50 % de I’activité
initiale pour une concentration de 1.3 uM de Poldip2. Les deux approches pour suivre I’activité de NOX2
conduisent a la méme conclusion : Poldip2 aurait un réle inhibiteur sur le fonctionnement de NOX2.
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Figure 111- 49 : Effet de Poldip2 sur NOX2 en présence des fractions cytosoliques et d’acide
arachidonique.

(A) L activité de NOX2 a été mesurée en suivant la réduction du cytochrome c¢ a 550 nm. 4 nM cytb558,
269 nM p67°"* 177,5nM p47°", 136,6 nM Rac Q61L, 200 uM NADPH, 50 pM cyt ¢, 32 uM acide
arachidonique. (B) L ‘activité de NOX2 a été mesurée en suivant la consommation de NADPH & 340 nm.
4 nM cytb558, 269 nM p67°"*, 303 nM p47°", 786 nM Rac Q61L, 200 uM NADPH, 50 puM cyt ¢, 32 uM
acide arachidonique. Les valeurs sont une moyenne de 3 répétitions de mesure + SEM (*** : P<0,001 ;
**: P<0,01; *: P<0,05 ; ns : non significatif.
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B.1.2.c. Identification des partenaires et mode d’action de Poldip2

Dans le but de mettre en évidence le mode d’action de Poldip2 sur le complexe NADPH oxydase et
d’identifier le mécanisme par lequel Poldip2 inhibe I’activité de NOX2, nous avons suivi I’activité de NOX2
en la mettant en présence de Poldip2 avec chacune des protéines cytosoliques prise séparément, et en

présence ou non d’acide arachidonique (Figure I11- 50).

Nous avons observé que Poldip2 n’a pas d’effet sur I’activité de NOX2 en présence d’une seule des
protéines cytosoliques en présence ou d’acide arachidonique (Figure 111- 50). Cela est peu étonnant dans la
mesure ol il est connu que p47°" et Rac sont incapables d’activer seuls NOX2. Seul le couple
Poldip2/p67phox en présence d’acide arachidonique, augmente légérement d’un facteur 2 I’activité (basale)
de NOX2. 1l est possible que Poldip2 puisse aider a I’interaction de p67°"* avec la fraction membranaire

des neutrophiles conduisant a un systéme un peu plus actif.
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Figure 111- 50 : Effet de Poldip2 combiné a une protéine cytosolique sur I’activité de NOX2 avec ou
sans acide arachidonique.
L "activité de NOX2 a été mesurée en suivant la réduction du cytochrome c a 550 nm. 4nM cytb558, 269 nM
p67°" 177,5 nM p47°"* 136,6 nM Rac1Q61L, 200 uM NADPH, 50 pM cytc, 32 uM acide arachidonique.
Les valeurs sont une moyenne de 3 répétitions de mesure + SEM.

Dans I’expérience suivante (Figure I11- 51), nous avons remplacé dans le systéme cell-free I’une des
3 protéines régulatrices du cytb558 par Poldip2 en présence et absence d’acide arachidonique. On observe,
d’une maniére générale, que les activités restent faibles. Les substitutions de Rac1Q61L ou p67P" par
Poldip2 en présence ou non d’acide arachidonique n’ont pas d’effet significatif. Ceci est cohérent avec la
littérature qui montre que Rac et p67°" sont essentiels a I’activité in vitro de I’oxydase (208, 296). Lorsque
p47°hox est absent du systéme cell-free en présence d’acide arachidonique, p67°"* et Rac1Q61L, a elles
seules, peuvent partiellement activer NOX2 comme cela avait déja été observé dans la littérature (208, 296).
Nous constatons alors que Iactivité spécifique de NOX2 diminue de 90 mol O."-.s~.mol (cyth558)* a
70 mol Oy~.s~*.mol (cytb558)-1.
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Lorsque Poldip2 est ajouté a ce systeme cell-free incomplet ne contenant que p67°"* et Rac,
I’activité de NOX2 diminue encore plus, jusqu’a 40 mol O,~.s~.mol (cytb558)-1. Nous pouvons en conclure
que Poldip2 ne peut pas remplacer p47°"%. Au contraire, il inhibe encore plus I’enzyme. Ces résultats sont
cohérents avec ceux de la Figure 111- 44 suggérant que Poldip2 et p47P" pourraient interagir avec p22Pn>
au niveau du méme site d’interaction, dans la région C-terminale de p22°". La compétition entre ces deux

protéines aboutirait & un complexe assemblé de maniére moins fonctionnelle.
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Figure 111- 51 : Substitution d’une des trois protéines cytosoliques dans le systeme cell-free par Poldip2
avec ou sans acide arachidonique.

L ’activité de NOX2 a été mesurée en suivant la consommation de NADPH a 340 nm. 4 nM cytb558,

269 nM p67°"* 303 nM p47°"* 786 nM Rac1Q61L, 200 uM NADPH, 54 uM acide arachidonique. Les

valeurs sont une moyenne de 3 répétitions de mesure £ SEM (*** : P<0,001 ; ns : non significatif).

L’ expérience précédente a été reproduite en ajoutant des concentrations croissantes de Poldip2 au
complexe partiellement activé, toujours en absence de p47°P" (Figure I11- 52). L activité de NOX2 diminue
en fonction de I’augmentation de la concentration de Poldip2. L activité chute d’environ 40 % pour une
concentration de 366 nM en Poldip2. Ce résultat est cohérent avec une interaction croissante de Poldip2

lorsque le ratio Poldip2/FM augmente que nous avions vu en Western Blot (Figure I11- 40).
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Afin de vérifier que les effets observés sont bien spécifiques a Poldip2 et non dus a des artefacts,
nous avons mesuré les activités de NOX2 en présence du Poldip2 avant et apres dénaturation de ce dernier.
La Figure 1l1- 53 montre que Poldip2 dénaturé a perdu ses propriétés inhibitrices de I’activité de NOX2
puisque les activités en absence de Poldip2 et en présence de Poldip2 dénaturé sont les mémes. Nous
pouvons donc en conclure que la diminution d’activité de NOX2 observé en présence de Poldip2 est bien

due a une interaction spécifique entre Poldip2 et le complexe oxydase.

200-
e 3 FM + pa7emo% + p67°hox + Rac + AA

| @ FM +p67°hex + Rac + AA

150+

1004

Activité spécifique

0
<

(mol O, s mol(cytb558)™)

% 5
A 0.
%, o
2 o N3y,
@f) S /4

2‘(,‘,.@_

Figure 111- 53 : Effet de Poldip2 dénaturé et non dénaturé sur | ’activité de NOX2 en absence de p47°".
4 nM cytb558, 183 nM Poldip2, 269 nM p67°", 303 nM p47°"* 786 nM Rac Q61L, 200uM NADPH,

54 uM acide arachidonique (AA). Poldip2 est dénaturé par chauffage a 100 °C pendant 15 min. Les
valeurs sont une moyenne de 3 répétitions de mesure £ SEM (*** : P<0,001 ; ** : P<0,01).
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B.1.2.d. Effet d’une pré-incubation avec Poldip2 sur I’activité de NOX2

La question se posait de savoir si I’ordre de mise en présence des différentes protéines pouvait agir
sur I’activité de la NADPH oxydase. Nous avons donc joué sur la séquence d’ajout de Poldip2 et des
protéines cytosoliques dans le mélange réactionnel et comparé les effets observés au mélange ne contenant
pas de Poldip2 (contr6le). Dans la mesure contrble (premiére barre dans I’histogramme), les fractions
membranaires sont préalablement incubées seules dans le tampon a 25°C pendant une minute
(Figure 111- 54). Les fractions cytosoliques et I’acide arachidonique sont ensuite ajoutés au mélange qui est
de nouveau incubé pendant 5 min pour permettre I’assemblage du complexe NADPH oxydase. La mesure
de la cinétique est faite en suivant la consommation du NADPH au cours du temps a 340 nm. La mesure
faite dans ces conditions donne une bonne valeur d’activité. Lorsque Poldip2 est ajouté au mélange
réactionnel en méme temps que les fractions cytosoliques (deuxieme barre de I’histogramme), I’activité de
NOX2 chute de 160 a 120 mol Oz~ S~ mol (cyth558)-1. Mais lorsque Poldip2 est ajouté aux fractions
membranaires avant la premiére incubation d’une minute (troisieme barre de I’histogramme), I’activité de
I’enzyme revient a des valeurs semblables au contrdle. 1l semble que, dans ce dernier cas, le complexe
enzymatique est assemblé correctement et fonctionne normalement alors que dans I’autre cas I’assemblage
n’est pas correcte ce qui mene a une diminution de I’activité de I’enzyme. Nous avons montré en Dot Blot
(Figure 1lI- 45) que Poldip2 pouvait interagir avec p47°"°* en se fixant sur sa partie C-terminale
probablement via son domaine YccV-like. En se fixant sur p47°"*, Poldip2 empéche p47°" de se fixer sur
son site d’interaction au niveau de la région PRR de p22°"*, Par ailleurs, Poldip2 peut se fixer sur la partie
C-terminale de p22°"* via son domaine DUF525 et amener avec elle p47°"* fixée sur son domaine YccV-
like. Dans cette configuration le complexe enzymatique n’est pas assemblé correctement. Cependant,
lorsque Poldip2 est ajouté au mélange réactionnel avant I’ajout des protéines cytosoliques, I’interaction entre
Poldip2 et p47°P" en solution ne se fait plus. Poldip2 se fixe sur la partie cytosolique de p22P"* ensuite vient
p47°hox et se fixe dans cette méme région au niveau des sites encore accessibles. De cette maniére Poldip2

ne perturbe pas I’assemblage du complexe.
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B.11. Discussion : Hypothése sur une nouvelle régulation de NOX2

Le mécanisme d’activation de NOX2 a largement été décrit dans la littérature (187, 189, 208). Nous
ne présentons ici qu’une version simplifiée de ce mécanisme pour faciliter d’une part I’interprétation des
phénomenes observés en présence de Poldip2. D autre part, n’ayant pas utilisé la protéine p40P"* dans les
expériences, nous ne prenons donc pas en compte les phénomeénes qui peuvent potentiellement se produire

en sa présence.

Les protéines cytosoliques p47°"* et p67°1°* forment un dimere a I’état repos (Figure I11- 57 A). Le
deuxiéme domaine SH3(B) de p67°"* interagit avec le domaine PRR de p47P", Les protéines p47P"* et
p67°" sont repliées de maniére a ce que leurs sites d’interaction avec NOX2 soient cachés. L ajout d’acide
arachidonique permet de mimer les phosphorylations présentes sur p47°Ph°* et p67°"* exposant ainsi leur site
d’interaction a NOX2. Par conséquent, Le dimere peut migrer vers la membrane et se fixer sur les différents
sites d’interaction et activer I’enzyme NOX2 (Figure 111- 58 A). La région SWITCH1 de Rac1Q61L (bloqué
sous sa forme GTP) interagit alors avec le domaine TPR de p67P"*. Lorsque Poldip2 est introduit dans le
mélange, le complexe se comporte différemment. Les interactions décrites précédemment sont modifiées
pour permettre I’interaction de Poldip2 avec le complexe enzymatique. Ces derniéres sont décrites dans les

paragraphes suivants.
B.11.1. Au repos (absence d’acide arachidonique)
B.Il.1.a.  Avec les membranes
Les expériences d’interaction protéine—protéine ont montré que les deux formes de Poldip2 (29 et

39 kDa) co-précipitent avec les membranes de neutrophiles. Ce résultat est en accord avec la littérature qui
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a été montré que Poldip2 interagit avec la partie C-terminale de p22°"* dans les cellules du VMSC contenant
du NOX4 (19). Cette interaction de Poldip2 est dépendante de la concentration en Poldip2 et elle pourrait
également se faire au niveau du domaine PRR de p22phox. Il semble que la fixation de Poldip2 sur la

fraction membranaire de neutrophiles n’a aucun effet d’activation de I’enzyme (Figure 111- 47).
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Figure I11- 55 : Représentation schématique des interactions de Poldip2 avec p22phox et la membrane.

Nous avons cependant également observé que les deux formes 29 et 39 kDa de Poldip2 se fixent a
des fractions membranes de lignée de cellules Cos 7, méme en absence de NOX2 et p22P"*, Ce résultat
suggere que cette protéine a également un ancrage (non spécifique) dans les bicouches lipidiques ou bien
avec des protéines membranaires des cellules Cos 7. Cette interaction pourrait étre assurée soit par le
domaine DUF525 soit par I’hélice en C-terminale du domaine YccV-like, tous deux présents dans les deux
formes. En effet, sur la face extérieure de I’hélice du domaine YccV-like se trouvent des résidus chargés
positivement qui permettraient I’interaction avec les phopholipides de la bicouche membranaire
(Figure 111- 56).
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Figure I11- 56 : distribustion des résidus
hydrophobes sur le modéle structural de la
protéine Poldip2 basé sur la structure de HspQ.
Code PDB: 5YCQ. En rouge: résidus
hydrophobes; en blanc: résidus non
hydrophobes ; en jaune ; méthionine en position

56. Figure obtenue avec PyMol.

B.11.1.b.  Avec les protéines cytosoliques

Les expériences de Dot Blot ont révélé que Poldip2 interagit fortement avec p47°'°%. La protéine
p47PMox (tout comme p22P"°) possede dans sa région C-terminal le domaine PRR connu pour interagir avec
p67°M°* au repos. Nos résultats montrent que I’interaction avec Poldip2 a probablement lieu au niveau de
cette région de p47°"x. Cette hypothése est confirmée par I’absence d’interaction entre Poldip2 et la forme
tronquée de p47°"* ou le domaine PRR est absent (Figure Il11- 45 D). Puisque p47P" peut étre libre en
cellules et en solution, c’est-a-dire non engagé dans I’interaction avec p67°" (300, 301), il est donc
envisageable que le domaine YccV-like de Poldip2, présentant une structure SH3, puisse se fixer sur le PRR
de p47P" libre. En tenant compte de tous nos résultats, il apparait que Poldip2 interagit avec p47°"% pour
former I’hétérodimere p47°"/Poldip2 (Figure I11- 57 B). Cette interaction a une conséquence importante
sur I’assemblage et I’activité de I’enzyme puisque p47°P"°* engagé dans une interaction avec Poldip2 ne peut
plus amener p67°"* a la membrane. Par ailleurs, les expériences de Dot Blot ont montré une interaction de
Poldip2 avec p67°"*. Cette interaction est beaucoup plus faible que celle observée avec p47°P">
probablement dii au fait que, sous sa forme inactive, p67°"* présente des interactions intramoléculaires

impliguant ses domaines PRR et SH3(A).
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Figure 111- 57 : Représentation schématique des interactions entre protéines cytosoliques au repos
(sans AA).
(A) en absence de Poldip2. (B) en présence de Poldip2.

B.11.2. Activé (en présence d’acide arachidonique)

B.1l.2.a.  Avec les membranes seules

L’interaction de Poldip2 (les deux formes) avec la fraction membranaire des neutrophiles est plus

importante en présence qu’en absence d’acide arachidonique (Figure I11- 44). Poldip2 est donc sensible &

I’acide gras qui modifie probablement la structure pour lui permettre d’interagir plus facilement avec la

membrane de neutrophiles. Cette observation est en accord avec I’idée que Poldip2 est une phosphoprotéine,

méme si I’analyse de spectrométrie de masse n’a pas identifié de site de phosphorylation de la protéine

recombinante. Cela suggére que la phosphorylation de Poldip2 doit étre initiée par des phénomenes de

signalisation cellulaire qui n’ont pas lieu lors de la surexpression de la protéine. L’interaction de Poldip2
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avec la fraction membranaire de neutrophiles se fait probablement comme cela a été proposé pour
NOX4/p22°"* sur le domaine PRR de p22°"*. Nos résultats montrent que cette interaction avec le complexe
membranaire aide a la fixation de p67°" puisque nous constatons une légére activation de NOX2 en
I’absence de p47°"* et Rac (Figure 1l1- 50).

B.11.2.b.  En présence des protéines cytosoliques

Lors de I’activation par I’acide arachidonique, les protéines cytosoliques changent de conformation
permettant leur assemblage avec leur partenaire membranaire NOX2/p22P"* (Figure I11- 58 A). Bien que

ces interactions soient encore a 1’étude, cet edifice est deja largement décrit dans la littérature.

En présence des protéines cytosoliques, nous avons montré que Poldip2 co-précipite également avec
la fraction membranaire mais en plus faible quantité (Figure I11- 44). Nous constatons aussi que p47P",
dans sa forme activée, s’accroche moins a la membrane quand Poldip2 est présent (puisque son signal dans
le surnageant est plus important en présence de Poldip2). C’est cohérent avec I’inhibition observée lorsque
Poldip2 est ajouté en méme temps que les autres protéines cytosoligues. Cela suggére gu’un des mécanismes
d’inhibition de Poldip2 sur I’activité de NOX2 est di a I’interaction de p47°"* avec Poldip2, I’empéchant
ainsi d’amener p67°°* a la membrane. Alternativement, il est possible que I’heterodimére Poldip2/p47°Pox
migre vers la membrane, interagisse avec la membrane via les domaines DUF525 et PX de Poldip2 et
p47Phox respectivement.

Par ailleurs, nous avons aussi observé que, dans les expériences réalisées en Western Blot, p67°
se fixe de maniéere équivalente a la fraction membranaire de neutrophiles que ce soit en présence ou en
absence de Poldip2 (Figure Il1- 44). 1l semble donc que I’ajout de Poldip2 ne géne pas I’interaction de
p67°Mx avec NOX2. Néanmoins, en absence de p47°"°%, une concentration croissante de Poldip2 augmente
I’inhibition du complexe oxydase activé (Figure Il1- 52). Méme si Poldip2 jouerait ainsi le role de p47°ho
en amenant p67phox a la membrane, on peut supposer que dans ce cas I’organisation du complexe est moins
optimale. Poldip2 pourrait interagir avec p67°"* sur son domaine PRR devenu accessible par I’effet de
I’acide arachidonique. Le nouveau complexe enzymatique ainsi formé peut subir des torsions au niveau des
régions cytosoligues flexibles de NOX2 conduisant ainsi un a réarrangement des domaines NADPH et FAD
moins favorable aux transferts d’électrons et par conseéquent & une inhibition de I’enzyme. En ce qui
concerne Rac, les westerns blot ont montré une Iégére diminution de son interaction avec les fractions
membranaires de neutrophiles en présence de Poldip2 (Figure 111- 44). Etant donné que Poldip2 est capable
de se fixer de maniére non spécifique a la membrane plasmique, on ne peut donc pas exclure qu’elle puisse

saturer les sites d’interaction de Rac, limitant ainsi sa fixation a la membrane.
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Figure 111- 58 : Représentation schématique des interactions des protéines cytosoliques avec le
cytochrome b558 activé (avec AA).
(A) En absence de Poldip2. (B) En présence de Poldip2.

B.111. Effet de Poldip2 sur NOX2 in cellulo

Les expériences préecédemment réalisées ont montré que Poldip2 inhibe I’activité de NOX2. Cette
inhibition, dans des conditions physiologiques, pourrait avoir des conséquences biologiques importantes.
Par ailleurs, il est connu dans la littérature que les neutrophiles produisent beaucoup plus de ROS que les
autres cellules du systéme immunitaire telles que monocytes et macrophages (228, 302-304). En croisant
cette information avec les résultats précédemment montrés, nous pouvons émettre I’hypothése que cette
différence d’activité de NOX2 entre les différents types cellulaires pourrait étre liée a la présence de Poldip2
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dans ces cellules. Par conséquent, nous avons tout d’abord cherché a vérifier si Poldip2 est exprimé dans
les monocytes et macrophages. Ces travaux ont été menés en en collaboration avec 1’équipe de My-Chan
Pham Dang au Centre de Recherche sur I’Inflammation (CRI, Bichat). Les monocytes et neutrophiles ont
été isolés a partir de sang humain d’un méme donneur. Une partie des monocytes ont été mis en culture
dans du milieu RPMI supplémenté de sérum bovin et d’antibiotiques et différenciés en macrophages de type
M1 et M2 en ajoutant respectivement les facteurs de différentiation GM-CSF et MCSF. Les cellules isolées
sont lysées et les extraits sont analysés par Western Blot. La Figure 111- 59 confirme la présence de NOX2
dans tous ces types cellulaires. Les monocytes expriment beaucoup moins de gp91Phox et p22°P"°* que les
autres types cellulaires. Cela pourrait &tre une des raisons pour laquelle la production de ROS est moindre.
Les macrophages, quant a eux, semblent exprimer plus de protéines gp91°"* que les neutrophiles. Cependant
il est assez difficile d’estimer la quantité de gp91P"* du fait du signal en smire d{i aux glycosylations de la
protéine. Nous nous basons donc sur I’expression de p22°"*, Celle-ci est similaire dans les deux types
cellulaires. En tenant compte du fait que p22P"* et gp91°"°% sont présents en des proportions
steechiométriques dans la cellule (167), il est plus probable que I’expression de NOX2 soit similaire dans
les neutrophiles et les macrophages. Néanmoins, il est décrit dans la littérature que les macrophages
produisent moins de ROS que les neutrophiles et les monocytes (304), et avec une cinétique différente (303).
Etant donné le niveau élevé d’expression de NOX2 dans les macrophages, le faible niveau de production de
ROS ne peut donc pas simplement lui étre corrélé. D’autre part le Western Blot révéle la présence Poldip2
dans les monocytes et surtout dans les macrophages. En tenant compte de ce dernier résultat en plus de ce
qui est décrit la littérature, il est possible que Poldip2 inhibe NOX2 dans les monocytes et macrophages.
Néanmoins a ce stade des expérimentations, les données ne sont pas suffisantes pour confirmer cette

hypothése avec certitude.
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Figure I11- 59 : comparaison de I’expression de gp91°"*, Poldip2 et p22°"°* dans les monocytes,
neutrophiles et macrophages.
MO : monocyte ; N1 et N2 : neutrophile ; M1 et M2 macrophage type M1 et M2. 12 ug de protéines
totales (lysats cellulaires) sont déposés. Tous les échantillons sont issus du méme donneur.

Fort de ces premiéres observations, nous avons entamé des expériences pour éteindre I’expression
de Poldip2 dans les monocytes par transfection avec des SiRNA dirigés contre I’ARNmM de cette protéine
dans le but de comparer le niveau de production de ROS avant et aprés transfection. Aprés purification, les
cellules de monocytes humains ont été traitées pendant 60 h avec des concentrations croissantes (10, 25, 50,
75, 100, 200 nM) de SiRNA dirigé contre I’ARNm de Poldip2 (SiP2) et des SIRNA contréle non spécifique
de PARNm de Poldip2, communément appelés SiScramble (SCR). Le Western Blot (Figure IlI- 60 B)
montre une diminution de I’expression de Poldip2 pour deux concentrations de SiRNA (25 et 50 nM). Le
contréle des dépdts sur gel fait par coloration au rouge ponceau de la membrane aprés transfert
(Figure 111- 60 A) confirme que la diminution d’expression de Poldip2 dans les monocytes est bien
spécifique au traitement par les SIRNA.

Ces résultats, assez encourageant, nous ont permis de définir la concentration en SIRNA permettant
de réduire I’expression de Poldip2. Nous pouvons maintenant envisager de traiter les monocytes par 50 nM
de SiIRNA et de comparer la production de ROS dans ces cellules avec celles traitées par les SIRNA controle
(SCR). Etant donnée les délais de la thése, les mesures de ROS aprés transfection des monocytes n’ont pas
pu étre faites. Néanmoins, si aprés transfection, le niveau de ROS produit augmente parallélement a la
diminution d’expression de Poldip2, les effets sur NOX2 observés in vivo seront donc cohérents avec ceux

obtenus in vitro, ce qui permettra de confirmer le nouveau mécanisme de régulation de NOX2 par Poldip2.
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Figure 111- 60 : Expression de Poldip2 dans les monocytes isolés de sang humain apres traitement par
les SIRNA pendant 60 h.
(A) Coloration au rouge ponceau de la membrane apreés | étape de transfert. (B) Western Blot marqué par
un anticorps anti-Poldip2 (Abcam). SCR : monocytes traités par des SIRNA contrdle (SiScramble) ; SiP2 :
monocytes traités par des SiRNA dirigés contre |’ARNm de Poldip2. 10 pg de lysat total sont déposés sur
le gel.
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. Conclusion

Au cours de cette these, nous avons réussi a exprimer Poldip2 (rat) recombinant dans un systeme
d’expression de levures pour le produire dans le milieu de culture. D’autres systemes d’expression ont été

réalisés (expression dans E. coli et in vitro) sur la protéine humaine avec succes.

Etant donnée la présence de sites de phosphorylation sur la séquence de Poldip2, nous avons choisi
de poursuivre les expériences avec la protéine produite en levure puisque seul ce systéme d’expression est
capable de faire ce type de modifications post-traductionnelles. La protéine Poldip2 a donc été produite a
grande échelle aprés optimisation des conditions de culture et purifiée a partir du surnageant de culture.
Plusieurs protocoles de purification par des méthodes de chromatographie ont été mis au point pour aboutir
a celui qui permet d’obtenir le meilleur rendement et pureté de la protéine. Finalement deux formes de

Poldip2 ont pu étre co-purifiées.

Les analyses de spectrométrie de masse des formes purifiées ont permis de vérifier que les deux
formes obtenues a 39 et 29 kDa correspondent bien a la protéine Poldip2 (rat), tronquée en N-terminal. Ces
deux formes ne possédent pas de modifications post-traductionnelles de type phosphorylation sur leur
séquence. Les analyses de dichroisme circulaire et d’infrarouge ainsi que les prédictions de structures faites
par le logiciel SWISS MODEL Homology modeling basé sur les structures des protéines ApaG et HspQ ont
montré que Poldip2 est une protéine globulaire contenant deux domaines YccV-Like et DUF525. Sa
structure contient en partant de N-ter & C-ter des feuillets g de type SH3 et une hélice o (domaine YccV-
like) suivi d’une autre structure en feuillets B. Les analyses de comparaison de séquence entre les espéces

nous ménent a penser que ces formes tronquées de Poldip2 pourrait cependant étre fonctionnelles.

Les expériences réalisées avec les cellules HEK293 exprimant NOX4 et p22P"* ont montré que
I’activité de NOX4 détectée au niveau du noyau et des mitochondries, est augmentée d’un facteur 2 aprés
ajout de Poldip2 recombinant, en accord avec son effet sur NOX4 décrit dans la littérature. La protéine (rat)
recombinante produite est donc fonctionnelle. Les expériences réalisées sur la lignée de cellules HEK293

ont permis de révéler une colocalisation de NOX4 et Poldip2 endogéne dans le noyau et les mitochondries.

Une fois la fonctionnalité de la protéine Poldip2 vérifiée, nous avons utilisé la protéine recombinante
pour étudier son effet sur NOX2. Nous avons étudié dans un premier temps son interaction avec le complexe
enzymatique et son effet sur I’assemblage du complexe NADPH oxydase, puis, dans un deuxieéme temps,

sont effet sur I’activité enzymatique.

Des tests de co-précipitation ont été réalisés pour étudier I’interaction de Poldip2 avec la fraction
membranaire de neutrophiles. Ces tests ont révélé que les deux formes tronquées de Poldip2 interagissent
avec la fraction membranaire de neutrophiles, avec une interaction préférentielle pour la forme la plus

149



CHAPITRE V : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

courte. L’interaction de Poldip2 avec la fraction membranaire de neutrophile augmente de fagon
concentration-dépendante. Les interactions avec les fractions membranaires des cellules Cos7 qui
expriment ou non NOX2 ont été étudiées pour determiner si les intéractions observées avec la fraction
membranaire de neutrophile est bien spécifique de NOX2. Les résultats montrent que Poldip2 interagit avec
NOX2 mais aussi avec les membranes en de moindres proportions. Nous avons attribué cette propriété au
domaine DUF525 de Poldip2 puisque ce domaine est présent dans les deux formes de Poldip2. On suppose
aussi que I’hélice a, présente sur le domaine YccV-like, conservée dans les deux formes, pourrait participer
a I’interaction avec la membrane. Par ailleurs, I’interaction de Poldip2 avec les fractions membranaires de
neutrophiles est augmentée en présence d’acide arachidonique, suggérant des modifications de structure de
cette protéine favorisant son interaction avec NOX2. L’étude de I’interaction de Poldip2 avec NOX2 en
présence des partenaires cytosoliques révéle que la présence de Poldip2 déstabilise I’interaction de p47°hox
avec NOX2 lorsque le complexe enzymatique est activé mais aussi Rac, de maniére indépendante de |’état
actif ou non de I’enzyme. Finalement, nos résultats montrent une interaction directe de Poldip2 avec p47°P"*
en absence de fractions membranaires, trés probablement sur la région PRR de cette protéine. L’interaction
de Poldip2 avec p67°"* est aussi présente mais beaucoup plus faible que p47°P"°%. La protéine p67°"* dans
son état fermé, ses domaines d’interaction avec Poldip2 seraient moins accessibles d’ou la faible intensité

de signal.

Les tests d’activités réalisés sur NOX2 indiguent que Poldip2, seule, ne semble pas étre un activateur
de NOX2. L’ajout de Poldip2 a une seule des protéines cytosoliques n’a pas d’effet sur I’activité de NOX2,
sauf pour le cas ot Poldip2 est ajouté a p67°"* en présence d’acide arachidonique suggérant que Poldip2
aide a amener p67° a la membrane. Les tests de remplacement d’une protéine cytosolique par Poldip2
montrent, au contraire, une inhibition de I’activité de NOX2, notamment quand p47°" est absente. Cette
inhibition est dépendante de la concentration de Poldip2 et cohérente avec I’interaction croissante de Poldip2
avec NOX2. Au vu de ces résultats, il nous semblait intéressant de voir si I’effet de Poldip2 était influencé
par I’ordre d’ajout des protéines cytosoliques. L’expérience réalisée montre que Poldip2 inhibe NOX2
lorsqu’il est ajouté dans le mélange réactionnel en méme temps que les autres protéines cytosoliques. Dans
le cas ou Poldip2 est pré-incubé avec NOX2, son effet inhibiteur est aboli. Ce dernier résultat, en association
avec I’étude d’interaction de Poldip2 avec les protéines cytosoliques, suggere que I’inhibition de NOX2 par
Poldip2 est due a son interaction avec p47°", I’empéchant ainsi d’amener p67°" a la membrane. Il n’est
pas exclu non plus que I’hétérodimeére Poldip2/p47P" interagisse avec la membrane respectivement via les
domaines DUF525 et PX de Poldip2 et p47P,

L’ensemble des résultats d’interactions et d’activités montrent que Poldip2 interagit avec le

complexe enzymatique et inhibe son activité. L interaction de Poldip2 a pour conséquence la formation d’un
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complexe ou les protéines sont réarrangées de telle maniére que les domaines FAD et NADPH ne permettent

pas un transfert optimal des électrons.
Il. Perspectives

Les expériences réalisées dans ce travail de these ont permis de mettre en évidence in vitro un
nouveau mécanisme d’inhibition de NOX2. Ces résultats sont assez prometteurs et méritent d’étre
approfondis. Il serait donc intéressant de produire séparément chaque domaine (DUF525 et YccV-like) de
la protéine Poldip2 afin de vérifier lequel de ces deux domaines est impliqué dans I’activation de NOX2
ainsi que dans les interactions protéine—protéine avec cette enzyme. On peut également envisager que la
séparation des deux domaines faciliterait leur production de maniére hétérologue. Ainsi en espérant
augmenter les rendements de purification de ces domaines on pourra mener plus facilement les études par

cristallographie aux rayons X ou par RMN de ces domaines aboutissant a leur structure tridimensionnelle.

Les résultats obtenus in vitro devront étre confirmés en cellules. Cette étude a déja été initiée a la
fin de ce projet. En effet la présence de Poldip2 endogéne dans les monocytes et les macrophages est
cohérente avec I’activité plus faible de NOX2 dans ces cellules par rapport a la forte activité en neutrophiles
qui n’expriment pas Poldip2. Ces résultats préliminaires semblent aller dans le sens de notre hypothése.
Pour confirmer cette hypotheése, il faudra moduler I’expression de Poldip2 dans ces cellules et observer les
effets sur P’activité de NOX2. Les expériences ont déja été entamées dans ce projet. Les résultats
préliminaires ont permis de déterminer la concentration idéale en SiRNA pour éteindre I’expression de
Poldip2 dans les monocytes. Il faudra maintenant mesurer les ROS produit par NOX2 dans les monocytes
apres transfection. Cette derniére partie du projet présente quelques contraintes techniques dont il faudra
s’affranchir. Premierement les monocytes comme les macrophages expriment NOX4 en plus de NOX2. Si
on mesure la production de ROS dans ces cellules aprés extinction du géne de Poldip2, il sera difficile de
distinguer I’effet sur I’un ou I’autre isoforme. En effet, en I’absence d’un inhibiteur spécifique de NOX4,
on risque de mesurer un effet combiné sur les deux enzymes : une diminution de I’activité de NOX4 associée
a une augmentation de I’activité de NOX2. Dans ce cas une option peut étre envisagée. Il faudra faire
phagocyter les cellules pour recruter NOX2 dans le phagosome. Apres cassage des cellules et isolement des
phagosomes, on pourra mesurer dans ce compartiment les ROS qui émanent de NOX2. Cette méthode a
déja été décrite (305, 306) mais ne semble pas facile a mettre en place. Nous ne pouvons pas non plus
garantir de pouvoir mesurer les ROS avec succeés apreés isolement des phagosomes. On peut également
envisager de transfecter des neutrophiles, qui semblent étre un meilleur modéle étant donné I’absence
d’expression de Poldip2 et NOX4, avec des ARNm de Poldip2 pour induire son expression. Néanmaoins, le

maintien en culture de ces cellules, connues pour avoir une durée de vie assez courte, représente encore un

151



CHAPITRE V : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

défi technique. Plus réecemment, une étude publié par Monceaux et al. (2018) décrit un protocole qui permet
de maintenir les neutrophiles en culture pendant 24 h dans du milieu RPMI supplémenté de glucose. Ce
protocole a été testé dans notre laboratoire et a permis de maintenir les neutrophiles viables jusqu’a 48 h
avec une conservation de leur activité (production de ROS et phagocytose). L’équipe de Monceaux a
également réussi a transfecter par électrolocation des neutrophiles par des plasmides ou des SiRNA (307).

Ces avancées techniques sont tres importantes et prometteuses pour le projet a venir.

En plus de ces deux approches, dont I’avantage principal est de travailler avec des cellules humaines,
on peut envisager deux autres possibilités qui permettraient également de Vérifier in cellulo I’inhibition de
NOX2 par Poldip2. Premiérement on pourrait isoler des macrophages de souris knockout NOX4. Ce
systeme, en plus de s’affranchir de I’effet croisé sur les deux enzymes, nous permettrait également de
vérifier si I’expression de Poldip2 peut étre indépendante de NOX4. Deuxiémement on pourrait envisager
de transfecter la lignée de cellules PLB avec le cDNA de Poldip2. Cette lignée cellulaire qui peut étre
différenciée en neutrophiles est plus facile a manipuler.
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Annexe 1 : Précipitation au sulfate d’ammonium des protéines.
25 pl d’échantillons sont déposés sur gel. La révélation du Western Blot a été effectuée avec une sonde
anti-histidine (Thermo Scientifique). C20 : culot précipité a 20 % ; C30 : culot précipité a 30 % ; C40 :
culot précipité a 40 % ; C60 : culot précipité a 60 %.
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CHAPITRE V : ANNEXES

kDa MM P2
250

Annexe 2 : Analyse de la structure secondaire de Poldip2 par SRCD.
(A, D, G) Spectre SRCD de la protéine Poldip2 purifiée. (B, E, H) Composition en structure secondaire
donnée par le logiciel bestsel a partir du spectre SRCD avec un scale factor de 1,5 et une largeur de spectre
allant 190 a 250 nm. (C) Poldip2 purifié par chromatographie d affinité au Nickel. (F) Poldip2 purifié par
chromatographie d’affinit¢é au Nickel et concentré au speed vac a 65 °C. (I) Poldip2 purifié par
précipitation au sulfate d’ammonium suivie d 'une chromatographie d affinité au Nickel.
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CHAPITRE V : ANNEXES

Annexe 3 : Effet de Poldip2 recombinant de rat
sur l’activité de NOX4 dans les fractions
nucléaires aprés 12 h de traitement & 10-? pg/m
doxycycline.

Les fractions sont enrichies avec un kit. Les
mesures sont faites sur 30 ug de fractions. Les
barres derreur sont calculées sur deux répétitions
d’expérience.

Annexe 4 : Effet de I’Acide Arachidonique sur la
sédimentation par centrifugation des protéines
cytosolique.

En partant du haut vers le bas: Western Blot
marqué avec un anticorps anti-p47 P"* (panel 1),
anti-p67 "' (panel 2), anti-Rac (panel 3). C : culot ;

Sg : surnageant ; AA : acide arachidonique.
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Titre : Poldip2 : caractérisation et implication dans I’activité des NADPH Oxydases.
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Résumé : Poldip2 est une protéine ubiquitaire
initialement identifiée comme étant un partenaire
de la sous unité p50 de la polymerase & en
intervenant dans la réplication et la réparation de
I’ ADN. Depuis sa découverte en 2003, beaucoup
d’autres partenaires et fonctions lui ont été
attribués. Elle joue, entre autre, un réle
régulateur de I’isoforme NADPH oxydase
NOX4. A ce jour, le mode d’action de cette
régulation n’a pas encore été identifié. Seul fait
connu est que Poldip2 augmente 1’activité de
NOX4 en s’associant a son partenaire, la protéine
p22phox. L’association de p22phox a d’autres
isoformes de NADPH Oxydase (NOX1, NOX2
ou NOX3) nous méne a soupgonner une
interaction possible entre ces derniers et Poldip2.
Par ailleurs la co-localisation de NOX4 et NOX2
dans plusieurs types cellulaires, tels que les
cellules du muscle lisse et I’endothélium mais
également la coexpression de Poldip2 et NOX2
dans les artérioles rénale font de NOX2 un bon
candidat pour 1’étude de I’effet régulateur
possible de Poldip2 sur cet isoforme.

Dans cette perspective, la protéine recombinante
Poldip2 (rat) a été produite de maniere
hétérologue dans un systeme d’expression de
levure P. pastoris. Grace a un vecteur
d’expression spécifique de cette levure, Poldip2
est sécrété dans le milieu extracellulaire. La
protéine a été purifiée a partir du milieu de
culture. L’analyse de la séquence par
spectrométrie de masse a permis de confirmer
I’identité du Poldip2 recombinant produit par la
levure. Apres avoir caractérisé structuralement
Poldip2 et confirmé sa capacité a augmenter
I’activité de NOX4, nous avons étudié son effet
sur NOX2 des phagocytes. De maniere
surprenante, nos études en systeme cell-free ont
montré des propriétés inhibitrices de Poldip2 vis-
a-vis de NOX2 avec des interactions privilégiées
avec certaines des composantes du complexe
oxydase. Nos résultats suggérent que
I’interaction de Poldip2 avec le complexe
pourrait constituer une nouvelle voie de
régulation de NOX2 en perturbant 1’assemblage
du complexe NADPH oxydase.

Title : Poldip2 : characterization and involvement in the NADPH Oxidases activity

Keywords : Poldip2, NADPH Oxidase, Oxidative Stress, Pichia pastoris, membrane proteins

Abstract: Poldip2 is an ubiquitous protein
initially identified as a partner for polymerase o
p50 subunit and is involved in DNA replication
and repairing. Since its discovery in 2003, many
partners and functions has been assigned to it.
Poldip2 is also involved in NADPH Oxidase
NOX4 isoform regulation. The enhancement of
NOX4 activity was attributed to Poldip2
interaction with the membrane partner p22phox.
However the mechanism by which it regulates
NOX4 has not been identified yet. The
association of p22phox with other Nox isoform
(NOX1, NOX2 or NOX3) question the possible
interaction of Poldip2 with Nox2. Furthermore
the colocalization of NOX4 and NOX2 in
several cell type as the smouth muscle cells and
endothelium cells besides Poldip2 and NOX2
coexpression in renal arterioles makes NOX2 a
good candidate for studying the possible

On this purpose the recombinant protein Poldip2
(rat) was produced in the yeast P. pastoris.
Using a specific expression vector Poldip2 was
secreted in the extracellular media. The protein
was purified from culture media. Sequence
analysis by mass spectrometry allowed to
confirm the recombinant protein identity
produced in the yeast. After the structural
characterization of poldip2 and the confirmation
of its functionality on NOX4, the protein was
used to study its effect on NOX2 phagocyte.
Surprisingly our study on cell free assay shows
that Poldip2 has inhibiting properties regarding
NOX2 and interacts in a privileged manner with
certain component of the NADPH Oxidase
complex. Our result suggest that the interaction
of Poldip2 and the complex might constitute a
new regulation for NOX2 by disturbing the
NADPH Oxidase assembly.
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