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INTRODUCTION : INTRODUCTION GENERALE 

 

I.1 Introduction générale 

Le calcium cytoplasmique est un messager intracellulaire ubiquitaire et intervient 

dans de nombreuses voies de signalisation, contrôlant ainsi de nombreuses fonctions de 

la physiologie cellulaire. Ainsi, des variations de la concentration en calcium cytosolique 

peuvent réguler la transcription, modifier la fonction de certaines classes d’enzymes 

comme les kinases, les phosphatases ou les phospholipases, contrôler le cycle cellulaire 

ou encore intervenir dans la contraction musculaire. Pour que ceci soit possible, la 

concentration de calcium  libre intracellulaire doit être finement régulée. Celle-ci est la 

résultante de mécanismes qui augmentent, diminuent ou tamponnent cette concentration 

(cf. Figure I.1-1 et pour revue voir Berridge et al., 2003). Un organite jouant un rôle 

important dans l’homéostasie calcique est le réticulum endo- ou sarcoplasmique, principal 

compartiment dynamique de stockage de calcium : le calcium stocké peut être libéré 

dans le cytoplasme par des canaux ioniques tels que le récepteur canal IP3 ou le 

récepteur à la ryanodine suite à leur stimulation par des ligands spécifiques. Le 

stockage, quant à lui, est assuré par pompage du calcium cytoplasmique libre vers la 

lumière du RE/RS. Ce transport actif est assuré par les ATPases calciques du réticulum 

sarco(endo)plasmique, désignés par l’acronyme SERCAs (Sarco/endoplasmic reticulum 

calcium ATPases). Ces pompes jouent donc un rôle majeur dans la régulation à court 

terme des niveaux de calcium cytosolique libre et la compréhension des signaux 

calciques dépend, en partie, de la connaissance de leur fonctionnement. 
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Figure I.1-1 Les principaux acteurs de l’homéostasie calcique intracellulaire 

BP : « binding protein » - RIP3 : récepteur canal de l’inositol 3 phosphate - RyR : 

récepteur sensible à la ryanodine –PMCA : «  plasma membrane calcium ATPase » -

SPCA :« Secretory pathway calcium ATPase ». —► et —► : flux de calcium -—► : flux de 

sodium- [ ] canaux- ● pompe ○ échangeur 
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De nombreuses études ont amené à mieux connaître ces pompes. Une majorité de 

ces études a été réalisée sur la pompe SERCA1a. En effet, cette pompe représente 70% 

des protéines membranaires du réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique et 

cette abondance en a fait un objet d’étude de choix pour comprendre le fonctionnement 

de toute la famille SERCA et plus généralement encore de la grande famille des ATPases 

de type P à laquelle les SERCAs appartiennent. L’étude de mutants a permis 

d’approfondir les connaissances de cette pompe. Ce type d’étude nécessite l’expression 

dans un système  hétérologue, suivie éventuellement d’une purification de la protéine 

recombinante. Les systèmes d’expression hétérologue ont permis d’acquérir également 

quelques données fonctionnelles sur les autres isoformes SERCA. 
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Dans la première partie de mon introduction, je présenterai les caractéristiques 

générales de la famille des SERCAs. Dans une deuxième partie seront présentés les 

différents systèmes d’expression hétérologue et de purification de protéines 

membranaires d’Eucaryotes supérieurs, ainsi que leurs utilisations éventuelles pour 

l’étude des protéines SERCAs.  
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INTRODUCTION : LES SERCAS 

 

I.2 Les SERCAs 

I.2.1 Les SERCAs, des protéines de la famille des ATPases dites de 

type P 

I.2.1.1 Généralités sur la famille des ATPases de type P 

Les SERCAs partagent avec d’autres ATPases la particularité de former un 

intermédiaire phosphorylé au cours de leur cycle catalytique. Pour cette raison, elles ont 

été nommées ATPases de type P. Le résidu phosphorylé est un aspartate faisant partie 

de la séquence consensus hautement conservée « D-K-T-G ». Les ATPases de type P sont 

aussi fréquemment appelées ATPases de type « E1/E2 » car au cours de leur cycle de 

transport, elles passent successivement par deux états conformationnels, l’un de haute 

affinité, E1, et l’autre de basse affinité E2 (cf. paragraphe  I.2.3.1 page 32) .  

Les ATPases de type P constituent une vaste famille d’homologues et sont 

présentes aussi bien dans les cellules procaryotes que dans les cellules eucaryotes (cf. 

Møller et al., 1996). Ces ATPases sont des protéines de la membrane plasmique ou des 

membranes des organites  qui utilisent l’hydrolyse de l’ATP pour transporter un cation 

ou un couple de cations contre son gradient de concentration. Une grande variété de 

cations sont ainsi transportés : Ca2+, Na+, K+, H+ , Cu2+, Zn2+, Cd2+. 

Toutes ces ATPases possèdent une chaîne polypeptidique comprise entre 70 et 

150 kDa (Kuhlbrandt, 2004). Cette chaîne polypeptidique est responsable de l’hydrolyse 

de l’ATP et du transport de cation. L’extrémité N-terminale de cette chaîne est située 

dans le cytoplasme. Certaines ATPases, comme par exemple l’ATPase Na/K, possèdent 

en plus de leur sous unité catalytique α, une sous unité β, impliquée dans l’adressage de 

la protéine à la membrane plasmique et pour le fonctionnement de l’enzyme (Kaplan, 

2002).  

En 1998, Palmgren et Axelsen, ont aligné les séquences de 159 ATPases de type P 

et ont proposé un classement phylogénétique (cf. . Figure I.2-1) (Palmgren et Axelsen, 

1998). Selon cette classification, les SERCAs font partie des ATPases de type II, plus 
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précisément des sous-groupes IIA. Les ATPases regroupées dans ce sous-groupe, ainsi 

que celles regroupées dans le sous –groupe IIB (comme les ATPases Ca2+ de la membrane 

plasmique ou PMCA) sont impliquées dans le transport de calcium. Le groupe IIC est 

représenté par l’ATPase Na/K ou l’ATPase H/K. Il est très proche du groupe IIA d’un 

point de vue évolutif, plus proche que ne l’est le sous-groupe IIB, ce qui peut paraître 

paradoxal, les deux sous groupes IIA et  IIB  transportant le même ion Ca2+ (cf. Møller 

et al., 1996). La présence d’une sous-unité régulatrice β en plus de l’unité α semble être 

un des points communs entre les ATPases de type IIC (cf. Kaplan, 2002). Les ATPases 

de type I sont impliquées dans le transport, qu’il s’agisse d’import ou d’export, de 

métaux de transition tels que le zinc ou le cuivre. Les ATPases de type III sont des 

ATPases-H+ des membranes plasmiques des microorganismes et des plantes, 

relativement proches du point de vue séquence des ATPases Ca2+ de type IIB (Møller et

al., 1996). Les ATPases de groupes IV et V sont moins connues. Il a été suggéré que les 

ATPases de type P IV transportent des lipides tels que la phosphatidylsérine, la 

phosphatidyléthanolamine et la phosphatidycholine (pour revue voir Paulusma et Oude 

Elferink, 2005). Aucune spécificité n’a été attribuée aux ATPases de type V à ce jour, 

mais tout comme les ATPase de types IV, elles se distinguent par leur présence 

exclusive dans les organismes eucaryotes (Palmgren et Axelsen, 1998) 
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Phospholipides ?

Métaux lourds

H+

Spécificité inconnue

Ca2+

Ca2+

H/K Na/K

Mg2+

 
Figure I.2-1 Arbre phylogénétique de 159 ATPases de type P (d’après Palmgren et 

Axelsen, 1998 et Kuhlbrandt, 2004)  

La spécificité de transport de chaque groupe est notée en italique. Le point 

d’interrogation indique que la spécificité du groupe est encore controversée. Le nom 

de chaque branche correspond au nom de la protéine, au locus du gène ou au code 

d’accession à la séquence d’ADN. Le code couleur correspond à différentes espèces : 

en vert : Arabidopsis thaliana; orange, Caenorhabditis elegans; gris : Escherichia 

coli; bleu foncé : Homo sapiens; bleu clair : Methanobacterium thermoautotrophicum; 

jaune, Methanococcus jannaschii; violet, Synechocystis PCC6803; et rouge, 

Saccharomyces cerevisiae 

 

Actuellement plus de 300 ATPases de type P sont connues (voir 

http://www.patbase.kvl.dk/) 
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I.2.1.2 Présentation des quelques membres de la famille des ATPases 

de type P rencontrés dans les cellules de Mammifères. 

a) Les ATPases Na/K 

L’ATPase Na/K a été la première ATPase de type P identifiée en 1957 par Jens 

SKOU (Skou, 1957). Pour cette identification et ses 40 années de travail sur l’ATPase 

Na/K, Jens SKOU a reçu le prix Nobel de chimie en 1997 (le Maire, 1997). 

Cette ATPase de type IIC, présente uniquement chez les organismes eucaryotes 

supérieurs, exporte 3 ions sodium en parallèle à l’import de 2 ions potassium au cours de 

son cycle catalytique. Elle est impliquée dans la régulation du volume cellulaire et en 

maintenant les concentrations de Na+ et de K+ de part et d’autre des membranes, est 

impliquée, entre autre, dans le potentiel de membrane. De plus, le gradient chimique de 

Na+ est utilisé par divers transporteurs secondaires pour le transport de solutés ou 

nutriments (pour revue sur la biochimie des ATPases Na/K, voir Kaplan, 2002).  

La sous- unité α de cette pompe est composée d’environ 1000 acides aminés. Chez 

l’Homme, il a été identifié 4 isoformes de cette sous-unité, codées par les gènes ATP1A1 

à ATP1A4. Des mutations dans l’isoforme alpha2 sont associées à la migraine 

hémiplégique (Segall et al., 2005) et des mutations de l’isoforme alpha3 à la dystonie-

parkinsonisme de début rapide (de Carvalho Aguiar et al., 2004). Outre la sous unité β 

déjà mentionnée, les ATPase Na/K peuvent être régulées par des protéines possédant 

toute la séquence commune FxYD ( pour revue  sur ces protéines, voir par exemple 

Geering et al., 2003). 

b) Les ATPases H/K  

Les ATPases H/K sont des ATPases de type IIC. Tout comme les ATPase Na/K, 

elles sont donc composées d’une sous unité α catalytique et d’une sous unité  β dont la 

fonction reste mal connue. Chez l’humain, 2 gènes sont connus coder pour ces ATPases. 

Le gène ATP4A code pour l’ATPase H/K dite gastrique qui, en excrétant deux 

protons en échange de deux ions potassium, intervient dans l’acidification de la poche 
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stomacale (Møller et al., 1996). Elle a également été identifiée dans les cellules rénales 

(Kraut et al., 2001). 

Le gène ATP12A code pour l’ATPase H/K dite non gastrique. Cette ATPase est 

sensible à la ouabaïne et il a été suggéré qu’elle transporte parfois un ion Na+, 

fonctionnant alors comme pompe Na/K (Grishin et Caplan, 1998).  

c) Les ATPases Cu 

Deux ATPases Cu sont connues dans les cellules humaines. Ces ATPases de type 

IB sont codées par les gènes ATP7A et ATP7B. Ces protéines sont respectivement 

appelées protéine de Menkes  (MNKP) et protéine de Wilson (WNKP), en référence aux 

maladies engendrées par des mutations dans chacun de ces gènes. Dans certains tissus, 

les deux ATPase Cu sont présentes mais dans ce cas le rôle précis de chaque protéine 

reste mal compris. La maladie de Menkes est caractérisée par des symptômes  

neurologiques, notamment des retards de développement et un retard mental. Cette 

maladie est due à un défaut d’assimilation du cuivre alimentaire, qui reste piégé au 

niveau des cellules intestinales. La maladie de Wilson est due à une accumulation de 

cuivre dans certains tissus, notamment le foie ou le cerveau, ce qui engendre entre 

autre une cirrhose du foie et des désordres neurologiques (Portmann et Solioz, 2005 ; 

Lutsenko et al., 2005a; Lutsenko et al., 2005b). 

d) Les ATPases Ca2+ :  

Actuellement, trois types d’ATPases Ca2+ ont été identifiées dans les cellules de 

mammifères : les ATPases Ca2+ du réticulum ou SERCA, les ATPases Ca2+ trouvées au 

niveau de la membrane plasmique ou PMCAs (Plasma Membrane Ca2+ ATPases), et les 

ATPases Ca2+ trouvés dans les membranes golgiennes ou SPCA (Secretory Pathway Ca2+ 

ATPases). Ces trois familles d’ATPases sont toutes multi-géniques.  

Les PMCAs sont codées par 4 gènes différents et les ARN messagers de plus de 

20 isoformes résultant de l’épissage alternatif de ces gènes ont été détectés chez 

l’humain (Guerini, 1998). Les ATPase de cette famille assurent le pompage du calcium 

hors de la cellule et sont régulées par des phosphorylations et la calmoduline (Møller et 
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al., 1996 ; Guerini, 1998). L’invalidation des gènes correspondant chez la souris montre 

que PMCA2 joue un rôle important dans les phénomènes d’audition et dans l’équilibre. 

Des perturbations de ces deux fonctions sont également observées comme conséquence 

de mutation de ce gène (Shull, 2000).  

Les ATPases SPCA sont codées chez l’humain par les gènes  ATP2C1 et ATP2C 

Elles peuvent pomper à la fois les ions Ca2+  et les ions Mn2+. La levure S. cerevisiae 

possède une protéine homologue, Pmr1p. Une invalidation de ce gène chez la levure 

entraîne de nombreuses perturbations dans les fonctions du Golgi, entre autres des 

glycosylations incomplètes ou de mauvais adressages. De nombreuses études laissent 

supposer que ces pompes jouent également un rôle dans la signalisation calcique 

cellulaire (pour revue, voir  Van Baelen et al., 2004). Des mutations inactivant au moins 

un des allèles du gène ATP2C1 provoquent la maladie de Hailey- Hailey, maladie de la 

peau caractérisée par des érosions et des lésions de la peau au niveau des articulations. 

Ces symptômes sont dus à une perte d’adhérence des kératinocytes ( pour revue , voir 

Missiaen et al., 2004). 

La description des  SERCAs fait l’objet du paragraphe suivant. 

I.2.2 Présentation des différentes isoformes de la famille SERCA  

Les protéines de la famille SERCA sont codées par 3 gènes différents : ATP2A1, 

ATP2A2 et ATP2A3. Comme nous allons le voir ci-dessous, chacun de ces gènes peut lui-

même être à l’origine de différents variants d’épissage.  

I.2.2.1 Les isoformes SERCA1 

La structure primaire de SERCA1a a été déterminée en 1985 par clonage de son 

ADNc (MacLennan et al., 1985). Il s’agit d’une protéine de 994 acides aminés et d’une 

masse molaire de 110 kDa. Les deux isoformes a et b de l’ATPase SERCA1 ne diffèrent 

que par leur extrémité C-terminale. L’isoforme SERCA1b est néonatale alors que 

l’isoforme SERCA1a est retrouvée chez le sujet adulte (Brandl et al., 1986; Brandl et al., 

1987). L’expression fonctionnelle des deux protéines dans les cellules COS n’a pas 
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permis de révéler des différences fonctionnelles et la raison pour laquelle ces 2 

isoformes existent reste obscure (Maruyama et MacLennan, 1988). 

Chez l’adulte, l’ATPase SERCA1a est très abondante dans le réticulum 

sarcoplasmique puisqu’elle représente 70 à 80 % des protéines membranaires. De ce 

fait, on peut la purifier relativement facilement et cela a grandement contribué à 

l’étude de son fonctionnement. En outre, à ce jour, c’est la seule ATPase de type P pour 

laquelle la structure tridimensionnelle à haute résolution est connue. Ses propriétés 

fonctionnelles et structurales seront détaillées dans les parties I.2.3 et I.2.4. 

Un gène ATP2A1 défectueux peut être à l’origine d’une maladie héréditaire, la 

maladie de Brody. Les symptômes qui caractérisent cette pathologie sont une altération 

de la relaxation musculaire (induite par l’exercice), une rigidité corporelle et des 

crampes musculaires durant l’effort (Odermatt et al., 1996). 

I.2.2.2 Les isoformes SERCA2 

En 1986, Brandl et ses collaborateurs ont montré l’existence d’un deuxième gène 

codant pour une ATPase Ca2+ du réticulum (Brandl et al., 1986). Il est actuellement 

connu que le gène ATP2A2 code pour 3 isoformes SERCA2, distinctes par leur partie C-

terminale (cf. Figure I.2-2 ). 

 

 

Figure I.2-2 Comparaison de la séquence C-terminale des 3 protéines SERCA2 

humaines (d’après Gelebart et al., 2003). 

 

L’isoforme SERCA2a est principalement exprimée dans les fibres musculaires 

cardiaques où elle représente l’isoforme SERCA majoritaire. Son expression est 

également détectée  dans d’autres tissus, comme dans les cellules musculaires lisses ou 

dans les cellules pancréatiques épithéliales (Gelebart et al., 2003).  
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L’isoforme SERCA2b a été détectée dans toutes les cellules testées à ce jour. La 

séquence C-terminale de cette isoforme contient un domaine transmembranaire 

additionnel, ce qui fait que l’extrémité C-terminale de SERCA2b se trouve dans le 

réticulum. Il a été proposé que la calréticuline interagirait avec ce domaine et par là 

même, modulerait l’activité de SERCA2b (Shull, 2000). 

L’ARN messager SERCA2c a été trouvé dans des lignées cellulaires épithéliales, 

mésenchymateuses ou hématopoïétiques. L’ARNm et la protéine SERCA2c ont été 

détectés dans les monocytes, avec une régulation de leur niveau d’expression au cours 

des phases de différenciation (Gelebart et al., 2003).  

Des études d’invalidation du gène codant pour les isoformes SERCA2 chez la 

souris ont montré qu’il était impossible d’obtenir des souris homozygotes SERCA2 -/-, 

démontrant que ce gène joue un rôle vital, probablement du fait du caractère ubiquitaire 

de l’isoforme SERCA2b (Shull, 2000). 

Au moins 120 mutations du gène ATP2A2 ont été référencées comme entraînant 

une maladie génétique de la peau, la maladie de Darier, caractérisée par une 

hyperkératose (Hovnanian, 2004).  

I.2.2.3 Les isoformes SERCA3 

Un troisième gène codant pour l’ATPase Ca2+ du réticulum a été découvert chez le 

rat en 1989 par Burk et ses collaborateurs (Burk et al., 1989). L’équipe de Enouf a mis 

en évidence l’existence d’une troisième pompe dans les cellules humaines dès 1991 (Papp 

et al., 1991; Papp et al., 1992), mais c’est en 1996 que le gène ATP2A3 humain a été 

identifié et clôné (Dode et al., 1996). Depuis, il a été montré qu’il existait chez l’homme 

6 variants d’épissage différents (cf. Figure I.2-3). Pour chaque ARNm différent, la 

protéine correspondante a pu être détectée dans au moins un type cellulaire (Kovacs et 

al., 2001; Martin et al., 2002; Bobe et al., 2004). La distribution tissulaire de ces 

isoformes varie (cf. Figure I.2-4) et des différences de  propriétés biochimiques  ont pu 

être mises en évidence (cf. I.2.3.2 page 35). Toutefois, le rôle physiologique de chacune 
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de ces isoformes reste une énigme, d’autant que SERCA2b est toujours exprimée dans 

les cellules où les différentes isoformes SERCA3 ont été détectées. 

 

 

 

Isoformes SERCA3 chez l’humain

Isoformes SERCA3 chez la souris

Isoformes SERCA3 chez le rat

Isoformes SERCA3 chez l’humain

Isoformes SERCA3 chez la souris

Isoformes SERCA3 chez le rat

 

Figure I.2-3 Partie C-terminale des différentes isoformes SERCA3 connues chez 

l’humain, la souris et le rat (d’après Bobe et al., 2004) 

Les séquences présentées ici débutent à l’acide aminé 991 (H). En dehors des 

variations indiquées ci-dessus pour la partie C-terminale, 49 acides aminés, répartis

dans toute la séquence, sont différents entre SERCA3 humain et SERCA3 de rat 

(Dode et al., 1996)  
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Figure I.2-4 Distribution des ARNm des isoformes SERCA3 dans différents tissus 

humains et dans quelques lignées cellulaires (d’après Martin et al., 2002; Bobe et 

al., 2004) 

A-Expression des variants d’épissage SERCA3a-f (h3a-f) dans différents tissus.

B- Bilan des résultats présentés en A. C- Expression des variants d’épissage 

SERCA3a-f (h3a-f) dans différentes lignées cellulaires. Dans les figures A et C : 

Pour comparaison, l’expression de SERCA2b et de la GAPDH (glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase, enzyme ubiquitaire) a également été analysée. Le 

nombre de cycles de PCR utilisés peut varier d’une isoforme à l’autre mais est 

invariant pour une isoforme donnée. 
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Comme le suggèrent les quelques essais réalisés sur des lignées cellulaires (cf. 

Figure I.2-4 C), il est probable qu’au sein d’un même tissu, la distribution cellulaire des 

différentes isoformes SERCA3 soit différente. Si elles sont exprimées dans la même 

cellule, une hypothèse serait que  la distribution des différentes SERCA3 et de 

SERCA2b varie à l’échelle subcellulaire (voir discussion de la partie III.3 du chapitre 

« Résultats et Discussions »).  

Une différence d’expression des différentes isoformes SERCA3 est également 

observée suivant l’état de différenciation cellulaire. Ceci a été montré lors de l’étude 

des lignées hématopoïétiques (cf. Figure I.2-5). 

A

B

 

Figure I.2-5 Présence des ARNm des isoformes SERCA3 dans différentes cellules de 

la lignée hématopoïetique (extraits de Martin et al., 2002; Bobe et al., 2004). 

A-Schéma rappelant l’hématopoïèse. B- Expression des variants d’épissage SERCA3a-f 

(h3a-f) dans différentes lignées cellulaires. Pour comparaison, l’expression de 

SERCA2b et de la GAPDH a également été analysée. Le nombre de cycles de PCR 

utilisés peut varier d’une isoforme à l’autre mais est invariant pour une isoforme 

donnée. 
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Par ailleurs, une étude de Gelebart et al., 2002 montre qu’au sein de lignées 

cellulaires cancéreuses issues d’un même organe, le colon, l’expression des protéines 

SERCA3, toutes isoformes confondues, varie i) suivant le type cellulaire et ii) suivant 

l’état de différenciation cellulaire. Dans la même étude, les auteurs montrent par une 

analyse in situ que SERCA3 est exprimée dans les cellules épithéliales du colon sain  mais 

n’est pas détectée dans les cellules de carcinomes du colon. 

Un autre degré de complexité, non observé pour SERCA1 et SERCA2, est 

l’existence d’isoforme espèce-spécifique : ainsi, à l’exception de l’isoforme SERCA3a, les 

isoformes SERCA3 humaines n’ont pas d’homologues chez la souris ou le rat (cf. Figure 

I.2-3 page 28). 

Les souris pour lesquelles le gène codant pour SERCA3 a été invalidé montrent un 

défaut de la  relaxation des muscles lisses de la trachée ou de l’endothélium (Liu et al., 

1997; Kao et al., 1999). Dans ces travaux, il est montré que le défaut de relaxation 

serait épithélium-dépendant et impliquerait un défaut de signalisation de la voie « NO ». 

Ces résultats suggèrent que SERCA3 jouerait un rôle dans cette voie de signalisation.  

Chez l’homme, des mutations au niveau du gène ATP2A3 ont été détectées chez 

des patients souffrant de diabète de type II, suggérant que le gène ATP2A3 contribue 

à la susceptibilité génétique à développer un diabète de type II (Varadi et al., 1999).  

 

Nous venons de voir que parmi les différents tissus, les différentes lignées 

cellulaires, les différents stades de différenciation, il existait chez l’homme au moins 6 

différentes isoformes SERCA3, ou, si on tient compte des variants des gènes ATP2A1 

et 2, au moins 11 isoformes SERCA. Une hypothèse expliquant l’existence de toutes ces 

isoformes SERCA est que les différences d’expression des SERCAs entre tissus 

permettraient à chaque type cellulaire d’avoir une régulation du signal calcique qui lui 

serait propre. La multiplicité d’isoformes pourrait également constituer un moyen pour 

la cellule de réguler finement  le signal calcique, temporellement mais aussi spatialement 

si on émet l’hypothèse que ces différentes isoformes n’aient pas la même localisation 

intracellulaire.  Nous allons voir que cette hypothèse est renforcée par la différence de 

propriétés fonctionnelles observées pour les différentes isoformes. 
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I.2.3  Les caractéristiques fonctionnelles des SERCAs 

I.2.3.1  Présentation du cycle catalytique. 

Fin des années 50, Ebashi met en évidence qu’un facteur influençant la relaxation 

musculaire est présent au niveau des vésicules de réticulum de muscle squelettique 

(Ebashi, 1958). Début des années 60, Hasselbach et Makinose ont mis en évidence le 

transport actif de 45Ca2+ à l’intérieur de vésicules de réticulum sarcoplasmique par une 

ATPase de la membrane de ces vésicules (Hasselbach et Makinose, 1961). Le mécanisme 

par lequel le Ca2+ est transporté a depuis fait l’objet de recherches intensives (pour 

revue, voir par exemple MacLennan et al., 1997 ou Møller et al., 2005). Dès 1973, la 

connaissance du fonctionnement de l’ATPase localisée dans ces vésicules du réticulum 

permettait à Makinose de proposer un premier schéma pour décrire le transport de Ca2+ 

(cf. Figure I.2-6 A).  

 

A B

 

Figure I.2-6 Cycle de transport de Ca2+ par l’ATPase du réticulum sarcoplasmique 

proposé par Makinose, 1973 (A) puis de Meis et Vianna, 1979 (B) 

 

 

Ce schéma, toujours valable aujourd’hui, montre que 2 ions Ca2+  sont transportés 

vers le lumen du réticulum grâce à l’énergie dégagée par l’hydrolyse d’une molécule 

d’ATP . De plus, il rend compte qu’au cours de ce cycle se forme un intermédiaire 
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phosporylé et que la fixation de Ca2+ est un pré-requis pour la phosphorylation par l’ATP 

(bien que ceci ait été prouvé plus tard, voir plus loin). 

Quelques années plus tard, de Meis et Vianna, 1979 ont proposé une 

réactualisation du cycle catalytique proposé par Makinose (cf. Figure I.2-6 B) : leur 

modèle, appelé modèle E1/E2 (initialement E/E*) propose l’existence de deux 

conformations de l’ATPase. La conformation E1 aurait les sites Ca2+ ouverts du côté 

cytosolique et  pourrait être phosphorylée par l’ATP, entraînant la formation de 

l’intermédiaire E1PCa2, qualifié de ADP-sensible car pouvant former une molécule d’ATP à 

partir d’ADP. Dans l’autre conformation, les sites Ca2+ font face au lumen et l’ATPase 

peut être phosphorylée par le Pi ce qui conduit à la forme E2P, ADP-insensible.  Les 

formes E1 et E2 sont en équilibre et la transition E2- E1 doit précéder ou est 

simultanée à la fixation de Ca2+ du côté cytoplasmique. Ce modèle sert toujours de base 

à la description du cycle catalytique des SERCAs, même si maintenant E1 et E2 ne 

symbolisent plus chacune une seule conformation mais plutôt un ensemble 

d’intermédiaires conformationnels caractérisés respectivement par de hautes ou basses 

affinités pour le Ca2+. 

En 1980, Inesi a proposé que la fixation des Ca2+ soit séquentielle et que la 

fixation du premier Ca2+ induirait un changement de conformation de l’enzyme 

permettant au deuxième Ca2+ de se fixer avec une meilleure affinité (Inesi et al., 1980). 

L’hypothèse d’un mécanisme séquentiel pour la fixation du calcium a été renforcée par 

des expériences de mesures de dissociations du calcium ; cependant, la coopérativité 

observée peut être interprétée d’une autre manière : elle pourrait s’expliquer par un 

modèle où les 2 sites sont indépendants et équivalents, mais présents sur une seule des 

2 formes E1 ou E2 (Tanford et al., 1985). Si d’une part les 2 formes E1 et E2 sont en 

équilibre et que d’autre part seule la forme E1 est capable de fixer le Ca2+, la fixation du 

premier Ca2+ sur E1 va permettre d’augmenter le rapport E1/E2 et par conséquent 

d’augmenter l’affinité apparente avec laquelle le deuxième Ca2+  se fixe à l’enzyme. Par 

ailleurs, il a été mis en évidence que la dissociation d’un des 2 Ca2+  est suffisante pour 

que l’ATPase-Ca2+ perde sa réactivité vis-à-vis de l’ATP. La fixation des 2 Ca2+ est donc 
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nécessaire à la formation de l’intermédiaire phosphorylé E1PCa2 (Petithory et Jencks, 

1988). 

L’hydrolyse de l’ATP conduit à la formation d’un intermédiaire phosphorylé 

E1PCa2, dit de « haute énergie ». Cet intermédiaire est ainsi qualifié car il est possible 

de reformer une molécule d’ATP à partir de cet intermédiaire phosphorylé et d’ADP. La 

phosphorylation induit l’occlusion des 2 ions Ca2+ fixés: les Ca2+ ne sont plus 

échangeables, ni du côté cytosolique, ni du côté luminal du réticulum sarcoplasmique. Cet 

état occlus a été suggéré dès 1980, quand il a été observé que la dissociation du Ca2+ à 

partir de l’enzyme phosphorylée était bloquée (Dupont, 1980). Alors qu’en présence de 

MgATP, la durée pendant laquelle les Ca2+  sont occlus est brève, le complexe CrATP 

(entre l’ATP et le chrome (III)) ou AlF4
- -ADP peut être utilisé comme analogue du 

substrat pour stabiliser l’état occlus pendant plusieurs heures (Serpersu et al., 1982, 

Troullier et al., 1992). Cette occlusion est suivie d’une transition E1PCa2  E2P au cours 

de laquelle les sites de haute affinité disparaissent pour laisser place à des sites de 

moindre affinité qui s’ouvrent vers le lumen du SR, permettant la dissociation du Ca2+. La 

dissociation séquentielle des Ca2+ dans le lumen du SR a été proposée par G. Inesi (Inesi, 

1987).  

Après la dissociation luminale du Ca2+, le dérivé phosphorylé est converti en une 

forme E2P à partir de laquelle il est impossible de reformer de l’ATP. Cette forme, dite 

« ADP-insensible », réagit avec l’eau, ce qui conduit à l’hydrolyse de la liaison 

acylphosphate (E2P  E2). La phosphorylation par le Pi, correspondant à la transition 

inverse E2  E2P, a été décrite en 1973 (Masuda et de Meis, 1973). Cette réaction 

requiert la présence de Mg2+ et l’absence de Ca2+. 

L’existence d’un couplage entre le transport actif de Ca2+  à l’intérieur du SR et 

l’expulsion de H+ dans le cytoplasme, au même titre que le couplage existant entre 

l’expulsion de 3 Na+ et l’import de 2 K+ pour l’ATPase Na/K, a été difficile à mettre en 

évidence, principalement en raison du fait que les vésicules de SR isolées sont 

relativement perméables aux protons. La preuve directe du contre-transport de H+ a été 

apportée après reconstitution de l’ATPase Ca2+  dans des liposomes dont la perméabilité 

passive aux ions H+ est faible (Cornelius et Møller, 1991). 
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Toutes ces données fonctionnelles permettent de proposer un schéma de cycle 

catalytique plus détaillé, mais non dénué d’ incertitude (cf. Figure I.2-7). 
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Figure I.2-7 Cycle catalytique détaillant le transport de Ca2+ par SERCA. 

Ce cycle n’est pas dénuée de toute incertitude. Le point d’interrogation fait 

notamment référence à une hypothèse selon laquelle le changement de conformation 

E2-E1 serait concomitant à la liaison du calcium (Møller et al., 2005).  

 

I.2.3.2 Différences fonctionnelles entre les différentes isoformes 

SERCAs. 

Le cycle catalytique décrit sur la Figure I.2-7 s’applique pour toutes les 

isoformes SERCAs. Par ailleurs, les protéines de cette famille partagent la 

caractéristique d’être inhibée irréversiblement par la thapsigargine (Lytton et al., 1991). 

Toutefois, chaque sous-famille d’isoformes, si ce n’est chaque variant d’épissage, se 

distingue par des propriétés biochimiques particulières. Ces différences fonctionnelles 

peuvent être intrinsèques à l’isozyme en elle-même. Par ailleurs différents régulateurs 
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de l’activité des SERCAs ajoutent un degré de complexité dans les différences de 

propriétés entre les différentes isoformes.  

a) Des propriétés intrinsèques différentes suivant les isoformes. 

L’expression hétérologue des différentes isoformes dans des cellules de 

mammifères, type  COS  ou HEK (voir I.3.1.5 page 60) a permis un certain nombre de  

comparaisons fonctionnelles. 

Lytton et ses collaborateurs ont comparé dans une même étude les trois 

isoformes après leur surexpression dans les cellules COS (Lytton et al., 1992). Leurs 

travaux montrent que i) SERCA2b a un « turnover » moins élevé que les autres 

isoformes étudiées, donc un cycle catalytique plus lent (cf. Figure I.2-8B), ii) l’affinité 

pour le calcium de SERCA3a de rat est réduite par rapport à SERCA1 ou SERCA2 mais 

pas l’affinité pour l’ATP (cf. Figure I.2-8C et D) iii) le pH optimal pour SERCA3a de rat 

est plus basique que celui des autres isoformes étudiées (cf. Figure I.2-8E) 

En 2002, Dode et ses collaborateurs ont montré que les différences observées 

par Lytton et ses collaborateurs se retrouvaient pour les isoformes SERCA3a, b et c  

humaines après leur surexpression dans des cellules de mammifères (Dode et al., 2002). 

Des expériences complémentaires leur ont permis, en outre, de préciser que, 

comparativement à SERCA1a, les étapes de déphosphorylation de l’intermédiaire E2P et 

de la dissociation du Ca2+ à partir de E1Ca2
 étaient plus rapides, alors que la transition 

E2- E1Ca2 était plus lente. Les auteurs suggèrent également que les isoformes SERCA3 

seraient moins inhibées par la concentration calcique luminale que SERCA1 au profit 

d’une augmentation d’affinité des sites protons. 

Les différences entre les isoformes SERCA3 semblent plus subtiles. D’après 

Dode et ses collaborateurs, il y aurait une corrélation entre la longueur de la  queue C-

terminale et la rapidité de l’étape de déphosphorylation, donc l’accumulation possible de 

Ca2+ dans le réticulum. Les expériences réalisées par Martin et al. (2002) et Bobe et al. 

(2004) montrent effectivement des variations de propriétés entre les isoformes 

SERCA3 humaines mais ne rejoignent pas Dode et ses collaborateurs dans leurs 

conclusions quant aux relations struture /fonctions. 
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Figure I.2-8 : Comparaison fonctionnelle des isoformes SERCA1a, SERCA2a et 

SERCA2b de lapin et SERCA3a de rat après expression hétérologue dans des cellules 

COS (extrait de Lytton et al., 1992). 

A-Formation d’intermédiaire phosphorylé à partir de 5µg de microsomes préparés à 

partir de cellules COS exprimant l’isoforme SERCA indiqué B-Turnover des différentes 

enzymes, normalisé d’après les résultats obtenus en A. C-Dépendance en Ca2+ pour 

l’activité de transport de calcium. D-Dépendance en ATP de la formation de 

l’intermédiaire E1P E-Dépendance par rapport au pH du transport de Ca2+. FSR et CSR : 

réticulum sarcoplasmique respectivement  de fibres rapides du muscle squelettique de 

lapin et de muscle cardiaque de chien. 
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b) Différences dans la modulation de l’activité par des facteurs 

extrinsèques. 

Il est connu que deux protéines à 1 segment transmembranaire régulent des 

protéines SERCA : le phospholamban et la sarcolipine. Le phospholamban non 

phosphorylé est capable de modifier le cycle catalytique de SERCA1 et SERCA2 en se 

liant réversiblement à ces deux isoformes. Une des séquences impliquées dans cette 

interaction avec le phospholamban est absente chez les isoformes SERCA3. L’absence 

d’expression de phospholamban dans les fibres rapides du muscle squelettique exclut 

toute interaction avec l’isoforme SERCA1 dans des conditions physiologiques. Par contre, 

son abondance dans les cellules du muscle cardiaque lui permettent de jouer le rôle de 

modulateur de SERCA2a et par conséquent, indirectement, de la contraction dans le 

muscle cardiaque (Wuytack et al., 2002). La sarcolipine (SLN) a une extrémité C-

terminale plus courte que le phospholamban mais la séquence en acides aminés du 

domaine transmembranaire est bien conservée entre les deux peptides, suggérant un 

rôle important de ces résidus dans l’interaction avec les SERCAs. La SLN est fortement 

exprimée dans les fibres rapides du muscle squelettique, fibres au sein desquelles 

l’ATPase SERCA1a est elle aussi fortement exprimée. La SLN est également exprimée 

dans le muscle cardiaque et les fibres lentes du muscle squelettique bien qu’à un niveau 

beaucoup faible que dans le muscle squelettique rapide (pour revue voir MacLennan et 

al., 2003) 

 

Les isoformes SERCA2 peuvent être phosphorylées par la calmoduline kinase au 

niveau de leur résidu sérine 38. Certaines équipes ont montré que cette phosphorylation 

augmente la vitesse de transport du calcium. Les isoformes SERCA1 et SERCA3 ne 

possèdent pas cette sérine 38 (East, 2000). 

Les protéines SERCAs peuvent également être différentiellement régulées par le 

stress oxydant. Différentes études ont notamment montré que les isoformes pouvaient 

être différemment modulées par le NO. L’équipe de Grover a démontré en 2003 que 

l’isoforme SERCA3a était moins inhibée que l’isoforme SERCA2b par le péroxynitrite, 
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agent donneur de NO (cf. Figure I.2-9A)(Grover et al., 2003). Ces résultats sont à 

relier aux travaux publiés par la même équipe quelques mois plus tard (cf. Figure 

I.2-9B). Les auteurs montrent que le transport de Ca2+ dans les microsomes de cellules 

endothéliales des artères coronariennes de porc (où SERCA3 est abondante) était moins 

inhibé que dans les microsomes des cellules des muscles lisses des mêmes artères (dans 

lesquelles SERCA2b est l’isoforme majoritaire) (Schmidt et al., 2004). 

 

A B

 

Figure I.2-9 Effets de concentrations croissantes de péroxynitrite sur le transport 

de Ca2+  

A-Dans des microsomes préparés à partir de cellules HEK surexprimant SERCA2b ou 

SERCA3a (extrait de Grover et al., 2003) ou B- Dans des microsomes préparés à

partir  des cellules endothéliales (PCEC) ou de muscles lisses (SMC)  des artères 

coronariennes de porc (extrait de Schmidt et al., 2004). 
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Figure I.2-10 Organisation structurale de SERCA déduite des analyses biochimiques 

ou de la cryomicroscopie électronique 

A-Modèle topologique de SERCA1a (d’après MacLennan et al., 1992). B-Modèle de 

structure tertiaire de SERCA1a (d’après Green et Stokes, 1992).C- Modèle 

structural (8Å) et topologique (d’après Zhang et al., 1998). 
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I.2.4 Les caractéristiques structurales des SERCAs et les relations 

structure/fonction.  

I.2.4.1  Caractéristiques structurales générales 

Avant la publication de la première structure à haute résolution de SERCA1a par 

Toyoshima et al. en 2000,  des connaissances sur la structure avaient été acquises à la 

fois par des études théoriques, comme l’analyse des profils hydropathiques par exemple, 

ou par des approches expérimentales, comme l’utilisation de la protéolyse ménagée ou 

d’anticorps spécifiques d’une séquence peptidique (cf. le Maire et al., 1990 ou Danko et 

al., 2001, pour revue, voir Møller et al., 1996). Toutes ces études ont permis de proposer 

le modèle présenté Figure I.2-10.  

Par ailleurs, des travaux sur la cristallisation de l’ATPase ont débuté dès 1983 

(Buhle et al., 1983) . La reconstruction de la structure tridimensionnelle à partir de 

cristaux bidimensionnels a permis à Zhang et ses collaborateurs d’obtenir une résolution 

de 8 Å (Zhang et al., 1998). La structure à basse résolution ainsi que le modèle 

topologique proposé sont présentés Figure I.2-10.  

 

 

En 2000, l’équipe de Toyoshima publiait la structure  haute résolution (2,6 Å) de 

l’ATPase SERCA1a (Toyoshima et al., 2000). Sur cette structure, quatre domaines se 

distinguent : un domaine trasmembranaire et trois domaines cytoplasmiques. Deux de 

ces domaines cytoplasmiques, le domaine A (pour « actuator domain ») et le domaine P 

(« phosphorylation domain ») sont connectés au domaine transmembranaire. Le troisième 

domaine, le domaine N (« nucleotide domain ») est relié au domaine P (cf. Figure I.2-11).  
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Figure I.2-11 Structure tertiaire de SERCA1a (d’après Toyoshima et al., 2000 et 

MacLennan et Green, 2000) 

A : Structure à 2.6 Å proposé par Toyoshima et al en 2000 B : Vue d’ensemble de la 

structure tridimensionnelle (MacLennan et Green, 2000) N  « nucleotide binding 

domain » : domaine de liaison du nucléotide - A « actuator domain » :, domaine de 

transduction- P « phosphorylation domain » : domaine de phosphorylation. 

 

Le domaine A est constitué des acides aminés N-terminaux et de la boucle 

cytoplasmique reliant les hélices M2 et M3. Il contient le site TGES hautement 

conservé parmi les ATPases de type P. Le domaine A est relié aux domaines 

transmembranaires par de longues séquences sans structure définie, suggérant une 

flexibilité importante de ce domaine. Ce fait sera confirmé par la position très 

différente de ce domaine dans les différentes conformations obtenues par la suite (voir 

paragraphe I.2.4.2b)).  

Le domaine P est construit de deux parties, séparées par un large insert 

composant le domaine N. La partie N-terminale du domaine P est reliée à l’hélice M4 et 

contient l’asparate 351, résidu transitoirement phosphorylé au cours du cycle 
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catalytique et qui est conservé chez toutes les ATPases de type P. La partie C-terminale 

du domaine P est relié à l’hélice M5. 

Comme son nom le suggère, le domaine N renferme le site de liaison du 

nucléotide, c'est-à-dire le site où va se fixer l’ATP. Il est constitué des acides aminés 

360 à 604 qui forment une excroissance à partir du domaine P. Il renferme la séquence 

Lys397–Asp–Asp–Lys–Pro–Val, site d’interaction avec le phospholamban (absente de 

SERCA3, cf. I.2.3.2 ) 

Le domaine transmembranaire comprend 10 hélices α  dont la longueur et 

l’inclinaison par rapport au plan de la membrane varient. Les hélices M2 et M5 sont très 

longues (50 à 60 Å) et d’un seul tenant, par opposition à M4, M6 et M10 qui sont 

interrompues au centre de la membrane. Notons que cette interruption de M6 a été 

démontrée par une étude RMN sur le segment isolé en détergent avant que la structure 

de l’ATPase ne soit publiée, l’interruption de M4 étant prédite (Soulie et al., 1999). 

L’hélice M5, qui va de la face luminale au centre du domaine P, apparaît comme un 

élément structural déterminant pour le fonctionnement de l’enzyme puisqu’elle connecte 

le domaine transmembranaire aux domaines cytoplasmiques et aux domaines de la 

lumière du réticulum. En 2003,des études ont montré que ce segment isolé, étudié en 

RMN, présentait une région flexible, proche des sites de fixation de liaison du calcium 

de cette hélice (Asn768 et Glu771,cf. paragraphe I.2.4.2a)) (Nielsen et al., 2003).  

En parallèle à ces études structurales et aux études fonctionnelles évoquées dans 

la partie I.2.3, de nombreuses études ont été menées pour comprendre les relations 

structure/fonction. 
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I.2.4.2 Les relations structure/fonction 

a) Apport des études fonctionnelles de mutants, exemple de 

l’étude des sites de fixation du calcium. 

Dès que la structure primaire de SERCA1 a été connue, l’étude de mutants a 

débuté grâce à leur expression dans différents systèmes hétérologues (voir section 

suivante), à commencer par des expressions dans les cellules COS (Maruyama et 

MacLennan, 1988). En 1995, Andersen a publié une revue signalant les 250 mutations 

testées et pointant 40-50 résidus importants pour la fonction de l’ATPase (Andersen, 

1995, pour revue plus récente, voir également Wuytack et al., 2002). Toutes ces études 

ont permis de mettre en relation des résidus et des régions topologiques avec une 

fonction (cf. Figure I.2-12). Notons que tous les résidus critiques sont conservés chez 

toutes les isoformes SERCA (Poch et al., 1998). 

 

 

Figure I.2-12 Résidus critiques pour le fonctionnement de SERCA1 (extrait de 

Wuytack et al., 2002 (voir ci-contre) 

Les résidus dont les mutations résultent à des dysfonctionnements de la pompe sont signalés 
par un symbole particulier (autre qu’un cercle). La relation entre type d’effet et le symbole 
utilisé est indiquée dans l’encart. Les chiffres indiqués dans les cadres font références aux 
différents articles traitant de ces mutations (1.Daiho T et al. J Biol Chem 1999; 274: 23910; 2. Andersen JP, 
Vilsen B. Acta Physiol Scand 1992; 146: 151; 3. Vilsen B, Andersen JP. J Biol Chem 1992; 267: 25739; 4. Sørensen TL et al. 
J Biol Chem 2000; 275: 5400; 5. Ma H et al. Biochemistry 1999; 38: 15522; 6. Andersen JP et al. J Biol Chem 2001; 276: 
23312; 7. Vilsen B et al. J Biol Chem 1989; 264: 21024; 8. Clarke DM et al. J Biol Chem 1990; 265: 6262; 9. Clarke DM et al. 
Nature 1989; 339: 476; 10. Vilsen B et al. J Biol Chem 1991; 266: 18839; 11. Andersen JP, Vilsen B. J Biol Chem 1992; 267: 
19383; 12. Andersen JP et al. J Biol Chem 1992; 267: 2767; 13. Vilsen B, Andersen JP. FEBS Lett 1992; 306: 247; 14. Clarke 
DM et al. J Biol Chem 1993; 268: 18359; 15. Chen L et al. J Biol Chem 1996; 271: 10745; 16. Rice WJ, MacLennan DH. J Biol 
Chem 1996; 271: 31412; 17. Strock C et al. J Biol Chem 1998; 273: 15104; 18. Vilsen B, Andersen JP. Biochemistry 1998; 
37: 10961; 19. Zhang Z et al. Biochemistry 2000; 39: 8758; 20. Menguy T et al. J Biol Chem 2002; 277: 13016; 21. Zhang Z et 
al. FEBS Lett 1993; 335: 261; 22. Zhang Z et al. J Biol Chem 1995; 270: 16283; 23. Maruyama K, MacLennan DH. Proc Natl 
Acad Sci USA 1988; 85: 3314; 24. Maruyama K et al. J Biol Chem 1989; 264: 13038; 25. McIntosh DB et al. J Biol Chem 
1999; 274: 25227; 26. Clausen JD et al. J Biol Chem 2001; 276: 35741; 27. McIntosh DB et al. J Biol Chem 1996; 271: 25778; 
28. Hua S et al. Biochemistry 2002; 41: 2264; 29. Clarke DM et al. J Biol Chem 1990; 265: 22223; 30. Vilsen B et al. J Biol 
Chem 1991; 266: 16157; 31. Vilsen B et al. Acta Physiol Scand 1992; 146: 279; 32. Sørensen TL et al. J Biol Chem 2000; 
275: 28954; 33. Andersen JP, Sørensen T. Biochim Biophys Acta 1996; 1275: 118; 34. Andersen JP et al. Ann NY Acad Sci 
1997; 834: 333; 35. Sørensen T et al. J Biol Chem 1997; 272: 30244; 36. Andersen JP. J Biol Chem 1995; 270: 908; 37. 
Adams P et al. Biochem J 1998; 335: 131; 38. Andersen JP. FEBS Lett 1994; 354: 93; 39. Andersen JP, Vilsen B. J Biol 
Chem 1994; 269: 15931; 40. Falson P et al. J Biol Chem 1997; 272: 17258; 41. Menguy T et al. J Biol Chem 1998; 273: 
20134; 42. Zhang Z et al. J Biol Chem 2001; 276: 15232.) (d’après Wuytack et al., 2002). 
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Six résidus importants pour la fixation de calcium ont été identifiés par 

mutagénèse dirigée dès 1989 (Clarke et al., 1989). Cette proposition était basée sur le 

fait que la mutation de chacun de ces résidus abolissait le transport de Ca2+, la 

phosphorylation de l’enzyme par l’ATP et qu’il n’était plus possible d’inhiber la 

phosphorylation de l’ATPase par le Pi en présence de Ca2+. Ces résidus sont situés sur 4 

régions transmembranaires, à l’époque hypothétiques, différentes (E309 sur M4 ; E771 

sur M5 ; N796,T799,D800 sur M6 ; E908 sur M8). L’hypothèse était que les 

groupements carboxylate (pour les résidus glutamate), carboxyamide (pour les résidus 

asparagine) ou hydroxyle (pour le résidu thréonine) de ces composés interviendraient 

comme ligands pour former des sites de liaisons de haute affinité. Un postulat de cette 

hypothèse était que les hélices M4, M5, M6 et M8 s’organisent pour rapprocher 

spatialement ces résidus. 

Des études ultérieures ont permis  d’affiner les caractéristiques de chacun des 6 

mutants cités : ainsi, il a été montré que pour les mutants E309Q et N796A, l’inhibition 

par le Ca2+ de la phosphorylation par le Pi est observée pour des concentrations de Ca2+ 

peu différentes (Ca1/2 égal à environ 10 µM) à celles nécessaires pour inhiber la 

phosphorylation de l’enzyme sauvage (Ca1/2 égal à environ 1 µM). De plus, il était 

impossible de former le dérivé phosphorylé à partir de l’ATP pour ces mutants 

(Andersen et Vilsen, 1992; Andersen et Vilsen, 1994). Ces résultats ont permis aux 

auteurs de suggérer que les chaînes latérales de ces deux résidus seraient impliquées 

dans la formation du site de fixation du deuxième calcium, autorisant donc la fixation 

d’un premier calcium  à des concentrations proches de celles autorisant la fixation de 

calcium pour l’enzyme sauvage. D’un autre côté, les mutants E771Q, T799A, et E908A 

peuvent être phosphorylés par l’ATP à de fortes concentrations de Ca2+ (supérieures au 

millimolaire) et leur phosphorylation par le Pi est inhibée pour des concentrations de 

Ca2+  supérieures au millimolaire (Andersen et Vilsen, 1992; Andersen et Vilsen, 1994). 

Andersen et Vilsen ont proposé que ces résidus seraient impliqués dans la formation du 

site de liaison du premier calcium. Enfin, le mutant D800N ne ressemble à aucun autre 

puisque la concentration de Ca2+ nécessaire pour la phosphorylation par l’ATP est 

supérieure à 10 mM alors que 0,5 mM de Ca2+ suffisent à inhiber la phosphorylation par 
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le Pi. Les caractéristiques intermédiaires du mutant D800A suggéraient que le résidu 

Asp800 pourrait contribuer à la fixation de Ca2+ au niveau des deux sites (Andersen et 

Vilsen, 1992; Andersen et Vilsen, 1994).  

Les travaux de Maclennan et Coll puis de Andersen et Vilsen ont été confirmés 

de façon remarquable par la structure de l’ATPase à haute résolution (cf. Figure I.2-13). 

Parmi les autres acides aminés impliqués dans la fixation du Ca2+ dans la structure E1Ca2 

(Toyoshima et al., 2000), les résidus Val304, Ala305 et Ile307 ne pouvaient être 

détectés par mutagenèse dirigée puisqu’ils n’interviennent pas par leur chaîne latérale. 

Au total, seul le résidu Asn768 n’avait pas été identifié au préalable par mutagenèse 

dirigée, comme un des sites importants de liaison du Ca2+ . 

A B

 

Figure I.2-13 Organisation spatiales des sites calcium  

A-Déta l de a rég on transmembranaire au niveau des s tes de fixat on de ca c um 

dans la structure 1EUL, observée par la face cytoplasmique (à gauche) ou 

parallèlement à la membrane (à droite) (Toyoshima et al., 2000) B- Représentation 

schématique des acides aminés et des hélices transmembranaires participant à 

l’organisation des sites Ca

i l i i i l i

 2+ (Zhang et al., 2000). Les hélices M4 et M6 sont 

respectivement interrompues au niveau des résidus Glu309 et Asp800. Les atomes 

d’oxygène sont représentés par des cercles rouges et les atomes d’azote par des 

cercles bleus. Le groupement alkyle de l’acide aminé Thr799 est représenté par un 

cercle orange. Les sphères bleues correspondent aux atomes de Ca2+. Les hélices 

transmembranaires sont vues de la face cytoplasmique. 
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Figure I.2-14 Présentation des modèles structuraux obtenus pour différents états 

conformationnels de SERCA1a (d’après un schéma de Martin Picard, communication 

personnelle) 

Ces différents modèles ont été obtenues en utilisant des conditions de 

cristallisation différentes. Les structure E1 ont été obtenues en présence de Ca2+et 

les structures E2 en présence d’un inhibiteur, la thapsigargine (TG). L’AMP-PCP est 

un analogue non hydrolysable de l’ATP. L’AlF4
- et le MgF4

- sont des analogues du 

phosphate inorganique. Les différents modèles sont extraits de Toyoshima et al., 

2000; Toyoshima et Nomura, 2002; Olesen et al., 2004; Sørensen et al., 2004; 

Toyoshima et Mizutani, 2004; Toyoshima et al., 2004 
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b) Apport des différentes structures tridimensionnelles 

L’utilisation des conditions de cristallisation différentes, d’inhibiteurs ou 

d’analogues de substrat a permis au groupe de Toyoshima et au groupe de Poul Nissen 

d’obtenir des cristaux et des informations structurales sur d’autres états 

conformationnels de SERCA1a de lapin. 

En 2002, Toyoshima a publié un modèle structural obtenu à partir de cristaux 

formés en présence de thapsigargine (TG), inhibiteur maintenant l’enzyme dans un état 

conformationnel E2 (structure E2-TG sur la Figure I.2-14, Toyoshima et Nomura, 2002). 

En 2004, l’équipe de Poul Nissen a publié la structure à moins de 3 Å de l’ATPase i) en 

présence de Ca2+ et d’ d’AMP-PCP, analogue non hydrolysable de l’ATP (structure E1Ca2-

AMPPCP sur la Figure I.2-14, supposée mimer l’étape de transition correspondant à la 

fixation de l’ATP ii), en présence de Ca2+, d’ADP et d’AlF4
-, analogue du phosphate ADP, 

(structure E1Ca2-AlF4
—ADP, supposée mimer l’étape de transition d’hydrolyse de l’ATP) 

iii) en absence de Ca2+ et en présence d’AlF4
--thapsigargine  (structure E2-TG-AlF4

-, 

supposée mimée l’état de transition E2P) (Olesen et al., 2004; Sørensen et al., 2004). 

Parallèlement l’équipe de Toyoshima publiait également la structure de l’ATPase en 

présence de Ca2+ et d’AMP-PCP ou d’AlF4
--ADP puis en en absence de Ca2+ et en présence 

de MgF4
2- -thapsigargine (structure E2-TG-MgF4

2- décrite comme mimant également 

l’étape de transition supposée mimée l’état de transition E2P) (Toyoshima et Mizutani, 

2004; Toyoshima et al., 2004). Les 6 différentes structures qui résultent de tous ces 

travaux, y compris la première structure de 2000, sont présentées sur la Figure I.2-14. 

Les modèles présentés sur cette figure ne sont pas tous alignés et mais sont présentés 

dans le même code couleur. Il est possible de se rendre compte que les domaines 

cytoplasmiques effectuent de larges mouvements au cours du cycle catalytique. Le but 

de cette partie n’est pas de référencer les nombreux changements conformationnels 

ayant lieu, ceux-ci étant décrits par les auteurs eux-mêmes, mais plutôt de mettre en 

avant comment ces structures peuvent apporter des réponses à des questions posées 

par l’étude fonctionnelle.  
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L’une de ces questions concerne l’occlusion des 2 Ca2+ après phosphorylation de 

l’enzyme. Comme signalé plus haut, ce phénomène a été mis en évidence 

expérimentalement dès 1980 (Dupont, 1980) et peut être stabilisé par AlF4
- (Troullier 

et al., 1992). La structure obtenue en présence de cet inhibiteur apporte des éléments 

de réponse quant au mécanisme permettant l’occlusion. En effet, la Figure I.2-15 montre 

que dans la conformation E1Ca2-AlF4
--ADP, supposée mimer l’étape de transition 

d’hydrolyse de l’ATP, le domaine  M1 est séparé en deux hélices. L’inclinaison de l’hélice 

la plus cytoplasmique vient former un « chapeau » au-dessus des deux ions calcium. Ceci 

contribue très probablement à empêcher leur dissociation du côté cytoplasmique, et 

donc à former l’état occlus.  

 

 

Figure I.2-15 Changement conformationnel entre la forme E1Ca2 et la forme 

E1Ca2-AlF4
--ADP( extrait de Sørensen et al., 2004) 

A gauche, structure E1Ca2, à droite, structure E1Ca2-AlF4
--ADP. Les deux structures

ont été alignées sur les domaines transmembranaires M7-M10. Les ions Ca2+ sont en

turquoise. 

 

  

 

L’analyse détaillée des six structures a fourni d’autres éléments de réponse ou 

parfois de simples pistes permettant de formuler de nouvelles hypothèses. La 
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comparaison des structures E2-TG et E2-TG-AlF4
- laisse notamment penser que 

l’enzyme passe par un état où les protons, ions contre-transportés, sont occlus (Olesen 

et al., 2004). Par ailleurs, l’analyse de l’orientation des chaînes latérales des acides 

aminés impliqués dans les sites de fixation du calcium, donnent des éléments de réponse, 

permettant d’expliquer que certaines conformations présentent une haute affinité et 

d’autres une basse affinité. En effet, dans les formes E2, ces chaînes ne sont pas dans 

l’alignement supposé favorable observé dans les formes E1Ca2 (pour plus d’informations 

sur la compréhension des relations structure/fonction qu’ont apporté les structures 

tridimensionnelles publiées, se référer à la revue  de Møller et al., 2005).  

 

L’apport indéniable de ces modèles structuraux ne doit pas faire oublier les 

artefacts existants, d’une part du fait des conditions de cristallisation, d’autre part, du 

fait de l’utilisation des inhibiteurs ou des analogues. Cette réserve est illustrée par la 

structure obtenue en présence de Ca2+ et d’AMP-PCP. L’AMP-PCP est un analogue non 

hydrolysable de l’ATP. Il est donc supposé que la structure obtenue en présence d’AMP-

PCP est un modèle de l’état de transition où les deux calciums sont fixés et où l’ATP est 

présent au niveau du site de fixation du nucléotide. Il s’avère que cette structure ne 

diffère pas de celle obtenue en présence d’AlF4
- + ADP, supposée être un modèle de 

l’étape de transition de l’hydrolyse de l’ATP (Sørensen et al., 2004). Dans cette 

structure les deux Ca2+ semblent occlus (cf. Figure I.2-15). Or les études fonctionnelles 

réalisées par les mêmes auteurs montrent qu’en présence d’AMP-PCP les ions Ca2+ ne 

sont pas occlus, contrairement aux expériences réalisées en présence d’AlF4
-. Des 

expériences biochimiques complémentaires indiquent que, contrairement à la forme 

E1Ca2-AlF4
—ADP, la structure en présence d’AMP-PCP serait fluctuante. Les conditions 

de cristallisation auraient donc figé la forme AMP-PCP dans une conformation donnée. 

Picard et al. appuient cette hypothèse en montrant que les conditions de cristallisation, 

notamment la forte concentration en Ca2+ de la préparation protéique utilisée, 

stabiliserait en effet la conformation dans laquelle les ions Ca2+ sont occlus (Picard et 

al., 2005). Ces observations illustrent parfaitement le danger qu’il peut y avoir à 

interpréter des structures sans les données fonctionnelles associées.  
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Nous venons de voir comment les nombreuses données fonctionnelles accumulées 

depuis plus de trente ans sont complétées par les données structurales, enrichies 

récemment par les modèles de structures tridimensionnelles de différents états  de 

transition du cycle catalytique. 

Pour compléter les connaissances acquises sur les relations structure/fonction, il 

serait intéressant de connaître la structure d’autres états de transition. Il reste en 

effet plusieurs zones d’incertitudes dans la description du fonctionnement des SERCAs 

(Møller et al., 2005). L’utilisation d’autres analogues est envisageable, mais il serait très 

intéressant de pouvoir analyser la structure de mutants. Cependant, l’obtention de 

cristaux nécessite des préparations protéiques pures, homogènes et concentrées et ces 

caractéristiques sont difficiles à obtenir pour des protéines membranaires, en 

particulier après leur expression dans un système hétérologue. Or, ce passage est 

obligatoire pour l’étude de mutants de SERCA1a, et plus généralement pour l’étude de 

protéines membranaires mammaliennes plus faiblement exprimées de manière endogène.   

La partie suivante expose les différentes stratégies utilisées pour l’expression et 

la purification de protéines membranaires mammaliennes. 
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I.3 Expression et purification de protéines membranaires d’Eucaryotes 

supérieurs 

Les protéines membranaires représentent 20 à 30% de la totalité des phases 

ouvertes de lectures des génomes séquencés (Wallin et Vonheijne, 1998). Elles sont 

impliquées dans de nombreuses fonctions basales de toutes cellules, notamment par leur 

importance dans les phénomènes de transduction du signal  et de production d’énergie. 

De ce fait, elles sont les cibles privilégiées de nombreuses drogues. Au-delà de l’apport 

fondamental pour la compréhension du fonctionnement d’une cellule, la connaissance de 

la fonction et de la structure de nombreuses protéines membranaires serait un véritable 

atout pour la production de nouvelles drogues.  

Le nombre de protéines membranaires dont la structure à l’échelle atomique est 

connue est limité : Sur environ 25 000 structures publiées (cf. 

http://www.rcsb.org/pdb/holdings.html), 96 correspondent à des structures de 

protéines membranaires différentes (différence entre espèces incluses ; valeur 

indiquée par http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html, dernière mise 

à jour le 7 septembre 2005, voir également http://www.mpibp-frankfurt.mpg.de/ 

michel/public/memprotstruct.html). Parmi ces protéines membranaires, seules 18 

appartiennent à des organismes eucaryotes pluricellulaires. A l’exception du canal 

potassique de rat (Long  et al., 2005), ces protéines sont toutes naturellement 

abondantes dans l’organisme hôte (par exemple :  SERCA1a de lapin dans la membrane du 

réticulum sarcoplasmique des fibres du muscle squelettique (Toyoshima et al., 2000; 

Sørensen et al., 2004), l’ADP/ATP translocase dans les mitochondries de cœur de bœuf 

(Pebay-Peyroula et al., 2003). Pour la première fois en août 2005, il a été montré qu’il 

était possible d’obtenir la structure de protéines d’organismes eucaryotes 

pluricellulaires après expression hétérologue : l’équipe de Mackinnon a publié la 

structure jusqu’alors inconnue d’un canal potassique de rat après son expression 

hétérologue chez la levure (Long et al., 2005) et il sera présenté dans cette thèse le 

travail ayant permis l’obtention de la structure de SERCA1a de lapin après son 

expression hétérologue dans la levure (Jidenko et al., 2005). Les 78 autres protéines 
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membranaires, appartenant à des organismes unicellulaires sont soit naturellement 

abondantes dans l’organisme hôte (par exemple SERCA (cf. partie précédente) ou 

l’ADP/ATP translocase (Pebay-Peyroula et al., 2003), soit surexprimée dans l’organisme 

hôte, soit surexprimée chez un autre organisme unicellulaire, en général E. coli (par 

exemple : MsbA, un transporteur ABC surexprimé dans son organisme d’origine, E. coli  

(Chang et Roth, 2001), le cytochrome b6f isolé des thylakoides d’une souche modifée de 

son organisme hôte, Chlamydomonas reinhardt (Stroebel et al., 2003), ou encore un 

canal potassique voltage-dépendant d’une archéobactérie surexprimé chez E. coli (Jiang 

et al., 2003). Le faible pourcentage de protéines membranaires dont la structure est 

connue, et plus encore, parmi celles ci, le faible pourcentage de structures 

correspondant à des protéines d’Eucaryotes supérieurs (> 19%) reflètent un problème 

sous-jacent : la difficulté de surexprimer puis de purifier les protéines membranaires, 

en particulier d’organisme pluricellulaire, limite l’étude de leur structure. 

Différents systèmes d’expression hétérologue couplés à différentes techniques 

de purification ont permis l’étude biochimique in vitro de nombreuses protéines 

membranaires (voir par exemple pour revue Mus-Veteau, 2002), y compris les ATPases 

de type P ; la prochaine partie présente les principaux systèmes d’expression utilisés.   

I.3.1 Les différents systèmes d’expression utilisés  pour des protéines 

membranaires d’Eucaryotes supérieurs. 

I.3.1.1  Utilisation d’un système procaryote, E. coli  

La bactérie Escherichia coli  a été abondamment utilisée pour l’expression 

hétérologue de protéines solubles (pour revue, voir Hockney, 1994) et présente à 

première vue de nombreux avantages. Le principal est que cet organisme a un temps de 

génération faible (20 min), ce qui permet d’obtenir rapidement de grandes quantités de 

biomasse et ce, à faible coût. De plus, la biologie moléculaire de cet organisme est bien 

connue : il existe de nombreuses souches modifiées, de nombreux vecteurs d’expression 

sont disponibles, il est simple et rapide de tester différentes constructions.  
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L’utilisation d’E. coli  comme système hétérologue pour l’expression de protéines 

membranaires d’Eucaryotes a donné lieu à quelques résultats positifs. C’est le cas par 

exemple d’un récepteur couplé aux protéines G, le récepteur de la neurotensine du rat 

(Tucker et Grisshammer, 1996), du transporteur d’oxoglutarate bovin ou de l’ADP/ATP 

translocase bovine (Miroux et Walker, 1996). Toutefois les exemples de réussite 

restent rares et l’attractivité de ce système est compensée par la difficulté à y 

surexprimer des protéines membranaires, d’autant plus si la conservation de l’activité 

biologique est souhaitée. Le plus souvent, il est tout simplement impossible d’obtenir une 

surexpression, l’expression de la protéine étant toxique pour la bactérie. Miroux et 

Walker (Miroux et Walker, 1996) ont proposé une méthode de criblage  qui leur a 

permis de sélectionner des souches d’E. coli mutantes, dans lesquelles il leur a été 

possible de produire de grandes quantités de différentes protéines membranaires, 

d’origine eucaryote ou procaryote.   

 En cas de taux d’expression correct, le principal problème rencontré est 

l’accumulation des protéines membranaires surexprimées dans des corps d’inclusions.  

Dans ces structures, les protéines sont en général inactives et retrouver une 

conformation active après purification n’est pas chose aisée (Mus-Veteau, 2002; 

Sarramegna et al., 2003), même si quelques succès sont à noter (voir par exemple le 

transporteur d’oxaloglutarate (Fiermonte et al., 1993)). Il faut noter que le problème 

rencontré avec les corps d’inclusions n’est pas l’apanage des protéines membranaires et a 

également été rencontré pour les protéines solubles (Hockney, 1994). L’équipe de de 

Gier (Drew et al., 2001)  a proposé une méthode de criblage de l’expression des 

protéines  membranaires dans E. coli  en fusionnant la GFP en C-terminal de la protéine 

membranaire en question. Si la GFP se retrouve dans les corps d’inclusion, elle n’est pas 

correctement repliée et ne fluoresce pas. Par contre, si la protéine de fusion est 

exprimée à la membrane, la GFP peut adopter une conformation correcte et une 

fluorescence pourra être observée. Ce système permet de détecter les protéines 

membranaires qui pourraient être surexprimées facilement dans E. coli mais n’apporte 

aucune solution en cas de taux d’expression trop faible. 
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En conclusion, le succès de la surexpression d’une protéine membranaire 

d’Eucaryotes fonctionnelle dans le système E. coli est loin d’être garanti. Toutefois, les 

méthodes proposées par l’équipe de  Miroux et de Gier proposent des solutions très 

intéressantes qui peuvent éviter de négliger trop rapidement ce système. 

I.3.1.2 Utilisation d’un système eucaryote simple : les levures 

Différents types de levures sont utilisés pour l’expression hétérologue de 

protéines membranaires : la plus courante est Saccharomyces cerevisiae mais on trouve 

également des exemples d’expression hétérologue de protéines membranaires chez 

Schizosaccharomyces pombe ou Pichia pastoris. Les levures sont des organismes 

unicellulaires eucaryotes simples. Le génome des espèces citées précédemment est au 

moins partiellement connu et est modifiable grâce aux techniques de biologie 

moléculaire actuelle.  Les levures présentent un temps de génération qui reste faible 

(autour de 2h), elles se cultivent dans des milieux simples et peu chers et cette culture 

peut se faire à grande échelle dans des fermenteurs. Par ailleurs, les levures sont 

capables de réaliser des transformations post-traductionnelles comme les 

phosphorylations, des additions d’acides gras (isoprénylations, myrostiylations) ou 

encore des glycosylations, même si les sucres ajoutés sont majoritairement des 

mannoses ce qui n’est pas le cas dans les cellules d’Eucaryotes supérieurs (cf. Cereghino 

et Cregg, 2000; Macauley-Patrick et al., 2005). Elle apparaît donc comme un 

intermédiaire entre les systèmes procaryotes et les systèmes eucaryotes plus 

complexes.  

Le succès de S. cerevisiae  est indéniable : c’est un organisme dont la biologie 

moléculaire est connue, dont le génome est séquencé entièrement depuis 1997, dont de 

nombreuses souches mutantes sont disponibles et qui est couramment utilisée en 

laboratoire, que ce soit pour l’expression de protéines ou pour d’autres études, comme 

l’étude en système double hybride. P. pastoris peut présenter des avantages. C’est une 

levure méthylotrophe, c'est-à-dire pouvant croître avec comme unique source de 

carbone du méthanol. Les milieux de culture pour cette levure sont extrêmement 

simples (glycérol ou méthanol, biotine, sels et oligoéléments). Par ailleurs, cette levure 
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peut atteindre des densités cellulaires très importantes en fermenteur (pour revue voir 

Cereghino et Cregg, 2000 ou Macauley-Patrick et al., 2005). A l’inverse des deux levures 

citées précédemment qui sont des levures dites bourgeonnantes, S. pombe  est une 

levure fissipare. Sa biologie moléculaire présente de nombreuses caractéristiques qui la 

rapprochent davantage des Eucaryotes supérieurs par rapport à ses deux consoeurs. 

Parmi ces avantages, ceux qui pourraient avoir une importance pour l’expression de 

certaines protéines sont la possibilité d’intégrer des galactoses dans les chaînes 

glycosylées et la possibilité d’isoprénylation  (pour revue voir Giga-Hama et Kumagai, 

1999). 

Il existe de nombreux vecteurs d’expression commercialisés pour ces trois 

souches de levures. Ce sont des vecteurs navettes permettant de réaliser les 

constructions chez E. coli. Chez P. pastoris , les vecteurs d’expression s’intégrent dans 

l’ADN génomique. Obtenir une souche présentant plusieurs copies du gène d’intérêt est 

donc plus difficile qu’avec les vecteurs de type épisomal utilisés chez S. cerevisiae  ou 

S. pombe. Pour ces trois souches de levures, il existe des promoteurs inductibles, 

permettant de retarder la production de la protéine hétérologue. Les promoteurs des 

gènes GAL chez S. cerevisiae  ou AOX1 chez P. pastoris sont inductibles par la présence 

respectivement de galactose et de méthanol (cf. chapitre « Techniques utilisées » 

paragraphe II.1.3.1 et Cereghino et Cregg, 2000). Chez S. pombe, les promoteurs 

qualifiés d’inductibles tels que celui du gène NMT1, sont des promoteurs induits par 

l’absence d’une substance, ici la thiamine, ce qui est plus difficile à contrôler (Giga-Hama 

et Kumagai, 1999). 

Ces systèmes ont permis l’expression de différentes ATPases de type P d’origine 

mammalienne: SERCA1a (Centeno et al., 1994, Lenoir et al., 2002), l’ATPase Na/K 

(Pedersen et al., 1996), l’ATPase Cu (Portmann et Solioz, 2005) et l’ ATPase Ca/Mn (Ton 

et al., 2002) ont été exprimées chez S. cerevisiae. P. pastoris  a également été utilisée 

pour exprimer l’ATPase Na/K (Strugatsky et al., 2003; Cohen et al., 2005). A ma 

connaissance, aucune littérature ne met en avant l’utilisation de S. pombe  comme 

système d’expression pour une ATPase de type P mammalienne. Cette levure a toutefois 
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été utilisée avec succès pour d’autres protéines membranaires (Giga-Hama et Kumagai, 

1999).  

 

Les levures semblent donc être des hôtes intéressants pour l’expression de 

protéines membranaires. Des problèmes liés à l’utilisation des levures comme système 

hôte peuvent toutefois être notés : un taux d’expression trop fort de protéines 

étrangères peut être létal mais l’utilisation des promoteurs inductibles a permis de 

contourner ce problème (Schultz et al., 1987, Pedersen et al., 1996). La composition en 

lipides des membranes de levures diffèrent également par rapport aux cellules 

eucaryotes supérieures, notamment par la présence d’ergostérol plutôt que de 

cholestérol, or,  la composition en lipides de l’environnement membranaire d’une protéine 

peut modifier sa fonctionnalité (Cohen et al., 2005). Par ailleurs, pour les protéines 

glycosylées, la différence de système de glycosylation peut altérer la fonction de la 

protéine. 

I.3.1.3 Utilisation de cellules d’insectes 

 Les cellules d'insectes possèdent les équipements enzymatiques leur permettant 

d'effectuer les modifications post-traductionnelles semblables à celles des Vertébrés, 

même si  une analyse détaillée des glycoprotéines exprimées dans des cellules d'insectes 

a montré des différences dans la taille et la structure des oligosaccharides par rapport 

à celle des glycoprotéines de mammifères. Ainsi, les glycoprotéines de mammifères 

exprimées dans les cellules  de lépidoptères Sf9, sont incomplètes car les chaînes 

oligosaccharidiques sont plus courtes (Devauchelle, http://www.univ-montp1.fr / 

biotech/ Baculovirus/BaculoContenu.htm , version du 30/11/2000 ). Le temps de 

doublement des populations de cellules est de 16 à 24 heures. La plupart des lignées de 

cellules d'insectes peuvent croître en tapis cellulaire ou en suspension: la densité 

cellulaire varie de 2x106 à 5x106 cellules/ml et cette densité peut être augmentée dans 

des bioréacteurs sous réserve de l'ajout d'agent protégeant du cisaillement lié à 

l'agitation (Devauchelle et Cérutti, ). 
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Les cellules d’insectes les plus couramment utilisées  pour l’expression 

hétérologue de protéines membranaires sont les cellules  Sf9. L’expression hétérologue 

en cellules Sf9  nécessitent leur infection par des virus. Les Baculovirus sont des virus à 

ADN double brin encapsulés infectant spécifiquement les cellules d’insectes. La taille de 

la nucléocapside de ces virus est flexible, autorisant l’introduction de fragments d’ADN 

de grande taille dans le génome du baculovirus. La technologie visant à la production de 

baculovirus recombinant est connue (voir par exemple Pharmagingen, 1999) ce qui 

permet d’infecter des cellules d’insectes avec un virus recombinant ayant intégré le 

gène d’intérêt dans son génome. Le gène d’intérêt, intégré au génome du baculovirus est 

généralement sous contrôle d’un promoteur fort, généralement celui de la polyhédrine, 

composant de la nucléocapside. Sous contrôle de ce promoteur, le gène va s’exprimer 

tardivement, ce qui est un avantage quand le produit est toxique pour la cellule. 

Ce système d’expression a été utilisé avec un certain succès pour plusieurs 

ATPases de type P : pour SERCA (Skerjanc et al., 1993; Miras et al., 2001), pour 

différentes isoformes de PMCA (Preiano et al., 1996; Guerini et al., 2003),  pour 

l’ATPase Na/K (Hu et al., 2000), pour l’ATPase Cu (Tsivkovskii et al., 2002) ainsi que 

pour l’ATPase H/K (Klaassen et al., 1993).   

Le système baculovirus/cellules d’insectes semble avoir fait ses preuves pour 

l’expression de nombreuses protéines. Il peut permettre d’obtenir un fort pourcentage 

de protéines membranaires exprimées, mais cette quantité apparente peut se faire au 

détriment de l’activité (voir l’expression de SERCA1a décrite dans  Miras et al., 2001 et 

discutée plus loin, paragraphe I.3.1.7). Ses faiblesses sont un temps de génération de 

24h, et une culture en milieu complexe et cher. Par ailleurs, pour l’instant, il n’y a pas de 

lignée stable : à  la fin de son cycle, le baculovirus tue les cellules. Des études sont en 

cours pour intégrer d'un fragment d'ADN du baculovirus dans le génome cellulaire, ce 

qui conduirait à un système d'expression permanent et stable et dont les taux de 

production seraient aussi élevés qu'avec le baculovirus (Devauchelle et Cérutti, )  

Un autre type de cellules d’Insectes, les cellules Schneider 2 issues de la 

drosophile, a été également été utilisé pour la production de récepteurs couplés aux 

protéines G (Tota et al., 1995; Perret et al., 2003). Ces lignées cellulaires peuvent être 
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transfectées de manière stable par le gène d’intérêt, celui ci pouvant placé sous un 

promoteur inductible par le sulfate de cuivre (CuSO4). L’équipe de Pattus a comparé  

pour l’expression hétérologue du récepteur humain aux opioïdes mu, l’utilisation des 

cellules Sf9 infectées par le baculovirus et les cellules Sf9 ou Schneider 2 transfectées 

de manières stable (Kempf et al., 2002; Perret et al., 2003). Les auteurs montrent que 

le taux d’expression de ce récepteur dans les lignées Schneider 2 sont plus élevés que 

dans les lignées Sf9 stables, mais restent 3-4 fois moins élevées que lors de l’utilisation 

de cellules Sf9  infectées. Toutefois, il faut noter que les auteurs n’avaient pas essayé 

d’optimiser le système Schneider 2.  

I.3.1.4 L’ovocyte de xénope 

L’ovocyte de xénope présente l’avantage d’être une grande cellule (~1 mm de 

diamètre) facilement manipulable. Il est possible d’injecter dans cette cellule des ADNc 

ou des ARNm du gène d’intérêt, qui sera alors exprimé.  

Cette technique nécessite  une injection séparée ovocyte par ovocyte et ne se 

prête donc pas à l’expression de protéines à grande échelle. Toutefois, ce système peut 

être utile pour étudier la fonction d’une protéine membranaire, notamment pour  les 

protéines adressées à la membrane plasmique qui pourront être étudiées par la 

technique de patch clamp. 

L’ATPase H/K a été étudié dans ce système, l’ovocyte servant alors de « vésicules 

géantes » permettant l’accumulation de l’ion transporté, le Rb, analogue de l’ion K 

(Codina et al., 1996). Des mutants de la sous unité α de l’ATPase Na/K ont également été 

étudié grâce à ce système (Crambert et al., 2004).  

I.3.1.5 Les cellules de Mammifères 

Un des avantages majeur en faveur de l’expression en cellules de mammifères est 

que la protéine à étudier se trouvera dans un environnement très similaire à son 

environnement naturel, notamment en terme de composition lipidique des membranes ou 

de glycosylation. Les protéines d’intérêt peuvent être exprimées par deux approches : 
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une transfection transitoire ou la formation de lignées stables. Ces technologies sont 

maîtrisées, mais la formation de lignées stables est un procédé de longue haleine 

(plusieurs mois). Par ailleurs, des protéines homologues endogènes peuvent être 

présentes : si ce phénomène peut se retrouver également dans les autres systèmes 

précédemment cités, il est omniprésent ici, ce qui impose de toujours travailler 

également sur des cellules transfectées avec un vecteur non recombinant. 

Ces cellules ont été abondamment utilisées pour exprimer des ATPases de type P 

d’origine mammalienne. Ainsi, ont été exprimées dans des cellules COS-1,  les SERCA 

(voir par exemple : Maruyama et MacLennan, 1988; Zhang et al., 2001 pour SERCA1, 

Lytton et al., 1992 ; Dode et al., 2002 pour des comparaisons entre les différentes 

isoformes), les PMCA (Preiano et al., 1996) ; l’ATPase Na/K (Toustrup-Jensen et Vilsen, 

2002) ;  dans des cellules HEK, SERCA (Bobe et al., 2004) ou l’ATPase H/K (Asano et al., 

1996) ; dans des cellules CHO, l’ATPase Cu+ (Voskoboinik et al., 2001).  

Les références citées ci-dessus illustrent que les cellules de mammifères ont 

permis de nombreuses études fonctionnelles de protéines sauvages ou de mutants. 

Toutefois, de nombreuses limites à leur utilisation pour des expressions à grande 

échelle sont à signaler: le temps de génération de cellules de mammifères  est long, de 

l’ordre de 48h, leur culture est délicate et utilise des milieux complexes et chers. Par 

ailleurs, il existe généralement une dépendance d’ancrage au flacon de culture qui limite 

le volume de culture possible. Pour certaines lignées récentes, cette dépendance 

n’existe plus.  

I.3.1.6 Les systèmes d’expression in vitro 

Le principe de l’expression  in vitro des protéines est d’introduire l’ADN codant 

pour la protéine d’intérêt dans un milieu réactionnel contenant tous les éléments 

nécessaires pour qu’aient lieu la transcription et la traduction de la protéine (cf. Figure 

I.3-1A). Actuellement, toute la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle est 

apportée par l’utilisation de lysats cellulaires (E. coli, cellules de germe de blé ou 

réticulocytes de lapin). Deux types de systèmes sont disponibles commercialement : un 

premier où tous les composants, y compris la protéine nouvellement traduite, sont 
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mélangés (méthode en « batch ») et un deuxième où la synthèse de la protéine a lieu 

dans un compartiment séparé d’un réservoir par une membrane semi-perméable (cf. 

Figure I.3-1B). L’utilisation de ce dernier système permet d’avoir une réserve des 

substrats essentiels et de diluer les réactifs potentiellement inhibiteurs. 
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Figure I.3-1 : Présentation du système d’expression in vitro. 

A-Principe du système d’expression in vitro B-Schématisation d’un module 

d’expression utilisant une membrane semi-perméable (emprunté à Roche). 

 

Depuis  2004, les systèmes d’expression acellulaire ont été utilisés avec succès 

pour les productions de protéines membranaires (Berrier et al., 2004 ; Klammt et al., 

2004 ; Elbaz et al., 2004 ; Ishihara et al., 2005). Une des étapes nécessaires dans 

l’adaptation de ce système à l’expression de protéines membranaires a été de tester sa 

compatibilité avec l’utilisation de détergents, agents permettant la solubilisation de la 

protéine (cf.  paragraphe I.3.2) . Il a été montré que certains détergents inhibent la 

synthèse ; c’est la cas par exemple du désoxycholate ou du n-octyl-β-D-glucoside 

(Berrier et al., 2004). Les résultats obtenus, que ce soit avec des protéines d’origine 

bactérienne  (par exemple un canal potassique, Berrier et al., 2004 ou une petite 

protéine ABC, Elbaz et al., 2004) ou d’origine mammalienne (un récepteur couplé aux 

protéines G, Ishihara et al., 2005),  sont prometteurs : 1 à 2 mg de protéines sont 

produites dans un 1 mL de milieu réactionnel, et les protéines produites semblent être 

fonctionnelles.  
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Ces systèmes, certes onéreux, offrent une flexibilité incomparable, par rapport 

aux systèmes cellulaires, pour manipuler les paramètres d’expression. Ils permettent 

d’éviter  d’être en présence de protéines homologues endogènes et également 

d’envisager la production de protéines toxiques. Il faut noter qu’ils ne dispensent pas 

d’une étape de purification ultérieure. Par ailleurs, le contexte acellulaire est peut-être 

plus difficile à adapter pour une protéine membranaire. Il semblerait que les membranes 

présentes dans les lysats permettent l’expression de protéines membranaires (Elbaz et

al., 2004). Cependant, l’utilisation de détergents ou l’ajout de liposomes semblent 

suffire pour obtenir de bons rendements.  

 

I.3.1.7 Comparaison de ces systèmes pour l’expression hétérologue de 

SERCA1a 

Les paragraphes précédents illustrent le vaste choix offert pour exprimer une 

protéine membranaire. Je propose ici de regarder plus en détails les résultats obtenus 

pour SERCA1a, cette protéine étant non seulement mon sujet d’étude mais aussi une des 

ATPases de type P dont l’expression a été testée dans toutes les catégories de système 

d’expression exceptés les systèmes d’expression in vitro (mais peut-être n’est-ce qu’une 

question de temps !).  (Le système E. coli  a été testé sans succès dans notre laboratoire 

(Fuentes et al., résultats non publiés)). 

Le plus ancien système d’expression hétérologue de SERCA1 est sans aucun doute 

le système en cellules de mammifères. En 1988, Maruyama et MacLennan  (Maruyama et 

MacLennan, 1988) transfectent des cellules COS-1 avec l’ADNc des isoformes SERCA1a 

et SERCA1b. Ils obtiennent des fractions microsomales contenant 5% d’ATPases. Le 

rendement global est toutefois faible puisqu’ils n’obtiennent que 100 µg de protéines 

microsomales totales à partir de 5 boites de pétri de 10cm. Toutefois, les SERCAs 

exprimées sont actives et le système permet de mesurer le transport de calcium ou la 

phosphorylation de l’ATPase. Les auteurs ont ainsi pu pour la première fois étudier la 

conséquence fonctionnelle de mutations dans l’ATPase. Ce travail a ouvert la voie vers 

l’étude de nombreux mutants (voir entre autres Clarke et al., 1989, Zhang et al., 2001) 

ou à d’autres isoformes SERCA (voir par exemple Dode et al., 2002 ou Lytton et al., 
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1992).  Dans l’article de Zhang et al. (2000), les auteurs ont optimisé le système, 

notamment en augmentant le nombre de cellules transfectées grâce à l’utilisation des 

vecteurs adénovirus et en utilisant un promoteur plus fort. Les fractions microsomales 

qu’ils ont obtenues contenaient de 10-15% de SERCA, ce qui a permis aux auteurs de 

réaliser des mesures de fixation de calcium (voir également Strock et al., 1998).  

Un autre système d’expression a été proposé en 1993 par Skerjanc et ses 

collaborateurs (Skerjanc et al., 1993) : les auteurs ont utilisé les cellules d’insectes Sf9 

transfectées avec un baculovirus recombinant. Pour un litre de culture, c'est-à-dire 50 

flacons de 20 mL de monocouches de cellules, les auteurs obtiennent 3mg d’ATPase dans 

l’homogénat total ou 1,5mg d’ATPase dans la fraction microsomale, ce qui correspond à 1 

à 2% des protéines totales de cette fraction. Cette méthode a permis aux auteurs de 

purifier la protéine recombinante et un mutant, E309Q, en présence  d’un détergent 

(C12E8) et de phospholipides, grâce à l’utilisation d’un anticorps (cf. I.3.3.1).  En 2001, 

Miras et ses collaborateurs (Miras et al., 2001) ont utilisé le même système en 

l’améliorant sensiblement. Dans des essais préliminaires, SERCA représentait  24% des 

protéines membranaires mais était peu active. Finalement, en faisant varier les 

conditions de culture des cellules, les auteurs ont trouvé que l’addition de 45mg.mL-1  de 

glucose dans le milieu permettait d’obtenir des fractions membranaires renfermant 6% 

de SERCA, dont 1/3 était active. Le rendement final obtenu est de 6mg de SERCA 

membranaire pour un litre de culture. Cette procédure a permis aux auteurs de purifier 

la protéine recombinante grâce à son affinité pour le composant Red120 (cf.  I.3.3.1).   

 Le système le plus récemment mis au point est l’expression de SERCA dans la 

levure.  En 1994, Centeno et al ont exprimé SERCA dans la levure S. cerevisiae (Centeno 

et al., 1994) : les auteurs ont placé l’ADNc de SERCA sous contrôle d’un promoteur 

inductible par le galactose, ce qui leur a permis d’obtenir des lignées stables de levures 

recombinantes. Après préculture en milieu contenant du glucose, les levures étaient 

cultivées en présence de galactose. Ce protocole a permis aux auteurs d’obtenir environ 

1mg de SERCA par litre de culture, ce qui représente 0,1% des protéines totales dans 

l’extrait brut. Les auteurs ont remarqué un enrichissement de la fraction correspondant 

aux membranes plasmiques puisque l’ATPase représente alors 0,3% des protéines 
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totales.  Ce faible taux d’expression a toutefois permis aux auteurs de purifier la 

protéine grâce à l’utilisation d’un anticorps (cf. paragraphe I.3.3.1). Au cours  d’une 

expérience parallèle, l’ADNc de SERCA était sous contrôle d’un promoteur constitutif 

(PPMA1) : les auteurs se sont rendus compte  que l’expression  de SERCA induisait la mort 

des cellules. Ce protocole a été amélioré  sur plusieurs points quelques années plus tard 

(Lenoir et al., 2002) : l’ADNc est toujours placé sous contrôle d’un promoteur inductible 

par le galactose  mais i) les auteurs ont utilisé un promoteur hybride GAL 0-CYC1, plus 

fort que le promoteur GAL10 ii) les auteurs ont modifié la souche de levure pour 

augmenter la quantité d’activateur de transcription Gal4p disponible lors de l’induction. 

L’utilisation du vecteur pYEDP60, contenant le gène  ADE2 a permis la croissance des 

levures en milieu riche. L’induction de l’expression de la protéine a lieu plus tardivement, 

permettant de limiter un éventuel effet toxique de la protéine. Ce protocole a permis 

d’augmenter d’environ 10 fois la quantité de levures récoltées. Parallèlement, le 

protocole d’induction a été optimisé : par deux inductions successives, les auteurs ont 

amélioré le pourcentage de SERCA exprimée. Cette double optimisation a permis aux 

auteurs d’obtenir 25 mg de SERCA par litre de culture dans le lysat total, et 5-6mg de 

SERCA dans la fraction membranaire dite légère. Ces membranes, correspondant au 

réticulum endoplasmique et aux vésicules de sécrétion, contiennent une protéine SERCA 

active, contrairement aux fractions membranaires dites lourdes, correspondant aux 

membranes plasmiques et aux mitochondries (voir Lenoir, 2003 ). A partir de ces 

membranes, les auteurs ont pu purifier environ 1 mg de protéines (cf. paragraphe  

I.3.3.2b)). Il faut noter qu’une autre équipe au Brésil a également exprimé SERCA dans 

S. cerevisiae (Reis et al., 1999).  Reis et ses collaborateurs ont notamment testé l’effet 

de constructions chimériques sur l’expression de SERCA. Ces constructions sont placées 

sous contrôle d’un promoteur thermosensible. Le meilleur résultat a été obtenu en 

plaçant les 88 premiers résidus de la H

1

+ ATPase de la levure ou une étiquette histidine à 

l’extrémité N-terminale de SERCA : les auteurs ont ainsi obtenu 850 µg d’ATPase par 

litre de culture. Toutefois ces constructions ne semblent pas avoir été utilisées pour 

étudier l’ATPase. 

 65



INTRODUCTION : EXPRESSION ET PURIFICATION DE PROTEINES MEMBRANAIRES 
D’EUCARYOTES SUPERIEURS 

En conclusion  (cf. Tableau I.3-1): les systèmes d’expression en cellules de 

mammifères ont été abondamment utilisés pour étudier toute une série de mutations de 

SERCA1a, toutefois, la faible quantité de cellules pouvant être cultivées limite 

l’utilisation de ce système à l’étude de la fonction. Les expressions en utilisant les 

cellules d’insectes ou S. cerevisiae  ont toutes deux donné des résultats similaires 

(Miras et al., 2001; Lenoir et al., 2002) ; toutefois, la culture de levures est plus aisée 

et moins onéreuse. 

 

Les différents systèmes d’expression peuvent être également comparés pour 

d’autres ATPases de type P. Le Tableau I.3-2 présente quelques résultats obtenus pour 

d’autres ATPases de type P, notamment pour l’ATPase Na/K dont l’expression a été 

testée dans les différents systèmes.  Les résultats obtenus sont similaires à ceux qui 

ont pu être observés pour SERCA. Notons de surcroît le  rendement très intéressant 

obtenu par Parcej et Eckhardt-Strelau (2003) puis Long et al. (2005) pour l’expression 

d’un canal potassique de rat dans P. pastoris : En utilisant un fermenteur pour la culture 

de P. pastoris, ils obtiennent en effet 250g de levures par litre de culture ce qui leur 

permet d’obtenir environ 2000 mg de protéines membranaires et de purifier environ 25 

mg de sous unités Kv1.2 pure à 75% par litre de levures. 

 

Les taux d’expression pour différentes ATPase de type P obtenus dans 

différents systèmes ont permis aux auteurs d’envisager leur purification. Une étape 

préalable est de solubiliser la protéine membranaire, étape qui peut parfois se révéler 

être limitante. 
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Expression Première étape de purification  Purification additionnelleATPase  

      

Origine

Hôte rendement

Solubilisation 

système rendement pureté  système rendement pureté 

Références 

SERCA1a lapin COS-1 5% des PM1 -       - - - - - - Maruyama et 

MacLennan, 1988 

SERCA1a poulet COS-1 10% des PM - - - - - - - Zhang et al., 2000 

SERCA1           lapin Sf9 1-2% PM

3mg/L  

C12E8 (+ PL2) Anticorps

(+PL)  

375µg/L  < 30%3 - - - Skerjanc et al., 1993 

His (+PL) 0  (trop peu 

de fixation) 

 SERCA      lapin Sf9 6% PM (mais 

1/3 d’active) 

6 mg/L  

C12E8 (+ PL) 

Red 120 (+PL) 2 mg/L  26% 

- - - Miras et al., 2001 

SERCA  lapin S.cerevisiae  0,3% PM  

1mg/L  

C12E8  Anticorps 

(+PL) 

ND     ND - - - Centeno et al., 1994 

SERCA 

wt 

 

6His-Nal  4 

lapin S.cerevisiae  1-2% PM 

300µg/L  

3-6% 

500µg/L 

-       - - - - - - Reis et al., 1999 

SERCA  lapin S.cerevisiae  2% PM 5 
5.5mg/L  

DDM 
(C12E8  et 
LPC)6 

His (+PL)    1 mg/L de 
culture 

50-60% Red 120 0.28mg/L de
culture 

 70% Lenoir et al., 2002 

Tableau I.3-1 Bilan de quelques essais d’expression et purification de l’ATPase SERCA 

1PM : Protéines membranaires 2 (+PL) : addition de phospholipides 3estimation personnelle, contamination par l’anticorps - 46His-Nal : addition 

d’une étiquette 6 His en N-terminal. -5
  uniquement fractions microsomales- 6  détergent testé mais non choisi 

 



 

Expression Première étape de purification  Purification additionnelleATPase  

      

Origine

Hôte rendement

Solubilisation 

système rendement pureté  système rendement pureté

Références 

Na/K         porc S. cerevisiae   10-15 pmol

O /mg PM 

 SDS
1 

- - - - - - Pedersen et al., 1996 

Na/K          mouton Sf9 16-

20pmol/mg 

- - - - - - - Hu et al., 2000 

Na/K            rat COS-1 30-60 pmol

O /mg PM 

- - - - - - - Toustrup-Jensen et

Vilsen, 2003 

Na/K       porc P. pastoris   25-30 pmol 

O /mg PM   

 DDM  

(Fos choline et 

C12E8 )2 

His (+PL)3 ND 30-50% Exclusion

par la taille 

ND 70% Cohen et al., 2005 

Cu  humaine S. cerevisiae     ND       DDM His ND 10-20 Echangeuse

d’anions 

 0.3mg/L 75% Portmann et Solioz, 

2005 

PMCA      humaine Sf9 ND (forte) Triton X-100 L 4 

(calmoduline) 

(+PL) 

ND

(>90%) 

 Guerini et al., 2003  

Tableau I.3-2 : Bilans de quelques essais d’expression et de purification d’ATPases de type P 

 1 O/mg PM : fixation de ouabaïne par mg de protéines membranaires-2 détergents testés mais non choisi-3 (+ PL) : addition de phospholipides-4 

L : ligand.  
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I.3.2 Une étape supplémentaire par rapport aux protéines solubles : la 

solubilisation. 

Dans le cas des protéines solubles, la protéine d’intérêt se trouve en solution 

dans un système aqueux. Dans le cas de protéines membranaires, la protéine à purifier 

se trouve dans un environnement particulier, la membrane biologique, mélange de 

phospholipides, de sphingolipides, de cholestérol, de protéines…Pour espérer purifier la 

protéine, il faut l’extraire de cet environnement, donc désolidariser cet ensemble. Le 

problème est que la protéine membranaire possède des zones hydrophobes exposées à 

sa surface, celles-là même qui sont en interaction avec la bicouche lipidique : la solution 

qui consisterait à simplement  éliminer les phospholipides (en les dissolvant dans un 

solvant organique par exemple) conduirait à l’exposition de ces surfaces, ce  qui, par 

action de l’effet hydrophobe, entraînerait les protéines à s’agréger (Tanford, 1991). 

L’utilisation de détergent permet de solubiliser la protéine sans exposer ces surfaces. 

Le principe de la solubilisation d’une protéine par un détergent est présenté dans la 

Figure I.3-2.  

 
Figure I.3-2 Solubilisation d’une membrane par un détergent (emprunté à Breyton, 

2004) 
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Il existe une grande diversité de détergents disponibles sur le marché (voir 

quelques exemples  dans le Tableau I.3-3)  et il ne semble (malheureusement) pas y avoir 

de règle permettant de prédire l’efficacité du détergent pour solubiliser la protéine 

(voir les différents détergents utilisés pour solubiliser des ATPases de type P dans le 

Tableau I.3-4)  

 

Nom du 

détergent 

Formule Nature du 

détergent 

CMC 

(mM) 

M  N 

Sodium dodécyl 

sulfate (SDS) 

 
 

Anionique 1,7-7,1  288 62-101 

Acide cholique 

 

Sel biliaire 10 409 4 

D

m

 

C

 

T

 

T

m

 7
 

odécyl β D-

altoside (DDM) 
 

Non 

chargé 

0,18 511 110-140 

12E8   Non 

chargé 

0,09 538 90-120 

riton X-100 

 

Non 

chargé 

0,25 625 75-165 

ableau I.3-3 Quelques détergents utilisés en biochimie des protéines 

embranaires et leurs propriétés (données extraites de le Maire et al., 2000) 

La CMC, ou concentration micellaire critique, est la concentration de détergent à 

laquelle commencent à se former des micelles. M est la masse moléculaire d’un 

monomère (en Da). N, nombre d’agrégation est le nombre moyen de monomères 

présent dans une micelle. Il faut noter que ces valeurs sont dépendantes des 

conditions de mesures (pH, température, force ionique…) 
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Ions 

transportés 

ATPase exprimée chez…  Détergent utilisé 

pour la solubilisation 

Références  

Lapin (n) C12E8  le Maire et al., 1976 

Sf9 (h) C12E8  Skerjanc et al., 1993, 

Miras et al., 2001 

C12E8  Centeno et al., 1994 

 Ca2+  (SERCA) 

S. cerevisiae (h) 

DDM  Lenoir et al., 2002  

Requin (n) C12E8  Esmann et Skou, 1984 

S. cerevisiae (h) SDS Pedersen et al., 1996 

Na/K 

P. pastoris  (h) DDM Cohen et al., 2005 

Cu+ S. cerevisiae  :  DDM Portmann et Solioz, 2005 

Ca2+ (PMCA)  Sf9 Triton X100 Guerini et al., 2003 ; 

Preiano et al., 1996 

Tableau I.3-4 : Exemples de détergents utilisés pour solubiliser des ATPases de 

type P, à partir de membranes natives (n) ou après expression hétérologue (h) 

 

 Pour estimer l’efficacité de solubilisation, différents critères doivent être pris 

en compte : la partition de la protéine dans la phase solubilisée mais aussi la 

conservation de l’activité de la protéine en présence du détergent. Concernant la 

partition de la protéine dans la phase solubilisée par rapport à la phase membranaire, il a 

été remarqué par plusieurs auteurs que ce phénomène était dépendant du détergent. Au 

laboratoire par exemple, Lenoir et al. (2002) ont testé la solubilisation de SERCA 

exprimée dans les membranes dites légères de S. cerevisiae avec trois détergents. Les 

résultats sont rappelés Figure I.3-3.   
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C12E8

DDM

LPC

 

Figure I.3-3 Solubilisation de SERCA exprimée dans les membranes dites légères de 

S. cerevisiae par trois détergents différents  et à des rapports détergent/protéine 

différents (d’après Lenoir et al., 2002) 

Solubilisation à 4°C pendant 30 min de membranes dites légères de S. cerevisiae 

exprimant SERCA1a. 

Les auteurs ont montré que le DDM et la LPC étaient plus efficaces que le C12E8 

pour solubiliser SERCA. Par ailleurs, ils précisent qu’alors que la LPC solubilise toutes les 

protéines, le DDM ne semble solubiliser que 75% d’entre elles, ce qui enrichit la fraction 

solubilisée en SERCA. Pour une même protéine et un même rapport détergent/protéine, 

l’efficacité de solubilisation par un détergent donné peut varier selon les conditions 

utilisées : température, composition du tampon… Miras et ses collaborateurs ont par 

exemple observé qu’ils obtenaient un meilleur rendement de solubilisation dans un 

tampon à basse force ionique (Miras et al., 2001). L’équipe de Portmann (Portmann et 

Solioz, 2005) a fait l’observation intéressante que l’addition de cuivre dans le milieu de 

culture de S. cerevisiae  1h avant le fractionnement membranaire semblait faciliter la 

solubilisation ultérieure de l’ATPase Cu+ exprimée. Cet effet peut être dû à une 

meilleure conformation de la protéine dans ces conditions, ou/et  à son adressage dans 

un compartiment membranaire différent. Au laboratoire, il a également été observé que 

SERCA était plus facilement solubilisée à partir des membranes dites légères qu’à partir 

des membranes dites lourdes (Lenoir, 2003).  

 Un autre paramètre à prendre en compte est la stabilité de l’activité 

enzymatique de la protéine en présence du détergent choisi. En effet, les détergents 

peuvent altérer l’activité de la protéine, et ce de différentes manières : soit en 
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supprimant de l’environnement immédiat de la protéine des molécules essentielles au 

maintien de son activité (lipides, cofacteur, sous-unités, groupe prosthétique), soit en 

venant directement déstabiliser la région transmembranaire de la molécule, soit en ne 

mimant pas suffisamment la bicouche lipidique. Ainsi dans l’exemple illustré Figure I.3-3, 

des tests d’activité ont permis aux auteurs de montrer que le DDM était préférable 

pour leur protéine (Lenoir et al., 2002).  

Une stratégie pour limiter l’effet déstabilisant des détergents consiste à utiliser 

d’autres classes de tensio-actifs. Ces molécules ont comme les détergents la propriété 

de présenter une partie hydrophobe et une partie hydrophile. Les amphiphiles tripodes 

(Yu et al., 2000) ont été utilisés pour solubiliser la bactériorhodopsine et il a été montré 

qu’ils gardaient la protéine dans une conformation correcte pendant plusieurs semaines 

(Bowie, 2001). Le triplement de la queue hydrophobe de cette molécule peut expliquer 

qu’elle soit moins déstabilisante que les détergents conventionnels qui peuvent s’insérer 

entre les hélices transmembranaires (cf. Figure I.3-4A et Tableau I.3-3). Récemment, 

une équipe a obtenu des cristaux diffractant à 2.5 Å  de la bactériorhodopsine préparée 

avec ces « tripodes » (Theisen et al., 2005). D’autres tensio-actifs ont été conçus par 

les chimistes, comme par exemple les hémifluorés (pour revue voir Gohon et Popot, 2003 

et cf. Figure I.3-4 D)  qui ont été conçus pour être de bons solvants des protéines 

membranaires et des mauvais solvants de lipides, les amphiphiles dérivés de sucres (ex : 

HECAMEG®, Roussel et al., 2003, cf. Figure I.3-4 C). Une autre catégorie de tensio-

actifs sont les polymères amphiphiles appelés amphipols: ces molécules sont des longues 

chaînes hydrophiles avec des ramifications hydrophobes (cf. Figure I.3-4 B) conçues 

pour entretenir une interaction très forte avec la protéine membranaire (Tribet et al., 

1996, Popot et al., 2003). Ces molécules, non solubilisantes, présentent l’avantage de 

pouvoir travailler ensuite en solution aqueuse ne contenant pas  ou peu de monomère de 

tensio-actif, ce qui est un avantage pour un certain nombre de mesures biophysiques et 

pourraient être un avantage dans des méthodes d’études structurales (comme la RMN 

par exemple, cf. Zoonens et al., 2005). Ces polymères offrent donc une alternative très 

intéressante mais leur maîtrise complète reste une problématique en développement 

(Popot et al., 2003). Par exemple, des études sur l’ATPase Ca2+ ont montré que l’activité 

de SERCA en présence des amphipols était faible comparée à celle mesurée en présence 
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de détergents (Champeil et al., 2000, Picard et al., 2005 (en préparation)  voir aussi 

Picard et al., 2004). Parmi les détergents non conventionnels, on peut également citer 

les lipopeptides (McGregor et al., 2003). De par leur conformation (cf.Figure I.3-4E), 

ces lipopeptides semblent pouvoir mimer la bicouche lipidique autour de la protéine. Les 

auteurs ont montré leur capacité à solubiliser les protéines membranaires et à empêcher 

leur agrégation. Toutefois, les auteurs considèrent qu’étant donné le coût actuel de 

fabrication de telle molécule, il n’est pas envisageable de les utiliser lors de purification. 

Il faudrait donc utiliser d’abord un détergent classique puis effectuer un échange. 

Une fois solubilisé, le complexe protéine/détergent se manipule comme une 

protéine soluble. Mais, mis à part avec les amphipols, il faut toujours être en présence 

de détergent au-dessus de sa CMC. 

A B C

D E

A B C

D E

 
Figure I.3-4 : Exemples de tensio-actifs non conventionnels 

A- Amphiphiles tripodes, détergent ayant une partie hydrophobe volumineuse et 

donc probablement moins dénaturante. B- Amphipol, polymère amphiphile gardant les 

protéines en solution aqueuse. C- HECAMEG® (schéma emprunté à Serva.) 

D :Tensio-actif hémifluoré, composé d’une chaîne hydrophobe comportant des fluors 

mais terminée par une queue hydrogénée. E- Lipopeptide, pouvant mimer 

’env ronnement de la b couche l p d que en formant un anneau autour de la protéine

(schéma emprunté à McGregor et al., 2003). (Schémas A,B,D extraits de Gohon et 

Popot, 2003)  

l i i i i i  
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I.3.3 Les systèmes de purification 

Les systèmes utilisés pour obtenir de grandes quantités de protéines 

relativement pures sont généralement des chromatographies d’affinité : elles partagent 

donc toutes le principe de purification sur la base de liaisons réversibles entre la 

protéine et un ligand spécifique couplé à une matrice.  

Ce ligand peut être un ligand que je qualifierais de « naturel » : un anticorps ou 

tout autre composé interagissant directement avec la protéine. Je présenterai quelques 

exemples de tels ligands utilisés pour purifier SERCA ou d’autres ATPases de type P 

dans une première partie.  

Il est également possible d’exprimer la protéine d’intérêt sous forme d’une 

protéine fusionnée à une étiquette.  Il existe un grand nombre d’étiquettes disponibles 

et commercialisées avec leur résine de chromatographie. Ces étiquettes peuvent être 

distinguées suivant la nature du peptide ou de la protéine de fusion et celles de leur 

partenaire d’interaction.  Une première catégorie correspond à des protéines ou 

peptides de fusion qui se lient à des petites molécules : nous verrons que c’est le cas par 

exemple de l’étiquette histidine qui interagit avec des cations métalliques, ou encore de 

la GST (glutathion S-transférase) qui interagit avec le glutathion (GSH) fixé sur la 

résine. Une seconde classe d’étiquettes est constituée de peptides/protéines de fusion 

qui interagissent avec un partenaire spécifique fixé à la résine. Ce partenaire peut être 

un anticorps dirigé contre l’étiquette : c’est le principe  par exemple de l’utilisation des 

étiquettes FLAG avec les résines anti-FLAG. Le partenaire peut être simplement un 

ligand : c’est le cas par exemple de l’avidine qui reconnaît l’étiquette BAD biotinylée.  

Lichty et ses collaborateurs  ont publié récemment une étude comparative intéressante 

de différentes étiquettes pour la purification de deux protéines solubles exprimées 

chez E. coli (Lichty et al., 2005).  Même s’il est possible de trouver dans la littérature 

des exemples de purification de protéines membranaires avec différentes étiquettes 

(voir, par exemple l’utilisation de l’étiquette FLAG pour la purification d’un récepteur 

aux cannabinoïdes (Kim et al., 2005) ou l’utilisation du domaine BAD pour la lactose 

perméase (Consler et al., 1993)), la stratégie de purification la plus largement répandue 
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est l’utilisation d’une étiquette comportant plusieurs résidus histidine. Je détaillerai 

donc cette stratégie de purification. J’expliquerai également le principe de l’utilisation 

d’un domaine accepteur de biotine, stratégie qui a été adaptée pour la purification de 

SERCA durant ma thèse (voir chapitre « Résultats et Discussions »).   

Même si elles sont les plus utilisées, les chromatographies d’affinité n’ont pas le 

monopole pour la purification de protéines membranaires.  Il est également possible de 

purifier directement les protéines en utilisant leurs propriétés physico-chimiques : 

notamment en utilisant leur taille et leur forme, par exemple sur gradient de saccharose 

ou par chromatographie d’exclusion, leurs charges sur colonnes échanges d’ions ( voir par 

exemple Stroebel et al., 2003) qui ont utilisé cette technique comme première étape de 

purification, avant de réaliser une deuxième étape grâce à une étiquette histidine), ou 

leur hydrophobicité (Winstone et al., 2005). Le plus souvent, ces techniques nécessitent 

toutefois un taux d’enrichissement en protéine à purifier relativement élevé. De ce fait 

elles sont plus fréquemment utilisées comme deuxième étape de purification. En effet, 

certaines stratégies de purification de protéines membranaires combinent deux 

purifications successives. J’évoquerai cette possibilité ainsi que d’autres variantes 

possibles pour une purification démarrant par une chromatographie d’affinité.  

I.3.3.1 Affinité de la protéine d’intérêt pour un anticorps ou pour un 

ligand  

Il est possible d’utiliser un anticorps spécifique de la protéine pour la purifier. La 

protéine A, qui interagit avec les anticorps, est utilisée pour retenir le complexe.  

Skerjanc et al., 1993) ont utilisé ce système pour purifier SERCA après 

expression en cellules d’insectes. Ils ont obtenu ainsi un rendement de  300µg de SERCA 

par litre de culture. L’inconvénient majeur est que les complexes protéine-anticorps et 

anticorps-Protéine A sont très stables et difficiles à dissocier dans des conditions non 

dénaturantes pour SERCA. Toutefois, la protéine immobilisée est active et a permis des 

études biochimiques. Ce principe a été également utilisé par Centeno et al., 1994). 

Il est possible également d’utiliser un ligand naturel de l’enzyme ou un analogue 

de ce ligand, couplé à une résine.  
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Ainsi, Preiano et al., 1996) et Guerini et al., 2003) ont utilisé l’interaction de leur 

objet d’étude, l’ATPase PMCA, et de la calmoduline pour purifier l’ATPase. Après élution 

par un tampon contenant de l’EGTA,  ils obtiennent une protéine quasiment pure à 100%.  

Pour les ATPases, une autre stratégie consiste à utiliser le réactif Red120. Ce 

colorant mime la triple charge négative des groupements phosphate des nucléotides 

triphosphate (cf. Figure I.3-5)  et a dans un premier temps été considéré comme 

spécifique pour les sites de fixation de nucléotide. Même s’il a été prouvé que ce produit 

avait une affinité pour un grand nombre de protéines ne possédant pas de site de 

fixation de nucléotides, il semble pouvoir interagir avec les ATPases. Ce type de 

chromatographie d’affinité a été utilisé pour la première fois  pour SERCA par Coll et 

Murphy, 1984) et a été largement utilisé depuis pour la purification de l’ATPase-Ca2+. En 

outre, Miras et al., 2001) ont utilisé ce système après expression de la protéine dans 

des cellules Sf9 (cf. paragraphe I.3.1.7). Grâce à ce système d’expression et à ce type 

de purification, les auteurs obtiennent 1mg de protéine active pure à environ 25%.  Il 

faut noter que c’est  cette stratégie qui a été utilisée par Toyoshima et al., 2000) pour 

purifier l’ATPase avant de la cristalliser et d’obtenir la première structure atomique de 

SERCA.  

Reactive Red

Adénosine triphosphate (ATP)

 

Figure I.3-5 : Structure chimique des molécules de Reactive Red et d’ATP 

(emprunté à Lenoir, 2003) 

 Les flèches courbes indiquent que les électrons de la double liaison, en se 

délocalisant, provoquent l’apparition de charges négatives sur les atomes d’oxygène. 
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I.3.3.2 Chromatographie d’affinité de métal immobilisé (IMAC : 

Immobilized-Metal Affinity Chromatography) 

a) Principe de la technique 

Ce type de chromatographie utilise les liaisons de coordination qui peuvent se 

former entre un ion métallique  et certains acides aminés donneurs d’électrons. Le 

tandem le plus couramment utilisé est le système Nickel (Ni2+) –Histidine. Toutefois, 

d’autres ions métalliques de transition tels que le cuivre (II), le zinc (II), le cobalt (II) 

peuvent être utilisés. Les acteurs au niveau des protéines  pourraient être également le 

glutamate, l’aspartate, la cystéine, la tyrosine, des acides aminés ayant des atomes tels 

que l’azote, l’oxygène ou le soufre, susceptibles d’engager un doublet non liant dans une 

liaison de coordination. 

Les ions métalliques sont immobilisés sur la résine grâce à un composant 

chélatant fixé de manière covalente à celle-ci. Dans le cas  du système Ni2+, il s’agit de 

l’acide nitriloacétique (NTA) (cf. Figure I.3-6). 

 

Figure I.3-6 : Interactions entre la matrice Ni-NTA et les résidus histidine de la 

protéine étiquetée (image empruntée à « The QIAexpressionist », QIAGEN) 

Deux des résidus histidine de l’étiquette sont représentés en bleu alors que la phase 

stationnaire, l’acide nitriloacétique, est représentée en rouge. 
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Initialement, cette technologie était utilisée pour séparer  les protéines ou les 

peptides exposant à leur surface des groupements formés des acides aminés cités ci-

dessus. En 1988, Hochuli (Hochuli, 1988) utilise les progrès de la biologie moléculaire 

pour obtenir des protéines recombinantes présentant une étiquette 6 histidine en N ou 

C-terminal. 

L’adsorption de la protéine sur le support se fait à un pH où les atomes d’azote du 

groupement d’imidazole sont déprotonés (pH légèrement basique pH 8). L’élution se fait 

par protonation en abaissant le pH, par échange de ligand en utilisant de l’imidazole ou 

par un chélateur plus puissant comme l’EDTA. 

b) Utilisation de cette technique pour la purification de l’ATPase 

Ca2+  

Cette technique a tout d’abord été testée sur SERCA par Miras et al., 2001). 

Toutefois, seuls 3% de leur protéine active se fixait sur la colonne NiNTA.  

Le système 6His a été utilisé au laboratoire pour purifier l’ATPase Ca2+ (Lenoir et 

al., 2002). Par rapport à l’équipe précédente, les auteurs ont ajouté deux glycines entre 

la séquence codant pour SERCA et l’étiquette 6-histidines. Avec cette construction, ils 

fixent plus de 80% de  la protéine sur la résine. Par élution avec des quantités 

croissantes d’imidazole, les auteurs éluent une protéine pure à 40-50%. Leur système 

d’expression couplé à cette purification leur permet d’obtenir environ 800µg de protéine 

purifiée à partir d’un litre de culture.  Il faut toutefois noter que l’activité ATPasique  

spécifique de  la protéine SERCA ainsi purifiée est plus faible que celle mesurée dans les 

mêmes conditions pour l’ATPase native (voir également Chapitre III, paragraphe 

III.1.6). 

 

Il faut noter que ce système bénéficie d’un véritable engouement et a été 

abondamment utilisé, y compris pour des protéines membranaires et notamment pour la 

purification d’autres ATPases de type P. Il a été testé dans le cas de  l’ATPase Cu+ 

(Portmann et Solioz, 2005). Dans cette étude, l’étape de purification par NiNTA permet 

d’obtenir une ATPase qui n’est pure qu’à 10-20%, et qui peut donc être considérée plutôt 
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comme un enrichissement. Le système « His »  a donné des résultats intéressants pour 

l’ATPase Na/K (Cohen et al., 2005), permettant d’obtenir une ATPase pure à 30-50%. 

Dans cette étude, les auteurs ont utilisé une queue de 10 résidus histidine. Dans 

certains cas en effet, l’augmentation du nombre de résidus à 8 ou 10 peut donner de 

meilleurs résultats qu’avec une étiquette 6-His en augmentant notamment l’affinité pour 

la résine (voir par exemple Grisshammer et Tucker, 1997) toutefois, l’élution peut 

s’avérer plus difficile (Mohanty et Wiener, 2004). 

 

I.3.3.3 Le système avidine-biotine 

Ce système de purification est basé sur la forte interaction entre la biotine et 

l’avidine ; avec un KD de 10-7 pour l’avidine monomérique ou de 10-15 pour l’avidine 

tétramérique (Cronan, 1990). Cette interaction se rapproche du système antigène-

anticorps. 

a) Le domaine accepteur de biotine et son utilisation en tant 

qu’étiquette 

La biotine, aussi appelée vitamine H, est une molécule synthétisée par les plantes 

et la plupart des Procaryotes. Elle est nécessaire à tous les organismes car elle sert, 

entre autre, de cofacteurs à deux classes d’enzymes du métabolisme, les carboxylases 

et les décarboxylases, en jouant le rôle de transporteur de groupement carboxyl. Ces 

enzymes possèdent une séquence reconnue par la biotine ligase (BPL : biotin protein 

ligase, également appelée BirA, biotin operon repressor ou biotin holoenzyme synthétase 

biotin –[acetyl coA carboxylase ] synthétase chez E. coli  ) , qui va permettre la liaison 

covalente de la molécule de biotine (cf. Figure I.3-7).  

Suivant les organismes, le nombre de protéines endogènes biotinylées est 

variable. Ainsi, chez E. coli , seule la BBCP (biotin carboxyl carrier protein) de l’acétyl 

CoA carboxylase est biotinylée (Cronan, 1990). Chez S. cerevisiae  il existe quatre 

protéines biotinylées : l’acétyl-coA carboxylase (250kDa), l’urée amidolyase (202kDa), la 

pyruvate carboxylase (116kDa), et une protéine récemment identifiée, Arc1p (45kDa) 
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(Kim et al., 2004). Il faut noter que cette dernière protéine est un cofacteur de 

l’aminoacyl ARNt synthétase  et est l’unique exemple connu à ce jour de protéine 

biotinylée non impliquée dans des réactions de carboxylations.  

 

biotine

ATP

Protéine 
biotinylée

Domaine accepteur 
de biotine

Biotinyl - AMP

(1)

(2)

biotine

ATP

Protéine 
biotinylée

Domaine accepteur 
de biotine

Biotinyl - AMP

(1)

(2)

 

Figure I.3-7 Réaction catalysée par la biotine ligase (Chapman-Smith et Cronan, 

1999) 

La biotine ligase utilise l’ATP pour activer la biotine  en formant l’intermédiaire 

réactionnel biotinyl-AMP (1) qui est alors transféré sur l’amine epsilon de l’unique

lysine du domaine accepteur de biotine (BAD) (2).

 

 

 

Le domaine accepteur de biotine (BAD : Biotin acceptor domain) de différentes 

carboxylases a été utilisé comme étiquette, permettant la production de protéines de 

fusion biotinylées chez des bactéries ou dans la levure (Cronan, 1990). Il existe une 

grande similitude de séquence entre les différents domaines accepteurs  de biotine de 

différentes espèces. Il en découle que la biotine ligase d’un organisme donné peut 

reconnaître et biotinyler un domaine accepteur de biotine non endogène, avec toutefois 
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une efficacité moins grande pour la biotinylation de domaine d’origine procaryote par la 

biotine ligase de cellules de mammifères (Cronan, 1990; de Boer et al., 2003). 

Des études ont été réalisées afin de réduire la taille de ce large domaine (environ 

100 acides aminés) : l’équipe de Beckett (Beckett et al., 1999) a montré qu’un peptide 

minimal de 23 acides aminés pouvait être reconnu par la biotine ligase de E. coli et être 

biotinylé in vitro. Il semblerait que ce soit plutôt les domaines entiers qui soient  en 

général utilisés dans les essais de purification de protéines membranaires mais Tucker 

et Grisshammer, 1996) ont testé une étiquette accepteur de biotine de 13 acides aminés 

pour la purification du récepteur à la neurotensine de rat (voir paragraphe suivant). 

b) Purification de protéines membranaires par le système biotine. 

Différentes protéines membranaires ont été purifiées en utilisant le système 

biotine. Consler et ses collaborateurs (Consler et al., 1993) ont été les premiers à 

utiliser ce système pour purifier la lactose perméase d’E. coli. Depuis, d’autres protéines 

membranaires ont été purifiées grâce à ce système, en utilisant comme hôte, soit des 

bactéries, soit les levures: par exemple une autre protéine bactérienne, le transporteur 

de citrate exprimée chez K.pneumoniae (Pos et al., 1994), un transporteur de saccharose 

de plante exprimée chez S. cerevisiae (Stolz et al., 1995), des transporteurs ABC 

d’origine mammalienne exprimée chez P. pastoris ou chez S. cerevisiae (Julien et al., 

2000; Howard et Roepe, 2003). Après fixation de la protéine de fusion sur une résine 

d’avidine, celle-ci est éluée avec un tampon contenant suivant les auteurs de 1 à 5 mM de 

biotine libre.  

Pour améliorer les rendements de purification, certains groupes ont essayé 

d’améliorer la biotinylation de la protéine de fusion. Ainsi, Stolz et al., 1995 ont montré 

que la biotinylation de leur protéine de fusion était augmentée par ajout de biotine dans 

le milieu de culture, la quantité de biotine disponible pouvant être limitante. Un autre 

facteur limitant en cas de surexpression trop importante peut être la biotine ligase 

endogène. Pour pallier cet éventuel défaut, certaines équipes réalisent une biotinylation 

in vitro  de la protéine de fusion. Ainsi, Pouny et ses collaborateurs (Pouny et al., 1998) 

ont estimé que seuls 15 à 20 % de la lactose perméase surexprimée était biotinylée. Par 
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ajout d’une étape de biotinylation in vitro  par la biotine ligase de E. coli  (BirA) purifiée, 

ils ont considérablement augmenté la quantité de protéine de fusion biotinylée. Une 

autre stratégie est la coexpression de BirA avec la protéine de fusion (de Boer et al., 

2003), stratégie qui se révèle être particulièrement utile dans le cas d’expression en 

cellule de mammifères car la biotine ligase endogène semble moins efficace pour 

biotinyler les domaines d’origine procaryote.  

Tucker et Grisshammer, 1996) ont testé une étiquette « domaine accepteur de 

biotine » de 13 acides aminés pour la purification du récepteur à la neurotensine de rat 

après expression dans E. coli. Le principal problème rencontré a été un faible taux de 

biotinylation de la protéine de fusion (15%). Ce problème a été partiellement résolu par 

coexpression de la biotine ligase d’E. coli (BirA) : 75% de protéines de fusion se fixent 

alors sur la résine d’avidine.  

De manière générale, les auteurs concluent que l’utilisation de cette stratégie 

permet l’obtention d’une fraction pure et active.  

I.3.3.4 Quelques variations possibles lors de la purification d’une 

protéine membranaire 

a) Addition de lipides  durant la purification 

Comme il a été décrit dans le paragraphe de solubilisation, pour permettre la 

purification de protéines membranaires, il faut l’ôter de son environnement naturel, la 

bicouche lipidique.  Pour pallier les éventuels effets de la délipidation, il est possible 

d’ajouter des phospholipides exogènes dans les tampons utilisés au cours de la 

purification.  Lors de la mise au point de leur système de purification de SERCA, Miras 

et ses collaborateurs ont montré que l’addition de phospholipides pouvait améliorer 

l’activité ATPasique des SERCAs exprimées dans les fractions membranaires des 

cellules Sf9, mesurée en présence de C12E8 (cf. Figure I.3-8 ), et que cet effet 

dépendait de la nature du phospholipide ajouté (Miras et al., 2001). 
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Figure I.3-8 : Effet de l’ajout de phospholipides sur l’activité ATPasique de 

membranes exprimant SERCA, mesurée en présence de C12E8 (d’après Miras et al., 

2001) 

La mesure est effectuée à 25°C en présence de 1mg.mL-1 de C12E8. En absence de 

phospholipides, l’activité est d’environ 50 nmol/mg/min. ● :phosphatidylcholine ▼ : 

phosphatidyléthanolamine 

 

 

Figure I.3-9 : Conservation de l’activité de l’ATPase Na/K après purification en 

présence de DOPC, DOPS ou DOPC/DOPS (extrait de Cohen et al., 2005) 

L’ATPase purifiée par la méthode « His » en absence de lipides exogènes est 

inactive. Les différentes préparations sont stockées à 0°C. L’activité mesurée 

correspond à la formation d’intermédiaire phosphorylé à partir de [γ-32P] ATP à 0°C.   
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De même, lors de la mise au point de leur protocole de l’expression de l’ ATPase 

Na/K,  Cohen et al (2005) ont réalisé une étude intéressante sur l’effet des lipides 

exogènes sur la conservation de l’activité de la protéine purifiée. Là encore, l’effet est 

dépendant du phospholipide ajouté (cf. Figure I.3-9). 

. 

b) Elimination de l’étiquette grâce à l’utilisation de protéases. 

L’étude de la protéine d’intérêt purifiée sous forme de protéine de fusion peut 

nécessiter l’élimination de l’étiquette. L’insertion d’une séquence d’acides aminés unique 

susceptible d’être reconnue et coupée par des protéases spécifiques permet l’élimination 

de l’étiquette. Cette étape peut servir à l’élution de la protéine d’intérêt ou peut être 

réalisée lors d’une étape ultérieure.  Différentes endoprotéases peuvent être utilisées. 

Citons entre autres, la thrombine, le facteur Xa, la TEV.  

L’utilisation de ces protéases n’est pas sans inconvénient : tout d’abord, le choix 

de la séquence de coupure, et donc de la protéase utilisée, doit tenir compte de la 

séquence de la protéine d’intérêt, afin d’éviter toute protéolyse. Toutefois, les 

protéases ne sont pas totalement spécifiques et des protéolyses peuvent avoir lieu au 

niveau de séquence ne correspondant pas à la séquence consensus (Jenny et al., 2003). 

Par ailleurs, la protéase se retrouve alors mélangée avec la protéine d’intérêt. La pureté 

de l’échantillon est donc diminuée.  L’élimination de la protéase nécessitera donc une 

étape de purification additionnelle. Il existe par exemple des résines de 

chromatographie anti-protéase (par exemple la Benzamidine Sepharose pour la 

thrombine). Une autre stratégie consiste à utiliser une protéase recombinante, elle- 

même étiquetée (stratégie utilisée avec la TEV, voir par exemple Mohanty et Wiener, 

2004). 

Notons que l’élimination de l’étiquette est une option plus rarement utilisée lors 

de l’utilisation d’une étiquette histidine, bien qu’il ait été montré que cette étiquette 

pouvait avoir une action délétère sur l’activité (voir, par exemple, lorsque l’étiquette est 

placée en N-terminal pour la purification du MscL, Berrier et al., (2004). Dans le cas des 
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protéines solubles, elle est plus couramment utilisée pour éliminer des étiquettes de plus 

grosse taille, comme l’étiquette GST par exemple (pour revue, voir Jenny et al., 2003). 

c) Utilisation d’une deuxième étape de purification pour améliorer 

la pureté. 

Si la pureté obtenue après la chromatographie d’affinité est jugée insuffisante, il 

est possible d’ajouter une deuxième étape de purification. Cette étape peut être une 

nouvelle chromatographie d’affinité, on parle alors de purification en tandem. La 

deuxième chromatographie peut utiliser un ligand naturel de la protéine.  Cette 

stratégie a par exemple été testée par Lenoir et al., (2002) : après purification de 

SERCA1a-6His sur colonne de nickel, ils ont utilisé la colonne Red120.  Ceci leur a permis 

d’augmenter la pureté mais également l’activité spécifique de SERCA. Par contre cette 

étape entraîne une perte de 75 % de SERCA disponible (Lenoir et al., 2002). Il est 

également possible de réaliser des chromatographies dites « en tandem » grâce à 

l’utilisation de deux étiquettes différentes fusionnées à la protéine.  

La deuxième chromatographie peut également utiliser les propriétés chimiques de 

la protéine d’intérêt : cette stratégie a par exemple été utilisée par Portmann et Solioz, 

(2005) : après une purification « Histidine » de l’ATPase Cu, ils ont utilisé une colonne 

échangeuse d’ions.  Cohen et al., (2005) ont eux utilisé une chromatographie d’exclusion 

par la taille pour augmenter la pureté de leur préparation d’ATPase Na/K. 

Si cette étape additionnelle permet d’augmenter la pureté de l’échantillon, elle 

fait aussi baisser le rendement en quantité de la purification. 

 

Le choix d’un système d’expression et de purification n’est pas chose aisée : le 

système est empirique, il est difficile de prédire quel système sera le plus efficace pour 

aboutir à la purification de la protéine d’intérêt. De plus, ce choix peut reposer sur 

d’autres critères, comme la simplicité d’utilisation du système, le coût de production et 

de purification de la protéine, la capacité de contrôler le produit final et les 

modifications introduites, le temps requis pour le clonage du gène codant pour la 

protéine à purifier, les contraintes réglementaires…Toutefois la maîtrise de toutes ces 
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techniques, en parallèle avec les techniques d’analyses (biophysique, cristallographie…) a 

permis et continuera de permettre l’approfondissement de la connaissance à la fois de la 

fonction et de la  structure des protéines membranaires : de nombreuses avancées ont 

été faites ces dernières années, dont notamment les premières structures à haute 

résolution de protéines membranaires d’origine mammalienne.  
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I.4 Objectifs de mon travail de thèse 

La partie I.2 de cette introduction montre que l’ATPase Ca2+ du réticulum 

sarcoplasmique du muscle squelettique SERCA1a a été le sujet de nombreuses études, à 

la fois fonctionnelles, et depuis plus récemment, structurales. Pour réaliser ces études, 

les différents auteurs ont utilisé, soit l’ATPase native, soit l’ATPase exprimée et 

éventuellement purifiée grâce à l’utilisation de différents systèmes d’expression et de 

purification, décrits dans la partie I.3. Dans notre laboratoire, un travail important a 

déjà été mené pour exprimer puis purifier SERCA1a à partir de la levure S. cerevisiae 

(Centeno et al., 1994; Lenoir et al., 2002). Parallèlement à la mise au point de la 

purification par la méthode « histidine » décrite par Lenoir et al. (2002), une autre 

stratégie de purification a été démarrée au laboratoire, utilisant l’étiquette «domaine 

accepteur de biotine ». En utilisant la forte interaction entre l’avidine et la biotine, donc 

en augmentant l’interaction étiquette/ partenaire, un des objectifs de cette nouvelle 

stratégie de purification était d’augmenter la pureté et le rendement de purification.  

Au démarrage de ma thèse, le protocole de la stratégie de purification 

« biotine » restait à améliorer, des difficultés ayant été rencontrées notamment pour 

l’élution de la protéine. Par ailleurs il nous était apparu intéressant de profiter de 

l’expérience acquise sur l’isoforme SERCA1a pour tenter d’exprimer, de purifier et 

d’étudier des isoformes SERCA3. En effet, comme il a été dit dans les paragraphes 

I.2.2.3 et I.2.3.2, cette famille d’isoformes est peu connue. La purification de ces 

isoformes pourrait permettre d’approfondir les connaissances concernant les propriétés 

biochimiques de ces isoformes, pour tenter de mieux comprendre les différences 

fonctionnelles qui les distinguent, d’une part des isoformes SERCA1 et SERCA2, et 

d’autre part les unes par rapport aux autres. La compréhension de ces distinctions  

pourrait apporter des éléments permettant de comprendre quel rôle particulier peut 

jouer chacune des isoformes SERCAs, lorsque plusieurs d’entre elles sont exprimées 

dans une même cellule. 
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Le but initial de mon travail de thèse était donc d’améliorer la purification par la 

méthode « biotine » et, en cas de succès de  l’appliquer à la purification de SERCA3-

BAD.  

La mise au point de la purification par la méthode « biotine » constitue la 

première partie des résultats présentés dans ma thèse. Si les rendements de 

purification ne sont pas meilleurs que ceux obtenus précédemment par la méthode 

« histidine », nous verrons que l’ATPase SERCA1a conserve mieux ses propriétés 

biochimiques après purification par la méthode « biotine » que par la méthode 

« histidine ». Par ailleurs, grâce à l’addition d’une étape supplémentaire de purification 

nous obtenons une protéine pure à plus de 70%. Ces résultats ont permis des essais de 

cristallisation. Le succès des essais de cristallisation  de l’ATPase sauvage SERCA1a 

purifiée après son expression hétérologue dans la levure sera présenté dans une 

seconde partie. Cette réussite a ouvert la voie vers des essais de cristallisation de 

mutants. Je présenterai également dans la deuxième partie des résultats,  les essais de 

cristallisation d’un mutant E309Q. Ce mutant, supposé ne fixer qu’un seul calcium et ne 

pas hydrolyser l’ATP (cf. paragraphe I.2.4.2 page 45), pourrait fournir une structure 

d’un état conformationnel supplémentaire adopté par  SERCA1a au cours de son cycle 

catalytique.  

Parallèlement à ces travaux sur SERCA1, des expériences ont été menées pour 

essayer d’étudier SERCA3. Un premier essai d’expression chez S. cerevisiae de 

SERCA3, plus précisément de l’isoforme SERCA3a de rat, a été suivi d’un premier essai 

de purification de cette isoforme par la stratégie « biotine ». Les résultats obtenus 

nous ont poussés à essayer d’améliorer l’expression de SERCA3a de rat. La difficulté à 

analyser les résultats, faute d’anticorps suffisamment sensible pour détecter de faible 

quantité de SERCA3a de rat, nous a poussés à envisager l’expression et la purification 

de l’isoforme SERCA3a humaine, pour laquelle des anticorps plus sensibles existent. Ce 

choix a également été justifié par la découverte de nouvelles isoformes humaines et de 

la spécificité inter-espèces des SERCA3 (cf. paragraphe I.2.2.3 et Martin et al., 2002; 

Bobe et al., 2004). Il nous a par ailleurs semblé que les études biochimiques seules ne 

nous permettraient pas de comprendre le rôle de ces isoformes. En effet, dans les 
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cellules exprimant au moins une des isoformes SERCA3, jusqu’à présent, l’isoforme 

SERCA2b a toujours été également détectée. Aussi, parallèlement à ces tentatives 

d’expression et de purification, dans le but de connaître la localisation subcellulaire des 

différentes isoformes SERCAs dans une cellule, des expériences d’observations 

miscroscopiques ont été menées.  
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II.1 Clonage des gènes d’intérêt dans un vecteur navette et transformation 

de ce vecteur chez la levure Saccharomyces cerevisiae 

Le système d’expression choisi pour toutes ces études est la levure S. cerevisiae.  

Les avantages de ce choix ont été discutés dans l’introduction. Pour une question de 

rapidité et d’efficacité, il est toutefois préférable de réaliser les manipulations 

génétiques sur des plasmides pouvant être transformés dans les bactéries. Le vecteur 

utilisé est donc un vecteur qualifié de navette, servant de vecteur de clonage chez 

E. coli et de vecteur d’expression chez S. cerevisiae. 

II.1.1 Description du vecteur navette utilisé 

Ce vecteur a été fourni au laboratoire par Denis Pompon (CGM, Gif-sur-Yvette). 

Ses principales caractéristiques sont présentées sur la Figure II.1-1. 

 Ce vecteur possède des caractéristiques permettant son utilisation comme 

vecteur de  clonage chez E. coli : il possède en effet une origine de réplication 

bactérienne (Ori E. coli) et un gène de sélection (Ampr) qui confèrera à la bactérie 

transformée par ce plasmide une résistance à l’ampicilline.  

On trouve également sur ce vecteur des caractéristiques qui en feront un 

vecteur d’expression chez la levure. L’origine de réplication 2-µ assure que le nombre de 

copies est maintenu de manière stable dans la lignée de levures. Le vecteur porte 

différents marqueurs de sélection chez la levure : le marqueur URA3 et ADE2, qui vont 

complémenter les génotypes ura et ade de la souche de levure utilisée. (cf. paragraphe 

II.1.3.1page 101). Par ailleurs, il possède les éléments nécessaires à l’expression d’un 

gène : un promoteur (Pro GAL10-CYC1) et une séquence de terminaison (Ter PGK). Le 

promoteur GAL10-CYC  est un promoteur fort inductible par le galactose contenant la 

séquence initiatrice de la transcription du cytochrome c

1

1 (CYC1) et la séquence 

transactivatrice du  promoteur GAL10 (Pedersen et al., 1996 ; Lenoir et al., 2002), 
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séquence reconnue par l’activateur de transcription  Gal4p (cf. également Figure II.1-4 

page103). 

 

 

Figure II.1-1  Description du vecteur navette pYeDP60 

Ampr : gène de résistance à l’ampicilline- Ori E. coli : origine de réplication 

bactérienne- ADE2 et URA3 : marqueurs de sélection chez la levure,– Pro GAL10-

CYC1 : promoteur inductible par le galactose – Ter PGK : séquence de terminaison de

la phosphoglycérate kinase.-Ori yeast (2 µ) : origine de réplication chez la levure. 
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II.1.2 Préparation des constructions chez E. coli 

II.1.2.1 Stratégies choisies pour le clonage des différentes SERCA 

étudiées : 

a) Clonage de SERCA1a , SERCA1-E309Q et SERCA3a de rat:  

Ces constructions ont été réalisées par Christine JAXEL. La construction du 

plasmide SERCA1-BAD est décrite dans la partie Matériels et Méthodes de l’article I. 

La mutation E309Q  de SERCA1a a été réalisée précédemment au laboratoire (cf.  

Lenoir en préparation) : elle a été réinsérée dans le vecteur pYE60-SERCA1BAD à partir 

du vecteur pYE60-SERCA1-6His-E309Q. L’ADNc de l’isoforme SERCA3a de rat a été 

fourni au laboratoire dans le vecteur pcDNA3 (obtenu auprès du Dr A-M Lompre). Il a 

été inséré dans le vecteur pYE60-BAD. 

b) Clonage de SERCA3a humain 

L’ADN du gène codant pour la protéine SERCA3ah nous a été aimablement fourni 

par Jocelyne ENOUF (INSERM, Hopitâl Lariboisière, PARIS). Il était initialement cloné 

dans le plasmide pcDNA. J’ai replacé la séquence codante pour SERCA3ah dans le 

plasmide pYEDP60, sous contrôle du promoteur GAL10-CYC1 et avec la séquence codant 

pour le site de coupure de thrombine suivie de la séquence codant pour  le domaine 

accepteur de biotine.  

Pour ce faire, j’ai utilisé la méthode suivante (cf. Figure II.1-2) : dans un premier 

temps,  j’ai amplifié par PCR un fragment « HindIII-EcoRI-S3ah-TB »  à partir du 

plasmide pcDNA-SERCA3ah. J’ai utilisé une amorce 5’ HindIII-EcoRI-S3ah : (5’) 

TATAAGCTTAGAATTCTAGTATGGAGGCGGCGCATCTGCTCCCGGCCGCC (3’). La partie en 

gras correspond aux premiers nucléotides de la séquence codant pour SERCA3ah. La 

partie soulignée correspond à la séquence se trouvant juste en amont de la séquence 

codant pour SERCA1-BAD dans le plasmide pYeDP60. L’amorce 3’ S3ah-TBc (5’) 
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CGCCGTGGATCCTCTTGGAACCAAACCACCCTTCTGGCTCATTTCTTCGTGCATGTGGTT (3’) 

est complémentaire de la partie 3’ de l’ADNc SERCA3ah (en gras) à laquelle auraient été 

ajouté deux glycines (en italique non souligné), la séquence codant pour le site de 

coupure par la thrombine (italique souligné) puis le début de la séquence codant pour le 

domaine accepteur de biotine (en gras souligné).  Le produit de PCR inclut donc la 

totalité de l’ADNc SERCA3ah avec en aval le début de la construction BAD utilisé pour 

SERCA1a –BAD (cf. II.1.2.1a)  et Figure II.1-2A).  Parallèlement, j’ai  amplifié un 

fragment « Thr-BAD » à partir du plasmide pYEDP60 grâce à une amorce 5’ TB (5’) 

GGTGGTTTGGTTCCAAGAGGATCCACGGCG (3’) correspondant à la séquence codant pour  

deux glycines (en italique non souligné), le site de coupure par la thrombine (italique 

souligné) puis le début du domaine accepteur de biotine (en gras souligné) et à une 

amorce 3’ « BAD-SacII-BsrgIc », (5’) TATGTACATCCGCGGTTAGGTCATCAGGGTG 

TCGCCGACCGCCAC (3’) complémentaire de la séquence codant pour la partie C-terminale 

du domaine accepteur de biotine (souligné) à laquelle a été ajoutée la séquence codant 

pour un site de restriction SacII (italique) et  BsrgI (gras) (cf.Figure II.1-2B). Pour 

obtenir le fragment « HindIII-EcoRI-S3ah-BAD-SacII-BsrgI », j’ai utilisé la technique 

de PCR par hybridation : les fragments précédemment obtenus sont incubés dans un 

mélange pour PCR (cf. II.1.2.2a)) sans amorces pour un cycle : c’est l’étape d’hybridation. 

Puis les amorces  5’ « HindIII-EcoRI-S3ah » et 3’« BAD-SacII-BsrgIc » sont ajoutées 

au mélange réactionnel, qui subit alors des cycles de PCR standard. Même en faisant 

varier les conditions expérimentales (notamment les températures d’hybridation) je n’ai 

pas réussi  à obtenir le produit souhaité. J’ai donc du opter pour une deuxième stratégie.  

J’ai amplifié par PCR le fragment « SbfI-S3ah-TB » en utilisant l’amorce 5’ 

« SbfI » (5’) CGACACCGACCTGCAGGCTC (3’) correspondant à la séquence 1364 à 1383 de 

SERCA3a humain, incluant un site de restriction par l’enzyme SbfI (souligné), unique 

dans le plasmide pcDNA-S3ah, et l’amorce 3’ « S3ah-TBc » décrite ci-dessus. J’ai 

ensuite réalisé une hybridation-PCR entre ce fragment et le fragment « Thr-BAD », en 

utilisant les amorces 5’ « SbfI» et 3’ « BAD-SacII-BsrgIc ». J’ai ainsi obtenu le 

fragment « SbfI-S3ah-BAD ». Pour obtenir la construction souhaitée, j’ai tout d’abord 

inséré le fragment « HindIII-S3ah » dans le vecteur pcDNA en utilisant une digestion 
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par HindIII et par SbfI (cf. Figure II.1-2C).. Puis j’ai inséré dans le vecteur ainsi 

obtenu, le fragment « SbfI-S3ah-BAD » en utilisant les enzymes SbfI et BsrgI (cf. 

Figure II.1-2D). Pour finir, j’ai cloné le fragment « EcoRI-S3ah-BAD » dans pYeDP60 en 

utilisant les enzymes EcoRI et SacII. 

 

 

 

Figure II.1-2 Stratégie de clonage de SERCA3ah : obtention de SERCA3ah-BAD 

dans le plasmide pcDNA 

A- Obtention du fragment HindIII-EcoRI-S3ah-TB. B-Obtention du fragment SbfI 

S3ah BAD. C- Clonage  de HindIII-EcoRI S3ah dans le plasmide pcDNA. D-Clonage de 

HindIII-EcoRI-S3ah-BAD-SacII-BsrgI dans le plasmide pcDNA.  
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BsrgI
SbfI

Plasmide pcDNA

SacII BsrGISbfI SacII BsrGISbfID

ADNc Serca- BAD (dans pYeDP60)ADNc Serca- BAD (dans pYeDP60)
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II.1.2.2 Réalisation, amplification et séquençage des constructions 

plasmidiques : 

a) PCR et PCR par hybridation. 

Les PCR sont réalisées à partir de 10, 1 et 0,1 ng de matrice ADN, avec 1,25U 

d’enzyme PfuTurbo® ADN polymérase (STRATAGENE®), 200 µM de mélange 

équimolaire de dNTP, 0,25µM de chacune des amorces et qsp 50µL 1X du tampon fourni 

avec l’enzyme. L’’étape de dénaturation à chaque cycle se déroule  à 94°C pendant 1 min 

(5 min pour le tout premier cycle). L’étape d’hybridation dure 1min et la température est 

dépendante des amorces, toutefois on teste généralement une température de 65°C. 

Pour définir la durée de l’étape d’élongation, on considère qu’il faut 1 min à l’enzyme pour 

répliquer 1000 bases et on ajoute 1 min de sécurité lorsque la matrice fait plus de 10 kb. 

On réalise 30 cycles « dénaturation-hybridation-élongation ». Si nous rencontrons des 

difficultés à amplifier certains fragments, nous testons différentes températures 

d’hybridations et/ou  différents temps d’élongation. 

 Lorsque nous réalisons une PCR dite par hybridation, le but est de joindre 

deux fragments d’ADN, généralement obtenus précédemment par PCR,  grâce à une 

partie de leur séquence qui est commune (cf.Figure II.1-3). Le mélange réactionnel de 

départ est constitué de 108 copies du plus grand fragment, de 10.108, 5. 108 ou 2. 108 

copies de l’autre fragment, de 200 µM de mélange équimolaire de dNTP, 2,5U d’enzyme 

Pfu, qsp 50µL 1X du tampon fourni avec l’enzyme. Les amorces sont rajoutées au terme 

du premier cycle à une concentration finale de 0,25µM.  Au cours du premier cycle, la 

durée d’hybridation est de 2 min à 65°C et l’élongation se déroule pendant 10 min à 72°C. 

Les cycles suivants se déroulent selon les conditions standard de PCR décrites ci-dessus. 

En cas de difficulté, il est possible de faire varier la quantité des matrices, le rapport 

entre les quantités des deux matrices ainsi que la température d’hybridation du premier 

cycle.  
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5’ 3’ 5’ 3’

dénaturation puis 
hybridation

5’ 3’ 5’ 3’

élongation

3’5’

Ajout des amorces, 
dénaturation, hybridation

5’ 3’

3’5’

élongation

Produit final

3’5’
 

Figure II.1-3 Schématisation d’une PCR par hybridation. 

Le premier cycle de PCR se réalise en absence d’amorces. Après dénaturation, la 

séquence commune aux deux fragments de gènes à joindre va s’hybrider, permettant

à la polymérase de se servir de la partie non commune comme matrice 

 

 

b) Clonage et transformation des bactéries 

Avant de réaliser les digestions enzymatiques nécessaires au clonage, il est 

souvent souhaitable de concentrer les produits de PCR obtenus. Pour cela, un dessalage 

est tout d’abord réalisé grâce à l’utilisation de la résine G100 Sephadex, qui permet 

l’élimination de molécules de taille inférieure à 100kDa , donc les ions mais également les 

enzymes de restriction (pour plus de détails voir Corre et al., 1997). La phase aqueuse 

des réactions PCR utilisées est regroupée dans un même tube. 850µL de résine G100 en 
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suspension sont rincés dans du tampon TE’ ( 10mM Tris pH8- 0,1mM EDTA). 200µL du 

mélange à dessaler sont déposés sur la colonne de résine formée après centrifugation à 

3500 rpm (1000 gav, centrifugeuse JOUAN MR22) dans un spin module (Q-BioGene). On 

récupère le filtrat après centrifugation à 3500 rpm pendant 8 min. On  renouvèle 

l’opération autant de fois que nécessaire, sachant qu’on peut charger jusque 1mL total 

sur une colonne formée à partir de 850µL de résine en suspension.  

Le filtrat ainsi obtenu est concentré par précipitation à l’éthanol. Dans un premier 

temps, pour la précipitation à proprement parlé, on ajoute un mélange salin et de 

l’éthanol (0.825M AcNH4-66.25% éthanol final) et on laisse la précipitation se dérouler 

à –20°C pendant 30min. Après centrifugation pendant 30 min à 15 000 rpm (18500 gav), 

on rince les culots 2 fois avec de l’éthanol 70%, puis avec de l’éthanol 100% avant de les 

faire sécher puis de les reprendre dans le volume souhaité d’eau. 

Les différentes digestions enzymatiques sont, la plupart du temps, réalisées 

successivement. 5-10µg d’ADN purifié sont mis à incuber avec l’enzyme de restriction 

choisie, dans le tampon, pendant la durée et à la température préconisés par le 

fabricant. Après chaque digestion, les coupures sont vérifiées par migration 

électrophorétique sur gel d’agarose.  

Les fragments d’ADN d’intérêt sont récupérés par élution : Après une séparation 

par migration électrophorétique, les fragments sont élués en utilisant la méthode 

« Quick-PikTM Electroelution Capsule » (Stratagene). 

La ligation des différents fragments se déroule dans un milieu contenant environ 

80 ng de vecteur et 2 fois plus de molécules d’inserts. Le produit de ligature obtenu 

sert à transformer des bactéries E. coli JM109. Les bactéries sont rendues 

compétentes par traitement au chlorure de calcium : 100mL de milieu LB sont 

ensemencés avec une préculture de bactéries JM109. Après deux heures de croissance, 

les bactéries sont centrifugées puis le culot est incubé dans le tampon A (50mM CaCl2-

10 mM Tris pH8) pendant 30 min dans la glace. Après centrifugation 5 min à 5000 rpm 

(2000 gav, centrifugeuse JOUAN MR 22), le culot est repris dans 1,5 mL de tampon A 

puis incubé dans la glace pendant 1h. 90µL du produit de ligation sont mélangés à 100µL 

de la suspension de bactéries compétentes avec 10µL de tampon B (500mM CaCl2-50mM 
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Tris pH 8). Le mélange est laissé 1h dans la glace puis un choc thermique est réalisé en 

plaçant les tubes 5 min à 37°C. 800µL de milieu LB sont alors ajoutés et les tubes sont 

placés à 37°C pendant 1h, afin de laisser le temps au gène de résistance de s’exprimer. 

Etant donné le gène de résistance porté par le vecteur navette pYEDP60 (cf.Figure 

II.1-1 page 94), ces bactéries transformées sont ensuite étalées sur boîte de milieu 

Luria Broth additionné d’ampicilline. En cas de problème, le rapport vecteur/ insert est 

modifié. 

L’ADN plasmidique est purifié à partir des bactéries transformées en utilisant la 

méthode QIAprep®
 Miniprep (Qiagen).  

Chaque ADN préparé est vérifié par séquençage en utilisant un séquenceur 

automatique ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing géré par le service du 

DIEP au CEA-Saclay. Les ADN à séquencer sont soumis à un cycle de PCR en présence 

d’une seule amorce et d’un mélange de désoxynucléotides contenant des di-

désoxynucléotides (ddNTP) couplés à un fluorochrome différent pour chaque type de 

ddNTP. L’incorporation d’un ddNTP  bloque l’élongation. Les différents produits de PCR 

sont ensuite récupérés par précipitation à l’éthanol et les ADN sont repris dans le 

tampon d’analyse. Lors de l’analyse par le séquenceur, le dernier nucléotide incorporé 

sera détecté grâce au fluorochrome couplé. Grâce à cette méthode des fragments de 

300 à 400 bases peuvent être séquencés.  

II.1.3  Transformation de S. cerevisiae par le vecteur navette 

II.1.3.1 Présentation de la souche de levure utilisée : 

Nous avons utilisé la souche W3031.b/Gal4 (a, leu2, his3, trp1::TRP1-PGAL 01 -GAL4, 

ura3, ade2-1, canr, cir+) décrite dans Lenoir et al. (2002)(voir signification des notations 

dans le Tableau II.1-1). 
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Symbole génétique Signification 

ADE2+ Allèle sauvage, contrôlant la production d’adénine 

ADE2 Locus ou allèle dominant. 

ade2 Locus ou allele récessif conférant une auxotrophie pour l’adénine. 

ade2-9 Allèle ou mutation spécifique 

Ade+ Souche prototrophe pour l’adénine 

Ade- Souche auxotrophe pour l’adénine 

Ade2p Protéine codée parADE2 

ADE2 mRNA ARNm transcrit à partir de ADE2 

ade2-∆1 Délétion spécifique, complète ou partielle de ADE2 

ADE2::LEU2 Insertion du gène LEU2 fonctionnel au niveau du locus ADE2; 

ADE2  restant fonctionnel et dominant 

ade2::LEU2 Insertion du gène LEU2 fonctionnel au niveau du locus ADE2; 

ade2 étant ou devenant non fonctionnel  

CYC1-ADE2 Fusion entre les gènes CYC1 et  ADE2, les deux gènes étant 

fonctionnels 

PCYC1-ADE2 Fusion entre le promoteur CYC1 et  ADE2, le gène ADE2 est 

fonctionnel 

a Type sexuel de la souche de levure 

leu2, his3, ura3, ade2-1 Levure auxotrophe pour la leucine, l’histidine, l’uracile et 

l’adénine 

Trp1::TRP1-PGAL10-GAL4 Insertion de TRP1 et GAL4 sous contrôle du promoteur GAL10, 

TRP1 et GAL4 étant fonctionnels 

canr Souche sensible à la canavanine sulfate 

Cir+ Présence d’un plasmide 2-µm 

Tableau II.1-1 Nomenclature en génétique de la levure en utilisant ADE2 comme 

exemple et  application à la souche W303.1.b (adapté de Sherman, 1998) 
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Cette souche de levure est auxotrophe pour deux acides aminés : la leucine et 

l’histidine, ainsi que pour deux bases azotées : l’uracile et l’adénine. Ces substances 

essentielles devront être apportées, soit par le milieu de culture, soit par 

complémentation.  

De plus, il a été inséré dans le génome de cette levure le gène GAL4  sous 

contrôle du promoteur GAL10. Cette construction, d’après une idée de Schultz et al., 

(1987), permet d’augmenter le nombre de copies de la protéine Gal4p suite à l’ajout de 

galactose dans le milieu (cf. Figure II.1-4).   

 

Répresseur Gal80p 

Promoteur GAL10 

galactose

PolII PolII 

+

+ 

+

Activation de la 
transcription des 

gènes sous 
contrôle du 

promoteur GAL1 
ou GAL10 

 
glucose - 

glucose 

- 
Activateur de 

transcritption Gal4p 

 

Figure II.1-4 Système Gal4p chez la levure 

La protéine Gal 4 est un facteur de transcription qui interagit avec les séquences 

nucléotides des promoteurs des protéines GAL1 et GAL 10. En absence de galactose, le 

facteur de transcription Gal4p est réprimé par la protéine Gal80p (Lohr et al., 1995;

Bhat et Murthy, 2001). La présence du galactose dans le milieu va activer l’inducteur

Gal3p, qui va lever la répression exercée par Gal80p. En absence de glucose,(Johnston, 

1999), la protéine Gal4p va alors activer la transcription des gènes situés en aval du 

promoteur. 

 

 

Inducteur Gal3p 
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De manière constitutive, Gal4p est faiblement exprimée. Grâce à la construction 

PGAL10-GAL4, l’ajout de galactose dans le milieu permet, non seulement de lever la 

répression des protéines Gal4p déjà présentes, mais également d’amplifier la quantité 

de protéine Gal4p et par conséquent d’augmenter l’expression des gènes sous contrôle 

des promoteurs GAL1 et GAL10, y compris ceux présents dans les vecteurs d’expression 

transfectés dans la levure ( cf. paragraphe II.1.1) 

II.1.3.2 Transformation des levures : 

Les levures sont transformées grâce à la méthode à l’acétate de lithium. Un 

traitement par l’acétate de lithium rend les cellules de levures compétentes. L’utilisation 

d’un ADN entraîneur et de PEG permet d’augmenter l’efficacité de transformation 

(Gietz et al., 1992).   

4.109 cellules de levures sont utilisées pour chaque préparation de levures 

compétentes. Après centrifugation des cultures de levures 10min à 5000rpm, rotor 

JA12 (3000 gav, centrifugeuse Beckman Coulter™), les culots sont lavés deux fois par de 

l’eau stérile froide. Les culots sont ensuite lavés deux fois dans du tampon lithium froid 

(0,1M Acétate de lithium – 0,01M Tris pH 7,5 – 1mM EDTA) avant d’être incubés 15 min 

à 30°C dans ce même tampon. 

Le même jour, les cellules compétentes ainsi obtenues sont mélangées avec l’ADN 

transformeur et à l’ADN entraîneur dans du tampon PEG (40% PEG  4000-0,1M Acétate 

de lithium – 0,01M Tris pH 7,5 – 1mM EDTA). Un témoin négatif avec de l’eau stérile est 

réalisé à chaque fois. Pour faire entrer l’ADN par choc thermique, ce mélange 

réactionnel est incubé pendant 30 min dans un bain marie à 30°C, puis  20 min dans un 

bain marie à 42°C. La suspension est ensuite centrifugée en présence de liquide de 

Ringer et les culots de levures sont repris dans du liquide de Ringer avant d’être étalés 

sur boîtes de milieu minimum S6 complémenté en adénine (20µg/mL) (S6A). Le résultat 

de la transformation est observable après culture de 48h à 28°C. 
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II.2 Expression et purification des SERCAs 

II.2.1 Mini expression : 

Avant de démarrer la culture de levures transformées de 2L ou plus, nous testons 

l’expression de la protéine d’intérêt par quelques clones sur de plus petits volumes. 

Au début de ma thèse, ces tests se déroulaient en milieu minimum : le premier 

jour, le clone était mis en culture dans 5mL de milieu S6A (milieu sélectif avec glucose) 

à 28°C pendant 18h. Cette préculture servait à ensemencer 10 mL de S5A (milieu 

sélectif avec galactose), la présence de galactose permettant l’induction de l’expression 

de la protéine d’intêret (cf. II.1.3.1). La culture était placée sous agitation à 28°C 

pendant 17h environ. Par la suite, nous avons jugé qu’il était sans doute préférable de 

sélectionner les clones dans des conditions se rapprochant de celles utilisées pour la 

maxi expression. Dans ce cas, après une préculture en milieu S6A, les cultures sont 

réalisées en milieu riche YPGE2X pendant 24h. Nous ajoutons ensuite 2% (m/v) de 

galactose et remettons la culture 12h à 18°C. 

Suite à ces cultures, 1,5.108 levures sont utilisées pour réaliser un broyage  puis 

une précipitation des protéines par TCA afin d’analyser l’expression. Les levures sont 

centrifugées à 10 000 rpm, (8000 gav centrifugeuse Jouan MR22)  à 4°C pendant 5 min. 

Après un lavage dans du NaN3 10 mM, les culots sont repris dans 400 µL de NaN3 10mM 

TCA 2%. Les levures sont ensuite broyées mécaniquement grâce à l’ajout de billes de 

verres de 0,5 mm de diamètre et à l’utilisation d’un vortex pendant 8 min à vitesse 

maximale. Les billes sont lavées  3 fois avec du TCA 2%. Le broyat ainsi récolté est 

laissé 15 min dans la glace, ce qui permet la précipitation des protéines, puis centrifugé 

à 19 500 rpm ( 30000 gav, centrifugeuse Jouan MR22) à 4°C pendant 15 min. Les culots 

sont suspendus dans du Tris 100mM pH8 et conservés à –80°C. 
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II.2.2 Maxi expression :  

Elle est réalisée sur la souche sélectionnée en mini expression. Le protocole est 

décrit dans la partie « Materials and Methods » de l’article I. Suivant les expériences, 

de 500mL à 8L de culture sont réalisés. Il faut au minimum 5 jours pour mettre en 

œuvre cette maxi expression : après deux précultures en milieu minimum S6A, des 

fernbachs contenant du milieu riche YPGE2X (2% Yeast extract-1% glucose- 2% 

bactopeptone -2.7% éthanol) sont ensemencés (t=0h). La présence d’un promoteur 

inductible nous permet de séparer la phase de croissance des levures (jusque t=36h) de 

la phase d’expression de la protéine d’intérêt. Il a été montré au laboratoire qu’une 

deuxième induction à t=49h avant un arrêt 6h plus tard était favorable à l’expression de 

la protéine SERCA-His, et que le déroulement de la phase d’expression à 18°C favorisait 

son adressage dans les membranes légères. (Centeno et al., 1994; Lenoir et al., 2002) 

 

II.2.3 Fractionnement   

Ce protocole a évolué au cours de ma thèse. La version finalement adoptée est 

décrite dans la partie « Materials and Methods » de l’article I. De manière simplifiée, 

après  la culture, les levures sont récupérées par centrifugation sous forme de culots. 

Après un rinçage dans l’eau, destiné à éliminer les restes de milieu de culture, les 

levures sont lavées avec un tampon TEKS (50mM Tris pH 7,5 –1mM EDTA-0,6M 

Sorbitol-0,1M KCl) afin de créer un choc osmotique, puis sont broyées mécaniquement en 

présence de billes de verres dans un tampon TES (50mM Tris pH 7,5 –1mM EDTA-0,6M 

Sorbitol-1mM PMSF). Le broyat récolté est soumis à des centrifugations 

différentielles, permettant de séparer les différentes fractions membranaires : le 

premier culot (C1) contenant les levures non broyées, le deuxième culot (C2) contenant 

majoritairement les fragments de membranes plasmiques et les mitochondries, et le 

dernier culot (C3) contenant majoritairement des fragments de membranes internes. 
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Une des évolutions de ce protocole concerne le broyage : dans un premier temps, il 

s’effectuait par agitation manuelle puis nous avons testé et adopté l’agitation en 

incubateur (cf. Chapitre « Résultats et Discussions »). Pour le fractionnement, nous 

avons également testé le protocole de fractionnement complexe décrit dans Lenoir et al. 

(2002) et illustré ici dans la Figure II.2-1A. Il s’est avéré que ce protocole, plus lourd 

eN-termes de manipulations, n’apportait pas un réel gain en rendement (cf. « Résultats 

et Discussions ») 

Finalement, nous avons opté pour un broyage  qualifié de « mécanique » car 

utilisant l’agitation à 350 rpm dans un incubateur, suivi d’un fractionnement qualifié de 

simple, illustré dans la Figure II.2-1B. 

L’ATPase Ca2+ représente 1 à 2% des protéines totales des membranes C3, qui 

seront utilisées pour la purification. Les membranes C2 contiennent également de 

l’ATPase mais des études antérieures au laboratoire ont montré que l’ATPase contenue 

dans ces membranes étaient moins active et moins  facilement solubilisée (Centeno et 

al., 1994; Lenoir et al., 2002). 
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A 

 

B 

125 000 gav

11 000 gav

1000 gav
BT             

C1 (+ TES)S1

S2 C2 (+TES)

C3 (+ Hepes Saccharose)S3
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1000 gav

125 000 gav

11 000 gav

1000 gav
BT             

C1 (+ TES)S1

S2 C2 (+TES)

C3 (+ Hepes Saccharose)S3
 

A-Procédure de fractionnement qualifiée

fractionnement qualifiée de simple ; C : culot- S : surnageant- BT : Broyat total . TES 

(50mM Tris pH 7,5 –1mM EDTA-0,6M Sorbitol) et HEPES saccharose (20 mM HEPES

pH7,4 – 0,3M saccharose- 0,1mM CaCl2-) sont les tampons qui servent à reprendre 

les culots.  
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Figure II.2-1 :Procédures de fractionnement 

 de complexe. B-Procédure de 
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II.2.4 Solubilisation et Cinétique de solubilisation 

Au cours de ma thèse, les conditions de solubilisation des membranes C3 ont 

évoluées. Les raisons seront explicitées dans le chapitre « Résultats et Discussions ».  

Les membranes sont diluées pour atteindre une concentration finale en protéines 

totales de 2mg.mL-1 dans du tampon de solubilisation (50mM Tris pH7- 0,1M NaCl- 20% 

glycérol –1mM CaCl2 – 1mM mercaptoéthanol), en présence de DDM 0.6% ; (rapport 

détergent/protéines : 3/1 en g/g) et de 1mM de PMSF. Au terme du temps de 

solubilisation, le mélange est ultracentrifugé à 40 000 rpm dans le rotor Ti 45 (125000 

gav) pendant 30 min. Le surnageant, contenant la fraction solubilisée, est conservé. 

Lors des tests de cinétique de solubilisation, les mêmes conditions sont appliquées. 

Au temps souhaité, un aliquot de 200µL est prélevé et mis à centrifuger dans 

l’ultracentrifugeuse  Beckman TL-100 à  70 000 rpm (rotor TLA-100 125000 gav)  

pendant 30min. Le surnageant est conservé et analysé par western blot (cf. II.3.1 page 

111)  

 

II.2.5 Purification par le système « avidine » : 

 La mise au point de ce protocole a constitué une grande partie de mon travail de 

thèse. Les différents protocoles utilisés successivement seront  décrits dans la partie 

« Résultats et Discussions ». Je présente ici le protocole utilisé à la fin de ma thèse. 

Le solubilisat obtenu est mis en contact avec l’avidine-agarose (Soft Link Avidin 

Resin, Promega) préalablement lavée avec du tampon de solubilisation. Pour 10mL de C3, 

1,2 mL de résine sont utilisés. Le mélange solubilisat-résine est faiblement agité 

pendant toute la nuit en chambre froide. La colonne de résine est ensuite formée dans 

une colonne de verre Biosepra sous un débit de 1,5mL/min. Le « passe-tout-droit » (PTD) 

obtenu est chargé de nouveau sur la colonne ainsi formée. La résine est ensuite lavée 

sous un débit de 1mL.min-1 avec 10 fois son volume de tampon à haute concentration en 

sel (tampon haut sel : 50mMTris pH7- 1M NaCl-20% glycérol- 1mM CaCl2 – 1mM 
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mercaptoéthanol- 0,05% DDM), puis rééquilibrée avec du tampon bas sel (50mMTris 

pH7-  0,15M NaCl-20% glycérol- 2,5mM CaCl2 – 1mM mercaptoéthanol- 0,05% DDM). 

Pour ces deux étapes de lavages, un temps d’attente de 15 min est observé après qu’un 

premier volume de tampon ait été élué. Pour l’étape de coupure par la thrombine, la 

résine est resuspendue avec du tampon bas sel. 40 unités de thrombine sont ajoutées à 

ce mélange qui est lentement agité sur une roue à température ambiante pendant 30min. 

20 unités de thrombine sont de nouveau ajoutées et l’incubation se prolonge encore 

30min . Au bout du temps imparti, l’action de la thrombine est stoppée par ajout de 

2,5mM de PMSF. L’élution de SERCA, sans son domaine de fusion, a lieu en chambre 

froide sous un débit de 0,5mL.min-1 , grâce à l’ajout de tampon bas sel, mL par mL . 

Pour toute cette procédure, une pompe péristaltique est utilisée pour assurer des 

débits constants. 

La résine (Soft Link Avidin Resin ) est régénérée selon les instructions 

préconisées par le fournisseur (Promega), à savoir : un lavage avec 8 volumes d’acide 

acétique 10%, puis un lavage avec un tampon 100mM NaPO4 pH 7.  La résine est ensuite 

conservée dans 20% d’éthanol.  

II.2.6 Purification par gel filtration en HPLC 

L’étape de purification par gel filtration se déroule en HPLC : une colonne TSK-

gel G3000SWXL est utilisée et la procédure est contrôlée par le System Gold (Beckman).  

 La boucle d’injection utilisée a un volume de 500µL. Une étape de concentration 

des éluats obtenus après purification par chromatographie d’affinité est donc 

nécessaire. A cette fin, les éluats sont répartis dans des Centricons C30 ( Amicon) et 

concentrés par centrifugation à 5000rpm jusqu’à atteindre un volume final inférieur à 

500µL.  

La colonne de gel filtration utilisée est préalablement lavée avec le tampon 

d’élution (100mM MOPS pH6,8 – 80mM KCl- 1mM MgCl2- 1mM CaCl2- 20% glycérol (v/v)-

0,5mg/mL C12E8 ). L’élution a lieu sous un débit de 0,5 mL.min-1.  
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A cette étape, un changement de détergent est opéré, la protéine étant en sortie 

de colonne en présence de C12E8 et non plus de DDM. Cet échange peut être contrôlé 

grâce à l’utilisation de détergents radiomarqués (cf. II.3.3 page 113) 

II.3 Analyses biochimiques 

II.3.1 Analyses par SDS-PAGE  et western blots  

Les fractions protéiques peuvent être analysées après électrophorèse en 

conditions dénaturantes (SDS-PAGE) par coloration des gels au bleu de Coomassie ou 

par détection après transfert (Western blot), comme décrit dans la partie « Materials 

and Methods » de l’article I. En règle générale, la migration est stoppée lorsque le  

front de migration atteint le bas du gel (environ 1h de migration à 150V, 0,025A par 

gel), mais il peut arriver que la migration dure plus longtemps, en particulier si l’on 

souhaite séparer la bande « pyruvate carboxylase » de la bande « SERCA-BAD » avant 

une révélation par l’avidine peroxydase, la migration durant alors 90 min.  

Après transfert, la détection des protéines se fait soit simplement en utilisant 

de l’avidine couplée à une peroxydase, soit en réalisant une immuno-détection à l’aide 

d’un couple anticorps I –anticorps II couplé à une peroxydase. Les conditions 

d’utilisation des anticorps sont résumées dans le Tableau II.3-1. 

Les protéines détectées sont révélées par la méthode ECLTM (Enhanced 

Chemiluminescence, Amersham) puis les membranes sont autoradiographiées. Les 

quantifications sont réalisées à partir des films faiblement exposés, afin que le signal ne 

soit pas saturé. Pour quantifier, ces films sont analysés grâce à un densitomètre 

(scanner Model GS-700 imaging densitometerTM, Biorad) avec Molecular AnalystTM v14.1 

(Biorad).  
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Anticorps I ou avidine peroxydase Anticorps secondaire 

Dénomination (provenance) Dilution et 

Temps d’incubation 

 

Dénomination Dilution et 

Temps 

d’incubation 

Avidine peroxydase (SIGMA) 1/50000 – 60 min   

79B (anti SERCA1) (A-M 

LOMPRE  (INSERM, Paris)) 

1/30000-50 min Anti cochon 

d’Inde 

1/10000 –60 

min 

190.1 (J. MØLLER ) 1/5000 –90min Anti-Lapin 1/10000 

PL/IM (anti-SERCA3) (Jocelyne 

ENOUF (INSERM, Paris)) 

1/100- 90min Anti IgG1 de 

souris 

1/2000 –

90min 

Tableau II.3-1 : Conditions d’utilisation des anticorps ou de l’avidine peroxydase 

après un western blot. 

La membrane est dans un premier temps saturée à l’aide de PBS-Tween (90 mM 

K2HPO4, 10 mM KH2PO4, 100 mM NaCl, pH 7.7, Tween 20 0.2 % (v/v)) +10% lait en

poudre (m/v). Dans les cas d’utilisation d’anticorps, les anticorps primaires sont 

ajoutés à la solution précédente, aux dilutions indiquées dans ce tableau. Après 

rinçage de la membrane par du PBS Tween, la membrane est incubée avec l’anticorps 

secondaire adéquat. L’incubation avec l’anticorps secondaire se déroule dans les 

mêmes conditions. Dans le cas de l’utilisation de l’avidine peroxydase, après 

saturation , la membrane est rincée puis incubée avec l’avidine peroxydase diluée 

dans du PBS Tween. Au terme de chaque temps d’incubation, les membranes sont 

rincées dans du PBS-Tween.  
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II.3.2 Dosage des protéines totales : 

La quantité de protéines dans les échantillons est déterminée selon une 

adaptation de la méthode de Smith et al., (1985), c’est à dire en utilisant l’acide 

bicinchoninique (BCA). Cette méthode utilise le fait qu’en milieu alcalin, l’interaction du 

cuivre II Cu2+ avec les liaisons peptidiques entraîne sa réduction en cuivre Cu1+ (réaction 

dite du biuret). Le cuivre I va se complexer avec le BCA pour former un produit pourpre, 

ayant un maximum d’absorbance à 562 nm. 

 La méthode a été adaptée pour un dosage en microplaque. Les puits sont 

préparés en mélangeant 1 µL de solution à doser  avec 2 µL de SDS 10%  et 7 µL d’eau. 

Une gamme d’albumine sérique bovine (BSA) de 0 à 30 µg de protéine/puits est préparée 

en ajoutant le volume adéquat d’une solution étalon de BSA à 5 mg.mL-1, 1µL du tampon 

dans lequel sont conservées les fractions à doser, 2µL de SDS et qsp 10µL d’eau. L’ajout 

de tampon a pour but de rendre cette gamme plus fiable en tenant compte des 

interférences liées au tampon, le sorbitol contenu dans le tampon TES-PMSF étant en 

particulier connu pour interférer dans le dosage. On ajoute ensuite dans tous les puits 

200 µL de réactif fraîchement préparé. L’absorbance à 540nm est mesurée sur le 

lecteur multiplaque Labsytems Multiskan ® BICHROMATIC. 

Remarque : lorsque la quantité de protéines des fractions membranaires est 

dosée, le tampon de conservation de la fraction C3 diffère de celui des autres 

fractions (cf. Figure II.2-1 page 108): pour ne faire qu’une gamme, il est possible de 

faire en sorte que tous les puits contiennent la même quantité de tampon en ajoutant 

1µL du deuxième tampon dans les puits.  

II.3.3 Mesures de la quantité de détergent présent dans un échantillon  

Cette mesure se base sur l’utilisation de détergent, DDM ou C12E8 marqué au 

carbone 14, isotope radioactif. Ces détergents ont été synthétisés au CEA-Saclay. La 

quantité de détergent radioactif est mesurée grâce à un compteur à scintillation. 
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II.3.3.1 Utilisation du comptage en liquide de scintillation 

L’échantillon à mesurer est placé dans des fioles de comptage et dilué dans un 

liquide de scintillation, composé d’un solvant et d’une molécule fluorescente.  Lors de la 

désintégration d’un atome radioactif de l’énergie est libérée ; cette énergie va être 

absorbé par le solvant. Le solvant transfère ensuite cette énergie à la molécule 

fluorescente qui libèrera à son tour cette énergie sous forme de fluorescence. Le signal 

est analysé par un compteur, qui nous les transmet en coups par minute (cpm) 

II.3.3.2 Suivi du devenir d’un détergent au cours d’un passage sur 

colonne de gel filtration en HPLC ou dans les étapes expérimentales 

suivantes. 

L’échange entre le DDM et le C12E8 au cours de l’étape de purification par HPLC a 

ainsi été vérifié : pour cela, du DDM radioactif est ajouté à l’échantillon injecté ( ajout 

de 0,2µCi). 25 µL des fractions éluées sont ensuite analysées grâce à un comptage en 

scintillation liquide. 

De même, le comportement du  C12E8 au cours de la dernière étape de 

concentration en Centricon 30 avant cristallisation a pu être suivi en ajoutant du C12E8 

radioactif au tampon HPLC (10 µCi pour 150 mL de tampon).  Les fractions éluées, le pool 

qui sera concentré et la fraction concentrée obtenus sont analysés grâce à un comptage 

en scintillation liquide.  

Ce type de procédure permet également d’avoir accès à la quantité de détergent 

lié à une protéine : pour cette mesure, le détergent radioactif est ajouté au tampon et à 

l’échantillon (cf. Winstone et al., (2005), article III en annexe). 

II.3.4  Reconstitution de l’ATPase en liposomes 

Deux techniques peuvent être utilisées : une première méthode utilisée précédemment 

au laboratoire (cf. Lenoir et al., 2002) consiste à ajouter des lipides tout en enlevant le 

détergent par Biobeads. Cette méthode est rapide mais les vésicules formées ne 
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permettent pas de mesurer le transport de calcium par l’ATPase. Une autre méthode 

consiste à former des liposomes de DOPC par dialyse en présence de la protéine 

d’intérêt en détergent. Cette méthode, utilisée dans l’article II permet de mesurer le 

transport de calcium. 

II.3.4.1 Ajout de lipides EYPC/EYPA 

Une solution de lipides EYPC/EYPA à 30 mg.mL-1 (10mg EYPC/1mg EYPA) est 

préparée. Pour cela, les lipides sont dissous dans  du chloroforme puis mélangés dans les 

proportions souhaitées,  lyophilisés, puis repris dans le tampon L ( 50 mM Tris-HCl pH 8- 

20% glycérol (v/v) – 1mMDTT). Les lipides sont à une concentration finale de 1mg.mL-1 et 

les Biobeads (200g de Biobeads pour 1 g de DDM) sont ajoutés à l’échantillon qui est 

gentiment agité pendant une heure en chambre froide avant élimination des Biobeads.  

II.3.4.2 Reconstitution en liposomes de DOPC 

Dans un premier temps, le DOPC est solubilisé par du cholate : après avoir fait 

évaporer le chloroforme dans lequel était préalablement dilué et stocké un volume V/2 

de DOPC (40mg.mL-1), un volume V de tampon cholate (0,03M Tris pH7- 400 mM NaCl- 

400mM saccharose – 1mM MgCl2 –1mM NaN3- 1% cholate (m/v) –50mM DTT) est ajouté. 

Parallèlement, l’échantillon souhaité est préparé : s’il s’agit de la protéine purifiée, elle 

est préparée comme indiqué ci-dessus et l’échantillon final est concentré pour avoir la 

quantité de protéine souhaitée dans 40 à 200µL. S’il s’agit du SR, il est solubilisé grâce à 

l’ajout de C12E8 dans un ratio 2 /1 (m de détergent/ m protéine). Le solubilisat est 

récupéré après centrifugation pendant 30 min à  70 000 rpm (rotor TLA-100 ; 125000 

gav). 

Les protéoliposomes sont ensuite formés par dialyse, les détergents (cholate et 

C12E8 ou DDM) étant ôtés à l’aide de Biobeads. L’échantillon protéique est ajouté au 

mélange DOPC-cholate puis le tout est réparti dans un ou plusieurs boudins de dialyse. 

La dialyse se déroule dans un tampon de dialyse avec DTT en présence de Biobeads (6mL 

pour un boudin de 5mL). Le tampon de dialyse est changé au bout de 5h. 5h à 8h plus 
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tard le tampon et les Biobeads sont remplacés. Au cours des 24h suivantes, le tampon 

sera remplacé deux nouvelles fois par du tampon sans DTT. 

Au terme de cette dialyse, les vésicules sont formées. Elles sont concentrées 

grâce à la mise en contact des boudins de dialyse avec du PEG 20000 . Les vésicules 

peuvent alors être stockées à 4°C pendant  une semaine. La congélation endommagerait  

les vésicules. 

Pour les calculs ultérieurs, on considère que la totalité des protéines ajoutées se 

retrouvent dans les vésicules. 

II.3.5 Mesure d’activité ATPasique :  

Elle est réalisée par une méthode de mesure spectrophotométrique associée à 

l’utilisation de deux enzymes couplées (cf.Figure II.3-1). Ce système permet de corréler 

l’hydrolyse d’une molécule d’ATP à la consommation d’une molécule de NADH  tout en 

régénérant la molécule d’ATP hydrolysée, évitant à la fois une dépletion en ATP et une 

accumulation d’ADP, qui pourrait inhiber l’ATPase. La disparition du NADH se mesure en 

suivant la diminution de l’absorbance à 340nm. La pente mesurée sur le graphique A340nm 

=f(t) permet de déterminer la vitesse d’hydrolyse de l’ATP. (cf. Figure II.3-2). En 

connaissant la quantité de SERCA utilisée lors de la mesure, on détermine alors l’activité 

spécifique de la solution de SERCA testée. 

 

Ces activités ATPasiques sont mesurées dans un tampon de dosage (tampon utilisé :  

50 mM MOPS pH7, 0,1 M KCl, 7 mM MgCl2, 0,3mM NADH) auquel est ajouté 

extemporanément 1mM PEP, 0,1mg.mL-1de LDH et de PK, 1 mM PMSF et 10mM de NaN3. 

Notons que d’autres tampons pH 7 pourraient convenir, comme par exemple le tampon 

utilisé pour le transport de Ca2+ (cf. II.3.6),. 

La quantité de calcium ajouté sera dépendante de la concentration finale 

souhaitée, en prenant garde de tenir compte de l’apport de calcium lié à l’ajout de notre 

échantillon. En dehors des expériences visant à contrôler la dépendance de l’activité 

ATPasique vis-à-vis du Ca2+, la concentration finale utilisée est de 0,1mM. 
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Après ajout de l’échantillon à tester, la mesure démarre par addition d’ATP (1mM). 

En fin de mesure, un ajout d’EGTA (0,5mM) ou de thapsigargine permet de mesurer 

l’hydrolyse de l’ATP calcium-indépendante ou SERCA-indépendante. La  valeur de la 

pente résiduelle éventuellement observée après ajout de l’un de ces deux composés sera 

soustraite à la valeur de la pente utilisée pour déterminer l’activité ATPasique Ca2+ 

dépendante. 
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Figure II.3-1 : Principe de la mesure spectrophotométrique de l’activité ATPasique. 

A-Principe du système d’enzymes couplées. PK : pyruvate kinase, LDH : lacta e 

déshydrogénase, PEP : phosphoénolpyruvate B-Schématisation du type de tracé obtenu 

SERCA SERCA 

t

 

D’après la loi de Beer-Lambert :    A340nm=l.c.ε340nm  

D’où ∆A340nm=l. ∆[NADH].εNADH,340nm  ∆[ATP]= ∆[NADH]= ∆A340nm./(l.εNADH,340nm) 

Donc As= |∆[ATP] | /[SERCA]=|∆A340nm|./(l.εNADH,340nm.[SERCA]) 

Figure II.3-2 Relation entre la pente du graphique A340nm et l’activité ATPasique 

spécifique de la solution de SERCA 

l : longueur de la cuve, c : concentration de la substance absorbant à 340nm, ε 340nm: 

coefficient d’extinction molaire de la substance  à 340nm, l=1cm,     

εNADH,340nm=6,2.10-3M-1.cm-1, As :activité ATPasique spécifique 

Pour les mesures sur du SR, il est préférable d’ajouter du C12E8 (1mg/mL) pour le 

solubiliser car le calcium accumulé dans le réticulum inhibe l’enzyme. Ce détergent sera 

également ajouté lors des mesures sur les échantillons purifiés, car la quantité de DDM 

 117



TECHNIQUES UTILISEES : PRINCIPES ET PROTOCOLES 

apporté par l’ajout de l’échantillon dans la cuvette de mesure peut influer sur l’activité 

ATPasique de SERCA, et ce de manière non linéaire, et le C12E8 lisse ces effets (cf. 

Champeil et al., 2000 et  communication personnelle de Philippe CHAMPEIL) 

Lors de mesures destinées à tester l’influence de la concentration en calcium sur 

l’activité ATPasique : pour les concentrations en calcium inférieures à 1mM, à partir 

d’une solution préparée comme décrite ci-dessus, on ajoute une quantité définie d’EGTA, 

pour les concentrations supérieures à 1mM, on ajoute du Ca2+. Les concentrations de 

calcium libre sont déterminées grâce au logiciel Maxchelator 

(http://www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html) et en tenant compte de dilutions liées à ces 

ajouts. 

II.3.6 Mesure du transport de calcium 

La méthode décrite ci-dessous est basée sur les colonnes de Peneksky (Penefsky, 

1977) : par gel filtration, les protéoliposomes, et donc le calcium transporté et 

accumulé, sont séparés du calcium libre. 

Le mélange réactionnel est composé de 0,33mM  45Ca2+ à 1 µCi.µmol-1 de Ca2+ , 0,3 

mM EGTA, de vésicules (200 à 800 µL pour 4mL de mélange réactionnel), de 7mM Mg2+ 

et du tampon de dosage du transport (0,03 M imidazole pH 7-1 mM MgCl2, 1 mM NaN3, 

150 mM NaCl).  La mesure se déroule à température constante dans un bain marie. 

A t=O, l’ajout de 5 mM d’ATP  déclenche la réaction de transport. Au temps 

souhaité, un prélèvement de 200 µl de mélange réactionnel est déposé sur une colonne 

de G50 Sephadex. Le volume exclu, contenant les protéoliposomes, sont récupérés après 

centrifugation 3 min à 900 rpm ( 100 gav, rotor JA12 Beckman). La radioactivité est 

ensuite mesurée par scintillation ( cf. II.3.3.1 page 114). Un témoin négatif ainsi qu’ un 

standard sont également réalisés. 
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II.4 Biologie cellulaire et microscopie  

Dans le cadre de mon travail sur SERCA3, j’ai travaillé sur la localisation 

cellulaire de ces isoformes. Pour cela, j’ai été amenée à travailler en collaboration avec 

l’équipe de Jean Marc VERBAVATZ (SBFM, CEA Saclay). Avec eux, j’ai fait de la culture 

cellulaire de cellules HEK transfectées avec un vecteur pcDNA contenant ou non les 

différentes isoformes SERCA3 (données aimablement au laboratoire par Jocelyne 

ENOUF, INSERM, Hôpital Lariboisière, Paris). J’ai également réalisé des coupes 

cellulaires ainsi que des marquages immunocytochimiques. Enfin, j’ai assisté à la 

préparation et à l’observation de coupes marquées en microscopie électronique. 

II.4.1 Culture des cellules HEK 

Les cellules HEK sont cultivées dans du milieu RPMI (Gibco) additionné de 10% de 

sérum de veau fœtal décomplémenté par chauffage 30 min à 56°C. Lorsque les cellules 

sont à confluence, après un lavage avec du PBS (Gibco), les adhésions sont altérées par 

ajout de trypsine (Solution Gibco, 2mL pour un flacon de culture T75). Après 2 min 

d’incubation à 37°C, 2mL de milieu sont ajoutés. La suspension de cellules est récupérée, 

diluée une nouvelle fois dans le milieu (afin de bloquer en partie l’action de la trypsine 

par dilution), puis centrifugée 5 min à 5000 rpm. Le culot de cellules est repris dans 1 

mL de milieu stérile et réparti dans 2 boîtes T75 contenant chacune 12,5 mL de RPMI-

SVF. 

Pour stocker les souches de cellules dans l’azote liquide, après culture, action de 

la trypsine et centrifugation, le culot de cellules correspondant à une boîte T75 est 

repris dans 3mL de SVF/DMSO (90/10, v/v) avant d’être réparti dans des cryotubes qui 

sont tout d’abord placés à -20°C puis à -80°C avant d’être finalement stockés dans 

l’azote liquide. 
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II.4.2 Observation de la localisation de SERCA en immunohistochimie 

II.4.2.1 Préparation des cellules ou du tissu 

L’observation peut se faire, soit directement sur cellules entières, qui dans ce 

cas ont été mises en culture sur des lamelles, soit sur coupes de cellules ou de tissus. 

Pour obtenir des coupes de cellules, le contenu d’un flacon de culture contenant 

des cellules 90 à 100% confluentes est rincé par du PBS puis fixé grâce à 4% de 

paraformaldéhyde (préalablement dissoute dans du PBS à 60°C) pendant au moins 30min. 

Le fixateur est ensuite jeté et les cellules sont rincées dans du PBS : un premier lavage 

rapide (2-3 min) est suivi d’un lavage d’au moins 2h. Après élimination du PBS, les cellules 

sont récupérées par un léger grattage. La suspension cellulaire recueillie est 

centrifugée. Le culot de cellules est mis en contact avec une solution de saccharose à 

30% pendant toute une nuit. Les cellules sont ensuite déposées sur le support  du 

cryostat et entourées de « tissue freezer ». Des coupes de 5µm d’épaisseur sont 

réalisées grâce au cryostat ( Leica CM3050). 

Dans le cas de cellules cultivées sur lamelles, celles-ci subissent simplement 

l’étape de fixation. 

Dans le cas d’un tissu, celui-ci reste plus longtemps (au moins ½ journée) dans la 

solution de fixation.   

II.4.2.2 Observations au microscope à fluorescence ou au microscope 

confocal. 

Que ce soit pour des coupes ou pour des cellules entières, le protocole 

d’immunomarquage est le même. La préparation est incubée 5 min dans du PBS puis 10 

min dans  du PBS-Triton X-100 à 0,1%. Après une étape de blocage dans du PBS-BSA 

2%, la préparation est incubée avec l’anticorps primaire dans du PBS-BSA 1% pendant 

1h30. Les conditions d’utilisation des anticorps sont détaillées dans le Tableau II.4-1. Au 

bout du temps imparti, la préparation est rincée trois fois dans du PBS puis incubée 
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avec l’anticorps secondaire pendant 1h. La préparation est finalement rincée trois fois 

dans du PBS avant d’être colorée au bleu Evans. Des témoins négatifs sont réalisés en 

incubant avec l’anticorps secondaire en absence d’anticorps primaire 

 

  

AnticorpsI  Anticorps secondaire 

Dénomination (provenance) Dilution  

 

Dénomination Dilution  

Anti SERCA3a humain (Jocelyne 

ENOUF (INSERM, Paris)) 

1/50 Anti lapin 1/50 

PL/IM (anti SERCA3) (Jocelyne 

ENOUF (INSERM, Paris)) 

1/50 Anti souris 1/50 

Tableau II.4-1 : Conditions d’utilisation des anticorps en immunocytochimie. 

 

Les préparations sont ensuite observées avec un microscope à fluorescence 

standard  ou confocal. 
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II.5 Cristallographie : 

Toutes les manipulations visant à l’obtention et à l’observation de cristaux de 

protéines ont été réalisées dans l’équipe de  Poul NISSEN, en collaboration avec l’équipe 

de Jesper MØLLER (Université d’Aarhus, Danemark). Le but de ce paragraphe est de 

décrire dans les grandes lignes le principe de la cristallographie 3D des protéines puis 

de présenter les expériences de préparation du cristal auxquelles j’ai pu prendre part 

directement. 

II.5.1 Principe de la détermination de la structure 3D de protéines par 

cristallographie aux rayons X. 

L’obtention de cristaux constitue la première étape, souvent limitante, de la 

détermination de la structure 3D de protéines par cristallographie aux rayons X. 

 

a) Obtention de cristaux de protéines 

Un cristal est un arrangement ordonné d’atomes, d’ions ou de molécules, répété 

de façon périodique dans les trois dimensions de l’espace.  

La formation d’un cristal nécessite que la solubilité des molécules diminue au-delà 

de sa courbe de solubilité, sans toutefois tomber dans la zone de précipitation. Les 

molécules sont alors dans un état de sursaturation qui peut être favorable à l'obtention 

de cristaux. Pour atteindre cet état, il est donc nécessaire de diminuer la solublité de la 

molécule en faisant varier les conditions dans lesquelles elle se trouve: évaporation du 

solvant, abaissement de la température, variation du pH ou de la force ionique…Le 

cristal croit en général autour d’un premier cristal microscopique qu’on nomme noyau de 

cristallisation. Sa formation est appelée nucléation. 

Partir d’une solution initiale de protéines concentrée (autour de 10-20 mg.mL-1)  

et la plus pure possible est indispensable pour mener à bien des essais de cristallisation. 

 122



TECHNIQUES UTILISEES : PRINCIPES ET PROTOCOLES 

Cette solution va être amenée à sursaturation en utilisant différents additifs, qui ont 

tous pour but de faire précipiter la protéine en captant les molécules d’eau disponibles : 

des sels (NaCH3COOH, MgSO4…),  des agents précipitants (PEG 2000, PEG6000) ou des 

solvants organiques (t-butanol, MPD). L’interaction entre la solution de protéine et le 

mélange de cristallisation peut se réaliser de différentes manières, la plus utilisée étant 

la diffusion de vapeur (cf. Figure II.5-1). Dans ce système clos, deux compartiments 

liquides sont séparés par de la vapeur : une gouttelette, contenant la protéine en 

solution et un ou plusieurs agents précipitants, et un réservoir, renfermant les mêmes 

agents précipitants à une concentration plus élevée. La diffusion de vapeur à l’intérieur 

du système provoque un transfert d’eau de la goutte vers le réservoir. Ceci a pour 

conséquence d’augmenter la concentration de la protéine et la sort de sa zone de 

solubilité. 

 

lamelle

Huile pour assurer 
l’étanchéité

Réservoir rempli de tampon 
de cristallisation

Solution de protéine diluée dans 
le tampon de cristallisation
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de cristallisation

Solution de protéine diluée dans 
le tampon de cristallisation

 
Figure II.5-1 : Présentation des deux méthodes permettant l’utilisation de la 

diffusion de vapeur pour les essais de cristallisation 

A gauche : méthode « goutte suspendue » (« handing drop »), à droite, « goutte 

posée » (« sitting drop ») 
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b) Analyses des cristaux par diffraction des rayons X 

Les cristaux obtenus peuvent être analysés grâce au phénomène de diffraction 

des rayons X. La plage de longueurs d’ondes correspondant aux rayons X va d’environ 

100Å jusque 0,05Å, valeurs qui sont de l’ordre de grandeur de la dimension des atomes 

et des distances interatomiques (quelques angströms).  

Un atome irradié par des rayons X se comporte comme une source secondaire : il 

diffuse le rayonnement X. Si plus d’un atome est présent, les ondes diffusées entreront 

en interférence et les rayons X seront alors émis dans des directions privilégiées : c’est 

le phénomène de diffraction.  Chaque onde diffractée peut être décrite par un 

paramètre complexe nommé facteur de structure. Si l’on arrive expérimentalement à 

mesurer les facteurs de structure d’un cristal, il est possible de calculer sa fonction de 

densité électronique, c’est à dire de répartir les électrons par unité de volume. A partir 

de cette carte, il est possible de proposer une image tridimensionnelle atomique de la 

protéine étudiée.  

Un des paramètres importants de ces analyses est la résolution, à savoir la 

précision à laquelle un atome peut être positionné grâce aux données recueillies : plus la 

valeur de résolution est petite, plus elle se rapproche de la distance interatomique (1,5 

Å), plus la résolution est bonne. Par exemple, 5.0 Å est assez mauvais pour une protéine, 

2.5 Å permet de résoudre tous les atomes avec une bonne précision et 1.2 Å signifie une 

très bonne qualité permettant de discerner les H. 

Les rayons X peuvent être obtenus soit dans des tubes à rayons X, soit grâce à 

un synchrotron. Les tubes à rayons X ont des limites: la lumière est émise dans toutes 

les directions, sans qu'il soit possible de la focaliser ou de rendre les rayons parallèles. 

De plus cette lumière est peu intense. Les rayons X obtenus grâce à un  synchrotron 

sont fins et intenses, ce qui permet de collecter rapidement un nombre suffisant de 

données. 
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II.5.2 Préparation en vue de l’obtention de cristaux de SERCA. 

Les fractions contenant SERCA obtenues après purification par HPLC sont 

regroupées et concentrées sur Centricon 30 environ 40 fois. La concentration en 

protéines est déterminée par mesure de l’absorbance à 280 nm. L’échantillon est alors 

mis en présence de DOPC, de manière à ce que le ratio C12E8 /DOPC soit de 3/1 (m/m), 

de 10mM final de calcium  et d’éventuellement 1mM d’AMP-PCP.  La préparation est 

laissée à 4°C toute une nuit. Du C12E8  est éventuellement rajouté avec parcimonie si la 

préparation n’est pas limpide. 

Avant de procéder aux essais de cristallisation, la préparation est centrifugée à 

70000rpm dans le rotor TLA-1000 (125000 gav) pendant 15 min afin d’ôter le matériel 

agrégé.  Les expériences de cristallisation sont réalisées dans des plaques  24 puits (cf. 

Figure II.5-2) permettant la mise en place d’un système diffusion de vapeur en 

gouttelettes suspendues (cf. Figure II.5-1).  

A B

 
Figure II.5-2 Présentation du matériel utilisé pour la mise en œuvre des essais de 

cristallisation. 

A-Photo d’une plaque multi-puits utilisée pour des essais de cristallisation avec la

méthode « goutte suspendue » B-Robot 2T5 Liquid handler, GILSON

 

 

Les différents tampons de cristallisation sont préparés soit manuellement, soit à 

l’aide d’un robot (robot 2T5 Liquid handler, GILSON , cf. Figure II.5-2 B ), contrôlé 

grâce au logiciel « 735 sample software ». 1 à 2µL d’échantillon sont mélangés au même 

volume de tampon de cristallisation sur une lamelle (« siliconized glass circle cover 

slides »). Cette lamelle est retournée sur un puits contenant 450 µL de tampon de 
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cristallisation, l’étanchéité de l’ensemble étant assurée par de l’huile, type huile à 

immersion pour microscope. Les différentes conditions testées seront décrites dans la 

partie « Résultats et Discussions». La plaque ainsi préparée est placée à 19°C et est 

observée grâce une loupe binoculaire tous les jours durant la première semaine, puis plus 

épisodiquement.  

Le cas échéant, le cristal est traité puis analysé au synchrotron par des 

cristallographes (équipe de Poul NISSEN, voir Materials et methods de l’article II). 
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RESULTATS ET DISCUSSIONS :MISE AU POINT D’UNE NOUVELLE TECHNIQUE DE PURIFICATION 
DE SERCA1A 

III.1 Mise au point d’une nouvelle technique de purification de SERCA1a  

Nous avons vu, dans l’introduction, l’intérêt de la mise au point de systèmes 

d’expressions hétérologues et de purifications. Je vais présenter dans cette partie la 

mise au point d’une nouvelle méthode de purification de SERCA1a. Elle se base sur 

l’utilisation du système avidine-biotine décrit dans la partie I.3.3.3 page 80. Pour la mise 

au point de cette technique, j’ai profité de l’expérience du laboratoire dans l’expression 

hétérologue de SERCA1 chez S. cerevisiae. Par ailleurs, j’ai pu comparer les propriétés 

de la protéine purifiée par ce système avidine, avec les propriétés de l’ATPase native 

présente dans les membranes de réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique de 

lapin préparées par Philippe CHAMPEIL mais également avec l’ATPase SERCA1a purifiée 

par Guillaume LENOIR grâce au système « histidine » (Lenoir et al., 2002). Ce travail a 

fait l’objet d’une publication soumise (Article I) et a été la base de la réussite de la 

cristallisation de SERCA1a après expression hétérologue dans la levure, présentée dans 

la partie suivante et dans l’article II (Jidenko et al., 2005).  

Cette partie a pour but de compléter et de détailler les résultats présentés dans 

l’article I. 

III.1.1 Insertion d’un domaine accepteur de biotine 

La première étape de ce travail a consisté à l’insertion d’un domaine biotine 

(BAD : biotine acceptor domain), en partie C-terminale de la protéine SERCA insérée 

dans le vecteur YeDP60. Entre ces deux séquences a été insérée une séquence reconnue 

et coupée par la protéase thrombine. Cette construction est détaillée dans la partie 

« Materiels and Methods » de l’article I. 
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III.1.2 Expression dans la levure S. cerevisiae 

Après sélection d’un clone exprimant la protéine par mini expression (cf. II.2.1 

page 105), celui-ci est mis en culture en milieu riche (II.2.2 page 106). 

Au terme de la culture, les levures sont soumises à un fractionnement 

membranaire comme décrit dans la partie « Techniques utilisées ». Les résultats 

obtenus sont présentés dans l’article I.  

Au cours de ma thèse, différents protocoles ont été testés. Nous avons comparé 

les résultats obtenus avec le protocole de fractionnement qualifié de simple et le 

protocole de fractionnement qualifié de complexe décrit dans l’article de Lenoir et al., 

2002 et présenté dans la partie « Techniques utilisées » (cf. paragraphe  II.2.3 et 

Figure II.2-1) : en partant d’un même broyat total (BT), nous avons comparé la quantité 

de protéine de fusion SERCA-BAD présente dans les fractions membranaires dites 

lourdes (C2) et les fractions membranaires dites légères (C3). Les résultats obtenus 

sont présentés  Figure III.1-1A. Aucun enrichissement en SERCA-BAD dans la fraction 

C3 utilisée par la suite ne nous est apparu notable lors de l’utilisation du fractionnement 

qualifié de complexe. Nous avons donc décidé que le fractionnement qualifié de simple 

était suffisant.  

Par ailleurs, dans un premier temps, les levures étaient broyées par les billes de 

verre grâce à une agitation manuelle pendant 8 min. Un protocole recourant à l’agitation 

en incubateur (350 RPM pendant 18 min) a été introduit dans le laboratoire. Nous avons 

comparé la quantité de protéine de fusion SERCA-BAD présente dans les différentes 

fractions obtenues après broyage selon les deux protocoles en utilisant des levures 

provenant de la même culture. Les résultats obtenus sont présentés Figure III.1-1 B.  

Aucune différence notable n’est observée entre les deux protocoles. Nous avons donc 

opté pour l’agitation en incubateur, permettant d’envisager de broyer de plus 

importantes quantités de levures en même temps.  
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BT    C2s   C3s   C2c  C3c
A

C3c       C2c      C3s      C2s
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BT     C2   C3    BT    C2   C3

Avidine

B

BTh BTm C1h C1m S1h S1m S2h S2m C2h C2m S3h S3m C3h C3m

anti SERCA1

anti SERCA1

Avidine

BT    C2s   C3s   C2c  C3c
A

BT    C2s   C3s   C2c  C3cBT    C2s   C3s   C2c  C3c
A

C3c       C2c      C3s      C2sC3c       C2c      C3s      C2sC3c       C2c      C3s      C2s

Manuel    Mécanique      .
BT     C2   C3    BT    C2   C3

Manuel    Mécanique      .
BT     C2   C3    BT    C2   C3

Avidine

B

BTh BTm C1h C1m S1h S1m S2h S2m C2h C2m S3h S3m C3h C3mBTh BTm C1h C1m S1h S1m S2h S2m C2h C2m S3h S3m C3h C3m

anti SERCA1

anti SERCA1

Avidine

 

Figure III.1-1 Comparaison des résultats obtenus avec différents protocoles de 

fractionnement membranaire 

A-Comparaison entre le protocole de fractionnement membranaire simple (s) et le 

protocole de fractionnement membranaire complexe (c). BT : 4 µg de protéines déposées, 

C2 et C3 :1µg. B-Comparaison des fractions obtenues après un broyage par agitation 

manuelle ou un broyage par agitation en incubateur. 4µg de protéines déposées, excep é 

pour C2 et C3 : 2µg. h : agitation manuelle, m : agitation mécanique par l’incubateur 

t

;

-

BT : Broyat total  C1 : levures entières, gros débris; C2 : fractions membranaires 

dites lourdes; C3-fractions membranaires dites légères; S1 à S3 : surnageant obtenu 

en préparant C1 à C3. →pyruvate carboxylase →SERCA BAD. 
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III.1.3 Traitement des membranes avant passage sur colonne de 

chromatographie 

III.1.3.1  Addition d’une étape de décapage   

Avant l’étape de solubilisation, Lenoir et al., 2002 ont introduit une étape 

qualifiée de décapage membranaire : ils montrent que l’incubation des membranes C3 

avec un tampon KCl 0.72M permet l’élimination de 60% de protéines, avec une perte de 

seulement 5% de SERCA.  

J’ai testé le protocole décrit dans cet article. Les résultats obtenus avec ou sans 

cette étape de décapage sont présentés Figure III.1-2.  

L’étape de décapage permet d’éliminer environ 50% des protéines totales 

présentes dans la fraction membranaire (cf. puits « surnageant éliminé », gel de droite) 

avant solubilisation. Toutefois, l’analyse des éluats obtenus après chromatographie 

d’affinité sur colonne avidine (cf. gel en bas de la Figure III.1-2), indique que le 

rendement global de la purification est diminué. Un léger profit vis à vis de la pureté 

pourrait être mis en avant, mais la faible concentration en protéine de l’échantillon ne 

permet pas de l’affirmer. D’après l’analyse en SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie, 

une des raisons  expliquant qu’il n’y ait pas un gain significatif vis à vis de la pureté 

pourrait être qu’une partie des protéines éliminées par le décapage sont, dans la  

procédure sans décapage, éliminées à l’étape de lavage « Haut sel » (comparer les puits 

« lavage Haut sel » dans la Figure III.1-2). Les analyses par western blot m’ont permis 

de suspecter différentes causes pouvant être à l’origine de la baisse de rendement lors 

de l’addition de l’étape de décapage : légère perte au moment du décapage, moins bon 

rendement de solubilisation. Le possible gain en pureté ne m’est pas apparu suffisant 

pour explorer ce protocole plus en profondeur. J’ai donc décidé de ne pas intégrer cette 

étape dans le protocole de purification « avidine » 
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Figure III.1-2 Analyse par SDS-PAGE de l’influence de l’ajout d’une étape 

préalable de décapage membranaire sur la purification. 

Pour les deux conditions, 5 mL de fractions membranaires C3 d’une même préparation 

sont utilisés (soit environ 100 mg de protéines, correspondant à 0.5mL de culture). 

Exceptée pour l’étape de décapage, les deux purifications sont réalisées en parallèle.

10µL de certaines fractions sont déposés sur gel. Après migration, les gels sont 

colorés au bleu de Coomassie.  
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III.1.3.2 Solubilisation 

La détermination du choix du détergent ainsi que du meilleur rapport 

détergent/protéines a été réalisée avant mon arrivée au laboratoire. Nous solubilisons la 

protéine avec du DDM dans un rapport 3/1 (g détergent /g protéine). Dans un premier 

temps, la solubilisation était réalisée dans les mêmes conditions que pour la purification 

de SERCA-6His (cf. Lenoir et al., 2002 ), à savoir 45 min à 10°C , dans un tampon à pH 8. 

Maïté PATERNOSTRE nous a alors suggéré de tester une cinétique de solubilisation. Les 

résultats présentés sur la Figure III.1-3 , montrent que pour optimiser la solubilisation 

dans ces conditions, il est préférable de solubiliser la fraction membranaire pendant 6h.  
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Figure III.1-3 Cinétique de solubilisation des membranes C3 par le DDM à pH 8 et 

4°C 

A t=0, les membranes C3 sont diluées dans le tampon de solubilisation en présence de 

détergent et le tout est soumis à une légère agitation (cf. chapitre « Techniques 

utilisées, paragraphe II.2.4 page 109). Aux temps indiqués, un aliquot est prélevé et 

centrifugé à 200 000g. Le surnageant est conservé et analysé par western blot. Le 

pourcentage de solubilisation est estimé par rapport à la quantité totale de SERCA

présente dans les membranes diluées à t=0. L’erreur est estimée arbitrairement à 

10%. 
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Dans un deuxième temps, Philippe CHAMPEIL nous a conseillé de tester la 

solubilisation à pH 7 et à température ambiante, la protéine SERCA semblant s’inactiver 

moins rapidement dans ces conditions (Champeil et al., 2000). Nous avons réalisé une 

nouvelle cinétique dans ces conditions : il nous est apparu qu’à température ambiante, 

une solubilisation durant 2h donnait les meilleurs résultats (non montré). 

III.1.4 Purification grâce à une chromatographie d’affinité 

Pour cette purification, nous utilisons la forte interaction avidine –biotine (cf. 

paragraphe I.3.3.3 page 80). Comme pour les paragraphes précédents, le protocole final,  

ainsi que les résultats qu’il permet d’obtenir sont présentés dans l’article I. Je vais 

décrire ici les diverses conditions que nous avons pu tester à chaque étape. 

III.1.4.1 Fixation sur la résine 

a) Incubation du solubilisat avec la résine 

La résine est mise en contact avec le produit de solubilisation et le tout est 

soumis à une faible agitation à 4°C. Selon le protocole décrit dans l’article, cette 

agitation se déroule sur la nuit. Toutefois, il m’est arrivé de réaliser l’ensemble de la 

purification sur une seule journée. Dans ce cas, le solubilisat est mis  en contact avec la 

résine uniquement pendant 45 min. Je n’ai alors détecté aucune augmentation notable de 

la quantité de SERCA présente dans le « passe tout droit », signe que la fixation n’était 

pas drastiquement diminuée.  

J’ai testé un protocole évitant de passer tout le volume du mélange « résine-

solubilisat » pour former la colonne de résine. Après avoir incubé la résine avec le 

solubilisat,  l’agitation est coupée afin de laisser la résine se décanter. Les trois quarts 

du surnageant sont alors mis de côté, et la colonne de résine est formée avec la 

suspension restante. Le 1er PTD ainsi obtenu est mélangé au solubilisat restant et le tout 

est déposé sur la résine. Une perte significative dans le « passe tout droit » n’a pas été 

notée. [HABETS4] 
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b) Utilisation d’une résine régénérée 

La résine utilisée (SoftLink Avidin Resin, Promega) est chère (~90 € / mL) mais 

peut être régénérée. Pour cela, j’ai suivi les instructions du fournisseur (10% d’acide 

acétique puis lavage avec 100mM NaPO4 pH 7). L’impact de la régénération est visible 

sur la Figure III.1-4. Comme le montre cette figure, l’élimination de l’ATPase  n’est pas 

totale, une partie des protéines biotinylées sont donc irréversiblement fixées. La résine 

régénérée sera donc préférentiellement utilisée pour purifier la même protéine, c'est-

à-dire soit la protéine sauvage, soit le mutant E309Q.  

La Figure III.1-4B montre l’analyse par western blot de deux purifications 

menées en parallèle utilisant soit de la résine neuve, soit de la résine régénérée. Pour 

prendre en compte que certains sites de fixation de la biotine ne sont plus disponibles 

après régénération, j’ai décidé arbitrairement d’augmenter  de 1,5 à 2 [HABETS5]fois la 

quantité de résine utilisée. Dans ces conditions, les résultats présentés Figure III.1-4 

montrent qu’il est possible de purifier la protéine SERCA1a en utilisant la résine 

régénérée, avec un rendement similaire à ce qui est obtenu avec la résine neuve.  Il est 

donc possible d’utiliser la résine au moins une deuxième fois après régénération, ce qui 

n’est pas négligeable étant donné son coût. 
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Figure III.1-4 Régénération de la résine de chromatographie 

A-Effet de l’étape de régénération : Analyse par western blot de la résine avant 

élution, après élution et après régénération (anticorps anti-SERCA1). La même 

quantité de résine est déposée dans chaque puits. B Analyse par western blot 

(anticorps anti-SERCA1) de deux purifications de SERCA1a wt utilisant soit de la 

résine neuve, soit de la résine régénérée : après l’étape de solubilisation, le 

surnageant (solubilisat) a été séparé en deux volumes égaux et chargé soit sur la 

résine neuve soit sur la résine régénérée. 10µL de « Passe tout droit » et 2µL 

d’éluats sont déposés sur gel. 

-
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III.1.4.2 Elution 

Avant l’étape d’élution, la résine est lavée. Le premier lavage sert à éliminer les 

protéines fixées non spécifiquement sur la résine. Le deuxième lavage sert à 

rééquilibrer la résine afin d’être dans de bonnes conditions pour l’élution.   

a) Elution avec un tampon biotine 

Etant donné le protocole utilisé par les autres équipes employant le système 

« avidine biotine » (cf. chapitre « Introduction », paragraphe I.3.3.3 page 80), les 

premiers essais d’élution ont été réalisés avec un tampon biotine (contenant 5 mM de D-

biotine). Comme le montre la Figure III.1-5, l’élution est peu efficace. Cette élution a 

très vite été abandonnée au profit d’une élution après action de la thrombine. 
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Figure III.1-5 Essais d’élution avec 5 mM de biotine 

Les éluats « biotine » sont obtenus grâce à une élution avec un tampon 5mM biotine. 

Les éluats « thrombine » sont obtenus après action de la thrombine sur la résine, une 

fois l’élution biotine réalisée. Notons que le protocole d’action de la thrombine n’était 

pas encore optimisé au moment de la réalisation de cette expérience. 10µL d’éluats 

sont déposés sur le gel. 
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b) Elution après coupure par la thrombine 

Différentes conditions de coupure ont été testées.  

J’ai testé différentes quantités de thrombine: de trop fortes quantités de 

thrombine (20 unités par mL de membranes) semblent augmenter le rendement de 

coupure mais diminuent la pureté des fractions éluées (comparer les puits Eluat 

« thrombine » de la partie gauche (4U de thrombine utilisée par mL de membranes) ou 

droite (20U de thrombine par mL de membranes) du gel de la Figure III.1-6A). Une 

partie des contaminations est en effet due à la solution de thrombine elle –même ( cf. 

bandes contaminantes de masses moléculaires inférieures à 37kDa sur la Figure III.1-5 

et comparer les puits « Eluat thrombine » pour les différentes quantités de thrombine 

utilisées sur la Figure III.1-6A). 

La durée d’incubation de la résine avec la thrombine a également une importance : 

il a semblé qu’il était préférable d’incuber la résine avec la thrombine pendant 1h : au 

bout de 30 min la quantité de protéine de fusion protéolysée ne semblait pas avoir 

atteint son maximum, et une incubation d’1h30 ne semblait pas produire une quantité de 

protéines de fusion protéolysées significativement supérieure à celle obtenue au bout 

d’1h (non montré). En tenant compte que la thrombine pouvait s’auto-protéolyser, nous 

avons finalement opté pour un ajout séquentiel : La Figure III.1-6B montre que le 

deuxième ajout de thrombine permet d’augmenter la quantité de protéine de fusion 

SERCA-BAD protéolysée mais les ajouts suivants ne semblent pas augmenter beaucoup 

le pourcentage de protéine de fusion coupée.  

Dernièrement, il est apparu que remplacer le NaCl (150mM) par du KCl (50mM)  

dans le tampon favorisait la protéolyse de la protéine de fusion. L’expérience m’a montré 

qu’il était aussi important de limiter la dilution de la thrombine. J’essaie donc de 

suspendre la résine dans un volume final correspondant environ à 1,5 fois le volume de 

résine.  

Notons enfin que les conditions d’élution ne permettent pas de récupérer toutes 

les protéines SERCAs, puisque la bande correspondante est observable dans le puits 

« Résine après élution ». Toutefois, le rapport entre l’intensité de la bande 
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correspondant à SERCA et la bande correspondant à SERCA-BAD a nettement diminué, 

signe qu’une majorité de la protéine débarrassée de son étiquette a été éluée.  
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Figure III.1-6 Optimisation de l’étape de coupure par la thrombine 

A- Analyse de la coupure par deux quantités différentes de thrombines : Analyse 

par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie. Après action de la thrombine, soit la 

protéine est éluée directement (Eluat « thrombine ») soit de la résine anti thrombine 

est ajoutée avant élution (Eluat « anti thrombine »). (10µL de fractions déposées). 

5µl de résine après addition de résine anti thrombine et élution sont également 

déposés (Résine « anti thrombine ») B-Ajout séquentiel de thrombine. Analyse par 

western b ot (anticorps ant -SERCA1) de la rés ne au terme du temps d’incubat on 

indiqué. 5µL de résine en suspension déposés. 

 

l i i i
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c) Utilisation d’une résine anti-thrombine 

Sur la Figure III.1-6 A, il est visible que la thrombine en elle-même est un 

important contaminant de la fraction purifiée. Il existe sur le marché des résines anti 

thrombine. J’ai espéré pouvoir éliminer la thrombine grâce à l’utilisation d’une de ces 

résines, la Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Pharmacia). Pour cela, après 

action de la thrombine, j’ai ajouté 2 mM de PMSF ou  50µL de Benzamidine Sepharose à 

0,4 mL de résine avidine. Comme le montre les puits «Eluats anti thrombine » de la 

Figure III.1-6 A, je ne suis  pas arrivée à éluer SERCA dans ces conditions, la protéine 

restant accrochée à la résine (cf. puits « Résine après élution »). 

III.1.4.3 Propriétés de l’ATPase purifiée 

Nous avons voulu vérifier que la protéine purifiée conserve de bonnes propriétés 

biochimiques. Un des avantages de mettre au point la purification sur l’isoforme 

SERCA1a de lapin était de pouvoir comparer les propriétés biochimiques de la protéine 

purifiée à celles de l’ATPase native présente dans les membranes du réticulum 

sarcoplasmique du muscle squelettique de lapin. 

a) Activité ATPasique 

Une propriété facilement analysable est l’hydrolyse de l’ATP. Le système des 

enzymes couplées décrit Figure II.3-1 (cf. chapitre « Techniques utilisées » page 117) 

permet de mesurer l’activité ATPasique directement en sortie de colonne de 

purification, sans avoir besoin de reconstituer l’enzyme. De plus, chaque mesure avec ce 

système consomme peu de matériel (100 µL de fractions purifiées suffisent pour 

effectuer ce type de mesure). 

La pente observée sur le graphique, correspondant à la disparition du NADH est 

convertie en quantité d’ATP hydrolysée comme détaillé dans la partie « Techniques 

utilisées ». Afin de pouvoir convertir l’hydrolyse d’ATP en activité spécifique, la quantité 

de SERCA dans l’échantillon est estimée par comparaison à une gamme de SR, soit 

d’après un gel SDS-PAGE colorée en bleu de Coomassie, soit d’après un western blot 
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détecté avec l’anticorps anti-SERCA1 (cf. Figure III.1-7). Dans les deux cas, la 

concentration en protéines totales du SR est connue et il a été pris comme référence 

que, dans cette préparation, SERCA1a était pure à 70%. Les résultats obtenus sont 

similaires à ceux montrés sur la figure 5 de l’article I.  
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Figure III.1-7 Estimation de l’ activité spécifique d’un éluat « thrombine » 

A-Analyse par gel  SDS-PAGE co oré au bleu de Coomassie de différentes fractions de 

purification et quantification grâce à une gamme de SR. B- Quantification de l’éluat 

« thrombine » grâce à une gamme de SR en western blot (Anticorps anti-SERCA1). Pour A 

et B, les valeurs indiquées entre parenthèses pour le SR correspondent à la quantité totale

de protéines déposées C- Concentration de l’éluat « thrombine » estimé d’après le gel A et 

le western blot B. Pour les estimations en quantité de SERCA, on considère que le SR est 

pur à 70%. D- Activité ATPasique de 100µL de l’éluat « thrombine » à 30°C, en présence de

100µM Ca

l

 

 

l  

 

2+ et de 1mg.mL-1.de C12E8: tracé brut obtenu lors de la  mesure de l’hydro yse de

l’ATP grâce au système d’enzymes couplées. E-Estimation de l’activité ATPasique 

spécifique. A 30°C, en présence de 100µM Ca2+ et de 1mg.mL-1.de C12E8, l’activité spécifique

du SR est voisine de 12 µmol d’ATP hydrolysé. (mg de SERCA)-1.min-1. 
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b) Reconstitution 

Après purification de l'ATPase SERCA purifiée par la méthode « histidine », 

Guillaume Lenoir et ses collaborateurs ajoutent un mélange de liposomes  EYPC:EYPA à 1 

mg.mL-1 calibré à l’aide d’une membrane de polycarbonate, avant d’éliminer le détergent 

par action de Biobeads (voir Lenoir et al., 2002  et chapitre « Technique utilisées » 

paragraphe II.3.4.1 page 115). Cette méthode peut être considérée comme une 

reconstitution, étant donné que la protéine se retrouve en présence de lipides et en 

absence de détergent. Toutefois, cette méthode ne permet pas la mesure de transport 

de calcium, car elle n’entraîne pas la formation de vésicules étanches (Lenoir, 2003).  

L’équipe de Jesper Møller maîtrise une technique de reconstitution de l’ATPase 

native du réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique de lapin (cf. Heegaard et al., 

1990). Dans leur laboratoire, j’ai appliqué avec eux cette méthode à l’ATPase purifiée à 

partir de la levure ainsi que sur l’ATPase du SR, solubilisée par du C12E8.  Le protocole 

suivi est décrit dans la partie « Techniques utilisées » (cf. paragraphe II.3.4.2 page 

115). Dans les expériences menées par Heegaard et al., (1990), le rapport 

protéines/lipides utilisé est de 1/100 (g/g). Nous avons fait le choix de ne pas modifier 

le protocole d’obtention des liposomes alors que nous ajoutons une quantité moindre de 

protéines. De ce fait, nous nous trouvons dans un rapport protéines/ lipides d’environ 

1/700. Afin de ne pas diluer outre mesure les lipides, l’échantillon élué de la colonne 

d’avidine est préalablement concentré sur Centricon-30. 

 La Figure III.1-8 montre l’analyse des vésicules ainsi formées par microscopie 

électronique après cryofracture (travail de l’équipe de Jean-Marc Verbavatz). Les 

préparations de liposomes formés en présence de SERCA solubilisée à partir du 

réticulum sarcoplasmique ou de SERCA purifiée sont similaires. Ces deux préparations 

contiennent des vésicules closes, ayant entre 100 et 700 nm de diamètre. Quelques 

vésicules sont multilammellaires (non montré).  
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600 nm

A B

 

Figure III.1-8 Observation au microscope électronique après cryofracture d’une 

préparation de vésicules de DOPC (A) ou de EYPC/EYPA (B) contenant SERCA1a 

purifiée après cryofracture (Images réalisées par l’équipe de Jean-Marc 

Verbavatz) 

A-Vésicules de DOPC renfermant  SERCA1a purifiée par la méthode « biotine » B-

Vésicules EYPC/EYPA renfermant SERCA1a-His purifée (extrait de Lenoir, 2003). 

 

 

Figure III.1-9 Transport de calcium et hydrolyse d’ATP par SERCA1a purifiée et 

reconstituée en liposomes de DOPC 

A-Mesure de l’accumulation de calcium dans les liposomes renfermant soit de l’ATPase

native, soit de l’ATPase purifiée (mesure à 23°C en présence de 0.1mM de calcium). B- 

Activité ATPasique mesurée sur les mêmes vésicules (à 23°C en présence de 0.1mM de 

calcium). 
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La courbe de la Figure III.1-9A montre qu’il a été possible de mesurer le 

transport de calcium sur les vésicules ainsi formées, et que l’ATPase purifiée a une 

vitesse d’hydrolyse initiale et un maximum de transport similaire aux vésicules 

renfermant l’ATPase native, solubilisée à partir du SR et reconstituée dans les mêmes 

conditions. Cette similarité est retrouvée lors de mesure de l’activité d’hydrolyse d’ATP 

sur ces mêmes vésicules.  

Les résultats présentés ici sont ceux obtenus lors des expériences réalisées dans 

le laboratoire de Jesper Møller. Les données sont ramenées à la quantité de lipides et 

non à la quantité de protéines : en effet, il est difficile d’estimer la quantité de 

protéines présentes dans les liposomes. Notamment, il n’est pas possible de déposer les 

liposomes sur gel pour quantifier la quantité de SERCA comme sur la Figure III.1-7A et 

B.  Par la suite, j’ai préféré considérer que la totalité des protéines SERCA que j’ajoute 

aux lipides se retrouve dans les vésicules. Cette estimation n’est pas forcément 

rigoureuse toutefois, elle permet de prendre en compte le fait que la quantité de SERCA 

ajoutée aux liposomes n’est pas strictement identique dans chaque reconstitution. Bien 

entendu, cette approche nécessite la quantification des protéines ajoutées aux lipides. 

c) Conservation de l’enzyme 

L’ATPase en sortie de colonne est active. Il peut être intéressant de pouvoir la 

conserver. Différentes conditions de conservation ont été testées : conservation dans 

40% de glycérol, avec ou sans lipides, à -20°C ou -80°C.  En présence de 40% de glycérol 

et stockées à -80°C, SERCA1a purifiée conserve au moins 80% de son activité pendant 

au moins 1mois. 

Remarque : je n’ai pas effectué de test de conservation de l’ATPase reconstituée 

en liposomes de DOPC. En effet, la congélation fragilise les liposomes et les rend 

perméables, empêchant alors toute mesure d’accumulation de calcium. Sans congélation, 

il est possible d’observer du transport de calcium pendant au moins une semaine 

(communication personnelle de l’équipe de Jesper Møller).   
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III.1.5 Optimisation de la purification grâce à l’ajout d’une étape de 

chromatographie d’exclusion par la taille en HPLC  

La pureté de l’échantillon après purification par la méthode «avidine » est 

principalement diminuée du fait de la présence de bandes bien distinctes, dont entre 

autres des bandes de contamination de plus faible poids moléculaire liées à la solution de 

thrombine (cf. Figure III.1-6 ). Il m’a donc semblé intéressant de déposer l’échantillon 

sur une colonne de gel filtration pour essayer d’augmenter la pureté de l’échantillon.   

Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure III.1-10. 
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Figure III.1-10 Analyse de l’étape de purification par gel filtration. 

A-Analyse par western blot (anticorps anti-SERCA1) des fractions recueillies après

gel filtration. B-Chromatogramme de l’étape de gel filtration (tampon : 20mM Tes 
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DE SERCA1A 

Grâce à cette étape, nous obtenons un échantillon pur à plus de 70% (voir par 

exemple Figure III.1-7 ou figure 2 de l’article II). La pureté de l’échantillon contenant 

l’ATPase est certes un des objectifs que nous nous étions fixés, mais nous voulions aussi 

que la protéine reste active. Des mesures similaires à celles décrites dans le paragraphe 

III.1.4.3 ont été réalisées et ont montré qu’après l’étape de gel filtration, la protéine 

conservait les mêmes propriétés enzymatiques (voir articles I et II). 

III.1.6 Comparaison par rapport à la purification « histidine »  

Etant donné que  nous avons au laboratoire deux  méthodes de purification de la 

même protéine, il nous est apparu intéressant de comparer les propriétés de SERCA1a 

purifiée selon ces deux méthodes. Pour que les données concernant les deux échantillons 

soient comparables, après purification, nous les avons traités de la même manière, à 

savoir une « reconstitution » en EYPC :EYPA. Les trois échantillons (SERCA1a après 

colonne avidine, SERCA1a après colonne avidine et gel filtration et SERCA1a-6His après 

colonne de nickel) ont été quantifiés sur des mêmes gels (SDS-PAGE coloré au bleu de 

Coomassie ou western blot détecté par l’anticorps anti-SERCA1, cf. figure 5 de l’article 

I). Les propriétés des protéines purifiées ont été comparées grâce des mesures 

d’activité ATPasique et des mesures de fluorescence. Les résultats obtenus sont décrits 

dans l’article I. La protéine purifiée par la méthode « biotine » est plus active que la 

protéine purifiée par la méthode « histidine » : elle présente une activité ATPasique 

spécifique maximale d’environ 8 µmol d’ATP hydrolysé/mg de SERCA/min, 

comparativement à 3,5 pour la protéine SERCA-His testée dans les mêmes conditions. 

Cette différence en faveur de la protéine purifiée par la méthode « biotine » se 

retrouve lors des mesures de fluorescence. La protéine SERCA1a après colonne d’avidine 

et après gel filtration ont la même activité spécifique. Avec l’échantillon SERCA1a après 

colonne HPLC, les variations de fluorescence sont plus importantes, sans doute à cause 

de la plus grande pureté de l’échantillon.  
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III.1.7 Discussion: 

Le Tableau III.1-1 rappelle les principaux résultats de cette nouvelle méthode de 

purification de SERCA1a.  

Fraction Ca2+ ATPase (mg) Vitesse maximale 

d’hydrolyse d’ATP 

(µmol ATP/mg Ca2+ 

ATPase/min) 

Rendement SERCA/protéines 

totales (%) 

C3  5  ND 100 1 à 3 % 

Purifiée après 

colonne avidine 

0,30 à 0,5 8-9 6 à 10 40 à 50 % 

Purifiée après gel 

filtration 

0,150 à 0,250 8-9 3 à 5 >70% 

Tableau III.1-1 Bilan de la purification de SERCA1a par la méthode « biotine » 

(pour 1L de culture de levure). 

 

L’étape de gel filtration permet d’augmenter la pureté à plus de 70% mais 

diminue considérablement le rendement de purification. Certaines mesures biochimiques 

ne nécessitent pas obligatoirement une aussi grande pureté, d’autant que l’échantillon 

après purification « avidine » ne semble pas être contaminé par d’autres ATPases. Ainsi 

pour des mesures telles que les mesures d’activités ATPasiques ou de transport de 

calcium, il me semble plus judicieux de s’arrêter après l’étape de purification sur colonne 

d’avidine, privilégiant ainsi la quantité de matériel disponible. Par contre, l’étape de gel 

fitration peut s’avérer utile si l’on aborde des techniques pour lesquelles la pureté de 

l’échantillon est importante. Ceci est vrai par exemple pour la mesure de fluorescence 

des tryptophanes, le rapport signal sur bruit étant augmenté avec la pureté de l’ATPase 

. La pureté est également un critère important pour des essais de cristallisation (voir 

partie suivante).  
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Nous avons vu dans l’introduction que trois autres purifications de SERCA après 

expression hétérologue avaient été publiées par Skerjanc et al. (1993) ; Miras et al. 

(2001) ; Lenoir et al. (2002). Les résultats obtenus sont rappelés dans le Tableau 

III.1-2. 

 

Expression Première étape de purification Purification additionnelle 

hôte rendement système rendement pureté  système rendement pureté  

Références 

SF9 1-2% PM1 

3mg/L  

Anticorps 

(+PL)2 

375µg/L  < 30%3 - - - Skerjanc et 

al., 1993 

His (+PL) 0  (trop peu 

de fixation) 

 SF9 6% PM 

(mais 1/3 

d’active) 

6 mg/L  
Red 120 

(+PL) 

2 mg/L  26%3 

- - - Miras et al., 

2001 

S.cerevisiae  2% PMdans 

C3 

5.5mg/L  

His (+PL) 1 mg/L de 

culture 

50-60%3 Red 120 0.28mg/L de 

culture 

70%3 Lenoir et al., 

2002 

Tableau III.1-2 Rappel des résultats obtenus par d’autres auteurs pour la 

purification de SERCA1a de lapin exprimée de manière hétérologue 

1-% PM : pourcentage de SERCA par rapport aux protéines membranaires. 2-(+PL) : 

addition de phospholipides. 3-Estimation des auteurs. 

 

 

Par rapport aux résultats obtenus par Skerjanc et al. (1993) ; Miras et al. 

(2001) ; Lenoir et al. (2002), la méthode décrite ici présente l’avantage d’obtenir une 

pureté de l’ordre de 50%. Toutefois, d’un point de vue quantitatif, après l’étape sur 

colonne d’ avidine, cette méthode présente un rendement moindre par rapport à ceux 

décrits dans ces travaux. Le plus faible rendement de purification, alors que le niveau 

d’expression dans les membranes était similaire (1% du C3),  est probablement due en 

grande partie à l’étape de protéolyse par la thrombine qui reste incomplète. Le 

déroulement de cette étape dans un tampon KCl devrait permettre d’augmenter le 

rendement.  
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Un des avantages de cette méthode pour la purification de SERCA1a par rapport 

à la méthode « étiquette 6His + colonne de nickel » de Lenoir et al. (2002) est l’activité 

spécifique de l’ATPase après purification. Une hypothèse que nous formulons est que 

l’étape de biotinylation sélectionne des protéines de fusion dont le domaine accepteur 

de biotine est correctement conformé et que cette bonne conformation du domaine est 

un gage de bon repliement de la protéine SERCA en elle-même. Une autre hypothèse 

pourrait être que les conditions de purification sur colonne de biotine dénaturent moins 

SERCA1a que les conditions utilisées pour la colonne de nickel. La différence observée 

entre la méthode « avidine » et la méthode « histidine » pour SERCA1a ne se retrouvera 

pas obligatoirement pour d’autres protéines. Ainsi, pour purifier le transporteur de 

citrate de K. pneumoniae après son expression hétérologue dans E. coli, Pos et al., (1994) 

ont utilisé une stratégie « résine d’avidine avec élution par un tampon biotine » ou une 

stratégie « colonne de nickel ». Ils n’ont pas observé de différence d’activité entre les 

deux préparations.  

 

L’étape supplémentaire de gel filtration permet d’atteindre une pureté que nous 

estimons supérieure à 70%, ce qui n’avait jamais été décrit pour SERCA1a exprimée de 

manière hétérologue. Après leur étape en Reactive Red, Lenoir et al. (2002) obtenaient 

une pureté voisine de 70%. Par ailleurs, ils montraient que SERCA1a ainsi purifiée avait 

une activité spécifique nettement meilleure que celle purifiée uniquement sur colonne de 

nickel. L’étape sur Red 120 leur permettait donc d’enrichir leur préparation en protéines 

actives. Par la suite, les auteurs ont choisi d’abandonner cette étape de purification, 

jugeant la perte en rendement trop importante (Lenoir, 2003).  

 

La pureté de l’échantillon que nous obtenons après gel filtration a permis 

d’envisager des études de cristallisation, qui sont présentées dans la partie suivante et 

dans l’article II. 
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III.2 Essais de cristallisation sur l’ATPase sauvage purifiée et sur le mutant 

E309Q 

Les résultats que nous avons obtenus avec l’ATPase sauvage ont fait l’objet d’une 

publication. (Jidenko et al., 2005). Je présenterai ici les grandes lignes de la démarche 

que nous avons utilisée, ce qui me permettra d’introduire les essais de cristallisation du 

mutant E309Q. 

III.2.1 Echange de détergent au cours de l’étape de purification par 

HPLC 

Le détergent que nous utilisons pour solubiliser l’ATPase et qui est conservé dans 

les tampons de purification est le DDM (cf. II.2.6 page 110 ). Pour se rapprocher des 

conditions avec lesquelles les cristaux, puis les structures de l’ATPase native ont été 

obtenus par les équipes de Jesper Møller et Poul Nissen (Sørensen et al., 2004), il a 

semblé préférable de leur proposer une ATPase en présence de C12E8. Nous avons donc 

modifié le tampon utilisé à l’étape « HPLC »  en remplaçant le DDM par le C12E8. Nous 

avons voulu nous assurer que l’échange de détergent était effectif et complet. Pour cela, 

nous avons ajouté du DDM radioactif dans le tampon HPLC (voir plus de précisions dans 

la partie « Techniques utilisées », paragraphe II.3.3.2 page 114). La Figure III.2-1   

montre que la radioactivité est détectée dans les fractions correspondant aux volumes 

d’élution 8,5mL à 14,5mL et que les fractions contenant SERCA correspondant aux 

volumes d’élution 6,75 mL à 8 mL ne contiennent pas de radioactivité. Les fractions 

contenant la protéine sont donc dépourvues de DDM : l’échange entre les deux 

détergents a bien eu lieu. 
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Figure III.2-1 : Gel filtration en HPLC de la protéine recombinante SERCA1a 

après une première étape de purification par chromatographie d’affinité – Détection 

de la présence de DDM dans les différentes fractions  

Le DDM radioactif est ajouté à l’échantillon avant son injection. Le C12E8  est util sé

dans le tampon d’élution de la filtration sur gel en HPLC (100mM MOPS pH6,8 – 

80mM KCl- 1mM MgCl

i   

 2- 1mM CaCl2- 20% glycérol (v/v)-0,5mg/mL C12E8 ). L’élution a

lieu sous un débit de 0,5 mL.min-1.  
cp

m

III.2.2 Préparation de l’échantillon pour les essais de cristallisation 

Les fractions contenant SERCA après l’étape de purification en HPLC sont 

regroupées et traitées comme indiqué dans le chapitre II. (cf. II.5.2 page 125 ). Pour 

déterminer la quantité de DOPC à ajouter, il nous faut définir la quantité de C12E8 

présent dans notre échantillon concentré.  

La méthode utilisée pour préparer l’ATPase sauvage a consisté à faire une 

approximation  indirecte: dans l’échantillon non concentré regroupant les fractions 

HPLC, la concentration en micelles de C12E8 est de 0,45 mg.mL-1  (cf. détail Figure 

III.2-2). Les micelles ne passent pas au travers de la membrane du centricon 30. Elles 

sont donc concentrées. Par ailleurs, du C12E8 est lié à la protéine. Pour SERCA, il est 

admis que 2 mg de protéine lie 1 mg de C12E8 (Møller et le Maire, 1993).  Ce C12E8 lié se 

concentre au même titre que les protéines.  
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A 

[C12E8]tot=[C12E8]micellaire +[C12E8]monomère+[C12E8]lié aux protéines  

[ C12E8 ] tampon =  [C12E8]micellaire + [C12E8 ]monomère 

 

 

 

avec CMCC12E8=[C12E8]libre= 

0.05mg.mL-1 

[C12E8]micellaire concentré = f * [C12E8]micellaire initial avec f, facteur de concentration 

[C12E8]lié aux prot concentré=0,5*[protéines]concentré 

[C12E8]ltotal = [C12E8]micellaire concentré + [C12E8]lié aux prot concentré (+[C12E8 ]monomère  (négligée)) 

B  

[ C12E8 ] tampon =0.5 mg.mL-1     [C12E8]micellaire = 0,45 mg.mL-1  

f=34  [C12E8]micellaire concentré = 15.3mg.mL-1  

[protéines]concentré = 13mg.mL-1 [C12E8]lié aux prot concentré= 6,5mg.mL-1  

[C12E8]total = 21,8mg.mL-1  

C 

  Blanc 

Tampon HPLC 

radioactif 

(0,5 mg/mL)) 

Pool HPLC avant 

concentration 

Echantillon 

concentré 

Volume testé (µL)  50 25 25 1 

comptage 1 113 3285 1629 2385 2638 Données 

brutes (cpm) comptage2 110 3351 1609 2362 2596 

Moyenne (blanc soustrait) (cpm)  3207 1508 2262 2505 

cpm moyen par mg C12E8   125715  

[C12E8] (mg.mL-1) (données 

calculées)  0,72 19,9

    
 

Figure III.2-2 : Détermination de la quantité de C12E8 présent dans l’échantillon 

concentré à l’issue d’une purification du mutant E309Q. 

En bleu : données se rapportant aux fractions issues de l’HPLC – En rouge : données

se rapportant à l’échantillon après concentration. 

 

A : Equation théorique  

B : Application des équations théoriques pour obtenir une approximation indirecte 

de la quantité de détergent 

C : Utilisation de détergent radioactif pour déterminer la quantité de détergent 

dans le même échantillon. 
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Une autre méthode, directe, consiste à utiliser du C12E8 marqué au carbone 14, ce 

qui permet ensuite de déterminer la quantité de détergent par mesure de radioactivité. 

Cette expérience a été réalisée lors d’une purification du mutant E309Q. 10µCi de C12E8 

radioactif ont été ajoutés au tampon HPLC (à 0,5 mg.mL-1 de C12E8).  

Les calculs présentés Figure III.2-2 indiquent que la méthode indirecte donne à 

10% près, le même résultat que la méthode de dosage direct par radioactivité. 

III.2.3 Obtention de cristaux de l’ATPase sauvage. 

Les essais de cristallisation de l’ATPase sauvage ont été réalisés dans le 

laboratoire de Poul Nissen. Les conditions dans lesquelles l’ATPase native a été 

cristallisée sont 8% (w/v) PEG6000, 4% (v/v) tert-butanol, 15% (v/v) glycerol, 5mM β-

mercaptoethanol, 200 mM sodium acetate (Sørensen et al., 2004). Nous  avons donc 

testé des conditions se rapprochant de celles-ci (cf. «Materials and Methods » de 

l’article II). Ces conditions ont permis l’obtention de cristaux diffractant les rayons X.  

Les résultats obtenus sont présentés dans l’article II. 

III.2.4 Essais de cristallisation du mutant E309Q 

III.2.4.1 Purification du mutant E309Q 

L’ADNc portant la mutation E309Q a été cloné dans le vecteur d’expression avec 

l’étiquette « BAD » (cf. chapitre « Techniques utilisées »).  

L’expression de ce mutant dans S. cerevisiae, sa solubilisation  et sa purification 

n’ont pas posé de problèmes particuliers et les rendements sont similaires à ceux 

obtenus avec SERCA1a sauvage.  

Le chromatogramme de l’étape de gel filtration d’une purification de SERCA1-

E309Q contenant le mutant après purification sur colonne d’avidine et concentration est 

présenté sur la Figure III.2-3A. Pour comparaison, des chromatogrammes obtenus pour 

l’ATPase solubilisée à partir du réticulum sarcoplasmique ou l’ATPase SERCA1a sauvage 

purifiée sur colonne avidine ont été représentés. Si nous tenons compte du décalage 
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observé pour la position du pic correspondant aux agrégats (assimilé au volume mort), le 

mutant est retrouvé dans des volumes d’élution proche de l’ATPase sauvage purifiée 

après expression hétérologue. Il s’agit donc très probablement d’un monomère. Notons 

que la forte concentration en protéine d’un échantillon peut être responsable d’un 

décalage du pic vers le volume mort (le Maire et al., 1978). Ceci pourrait expliquer le 

décalage du pic correspondant à l’ATPase native (solubilisée à partir du SR). La Figure 

III.2-3B montre que la fraction 6,5-7,75 correspondant à l’ATPase est pure à au moins 

70%.  

Remarque : Nous pensons que la protéine présente dans les fractions (7,75-8  

8,25-8,5) est un contaminant de la solution de thrombine utilisée. En effet, nous nous 

sommes rendu compte a posteriori  que la pureté des solutions de thrombine varie 

suivant les lots et le principal contaminant est une bande migrant aux alentours de 60 

kDa, que nous suspectons être de l’albumine sérique (analyse en bleu de Coomassie de 

solution de thrombine, non montrée). L’efficacité de la coupure des solutions de 

thrombine  (à activité spécifique égale) varie également. Pour nous affranchir de ces 

variations, nous commandons dorénavant une grande quantité de thrombine (10000U) 

après avoir préalablement testé le lot (et accessoirement, nous avons changé de 

fournisseur). 
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Figure III.2-3 Analyse de l’étape de filtration sur gel d’un échantillon de E309Q 

préalablement purifié sur colonne avidine. 

A-Chromatogrammes obtenus lors de l’étape de gel-filtration du mutant E309Q 

(vert) ou de SERCA1a wt (rose) après purification sur colonne d’avidine, et du SR 

solub sé (b eu  Nous estimons que les agrégats se retrouvent dans le vo ume mort. 

B-Analyse par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie de différentes fractions 

obtenues après gel filtration du mutant E309Q. 10µL de fractions ont été déposés. 

Les valeurs indiquées entre parenthèses correspondent au volume d’élution de la 

fraction. Nous pensons que la protéine présente dans les fractions (7,75-8  8,25

8,5) est un contaminant de la solution de thrombine utilisée.  

ili l ). l  

 

-
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III.2.4.2 Essais de cristallisation du mutant E309Q 

Après avoir réussi à cristalliser la protéine SERCA1a sauvage exprimée chez 

S. cerevisiae  (cf. Jidenko et al., 2005), des premiers essais de cristallisation du mutant 

E309Q ont été réalisés par Rikke Nielsen dans le laboratoire de Poul Nissen : la 

purification était réalisée dans notre laboratoire puis l’ATPase mutée était placée en 

présence de DOPC et de 10mM CaCl2 et de 1mM AMP-PCP avant d’être envoyée au 

Danemark. Différentes concentrations de PEG, différents sels (acétate de sodium, 

NaCl, KCl) ont été testés. Dans certains cas, des micro-cristaux ont pu être observés. 

Au cours de ces essais, nous avons changé de tampon de purification à l’étape HPLC : en 

effet, des expériences réalisées par l’équipe de Jesper Møller ont suggéré que l’ATPase 

était plus stable en présence de 15 % de saccharose qu’en présence de 20% de glycérol.  

En collaboration avec l’équipe de Poul Nissen, ils ont réussi à cristalliser l’ATPase native 

de lapin en présence de saccharose. Dans le tampon utilisé à l’étape de gel filtration, 

nous avons donc remplacé le glycérol par 15% de saccharose. 

J’ai aussi réalisé personnellement des essais de cristallisation sur l’ATPase mutée 

E309Q purifiée en présence de 1mM Ca2+ ou en présence de thapsigargine dans le 

laboratoire de Poul Nissen. Dans ce dernier cas, la thapsigargine est ajoutée dans un 

rapport de 10 nmol.mg-1 de protéine avant injection de l’échantillon en HPLC, la 

concentration en calcium de l’échantillon étant au préalable amenée à 0,1mM par ajout 

d’EGTA. Le tampon HPLC avec lequel est purifié ce complexe protéine-thapsigargine 

contient dans ce cas 0,1mM de Ca2+. En réalisant des expériences en présence de 

thapsigargine, nous voulions voir si ce composé ne permettait pas de stabiliser le mutant 

et donc de favoriser sa cristallisation. D’après des expériences précédentes de l’équipe 

de Jesper Møller, après complexation avec la thapsigargine, l’ATPase sauvage, supposée 

être en conformation E2, lierait un Ca2+ avec une affinité intermédiaire (10-20 µM à pH 

7,2). Une hypothèse est que cette liaison ait lieu au niveau du site 1 et qu’elle pourrait 

donc avoir lieu également pour le mutant (communication personnelle de Jesper Møller).  

Les différentes conditions que j’ai testées pour la protéine mutée sont 

présentées dans le Tableau III.2-1.  
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A ●Sels : 50 ou 200mM Acétate de sodium – 50 ou 200mM Sulfate de magnésium – 100 mM de 
chlorure de calcium 

  ●Sel supplémentaire :0 ou 10 mM de chlorure de calcium 
  ●Alcool : 3% tert-butanol 
  ●PEG- 14-17-20% PEG 2000 ou 11-14-17 % PEG 6000 

     ●0 ou 10% glycérol 
B ●Sels : 100 mM de chlorure de calcium 

 ●Alcool : 4% MPD 
 ●PEG : 11-14-17 % PEG 6000 

    ●0 ou 5% glycérol 
C ●Sels : 50 – 100 – 150- 200 mM de CaCl2 

 ●Alcool : 3% tert-butanol ou 5% MPD 
 ●PEG :17% PEG 2000 ou 11 % PEG 6000 
 ● 0 ou 5% glycérol 

●Sels : 100 mM de CaCl2 
●Alcool : 3% tert-butanol  
●PEG : 11 % PEG 6000 
●0-3-6-9-12% glycérol ou 0-3-6-9-12% saccharose 

D ●Sels : 100 mM de CaCl2 
 ●Alcool : 3% tert-butanol  
 ●PEG :6-7.5-9-10.5 % PEG 6000 
 ●0- 5 10 % glycérol ou 5-7.5-10 % saccharose 

E ●Sels : 100 mM de CaCl2 
 ●Alcool : 3% tert-butanol  
 ●PEG :9-11 % PEG 6000 
 ● 0-1-2-3-4-5% glycérol 
 ●Concentration de l’échantillon: 11.5 mg.mL-1  ou 8 mg.mL-1   
 

Tableau III.2-1 Différentes conditions de cristallisation testées sur un échantillon 

de SERCA1-E309Q préparé après purification en DOPC et avec 1 mM Ca2+ 

A-Premières conditions testées (avec la purification P17*, en présence de Ca2+ et P18 

en présence de thapsigargine) B-Conditions testées avec le même échantillon 

protéique qu’en A, quelques jours plus tard. C-Deuxième série de conditions testées 

(avec la purification P19*) D- Conditions testées avec le même échantillon protéique

qu’en C, quelques jours plus tard. E-Troisième série de conditions testées (avec 

P20

 

 

 

 

 

*) : Afin d’éliminer les précipitations apparaissant dès le mélange de l’échantillon

protéique avec le tampon de cristallisation, l’échantillon (préparé en 15% saccharose)

est mélangé au tampon ne contenant pas de glycérol ou de saccharose et est 

centrifugé avant d’être déposé sur les lamelles qui sont retournées sur les 

différents puits. * dénomination de la purification du mutant E309Q utilisée, voir 

également Tableau III.2-2 page 163). 

Sauf indication contraire, l’échantillon protéique a une concentration voisine de 11-12 

mg.mL-1. Les conditions apparaissant préférables pour la cristallisation sont signalées 

en bleu. Les conditions ne conduisant à aucun micro cristal sont signalées en rouge et 

sont barrées.
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 Les conditions décrites lignes A et B ont été testées sur une préparation 

réalisée en Ca2+ ou en présence de thapsigargine. Au bout d’une semaine, il ne m’est pas 

apparu de différences nettes entre les deux préparations. Pour cette raison, les 

conditions suivantes n’ont été testées que sur l’ATPase préparée en présence de Ca2+.  

Au cours de ces essais, nous avons pu observer dans différentes conditions des 

cristaux 2D en forme de petites assiettes (voir un exemple Figure III.2-4A). Nous 

avons également pu observer d’autres formes de cristaux, plutôt en bâtonnets (cf. 

Figure III.2-4B et C). Bien que restant petits (50 x 5-10 x5 µm), certains de ces 

cristaux ont pu être collectés et congelés environ 1 mois après le démarrage des essais 

de cristallisation. A l’heure où cette thèse est rédigée, ces cristaux n’ont pas encore été 

testés au synchrotron. Notons que nous avons obtenu des cristaux de la protéine 

préparée en présence de thapsigargine  (conditions décrites en ligne B) qui semblaient 

finalement de meilleures qualités que ceux obtenus dans les mêmes conditions avec la 

protéine préparée en Ca2+.  
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A B C

 

Figure III.2-4 Exemples de cristaux obtenus avec le mutant E309Q. 

A-Exemple de cristaux 2D en forme d’assiettes, obtenus par exemple en présence de 

11% PEG 6000-100 mM CaCl2-

 

3 % tButOH-3% sucrose. B-Exemple de cristaux 3D 

obtenus (14% PEG 6000 – 100 mM CaCl2 –4% MPD) C – Autre exemple de cristaux 3D 

obtenus (9.5% PEG-1% glycérol-100mM CaCl2- 3% tButOH)  
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III.2.5 Discussion 

III.2.5.1 Cristallisation de l’ATPase sauvage 

Les résultats concernant la collection de données à partir de cristaux de 

SERCA1a purifiée après expression hétérologue dans la levure sont discutés dans 

l’article II. Il est évident que nous avons bénéficié de la connaissance acquise par les 

groupes de Poul Nissen et Jesper Møller quant à la cristallisation de l’ATPase native. 

Cette connaissance nous a évité d’avoir à tester tout un panel de conditions de 

cristallisation. L’utilisation d’une préparation d’ATPase qui, en plus d’être pure à plus de 

70%, présente une bonne activité est, à notre avis, une des raisons de notre succès. 

Au moment de la rédaction et de la soumission de cet article, à notre 

connaissance, ces résultats étaient le premier exemple de réussite de cristallisation 

d’une protéine membranaire de mammifère après expression hétérologue. Toutefois, 

quelques semaines avant nous, Long et al. (2005), ont publié une structure à 2.9Å d’un 

canal potassique de rat, purifié après surexpression dans la levure P. pastoris.  

Un important travail préliminaire au travail de Long et al. avait été publié 2ans 

plus tôt par Parcej et Eckhardt-Strelau, (2003). Dans cet article, les auteurs avaient 

montré qu’il était possible non seulement de purifier en grandes quantités la protéine 

Kv1. 2, sous unité α du canal potassique, mais aussi qu’il était possible de la co-purifier 

avec la sous unité Kv2β après co-expression des deux protéines dans P. pastoris. 

Différentes mutations, éliminant les sites potentiels de glycosylations et de 

phosphorylations ont amélioré l’homogénéité de la protéine. Leur travail met en avant un 

des avantages du système P. pastoris  : ils obtiennent en effet 250g de levures par litre 

de culture (nous en obtenons  environ 40g) ce qui leur permet d’obtenir environ 2000 mg 

de protéines membranaires et de purifier environ 25 mg de sous unités Kv1.2 pure à 

75% par litre de levures ! Après purification grâce à une étiquette « 8 histidines » 

placée en N-terminal, les auteurs montrent que la protéine est complètement active. 

Grâce à ce système, les auteurs ont pu  analyser le complexe Kv1.2/Kvβ par microscopie 

électronique.  
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Dans leur article, Long et al, ont purifié le même complexe. Ils ont travaillé avec 

la sous unité Kv1.2 mutée uniquement pour son site de glycosylation. Il semblerait donc 

que l’hétérogénéité observée par Parcej et Eckhardt-Strelau pour ce type de 

construction ne soit pas un problème pour la cristallisation. Long et al. solubilisent la 

protéine avec du DDM , puis utilisent des billes de cobalt pour purifier la protéine 

étiquetée avec 8 histidines en N-terminal. Ils ont également optimisé la pureté de leur 

échantillon en ajoutant une deuxième étape de purification qui se trouve être une 

chromatographie d’exclusion (colonne Superdex-200). Notons que les auteurs ajoutent 

des lipides à leur échantillon protéique et dans leurs tampons dès l’élution des billes de 

colbalt. Pour les auteurs, il est important que la protéine ne soit pas en présence d’un 

milieu oxydant : ils utilisent des tampons contenant différents agents réducteurs (DTT, 

Mercaptoéthanol, TCEP) et leur procédure de cristallisation par diffusion de vapeur a 

lieu sous atmosphère d’azote.  

Bien que la stratégie de la première étape de purification ne soit pas identique, 

dans l’exemple de SERCA1a ou du canal potassique Kv, une deuxième étape de 

purification a été nécessaire, et dans ces deux exemples ce fut une chromatographie 

d’exclusion. Tout comme pour SERCA après son expression dans la levure, il semble que 

le canal potassique Kv cristallisé était bien actif. Ceci tend à renforcer le sentiment que 

nous avions qu’il ne faut pas renoncer à une bonne activité de la protéine d’intérêt au 

profit de grandes quantités de protéines. Cet argument me semble d’autant plus valable 

qu’avec les avancées technologiques en matière de robot, les essais de cristallisation 

consommeront de plus faibles volumes d’échantillon protéique.  

 

III.2.5.2 Essais de cristallisation du mutant 

La procédure de purification mise au point sur l’ATPase sauvage, a permis 

l’obtention du  mutant E309Q à une pureté voisine de 70%. Les derniers essais réalisés 

ont permis l’obtention de cristaux. Bien que petits, certains de ses cristaux seront 

prochainement utilisés pour des expériences de diffraction aux rayons X (source 

synchrotron). 
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Les différentes tentatives que nous avons réalisées sur le mutant nous ont fait 

toucher du doigt une des difficultés d’essayer de cristalliser une protéine purifiée 

après expression hétérologue. En effet, il est difficile d’obtenir un échantillon 

concentré possédant exactement les mêmes caractéristiques que les autres. Le Tableau 

III.2-2 nous montre que cette difficulté influe notamment sur le rapport 

protéine/détergent de l’échantillon. Selon notre mode opératoire, la quantité de lipides 

ajoutée est proportionnelle à la quantité de détergent, le rapport protéine/lipide varie 

donc également d’un échantillon à l’autre. 

  

        

  Volume 

(µL) 

Concentration 

protéique 

(mg.mL-1 ) 

Concentration 

en C12E8 

(mg.mL-1 ) 

Rapport 

protéine

/ C12E8  

Quantité de 

protéines 

(µg) 

 

 P8 40 18,9 23 1,22 756  

P10 53 16,5 20,2 1,22 874  

 P11 40 24,7 30 1,21 988  

 P12 40 13 22,8 1,75 520  

 P13 46 14,6 21,7 1,49 672  

 P17 54 11 17,7 1,61 594  

 P18 47 10,5 19,61 1,87 494  

 P19 62 14,5 17,9 1,23 899  

 P20 56 11,5 17,7 1,53 644  

       

Tableau III.2-2 Propriétés de l’échantillon après la dernière étape de 

centrifugation de différentes purifications. 

Les purifications dont les données sont présentées ici ont été réalisées à partir d’une 

quantité de fractions membranaires correspondant à 4L de culture de levures. Les

purifications réalisées à partir d’une même préparation de fractions membranaires

sont de la même cou eur. Si besoin,  l’échantillon est dilué dans du tampon type HPLC 

(sans C

 

 

l

12E8) de manière à réaliser les essais de cristallisation avec une solution à 

environ 11-12 mg.mL-1 .  
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Une hypothèse tentante  pour expliquer ces variations serait de pointer du doigt 

la différence de préparations membranaires. Les purifications opérées à partir d’une 

même préparation membranaire ont été regroupées dans le Tableau III.2-2. Il semble 

effectivement que la préparation membranaire influe sur la quantité de protéines 

purifiées, et donc qu’elle puisse expliquer en partie les variations observées. Pour limiter 

les variations liées à la préparation membranaire, il pourrait être intéressant de 

produire en une fois une grosse quantité de membranes. A l’heure actuelle, chaque 

préparation membranaire est réalisée à partir de 8L de culture de levures. Les moyens 

techniques du laboratoire pourraient nous permettre d’envisager la production de 12L de 

culture. Une augmentation du volume de culture dans chaque Fernbachs de 500 à 750 

mL pourrait permettre la production de 18L de culture mais il faudrait vérifier que cela 

n’influence pas le niveau d’expression. Ceci permettrait de réaliser 4 purifications à 

partir de la même préparation membranaire. Au delà, il faudrait envisager le passage en 

fermenteur semi industriel, ce qui suppose de mettre au point la culture et l’expression 

dans ces conditions. 

Une autre origine de ces variations pourrait être la difficulté à répéter à 

l’identique les étapes de purification, par exemple le volume de résine, le volume 

d’élution, le facteur de concentration, etc… Même si toutes ces imprécisions ne sont que 

5-10%, cumulées, elles peuvent avoir leur importance. Ces différences me semblent 

difficiles à contrôler, même si leur éventuel impact doit être gardé en mémoire par 

l’expérimentateur afin de les limiter. 

A l’heure actuelle, il est difficile de dire si les variations de propriétés de 

l’échantillon ont un impact sur la cristallisation. En effet, à ma connaissance, une seule 

condition a été testée avec deux préparations différentes : il s’agit de la condition 11% 

PEG6000-0.1M CaCl2 –3% t-ButOH. Cette condition a été testée avec la purification P17 

et deux fois avec la purification P19 (cf. Tableau III.2-2 et voir lignes A et C du 

Tableau III.2-1 page 158). Il se trouve que dans les deux essais avec la purification P19, 

cette condition a permis l’obtention de cristaux qui ont été congelés et seront testés en 

diffraction. Par contre, l’essai réalisé avec la protéine de la purification P17 n’avait 
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permis d’obtenir que des cristaux de type 2D. Au travers de cet unique exemple, il 

semble donc que les propriétés de l’échantillon pourraient avoir une importance.  

 

Dahout-Gonzalez et al. (2003) avaient déjà étudié l’impact du rapport 

détergent/protéine pour la cristallisation du transporteur ADP/ATP (cf. Figure 

III.2-5). Dans cette étude, les auteurs ont montré que la diminution du rapport 

détergent/protéine pour atteindre 13g de détergent / g de protéines permettait la 

formation de cristaux et que la diminution du rapport en dessous de cette barre 

entraînait l’augmentation de la taille des cristaux obtenus. Au dessous de 10g/g, la 

protéine semble précipiter de manière irréversible.  Leur étude montre donc 

l’importance du rapport détergent/protéine pour la cristallisation du transporteur 

ADP/ATP. Cependant les rapports détergents/protéines dans les essais de 

cristallisation du mutant E309Q ne sont pas du même ordre de grandeur (cf. Tableau 

III.2-2) et contrairement à Dahout-Gonzalez et al., le rapport lipides/protéines varie 

également dans nos essais. Des études complémentaires pourraient être intéressantes, 

d’autant plus que des essais de cristallisation d’autres mutants de SERCA sont 

envisagés. Si une relation entre les propriétés chimiques de l’échantillon et la probabilité 

de cristallisation était montrée, cela pourrait permettre d’optimiser les essais de 

cristallisation.  
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Figure III.2-5 Effet du rapport détergent/protéines sur la cristallisation du 

transporteur ADP/ATP (extrait de Dahout-Gonzalez et al., 2003) 

Pour étudier cet effet les auteurs ont éliminé le detergent grâce à des biobeads (a) 

La figure (b) montre les essais de cristallisation effectués à partir d’une solution 

prélevée aux points A, B, C et D indiqués sur le graphe (a), et contenant 

respectivement 20, 16, 13 et 10 g  de détergent par g de protéine. 
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III.3 Etude de l’isoforme SERCA3 

Il a été montré  dans l’introduction  de cette thèse, la diversité des isoformes 

SERCA3 et les variations fonctionnelles qui semblaient exister entre ces isoformes et 

par rapport aux isoformes SERCA1 et SERCA2. Toutefois, peu d’études biochimiques 

ont été menées sur ces différentes isoformes. Nous avons voulu profiter de l’expérience 

acquise au laboratoire quant à l’expression hétérologue et la purification de SERCA1a 

pour essayer de purifier et d’étudier ces isoformes SERCA3.  En parallèle des études de 

localisation cellulaire de ces isoformes ont été réalisées. 

L’isoforme de SERCA3 que le laboratoire possédait à mon arrivée était l’isoforme 

SERCA3a de rat. Les premiers essais d’expression et de purification ont été conduits 

sur cette isoforme. 

III.3.1 Essais d’expression et de purification de SERCA3a de rat. 

III.3.1.1 Expression de SERCA3a de rat dans S. cerevisiae  

L’ADNc de l’isoforme SERCA3a de rat a été cloné dans le vecteur pYEDP60 en 

amont du site de thrombine et de l’étiquette « BAD » comme présenté sur la Figure 

II.1-1 page 94.  

Dans un premier temps, après avoir sélectionné un clone par la procédure de 

« mini-expression » décrite dans la partie « Techniques utilisées » (cf. II.2.1 page 105) , 

nous avons testé le protocole d’expression mis au point sur SERCA1a-His et appliqué à 

SERCA1a-BAD (cf. partie III.1 ). Les résultats obtenus sont présentés Figure III.3-1. 

Les résultats de l’analyse par western blot des différentes fractions membranaires (A)  

montrent que la protéine SERCA3a semble avoir été exprimée et biotinylée. Lors des 

expressions de SERCA1-BAD ou du mutant, il était possible de quantifier la quantité de 

SERCA présente dans les membranes grâce à une gamme de SR, mais l’anticorps utilisé 

(79B) ne reconnaît pas SERCA3. Afin d’estimer la réussite de cette expression, nous 

l’avons comparée donc à celle de SERCA1-BAD. Les résultats de cette comparaison sont 

présentés  Figure III.3-1B. Sur cette figure, l’intensité des bandes correspondant à 
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SERCA-BAD dans les fractions membranaires C2 et C3, comparativement à celles des 

autres protéines biotinylées détectées dans ces mêmes fractions, démontre que la 

quantité de SERCA3-BAD exprimée est nettement inférieure à celle obtenue lors de 

l’expression de SERCA1-BAD. Nous considérons que nous avons plus de 10 fois moins de 

protéines SERCA3-BAD exprimées, biotinylées et localisées dans la fraction C3, 

comparativement à SERCA1a-BAD. Toutefois, nous avons décidé de tenter une première 

purification de SERCA3-BAD. 
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Figure III.3-1 Analyse par western blot (Avidine peroxydase) de l’expression de 

SERCA3a de rat. 

A-Analyses des différentes fractions obtenues après broyage et fractionnement 

d’une culture de levures transformées avec SERCA3a de rat. B-Comparaison des 

expressions de SERCA1a de lapin et de SERCA3a de rat  

Quantité de protéines totales  déposées : pour BT, S1, S2, S3, C1 : 4 µg ; pour C2 et 

C3 1µg. Les différentes  protéines biotinylées observées sont indiquées par des 

flèches.  
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III.3.1.2 Essai de purification de SERCA3a de rat 

L’essai de purification de SERCA3-BAD a été réalisé à partir de 15 mL de 

fraction membranaire C3, soit l’équivalent de 500mL de culture. L’analyse des 

différentes fractions récoltées est présentée Figure III.3-2. La quantité de protéines 

SERCA3 récoltées dans les éluats, après coupure par la thrombine, est très faible (cf. 

gel SDS-PAGE, Figure III.3-2A). L’analyse en WB nous indique que la procédure de 

purification n’est pas à mettre en cause en elle-même : une partie de SERCA3 se 

retrouve dans le solubilisat et reste fixée sur la colonne, la protéine de fusion n’étant 

quasiment plus détectée dans les fractions de « Passe tout droit » (cf. Figure III.3-2B). 

Pour analyser par western blot la purification jusqu’à l’étape d’élution, il nous 

faudrait un anticorps anti-SERCA3. Comme il a été dit plus haut, l’anticorps 79B utilisé 

pour toutes les analyses relatives à SERCA1a ne détecte pas SERCA3 (non montré). J’ai 

testé différents anticorps anti-SERCA3 polyclonaux obtenus par immunisation de lapin 

avec un peptide correspondant aux 15 acides aminés N-terminaux de SERCA3a de rat 

(fourni au laboratoire par J. MØLLER et utilisés par Fuentes et al., 2000). Les anticorps 

190.1 (cf. Figure III.3-2C) ou 190.2 (non montré) permettent de détecter SERCA3a de 

rat, mais, pour observer un signal, il faut déposer un volume important d’échantillon (100 

fois plus que pour une détection de la protéine de fusion biotinylée avec l’avidine 

peroxydase) et exposer la membrane pendant au moins 20 min.  

En estimant très approximativement que les éluats 1,2 et 3 (1mL chacun) 

contiennent 0,07µg de SERCA (4 fois moins de protéines SERCA que l’échantillon « SR 

0,4µg », cf. Figure III.3-2A), nous pourrions purifier ainsi 40µg de SERCA3 partir de 1L 

de culture, soit 10 fois moins que lors de la purification de SERCA1a. 

Au vu de ces résultats, il nous a semblé préférable de tenter d’optimiser 

l’expression de SERCA3a de rat avant de poursuivre les expériences de purification.  
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Figure III.3-2 Analyses de l’essai de purification de SERCA3a de rat 

A Gels SDS –PAGE coloré au bleu de Coomassie, dépôt de 10µL de chaque fraction ,

sauf pour SR : dépôt de 0.4 et 1µg de protéines totales (soit 0,28 et 0,7 µg de 

SERCA) B- Western blot, détection par l’avidine peroxydase (10 s d’exposition), 

dépôt de 0.125µL d’échantillons C- Western Blot, détection par l’anticorps 190.1 (20 

min d’exposition), dépôt de 10µL de chaque fraction sauf indications contraires.  

-  

 

Solubilisat: surnageant de solubilisation – fi : fraction numéro i -Eluat: fraction  

éluée après action de la thrombine –M : marqueur- SR : extrait protéique de 

réticulum sarcoplasmique.  
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III.3.1.3 Tentatives d’amélioration de l’expression de SERCA3a de rat. 

a) Analyses de l’expression lors du protocole « standard » 

Avant de modifier le protocole d’expression utilisé, j’ai analysé le déroulement de 

l’expression dans le protocole tel qu’il était, à savoir une phase de croissance à 28°C 

pendant 36h avant passage à 18°C et une première induction, suivi d’une deuxième 

induction à t=49h et un arrêt à t=55h (cf. partie « Techniques utilisées », paragraphe 

II.2.2 page 106 ).  

Un des premiers paramètres qu’il est possible d’analyser est la croissance des 

levures au cours de la culture. Lors de l’expression décrite dans le paragraphe III.3.1.1, 

j’ai récolté 44 g de levures par litre de culture, ce qui est similaire à ce qui est récolté 

avec les levures exprimant SERCA1. C’est donc sans surprise que les courbes de 

croissance sont peu différentes (cf. Figure III.3-3A).  

L’évolution de la quantité de protéines totales dans le broyat a été suivie grâce à 

des prélèvements de 15mL de culture à des temps donnés. Il semble que la quantité de 

protéines soit légèrement plus importante dans le broyat « SERCA1 » que dans le broyat 

« SERCA3 » ; toutefois l’évolution de la  quantité de protéines dans le broyat total est 

similaire. L’étude de la quantité de protéines présentes dans la fraction C3 n’est pas 

indiquée ici car nous nous sommes rendu compte que le protocole de 

broyage/fractionnement utilisé (adaptation à de faibles volumes du protocole standard) 

n’était pas valide. Les broyats totaux ont été analysés par western blot (détection 

avidine peroxydase) : malheureusement, il n’a pas été possible de détecter avec 

certitude SERCA3-BAD biotinylée, alors que la protéine SERCA1-BAD biotinylée était 

détectable dans tous les  broyats « post induction » déposés (non montré).  
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Figure III.3-3 Analyses de la croissance des levures et de la concentration en 

protéines totales du broyat au cours de la culture visant à l’expression de SERCA1a-

BAD ou SERCA3a-BAD (deux inductions à 18°C) 

A-Analyse de la densité optique de la culture de levure. B Analyse de la concentration en

protéines totales, mesurées par BCA, dans le broyat tota . ▲SERCA1a □ SERCA3a.  Les 

flèches indiquent les inductions. Au moment de la première induction, la culture est 

transférée à 18°C. 
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Afin d’essayer d’améliorer l’expression de SERCA3, j’ai essayé de faire varier les 

conditions de culture.  

b) Conséquences d’inductions à 28°C au lieu de 18°C 

J’ai analysé l’expression de SERCA3-BAD, et toujours en parallèle, de SERCA1-

BAD, dans le cas où la culture, après induction, continue à 28°C. La Figure III.3-4 

montre l’analyse de la croissance des levures et l’évolution de la quantité de protéines 

totales au cours de cette expérience. La croissance des levures « SERCA3 » ou 

« SERCA1 » est similaire, et, de manière non surprenante, plus importante que celle 

observée lorsqu’un passage à 18°C est effectué (cf. Figure III.3-4A). Comme dans le cas 

du protocole standard décrit précédemment, il semble que la quantité de protéines soit 

légèrement plus importante dans le broyat « SERCA1 » que dans le broyat « SERCA3 », 

avec toutefois une évolution de la  quantité de protéines dans le broyat total similaire.  
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Figure III.3-4 Analyses de la croissance des levures et de la concentration en 

protéines totales du broyat au cours de la culture visant à l’expression de 

SERCA1a-BAD ou SERCA3a-BAD (température unique : 28°C). 

A-Analyse de la densité optique de la culture de levure. B-Analyse de la concentration 

en protéines totales, mesurées par BCA, dans le broyat total. ▲SERCA1a □ SERCA3a.  

Les flèches indiquent les inductions. La culture a lieu à  28°C, même après induction. 

Pour comparaison, les valeurs concernant SERCA1-BAD présenté sur la Figure III.3-3 

sont rappelées (◊ ) 
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D’après les résultats présentés Figure III.3-4B, le broyat total « SERCA3 » 

obtenu dans ce protocole  aurait une concentration en protéines totales similaire à celle 

du broyat total obtenu avec le protocole « standard ». Les broyats totaux ont été 

analysés par western blot (détection avidine peroxydase) : encore une fois, il n’a pas été 

possible de détecter avec certitude SERCA3-BAD biotinylée, alors que la protéine 

SERCA1-BAD biotinylée était détectable dans tous les  broyats « post induction » 

déposés. 

c) Conséquences d’un apport exogène de biotine. 

Nous avons pensé que le faible niveau de SERCA3-BAD biotinylée détectée était 

peut-être dû à une mauvaise biotinylation de l’étiquette, liée à une carence en biotine. 

Les résultats obtenus après croissance des levures « SERCA3 » dans un milieu 
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additionné de  1 mM de biotine (série « SERCA3+biotine »)  sont comparés à ceux 

obtenus après croissance des levures « SERCA3 » sans addition supplémentaire de 

biotine (série « SERCA3 sans biotine »). Dans  cette série d’expériences, une seule 

induction a été réalisée, et les levures sont restées à 28°C.  

La croissance des levures « SERCA3  + biotine»  et « SERCA3 sans biotine » est 

comparable. Les résultats présentés Figure III.3-5B montrent toutefois que l’addition 

de biotine dans le milieu permet l’augmentation de la quantité de protéines dans le 

broyat. L’analyse par western blot (détection avidine peroxydase) des broyats montre 

que, lorsque de la biotine a été ajoutée, il est possible de détecter sans équivoque une 

protéine biotinylée supplémentaire, qui migre aux alentours de 120 kDa, et qui pourrait 

donc être SERCA3-BAD.  

 

Ces expériences d’expression de l’isoforme SERCA3a de rat chez S. cerevisiae 

n’ont pas été poursuivies. Elles indiquent toutefois des pistes intéressantes pour 

améliorer l’expression d’autres protéines dans ce système. Ces pistes pourront être 

suivies en cas de mauvaises expressions de l’isoforme SERCA3a humaine, vers laquelle 

nous nous sommes tournés (voir Paragrape III.4.3 : Discussion). 
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. 

 

Figure III.3-5 Analyses de la croissance des levures et de la concentration en 

protéines totales du broyat au cours de la culture visant à l’expression de 

SERCA3a BAD (température unique : 28°C, une induction, milieu additionné ou non 

de biotine) 

t=0 correspond au démarrage de la culture. L’induction par la galatose se fait à 

t=36h. ▪ : ajout de biotine dans le milieu de culture ◦ : pas de biotine ajoutée. 
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Figure III.3-6 Analyse par western blot (avidine peroxydase) des broyats de 

levures  « SERCA3 » après culture dans un milieu additionné ou non de 1 mM 

biotine 
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III.4 Localisation cellulaire 

Une des hypothèses reliées à la présence de plusieurs isoformes SERCA dans une 

même cellule serait que ces isoformes soient localisées dans des régions subcellulaires 

différentes. Avec l’équipe de Jean-Marc VERBAVATZ, nous cherchons à regarder s’il 

est possible de corroborer cette hypothèse par des expériences de microscopie 

électronique. Pour que l’observation en microscopie électronique soit possible, il ne faut 

pas que la protéine à détecter ait un trop faible niveau d’expression. Au cours de ma 

thèse, j’ai réalisé un travail préliminaire consistant à chercher des cellules humaines 

exprimant suffisamment SERCA3a pour qu’il soit envisageable de la détecter lors 

d’expériences de microscopie électronique. La microscopie de fluorescence est une 

méthode qui a pu nous permettre de nous rendre compte du niveau d’expression de 

SERCA3 dans différents types cellulaires.  

 

III.4.1 Analyses de cellules HEK transfectées par un vecteur 

d’expression contenant ou non SERCA3 

L’équipe de Jocelyne ENOUF a obtenu des lignées stables de cellules HEK 

transfectées chacune avec un vecteur d’expression pcDNA contenant l’ADN codant pour 

l’une des différentes isoformes SERCA3 humaines (Martin et al., 2002; Bobe et al., 

2004). Jocelyne ENOUF nous a aimablement fourni  ces lignées. Nous avons voulu 

regarder la localisation de SERCA3 dans les cellules HEK transfectées avec le vecteur 

pcDNA non recombinant, le vecteur contenant SERCA3a humaine ou le vecteur 

contenant SERCA3b humaine. Les résultats sont présentés Figure III.4-1. 

Nous avons  pu visualiser sans équivoque possible SERCA3 dans ces cellules aussi  

bien avec l’anticorps PL/IM 430 reconnaissant toutes les SERCAs qu’avec l’anticorps 

spécifique à SERCA3a. Il est évident que les cellules HEK transfectées par les vecteurs 

SERCA3ah ou SERCA3bh surexpriment la protéine. Nous pouvons observer que les 

protéines SERCA3 apparaissent, comme attendu, localisées dans le réticulum. Par 

contre, nous ne pouvons rien en déduire quant à la localisation subcellulaire  
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« physiologique » de SERCA3. Toutefois, ces expériences montrent qu’il est possible de 

détecter SERCA3a in situ avec les deux anticorps que nous avions à disposition et il nous 

a paru intéressant de regarder ce qui se passe dans des cellules non tranfectées, dans 

un premier temps en immunofluorescence.  

Par ailleurs, des lysats de ces cellules HEK transfectées ont été déposées sur gel 

SDS-PAGE et ont permis de vérifier qu’il était  possible de détecter SERCA3a humaine 

après  western blot par l’anticorps PL/IM 430 (non montré). Ces lysats pourront 

ultérieurement servir de contrôle positif lorsqu’il s’agira de vérifier par western blot  la 

présence de SERCA3 humaine dans des préparations.  

 

HEK/pcDNA HEK/SERCA3ah HEK/SERCA3bh 

PL/IM 

430 

 

Anti 

Serca3a 

 

Figure III.4-1 Analyses par microscopie de fluorescence confocale de cellules HEK 

transfectées après perméabilisation par du Triton X-100 et immunomarquage.  

pcDNA : cellules transfectées avec le vecteur pcDNA vide- HEK/SERCA3ah ou 

SERCA3bh : cellules transfectées avec le vecteur PcDNA/SERCA3a humaine ou 

SERCA3b humaine. Pl/IM : immunomarquage réalisé avec l’anticorps PL/IM 430. 

anti-SERCA3a : immunomarquage réalisé avec l’anticorps Anti-SERCA3a humaine – 

Les anticorps secondaires utilisés sont couplés à la fluorescéine (fluorescence verte)  

-
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III.4.2 Analyses de cellules humaines non transfectées et d’un tissu, la 

peau. 

III.4.2.1 Utilisation de lignées cellulaires 

Nous avons regardé si SERCA3a était détectable par microscopie de 

fluorescence dans deux lignées cellulaires disponibles au laboratoire, les cellules Caco-2 

et les cellules HaCat (cellules humaines d’adénocarcinome du colon et cellules 

kératinocytes respectivement) ainsi que dans une lignée fournie par Anne-Marie 

LOMPRE, les cellules EAHy926 (cellules endothéliales).  

Avec les cellules Caco-2 et HaCat, aucun signal ne ressort du bruit de fond, que 

ce soit avec l’anticorps anti-SERCA3a ou avec PL/IM 430. 

Les résultats obtenus avec les cellules EAHY926 sont présentés Figure III.4-2. 

Un très faible signal est détectable avec l’anticorps PL/IM 430. Un signal un peu plus 

intense est observée avec l’anti-SERCA3a. Malgré ce faible signal obtenu en microscopie 

de fluorescence, des essais d’observations en microscope électronique de ces cellules  

EAHy926 après immunomarquage ont été réalisés. Il n’a pas été possible de détecter 

SERCA3a (non montré). Cet échec confirme qu’il nous faut travailler avec des cellules 

pour lesquelles le signal observé lors d’expériences en miscroscopie de fluorescence 

avec le même anticorps primaire est suffisamment intense.  

III.4.2.2 Analyse d’un tissu humain: la peau 

Des coupes de peau (5µm) ont été réalisées. Les résultats observés en 

microscopie de fluorescence après immunomarquage sont présentés Figure III.4-3. Un 

faible marquage est observé dans les cellules épithéliales avec l’anticorps anti-SERCA3a 

(cf. première ligne). Un plus fort signal est observable dans les cellules endothéliales 

(cellules entourant les vaisseaux, cf. deuxième ligne). De manière surprenante, ces 

marquages ne sont pas retrouvés avec l’anticorps PL/IM, censé reconnaître toutes les 

SERCA3. Par contre, un signal est détecté avec cet anticorps dans des cellules acineuses 

(cf. troisième ligne) laissant supposer qu’une autre isoforme SERCA3 est exprimée dans 

ces cellules. 
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L’intensité du signal observé avec l’anticorps anti-SERCA3a dans les cellules 

endothéliales de la peau (contraste non amplifié, contrairement aux résultats présentés 

Figure III.4-2) est suffisamment forte pour que des analyses en microscopie de cellules 

endothéliales soient envisagées. Pour faciliter l’observation, des coupes de péritoine, 

tissu hautement vascularisé, pourraient être utilisées, après avoir bien sûr, vérifié que 

le même type de signal était observable sur des coupes de ce tissu en microscopie de 

fluorescence. 
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D C   

A  B  

 D 

 

Figure III.4-2 Analyses par microscopie de fluorescence de cryo-coupes (5µM 

d’épaisseur) de cellules EAHy926 après perméabilisation au Triton X-100 et 

marquage par anticorps. 

A. PLIM di ut on 1/50 +ant  souris 1/50  pas de contre colorat on  B Contrô e : anti 

souris 1/50 seul, pas de contre marquage. C: Anti SERCA3a 1/100 + anti lapin 1/50, 

contre coloration bleu Evans. D Contrôle : anti lapin 1/50 seul, contre coloration bleu

Evans Barre : 10µm. Les anticorps secondaires utilisés sont couplés à la fluorescéine 

(fluorescence verte). Le contraste a été amplifié. 

l i i , i . l

 

 

Détail de la légende de la Figure III.4-3 (voir ci-contre) 

Dans chaque ligne ont été représentés des champs d’observations correspondant au 

même type cellulaire, à savoir des cellules épithéliales (indiquées par une flèche), des 

vaisseaux (indiqués par un double flèche) et des cellules de type acineuse (indiquées 

par une flèche pointillée). Les anticorps secondaires utilisés sont couplés à la 

fluorescéine (fluorescence verte). La flurorescence rouge est due au contre 

marquage au bleu Evans. 
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 Anti SERC3a (1/50) Contrôle negatif SERCA3a 
(anticorps secondaire seul) 

PL/IM 430 (1/50) Contrôle negatif PL/IM (anticorps 
secondaire seul) 

 

  

  

  
Figure III.4-3 Analyses par microscopie de fluorescence de cryo-coupes (5µM d’épaisseur) de peau humaine après 

perméabilisation au Triton X-100 et marquage par anticorps. (voir le détail de la légende page ci contre). 
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III.4.3 Discussion 

III.4.3.1 Essais d’expression et de purification 

Les expériences d’expression de SERCA3 se sont révélées plus difficiles que nous 

le pensions. Notons que des difficultés d’expression avaient déjà été rencontrées au 

laboratoire pour l’étude de certains mutants de SERCA1 (cf. Lenoir, 2003). Les essais 

d’amélioration du niveau d’expression de SERCA3a de rat, en particulier ceux menés en 

additionnant de la biotine au milieu de culture, laissent toutefois un espoir quant à la 

faisabilité de ce projet. 

Au vu des résultats obtenus avec addition de biotine, on peut se demander s’il est 

possible que la protéine de fusion soit exprimée dans les expériences précédentes mais 

qu’elle ne soit pas biotinylée. Pour y répondre, il serait nécessaire d’avoir un anticorps 

anti-SERCA3a de rat suffisamment sensible pour la détecter. Or, les anticorps que nous 

avons à disposition au laboratoire, dirigés contre la partie N-terminale sont trop peu 

sensibles pour être utilisés dans les analyses d’expression. Une collaboration avec les 

équipes d’Anne-Marie LOMPRE et de Jocelyne ENOUF nous a amenés à nous intéresser 

à la localisation de SERCA3a humaine, pour laquelle des anticorps plus sensibles sont 

disponibles. Par ailleurs, au cours de ma thèse a été publié la découverte de  3 nouvelles 

isoformes SERCA3 humaines, ces papiers démontrant de plus une spécificité entre 

espèces propre à cette famille d’isoformes (Martin et al., 2002; Bobe et al., 2004). Pour 

ces raisons, à la fois pratiques et théoriques, nous avons donc décidé de repartir vers 

l’expression de SERCA3a humaine. Dans ce but, j’ai réalisé la construction décrite dans 

la partie « Techniques utilisées » (paragraphe II.1.2.1b) page 95). Les premiers essais 

d’expression de SERCA3a humaine n’ont pas été concluants. Après analyse de la 

construction réalisée, il s’avère que 17 nucléotides entre le codon STOP après le 

domaine BAD et la séquence de terminaison de la PGK ont été supprimés. Il faudrait 

rétablir cette séquence avant de poursuivre plus en avant les essais d’expression de 

SERCA3a. Une fois la nouvelle construction réalisée, si l’expression de SERCA3a 

humaine est faible, les tests présentés dans cette thèse pour tenter d’améliorer 
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l’expression de SERCA3a de rat pourraient donner des pistes pour améliorer 

l’expression de SERCA3 humaine. L’addition de biotine semble être favorable à 

l’expression de SERCA3-BAD biotinylée, alors qu’il n’ y avait aucun effet sur l’expression 

de SERCA1-BAD biotinylée (cf. discussion de l’article I). Des variations dans le 

protocole d’induction pourraient être testées, à l’image de celles qui ont été réalisées 

pour mettre au point le protocole d’expression de SERCA1a (Lenoir et al., 2002). 

Signalons cependant que même si le niveau d’expression reste faible, à la lumière des 

expériences à grande échelle réalisées pour la cristallisation, il semble possible d’utiliser 

2 voire 4 L de culture pour réaliser une purification et ainsi obtenir suffisamment de 

matériel pour des études ultérieures.  

 

En cas de succès de l’expression de SERCA3a, il pourrait être intéressant de 

purifier les différentes isoformes SERCA3 humaines afin de comparer leurs propriétés 

biochimiques. Ces propriétés pourraient être comparées à celle de SERCA1a, toutefois il 

serait également intéressant de les comparer à SERCA2b, isoforme ubiquitaire toujours 

présente dans les cellules dans lesquelles une ou plusieurs isoformes SERCA3a ont été 

détectées. Ceci nécessiterait la mise au point de l’expression de SERCA2b également. 

III.4.3.2 Localisation cellulaire de SERCA3 

Les expériences de microscopie de fluorescence menées sur les coupes de peau 

montrent que, in situ, la protéine SERCA3a humaine a un taux d’expression qui varie 

suivant les types cellulaires. Par ailleurs, la détection d’un signal par l’anticorps PL/IM 

430 dans les cellules acineuses indiquent que les isoformes SERCA3a n’ont pas toutes la 

même localisation cellulaire in situ. Les résultats obtenus avec cet anticorps PL/IM sont 

toutefois surprenants : en effet, cet anticorps, censé reconnaître toutes les isoformes 

SERCA3 humaines devrait détecter la présence de SERCA3a. L’anticorps PL/IM 430 est 

un anticorps monoclonal de souris, dirigé contre les membranes intracellulaires de 

plaquettes (Hack et al., 1988). Chandrasekera et Lytton, (2003) ont montré que cet 

anticorps était dirigé contre la partie N-terminale des isoformes SERCA3 humaines et 

que la proline 8 et le glutamate 192 étaient essentiels pour former l’épitope reconnu par 
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PL/IM 430. Les auteurs ont proposé que cet anticorps soit un anticorps 

« conformationnel », capable de distinguer la forme E1Ca2 de la forme E2. En effet, les 

mouvements du domaine A au cours du cycle catalytique font que l’épitope de PL/IM 430 

est moins accessible dans la conformation E2-TG (cf. Figure III.4-4). Selon cette 

hypothèse et d’après nos résultats présentés Figure III.4-3, il semblerait que les 

protéines SERCA3a détectées soient majoritairement dans la conformation E2. Ceci 

soulève la question de savoir pourquoi dans certaines cellules, les isoformes SERCA3 

seraient dans une conformation E2, et dans d’autres cellules, dans une conformation E1. 

Une hypothèse alternative serait qu’une autre protéine masque cet épitope dans 

certaines cellules.  

 

Structure E1-Ca2 Structure E2-Tg  

Figure III.4-4 Localisation de l’acide aminé 8 (Sérine) et de l’acide aminé 192 

(Glutamate) dans les structures E1-Ca2 et E2-TG de SERCA1a (figure réalisée avec 

Martin PICARD) 

Les chaînes latérales des acides aminés 8 et 192 sont modélisées par des sphères 

rouges représentant l’encombrement des atomes.  
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Peu de groupes ont publié des résultats sur la localisation cellulaire des isoformes 

SERCA. L’équipe de Jocelyne Enouf s’est intéressée à la localisation subcellulaire des 

isoformes SERCA2b et SERCA3 dans la plaquette. Des observations en microscopie 

électronique leur ont permis de montrer que, dans les plaquettes au repos, les isoformes 

SERCA3 reconnues par PL/IM 430 seraient localisées près de la membrane plasmique. 

Un point intéressant soulevé par leurs travaux est qu’après activation des plaquettes, 

les isoformes reconnues par PL/IM 430 ne seraient plus observées proche de la 

membrane plasmique et seraient relocalisées dans le cytoplasme. A la lumière des 

résultats de Chandrasekera et Lytton, une autre interprétation de ces résultats 

seraient que les isoformes SERCA3 localisées à proximité de la membrane plasmique 

auraient changé de conformation. Selon l’hypothèse alternative proposée plus haut pour 

expliquer la non-reconnaissance des isoformes SERCA3a par l’anticorps PL/IM 430, une 

troisième interprétation serait que l’interaction entre la protéine SERCA3  et une autre 

protéine masquant l’épitope de PL/IM430 soit modifiée. Les travaux de l’équipe de 

Muallem réalisées sur les cellules des glandes salivaires et des glandes pancréatiques 

apportent également des arguments en faveur d’une localisation particulière des 

isoformes SERCA3 (Lee et al., 1997). Les auteurs montrent que les isoformes SERCA3, 

détectées avec l’anticorps N89, ne sont pas présentes dans tous les types cellulaires de 

la glande et qu’à l’échelle cellulaire, contrairement à l’expression de SERCA2b, 

l’expression de SERCA3 serait polarisée, SERCA3a étant principalement observée au 

niveau du pôle basal.  

Il serait intéressant d’avoir des données supplémentaires sur la localisation 

subcellulaire in situ des isoformes SERCA3. L’intensité du signal observée en 

microscopie de fluorescence dans les cellules endothéliales de la peau après immuno-

marquage avec l’anticorps anti-SERCA3a fait qu’il est envisageable de passer à l’échelle 

sub-microscopique grâce à des analyses par microscopie électronique. Il serait 

intéressant de détecter également l’isoforme SERCA2b dans ces mêmes cellules. Etant 

donné les expériences de Liu et al. (1997), démontrant une relation entre SERCA3 et la 

signalisation par le NO chez la souris (voir le paragraphe dans le chapitre d’introduction) 
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il pourrait être intéressant de regarder la localisation de la NO-synthase dans ces 

mêmes cellules.  

Le fait que l’anticorps PL/IM se révèle être un anticorps conformationnel peut en 

faire un outil intéressant pour établir éventuellement une relation 

structure/fonction/localisation. Il serait intéressant de regarder dans d’autres types 

cellulaires que les plaquettes si la modification de l’état d’activation de la cellule 

influence un changement de conformation E1/E2, voire la localisation des pompes 

SERCA3 suivant leur conformation. Mais ce type d’expérience suppose de trouver des 

lignées cellulaires exprimant SERCA3 à un taux suffisamment élevé pour permettre des 

analyses à l’échelle subcellulaire. 
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Chapitre IV :   CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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Expression et purification des isoformes SERCA 

 

L’utilisation du protocole d’expression hétérologue chez S. cerevisiae  mis au 

point par Lenoir et al. (2002) a permis d’obtenir de bons rendements d’expression de 

SERCA1a-BAD et de SERCA1a-E309Q-BAD. De manière inattendue, nous avons 

rencontré des difficultés lors de l’expression de SERCA3a de rat. Des expériences 

visant à améliorer cette expression ont donc été entreprises. Me calquant sur les 

expériences réalisées par Lenoir et al. (2002) pour améliorer le protocole d’expression 

initial (cf. Centeno et al., 1994), j’ai fait varier les conditions d’induction. Stolz et ses 

collaborateurs ayant montré l’influence de l’ajout de biotine dans le milieu lors de 

l’expression d’une protéine étiquetée « BAD » (Stolz et al., 1995), nous avons testé une 

complémentation du milieu en biotine, bien que cette complémentation n’ait eu aucun 

effet sur l’expression/biotinylation de SERCA1a-BAD (résultats non publiés du 

laboratoire).  Cet ajout a amélioré l’expression de la protéine de fusion biotinylée. Faute 

d’analyses plus poussées, nous ne sommes pas capables de dire si cet ajout de biotine 

joue sur l’expression ou sur la biotinylation uniquement.  D’autres auteurs ont tenté 

d’améliorer l’expression de leur protéine d’intérêt en ajoutant au  milieu de culture des 

« chaperons chimiques » (notion introduite par Welch et Brown, 1996). Dans le cas 

d’expression chez S. cerevisiae , il a été montré que le glycérol pouvait favoriser 

l’expression de la protéine exogène ( voir par exemple le cas de la P-gp décrit par Figler 

et al., 2000). D’autres chaperons chimiques sont connus (d’autres polyols, des 

triméthylamines… cf. Perlmutter, 2002) ; ces chaperons chimiques peuvent être le ligand 

même de l’enzyme. Ainsi, Portmann et Solioz, 2005), ont favorisé l’expression 

fonctionnelle de l’ATPase Cu chez S. cerevisiae  en ajoutant du cuivre dans le milieu de 

culture. L’utilisation de tels chaperons chimiques pourrait être envisagé pour améliorer 

l’expression chez S. cerevisiae  de SERCA3, voire de SERCA1. 

Le protocole de purification par la méthode « biotine », mis au point au cours de 

cette thèse, s’avère efficace pour la purification de l’ATPase Ca2+ du réticulum. Pour 

SERCA1a, cette stratégie de purification est meilleure que la stratégie de purification 

« Histidine » car elle permet d’obtenir une protéine plus active. Une hypothèse que nous 
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avançons pour expliquer cette différence est que l’étape de biotinylation in vivo 

sélectionne des protéines de fusion correctement conformées, donc plus actives. Une 

autre hypothèse, non exclusive, est que, dans le cas de SERCA, la purification par la 

méthode « Histidine » dénature la protéine. La stratégie « biotine » pourrait être 

employée pour la purification d’autres protéines membranaires, sous réserve que la 

protéine de fusion biotinylée soit exprimée.  Dans ce cas, des adaptations du protocole 

devront sans doute être apportées dans les étapes de solubilisation et de coupure par la 

protéase, ces deux étapes dépendant de la protéine d’intérêt. L’essai de purification de 

SERCA3a de rat laisse supposer que cette méthode est applicable même en cas de faible 

taux d’expression.   

 

Cristallisation des protéines recombinantes SERCA1a sauvage et 

SERCA1a-E309Q 

 

Les essais de cristallisation réalisée sur la protéine SERCA1a, purifiée après son 

expression hétérologue chez S. cerevisiae  ont abouti à l’obtention de cristaux 

diffractant les rayons X à 3,1 Å. La structure déduite de l’analyse du profil de 

diffraction obtenu à 3,4 Å est similaire de la structure obtenue à partir de cristaux de 

l’ATPase native du SR formés dans les mêmes conditions (+ Ca2+ +AMPPCP). Ce travail et 

celui réalisé sur la canal potassium de rat par Long et al. (2005)  sont les premiers 

exemples de réussite d’‘obtention de structures à partir de protéines  membranaires 

mammaliennes purifiées après leur expression  en système  hétérologue. De nombreuses 

équipes cherchent également à obtenir des structures 3D de protéines membranaires 

mammaliennes après expression hétérologue. Selon nous, notre réussite s’explique en 

partie par la bonne activité spécifique  de la préparation protéique utilisée pour les 

essais de cristallisation. Nous avons également bien sûr bénéficié de l’expérience 

acquise par les équipes de Poul Nissen et Jesper Møller quant à la cristallisation de 

SERCA1a, ce qui nous a évité de tester de nombreuses conditions de cristallisation.  

Les résultats obtenus avec la protéine sauvage ont ouvert la voie à l’étude de 

mutants, avec pour objectif l’obtention d’informations structurales sur d’autres états 
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conformationnels de l’enzyme. Le mutant choisi, E309Q , est suspecté ne fixer qu’un 

seul ion Ca2+. L’obtention de la structure du mutant en présence de Ca2+ pourrait donc 

permettre d’avoir une image de l’état conformationnel E1-Ca1. Les résultats obtenus 

avec le  mutant E309Q sont prometteurs puisque des cristaux ont été observés. Ces 

cristaux, plus petits que ceux obtenus dans le cas de SERCA1a purifiée, n’ont pas encore 

été analysés au synchrotron. Il a toutefois été plus difficile d’obtenir des cristaux du 

mutant. Nous avons du tester beaucoup plus de conditions que pour obtenir des cristaux 

de SERCA1a sauvage purifiée. Ceci peut être du au fait que les conditions de 

cristallisation varient suivant l’état conformationnel de la protéine.  Une hypothèse 

alternative serait que ce mutant soit moins stable que la protéine sauvage. En effet, le 

Ca2+ est connu pour stabiliser la protéine sauvage or le mutant E309Q est justement un 

mutant du site calcium.  

D’autres mutants sont actuellement en préparation au laboratoire.   

 

Localisation cellulaire in situ de SERCA3 

 

Les isoformes SERCA3 sont toujours exprimées dans des cellules exprimant 

également l’isoforme SERCA2b. En parallèle à des études biochimiques, la connaissance 

de la localisation cellulaire pourrait aider à comprendre la fonction de ces isoformes. Ce 

type d’études implique de pouvoir détecter les protéines en microscopie. Les travaux 

préliminaires présentés dans ma thèse montrent que dans la peau humaine, les cellules 

endothéliales sont les seules à exprimer l’isoforme SERCA3a à un taux suffisamment 

élevé pour qu’il soit envisageable de les détecter avec l’anticorps anti-SERCA3a en 

microscopie électronique. Il serait intéressant d’analyser d’autres tissus, comme par 

exemple le poumon et le pancréas, dans lesquels un fort taux d’ARNm SERCA3a a été 

décelé (cf. Figure I.2-4 page 29 et Martin et al., 2002).  

Ces études de localisation cellulaire pourraient également permettre de chercher 

de potentiels partenaires des SERCA3 ou du moins d’impliquer ces SERCAs dans une voie 

de signalisation calcique donnée. Etant donné les résultats publiés par Liu et al. (1997), il 

serait intéressant de comparer la localisation de SERCA3 et de la NOS. S’il était 
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montré que ces deux protéines étaient co-localisées, il serait possible d’associer 

SERCA3 à la voie de signalisation calcique impliquée dans l’activation de la NOS. 

 

 

 

L’homéostasie  du calcium intracellulaire est la résultante complexe de 

mécanismes impliquant des systèmes  diminuant, tamponnant ou augmentant la 

concentration calcique intracellulaire.  La connaissance fonctionnelle et structurale de 

chacun de ses composants aide à comprendre comment la cellule peut créer et réguler 

un signal calcique. Il est maintenant admis que les signaux calciques ont une délimitation 

temporelle mais également spatiale. L’étude de la localisation cellulaire des différents 

composants intervenant dans ces signaux est donc un aspect important. 

Tels les SERCAs, de nombreux composants intervenant dans cette signalisation 

calcique présentent plusieurs isoformes (Berridge et al., 2003). La compréhension  du 

signal  Ca2+ passe par l’étude de la fonction, de la structure et de la localisation de 

chacune de ces isoformes. La localisation des isoformes peu abondantes  reste difficile, 

mais les travaux présentés dans ma thèse peuvent aider à étudier leur fonction et leur 

structure, après expression hétérologue et purification.  
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Résumé

Dans cette thèse est présentée une nouvelle stratégie de purification  de 
SERCA1a après son expression hétérologue chez S. cerevisiae.. La protéine est 
fusionnée à un domaine accepteur de biotine, biotinylé in vivo par la levure. La procédure 
de purification, basée sur la forte interaction entre avidine et biotine, permet d’obtenir 
une protéine active pure à 40-50%. Une étape supplémentaire de filtration sur gel en 
HPLC a permis d’augmenter la pureté  d’environ  70%, tout en conservant une très bonne 
activité spécifique. Les cristaux obtenus de SERCA1a ainsi purifiée diffractent les 
rayons X à 3,1Å.  

Cette nouvelle méthode de purification a été appliquée avec succès au mutant 
SERCA1a-E309Q. De petits cristaux de ce mutant ont pu être isolés. Cette méthode a 
également permis de purifier SERCA3a, bien que le faible taux d’expression de la 
protéine de fusion chez S. cerevisiae limite la quantité purifiée. En parallèle, des essais 
d’immunolocalisation cellulaire de SERCA3a dans différentes lignées cellulaires et dans 
des coupes de peau ont été réalisés. 

 
Study of Sarco/Endoplasmique Ca2+ ATPase: A new purification method for 

yeast-expressed SERCA1a leading to crystallisation , application to the E309Q 

mutant and study of an other isoform, SERCA3We describe here a new purification 
method of the rabbit SERCA1a after its heterologous expression in the yeast 
S. cerevisiae . A “biotin acceptor domain” is fused at the C-terminal part of the protein 
and is biotinylated in vivo by the yeast. The purification procedure, based on the strong 
interaction between avidin and biotin, allows us to obtain a protein pure at 40-50% and 
well active. After an additional purification step by SEC-HPLC the protein is pure at 
about 70% and always well active. Crystals were obtained from SERCA1a purified by 
this method and they diffract X-rays at 3,1 Å. 

This new method was used with success to purify the mutant E309Q. Small 
crystals of the mutant were obtained. SERCA3a could also be purified using this 
procedure, but the low yield of expression limits the amount that could be purified. In 
parallel, immunolocalization of SERCA3a was performed in several cell lines and in 
cryosections of skin. 

 
Mots cles : ATPase Ca2+- protéine membranaire- purification -immunolocalisation 
Key words: Ca2+-ATPase-membrane protein- purification- immunolocalization 


	SOMMAIRE
	ABREVIATIONS
	Introduction
	Introduction générale
	Les SERCAs
	Les SERCAs, des protéines de la famille des ATPa�
	Généralités sur la famille des ATPases de type �
	Présentation des quelques membres de la famille �
	Les ATPases Na/K
	Les ATPases H/K
	Les ATPases Cu
	Les ATPases Ca2+ :


	Présentation des différentes isoformes de la fam
	Les isoformes SERCA1
	Les isoformes SERCA2
	Les isoformes SERCA3

	Les caractéristiques fonctionnelles des SERCAs
	Présentation du cycle catalytique.
	Différences fonctionnelles entre les différentes
	Des propriétés intrinsèques différentes suivan�
	Différences dans la modulation de l’activité par


	Les caractéristiques structurales des SERCAs et �
	Caractéristiques structurales générales
	Les relations structure/fonction
	Apport des études fonctionnelles de mutants, exe�
	Apport des différentes structures tridimensionne�



	Expression et purification de protéines membrana�
	Les différents systèmes d’expression utilisés  �
	Utilisation d’un système procaryote, E. coli
	Utilisation d’un système eucaryote simple : les 
	Utilisation de cellules d’insectes
	L’ovocyte de xénope
	Les cellules de Mammifères
	Les systèmes d’expression in vitro
	Comparaison de ces systèmes pour l’expression hé

	Une étape supplémentaire par rapport aux protéi�
	Les systèmes de purification
	Affinité de la protéine d’intérêt pour un anti�
	Chromatographie d’affinité de métal immobilisé �
	Principe de la technique
	Utilisation de cette technique pour la purificati

	Le système avidine-biotine
	Le domaine accepteur de biotine et son utilisatio
	Purification de protéines membranaires par le sy�

	Quelques variations possibles lors de la purifica
	Addition de lipides  durant la purification
	Elimination de l’étiquette grâce à l’utilisati�
	Utilisation d’une deuxième étape de purification



	Objectifs de mon travail de thèse

	Techniques utilisées : principes et protocoles
	Clonage des gènes d’intérêt dans un vecteur nav�
	Description du vecteur navette utilisé
	Préparation des constructions chez E. coli
	Stratégies choisies pour le clonage des différen
	Clonage de SERCA1a , SERCA1-E309Q et SERCA3a de �
	Clonage de SERCA3a humain

	Réalisation, amplification et séquençage des co�
	PCR et PCR par hybridation.
	Clonage et transformation des bactéries


	Transformation de S. cerevisiae par le vecteur n�
	Présentation de la souche de levure utilisée :
	Transformation des levures :


	Expression et purification des SERCAs
	Mini expression :
	Maxi expression :
	Fractionnement 
	Solubilisation et Cinétique de solubilisation
	Purification par le système « avidine » :
	Purification par gel filtration en HPLC

	Analyses biochimiques
	Analyses par SDS-PAGE  et western blots 
	Dosage des protéines totales :
	Mesures de la quantité de détergent présent dan�
	Utilisation du comptage en liquide de scintillation
	Suivi du devenir d’un détergent au cours d’un pa�

	Reconstitution de l’ATPase en liposomes
	Ajout de lipides EYPC/EYPA
	Reconstitution en liposomes de DOPC

	Mesure d’activité ATPasique :
	Mesure du transport de calcium

	Biologie cellulaire et microscopie
	Culture des cellules HEK
	Observation de la localisation de SERCA en immunohistochimie
	Préparation des cellules ou du tissu
	Observations au microscope à fluorescence ou au �


	Cristallographie :
	Principe de la détermination de la structure 3D �
	
	Obtention de cristaux de protéines
	Analyses des cristaux par diffraction des rayons X


	Préparation en vue de l’obtention de cristaux de�


	Résultats et Discussions
	Mise au point d’une nouvelle technique de purific
	Insertion d’un domaine accepteur de biotine
	Expression dans la levure S. cerevisiae
	Traitement des membranes avant passage sur colonne de chromatographie
	Addition d’une étape de décapage
	Solubilisation

	Purification grâce à une chromatographie d’affin
	Fixation sur la résine
	Incubation du solubilisat avec la résine
	Utilisation d’une résine régénérée

	Elution
	Elution avec un tampon biotine
	Elution après coupure par la thrombine
	Utilisation d’une résine anti-thrombine

	Propriétés de l’ATPase purifiée
	Activité ATPasique
	Reconstitution
	Conservation de l’enzyme


	Optimisation de la purification grâce à l’ajout 
	Comparaison par rapport à la purification « his�
	Discussion:

	Essais de cristallisation sur l’ATPase sauvage pu
	Echange de détergent au cours de l’étape de puri
	Préparation de l’échantillon pour les essais de 
	
	
	A



	Obtention de cristaux de l’ATPase sauvage.
	Essais de cristallisation du mutant E309Q
	Purification du mutant E309Q
	Essais de cristallisation du mutant E309Q

	Discussion
	Cristallisation de l’ATPase sauvage
	Essais de cristallisation du mutant


	Etude de l’isoforme SERCA3
	Essais d’expression et de purification de SERCA3a
	Expression de SERCA3a de rat dans S. cerevisiae
	Essai de purification de SERCA3a de rat
	Tentatives d’amélioration de l’expression de SER�
	Analyses de l’expression lors du protocole « sta
	Conséquences d’inductions à 28°C au lieu de 18�
	Conséquences d’un apport exogène de biotine.



	Localisation cellulaire
	Analyses de cellules HEK transfectées par un vec�
	Analyses de cellules humaines non transfectées e�
	Utilisation de lignées cellulaires
	Analyse d’un tissu humain: la peau

	Discussion
	Essais d’expression et de purification
	Localisation cellulaire de SERCA3



	 Conclusions et Perspectives
	 Bibliographie
	Annexes
	Article I
	Article II
	Article III
	
	
	
	Résumé






