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Résumé

La protéine p76 (« hypothetical protein LOC1964p3»été identifiée au laboratoire lors d’une
analyse protéomique ciblant les protéines manngst@e€phate de lignées cellulaires humaines U937
et MCF7. Ce rapport de these présente I'étude die g@otéine concernant certaines de ses
caractéristiques biochimiques, sa localisatioracgHulaire et 'approche de sa fonction. Ainsiuso
avons mis en évidence la présence de 6 N-glycasytatainsi que la présence effective de sucres
mannose-6-phosphate. Une maturation protéolyticasepdécurseurs de la forme humaine et murine
de p76 a été observée ; les chaines issues ddivaages ont été en partie caractérisées a l'aide de
anticorps développés au laboratoire. L’étude decalisation intracellulaire par immunofluorescence
et par fractionnements subcellulaires réalisésdsufoie de souris indique clairement que p76 est
localisée dans les lysosomes. Enfin, p76 ayantonglogie de séquence avec une phospholipase B
nouvellement caractérisée @éctyostelium discoideundes tests fonctionnels ont été mis en ceuvre
pour détecter une telle activité pour la protéieeombinante hp76-myc, mais sans succés. En
revanche, une expérience de fat blot a montré gaé-myc se lie a la cardiolipine, un phospholipide

particulier des membranes mitochondriales et biactées.

Summary

The protein « p76 » (« hypothetical protein LOCI®®4) was identified some years ago in our
laboratory during the course of a proteomic analgdimannose-6-phosphate proteins purified from
human cell lines. The present thesis describedithehemical characterisation and the intracellular
localisation of p76, as well as some functionaltstesarried out with recombinant p76. We
demonstrated that human p76 sequence bears 6 Nsglgtions and that mannose-6-phosphate
sugars were present. Proteolytic maturation of luara murine p76 precursors was observed; a few
intermediate forms were partially characterisechkisao anti-p76 antibodies which were developed in
the laboratory. Most importantly, we were able monstrate the lysosomal localisation of this
protein by both immunofluorescence and sub-celltriactionation of mouse liver homogenates. As
p76 shows a significant sequence homology to antBceloned phospholipase B froBictyostelium
discoideum some functional tests were performed, but no jphal§pase activity could be detected
with recombinant hp76-myc. However, a fat blot ekpent showed that hp76-myc binds cardiolipin,

a particular phospholipid enriched in mitochondaatl bacterial membranes.

Mots-clés : localisation lysosomale, mannose-6-phosphatedifinations post-traductionnelles,

fractionnements subcellulaires, immunofluorescepoatéomique.
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Liste des abréviations

CHAPS

CCM

CD-MPR

CI-MPR

Dd-PLB

DMEM

ICD

IF

P

LAMP

MALDI-TOF

MPR

MVB

M6P

PA

PBS

PC

PE

PG

Pl

PLA, PLB, PLC, PLD

PLAZ2pp
PNGase F
PS
RT-PCR
RE
sCI-MPR
SVF

TGN

2D

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propandsubte
Chromatographie couche mince

Récepteur au mannose-6-phosphate cation dépendant
Récepteur au mannose-6-phosphate cation indépendant
Phospholipase B deictyostelium discoideum

Dubelcco’s modified Eagle’s medium

Inclusion-cell disease

Immunofluorescence

Immunoprécipitation

Protéine membranaire associée aux lysosomes

Matrix assisted laser desorption/ionisation - twhdight
Récepteur au mannose-6-phosphate

Corps multi-vésiculaire

Mannose-6-phosphate

Acide phosphatidique

Phosphate-buffered saline

Phosphatidylcholine

Phosphatidyléthanolamine

Phosphatidylglycérol

Phosphatidylinositol

Phospholipase A, B, C, D

Phospholipase A2 pancréatique porcine

Peptide : N-glycosidase F

Phosphatidylsérine

Real-time polymerase chain reaction

Réticulum endoplasmique

Récepteur au mannose-6-phosphate cation indépesalabte
Sérum de veau foetal

Réseau trans-golgien

bidimensionnel
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INTRODUCTION

Notre laboratoire s’est intéressé depuis plusieanaées a l'identification de nouvelles

protéines de la voie endocytaire de cellules de mignes, en particulier par I'étude du

protéome du phagosome (Garin et al., 2001) et dtépme soluble du lysosome (Journet et
al., 2000; Journet et al., 2002). Parmi la listenimative des protéines identifiées se trouvaient
également quelgues protéines inconnues identifiéas la premiere fois. Ces protéines étant
potentiellement de nouveaux acteurs moléculairelyshsome, il était intéressant de mieux
les caractériser. Ainsi, ce travail de these aisths caractériser la protéine p76, qui faisait
partie des protéines nouvellement identifiées. Paen situer I'étude de p76 dans son
contexte biologique, I'hypothése de sa localisatipposomale nous amene a présenter
'ensemble de la voie endocytaire, avec un intghés particulier pour les lysosomes et leurs
fonctions. Ensuite, toutes les données connueseooact p76 au commencement de ce
travail sont présentées. Enfin, son homologie dpieséce avec une phospholipase B de
I'amibe Dictyostelium discoideunrmous améne a faire une présentation généraleesur |

phospholipides et les phospholipases.

. LAVOIE ENDOCYTAIRE

La cellule est capable dinternaliser du fluide,s dmolécules (hormones, facteurs de
croissance, interleukines) et méme de grossexpiadiprovenant du milieu extérieur, tout en
maintenant son intégrité membranaire. Ce processtugpéré grace a la machinerie de la voie
endocytaire, qui intracellulairement a une fonctida tri et de dégradation. La voie
endocytaire consiste en une succession de comeatsnmembranaires intracellulaires qui
fusionnent et bourgeonnent de maniére tres dynamaurégulée. Elle recycle certains
récepteurs, cible le reste pour la dégradationdparhydrolases, puis les molécules simples
issues de cette dégradation sont réutilisées paellale. La voie endocytaire participe a
d’autres processus intracellulaires nécessitantdégeadation ou une maturation de matériel
dans un compartiment fermé. C’est le cas, par ebenge l'autophagie qui permet de
dégrader des organites intracellulaires agés (Mtsurmand Klionsky, 2005) ou de fonctions
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spécialisées de certains types cellulaires, conapprétement des antigenes dans les cellules

présentatrices des antigenes (Watts, 2001).

1. Les compartiments de la voie endocytaire

La voie endocytaire est classiguement décrite comimenée de trois types de

compartiments : les endosomes précoces, les endsstamtifs et les lysosomes (Figure 1).
Les endosomes sont des plateformes de tri qui esdfpdes molécules qui doivent étre

recyclées (par exemple, le récepteur aux lipopregide basse densité (LDL pour Low
Density Lipoprotein) (Brown et al., 1983) de celtps doivent étre dégradées (la particule de
LDL). Une caractéristique importante de la voie @daire est qu’elle est progressivement
acidifiée par une V-ATPase. Ce gradient de pH é&bitest essentiel pour la séparation entre

le récepteur et son ligand (Mellman et al., 1986).

Endocytose

Endosome de recyclage P
Rab4, Rab11

Endosome précoce
o T L Rab5, EEA1
& pH 6,0-6,5

O c
Lysosome \IP /
MPR - / “\ P " Endosome tardif
pH <50 , Rab9, Rab7, MPR+

\m-__/\ pH 5,5

vacuoles d'autophagie
phagosomes
LRO

Figure 1. Schéma simple de la voie endocytaire.

Les compartiments de la voie endocytaire sont lesi@dosomes et les lysosomes. Les marqueurs classiques
de chaque compartiment sont indiqués en italique. EALl : Early Endosome Antigen 1, MPR +:
récepteurs au mannose-6-phosphate présents, MPRrécepteurs au mannose-6-phosphate absents, LRO :
organites dérivés des lysosomes.
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Les récepteurs membranaires qui sont destinésaégradés sont signalés par une mono-
ubiquitine qu’ils acquiérent lorsgu’ils sont activgur une lysine de leur queue cytoplasmique.
Ce signal déclenche le recrutement d’une machineikilaire capable de séquestrer les
récepteurs et de les transporter jusqu’aux lysoso(@guilar and Wendland, 2003; Haglund
et al., 2003).

L’étude des compartiments de cette voie s’est fpiiacipalement par des observations
morphologiques en microscopie électronique ou emunofluorescence ou par des
fractionnements biochimiques des compartimentss Riagemment, le développement de la
vidéomicroscopie a permis d’étudier la dynamiquecdée voie a I'échelle moléculaire
(Sonnichsen et al., 2000). Actuellement, il effialie d’avoir une vision d’ensemble de ces
compartiments qui intégrerait les données bioafpimes et morphologiques, d’autant que ces
données peuvent varier selon le modele cellul@ieeplus, certains auteurs n’utilisent pas le
méme terme pour désigner ce qui semble étre un mé&mgpartiment, ou discutent
I'existence d’un compartiment décrit par d’autr@ssi, les paragraphes suivants se limitent
aux données consensuelles sur les différents comeats classiquement décrits de la voie

endocytaire.

1. 1. Les endosomes précoces

Les lipides et les protéines internalisés se trotndans les endosomes précoces quelques
minutes apres leur internalisation. Les endosomiésopes constituent la premiére plate-
forme de tri dans la voie endocytaire. Leur morph@ est remarquable, avec une région
globulaire a partir de laquelle émanent de longsiles (Figure 2) (Gruenberg and Maxfield,
1995). Les molécules a recycler sont dirigées demdubules, qui deviennent ensuite des
endosomes de recyclage (Lemmon and Traub, 20003. rharqueurs classiques des
endosomes précoces sont la petite protéine G Rabavfier et al., 1990), son effecteur
EEA1l (pour « Early Endosome Antigen 1») (Mu et, d995) et le phospholipide
phosphatidylinositol 3-monophosphate (PI3P) (Sirearet al., 1998).
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Figure 2. Un endosome précoce.

Cing minutes apres endocytose, des LDL coupléesd&s particules d’'or (points blancs), sont présentes
dans les endosomes précoces. Image de microscopéetéonique « etch-freeze », extraite de (Gruenberg
2001).

1. 2. Les endosomes de recyclage

Issus du réseau tubulaire de 'endosome précosesridosomes de recyclage replacent a la
membrane plasmique les récepteurs sans leur ligasdque des lipides, en 10 a 15 minutes
(Mellman et al., 1986). Le pH dans ces compartism@st un peu moins acide que celui des
endosomes précoces (pH 6,4) (Yamashiro et al.,)198% marqueurs classiques de ces

compartiments sont les petites protéines G RatRaktl1l (Sonnichsen et al., 2000).

1. 3. Les endosomes tardifs

Dix a quinze minutes apres leur internalisatios, Heolécules destinées a la dégradation ont
atteint la deuxieme plateforme de tri de la voielcaytaire, les endosomes tardifs. Ces
compartiments sont également rejoints par des wésicqui arrivent de la voie de
biosynthese. La morphologie des endosomes tardifseenarquable car ils renferment de
nombreuses petites vésicules internes. Ainsi, fipaeissent comme des « corps multi-
vésiculaires » (MVB pour Multi-Vesicular Body). Laopologie de ces vésicules
intraluminales est telle que leur lumiére est égjginte au cytoplasme (Gruenberg and
Maxfield, 1995). La machinerie a I'origine de larfmation des vésicules intraluminales est la
machinerie ESCRT (pour « Endosomal Sorting Comtexuired for Transport ») et des
protéines associées. Cette machinerie commenceeareérutée sur I'endosome précoce,
reconnaissant I'étiquette mono-ubiquitine des rtmep et des molécules présentes sur
'endosome précoce comme les protéines Hrs, Eps®5A&M, qui recrutent aussi la clathrine
(Raiborg et al., 2003). Les endosomes tardifs aunest dans ces veésicules les lipides et les
protéines membranaires a dégrader (les récepteutsups de mono-ubiquitine), mais ils
trient également les récepteurs au mannose-6-patsgMPR), qui sont recyclés vers le

réseau trans-golgien (TGN pour Trans Golgi Netwddkyque leurs ligands, les protéines
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lysosomales néosynthétisées, sont dissociés. Lamssemes tardifs sont caractérisés par la
présence des protéines Rab9 (Lombardi et al., 199&) 7 (Meresse et al., 1995) et des
MPR.

1. 4. Les lysosomes

Dans le schéma classique de la voie endocytaige cdenpartiments terminaux sont les
lysosomes. Morphologiquement, les lysosomes soatitdécomme des corps denses aux
électrons, souvent sphériques ou ovoides, entalitke® membrane et ayant une matrice
amorphe, parfois lamellaire (Figure 3). Sous lefflu pH trés acide, les hydrolases
adopteraient une forme agrégée a l'origine de guttrice dense ; celle-ci constituerait un
moyen de stockage réversible de ces enzymes (Bstinet al., 1988; Jadot et al., 1997).

Figure 3. Lysosomes observés en microscopie électique.

(a) Les lysosomes de cet hépatocyte de rat sont EBps denses observés a coté des canalicules biis
(BC sur la photo). N : noyau. (b) Zoom sur l'aire narquée dans (a) : on distingue la membrane limitamet
des lysosomes et la matrice dense et amorphe a férieur (Lys). P : peroxysome, rRE : Réticulum
endoplasmique rugueux. Les barres représentent 1 pif\) et 0,5 um (B). (Figure issue de (Saftig, 20D5
avec la permission de R. Lullmann-Rauch)
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La dégradation par les hydrolases lysosomales deecoies qui arrivent de la voie
endocytaire a lieu dans un compartiment tardif dgdosomal de densité intermédiaire qui
correspond a la fusion entre un endosome tardifnellysosome (Mullock et al., 1998). Ce
compartiment comporte les glycoprotéines membrasaitAMPs, les marqueurs des
endosomes tardifs (les MPR) et des lysosomes {lésolases lysosomales). Le seul critéere
qui distingue vraiment les endosomes tardifs desslgmes « denses » est 'absence des MPR
(Griffiths, 1996).

Il existe principalement deux théories concernanmnkécanisme de mélange des contenus du
compartiment tardif endo-lysosomal : I'une, dite «lkiss and run », propose que les deux
vésicules ne fusionnent pas totalement et échanganun pore, une certaine proportion de
leur contenu, puis se referment (Storrie and Désjay 1996)(Figure 4A). L'autre théorie
décrit un « organite hybride » correspondant aisaoh totale entre un endosome tardif et un
lysosome. Le lysosome se reformerait alors ens(litezio et al., 2000)(Figure 4B).
Récemment, il a été montré par vidéomicroscopiepléaua la microscopie éléctronique
(CLEM pour Correlative Live cell and Electron Misaopy) qu’en fait les deux mécanismes

ont lieu de fagon concommitante dans une mémeledBuight et al., 2005).

A. ‘Kiss-and-run’

Endosome Lysosome

B. Fusion directe avec formation d’'un organelle hybride

ceo-@—e

Endosome Lysosome O Lysosome

Organite hybride

Figure 4. Mécanismes de fusion entre les endosonmasdlifs et les lysosomes.

A. Le mécanisme de fusion ‘kiss-and-run’, au coursluquel I'endosome et le lysosome ne fusionnent que
partiellement, échangent leur matériel et se sépane B. Mécanisme de fusion directe, au cours duquel
'endosome et le lysosome fusionnent totalement,rfoant un « organite hybride ». Le lysosome se refone
aprés la dégradation du matériel apporté par 'endsome tardif.
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2. Ladynamique de la voie endocytaire

La dynamique des compartiments de la voie endoeytfait I'objet de controverses
notamment pour le passage de I'endosome précoeel'gadosome tardif : la théorie des
« compartiments stables » propose que les endosgmasoces et tardifs sont des
compartiments pré-existants et stables, alimerigésvtrafic de vésicules qui leur apportent
les cargos, a I'image des compartiments de la hibgge (Griffiths and Gruenberg, 1991).
L’autre théorie, dite de « maturation des compagtita », semble la plus admise aujourd’hui ;
elle postule que les endosomes précoces sont fatenéasvopar la fusion des vésicules qui
arrivent de la membrane plasmique. Leur compositibange, certaines molécules étant
recyclées et d’autres arrivant du TGN, et ils den@nt ainsi peu a peu des endosomes tardifs,
puis finalement des lysosomes (Murphy, 1991; Rin&l.e 2005). Un modeéle récent décrit un
endosome intermédiaire entre les endosomes préebomsdosomes tardifs. Celui-ci a été
nommeé « coated endosome » ou «endosome mantelé ¥ait de la présence d’une
bicouche plate de clathrine qui couvre certainasegode ces endosomes (Bonifacino and
Rojas, 2006). Bien que le réle de cette bicouchelathrine ne soit pas encore élucidé, elle
semble jouer un rdle dans la séquestration despteios ubiquitinylés qui vont étre
concentrés dans les vésicules intraluminales de® NRaiborg et al., 2003). L'endosome
mantelé comprend également un vaste réseau tuyudains lequel chaque tubule serait dédié
a une fonction de recyclage ou de tri spécifiquar €xemple, un ou plusieurs tubules
permettraient le transport rétrograde vers le T@Nadites les protéines impliquées dans les
mécanismes de recrutement, de bourgeonnement,raggnet de fusion de membranes et
d’autres seraient dédiés au recyclage des récepéela membrane plasmique (Bonifacino
and Rojas, 2006).

3. Les différentes voies d’entrées

3. 1. L’endocytose a récepteurs dépendante de la clathren

De nombreux récepteurs sont internalisés par la endocytose dépendante de la
clathrine : les plus classiquement cités sont éegpteurs aux LDL et a la transferrine, qui
sont recyclés a la membrane, et le récepteur aH'g@ est dégradé suite a son internalisation
(Goldstein et al., 1985). Les récepteurs membrasagui doivent étre internalisés sont
spécifiguement concentrés dans des puits a clathten clathrine est un complexe protéique

hexamérique en forme de triskéle, qui a la pro@rilet s’autoassembler pour former une sorte
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de cage sphérique creuse, dans laquelle la memptasmique est guidée sous l'influence

d’un stimulus d’assemblage (Figure 5).

cage de clathrine AP-2

clathrine
(triskele)

Figure 5. Clathrine et le complexe AP-2 dans les si&ules couvertes de clathrine.

L'association des molécules de clathrine forme uneage (en bleu), grace a la forme de triskéle (enuge,
jaune, vert) de la molécule de clathrine. Le comple AP-2 s’associe a la clathrine et au domaine
cytoplasmique des récepteurs membranaires a interfiger. Ceux-ci se retrouvent enfermés a l'intérieur
de la vésicule, elle-méme enfermée dans la cagectithrine. Un collier de dynamine permet la séparaon
de la vésicule de la membrane plasmique (d'aprésd¢En et al., 2004) et (Pollard and Earnshaw, 2004))

La formation d’'une vésicule couverte de clathriag iintervenir de nombreuses protéines, et
notamment le complexe AP-2 (pour « Adaptator/Asdgrifotein-2 »), spécifique du trafic
vésiculaire a la membrane plasmique. Cet adaptptmsede plusieurs domaines, I'un liant la
clathrine, l'autre s’associant a la partie cytagadi des récepteurs a internaliser (Brodsky et
al., 2001). Une fois la vésicule formée, elle s¢éaclde de la membrane plasmique et se
retrouve dans le cytosol ou elle perd son manteaglathrine. Elle rejoint ensuite la voie
endocytaire en fusionnant avec les endosomes m@gcoc

3. 2. L’endocytose via les radeaux lipidiques et les caoles

Il existe une voie d’endocytose connue depuis lkemgls, dans laquelle les vésicules
d’internalisation sont appelées cavéoles. Les dasé&mnt de petite taille (50 a 150 nm de

profondeur) et sont décrites comme ayant une fomfmméga inversé. Elles sont
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particulierement abondantes dans les cellules batiales ou elles operent la transcytose de
molécules du sang vers I'espace intersticiel. Ohagourd’hui que les cavéoles sont des
radeaux lipidiques contenant la cavéoline-1, urtéepprotéine membranaire intégrale ayant
une forte affinité pour le cholestérol, qui est’@rigine de la forme particuliéere des ces
vésicules. Les radeaux lipidiques (ou « lipid rgfsont des microdomaines lipidiques riches
en cholestérol et en sphingolipides. lls ont édés grace a leur propriété d’insolubilité dans
les détergents non ioniques a froid, mais ont égae été observés avec des techniques de
microscopie. Les protéines habituellement enricldaas les radeaux lipidiques sont les
protéines a ancre GPI (pour Glycosyl Phosphatidgitol), des protéines acylées, des
récepteurs couplés a la protéine G, les tyrosimadds, ainsi que les lipides servant de
messagers secondaires. Ces radeaux sont desomresf membranaires dédiées a la
signalisation cellulaire (Simons and Toomre, 2000¢s cavéoles auraient une double
fonction de plateformes de transduction du signald’endocytose, et elles pourraient
contrbler des cascades de signalisation en cibiest molécules du signal vers des
compartiments intracellulaires précis (Shaul andekaon, 1998).

De plus en plus de données indiquent qu’il existe uoie d’endocytose médiée par les
radeaux lipidiques. C’est par cette voie que lepésurp de l'interleukine-2 (Lamaze et al.,
2001) ou certains antigénes comme le virus nonieppé SV40 (Damm et al., 2005) sont
internalisés. Elle est subdivisée en voies dépdrdarindépendante de la dynamine. Ainsi, la
voie via les cavéoles serait une forme spécialiséka voie dépendante de la dynamine, avec
une morphologie particuliere des radeaux lipidigdés a la présence de la cavéoline-1. La
machinerie moléculaire de ces voies, qui représaptd la forme la plus primitive de

'endocytose, est encore tres peu caractérise&l{#imn and Parton, 2005).
3. 3. La pinocytose

La pinocytose, appelée également endocytose de ffluéde, permet I'entrée de fluide dans
la cellule. La micropinocytose permet linternatisa de petits volumes de milieu
extracellulaire dans des petites veésicules ; eblernait en fait correspondre a la voie
d’endocytose médiée par les radeaux lipidiquesitéétirdessus. La macropinocytose permet
la séquestration de grands volumes dans des &sidel taille bien plus importante (0,5-5
pum) (Lamaze and Schmid, 1995; Norbury, 2006). Lenfdion des macropinosomes dépend
d’'un processus dynamique sous-tendu par le cyttettgie’actine. La macropinocytose est
constitutive dans certaines cellules, comme cextasouches d’amibes, ou chez les cellules

dendritiques, qui prélevent des grands volumes dieumextérieur pour assurer la
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surveillance immunitaire. Dans les autres celldlesmammiferes, elle est stimulée par des
facteurs de croissance ou des esters de phorbofaie virus et bactéries, comme la
Salmonelle, déclenchent ce processus pour envabéllule (Norbury, 2006).

3. 4. La phagocytose

La phagocytose est un mécanisme d’internalisatgrdsses particules étrangeres, comme
des bactéries. Chez les étres unicellulaires cortengbe, elle est utilisée comme voie
d’internalisation des nutriments. Chez les mamraggelle joue surtout un rdle central dans
limmunité innée et adaptative. Les phagocytes ggsibnnels sont les macrophages, les
neutrophiles et les cellules dendritiques (Desjeréit al., 2005).

La phagocytose comprend trois étapes : I'adhés$iaggestion et la digestion. L’adhésion se
fait entre un ligand de la particule et un ou uss types de récepteurs du phagocyte, qui, en
déclenchant une cascade de signalisation compler&raine une réorganisation du
cytosquelette et une extension de pseudopodes grayloutir la particule et former une
vacuole appelée phagosome (étape d’ingestion).uBus§cemment, il était admis que le
phagosome était formé par une invagination de lanlonene plasmique, éventuellement
complété par une exocytose d’endosomes de recyddge de lysosomes. Une étude
protéomique globale de phagosomes purifiés (Garal.£2001) a récemment montré que la
source principale de membrane pour la phagocytesdeeréticulum endoplasmique (RE)
(Gagnon et al., 2002). Ce travail donne lieu a cm#roverses (Touret et al., 2005), car il
remet en cause le dogme initial. Le phagosome dewersuite un phagolysosome par un
processus de maturation ou il est séquentiellem@nt en contact avec des endosomes
précoces, des endosomes tardifs puis des lysossaies, un mécanisme de fusion ‘kiss and
run’ (cf Figure 4A)(Desjardins, 1995).

II. LES LYSOSOMES

La taille des lysosomes est généralement infériaukgim, mais elle peut atteindre plusieurs
micrometres, par exemple dans les macrophages. pa&sition intracellulaire est souvent

spécifigue du type cellulaire ; par exemple danscy¢oplasme périnucléaire dans les
fibroblastes en culture ou proche des canaliculBgirbs dans les hépatocytes. Dans un
organe donné, certains types cellulaires vonttéderiches en lysosomes, alors que d’autres
vont en avoir trés peu, en concordance avec lenstitmm. Par exemple, dans le rein, les

tubules proximaux sont riches en lysosomes cagritbocytent et dégradent les protéines qui
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ont été filtrées a travers le glomérule, alors psecellules épithéliales des néphrons, qui se

trouvent en aval des tubules, en contiennent gaq@hristensen and Birn, 2002).
1. Historique

Les lysosomes ont été decouverts en 1955 par @nridé Duve et ses collaborateurs, qui ont
observé que la phosphatase acide était enferméed#sn« granules cytoplasmiques » dont
les propriétés de sédimentation étaient distinates celles des mitochondries et des
microsomes (Appelmans et al., 1955). lls ont égatdnobservé que trés peu d'activité
enzymatique était détectable sur des préparati@ishes de ces granules, dont l'intégrité
membranaire avait été préservée, alors que deésnramts provoquant des chocs osmotiques
entrainaient une libération de I'activité dans tacfion soluble. Puis d’autres activités
enzymatiques solubles a pH optimum acide (pH =4450-ont été isolées de cette fraction L :
la B-glucuronidase, la cathepsine D, la ribonucleasdaetiéoxyribonuclease. Le nom
« lysosome » (« corps digestif » en grec) a ait&sic@oisi pour cet organite renfermant des
enzymes dont les substrats sont tres différents dee, 2005). Cette caractérisation
biochimique a été poursuivie par des analyses nodwglgues, qui ont révelé en microscopie

électronique les lysosomes comme étant des cornsesa@ux électrons.
2. Composants du lysosome

2. 1. Le contenu soluble du lysosome : les hydrolases des

Le lysosome renferme plus de 50 hydrolases solugiesont actives de maniere optimale a
pH acide. L’ensemble de ces hydrolases est capigbtiegrader toute sorte de substrats soit
pour les réduire en molécules simples soit poutrkassformer en un métabolite spécifique.
Presque chacune de ces enzymes est associée atholegie dans le cas ou son activité est
déficiente. Ces pathologies sont appelées « maladisurcharge » (cf paragraphe 5. ).

Les protéases lysosomales comprennent les catkspsqui sont pour la plupart des
endopeptidases. Certaines sont exprimées de marigngtaire (par exemple les cathepsines
C, D et O)(Barrett, 1970; Pham et al., 1997; Vedast al., 1994), d’autres sont plus
spécifiqgues de certains tissus, comme la cathepsidans les ostéoclastes (Saftig et al.,
1998), dans les cellules épithéliales des poumBuhling et al., 1999) et de la thyroide
(Tepel et al., 2000). Ces enzymes ont un role itapordans le catabolisme lysosomal des
protéines, mais elles interviennent également dmmedu lysosome, dans le cadre de

’lhoméostasie des tissus. Elles sont parfois sé&esépour dégrader la matrice extracellulaire.
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Par exemple, lors d’'une ablation de la prostatdwsein, I'expression de la cathepsine B est
beaucoup plus élevée dans les glandes en couégaission que dans celles a I'état normal
(Guenette et al., 1994). Les cathepsines B, K, intBrviennent aussi dans la maturation de
la thyroglobuline en thyroxine dans la matrice azéllulaire de la thyroide (Friedrichs et al.,
2003). Ces enzymes sont régulées par des inhibjteamme les cystatines ou les stefines,
mais leur activation est également un processus@énPar exemple, la pro-cathepsine D
humaine de 53 kDa ne devient active que lorsquepsmipeptide est clivé, démasquant alors
le site actif. Puis cette chaine de 47 kDa estéelien deux chaines de 14 et 31 kDa
(Gieselmann et al., 1983). Le processus exact deataration n’est pas encore totalement
élucidé, méme si vraisemblablement elle combine anméocatalyse a pH acide et
l'intervention d’autres protéases (Gieselmann etl&85; Turk et al., 2000).

Pour dégrader les sucres des glycoprotéines, gesligides, ainsi que le glycogéene et les
glycosaminoglycanes, les lysosomes renferment debreuses exoglycosidases (et -
mannosidasesq- et B-galactosidasesp-hexosaminidasesy-sialidase, a-glucosidase,a-
fucosidase, etc.). Les glycosaminoglycanes, ausgelés mucopolysaccharides, sont des
composants importants des tissus conjonctifs (leeméhyme, les cartilages, les os, etc.).
Pour dégrader ces polymeéres de sucres sulfatéisie plusieurs hydrolases spécifiques
comme l'iduronate sulfatasegfiduronidase, I'héparane N-sulfatase, la galacsalfatase,

la hyaluronidase, etc. (Winchester, 2005).

La vaste gamme de lipides cellulaires est égalendégradée dans les lysosomes: la
sphingomyeéline par les sphingomyeélinase et cérasuidaides, les triglycérides par la lipase
acide, les gangliosides (des lipides complexes etweau) par la glucocérébrosidase, les
sulfatides (constituants des gaines de myéline ardhiles nerveuses et des cellules
épithéliales rénales) par I'arylsulfatase A efigalactosylceramidase. Les acides gras et les
groupements prényls des protéines porteuses d@eeale modification post-traductionnelles
sont hydrolysés par la palmitoyl-protein thioessérd et la prényl-cystéine lyase (Lu and
Hofmann, 2006).

Parmi les autres hydrolases, on trouve des phagd®gt des nucléases comme la
déoxyribonucléase (DNase) Il, capable de dégraiBN des corps apoptotiques (Evans and
Aguilera, 2003).

2. 2. Les protéines membranaires lysosomales

La membrane du lysosome a un rdle important deest@ion des enzymes lysosomales a

'écart du reste du cytoplasme. Sans cette mempraseenzymes pourraient avoir un réle
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dévastateur pour l'intégrité de la cellule. Cettenmbrane assure aussi la fusion entre les
lysosomes et d’'autres organites (les endosomesstalel phagosome, par exemple) ou le
transport vers le cytoplasme des métabolites obtempres dégradation, grace a des
transporteurs membranaires.

Les protéines membranaires les plus abondantesesobfAMPs (pour Lysosomal Associated
Membrane Protein) et les LIMPs (pour Lysosomal draé Membrane Protein), qui
représentent environ 50 % des protéines de la n@mmahides lysosomes et des endosomes
tardifs. Leur queue cytosolique est trés courtee (dizaine d’acides aminés), a l'inverse de
leur domaine luminal. Celui-ci porte de nombreusggcosylations de type poly-N-
acetyllactosamines qui forment une barriére densdéasface intérieure du lysosome appelée
« glycocalix ». Il a été proposé que ces glycdsyha protegent la membrane du lysosome
contre les hydrolases qu’elle renferme (Fukudall9ependant, une étude récente a montré
gue ces glycosylations servent en fait a protégerprotéines LAMP-1 et LAMP-2 de la
dégradation par les protéases. Non glycosylées, pce®ines sont dégradées dans la
membrane du lysosome, alors que les lysosomes reensdeur propriétés (pH, osmolarité,
densité) et leur fonction dégradative (Kundra amurifeld, 1999). La fonction des proté€ines
LAMP a été étudiée grace a des souris « knocked-qltO) pour ces génes. Les souris
déficientes en LAMP-1 sont viables et fertiles, tissus sont normaux ou peu affectés, et les
lysosomes sont identiques aux lysosomes contribe®té remarqué que la protéine LAMP-2
était plus abondamment exprimée dans ces souoisaplement pour compenser la déficience
en LAMP-1 (Andrejewski et al., 1999). Les souri©OKpour LAMP-2 présentent en revanche
un phénotype avec des symptdmes graves : la na@8ésouris meurent un mois apres la
naissance ; elles sont beaucoup plus petites guesdaris contrbles. L'observation en
microscopie €électronique révele une accumulatiomadeioles d’autophagie dans des organes
comme le foie, le cceur et les muscles (Tanaka.,e2@D0). Chez 'homme, la maladie qui
correspond a une déficience en LAMP-2 est appeléadie de Danon. L'inactivation des
deux genes codant pour LAMP-1 et LAMP-2 est létdes souris meurent a I'état
embryonnaire (Eskelinen et al., 2004). Récemméra, t¢é montré que ces deux protéines
LAMP-1 et LAMP-2 permettaient la fusion des lysossravec le phagosome, suggérant un
réle de ces deux protéines dans le déplacememrdasites vers le centrosome (Huynh et al.,
2007).

Les autres protéines membranaires « structuraldes> lysosomes sont les protéines
CD63/LIMP-1/LAMP-3 et LIMP-2/LGP85. Elles participeaux mécanismes de fusion entre

organites, CD 63 dans l'activation des éosinopheleks fusion des MVB avec la membrane
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plasmique (Mahmudi-Azer et al., 2002) et LIMP-2 glda régulation de la morphologie des
endosomes et des lysosomes (Kuronita et al., 2002).

Le pH lysosomal, paramétre essentiel dans le boatitmnement du compartiment, est
maintenu par 'ATPase vacuolaire (V-ATPase). Catyeme est composé de 13 sous-unités,
dont 8 servent a hydrolyser 'ATP du coté cytosadiget les 5 autres, intégrés dans la
membrane, transportent les protons (Forgac, 1999).

Dans la membrane résident également des transpopeur transloquer hors du lysosome les
meétabolites aprés hydrolyse (acides aminés, agices oses, vitamine B12 et cholestérol,
etc). Des expériences biochimiques et cinétiqudkigale métabolites radiomarqués hors des
lysosomes ont démontré I'existence d’au moins afAsporteurs (Pisoni and Thoene, 1991).
Cependant, a ce jour, seuls quelques génes dearéasrs sont identifiés et les protéines
correspondantes caractérisées au niveau molécelaiomctionnel, comme la cystinosine, la
sialine et des canaux a chlore.

La cystinosine est un transporteur lysosomal dy$éine (molécule formée de deux cystéines
lites par un pont disulfure) hors du lysosome (Gathhl., 1982). Ce transporteur a été
caractérisé par un modeie vitro qui consiste a introduire une mutation sur le mdé
ciblage de ce transporteur pour qu’il soit ciblésvéa membrane plasmique au lieu du
lysosome. L’orientation du transporteur a la memerplasmique est alors telle que le milieu
extracellulaire est équivalent au lumen lysosom@étte technique constitue un test
fonctionnel pour mesurer les efflux lysosomauxserplacant dans un milieu extérieur acide.
Il a été montré ainsi que la cystinosine est unmymeur, qui couple la translocation de la
cystine a celle des H+ (Kalatzis et al., 2001).déficience en ce transporteur provoque une
maladie appelée «cystinose », dont les symptomeuse insuffisance rénale, des problemes
oculaires et des dysfonctionnements des glandescends. Il existe principalement trois
formes cliniques, plus ou moins séveres, dies andegagtions ponctuelles sur le géne CTNS
codant pour la cystinosine. Grace au test foncgbim vitro, I'activité du transport a été
mesurée pour 31 mutations ponctuelles affectaoydéinosine ; il a été montré que la forme
infantiles sévére concorde généralement avec usenab totale de transport de cystine
(Kalatzis et al., 2004).

La sialine est un transporteur d’anions, qui a didkété identifié comme un transporteur des
acides monosacacharidiqgues comme l'acide sialitjlifaade glucuronique (Havelaar et al.,
1999). La déficience en sialine provoque une actation d'acide sialique dans les
lysosomes, dont il existe une forme infantile séyda ISSD (pour Infantile Sialic acid

Storage Disease) et une forme qui touche le systemveaux central mais ne provoque pas la
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mort a un age précoce, appelée la maladie de PaMa. un test fonctionnel similaire a celui
employé pour caractériser la cystinosine, il étéimoque les mutations qui provoquent la
ISSD codent pour une forme de sialine ou le trarispst totalement aboli, alors que la
mutation qui provoque la maladie de Salla code poa forme de sialine ou le transport est
ralenti (Morin et al., 2004).

Les autres transporteurs lysosomaux connus sont cdeaux a chlore qui assurent
I'électroneutralité des flux de Hde la V-ATPase par le transport des ions Cls’agit
notamment du complexe CIC-7-Ostm-1 dans la bordmembranaire en brosse des
ostéoclastes (Kornak et al., 2001; Lange et abgpet de CIC-6 (Poet et al., 2006). Dans les
neurones, les lysosomes ont également une P-ATRasenée ATP13A2 (Ramirez et al.,
2006). LYAAT-1 est un transporteur de petits acidesnés neutres (Sagne et al., 2001), et
NRAMP2 est un transporteur de fer (Tabuchi et241Q0).

D’autres transporteurs lysosomaux sont en coursadactérisation, comme par exemple la
protéine p40, qui a une homologie de séquence @véxansporteur de sucres nucléotidiques
(Boonen et al., 2006). D’autres transporteurs asabciés a des maladies neurodégénératives,
comme par exemple une forme de la céroide-lipafiese neuronale ou la maladie de
Niemann-Pick type C, dles a des mutations dangdass codant pour respectivement, la
protéine CLN3 et la protéine NPCL1. Les fonctionaat@s de ces protéines sont difficiles a
cerner. CLN3, par homologie avec la protéine demewBtnl serait, entre autres fonctions,
impliquée dans le transport d’arginine, mais vérgdrieur du lysosome (Kim et al., 2003).
D’autres fonctions sont conférées a la CLN3, conume fonction de contréle du pH
lysosomal (Golabek et al., 2000) ou de régulatiorrdfic des compartiments tardifs dans la
voie endocytaire (Luiro et al., 2004). La déficieren NPC1 provoque une accumulation du
cholestérol lysosomal, mais son implication diredams le transport hors des lysosomes est
controversée (Davies et al., 2000). Le transportithlesterol lysosomal implique également
une autre protéine lysosomale, NPC2. Cette prosohele lie une grande variétés de stérols
(Cheruku et al., 2006; Liou et al., 2006).
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3. Ciblage des protéines lysosomales

3. 1. Ciblage des protéines M6P
3. 1. 1. Le mécanisme de ciblage

Pour leur transport jusqu’aux lysosomes, les pssus d’hydrolases lysosomales acquierent
une modification post-traductionnelle spécifiquensldappareil de Golgi, qui est un sucre
mannose-6-phosphate (M6P) spécifiguement reconndepaMPR. Cette modification est
portée par les résidus mannose des N-glycosylatiltes est réalisée par I'action concertée
de deux enzymes. La premiere enzyme est une UDRaGlphosphotransférase (GlcNac
pour N-acetyl Glucosamine) qui transfere du GlcNaphosphate provenant d’'un sucre
nucléotidigue UDP-GIcNac sur un résidu mannoseteCehzyme reconnait un domaine
protéique spécifique des précurseurs d’hydrolasesbmales, mais celui-ci n’est pas encore
bien caractérisé. Il semble au moins impliquer d&sidus lysine dans une boupleorientés
d’'une maniere précise par rapport au sucre (Steadt,€2005). La deuxiéeme enzyme est une
phosphodiestérase qui enleve le sucre GlcNac. uansg N-glycosylation comporte du
M6P, elle ne peut plus étre maturée en sucre compl2ans la mucolipidose de type Il (ML
Il), appelée également «Inclusion Cell DiseasdGD], I'activit¢ de I'UDP-GIcNac
phosphotransférase est déficiente, suite a unetiowtsur le gene codant pour cette enzyme
(Tiede et al., 2005). Les hydrolases sont syntbésisiormalement mais elles ne peuvent pas
étre délivrées aux lysosomes par les MPR, du tadlles ne portent pas de sucres M6P. Elles
sont pour la plupart sécrétées dans le milieu esfitdaire. Les fibroblastes des malades
présentent des lysosomes géants (formant des usioet ») car 'absence des hydrolases
entraine une accumulation de substrats non dégfaldédik et al., 1981). Cependant, dans
certains organes et types cellulaires, les ac$vites hydrolases lysosomales sont
comparables a celles de personnes saines (GlicanthKornfeld, 1993; Owada and Neufeld,
1982).

Dans I'appareil de Golgi, les MPR lient les prog&nvi6P néosynthétisées. lls sont ensuite
concentrés dans des vésicules qui bourgeonnent chor§GN et qui rejoignent la voie
endocytaire en fusionnant majoritairement aveceledosomes précoces (Press et al., 1998;
Waguri et al., 2003). Le pH acide du compartimeni/pque la dissociation entre les MPR et
leur cargo. Les précurseurs de protéines lysosansaleetrouvent alors libres dans la lumiére
de I'endosome alors que les MPR sont extraits @i recyclés vers le TGN grace a un

complexe appelé «rétromere » dont le mécanismetiofa n'est pas encore élucidé
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(Bonifacino and Rojas, 2006). A ce stade, les psmus d’hydrolases lysosomales subissent
frequemment une maturation protéolytique qui leslractives (Gieselmann et al., 1983). Une
fois arrivées dans les lysosomes, une phosphatadseeele phosphate des sucres M6P
(Einstein and Gabel, 1991).

3. 1. 2. Les récepteurs au M6P

Deux récepteurs assurent le ciblage des protéin@B NEosynthétisées : le récepteur au
mannose-6-phosphate dépendant des cations diveEDiMPR, pour cation-dependent M6P
Receptor) et le récepteur au mannose-6-phosphddpendant des cation divalents (CI-MPR,
pour cation-independent M6P Receptor) (Figure 6).

Ces deux récepteurs sont complémentaires : ilertiloleux sous-ensembles de protéines M6P
distincts mais qui se recouvrent (Ludwig et al.94p Les deux récepteurs ont la méme
affinité pour les protéines ayant un seul sucre M&Rs une N-glycosylation. En revanche, le
CI-MPR lie plus fortement les protéines ayant desixcres M6P dans une chaine

oligosaccharidique, ce qui est fréquent pour degpres lysosomales (Cantor et al., 1992).

CD-MPR

Figure 6. Structure des récepteurs au mannose-6-psphate (MPR).

Le domaine extracytoplasmique/luminal du MPR indépadant des cations (CI-MPR) est composé de 15
unités répétées, qui lient chacune un ligand : M6Prot: protéines mannose-6-phosphate, uPAR :
urokinase Plasminogen Activator Receptor, Plg : pleminogen, IGF-Il : Insulin-like Growth Factor. Le
domaine extracytoplasmique/luminal du MPR dépendantles cations (CD-MPR) n’a qu’'un domaine, qui
lie les protéines M6P. Ces récepteurs ont un seubuhaine transmembranaire. Leur queue cytosolique
comporte des motifs de tri et des sites de phosphdation ( notés « P »). Schéma réalisé d’aprés (Gélo et
al., 2003).
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Le CI-MPR est un gros récepteur de 300 kDa envidomt le domaine extracytoplasmique
comporte 15 unités répétées qui fixent chacunégand différent. Son réle intracellulaire est
de cibler des protéines M6P aux lysosomes, mag également un récepteur membranaire,
capable de lier des protéines non lysosomales qiemt des sucres M6P (le précurseur du
TGF{31, la proliférine, le granzyme B, la thyroglobuljnet d'autres classes de ligands,
comme le facteur de croissance IGF-Il (Insulin-lirowth Factor II), une hormone
mitogénique, 'UPAR (pour urokinase Plasminogenivatbr Receptor), le plasminogéne,
I'acide rétinoique (Ghosh et al., 2003).

Le CD-MPR est un petit récepteur de 46 kDa, dontdenaine extracytoplasmique est
homologue aux 15 unités répétées du domaine ekpagmique du CI-MPR. Il ne
transporte que les protéines M6P néosynthétisésdaeglysosomes. Méme s'il est présent a
la membrane plasmique et endocyté, il ne lie paptetéines M6P extracellulaires (Stein et
al., 1987).

Ces récepteurs sont principalement présents dam&M et dans la voie endocytaire ; une
petite proportion est présente a la membrane ptpsr(iGeuze et al., 1988). La découverte du
systeme de transport des enzymes lysosomalesllaut'aiété initiée grace a I'endocytose par
les CI-MPR des protéines M6P qui suivent par erf@woie de sécrétion. Elisabeth Neufeld a
observé un phénomeéne de correction croisée («-copssction »): la co-culture de
fibroblastes de patients ayant deux maladies lysates différentes permet une correction
mutuelle des déficiences (Neufeld et al., 1977). effiet, la petite proportion d’enzymes
lysosomales sécrétée par un type de fibroblasteseod 'enzyme que les autres n'ont pas ;
celle-ci est ainsi recaptée par les CI-MPR de lanbrane plasmique par endocytose et

transportée jusqu’aux lysosomes.
3. 2. Ciblage indépendant des récepteurs au M6P

L’étude des patients atteints de ICD a révélé $exice d’'un routage lysosomal alternatif,
indépendant des MPR. Malgré I'absence d’étiquetédMur les hydrolases néosynthétisées
dans le cas des malades atteints de ICD, certgies tellulaires et organes (lymphocytes B,
foie, rate, cerveau) ont des taux d’hydrolasessgstales intracellulaires normaux (Glickman
and Kornfeld, 1993; Glickman et al., 1996). Paleails, il a été montré que la cathepsine D
était a 50 % ciblée aux lysosomes indépendammenM@B dans les cellules HepG2
(Rijnboutt et al., 1991a). Il en est de méme paupribsaposine et la glucocérébrosidase, qui
ne portent pas de sucres M6P (Rijnboutt et al.1P9al a été montré que ces protéines sont

transportées aux lysosomes grace a un routage quapli des microdomaines de
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sphingomyeéline (des radeaux lipidiques)(Lefran@&igl., 2002) et la sortiline (Lefrancois et
al., 2003).

3. 3. Ciblage des protéines lysosomales membranaires

Les protéines membranaires résidentes des lysosqreasent étre délivrées a ces
compartiments par deux voies : une voie directd @i aux lysosomes et une voie indirecte
ou les protéines transitent par la membrane plasmifans le cas des protéines LAMPs,
apres bien des controverses, il a été démontréréeat que les deux voies sont empruntées
de maniere égale (Janvier and Bonifacino, 2005hsDa cas de la voie directe, les vésicules
bourgeonnant du TGN contenant les protéines LAMBHUP-2/LPG85 et CD63 sont tres
probablement des vésicules couvertes de clathBoenér et al., 2006). Elles sont prises en
charge par la protéine adaptatrice AP-3 (Le Borgnal., 1998; Rous et al., 2002) pour étre
ciblées au niveau des endosomes tardifs et ateegruite les lysosomes.

Le ciblage vers les lysosomes des protéines trambmamaires lysosomales dépend
principalement de deux types de motifs situésaugueue cytoplasmique de ces protéines : le
signal «tyrosine » et le signal «di-leucine » riBacino and Traub, 2003). Le signal
« tyrosine » consiste en un motif consensus ¥X4dvec la tyrosine comme résidu essentiel
pour le processus de tri, X étant des résidus biasa mais généralement hydrophiles, et
® étant un résidu hydrophobe. Ce motif consensuprésent sur les protéines LAMP-1,
LAMP-2 et CD63. Il est également utilisé pour lémalisation des protéines de la membrane
plasmique vers les endosomes (récepteur a la ¢rainsf), vers des compartiments tardifs
spécialisés (récepteur HLA-DM) ou vers le TGN (pmoe¢ TGN38). Le ciblage vers les
lysosomes est favorisé par un résidu glycine jastat le résidu tyrosine, des résidus acides
comme résidus variables du motif consensus, eupardistance de 6 a 9 résidus entre ce
motif et le passage transmembranaire.

Le signal « di-leucine » consiste en une séquennsensus [D/E]JXXXL[L/I] dans laquelle
deux résidus leucine (ou parfois un résidu leusingi d’'une isoleucine) sont précédés d'un
résidu acide situé 4 résidus avant la premiereifeudarfois, une sérine précede le résidu
acide, et elle peut-étre phosphorylée. Les praoteirensmembranaires comportant ce motif
activé sont localisées dans les endosomes taekftysosomes (par exemple NPC1 et LIMP-
II) ou les compartiments endo-lysosomaux spécml{p@ar exemple la chaine invariante li
dans les compartiments d’apprétement des antiges)motif n’est pas exclusif des
protéines résidentes de ces compartiments. llrestffet également employé comme signal

d’internalisation et de dégradation (par exemmeagkepteur de I'antigene des cellules-T) ou
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dans les cellules polarisées comme signal de a@blegrs la membrane basolatérale
(Bonifacino and Traub, 2003).

4. Fonctions des lysosomes

4. 1. Le catabolisme général
4. 1. 1. Processus de dégradation

La dégradation constitutive de macromolécules cergd provenant de I'extérieur (cf
paragraphe endocytose) ou de l'intérieur (autophadiparagraphe suivant) de la cellule se
fait grace a plus de 50 hydrolases actives au pideades lysosomes. Les vésicules
intraluminales formées le long de la voie endocgtajui arrivent aux lysosomes sont des
sortes de plateformes optimisées pour I'hydrolysss dnembranes et des protéines
membranaires qui les constituent. Elles ont étégressivement déplétées en cholestérol
(Mobius et al., 2003) et enrichies en lipides aitjoas et en un phospholipide particulier, le
LBPA (pour Lyso-Bis Phosphatidic Acid), appelé &yaént BMP (pour Bis
Monoacylglycerol Phosphate). Il a été montré quelgimsomes chargés négativement par la
présence de phospholipides anioniqgues (comme leALBR le phosphatidylinositol)
stimulaient la dégradation lysosomale des subsfghtsosylceramide ou glycosphingolipide
sulfaté) insérés dans ces méme vésicules (Hepleitdék al., 2002; Wilkening et al., 1998).
Le LBPA représente 15% des phospholipides totaes wésicules intraluminales. Sa
configuration particuliere en snl, snl’ le rendstrg@sistant & la dégradation par les
phospholipases (Amidon et al., 1995).

Les principes de la dégradation lysosomale des mamb ont été déduits de I'étude du
catabolisme des sphingolipides, a travers des relthe sur les sphingolipidoses, notamment
la gangliosidose-GM1 ou la déficience en saposirggmlement appelées SAPs (pour
Shingolipid Activator Proteins) (Furst and Sandhdf®92). Les saposines A, B, C, D sont
issues du clivage d’'un méme précurseur appelésaposine ». Ce sont des petits cofacteurs
protéiques qui s’insérent dans la bicouche lipidigles vésicules intraluminales et qui
extraient le glycolipide de la membrane pour ledrenaccessibles aux hydrolases. Les
phospholipides sont apparemment dégradés sansaaafa¢Kolter and Sandhoff, 2005).

4. 1. 2. Autophagie

L’autophagie est une voie de dégradation lysosonuriematériel cytoplasmique, trés

conservée chez les eucaryotes. Des composés nemieksssont dégradés pour libérer des
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unités simples qui sont alors utilisées pour desxtigns biosynthétiques vitales. Elle est
induite lors d’'un stress, comme une privation efriments ou une infection virale, mais
intervient également dans des processus physialegiccomme le développement, la
régulation de la croissance, la longévité et latneetlulaire programmeée. Plusieurs types
d’autophagie existent : la micro-autophagie, I'pliagie meédiée par les chaperones, la
crinophagie et la macro-autophagie, souvent apsaid@glement autophagie.

Dans la micro-autophagie, une petite portion deggsme est séquestrée par la membrane
du lysosome elle-méme (Ahlberg et al., 1982). Oangophagie médiée par les chaperones,
des protéines cytosoligues comprenant la sequeRE&RR) dans leur séquence primaire sont
transportées du cytoplasme vers la lumiére dessdyses. Cette translocation a travers la
membrane lysosomale est réalisée grace a un coenptadti-moléculaire de protéines
chaperones, formé de hsc73 et d’'une isoforme de RAV(Cuervo and Dice, 1998). La
crinophagie est spécifique des cellules spéciaisiaams la sécrétion ; elle correspond a une
fusion des granules de sécrétion avec les lysos{@laamann et al., 1989).

La macroautophagie a été bien caractérisée auwnime#culaire par I'étude de la génétique
des levures ; dans ce modéle, 27 génes liés @phagie ont été identifiés et appelés atg
(pour autophagy-related genes). Une dizaine deggeomologues ont été identifiés chez les
mammiféres. Ainsi, un marqueur des vacuoles d'adgje est la protéine LC3 (pour
microtubule associated protein Light Chain 3, hotbgue de la protéine de levure ATGS),
qui joue un réle dans les étapes initiales de ftonades vacuoles et dont une partie reste
piegée a l'intérieur de ces compartiments (Kabéd. £2000).

Aprés un signal d’induction, l'autophagie commenaeec la formation d’une citerne
membranaire qui entoure la portion de cytosol edfauganite a dégrader, jusqu’a enfermer
completement ce matériel dans une vacuole appeldeplagosome. A ce stade,
lautophagosome est encore dépourvu denzymes dysales. La membrane de
'autophagosome est appelée phagophore ou memdbliaokation. Son origine est inconnue,
bien que certaines données indiqueraient qu'ellzipnne du RE, sous l'effet d’'un stress
(Mijaljica et al., 2006). Puis l'autophagosome s$ulieés étapes de maturation : il fusionne
d’abord avec les endosomes et devient un amphisouie |l fusionne avec les lysosomes et
devient alors un autolysosome (Eskelinen, 2005).

Dans les études morphologiques, ces trois compamtersont désignés comme des vacuoles
autophagiques, et sont plutét classifiés en vasualgtophagique initiales (AVi) et en
vacuoles autophagiques dégradatives (AVd), selpplrence ultrastructurale du matériel a

lintérieur des vacuoles. En microscopie éléctrarigon distingue clairement les AVd qui
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contiennent du matériel dense et des structuremtédgeces, alors que le cytosol ou les

organites sont encore intacts dans les AVi.
4. 2. Autres fonctions des lysosomes
4. 2. 1. Fonctions ubiquitaires

Les lysosomes ont longtemps été décrits comme degpartiments terminaux de la voie
endocytaire, un « estomac » hydrolysant les mod&cah unités simples. Depuis environ 15
ans, il a été montré que de nombreux processusgbtyisiues autres font intervenir les
lysosomes. Il s’agit par exemple de I'homéostasiectolestérol, de la réparation de la
membrane plasmique, du remodelage osseux, dedas#etontre les pathogéenes, de la mort
cellulaire, de la signalisation cellulaire. Quelsuss de ces mécanismes sont décrits dans les

paragraphes suivants.

4.2 .1.1Réparation de la membrane plasmique

Les lysosomes sont capables de fusionner avecrizgbora@e plasmique dans le cas ou celle-ci
est déchirée. L’augmentation de la concentratioB &t intracellulaire suite & la rupture de la
membrane peut provoquer la mort cellulaire en quelsecondes, et nécessite une réponse
trés rapide pour colmater la membrane lésée. Gisnke sont fréquentes dans les cellules
soumises a des stress mécaniques, comme les setlake muscles squelettiques ou les
cellules épithéliales des glandes mammaires. Dharries s’affrontent pour expliquer le
mécanisme de colmatage : I'une propose que le pa¢chbranaire est formé par la fusion des
membranes lysosomales avec la membrane plasmigusighal d’exocytose des lysosomes
serait régulée par la synaptotagmine VII, une pmeté/sosomale membranaire senseur de la
concentration intracellulaire en €gAndrews, 2005). L'autre théorie propose que lelpa
serait formé par les enlargeosomes, organites ihicps peu décrits, caractérisés par la
présence de la protéine desmoyokin/Ahnak, et donble serait précisément de colmater les

Iésions de la membrane plasmique (Borgonovo e2@D2; Cerny et al., 2004).

4.2 .1.2Implication dans la mort cellulaire

Les hydrolases lysosomales sont impliquées derediffés manieres dans les mécanismes de
mort cellulaire. Dans le cas de la nécrose, les Ionenes lysosomales, désintégrées, liberent
les hydrolases qui vont dégrader des substratsaméene non spécifique. Il existe également
une mort des cellules neuronales par autophages, ldamaladie de Huntington (Kegel et al.,
2000). L'apoptose est un autre mécanisme de mbulaiee, physiologique, qui permet aux
cellules de disparaitre « proprement » lors de daphrogénese, de la maturation du systeme

immunitaire et I'élimination des lymphocytes autotifs (B ou T), ou encore pour le
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renouvellement des cellules intestinales. Parfeistiée en apoptose des cellules n’est pas
physiologique ; elle peut étre dle a un stress cemmne irradiation, une infection virale, une
chimiothérapie. Les deux grandes voies d’inductienl’apoptose, la voie intrinséque et la
voie extrinseque, provoquent toutes les deux ursesacke d’activation de protéines qui
aboutissent a I'activation de caspases (cystéigpartate protéases) dans le cytoplasme, avec
I'entrée en phase d’éxécution lorsque la caspasst-8ctivée.

Le lysosome, qui renferme un cocktail d’activitégdiolytiques, est potentiellement
dangereux pour la cellule. Ainsi, il a été montue da fuite du contenu soluble lysosomal
dans le cytosol provoquait la mort par apoptosdteCriite peut étre provoquée par des
composés qui perméabilisent la membrane lysosorpategxemple la sphingosine (Kagedal
et al., 2001), les radicaux libres (Brunk et a897), des composés lysosomotropiques (bases
faibles qui se protonnent a pH acide, et ne peuydms diffuser hors du lysosome).
Indépendemment, il a été mis en évidence que teegsines D, B et L jouaient un réle dans
les étapes précoces de l'apoptose. Leur role esstctifficile a établir car selon le type
cellulaire étudié et la voie d’apoptose déclencbiées provoquent la survie ou la mort. Par
exemple, la transfection des cellules HeLa aved®RRNAantisens ciblant la cathepsine D
permet aux cellules de survivre a la mort par apginduite par l'interférog-et FAS, et la
surexpression ectopique de la cathepsine D provtagueort des cellules par apoptose sans
stimulus externe (Deiss et al., 1996). Cependaaatiets études montrent I'inverse. Ainsi, par
exemple, des fibroblastes de mouton atteint dei@esigpofuscinose neuronale, qui expriment
une cathepsine D stable mais inactive, meurentogtaise induite par la doxorubicine de la
méme maniére que des fibroblastes normaux (Tardy.,e2003). De méme, il a été montré
gue la cathepsine B était responsable du décleratitahe la mort par apoptose d’hépatocytes
traités avec du TFN+ (Guicciardi et al., 2000). Les souris K.O. pougkne codant pour la
cathepsine L présentent une hyperproliférationkeéeatinocytes, soit un défaut d’apoptose de
ce type cellulaire (Roth et al., 2000). A l'inverses souris double K.O. pour les cathepsines
B et L présentent des atrophies du cerveau, duéainort neuronale massive par apoptose
(Felbor et al., 2002). Le mécanisme qui permet & lgdrolases d’étre transloquées ou
exprimées dans le cytosol n’est pas encore totalbétecidé.

Dans le cas du cancer, qui est une maladie complexdes cellules perdent le contrble de
leur prolifération et n’entrent plus apoptose, wgexpression et une hypersécrétion de
certaines cathepsines a été observée a un stddfad@ata maladie (Liotta et al., 1980). C’est
le cas par exemple, des cathepsines D et B dangieses cellulaires de cancer du sein
(Capony et al.,, 1989; Montcourrier et al., 1990;nYet al., 1998). La cathepsine D est
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impliquée dans plusieurs mécanismes de la progressincéreuse comme l'angiogénese des

tumeurs et la prolifération des cellules cancére(isaudet-Coopman et al., 2006).
4. 2. 2. Fonctions spécialisées

Certaines cellules spécialisées ont, en plus dasdmes « classiques », des compartiments
fonctionnels spécifiques qui partagent les carestig@ues des lysosomes et qui sont appelés
« organites dérivés des lysosomes » (LRO pour loygesRelated Organelles). Les LRO
partagent certaines caractéristiqgues des lysosarmdes degrés plus ou moins proches, comme
un pH intraluminal acide et la présence de protigsosomales classiques. Ces granules,
parfois appelés lysosomes de sécrétion, sont geedans de nombreux types cellulaires, en
particulier dans les cellules des lignées hémaéiopies (Tableau 1). lls peuvent sécréter leur
contenu par exocytose sous l'effet d'un stimulusrpibérer des molécules effectrices.

Tableau 1. Les organites dérivés de lysosomes (LRO)

Organite Distribution tissulaire Fonction physiologique

Mélanosomes Mélanocytes, cellules épithéliales du  Synthése, stockage et transfert de la
pigment de la rétine mélanine

Granules denses des Plaquettes sanguine, mégakaryocytes Libération B’ATTADP de sérotonine et

plaguettes sanguines de calcium pour la coagulation sanguine

Corps lamellaires Cellules épithéliales de typael$ Synthése et sécrétion de surfactant
poumons pulmonaire

Granules lytiques Lymphocytes T cytotoxiques, dedu Destruction des cellules cancéreuses ou
natural killer infectées par un virus

Compartiments du CMHII Cellules présentatrices'astigene Apprétement et présentation des antigénes

(cellules dendritiques, lymphocytes B, aux lymphocytes T CD4+
macrophages,etc)
Granules des basophiles Basophiles, mastocytes érdtibn stimulée d’histamines et
d’autres agents d’inflammation
Granules des azurophiles Neutrophiles, éosinophiles Libération d’agents d’inflammation et
anti-microbiens
Granules des ostéoclastes Ostéoclastes Résorptemadelage osseux
Corps de Weibel-Palade Cellules endothéliales Ntitur et libération régulée du facteur
de von Willbrand dans le sang
Granules alpha des plaquetteBlaquettes sanguines, mégakaryocytes Libératidaatieur de von Willbrandt et
sanguines de fibrinogéne pour I'adhésion des
plaguettes et la coagulation saguine.
D’apres (Marks and Seabra, 2001)
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5. Les maladies lysosomales

Plus de 40 maladies lysosomales différentes sqdrt@riées. Elles affectent environ une
naissance sur 8000 dans le monde. Ces maladieségalgment appelées « maladies de
surcharge » car l'activité déficiente d’'une pro&lgsosomale entraine I'accumulation intra-
lysosomale d’'un métabolite non dégradé ou d'un gitoton dégradé. Les maladies
lysosomales sont dues a une mutation sur un géesgemtc@our une protéine lysosomale ou
pour une activité enzymatique responsable de noadifins post-traductionnelles essentielles
a certaines protéines lysosomales (par exempiealadie ICD). Elles peuvent également étre
provoguées par une protéine dont la fonction comcda biogenése ou le transport des
endosomes tardifs/lysosomes. Il s’agit par exendglda maladie de Danon (déficience en
LAMP-2) ou de la forme de lipofuscinose céroidernaale impliquant CLN3 (Luiro et al.,
2004). Les maladies sont classées en fonction wesasices accumulées : par exemple, les
sphingolipidoses, les mucopolysaccharidoses, lehpidoses, les maladies de surcharge en
glycogene ou en glycoprotéines. Il existe une geawnariabilité des symptdbmes : certaines
maladies affectent gravement le systeme nerveutkated’autres ne touchent que les tissus
périphériques. Les symptdmes sont le grossissedenbrganes, une déficience cardiaque,
des myopathies, un retard mental. Il existe difiseiveaux de sévérité dans une maladie
donnée, pouvant aller jusqu’au décés a un age @éta sévérité de la maladie dépend du
type de mutation dans le gene, a savoir si la p®tdéficiente est totalement inactive ou
présente une activité résiduelle. Elle dépend adssiorganes ou cellules qui sont le plus
affectés. L’accumulation d’'un métabolite non dégrakérégule un certain nombre de voies
cellulaires : la signalisation intracellulaire, lesies biochimiques secondaires, I'expression
génique (Futerman and van Meer, 2004).

Les traitements des maladies lysosomales visenasmigner les symptomes, soit a agir sur
la cause. Les thérapies employées sont les trantaptans de moelle osseuse, les traitements
enzymatiques substitutifs de I'enzyme déficientes traitements avec des « chaperones
pharmacologiques » et la thérapie génique. La grd# moelle osseuse est la premiére
thérapie efficace pour soigner les maladies dehsuge lysosomales. Elle repose sur les
travaux de Neufeld et al. (Neufeld et al., 1977)aplication de la correction croisée : la
moelle osseuse d’'un donneur sain, source de celbdeches hématopoiétiques, est injectée
par voie intraveineuse au malade. Les cellules tsmicvont sécréter des enzymes
lysosomales, dont celle qui est déficiente chemndéade, et les cellules du malade captent par

endocytose cette source externe d’enzyme fonctilenr@ette thérapie a soigné des enfants
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atteints de la maladie de Hurler (une mucopolységdbse de type |, avec une déficience en
o-L-iduronidase) ou de la maladie de Krabbe (déficeeen galactocérébrosidase). Comme
les cellules transplantées passent la barriere toéemzéphalique, les syndromes
neurologiques sont également stabilisés et rédaitstevanche, cette thérapie ne guérit pas
les symptdmes des os (déformation, fragilité) eardellules osseuses sont trop isolées pour
étre en contact avec les cellules greffées (Matataal., 2003).

Le traitement enzymatique de substitution conststajecter régulierement une enzyme
recombinante active comportant du M6P. Ainsi, la ladi@ de Fabry, une
glycosphingolipidose provoquant une accumulation glebotriaosylcéramide dans les
organes, est soignée par I'administration bi-hetmhtaire di-galactosidase Aecombinante,
produite a échelle industrielle en cellules d’ogaide cobaye (CHO pour Chinese Hamster
Ovary) (Desnick and Schuchman, 2002; loannou etl@P2). Cependant, une telle thérapie
ne soigne pas les symptébmes affectant le systémeuwecentral car ces enzymes exogenes
ne traversent pas la barriere hémato-encéphalique.

La thérapie par les chaperones pharmacologiquemesdes maladies dues a un mauvais
repliement de I'enzyme, par injection des petitedétules chaperones qui vont stabiliser la
protéine en cours de repliement. Ce traitement @epar exemple de soigner la variante
cardiaque de la maladie de Fabry, airdgalactosidase A déficiente est peu stable, etin&a
activité résiduelle que de 1-10 %. Le galactoséiesau site actif de 'enzyme en cours de
synthése dans le RE et favorise son repliemen¢écoet sa stabilité (Frustaci et al., 2001).

La thérapie génique est la thérapie la plus prausé pour soigner les maladies lysosomales,
comme d’autres maladies métaboliques. Son avantside dans le fait qu’il n’y a plus
besoin de trouver un donneur sain et compatiblee four, des méthodes de transfert de gene
ex vivoetin vivo sont développées. Les méthodes de transfert deeyenivoconsistent a
prélever des cellules du patient, a les modifieréj§uement et a les réimplanter au patient.
Dans les méthodes vivo, le plasmide codant pour une protéine fonctioenedit directement
délivré dans un organe. Ces thérapies reposela siéveloppement de vecteurs viraux, c'est-
a-dire des vecteurs recombinants dépourvus des g@aex pathogénes, mais qui permettent
de copier le mécanisme utilisé par les virus podiedter les cellules. Ces thérapies sont
egalement développées pour franchir la barriereabt@@ncéphalique et atteindre les cellules
du cerveau. Récemment, des injections intracrapgeme vecteurs de type AAV (Adeno-
Associated Virus) codant pounFL-iduronidase ont été administrées a des chides&t du

symptome de Hurler (mucopolysaccharidose de tyge dht permis une réduction drastique
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des lésions anatomiques du cerveau et une digpaudiies marqueurs biochimiques de la
maladie. Ainsi, il est envisagé de 'appliquer & @afants atteints de cette maladie (Ciron et
al., 2006).

[l . IDENTIFICATION DE p76

1. Données de spectrométrie de masse

La protéine p76 humaine a été identifiée au labmatu cours d’analyses protéomiques de
protéines solubles porteuses de sucre M6P. Ce&ipestont été purifiées a partir des lignées
cellulaires de monocytes U937 (Journet et al., 2@@e cancer du sein MCF7 (Journet et
al., 2002). La sécrétion des précurseurs des pastdysosomales solubles dans le surnageant
de culture a été provoquée par l'ajout de 48H L'augmentation du pH dans les
compartiments de la voie endocytaire induite pdreckase faible empéche la dissociation
entre les récepteurs et leur ligand, en particidigre les MPR et les protéines M6P. Les
récepteurs saturés ne peuvent plus prendre eneclemgrotéines néosynthétisées ; celles-ci
sont alors sécrétées dans le surnageant. Pourlsslgrotéines M6P, le surnageant de culture
ainsi obtenu a été purifié par chromatographiefidiaé sur une colonne sur laquelle du CI-
MPR soluble bovin (sCI-MPR) a été immobilisé. Lesotpines M6P ont été éluées
spécifiguement par du MG6P exogene. Elles ont emsdité séparées sur un gel
d’électrophorése en deux dimensions (2D), coloaéelsleu colloidal, digérées par la tryspine
et identifiées par spectrométrie de masse (Figure 7

Plusieurs peptides de hp76 ont été trouves dartelestypes d’échantillons : certains ont été
séquences par spectrométrie de masse en tanderM@Y|Sl'autres caractérisés grace a la
mesure de leur masse par MALDI-TOF. A la date dedyaes, ces peptides correspondaient
a un EST. Par la suite, la protéine déduite deecgdtjuence a été nommée « hypothetical
protein LOC196463» (banque de données NCBI).

Dans le profil des protéines M6P séparées surlle2@e hp76 a été trouvée majoritairement
dans une série de spots de pl acide (vers pH Ia)easse moléculaire de 76 kDa, ce qui a
déterminé son nom (Figure 7). Dans une autre slrigpots peu intenses du gel 2D des
protéines M6P purifiees a partir des cellules UQB7,peptide de p76 a été identifie a pl
basique (vers pH 7-8) et a la masse moléculair&DX® (Figure 7A). Il s’agit du peptide
LASDGATWADIFK (résidus 355 a 367 de LOC196463).
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Figure 7. Gels 2D des protéines M6P purifiées et pition de hp76 déterminée par les analyses en
spectrométrie de masse.

Les protéines purifiées M6P équivalentes au surnaget de (A) 2,5 milliards de cellules humaines
monocytaires U937, séparées sur un gel 20x20cm (dient de pH linéaire 4 a 8, 10% d’acrylamide) et
colorées au bleu colloidal, et (B) 175 millions deellules tumorales de cancer de sein MCF7, séparéag
un mini-gel 9x9cm et colorées a l'argent. Les cers blancs indiquent les spots ou hp76 a été iderdid
majoritairement, et celui en noir indique un spot @ un seul peptide de hp76 a été trouvé.

D’autres analyses de ces échantillons ont ététaffes a partir d’échantillons séparés sur un
gel SDS-PAGE en une seule dimension. Dans les #@litbas U937, sept autres peptides de
p76 ont été identifiés, améliorant le pourcentagealverture de la séquence de hp76. Dans

les échantillons MCF7, neuf peptides supplémerdairg été identifies (Tableau 2).
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Tableau 2. Peptides de hp76 identifiés lors des dyses de spectrométrie de masse.

Séparation

Lignée

cellulaire

Peptides identifie3 Technique de Score Couverture de

MS utilisée

Mascot la séquence

2DE

2D

1DE

1DE

ua37

MCF7

ua37

MCF7

SVLLDVSAGQLLMVDGR (63-79) LC-MS/MS
VLTILEQIPGMVVVADK (397-413)

DGQVPPASR (52-60) MALDI-TOF
GLEDSYEGR (191-199)
IKPSLGSGSCSALIK (235-249)
YWLQFR (277-282)
EGPWGDYPLVPGNK (283-296)
NPALWK (330-335)
GCVLEWVR (341-348)
LASDGATWADIFKR (355-368)
AFIPGGPSPGSR (385-396)
YNDFLHDPLSLCK (481-493)
ACNPQPNGENAISAR (494-508)

GLEDSYEGR (191-199) LC-MS/MS
YWLQFR (277-282)

EGPWGDYPLVPGNK (283-296)

GCVLEWVR (341-348)

LASDGATWADIFKR (355-368)
FNSGTYNNQWMIVDYK (369-384)
AFIPGGPSPGSR (385-396)

GLEDSYEGR (191-199) LC-MS/MS
KYWLQFR (276-282)

EGPWGDYPLVPGNK (283-296)

GCVLEWVR (341-348)

LASDGATWADIFK (355-367)
FNSGTYNNQWMIVDYK (369-384)
AFIPGGPSPGSR (385-396)
ACNPQPNGENAISAR (494-508)

VTSMSLAR (535-542)

? la numérotation des acides aminés correspondea=l OC196463.

147 6%

133 20%

404 13%

633 17%

2. Description du géene et de la protéine « p76 »

Le géneloc196463codant pour hp76 est situé sur le chromosome 12aimurDouze exons

sont prédits, générant un ARN messager de 2584&gaie bases (pb). La séquence de

by

'ADNc correspondant a p76 a été répertoriée dar@BINsous le numéro d’acces

NM_173542. La séquence en 5’ non codante est gdb28a séquence en 3’ non codante est

complete, avec 789 pb et une queue poly(A). Leecadvert de lecture comprend 1767 pb.
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La protéine codée par ce géne comporte 589 acidesés, dont les 41 premiers

correspondent a un peptide signal prédit. Sa nmas$éculaire théorique est de 61 kDa et son

pl de 6,2. Six sites de N-glycosylations sont ge(ftigure 8).

hp76
pf.fptide
_Si_gl':la_[ i2?33%““7‘I1EI *231 ﬁ:!ﬁ q‘?‘;65 ﬁﬂ 5
' 41 ! 548

Figure 8. Représentation schématique de la protéing76 humaine (hp76).
La protéine a un peptide signal prédit de 41 acideaminés, 6 sites potentiels de N-glycosylations ¢éées).

Le reste de sa séquence ne comporte aucun domainadtionnel connu.

Les recherches d’homologies de séquence en utilisdngiciel BLAST montrent que des

protéines de séquence homologue a hp76 existesti@adgne animal (mammiferes, poisson,

poule, drosophile, nématode) mais sont absentanigas procaryotes, les plantes ou les

levures (Tableau 3).

Tableau 3. Protéines de séquence similaire a p76rhaine.

Espéce

% identité®

Longueur de la protéine

(nombre d'acides aminés)

Homo sapiens (LOC196463)

Pan troglodytes (XP_509397.2)

Bos taurus (LOC514347)

Mus musculus (LOC71772)

Rattus norvegicus (LOC246120, complétée)
Tetraodon nigroviridis (CAG0854)
Strongylocentrotus purpuratus (XP_78031)
Caenorhabditis elegans (Y37D8A.2)
Dictyostelium discoideum (XP_645818.1)
Trypanosoma brucei (XP_844855)
Drosophila melanogaster (CG10645)

100% (589)
98% (539)
83% (585)
82% (558)
82% (547)
62% (332)
56%(269)
44% (513)
37% (516)
28% (562)
28% (416)

589
539
585
594
585
527
289
571
572
659
658

% e nombre entre parenthése représente la longweela séquence sur laquelle le pourcentage d'ideatiété

calculé.
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Ces protéines sont regroupées et déecrites comnme @ayalomaine «laminin A ». Malgré des
essais d’alignements de séquence entre hp76 esalesunités de laminines (grosses
protéines de la matrice extracellulaire de plusiesemtaines de kDa, ayant 14 isoformes et 3
sous-unités), aucune homologie de séquence enfieepZes protéines n'a été trouvée
(Morgan et al, 2004). Cette dénomination de domaif@ninin A » proviendrait de la
premiere identification du géne codant pour lagire homologue de p76 chez la drosophile,
qui avait été nommkama pourlamina ancestroPerez and Steller, 1996), car isolé a partir
du premier ganglion optique ou lamina. Ainsi, iirdgerait qu'un amalgame entre « lamina »
et « laminin A » soit a I'origine de cette appebat

Parmi les protéines de séquence homologue a ha#&gule ayant une fonction démontrée
expérimentalement est celle de 'ambietyostelium discoideuprécemment décrite comme
étant une phospholipase B (Dd-PLB)(Morgan et d&04). Les sites actifs de lipases sont
constitués de trois résidus conserves : séringriadp et histidine, avec la sérine présente
dans un pentapeptide « GXSXG » conserveé (X étamitcide aminé quelconque)(Schrag and
Cygler, 1997). La séquence de Dd-PLB ne contiestcggpoentapetide. Cependant, il existe au
moins un autre mécanisme catalytique, par exenpole; les PLB bactériennes et la PLA2
cytosolique, qui implique une diade catalytiquecaumee sérine et un asparate, qui ne sont pas
présent dans un peptide consensus (Dessen €929). 1 es auteurs en déduisent ainsi que la
Dd-PLB forme une nouvelle famille de lipases, etenb que dans la séquence la plus
conservée des protéines homologues de la Dd-PLB&sidu sérine est présent (la séquence
NSGTYNNQW, cf Figure 9, séquence surlignée en jaune pourrait bien étre la sérine
catalytigue. Cette séquence conservee est prédante hp76. Par ailleurs, hp76 et mp76

présentent un pentapeptide « GXSXG » (Figure Qesgp surlignée en rose).
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Figure 9. Alignement des séquences de hp76 (p76 haime), mp76 (p76 de souris), rp76 (p76 de rat) eed

Dd-PLB (phospholipase B deD. discoideum).

La séquence surlignée en jaune correspond au peptide plus conservé entre ces séquences. Les résiels

rose correspondent au pentapeptide « GXSXG » (chHiee).

60



IV . LES PHOSPHOLIPIDES ET LES PHOSPHOLIPASES

L’homologie de p76 avec une phospholipase B nouscaé a explorer le domaine des
phospholipides et des activités de type phosplesipa

1. Structure des phospholipides

Un phospholipide (Figure 10A) est formé a partiurdd molécule de glycérol, dont deux
groupements hydroxyles sont estérifiés avec deakel d’acide gras. La chaine d’acide gras
en carbone 2 du glycérol, appelé égalenmm® (pour stereospecifically numbered-2) est
frequemment un acide gras insaturé, formant un egoatbrs que celui en carbone 1 du
glycérol (ousn-1) est frequemment saturé. Le groupement hydroxykne3est, lui, estérifié
par I'acide phosphorique, créant ainsi une tétaipml Un tel phospholipide est un acide
phosphatidique. Le groupement phosphate peut former autre liaison ester avec un
groupement choline, éthanolamine, sérine, glycérol un sucre de type inositol. Le
phospholipide est alors nommé  phosphatidylcholinePC,( Figure  10A),
phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylsériRs)( phosphatidylglycérol (PG) ou
phosphatidylinositol (Pl1), respectivement.

Il existe un autre composant important des memisrafee sphingomyéline. Elle n’est pas un
phospholipidestricto sensudans sa composition moléculaire, mais elle a lenenétructure
gue la phosphatidylcholine. La molécule de basdajuompose est une sphingosine (Figure
10A). Un céramide est une sphingosine avec un apige lié par une liaison amide (au lieu
d’une liaison ester dans les phospholipides) (EigL®A). La sphingomyéline est alors un
céramide avec une téte polaire (un pont phosphiediagec un groupement choline). Il existe
de nombreux composeés lipidigues ayant comme un#é bdse le céramide: les
glycosphingolipides, comme les cérébrosides, Igsafjpides neutres, les gangliosides. lls
sont dotés d'un groupement, polaire ou non, forraé yn ou plusieurs sucres en C1 du

céramide.
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Figure 10. Phospholipides, sphingomyéline et phosplipases, sphingomyélinase et céramidase.

(A) Structure de la phosphatidylcholine et de la dpingomyéline. L'unité de base des phospholipides tes
une molécule de glycérol, dont les atomes de carlemsont numérotés C1, C2 et C3. L'unité de base ke
sphingomyeéline est une sphingosine. Le céramide este sphingosine avec un acide gras lié par uneiban
amide. (B) Sites de clivage des phospholipides pkrs phospholipases A (PLA1 et PLA2), C (PLC) et D
(PLD) et sites de clivage de la sphingomyéline p& sphingomyélinase (SMase) ou la céramidase.

Un phospholipide (ou une sphingomyéline) est dame molécule amphiphile, avec une téte
polaire et une queue hydrophobe et apolaire. Dams phase aqueuse, les queues
hydrophobes des phospholipides se regroupent, Bagedétes polaires a linterface. lls
forment ainsi des micelles ou des liposomes, gut sies vésicules de taille variable, en
bicouches ou multilamellaires (Figure 11). Ce ppedait des phospholipides les constituants
essentiels des membranes cellulaires. La compoestiophospholipides dans les membranes
cellulaires varie selon I'organite, et leur répati est assymétrique entre les feuillets externe
et interne. Par exemple, dans la membrane plasmigueC et la sphingomyéline sont les
phospholipides les plus abondants sur le feuikétraee, alors que le feuillet interne contient
majoritairement des PS et PE (Zachowski, 1993).
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monomere micelle liposome

Figure 11. Assemblage des phospholipides.

Un monomeére de phospholipide est représenté avec &&te polaire (cercle) et une queue hydrophobe
(trait). Les phospholipides peuvent s’assembler emicelle ou en liposome. Celui-ci est représenté ici
simplement comme une vésicule bicouche. Les liposesisont trés divers, ils peuvent étre plus gros,
multilamellaires, former des compartiments concentiques.

2. Fonction générale des phospholipides

Les phospholipides membranaires ont longtemps été&sidérés comme des composés
« inertes » servant uniqguement a la compartimemates systemes biologiques.

Cependant, cette idée est largement dépasséedihjautant les exemples sont nombreux de
leur implication dans les mécanismes cellulairéexternalisation de la PS sur le feuillet
externe de la membrane plasmique est un marquswedleles apoptotiques spécifiquement
reconnu par les phagocytes (Martin et al.,, 199%s lradeaux lipidiques, riches en
sphingolipides et en cholestérol, sont des platedsr impliguées dans la signalisation
cellulaire. Le phosphatidylinositol, qui peut étphosphorylé en trois positions sur son
inositol, implique un role différent pour ce phosppide a chaque combinaison de
phosphorylations possible. Par exemple, le PIP8gjpihatidylinositol 3-monophosphate) est
abondant a la surface des endosomes précocesgtgihtspécifiquement avec la protéine
EEAL ; le PI(4,5)P2 est abondant a la membranemptpe ou il intervient pour la formation

des puits couverts de clathrine (Ford et al., 2002)

Par ailleurs, les structures différentes des Ipidg phospholipides sont directement
impliquées dans la courbure des membranes, et ont deur importance dans les
remodelages membranaires (fusion, invagination damiopnanes). Par exemple, l'acide
arachidonique a une forme de cobne, alors que Badgsophosphatidique est un

lysophospholipide en forme de cone inversé. Ailss de la formation de la vésicule de
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clathrine, une enzyme, I'endophiline Al, catalyseylation de I'acide lysophosphatidique
par un acide arachidonique, formant alors un agidesphatidique, qui a la forme d'un
cylindre. Il est proposé que ce changement dertadales phospholipides soit a I'origine du
passage d’'une courbure positive de la membranenmae a une courbure négative, au

niveau du col de la vésicule (Huttner and Schn2d@0).

3. Les phospholipases

Les phospholipases sont les enzymes qui clivenplespholipides. Elles jouent un réle
central dans la digestion des phospholipides dualiolentaire et dans la synthese et le
renouvellement des membranes cellulaires. Leur e8le également primordial dans les
processus de transduction du signal, ou les pothérés servent de messagers cellulaires.
Les phospholipases sont classées selon le sitdivdges du substrat phospholipidique en
phospholipases A, B, C et D (Figure 10B). En plus cette régiospécificité, les
phospholipases ont des spécificités plus ou maigelenvers les tétes polaires ou les chaines
d’acides gras.

Les phospholipases A (PLA) clivent la liaison estarniveau des acides gras, libérant un
acide gras et un lysophospholipide. La PLA1 (EX1332) clive la liaison en positian-1

du phospholipide ; la PLA2 (E.C.3.1.1.4) clive ee#in positiorsn-2 Les PLA2 sont plus
nombreuses et mieux caractérisées que les PLA&Xidle des PLA2 sécrétées (pancréatiques
ou de venins de serpent, types | & IV) ou intratalies (cytosoliques (dépendantes dd'Ta
ou dites « C& indépendantes », types V & VII). Les PLA2 sontliqugées dans de trés
nombreux processus, par exemple la médiation deédanse inflammatoire, I'agrégation
plaguettaire, la contraction des muscles lissear k&action libére de I'acide arachidonique,
un acide gras a 20 atomes de carbone avec 4 iasahs, qui est le précurseur des
leucotrienes, des prostaglandines et autres eiotes) hormones locales présentes dans tous
les organes et tissus.

Les phospholipases B (PLB) sont décrites de deuxéres dans la littérature : une définition
les décrit comme des lysophospholipases (E.C..3)1dqui hydrolysent la deuxiéme liaison
ester de lysophospholipides, apres une hydrolyseupa PLA (Wang and Dennis, 1999).
L’autre définition, qui est la plus répandue, déles PLB comme des hydrolases qui ont une
activitt'  PLA et lysosphospholipase, libérant alodeux acides gras et un
glycérophospholipide (Delagebeaudeuf et al., 19d8ury et al., 2002; Takemori et al.,

1998). La PLB de mammifere est une éctoenzyme mgaridans les épithélia, dont les
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fonctions seraient diverses : son réle dans laurerdn brosse des intestins serait la digestion
terminale des phospholipides (Diagne et al., 198dssama-Diagne et al., 1992) et de la
vitamine A (Rigtrup et al., 1994). Dans I'épidernedle serait responsable de la production
des acides gras, importants dans la fonction dé&bade la couche cornée supérieure (Maury
et al., 2002). Egalement présente dans I'épididyanBLB jouerait un réle dans la maturation
du sperme (Delagebeaudeuf et al., 1998).

Les phospholipases C et D (PLC, E.C. 3.1.4.3 et ,AEIT. 3.1.4.4), la sphingomyélinase
(E.C. 3.1.4.12) et la céramidase (E.C. 3.5.1.28) des actrices de la transduction du signal :
elles hydrolysent des PC, des PI et des sphingamegelet les produits de la réaction sont des
messagers secondaires (par exemple, le diacylglycdes facteurs mitogenes (par exemple,

I'acide lysophosphatidique) ou des médiateurs agoptose (par exemple, la sphingosine).

Les phospholipases sont des enzymes solubles)w@nse de leur substrat. On observe un
phénomene d’activation interfaciale de ces enzymelfes sont trés actives lorsque la
concentration en substrat est supérieure a la atnati®n micellaire critique (la CMC), c'est-
a-dire lorsque les phospholipides forment des &iras organisées. L’adsorption d’une
phospholipase sur une membrane est ainsi dépendarite « qualité » de l'interface, régie
par la composition en phospholipides, le pH enviaot, la présence de sels ou de cofacteurs.
Les produits générés par les phospholipases pelédteat hydrophiles, hydrophobes ou
amphiphiles, ce qui modifie en retour la qualité ldeterface et donc l'activité de ces

enzymes (Verger, 1980).

4. Les phospholipases lysosomales

Les phospholipases lysosomales ne sont pas en&srebien caractérisées aujourd’hui au
niveau moléculaire. Pourtant, la description biotdhjue de ce type d’activité remonte a 1967
ou une activité de type « phospholipase B » lys@erptimale au pH 4,5 et indépendante
du calcium a été décrite dans la fraction soluledldydosomes purifiés a partir de foie de rat
(Mellors and Tappel, 1967). De nombreuses autrds/ités phospholipases A et B
lysosomales ont été deécrites biochimiquement, olgenpar de nombreuses étapes de
fractionnement et de purification réalisées a paldi fractions enrichies en lysosomes. Par
exemple, une activité phospholipase Al lysosomalelée de foie de rat, a été bien
caractérisée tant au niveau de son activité (inutgete du C3, activée par le Triton X-100

et les lipides chargés négativement) que des espeotdiques impliquées (glycoprotéines de
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90, 44, 34, 24 et 15 kDa)(Hostetler et al., 1982etRet al., 2005). Il semble que le gene
codant pour cette protéine ne soit toujours pasé;lai la séquence de la protéine référencée
dans les banques de données. Aujourd’hui, seules pleospholipases lysosomales ont été
clonées et caractérisées :

Une enzyme, appelée PLA2 lysosomale/ACS (pour le@@eramide Synthase) est
référencée comme la lysophospholipase A3 dans $Rwis (alors quil a été montré
expérimentalement qu’elle n'avait pas d’activitésdphophospholipase)(Hiraoka et al.,
2002)). Cette enzyme de 40 kDa a une double aetivéinsacylase du céramide et PLA2
indépendante du calcium (Abe and Shayman, 199&okK# et al., 2002). Sa localisation
lysosomale n'a pas été démontrée expérimentalemeis, elle est suggérée par I'optimum
d’'activité a pH acide. Elle est trés fortement éxgge dans les macrophages alvéolaires, ce
qui en fait un acteur important dans la dégradatlansurfactant pulmonaire (Abe et al.,
2004). Les souris K.O. pour ce gene développentplmspholipidose, avec des inclusions
lamellaires intracellulaires de phospholipides enéss dans les macrophages alvéolaires et
péritonéaux. (Hiraoka et al., 2006). Cette enzymea forte homologie de séquence avec
deux enzymes qui ne sont pas lysosomales : laHiedtholesterol AcylTransférase (LCAT),
qui estérifie le cholestérol plasmatique, et la iltée:.cholestérol acyltransférase-Like
lysoPhosphoLipase (LLPL) qui a une activité lysagptwlipase (Taniyama et al., 1999).

Une autre phospholipase A2 lysosomale calcium-iadéante (aiPLA2) a été clonée (Kim et
al., 1997). Elle porte également plusieurs nomeroxiredoxine-6, 1-Cys peroxiredoxine (1-
Cys PRX), antioxidant protein 2 ou Non-Selenium t&ioione Peroxidase (NSGPx). Cette
protéine de 24 kDa spécifique des poumons et dieaara également une double fonction : a
pH acide, elle a une activité PLA2 (mais pas diaigti PLAL) et a pH basique, elle a une
activité peroxidase pour empécher la peroxidates ghospholipides (Chen et al., 2000). Les
souris K.O. pour ce gene présentent également éfi@ethce au niveau de la dégradation des

phospholipides pulmonaires (Fisher et al., 2005).
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V. OBJECTIFS DE LA THESE

Une partie des objectifs du laboratoire vise aefgirogresser la compréhension de la
« physiologie lysosomale ». Dans ce but, des aealywotéomiques ont été menées au
laboratoire et ont permis la découverte de plusigomotéines non caractérisées alors.
L’'approche par protéomique est récente et différetés approches classiques ou une
pathologie est a I'origine d’études sur les mégars moléculaires. Cependant, on peut faire
le pari que les études sur des protéines nouvetieidentifiées participeront également, a
long terme, a la compréhension des mécanismes utaies physiologiques, et qu’elles

seront peut-étre corrélées a des maladies de sgeckacore non caractérisées, comme par

exemple la dysplasie géléophysique, le syndroméuthés-Varon ou I'éthanolaminose.

La protéine p76, découverte au laboratoire, a &tactérisée dans le cadre de mon travail de
these.

Notre objectif était d’abord de chercher a confirrtaelocalisation de p76. Alors que cette
protéine a été identifiée parmi des protéines pbdas sucres mannose-6-phosphate, il fallait
vérifier si p76 portait véritablement des sucreseeype et surtout, si elle était véritablement
localisée dans les lysosomes.

En étudiant p76, il est apparu clairement qu'dlieissait une maturation protéolytique. Ainsi,
nous avons également cherché a caractériser Ipssétie maturation de p76, pour savoir
guelles étaient les chaines de la forme de matne76, et de quelle maniere elles étaient
associées.

Une autre interrogation concernait la fonction detec nouvelle protéine soluble. Son
homologie de séquence avec une phospholipase Batiestelium discoideupainsi que la
confirmation de sa localisation dans un organitet d® role est d’hydrolyser toutes sortes de
substrats nous a orienté vers la question suivaméé est-elle une phospholipase

lysosomale ?
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MATERIEL ET METHODES

|. BIOLOGIE MOLECULAIRE

1. Clonage

La séquence d’ADN codant (ADNc) pour hp76 a étéeobe par RT-PCR (Reverse-
transcription PCR) sur des ARNm purifiés a parérogllules U937, avec les amorces F1/R1
(Tableau 4). La séquence d’ADNc de hp76 sans ségusignal et sans codon stop a été
amplifiée avec les amorces F2/R2, digéré Igardlll et Xhd puis clonée dans le vecteur
pFLAG-ATS (Sigma-Aldrich), préalablement coupé pdmndill et Xhd. Le plasmide
résultant a été appelé pFLAG-hp76 et permet I'esgiom en bactérie de la protéine hp76
avec une étiquette FLAG a I'extrémité N-terminappelée FLAG-hp76).

Deux constructions ont été réalisées pour I'expwasen cellules eucaryotes de la protéine
chimére hp76-myc-His(dite hp76-myc). L’ADNc de hp76 sans codon stagéaamplifié par
PCR avec le couple d’amorces F1/R1. Aprés digegtahlindlll et Xhd, le produit de PCR

a été cloné dans le vecteur pcDNAS.1/myc-His(+)Avitfogen), également digéré par
Hindlll et Xhd, pour donner le plasmide pcDNA3.1/hp76-myc-HiALNc codant pour la
protéine de fusion a ensuite été amplifié par PQRréir du plasmide pcDNA3.1/hp76-myc-
His avec les amorces F3/R3, et cloné dans le vedtexpression pCEP4 (Invitrogen), digéré
par Kpnl et Xhd. Ce plasmide, appelé pCEP4/hp76-myc-His, a pefexpression de hp76-
myc dans les cellules humaines HEK 293-EBNA.

Une construction a été réalisée pour I'expressiooaiules eucaryotes de la protéine chimere
hp76-GFP. L’ADNc de hp76 sans codon stop a été iistnglar PCR avec le couple
d’amorces F1/R5. Apres digestion péindlll et Kpnl, le produit de PCR a été cloné dans le
vecteur pEGFP-N3 (Clontech), digéré pandlll et Kpnl. Ce plasmide résultant a été appelé
php76-GFP.

Un plasmide permettant I'expression de hp76 sampaite a été construit par insertion
simultanée de deux fragments d’ADNc de hp76 (538t dans le vecteur pcDNAS.1
(Invitrogen), digéré pakKpnl et Xhd. Le fragment 5 de hp76 a été purifié a partir du
plasmide pCEP4/hp76-myc-His, coupé fanl et BamH. Le fragment 3’ de hp76 a été
obtenu par la digestion d’'un fragment de I'ADNc Hp76 amplifié par PCR (couple
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d’amorces F4/R4) et digeré p&amH et Xhd. Ce plasmide résultant a été appelé
pcDNA3.1/hp76.

Le plasmide pCMV-SPORT6/mp76 permettant I'expressie la protéine p76 de souris
(mp76) a été obtenu auprés du RZPD (Deutscheo®essZentrum fir Genomforschung) :

sous le nom de clone IRAVp968E0290D6).

Tableau 4. Amorces utilisées en PCR pour cloner p76es sites de restriction sont en italique.

Nom de la Forward primer Reverse primer
paire
F1/R1 GGA QA GCT AT GGT GGG CCA GAT |GCA TCT CGA G3T CCC ATG AAA CCT

GTACTGC

TGA CAG G

F2/R2 ATA TAA GCT AT CCC AGC GCC GGG |GCATCT CGA GT CCC ATG AAACCT
GGG CCG CTG G TGA CAG G

F3/R3 AGT TGG TAC Q\A GGT TAT GGT GGG | GCG CAA GCT TC AAT GGT GAT GGT
CCAGATG GAT GAT GAC C

F4/R4 CAG CGG CAC GTATAACAACCAGTG |GCATCT CGA GTC AGT CCC ATG AAA

G

CCTTGACAG G

2. Analyse en Northern blot

Une membrane de Northern blot (Human 12 lanes MTNItiMe Tissue Northern
Blot,Clontech), portant 1pug d’ARN poly(A)+ par psextraits de 12 tissus différents, est
hybridée avec un fragment d’ADNc spécifigue de hplg6 307 pb (nt 1323-1630 de la
séquence codante). L’ADN codant poutactine humaine est utilisé comme contréle positif
et standard interne. Le marquage radioactif desordes est réalisé avec du’fP]JdCTP par
synthese d’ADN avec amorces aléatoires (Rediprinfiahdom Prime, GE Healthcare). Les
différentes étapes subies par la membrane sostileantes : pré-hybridation a 65°C pendant
30 min avec la solution ExpressHyb (Clonetech),riadtion avec la sonde radioactive a
65°C sur la nuit, lavages de 15 minutes a températmbiante, une fois avec du SSC 2 X,
0,1% (p/v) SDS, deux fois avec du SSC 1 X, 0,1% $D&ux fois avec du SSC 0,5 X, 0,1%
SDS. Le résultat de I'hybridation est révélé surRhosphorimager (BioRad), et quantifié
avec le logiciel Quantity One (BioRad). La membrase déshybridée par 4 bains de 50 mL
de SDS 0,5% préalablement bouilli, puis rincée iplus fois au SSC 2X (Sambrook et al.,
1989).
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3. Techniques d'interférence a ARN

Les séquences des duplexes de siRNA qui cibleiRNiA de hp76 sont indiquées dans le
Tableau 5. Elles ont été dessinées par le fabriqfainligo). Certains de ces duplexes ont été
synthétisés avec une étiquette biotine placéexardmité 5’ du brin sens.

Tableau 5. Duplexes de siRNA ciblant TARNm de hp78.a numérotation des nucléotides (nt) commence
au premier nucléotide (nt) du cadre ouvert de lectte de hp76.

Nom du | séquence ciblée sur TARNM brin sens brin antisens
duplexe de hp76 et particularités
siRNA1 nt 310-329 GCACAAGUGGCCAAUACUUGUAUUGGCCACUUG
AAdTAT UGCTdT
siRNA2 nt 404-422 UGAACACGGTUGGTUGAUAAUUCACCACCGUGUU
AUUAdTdT CAdTdT
siRNAL- siRNAL avec une biotine | biotGCACAAGUGGCCAA | UUGUAUUGGCCACUUG
- . , . UACAAdTAT
biotine greffée en 5’ du brin sens uGCdTdT
siRNA C- contrdle négatif (séquence biotACAUGGCUAACGAA | UCGUGUUCGUUAGCCAU
aléatoire du siRNA1), avegq CACGAdTdT GudTdT
une biotine greffée en 5’ du
brin sens

Quatre plasmides codant pour des shRNA ciblantifgpéement hp76 ont été achetés
(Sigma). Le Tableau 6 donne la séquence des shRiHAuis par ces plasmides, et la
séquence ciblée sur ’ARNmM de hp76.

Tableau 6. ShRNA ciblant ’TARNm de hp76. La numéroaition des nucléotides (nt) commence a au
premier nt du cadre ouvert de lecture de hp76.

Nom du séquence ciblée sur TARNm de hp76 et séquence du shRNA
duplexe particularités

shRNA1 nt 1430-1450 CCG CTC
GAG TTTTT

shRNA2 nt 810-830 CCG CTC
GAG TTTTT]

ShRNA3 nt 498-518 CCG CT
CGA TTTT

shRNA4 nt 2303-2323 (3’ non codant) CCG CTC
GAG TTTTT
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II. BIOLOGIE CELLULAIRE

1. Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires HelLa et U937 proviennentI'ddTC (American Type Culture
Collection) et la lignée HEK 293-EBNA a été achedemvitrogen. Les fibroblastes murins
JR11 nous ont été donnés par le Dr B. Hoflack (ersNé de Dresden, Allemagne). Les
cellules de cette lignée sont des fibroblastes goniraires de souris dont les génes codants
pour les deux récepteurs au mannose-6-phosphateélR&l et CD-MPR) ont été inactivés.
Du fait de cette déficience, les cellules sécretemtstitutivement les protéines M6P
nouvellement synthétisées. Les fibroblastes humaitdD » (I-Cell Disease) nous ont été
donnés par le Pr T. Levade (Inserm U466, Toulodance). Ces cellules sont des
fibroblastes isolés d’'une personne atteinte de tpidose de type Il et immortalisés. Cette
maladie est due a une déficience en 'UDP-GIlcNawsphotransférase, ce qui provoque une
sécrétion constitutive des protéines lysosomalksks et une quasi-absence des hydrolases
acides dans les lysosomes.

Les lignées Hela, HEK 293-EBNA, JR11 et ICD soritieées en DMEM-Glutamaxl riche
en glucose (4,5 g/L)/10 % SVF. La lignée U937 esdtice en RPMI-GlutamaxI/10% de
SVF. Les lignées CHO sont cultivées @eMEM/10% SVF. Les milieux et le sérum sont

vendus par Invitrogen.
2. Transfection et lignées cellulaires transfectées

Les cellules HelLa et CHO sont transfectées a I'dielé-ugene6 (Roche), selon le protocole
fourni, tandis que la transfection des cellules HEX8-EBNA est réalisée par précipitation au
phosphate de calcium. La sélection des lignéesferatgées de maniere stable est réalisée par
addition dans le milieu de culture de généticind1& sulfate, Invitrogen) a 0,6 mg/mL
(HeLa) ou a 1 mg/mL (CHO) ou a 0,3 mg/mL d’hygroimg B (Invitrogen) (HEK 293-
EBNA). Les lignées CHO apres transfection sont teaimes en présence de 0,6 mg/mL de
geéneéticine.

La transfection des duplexes de siRNA (160 nM jirgair les cellules CHO/hp76-GFP est
réalisée avec de la Lipofectamine 2000 (Invitrogeaipn les recommandations du fabriquant.
La transfection des duplexes de siRNA (mélangeo®B/2 de duplexes non marqués et de

duplexes marqués a la biotine, 100 nM final) s éellules HelLa est réalisée avec
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I'oligofectamine (Invitrogen), selon les recommatiolas du fabriquant. La transfection des
lignées 293/hp76-myc avec les plasmides de shRNArésisée par précipitation au
phosphate de calcium, puis les cellules sont sétewtes en ajoutant de la puromycine dans

le milieu de culture (3 pg/mL, Invitrogen)

3. Analyses en immunofluorescence

Pour des analyses en transfection transitoirecddisles HelLa sont transfectées a 70 % de
confluence, puis étalées sur des petites lamgsuits3(BD Falcon) & Iellules /puits le jour
suivant. Dans le cas des lignées stables, lesleslkont étalées directement, a la méme
concentration. Trois jours apres, les cellules fmrées avec du PBS et fixées durant 20 min a
température ambiante dans du méthanol/acétone0)s5pré-refroidi a -20°C. Avant chaque
incubation avec un anticorps, pour éviter le magguaon-spécifique, les cellules sont
incubées 5 a 10 minutes avec la solution de blo¢@B&, Tween-20 0,1 %, BSA 2 %). Les
anticorps primaires sont dilués dans la solutiorblbeage et laissés 45 minutes & 37°C (
Tableau 7 pour les dilutions). Les cellules sorsiuée lavées trois fois 5 minutes avec du PBS
et incubées a 37°C pendant 30 minutes avec lesogosi secondaires (Tableau 7 pour les
dilutions). Les anticorps sont toujours incubésusétjellement. Apres deux lavages au PBS,
les noyaux sont colorés par du Hoechst a 2 pg/mildduilar Probes). Parfois, les marquages
sont post-fixés par une incubation de 15 minutesrgpérature ambiante avec une solution de
PFA 4% dans du PBS. Les cellules sont lavées uiseafeec du PBS, une fois a I'eau
ultrapure et couvertes d’'une lamelle, en préserc®idwiol (Calbiochem). La fluorescence
est observée avec un microscope confocal TSC-S#@al. Les émissions de fluorescence de
I'Alexa 488 et du FITC sont collectées entre 508D nm (longueur d’onde d’excitation :
488 nm), celle de la Cy-3 entre 555 et 620 nm (l@og d'onde d’excitation : 543 nm) et
celle de la Cy-5 entre 660 et 680 nm (longueur déod’excitation : 633 nm). Les parameétres

sont toujours acquis séquentiellement.
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Tableau 7. Informations sur les anticorps primaireset secondaires utilisés en immnunofluorescence.

Sérum/anticorps Espéce Espéce cible fluorochrome fournisseur dilution
hp76Ab lapin homme ] Charles River Purifié : 1/50
Laboratories
EST-13Ab lapin homme ) Charles River 1/35
Laboratories
Crp76Ab lapin rat, souris, i Charles River 1/40
homme Laboratories
' Laboratories
) purifié : 1 /25
Nhp76Ab lapin homme - Neo MPS
(pas de marquage)
) purifié : 1 /20
Nmp76Ab lapin souris - Neo MPS
(pas de marquage)
_ _ 1/1000
Anti LAMP2 souris homme - BD PharMingen
ﬁnn-c_athepsm_e D chevre  souris, homme - Santa Cruz 1/25
umaine, murine
a-lapin Cy-3 chevre lapin Cy-3 Jackson 1/1000
a-lapin A488 chévre lapin Alexa 488 Molecular Probes 1/1000
a-souris Cy-3 ane souris Cy-3 Jackson 1/1000
a-souris A488 chevre souris Alexa 488 Molecular Probes 1/1000
a-souris Cy-5 ane souris Cy-5 Jackson 1/1000
a-chevre Cy-3 ane chévre Cy-3 Jackson 1/200
a-chevre FITC ane chevre FITC Serotec 1/200

4. Internalisation de hp76-myc par les cellules ICD

Des cellules ICD sont étalées a environ 6xdéllules / mL. Le lendemain, les cellules sont
lavées une fois avec du PBS. Une solution de hpyian PBS, purifié a partir de surnageant
de culture de cellules 293/hp76-myc sur une coloivb&C d’ion cobalt (cf paragraphe

« Purification de hp76-myc sur la colonne IMAC diicobalt ») et concentré 1200 fois par
rapport au surnageant initial, est mélangée a lme de milieu DMEM, SVF 10%. Apres

plusieurs heures d’incubation, les cellules sonéda trois fois avec du PBS, fixées par un
mélange méthanol/acétone et immunomarquées contdigaiénau paragraphe « Analyses en

immunofluorescence ».
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[lI'. BIOCHIMIE

1. Electrophorese et coloration des gels

La séparation par SDS-PAGE des protéines reduiesréalisée selon le protocole de
Laemmli (Laemmli, 1970), en utilisant des systéenBsRad ou Xcell SureLock Novex,
Invitrogen) avec des gels pré-coulés commerciauMP@gde, Invitrogen). Les gels en 2
dimensions sont réalisés selon le protocole déenits (Journet et al., 2000; Journet et al.,
2002). Des bandes d’isoélectrofocalisation IPG dam7(gradient linéaire de pH 4-8) sont
utilisées pour la'?® dimension, et 1a'9™ dimension est réalisée sur des mini-gels (9x9cm)
SDS-PAGE a 10% de polyacrylamide. Les gels sordréslau nitrate d’argent ou au bleu
colloidal (Bio-Safe, BioRad).

2. Western blot et overlay

Les échantillons de protéines séparés par SDS-P#dBE transférés sur une membrane de
PVDF Immobilon-P (Millipore), & 90V, pendant 1h34°C en Tris-Base 25 mM, glycine
192 mM, éthanol 10%. Apres transfert, les membraones bloquées avec du lait écréemeé 5 a
10 % (p/v), dans un tampon PBS/Tween-20 0,05% ,(uweéndant 10 a 30 minutes a
température ambiante. Elles sont ensuite incubéss lanticorps primaire dilué dans du lait
écrémé a 2 %, soit sur la nuit a 4°C, soit 1h3Ceraperature ambiante. Les dilutions
employées sont indiquées dans le Tableau 8. Lesbnagies sont ensuite lavées trois fois 5
minutes avec du PBS/Tween-20 0,05% et incubéesute etempérature ambiante avec les
anticorps secondaires adéquats couplés a la pasxide raifort (HorseRadish peroxidase,
HRP). Il s’agit soit d’anticorps de chevre antiilapiRP (Pierce) aux dilutions 1/50000 ou
1/25000, soit d’un anticorps de chevre anti-soHifi¥? (BioRad) a la dilution 1/3000, ou d’un
anticorps de souris anti-chevre-HRP (Sigma) a 2110De signal est détecté par
chimioluminescence, avec le substrat SuperSignatfi (Pierce) puis révélation sur film

photographique (Kodak).
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Tableau 8. Informations sur les anticorps primairesutilisés Western blot

Sérum/anticorps Espéce Espéce cible référence et Dilution en
fournisseur Western blot
. 1/1000
hp76Ab Lapin homme Charles River .
Laboratories Purifié : 1/1000
EST-13Ab Lapin homme Charles River 1/1000
Laboratories
] rat, souris, Charles River
Crp76Ab Lapin _ 1/1000 a 1/800
homme Laboratories
Irp76Ab Lapin rat, souris 1/400
] 1/ 500
Nhp76Ab Lapin homme Neo MPS B
Purifié : 1/500
] ) 1/ 500
Nmp76Ab Lapin souris Neo MPS -~
Purifié : 1/500
ATPase mitochondriale ) ] don de Dr Dupuis
_ Lapin souris _ 1/ 3000
(sous-unité FO) et Dr Lunardi
LAMP1 rat souris 1D4B, DSHB 1/500
CD-98 chevre souris M-20, Santa Cruz 1/200

L’expérience d’overlay est réalisée d'aprés le grote de Valenzano et al. (Valenzano et al.,
1993). Des protéines M6P purifiees a partir deutedl U937 sont séparées par €lectrophorése
2D sur mini-gels et transférées sur membrane deceitulose (BioRad). Les membranes sont
bloguées dans du TBS, Tween-20 0,1%, BSA 3% (péndant 1 heure a température
ambiante, puis incubée avec du sCI-MPR purifié ghofatoire, biotinylé (Biotin Protein
Labelling kit, Roche) a 3,3 nM dans du TBS/0,1 %e&w-20/1% BSA, avec ou sans 5mM
M6P  (Sigma-Aldrich). La membrane est ensuite ikeutavec de la neutravidine-HRP
(1/75000, Pierce) dans du TBS, 0,1 % Tween-20,BSA. La détection du signal se fait de
maniére identiqgue aux Western blots.

3. Deéshybridation des membranes de Western blot

Les membranes ayant déja été incubées avec desrpatprimaire et secondaire peuvent étre
ré-incubées avec un autre anticorps aprés avoulésiéybridées. Pour cela, la membrane est
incubée dans du tampon Tris/glycine/SDS (Tris-B&sanM, glycine 192 mM, 0,1% (w/v)
SDS, Biorad) a 50°C pendant 30 minutes, sous agitata membrane est ensuite lavée de
manieére extensive avec du PBS/Tween-20 0,1%. Lfadesede signal résiduel sur la
membrane est systématiquement contrélée par blara§8S, Tween-20 0,05%, lait 5-10 %,

incubation avec I'anticorps secondaire et révétagin chimioluminescence.
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4. Purification des anticorps

La purification de hp76Ab est réalisée par affirsité une colonne de hp76-myc immobilisée
(cf paragraphe 16. « Préparation d’'une colonnefidigd hp76-myc »). Les anticorps
spécifigues sont élués par 400 pL de glycine 100, mNdCl 150 mM a pH 2,3, et
immédiatement neutralisés par l'ajout de 40 pL des TM, pH 9,6. L'éluat est ensuite
concentré a 250 pg/mL final (la concentration €exninée par la mesure de I'absorbance a
280 nm, ou 1 unité D£onm correspond approximativement a 0,7 mg/mL d’lgG).tampon

est changé par ultrafiltration pour du PBS, pussdaticorps sont conservés a -20°C dans 50
% PBS, 50% glyceérol, 0,05% d’azide de sodium.

Pour purifier Nmp76Ab, Irp76Ab ou Crp76Ab, les sesant purifiés sur le peptide
antigénique correspondant fixé sur une membrande\dBF de 8 crf (Immobilon P,
Millipore). La membrane est mouillée avec du metharincée avec 20% de méthanol dans
du PBS, et incubée avec les peptides a 200 pg/m& 2% de méthanol dans du PBS (1,5
mL) durant 5 heures, a température ambiante. Labram est ensuite lavée trois fois 5 min
avec du PBS, trois fois 5 min par du tampon gly@femM, NaCl 150 mM, pH 2,3 et une
fois 5 min par du PBS. La membrane est ensuitebi@ewavec le sérum (1 mL) sur la nuit, a
4°C, puis elle est lavée trois fois 5 minutes ated®BS. Les anticorps sont élués par deux
fois 750 puL de tampon glycine 100 mM, NaCl 150 npW 2,3. Les anticorps purifiés sont
neutralisés, concentrés et conservés comme |'apsdg76Ab.

5. Fat blots

Nous avons utilisé une membrane commerciale (P-6862elon) qui est une membrane de
nitrocellulose sur laquelle sont déposés des trégides, du diacylglycérol, de l'acide
phosphatidique (PA), de la phosphatidyléthanolarfifte), de la phosphatidylsérine (PS), du
phosphatidylglycérol (PG), du phosphatidylinositod-monophosphate (PI4P), du
phosphatidylinositol 4, 5-diphosphate (P1 4,5P2) ptiosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate
(P13,4,5P3) (synthétiques, di-C16:0), de la cdipine (synthétique, di-C14 :0), du
phosphatidylinositol (PI, de soja, C18 :2 et C16 di cholestérol (de laine de mouton), de la
sphingomyeéline (synthétique) et du sulfatide (deeau de porc).

Des membranes portant des lipides sont réalisééabatatoire par dépbt de phospholipides
ou d’acides gras solubilisés dans du chloroformedeu’éthanol, sur des membranes de

nitrocellulose (Hybond C extra, GE Healthcare).
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6. Détermination de la séquence N-terminale des protéés

Pour la détermination de leur séquence N-termirlake,protéines sont séparées par SDS-
PAGE 12%, transférées sur une membrane ProBloili@gp Biosystem) pendant 3 heures a
60V, dans 10 mM de CAPS-NaOH pH 11.0, 10% méthabal.membrane est colorée
pendant 1 minute par du bleu de Coomassie Brillne¢ R-250 (Pierce) 0,1% (p/v), dans du
méthanol 40%/ acide acétique 0,5%, et décoloréel@déthanol 30%. La détermination de
la séguence en acides aminés basée sur la dégradd&dman est réalisée par le Laboratoire
d’Enzymologie Moléculaire (IBS, Grenoble) avec wguesenceur phase gaz (modele 492,
Applied BioSystem). Les dérivés d’acides aminésaptibiohydantoines générés a chaque
cycle de séquencage sont identifiés et quantifiefigne avec un systéme HPLC (Modéle
140C, Applied Biosystem) doté de son logiciel dlgea de données (Modéle 610A, version
2.1).

7. Analyse des N-glycosylations

Des protéines M6P purifiées a partir de cellules3TU%ont dialysées contre du tampon
phosphate de sodium 100 mM, pH 7,4, EDTA 20 mMcetilbes pendant 10 minutes dans le
méme tampon contenant 1% de SDS. Les échantillomis ensuite dilués 10 fois dans du
tampon de réaction (tampon de phosphate de sodd@mM, pH 7,4, EDTA 20 mM, 1%
NP-40, 1 % (v/v)B-mercaptoéthanol, 0,1% SDS) et la PNGase F esttégoa une
concentration finale de 60 U/mL. Les échantilloositslaissés a 37°C pendant les durées
indiquées. La réaction est stoppée par I'ajout ampbn Laemmli ou en bouillant les
échantillons pendant 10 minutes. Dans ce dernisr ks fragments déglycosylés sont
concentrés en utilisant 10 puL de billes Strataclgztnatagen) par échantillon en vortexant
pendant 1 minute et en centrifugeant les billes. pr@téines sont éluées en bouillant les billes
reprises dans du tampon Laemmli pendant 10 min: Rmalyse en Western blot, on dépose
sur chaque piste I'équivalent de 6 X t@llules U937 pour I'analyse avec hp76Ab et dex30
10 cellules pour I'analyse avec Crp76Ab et Nhp76Ab.

8. Production et purification de protéines M6P a partr de lignées cellulaires

Les protéines M6P sont produites et purifiées sédsnprotocoles décrits dans la littérature
(Hoflack et al., 1987; Journet et al., 2000; Joumteal., 2002). Pour la lignée U937, les
cellules sont lavées avec du PBS, diluées & d@lules/mL un milieu DMEM-

GlutamaxIl/RPMI-Glutamaxl 1/1 supplémenté avec 1wWg)(de Nutridoma-SP (Roche), 10

80



mM NH.CI et incubée durant 24h. Pour les cellules JR&l¢éllules a confluence sont lavées
avec du PBS et placées dans le méme milieu mas N&hCl. Les protéines M6P des
cellules 293/hp76-myc sont purifiées a partir demmageants en DMEM-Glutamaxl. Les
protéines des surnageants sont ensuite précipaiéesulfate d’ammonium (0,5 g/mL) ou
concentrées par ultracentrifugation sur des colervierocon YM-10 ou Centricon YM-10
(Millipore). La purification par affinité est réake soit sur une colonne Affigel-10, soit sur
une colonne Vivapure Mini (Epoxy membrane mini Hiyascience) soit sur des filtres
Sartobind Epoxy 75 (Sartorius) sur lesquelles dtMBRa été greffé. Les protocoles de
purification sont adaptés selon les recommandatthn$ournisseur. Les protéines liées au
sCI-MPR sont éluées par 20 mM de M6P dans le tardjgmyuilibration.

9. Production et purification de protéines M6P a partr de cerveau de souris

Quatre cerveaux de souris C57 Black 6 (1,79g) somdgénéisés dans 10 volumes (v/p) de
tampon d’homogénéisation (tampon phosphate de sogdumM, pH 6,8, NaCl 150 mMs-
glycerophosphate 5 mM, EDTA 2,5 mM), contenant 1(¥&) de Triton X-100 et des
inhibiteurs de protéases (Complete, Roche), ersanil un potter en téflon couplé a un rotor
éléctronique (RZR 2102 control, Heidolph). Les pinoés M6P de cerveau de souris sont
purifiées par affinité sur la colonne de sCI-MPRiv@pure Epoxy membrane mini H,
Vivascience), comme décrit pour les protéines MéRighées cellulaires (cf ci-dessus), sauf
gue les protéines retenues sur la colonne songdaveis fois avec du Triton X-100 1 % dans
du tampon d’homogénéisation et trois fois avec ampon d’homogénéisation seul. Les
protéines liées au sCI-MPR sont éluées par du RIGRM dans le tampon d’équilibration.

10. Production et purification de protéine recombinanteFLAG-hp76

Des bactérieg. coli souche BL21, transformées avec le plasmide pFLABEhhommées
E.coli/FLAG-hp76) sont cultivées dans un milieu ilaeBertani a 37°C jusqu’a atteindre une
densité optiqgue de 0,6 unités (absorbance a 600 beypression est induite par 1 mM
d’'IPTG. Quatre heures aprés induction, les cellsta® récoltées par centrifugation a 7900
pendant 10 minutes a 4°C. Le culot des cellules’abibrd soumis a un choc osmotique, pour
libérer les protéines du périplasme dans le suardgé.es fractions solubles et les corps
d’inclusion sont préparés en suivant le protocale@hctif utilisé pour extraire les protéines
deE. coli (Bugbuster, Novagen). Pour la purification degpsat’inclusion, le culot bactérien
est lavé par 10 % du volume de culture avec le tamip(Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100
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mM, EDTA 10 mM). Du lysozyme est ajouté a une comicdion finale de 1 g/L. Apres
centrifugation & 5009 pendant 25 minutes a 4°C, les culots sont congidés de I'azote
liquide et stockés a -20°C. Pour purifier les catfisclusion, qui contiennent la plus grande
partie de hp76 recombinante, le culot est lavé tfois avec du déoxycholate de sodium 0,1
% (p/v) dans le tampon 1, 5 fois avec du NP-40 (vA® dans le tampon 1 et une fois avec
de l'urée 1 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,0. FinalemergsIcorps d’inclusion sont dissous dans
de l'urée 8 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,0, et sont disfg de maniére extensive contre du PBS,
ce qui provoque leur précipitation. lls sont aloentrifugés a 100@0pendant 10 minutes a

4°C puis lyophilisés.
11. Production de protéine recombinante hp76-myc issudes cellules CHO/hp76-myc

Pour la production de la protéine recombinante darsirnageant, les CHO/hp76-myc (ou
CHO/mock) sont lavées deux fois avec du PBS etsmsemilieua-MEM, Nutridoma 1%
(substitut de sérum, Roche). Le surnageant eseatéllet changé trois fois par semaine,
pendant un mois. Il est centrifugé une premiéers B0@ 5 minutes pour faire tomber les
cellule mortes, puis il est centrifugé a 109@u moins 30 minutes a 4°C pour faire tomber

les débris cellulaires.
12. Production de protéine recombinante hp76-myc issudes cellules 293/hp76-myc

Les cellules des lignées stables 293/hp76-myc genfés sont lavées deux fois avec du PBS
et mises en milieu DMEM-Glutamax seul. Le surnagesh collecté et changé deux fois par
semaine, pendant un mois. Le surnageant est egyériine premiere fois a 36 minutes
pour faire tomber les cellule mortes, puis il esttdfugé a 10009 30 minutes a 4°C pour

faire tomber les débris cellulaires.
13. Précipitation au sulfate d’ammonium

Le sulfate d’ammonium (75 % de saturation soit @fL) est ajouté progressivement au
surnageant de culture a 4°C sous agitation etdaigitation des protéines se fait sur la nuit.

Ensuite, le surnageant est centrifugé 1h, a 4%008Q.
14. Concentration des surnageants de culture, changemietie tampon
Dans le cas de la concentration par ultrafiltratiten surnageant collecté est concentré

successivement sur un Centricon Plus-20 (Biomasibipore) (pour réduire le volume a 2
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mL), puis sur une colonne Vivaspin 500 (cut-off BkDa, Vivascience) pour atteindre des
volumes de l'ordre de 40 pL. Les mémes systémes esoployés pour changer le tampon

d’'un échantillon.
15. Purification de hp76-myc sur la colonne IMAC d’ion cobalt

La purification de hp76-myc est réalisée sur uneroee IMAC d’ion cobalt, qui retient
I'étiquette Hig. Cette colonne est préparée au laboratoire armhui filtre maxi-Vivapure
ayant une membrane de type IMAC (pour Immobilizedté Affinity Chromatography),
selon les recommandations du fabriquant (Vivase@grnBrievement, une solution de colbalt
0,5 M est passée sur le filtre, puis celui-ci es®lavec du NaCl 0,1M et équilibré avec le
tampon d’équilibration (imidazole 10 mM, NgPO, 50 mM, NaCl 300 mM). Le surnageant
de culture de cellules 293/hp76-myc précipité alfat d’ammonium est préalablement
dialysé contre le tampon d’équilibration (15 mLnhdales boudins de dialyse avec 4 bains de
100 fois le volume d’échantillon volume, a 4°C. Asrclarification pour enlever des
composés insolubles, I'échantillon est passé deis< ur la colonne IMAC d’ion cobalt.
Apres 4 lavages avec du tampon imidazole 20 mMpietines retenues sur la colonne sont
éluées avec du tampon imidazole 500 mM. L’éluaeastiite concentré par ultrafiltration sur
des filtres Ultrafree-4 (Biomax-5, Millipore) et tampon est changé soit contre du PBS, soit
contre du Tris 50 mM. L’éluat en PBS est aliqudtéangelé. L'éluat en Tris est conservé a -
20°C avec 50% de glycérol (25 mM Tris final). Laacentration en hp76-myc (précurseur de
80 kDa) dans ces deux préparations est estiméé® audsnlL (par coloration a I'argent et

comparaison a une gamme de BSA).
16. Préparation d’'une colonne d’affinité hp76-myc

A l'occasion de la mise au point de techniques wi&ipation de hp76-myc, plusieurs types
de colonnes ont été testées : colonnes IMAC d’'raokel, cobalt ou cuivre immobilisés, ou
colonnes échangeuses d’ion, réalisées de maniéndaise a ce qui a été deécrit
précédemment. Les especes protéiques €éluées dmloasmes (principalement hp76-myc)
sont mélangées et greffées sur une colonne Vivapirg (Epoxy membrane mini H,

Vivascience), pour faire une colonne d’affinité Bpiyc, utilisée pour purifier le sérum
hp76Ab.
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17. Fractionnements subcellulaires de lignées cellulas

Ce fractionnement simple avait pour but I'obtentone fraction soluble (FS) de cellules
enrichies en hp76-myc intracellulaire. Les celludest trypsinées, lavées 2 fois avec du PBS
et centrifugées a 3@0Les culots de cellules sont ensuite repris dansagcharose 250 mM,
Hepes 10 mM, EDTA 1 mM & 3-5 x1@ellules/mL. Les membranes plasmiques sont cassées
par deux passages dans une cellule « one shotwagpareil « Cell Disrupter » (Basic Z
model, Constant Systems LTD) a 0,35 kbar, a froid.surnageant post-nucléaire (SPN) est
obtenu par centrifugation de cette suspension &gpéndant 5 minutes a 4°C. Le SPN est
ensuite soniqué avec une sonde a sonication dagkda (4 fois 10 secondes, a 4 watts
environ, par volume de 1 mL) pour casser les otganet libérer leur contenu soluble.
L'ultracentrifugation de cette suspension a 12@)0Pendant 1 heure a 4°C permet
I'obtention d’une fraction soluble FS. On dose ta@entration en protéine de la FS par un
dosage a l'acide bicinchoninique (kit Sigma), etatrtient en général des concentrations de
l'ordre de 2-4 g/L. Les FS sont soit utilisées experanément, soit conservées dans du
glycérol 50%, a -20°C (cf paragraphe « tests agd¢BD PC »).

Les cellules CHO/hp76-myc ou CHO/mock sont traitegisant le méme protocole, excepté
gu’'apres avoir été trypsinées, les cellules soptises en PBS avant leur passage dans le

« Cell Disrupter ». Pour casser les organitesPI & été congelé, et non soniqué.
18. Fractionnements subcellulaires de foies de souris

Le fractionnement subcellulaire total de foie deirso est réalisé par des centrifugations
différentielles selon les protocoles décrits paldere et al.(de Duve et al., 1955) Des foies
de souris NMRI (pesant 20g environ) a jeln depus sont homogénéisés dans du
saccharose 0,25 M et soumis a une succession defugations de vitesses et durées
croissantes, pour sédimenter les particules entionalde leur taille. A Il'issue de ce
fractionnement, ’'homogénat de foie est fractioenéractions nucléaire (N), mitochondriale
lourde (M), mitochondriale |égére et lysosomale, (hgroxisomale et microsomale (P) et
cytoplasmique (S). Pour l'analyse en Western bloe méme quantité de protéines est
déposée sur gel, ce qui rend compte de I'enriclmesé d’une protéine donnée dans chaque
fraction.

Pour séparer les organites en fonction de leuriggnme fraction « ML » est soumise a une
centrifugation isopycnique. La fraction ML est paéfe par centrifugation différentielle de

maniére similaire a un fractionnement total, saué des fractions M et L sont obtenues

84



directement ensemble, en centrifugeant le surnageast-nucléaire a la vitesse de
sédimentation la plus élevée, a savoir celle qunpe I'obtention de la fraction L. Pour la
centrifugation isopycnique, la fraction ML est dépe au sommet d’'un gradient linéaire de
saccharose préformé (1,09 — 1,26 g/mL, soit 1214,# M) et centrifugé a 4°C pendant 150
minutes a 14420@ dans un rotor SW 55.Ti Beckman. A l'issue de cestparation, 13
fractions sont collectées (Beaufay et al., 1964s densités sont mesurées a l'aide d’'un
réfractomeétre optique.

Le cas échéant, les souris ont subi une injectmiton WR-1339 (0,85 mg/g de masse

corporelle, tyloxapol, Sigma-Aldrich), 4 jours avarétre sacrifiées.
19. Expériences de choc osmotique

Une fraction ML (préparée comme pour une centrifiogaisopycniqgue) est soumise a des
chocs osmotiques de force croissante, de maniéégrdire I'intégrité des organites, et libérer
leur contenu soluble (Appelmans and De Duve, 19b&)fraction ML est diluée dans des
solutions de saccharose de moins en moins conesrtles que la concentration finale est
de 0,25 M, 0,20 M, 0,15 M, 0,10 M, 0,05 M ou 0,02k Apres 15 min d’incubation a 4°C,
différents échantillons sont centrifugés a 4°C3d@M®g pendant 18 min dans un rotor TLA
100.3 Beckman, pour séparer les membranes du eorgeluble. Les membranes sont
reprises dans un volume égal a celui du surnagdans, du saccharose 0,125M, 0,5% Triton
X-100. Pour I'analyse en Western blot, 10 pL degeleaéchantillon sont prélevés, dilués dans
du tampon Laemmli et la concentration en sacchagesajustée a 70 mM. Ces échantillons
sont séparés par SDS-PAGE (gel a 12% de polyacigggm

20. Dosages d’activités enzymatiques lysosomales daas fractionnements
subcellulaires de foies de souris

Les activités de I8-galactosidase}-hexosaminidase @-glucuronidase sont mesurées avec
les substrats suivants, respectivement: 4-methydliiferyl-B-D-galactopyranoside, 4-
methylumbelliferyl-N-acetyB-glucosaminide, 4-methylumbelliferfd-glucuronide (Sigma-
Aldrich). Les dosages sont réalisés a 37°C, dahsml, de tampon acétate 50 mM pH 5,0,
0,05 % Triton X-100 et 1 mM de substrat fluorescéss réactions sont stoppées en ajoutant
1 mL de tampon glycine 50 mM, EDTA 5 mM, Triton X 0,05 %, pH 10,5. La

fluorescence est lue a 460 nm (excitation a 36Q nm)
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IV . SPECTROMETRIE DE MASSE ET BIOINFORMATIQUE

En premier lieu, les échantillons contenant leggmnes d’intérét sont d’abord séparés par
SDS-PAGE. Le gel est ensuite coloré par le ble@Cdemassie. Les bandes a analyser sont
ensuite excisées du gel. Les morceaux de gel sotéist comme indiqué dans les paragraphes

suivants, selon le type d’analyse souhaité.
1. MALDI-TOF

Pour une analyse par empreinte peptidique masieDI-TOF (pour Matrix Assisted
Laser Desorption/lonisation - Time of Flight), leandes de gel contenant les protéines sont
lavées avec 200uL de bicarbonate d’ammonium 25 ik par 200uL de bicarbonate
d’ammonium 25 mM, 50 % (v/v) d’acétonitrile. Ce yae lavage est répété jusqu’a la
décoloration compléte des bandes de gel. Un delaigge est effectué avec de l'eau
ultrapure. Les protéines dans le morceau de geladors digérées par la tryspine (Promega),
a 37°C sur la nuit, dans un volume final de 20u lbarbonate d’ammonium 25 mM. Pour
'analyse en MALDI-TOF, 0,5 pL de la solution degdstion, qui contient les pepptides ayant
diffusé hors du gel, est mélangée a 0,5 pL de omatr{acide alpha-cyano-4-
hydroxycycinnamique saturé dans un meélange acéterb0% (v/v), acide trifluoroacétique
0,1% (v/v). Ce mélange est déposé sur la cibleéagpareil. Le MALDI est réglé en mode
réflectron, de sorte que la mesure des rapportsaras charge (m/z) des ions peptidiques
soit optimale pour les peptides de masse compnise 800 et 3000 Da. L'appareil est calibré

avec un meélange de 4 peptides de masse connue.
2. LC/MS-MS

Pour une analyse par LC-MS/MS, les bandes de detémpar le bleu de Coomassie sont
décolorée par de I'éthanol 30%, puis les protédass le gel sont oxydées avec 7% dOH

et sont clivées en peptides par une digestiorntrgpaine. Les peptides sont ensuite extraits en
trois étapes : a l'acétonitrile 50 % (v/v), puisl’acide formique 5 % (v/v) et enfin a
l'acétonitrile 100 %. Les peptides sont lyophiliséseesuspendus dans de l'acide
trifluoroacétique 0,5% , puis injectés dans un&ayst CapLC nanoLC (Waters) couplé a un
spectrometre de masse QTOF Ultima (Waters). Lesi@ de spectrométrie de masse en
tandem sont acquises et analysées automatiqueraenngdogiciel MassLynx 4.0 (Waters).
La recherche dans les banques de données estuéffepair le programme Mascot 2.0
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(www.matrixscience.coln disponible sur notre Intranet, avec la dernigsmpilation de la

banque de données NCBI. Pour le paramétrage dmlfifctation, les modifications variables

des cystéines et des méthionines en acides cys#iqu sulfones respectivement, sont
autorisées, ainsi que I'oubli d’'un site de clivauge la trypsine. Les protéines identifiées avec
au moins deux peptides ayant chacun un score supéri40 sont validées sans vérification
manuelle. Les peptides ayant un score compris &é8tet 40 sont vérifiés manuellement pour

confirmer ou annuler la suggestion de Mascot.
3. Bioinformatique

Les protéines des gels en 2D sont quantifiees iksant le logiciel Melview (BioRad). Les
recherches d’homologies de séquences sont réalséss le serveur BLAST de NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.goy. Le logiciel « compute Mw/pltool» du site Intetn Expasy

(www.expasy.org/tools/pi_tool.htinkest utilisé pour la prédiction des masses mosdas.

Le site Internet du Centre pour L'’Analyse des Séqas Biologiques (Centre for Biological

Sequence Analysisyww.cbs.dtu.dk a fourni le logiciel de prédiction du peptide read

(SignalP 3.0) et le site de prédiction des sitesNdglycosylation (NetGlyc 1.0). Le site

Internet Symatlaswww.symatlas.gnf.orgest consulté pour ses données de transcriptomique

centralisées a partir de puces a ARN.
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V. TESTS ENZYMATIQUES D'HYDROLYSE DE PHOSPHOLIPIDES
ET ANALYSE DES PRODUITS DE LA REACTION

1. Tests enzymatiques en milieu liquide avec I'asolece

Des « micelles mixtes » sont des micelles prépaages des phospholipides et un détergent.
Dans ce test, des micelles mixtes d’asolectine pagptarées en melangeant I'asolectine en
poudre avec du tampon acétate 250 mM, pH 4,6, MrKel00 0,1%, de sorte que la
concentration finale en asolectine soit de 10 @/tte solution est agitée, vortexée, soniquée
dans un bain a sonication. Il se forme assez aiseom® suspension stable, c'est-a-dire une
solution opalescente et qui ne présente pas ddaslapes une centrifugation breve et a basse
vitesse du tube ou aprés quelques instants salasi@gi

Les liposomes d’asolectine sont fabriqués a pdetr micelles mixtes d’asolectine, préparées
comme précédemment, sauf que la solution initiatede NaCl 200 mM, CHAPS 1%. La
solution est ensuite dialysée dans des boudinsialgsd dont le seuil de rétention est de
12000 (membrane de cellulose, Sigma-Aldrich). s bains sont réalisés (1 h, 4h, sur la
nuit, a 4°C) contre 500 fois le volume d’échantillde tampon réactionnel (tampon acétate
100 mM, pH 5,0, CaGIl2 mM). Le CHAPS est ainsi déplété de la solutiasalectine, ce
qui entraine la formation de liposomes de phosplu@s. Le substrat (150uL) est préchauffé
a 37°C, et les échantillons sont ajoutés (des geards de culture précipités au sulfate
d’ammonium ou des fractions solubles de lysatsalleles CHO/hp76-myc ou CHO/mock).
Apres 16 heures de réaction a 37°C sous agite@ pm), les lipides sont extraits.

Pour chaque test, un contréle positif est effeaitex la PLA2 pancréatique porcine (PLA2pp,
Sigma) dont le substrat est préparé de maniérdagienaux échantillons hp76-myc, sauf que
la solution de réaction est du Tris 10 mM, GaZinM, pH 7,2 (avec Triton X-100 0,1% dans

le cas de micelles).
2. Tests enzymatiques en milieu liquide avec la cardipine

200ug de cardiolipine dE. coli (Sigma-Aldrich) solubilisée en chloroforme sonpdgés
dans un flacon en verre, évaporée sous N2 et sédnée nuit dans un dessiccateur sous vide.
Elle est ensuite préparée sous forme de micellebgpaut de 400 puL d’'un tampon acétate 25
mM, pH 4,75, NaCl 100mM, CaglOmM et CHAPS 0,1% préalablement autoclavé.
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3. Extraction des lipides

L’extraction des lipides est réalisée d’'apres letguole de Bligh et Dyer (Bligh and Dyer,
1959) avec certaines modifications apportées phitdaature. A un échantillon aqueux de 1
mL est ajouté 3,75 mL de chloroforme/méthanol 2 gui est ensuite vortexé durant 10-15
minutes. Afin d’améliorer I'extraction, 1,25 mL die est rajoutée et le tout est vortexé
pendant 1 minute. Parfois, I'eau est remplacéedpakCl 1M, pour améliorer le rendement
de I'extraction. La solution est ensuite décansest sur la paillasse, soit en centrifugeant
brievement a basse vitesse. La phase inférieureeist qui contient les lipides. Elle est
récupérée et évaporée sous un flux de N2. Leskmecs sont repris dans un petit volume de

chloroforme/méthanol 2/1 avant la migration.
4. Migration en chromatographie en couche mince (CCM)

Généralement, les échantillons sont déposés enegjaur deux plaques de CCM (silica gel
F254, 20x20cm, Merck). Les deux plagues sont sasrasune premiere migration dans une
phase apolaire (chloroforme/ether de pétrole/aeicitique, 65 / 35 / 4). L'une des deux
plague subit une deuxieme migration dans une ppatsre chloroforme/méthanol/acide
acétigue, 50 / 50 / 4. La migration jusqu'a quegjueentimetres du bord dure
approximativement 1h30. Les composés sont réevélgséasence de vapeurs d’'iode (cristaux
de b, Sigma-Aldrich) et éventuellement par une coloratavec une solution de sulfate de
cuivre (3 % (p/v) de CuSP15% HPQ,) vaporisée sur la plaque, qui est ensuite séchée e

incubée dans un four & 100-150°C jusqu’a I'apparitle taches brunes (30 min a 1 heure).
5. Tests d’activité en milieu liquide avec des substta fluorescents

Les substrats vendus dans le commerce pour déteweactivité phospholipase A (Al ou
A2) sont la phosphatidylcholine-NBD (Figure 12A)@phosphatidylcholine bis-BODIPY
(Figure 12B)(respectivement NBD-C12 PC, N-3787ieBODIPY FL C11-PC, B7701,

Molecular Probes).
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Figure 12. Structure des substrats fluorescents camerciaux, utilisés pour la détection d’activité
phospholipase Al ou A2.

6. Tests avec le NBD-PC

Une solution stock de NBD-PC a 1 mM est préparés tiathanol absolu. Pour les tests, 15 a
30 pL de substrat sont injectés dans 3 mL de tamapétate 50 mM pH 5,0, Ca@mM tel
gue la concentration finale en NBD-PC est de 5-80 éthanol se disperse et le NBD-PC
forme spontanément des micelles (Campbell, 199&)teGolution est placée dans une cuve
en plastique a 4 faces optiques d’un spectroflugtrien(F 2000, Hitachi) avec un agitateur
magnétique, a température ambiante. Pour les w@stsméme quantité de protéines de FS
(fraction soluble, cf paragraphe «Fractionnementiscallulaires de lignées cellulaires »,
généralement 90 pug de protéines, dans un volumkiodie de 40 uL) est ajoutée 30
secondes apreés le début de I'enregistrement diedeescence émise a 540 nm (excitation 460
nm). Les mesures de fluorescence sont réaliséeswsales temps courts (3 minutes), soit sur
des temps longs, auquel cas la cuve est gardémpértature ambiante dans le noir, et
I'émission de fluorescence est mesurée a intesvaléetemps réguliers pendant 2h30, aprés

homogénéisation du milieu réactionnel.
7. Tests avec le bis-BODIPY PC

Ce test est réalisé dans les mémes conditionseiles décrites dans la littérature (Kim et al.,
1997). Le substrat est préparé sous forme de lipesale la maniere suivante : le mélange de
phospholipides en solvant organique PC / PG / ebélel / bis-Bodipy PC dans les
proportions 10 / 2 / 3/ 0,05 sont mélangés, év@peous N2 et séchés dans un dessiccateur
sous vide quelques heures ou la nuit, protégé dentéere. Les phospholipides secs sont
ensuite repris directement dans le tampon réaailotampon acétate 50 mM, EGTA 1mM,

pH 4,0) pour étre a 0,68 mM final de phospholipitteaux. La suspension est ensuite agitée,
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vortexée et souvent soniquée avec une sonde (demérat 3 fois 5 minutes), dans la glace. A
1 mL de ces liposomes incubés a 37°C dans un tuberee avec un agitateur magnétique est
ajouté 350 pL d’échantillon hp76-myc (ou « mock plrifié de surnageant de culture de
cellules 293/hp76-myc (ou 293/mock) sur la colofMAC d’ion cobalt et conservé dans du
Tris 25 mM, glycérol 50%. La quantité de hp76-mymnsl cet échantillon est estimée a 50 ug
de hp76-myc. Des aliquots de 250uL sont prélev&s3h, 8h, et 24h. La réaction est stoppée
en ajoutant 2 mL de tampon acétate 50 mM pH 4,0TAG mM, puis I'émission de
fluorescence est lue par le spectrofluorimetre @& ®h (longueur d’onde d’excitation, 494

nm).
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VI . OUTILS DEVELOPPES POUR ETUDIER P76

Cette partie est consacrée a la description de#s odéveloppés au laboratoire pour
caractériser p76 sous ses differentes formes odad humaine, nommeée hp76, la forme
murine, nommeée mp76. Il est parfois fait référeada p76 de rat, rp76.

Ces outils sont des lignées cellulaires permetfantproduction de p76 sous forme

recombinante et des anticorps.
1. Lignées cellulaires exprimant p76 recombinante

Les lignées stables portent des noms systématitplegjue « type cellulaire/hp76-étiquette »
(si I'étiquette est située a I'extrémité C-termajalLes lignées transfectées avec le plasmide
vide sont nommées « type cellulaire /mock ». Leldal 9 récapitule les lignées utilisées

dans le cadre de cette these.

Tableau 9. Récapitulatif des lignées surexprimantiv6-myc ou hp76-GFP

Lignée Cellules Etiquette sur hp76 Lignée clonale
(C-terminale)

CHO/hp76-myc CHO (cobaye) myc-His non
CHO/hp76-GFP CHO (cobaye) GFP oui
HelLa/hp76-myc HelLa (humain) myc-His non
Hela /hp76-GFP HelLa (humain) GFP non
293/hp76-myc HEK 293-EBNA (humain) myc-Hiss oui

Les lignées stables de cellules HelLa expriment dgnsnen moins la protéine hp76
recombinante au cours du temps. Il semblerait geietllules parviennent a éliminer le géne
étranger de leur génome.

Les plasmides transfectés dans la lignée 293/hpibGrastent sous forme épisomale, au lieu
de s’intégrer dans le génome et sont ainsi statdes le temps du fait de leur réplication
autonome. Le taux d’expression de la protéine exegsst aussi plus important du fait d’'un
nombre élevé de copies du plasmide par cellullesgprotéines produites sont abondamment

sécrétées dans le surnageant.
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2. Fiches d’identité des anticorps anti-p76

Pour les six anticorps polyclonaux anti-p76 prosiuitne fiche d'identité a été réalisée,
décrivant : la séquence de p76 reconnue par lammis; I'espéece de p76 reconnue, le profil
obtenu par Western blot sur divers échantillondermamt p76 (lysats, surnageants de culture,

protéines M6P purifiees). La Figure 13 récapitele ¢aractéristiques de chaque anticorps, le

Tableau 10 donne une indication de leur qualité@aport aux résultats qu’ils donnent.

pgpﬁde
jgnil 7k&;ﬁrﬂl} *231 2=44 7kSS *65 ﬁﬂ 5
hp76 41 7] 548 I
Nhp76Ab hp76Ab EST-13Ab Crp76Ab
(42-60) (355-367) (574-589)
_ *93*115 *236 7’,5{4-41 7'15{520
mp76 | 46 . 548 I l
NnX?ﬁAb Irp76Ab Crp76Ab
(47-65) (459-472) (579-594)
s *847{5\71 06 727230 *51 2
rp76 | 38 | 547 M
Irp76Ab Crp76Ab
(450-463) (570-585)

Figure 13. Figure récapitulative des anticorps utisés pour travailler sur les différentes formes de76.

Les étoiles représentent les sites de N-glycosytati prédits. Les blocs colorés désignent les épitape
reconnus par les anticorps, et leur réactivité cr@ée. Les nombres désignent la numérotation des réss
selon LOC196463 (hp76), LOC71772 (mp76) et LOC2460.2rp76), complétée.

Tableau 10. Indice de confiance des anticorps ani76, selon leur utilisation.

Anticorps Especes WB IF
hp76Ab hp76 ++ ++
EST-13Ab hp76 +/- -
Nhp76Ab hp76 + -
Crp76Ab rp76, mp76, hp76 ++ ++
Irp76Ab rp76, mp76 + ++
Nmp76Ab mp76 +/- -

Les sera non immun (SNI) ont été testés par Wesletrsur des échantillons contenant p76,

et ils ne reconnaissent pas (ou trés peu) d’esgroasmnontre).
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hp76Ab

peptide
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Figure 14. Schéma de la zone de la séquence de hg@6onnue par I'anticorps hp76Ab (domaine

hachuré).

Antigene

« Epitope » ciblé

Espéce reconnue

Profil observé en Western blot :

corps d’inclusion de FLAG-p76 purifiés

Moitié N-terminale de hp76

(entre les résidus 42 et 244 de hp76)

p76 humaine
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Figure 15. Analyse par Western blot
d’échantillons de hp76 avec hp76Ab.
Corps  d'inclusion  purifiés  de
E.coli/FLAG-hp76, protéines M6P
purifiées sur sCI-MPR a partir de
cellules U937 : équivalent de 10
cellules.

Lysats de CHO/hp76-myc,
HelLa/hp76-myc et 293/hp76-myc, et
«mock » correspondants :  2,5x10
cellules.

Lysat de HeLa 1 jour aprés
transfection  transitoire par le
plasmide codant pour hp76 ou le
plasmide vide (HeLa TT/hp76 et HeLa
TT/mock) : 10° cellules.

Surnageant de culture de cellules
293/hp76 ou 293/mock (SN 293/hp76
ou SN 293/mock) : 20uL, équivalent
de 10 cellules.

Protéines M6P purifiées sur sCI-MPR
de cellules U937 : équivalent de 6x10
cellules.
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EST-13Ab

peptide
T‘_gna_ll42 ﬁ-ﬁsﬁﬂﬂ 1ﬁ'ﬂi 2:“ #ﬁ%ss %15
hp76 a1 | N |
EST-13Ab
(355-367)

Figure 16. Schéma de I'épitope ciblé par I'anticorp EST-13Ab sur la séquence de hp76.

Antigéne et épitope ciblé LASDGATWADIFK (résidus 355-367 de hp76)
Espéce reconnue p76 humaine

Profil observé en Western blot :

hp76

(o]

c 's

0 o, A=

=) z |

C © o

c M~ I

52 23

r I

8¢ 2 3
-84
84 — NN N — 56
66 — | —55
“ I— 4 5
55 — 28 36

‘.

=5

36 — 1 il Figure 17. Analyse par Western blot d'échantillonsde
hp76 avec EST-13Ab.

29 — 20 Corps d'inclusion purifié a partir de E.coli/FLAG-hp76,
lysat de HelLa transfectées de maniére transitoireuonon
avec le plasmide codant pour hp76 : 5x2@ellules.

Commentaire : Dans un lysat de cellules qui surexpriment hp76,

EST-13Ab n’est pas spécifique.
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Nhp76Ab

peptide
S:_g_nal_, 4z ‘ﬁfy_s‘ﬁﬂo 121’231 2:“ ﬁqs%g@ ﬁsg
hp76 41 | 548 ‘
Nhp76Ab
(42-60)

Figure 18. Schéma de I'épitope ciblé par I'anticorp Nhp76Ab sur la séquence de hp76.

Antigene et épitope ciblé

Espéce reconnue p76 humaine
Profil observé en Western blot :
2
z
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fefaby g B
6 O ESS x g % 5
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Commentaire :
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IPAPGGRWARDGQVPPASR (résidus 42-60 de hp76)

Figure 19. Analyse par Western blot d'échantillongle

hp76 avec Nhp76Ab.

Lysats de CHO/hp76-myc, HelLa/hp76-myc et 293/hp76-
myc, et « mock » correspondants : 2,5x2@ellules, lysat de
HelLa 1 jour aprés transfection transitoire par le gasmide
codant pour hp76 ou le plasmide vide (HeLa TT/hp7&t
HeLa TT/mock) : 10° cellules, surnageant de culture de
cellules 293/hp76 ou 293/mock (SN 293/hp76 ou SN
293/mock) : 20uL, équivalent de 10 cellules, protéines
M6P purifiées sur sCI-MPR de cellules U937 : équivant
de 6x10 cellules.

Sur ce Western blot, trop de matériel a été déposé
ne permettant pas d’avoir un résultat aisément
interprétable.
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Crp76ADb

peptide
SIQn_a_I.‘z ﬁ&g'&m Py 244 %ﬁ“ ‘fl’m

hp76 f41_ | | 548 I

Crp76Ab
(574-589)
S ﬁ:ﬁns *z_& 'ﬁ;,“ *
mp76 | 46 | 548 I
Crp76Ab
(579-594)
- ﬁuﬁos 'ﬁ’zu frs'l
p76 | 38 547
Crp76Ab

(570-585)

Figure 20. Schéma de I'épitope ciblé par I'anticorp Crp76Ab sur hp76, mp76 et de rp76.

Antigéne et épitope ciblé SQPDLWMFSPVKVPWD (résidus 570-585 de rp76)

Espéces reconnues p76 humaine, p76 de rat, p76 de souris

Profil observé en Western blot :

Figure 21. Analyse par Western
blot d’échantillons de hp76 ou
mp76 avec Crp76Ab.

A. Lysats de CHO/hp76-myc,

A B HelLa/hp76-myc et 293/hp76-
hp76 mp76 myc, et « mock »

'} correspondants : 2,5x108cellules,

o 3 lysat de Hela 1 jouraprés

= 5 " c ©3% transfection transitoire par le
2022358 3 S 5 £3 plasmide codant pour hp76 ou le
62 ESS x £ ¥ 4 £ = E EEe £ plasmide vide (HeLa TT/hp76 et
g = 27 & % gE E g & e LR HelLa TT/mock): 10° cellules,
033583223255 bhIrtgs @ surnageant de culture de cellules
R Rl 2338833 293/hp76 ou 293/mock (SN
3388553 gg_%%g s e 293/hp76 ou SN 293/mock) :

20uL, équivalent de 18 cellules,
—8d protéines M6P purifiées sur sCl-
MPR de cellules U937:

B
:

—55

|
o
o

— — 4
:Z_"' = w ::: SR équivalent de 6x16 cellules.
- =] B. Lysats de cellules 3T3 ou
2] me- Sew e HeLa non transfectées (NT) ou
—20 transfectées avec le plasmide
20 —| —20 = | codant pour mp76 : 16 cellules.
Points rouges: especes qui
apparaissent avec la
transfection.
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Irp76Ab

s o V55 'ﬁrz_a_e Woar "&'s_zp
mp76 | 46 | 548 l |
Irp76Ab
(459-472)
== ‘;&aqﬁ'lus ‘&ZM ‘&512
p76 s ] 547 I |
Irp76Ab
(450-463)

Figure 22. Schéma de I'épitope ciblé par I'anticorp Irp76Ab sur mp76 et rp76.

Antigéne et épitope ciblé TRNPRAKIFQRDQS (résidus 570-585 de rp76)

Espéces reconnues p76 de rat, p76 de souris

Profil observé en Western blot :

mp76
(2]
‘=
3J
a
o o
= T
E - E t E o
ZF @ 8 O S
[ B ] d # o o
Ghiigs
3 38 3B B
ARADE a
.
— —
5 e
45—
36_
20— .
- . Figure 23. Analyse par Western blot
. - d’échantillons de mp76 avec Irp76Ab.
Lysats de cellules 3T3 ou HelLa non transfectées
14— (NT) ou transfectées avec le plasmide codant
pour mp76: 10 cellules, protéines M6P
purifiées sur sCI-MPR de cellules JR11 ou de

cerveau de souris.
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Nmp76Ab

ﬁh‘ﬁﬂ! ﬁ!u

mp76 | 46

Nmp76Ab
(47-65)

Figure 24. Schéma de I'épitope ciblé par I'anticorp Nmp76Ab sur mp76.

Antigéne et épitope ciblé

Espéce reconnue

Profil observé en Western blot :

p76 de souris
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Commentaire :
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LPTLGPGWQRQNPDPPVSR (résidus 47-65 de mp76)

Figure 25. Analyse par Western blot d’échantillons
de mp76 avec Nmp76Ab.

A gauche: Lysats de cellules 3T3 ou HelLa non
transfectées (NT) ou transfectées avec le plasmide
codant pour mp76 (18 cellules), protéines M6P
purifiées sur sCI-MPR de cellules JR11 ou de
cerveau de souris.

A droite: échantillons du fractionnement
subcellulaire de foie de souris (N : fraction nuclgire,

M : mitochondriale lourde, L : mitochondriale Iégére

et lysosomale, P : peroxisomale et microsomale et S
cytoplasmique). Une membrane a été incubée avec
Nmp76Ab purifié  (Nmp76Abp); lautre avec
Nmp76Abp avec son peptide antigénique (2 mg/mL),
afin  de didentifier les espéces protéiques
spécifiquement reconnues par Nmp76Ab.

Sur des échantillons complexes (comme des
lysats) Nmp76Ab manque de spécificité.
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3. Expression et purification de p76 recombinante

Les trois principales sources de p76 recombinamterf été utilisées sont :

- FLAG-hp76 exprimée en bactérie,

- hp76-myc exprimée en CHO (lignée stable),
- hp76-myc exprimée en HEK 293-EBNA (lignée stable)

Pour chacune de ces espéces, une fiche d’ideésiténe les caractéristiques suivantes :

origine du matériel principalement utilisé (celklleou surnageant), estimation de la

concentration en p76 recombinante obtenue, modegudécation employés, et analyses

réalisées pour caractériser ce matériel. Les potgscde production et de purification sont

détaillés dans le chapitre « BIOCHIMIE ».

3. 1. FLAG-p76

Source :

Concentration en FLAG-p76 (estimation) :
apres purification

Mode de concentration/ purification :

Emploi :

Caractérisation (SDS-PAGE/Western
blot/MALDI-TOF)

107

bactéries (corps d’inclusion)

130 mg/L

fractionnement avec BugBuster
(Novagen), lavages extensifs des corps
d’inclusion

fabrication d’anticorps (hp76Ab)

cf Annexe 1.
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3. 2. Production de hp76-myc par les cellules CHO/hp76-nty

Source :

Concentration en p76-myc (estimation) :

(dans le surnageant brut)

Mode de concentration/ purification :

Empiloi :

Caractérisation en SDS-PAGE/Western blot :

Surnageant de culture
inférieure a 10 pg/L
précipitation au sulfate
d’ammonium

tests fonctionnels

A

surnageants
CHO

- —=-
hp76Ab

Figure 26. Analyse des surnageants de culture delleées CHO hp76-myc.

(A) Analyse en gel SDS-PAGE (10% de polyacrylamidegt coloration au bleu de Coomassie avec

'équivalent de 8 mL de surnageant de culture (prépité au sulfate d’ammonium),

approximativement les sécrétions de 8xfOcellules. Le controle négatif est la lignée CHO/no. Les
protéines trés abondantes visualisées a 66, 55 & #4Da proviennent du Nutridoma (composé la

transferrine, d’albumine et d’'insuline, respectivanent)

(B) Analyse par Western blot (avec I'anticorps hp78b). Les dépots représentent les sécrétions de®10
cellules sur 6 h, 24h et 48h. Le contr6le négatiela lignée CHO/NT. Un lysat des lignées a égalemesté

analysé (5x18cellules).
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3. 3. Production de hp76-myc par la lignée 293/hp76-myc

Source :

Surnageant de culture

Concentration en p76-myc (estimation) : 150 pg/L

(dans le surnageant brut)

Mode de concentration/ purification :

précipitation au sulfate d’ammonium
concentration par ultrafiltration

purification sur colonne IMAC d’ion

cobalt
Concentration en p76-myc (estimation) : 150 pg/mL
(apres purification sur colonne IMAC d'ion
cobalt)
Emploi : tests fonctionnels, fat blot, internalisation

par les cellules ICD

Caractérisation en SDS-PAGE/Western blot :

A
RIS
IS
16 — B B
o — 10
66_
55 —
45 —
3 — I
29—:
24 — o
- |
20 g

B hp76-myc
&
00@
¥)
-
'S
L&
116 —
- hp76-myc
55 —
45 S -450 kDa
29 — -« 32 kDa
24 —
20 —

Figure 27. Analyse des surnageants de cellules 2§376-myc.

(A) Analyse en gels SDS-PAGE (gradient 4-12 % de pyacrylamide, NuPage) et coloration au bleu de
Coomassie de surnageants de cellules 293/hp76-my@@3/mock (1 mL de surnageant initial).

(B) Analyse en gels SDS-PAGE (gradient 4-12 % de Iyacrylamide, NuPage) et coloration au nitrate
d'argent de surnageant de cellules 293/hp76-myc pifié sur une colonne IMAC d’ion cobalt. Les
échantillons sont SN : surnageant initial (équivalet de 420 uL), FT : surnageant aprés 2 passages dar
colonne IMAC d’ion cobalt (« Flow Through ») (équiwalent de 420 uL de surnageant inital), purif. cobail:
éluat de la colonne IMAC d’ion cobalt, concentré Q00 fois et dialysé (équivalent de 1 mL de surnageia

initial).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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RESULTATS ET DISCUSSION

. CHAPITRE | : CARACTERISATIONS BIOCHIMIQUES DE P76

Comme p76 a été identifiée parmi des protéinesepses de sucres mannose-6-phosphate
(M6P), des expériences ont été réalisées pourndiéter le nombre de N-glycosylations
portés par p76 et vérifier la présence effectivesderes M6P. Nos analyses ont également
montré que les formes humaine et murine de p766(lgi7mp76) étaient sujettes a une

maturation protéolytique, que nous avons cherategacteriser.
1. Nombre de glycosylations de hp76

L’analysein silico de la séquence de hp76 par des logiciels de bionatique prédit six sites
de N-glycosylations potentielles. Pour déterminguégimentalement le nombre réel de N-
glycosylations de hp76, une expérience de déglyatsy cinétique a été realisée, a partir
d’'un échantillon de protéines M6P de cellules Upafifiées par affinité sur une colonne de
récepteur au mannose-6-phosphate cation-indépendartie bovin (sCI-MPR) immobilisé.
Ces protéines ont été déglycosylées avec la PNEasequantité suffisamment faible pour
gue le processus complet dure plusieurs heures. uRar analyse en Western blot
d’échantillons prélevés a différents temps, on nkes€apparition et la disparition de bandes
de masse moléculaire décroissante, allant de #&igoa 60 kDa. Elles correspondent aux
différentes formes de hp76 avec un nombre décrtissa N-glycosylations (Figure 28A).
Cependant la résolution du gel ne permet pas detesmrécisément le nombre de formes,
donc de déterminer le nombre de glycosylations.

La forme précurseur de hp76 de 76 kDa est clivemehe deux fragments de 32 et 45 kDa,
respectivement N- et C-terminaux (cf paragraph8.2 de ce chapitre). Nous avons donc
analysé la déglycosylation cinétique de ces deagnfients en déposant 5 fois plus de matériel

protéique par piste.
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Figure 28. Détermination du nombre de N-glycosylatins sur hp76 provenant des protéines M6P de U937.
Des protéines M6P de U937 purifiées ont été déghsydées par la PNGase F pendant la durée indiquée
pour chaque piste, puis séparées sur des gels SDSAE a 7,5% d'acrylamide (A, avec I'équivalent de
6x10 cellules par piste) ou & 9% d'acrylamide (B et Cavec I'équivalent de 3x10 cellules par pistes) et
analysé par Western blot. Pour B et C, de la PNGasEé a été ajoutée pour obtenir un taux de
déglycosylation maximal pour le point sur 15 heure$O/N) et a été analysé sur un Western blot a part.e
précuseur a été analysé avec I'anticorps hp76Ab (A)e fragment C-terminal avec Crp76Ab (B) et le
fragment N-terminal avec Nhp76Ab (C).

Le fragment a 45 kDa apparait sous la forme d’wrbti en Western blot (Figure 28B, temps
0). La déglycosylation cinétique de ce doublet fegpondant au fragment C-terminal de
hp76) fait clairement apparaitre deux formes suppléaires, avec un fragment totalement
déglycosylé a 38 kDa (Figure 28B). Ainsi le doubieitial représente un mélange de
polypeptides portant 2 et 3 N-glycosylations, erargité approximativement équivalente,
d’apres leur intensité. Enfin, la déglycosylatiom flagment a 32 kDa fait apparaitre trois
formes supplémentaires, avec un fragment totalem@gitycosylé de 22 kDa (Figure 28C).
Le fragment N-terminal de hp76 comporte donc 3 \gsylations. Ainsi, les 6 sites prédits
du précurseur hp76 sont effectivement N-glycosyléis des sites de I'extrémité C-terminale
I'est de maniere hétérogene.

Cette expérience a également été realisée suoti@ipe recombinante sécrétée par les cellules
293/hp76-myc. Un clivage similaire du précurseurégmlement observé sur cette forme, et
donne deux fragments de 32 et 50 kDa, N- et C-teaux respectivement. Le fragment C-
terminal de 50 kDa n’apparait cependant pas sodgrmae d’'un doublet. Le résultat de la
déglycosylation cinétique de hp76-myc et de sagients est le méme que précédemment :
les 4 paliers de déglycosylation pour les deuxnfraigts a 32 et 50 kDa témoignent de 3 N-
glycosylations par fragment (Figure 29).
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Figure 29. Détermination du nombre de N-glycosylatins sur hp76-myc sécrétée par la lignée 293/hp76-
myc.

Le surnageant de cellules 293/hp76-myc a été dégigglé par la PNGase F pendant la durée indiquée sur
chaque piste, déposé sur un gel SDS-PAGE a 8% d'atamide et transféré pour une analyse par Western
blot avec I'anticorps C-terminal Crp76Ab (A) ou avee I'anticorps N-terminal hp76Ab (B).

2. Mannose-6-phosphorylation de hp76

2. 1. Reconnaissance directe de hp76 par le sCI-MPR

Lors des analyses protéomiques ayant permis diftenhp76, nous avons utilisé un
protocole de purification reposant sur une colod@ehromatographie d’affinité sur laquelle
est greffé du sCI-MPR. Par ce protocole, certapregtines pourraient étre purifiées du fait
de leur association a des protéines porteuses d& BHhs porter elles-mémes du M6P. I
convenait donc de vérifier que hp76 comportait@ffement des sucres M6P parmi ses N-
glycosylations. Pour vérifier ce point, un overkagté réalisé : des protéines M6P, purifiées
par affinité sur une colonne de sCI-MPR a particeikules U937 ont été séparées sur un gel
bidimensionnel puis transférées sur une membranaitdecellulose. Cette membrane a éte
incubée avec du sCI-MPR soluble biotinylé.

hp76 se trouve parmi les nombreuses protéines meesndirectement par le sCI-MPR
(Figure 30C). Sa position dans le motif des pr@®iM6P séparées sur gel 2D est connue
grace a l'analyse protéomique (Figure 30A et Initithn, Figure 7) et grace a une analyse
par Western blot réalisée avec I'anticorps hp76Rigyre 30B). L'interaction entre le sClI-
MPR et hp76 est spécifiquement inhibée par du M&By&ne ajouté a la solution de sCl-
MPR biotinylé (Figure 30D), ce qui prouve que hpoéte effectivement des sucres M6P.
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Figure 30. Expérience d’overlay avec le sCI-MPR biinylé.

Les protéines M6P purifiées a partir du surnageantle 2,5 milliards de cellules U937 ont été séparéssr
un gel 2D (20x20 cm, gradient de pH linéaire 4 a 80% d’acrylamide), puis colorées au bleu colloidalA).
Les protéines M6P purifiées par affinité & partir du surnageant de 2x10cellules U937 ont été séparées sur
un gel 2D (9x9 cm, gradient de pH linéaire 4 & 8,0% d’acrylamide), transférées sur une membrane de
nitrocellulose et révélées avec hp76Ab (B) ou av8¢3 nM sCI-MPR biotinylé avec (D) ou sans (C) 5 mM
de M6P. Les cercles blancs indiquent les spots op¥6 a été identifiée majoritairement, et celui en air
indique la série de spots peu intenses ou un sedtide hp76 a été trouvé (cf Introduction).

2. 2. Internalisation de hp76-myc purifiée par des celluis ICD

Les fibroblastes ICD sont des cellules qui ne eméent pas ou trés peu dhydrolases
lysosomales, car elles ont une déficience en UDiN&E phosphotransférase, I'enzyme qui

synthétise l'étiquette M6P sur les hydrolases lgstaes. Les protéines lysosomales
néosynthétisées n'ayant pas de sucres M6P, ellpsunant pas étre reconnues par les MPR.
Elles n’'atteignent pas les lysosomes et sont ssEsétlans le milieu extracellulaire. Ces

fibroblastes ont des gros lysosomes (des « inalgsi) du fait de 'accumulation de substrats
non dégradés.

La présence de sucres M6P sur une protéine peaitvétifiée en regardant si elle est

internalisée par endocytose par les CI-MPR préselasurface des cellules en culture. Cette
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expérience a été realisée avec des cellules ICDac#ivité des protéases intracellulaires est
faible comparée a celle des fibroblastes normaes. fibroblastes ICD sont incubés avec
hp76-myc, provenant de surnageant de cellules B98/myc, purifiée sur une colonne
IMAC d’ion cobalt par son étiquette myc-Hiet concentrée 600 fois par rapport au
surnageant initial. Apres 5 heures d’incubatios, dellules sont fixées pour une analyse en
immunofluorescence (IF). Les lysosomes sont marguagsun anticorps anti-LAMP-1 et
hp76-myc est révélée par Crp76Ab (Figure 31). Gmargue que dans ce type de cellule, les
lysosomes sont nettement plus gros que dans lédeseHelLa. Dans ces conditions, le
marquage par Crp76Ab donne un bruit de fond assgmoriant et marque des agrégats.
Cependant, un marquage hp76-myc est concentrént@ridur de certaines cellules. Les
fleches blanches de la Figure 31 montrent que mpy®&a bien été internalisée. Elle se trouve
a l'intérieur de compartiments LAMP-1 positifs,idorment des anneaux. Cependant, hp76-
myc est exclue des lysosomes les plus gros (qupliesent la plus grande partie du
cytoplasme) et les plus intensément marqués par RAMDes incubations plus longues ont
été tentées (jusqu’a 24 heures) mais hp76-myclo&sgié observée dans les cellules.

Ad Y

Crp76Ab LAMP1 Superposition

Figure 31. Internalisation de hp76-myc purifiée pardes cellules ICD.
Les fleches blanches désignent les lysosomes ouypTyc est présente.

Cette expérience montre que de la p76 exogeneiagsiiernalisée dans des cellules ICD,
ciblée aux lysosomes, probablement par I'interméslides CI-MPR présents a la membrane
plasmique. Pour I'affirmer, il aurait fallu réaliséa méme expérience en incubant ces cellules
avec hp76-myc et du M6P exogéne. Cependant, cet @oigté veérifié par un autre
groupe, avec un modele expérimental un peu differdans lequel la forme murine
recombinante de p76 est internalisée par des fdstds humains ICD, mais ne l'est plus en
présence de 5 mM de M6P (Kollmann et al., 2005).
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3. Maturation de p76 chez la souris et chez ’lhomme

Nous avons décidé d’étudier la maturation de p76amalléle sur la forme humaine et la
forme murine. Ainsi, pour caractériser la forme lkime, nous disposons de lignées

cellulaires, alors que pour la forme murine, desus sont également facilement disponibles.
3. 1. Maturation de mp76

Tout d’abord, pour connaitre la forme de m@pT&ivo, un extrait de cerveau de souris a été
purifié sur une colonne de sCI-MPR. Dans le cerydas protéines lysosomales sont
déphosphorylées beaucoup plus lentement que darsutees organes (Jadot et al., 1999;
Sleat et al., 1996). Ainsi, c’est le seul organelapurification de protéines lysosomales
matures est possible par affinité sur une colonees@I-MPR immobilisé. Dans cet

échantillon, nous observons la présence de deggnfrats C-terminaux de 40 et 27 kDa,
détectés avec nos deux anticorps C-terminaux, @ip{bigure 32, piste 2) et Irp76Ab (cf

Matériel et méthodes, Figure 23). Une bande a uassen moléculaire de 80 kDa est

également détectée, uniquement avec Crp76Ab.

mp76

1 2 3 4 5 6

84 —
66 —w—m
he—

T eme—— . 40KDa

36 —
29 W sl 27 kDa
20 ™

14—

Crp76Ab

Figure 32. Analyse par Western blot d’échantillongle souris contenant mp76.

Les échantillons sont : des protéines M6P purifiéead partir de surnageant de JR11 par affinité sur ue
colonne de sCI-MPR (piste 1), un extrait de protéies M6P purifiées a partir de cerveau de souris swne
colonne de sCI-MPR (piste 2), des lysats de cellaléleLa et 3T3 récoltées 4 jours aprés transfecticavec
le plasmide codant pour mp76 (pistes 3 et 5, resgaement) ou des lysats de cellules HelLa ou 3T3 non
transfectées (pistes 4 et 6, respectivement). Leedlern blot est révélé avec I'anticorps C-terminal
Crp76Ab.

Ensuite, nous avons comparé ce profil a celui abtdans des lysats de cellules qui
surexpriment mp76. A nouveau, deux fragments najoes de 40 et 27 kDa sont visualisés

(Figure 32, pistes 3 et 5) dans les deux typesllagiks dans lesquels la transfection a été
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réalisée (HelLa et 3T3). Enfin, dans un échantilienprotéines M6P purifiées a partir de
sécrétions de JR11 sur une colonne de sCI-MPRéRupseur de mp76 de 76 kDa et la bande
C-terminale de 40 kDa sont détectés (Figure 32e 3. Il est connu que les protéines
lysosomales sécrétées sont majoritairement sousdeue précurseur (Hasilik and Neufeld,
1980). L'absence du fragment de 27 kDa dans cetrgitlon semble indiquer que le clivage
protéolytique subi par le fragment de 40 kDa paamreer le fragment de 27 kDa a lieu apres
la bifurcation entre la voie de sécrétion construet la voie de ciblage vers les lysosomes.
Notre hypothese est donc que le précurseur dd@cekt clivé pour générer un fragment C-

terminal de 40 kDa, qui est a son tour clivé effragment majoritaire de 27 kDa (Figure 33).

,,,,, * ¥ * Y ¥
s [ 76 kDa [] g o
IR0 S o w w
_________ & :\ 40 kDa [JJ | |
IR & S * w *
[1 sezswar i20 2 Weroa | me2r
). o
;

Figure 33. Schéma de maturation de la p76 de sourigp76) établi a partir des analyses par Western bt.

Une analyse similaire réalisée avec I'anticorps Né#b ciblant le peptide N-terminal de
mp76 ne donne pas un résultat clair. Cet anticogpennait le précurseur de mp76 et un
doublet migrant vers 28-30 kDa dans des mélanges@aplexes comme des protéines M6P
purifiées a partir de cerveau ou de surnageanibdebfastes (cf Matériel et méthodes Figure
25). Mais cet anticorps n’est pas assez spécifigmalans les lysats de cellules transfectées,
de tres nombreuses especes protéiques sont resoahwe, malgré la purification sur le

peptide antigénique.

3. 2. Maturation intracellulaire de hp76

La maturation intracellulaire de hp76 a été obseem® analysant les lysats des lignées qui la

surexpriment avec nos différents anticorps. Le laésde ces analyses est beaucoup moins
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clair que dans le cas de mp76 : par exemple, tars C-terminal reconnait un ou deux

fragments C-terminaux selon la lignée, dont lessassnoléculaires varient entre 40 et 32
kDa (Figure 34 et cf Matériel et Méthodes, Figufg.2 es analyses avec les anticorps N-
terminaux présentent des profils trés différerasec hp76Ab, un fragment est détecté dans
toutes les lignées vers 23 kDa, mais la masse oialée n’est pas exactement la méme dans
chaque lignée. Un fragment de 16 kDa est égalepréaent dans certaines lignées (Figure 34
et Matériel et Méthodes, Figure 15). Le profil \aisgé avec Nhp76Ab est encore plus

complexe et n’est pas interprétable (cf MatérisMéthodes, Figure 19).

3,5_
29— 29 —
24—.-..‘? 24 — -
20— 20 ——

— -—— 7

hp76Ab Crp76Ab

Figure 34. Analyse des lysats de lignées surexprimzhp76, par Western blot avec hp76Ab et Crp76Ab.
Le détail de la composition des échantillons estdiqué Figure 15 et Figure 21. Les astérisques désignt
des bandes non spécifiques observées dans les étilans « mock ».

3. 3. Maturation de hp76 sécrétée
3. 3. 1. La protéine recombinante hp76-myc sécrétée sulitiuage majoritaire

Le surnageant de culture des cellules 293/hp76-anét@ purifié par affinité sur une colonne
de sCI-MPR : trois polypeptides majoritaires de B0,et 32 kDa sont purifies (Figure 35A,

piste 1). Quelques fragments minoritaires de 6346&t 36 kDa sont également présents.
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Figure 35. Caractérisation des especes protéiquesériVées de hp76 sécrétée.

(A) Les protéines ont été séparées sur un gel SDAEBE a 12% d’acrylamide et ont été colorées au nitre
d’argent (piste 1) ou transférées pour une analysgar Western blot avec les anticorps hp76Ab (piste? a
4), 9E10 (pistes 5 et 6) et Crp76Ab (pistes 7 a Biste 1 : protéines du surnageant de culture dekules
293/hp76-myc purifiées par affinité sur une colonngéle sCI-MPR ; pistes 2, 5 et 7 : surnageant de cule
de cellules 293/hp76-myc ; pistes 3, 6 et 8 : sugmant de culture de cellules 293/mock ; pistes 4 8t:
protéines M6P de cellules U937 purifiées sur coloerde sCI-MPR.

(B) Schéma de maturation de hp76-myc et hp76 endage d'aprés les données de Western blot et de
séquencage N-terminal (cf texte).

Un séquencage N-terminal réalisé sur les troiscespenajoritaires (Tableau 11) montre que
les especes de 80 et 32 kDa ont la méme séqueteeniale qui débute au résidu 42. Le
fragment de 50 kDa a une séquence N-terminale débat résidu 244. Ainsi, un clivage du
précurseur de hp76-myc ayant lieu entre les rédd@set 244 génére un fragment N-terminal
de 32 kDa et un fragment C-terminal de 50 kDa (Fe@5B).

Tableau 11. Résultat du séquencage N-terminal deslgpeptides purifiés de surnageant 293/hp76-myc.

Masse moléculaire séquence N-terminale Résidus®
apparente
80 kDa IPAPGGRW 42 — 49
50 kDa CSALIKL 244 -250
32 kDa IPAPGGRW 42 - 49

#la numérotation des résidus est celle de la pretéypothétique LOC196463.
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Une analyse par Western blot des surnageants derecudes cellules 293/hp76-myc et
293/mock avec nos anticorps confirme ces donnéesn@niére prévisible, tous les anticorps
reconnaissent le précurseur de 80 kDa : il cormd@ola séquence entiére de hp76 prolongée
de son étiquette myc-Hisle 28 acides aminés, qui l'alourdit d’environ 4a&kDe méme,
'anticorps 9E10, qui reconnait I'épitope myc, af¢eles especes de 80 kDa et 50 kDa
(Figure 35A, pistes 5 et 6).

L’anticorps hp76Ab reconnait fortement les espés80 kDa et 32 kDa, et faiblement la
bande a 58 kDa (Figure 35A, pistes 2 et 3). Cetialére clairement que I'anticorps hp76Ab
est uniguement dirigé contre un épitope N-termidal hp76 car il ne reconnait que le
fragment de 32 kDa et pas celui de 50 kDa.

L’anticorps C-terminal Crp76Ab reconnait bien lana C-terminale a 50 kDa. Il détecte
aussi deux espéces C-terminales de 36 et 40 k@ar@-B5A, pistes 7,8). Elles ont perdu

I'étiquette myc-Hig car elles ne sont pas reconnues par I'anticord® 9

Par ailleurs, le séquencage N-terminal apporteeégait une information sur le site exact de
clivage du peptide signal. Il se situe entre lesdiés 41 et 42 (Tableau 11) comme il était

proposeé par le logiciel de prédiction SignalP 3.0.

3. 3. 2. La protéine endogéne hp76 purifiée a partir degiéas de cellules U937 subit un

clivage similaire a celui de la protéine recombiean

Une coupure est également observée sur hp76 erelpgésente dans les protéines M6P de
cellules U937 purifiées par affinité sur une colerde sCI-MPR : un polypeptide de 32 kDa
est révelé, faiblement, avec I'anticorps N-termimaf6Ab (Figure 35A, piste 4) et un doublet
vers 45 kDa est révélé avec l'anticorps C-termiGgb76Ab (Figure 35A, piste 9). La
différence de migration entre les fragments C-teamk de hp76-myc et de hp76 de cellules
U937 (la bande a 50 kDa et le doublet a 45 kD@ewtsrement) est tres certainement due a
I'étiquette myc-Hig présente uniquement sur la protéine hp76 recomteéng@igure 35B).
L’apparence sous forme d’'un doublet de ce fragreshtdle a un site glycosylé de maniére

hétérogene (cf paragraphe 1).
3. 3. 3. Les deux chaines N- et C-terminales sont assopgasne liaison non-covalente

Afin de savoir si les deux fragments de 50 et 32 ki3us de hp76-myc sont associés dans le
surnageant, une expérience d'immunoprécipitatiBh €l été réalisée a partir de surnageant de
293/hp76-myc avec I'anticorps Nhp76Ab.
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Figure 36. Expérience d'immunoprécipitation a partr des surnageants de 293/hp76-myc.

Analyse par Western blot de surnageants de 293/hp#Byc immunoprécipités (IP) avec l'anticorps
Nhp76Ab. La méme membrane a été révélée d'abord aweNhp76Ab (A), puis avec Crp76Ab (B),
I'anticorps secondaire utilisé pour la révélation rétant pas le méme (cf texte). Les échantillons sbles
suivants : surnageant déplété apres incubation avele sérum non immun (SNI) (pistes 1), espéces
immunoprécipitées avec le SNI (pistes 2), surnagetadéplété aprées incubation avec le sérum Nhp76Ab
(pistes 3), espéeces immunoprécipitées avec Nhp764distes 4). (C) Le surnageant de culture de celks
293/hp76-myc a été analysé par SDS-PAGE dans desiditions non réductrices, puis le gel a été tranfér
sur une membrane de nitrocellulose pour une analysen Western blot avec les anticorps Nhp76Ab (piste
5) et Crp76Ab (piste 6).

Une analyse par Western blot des especes immunpipgéés par Nhp76Ab a identifié le
précurseur hp76-myc de 80 kDa et le fragment deCB2par une révélation en Western blot
avec ce méme anticorps (Figure 36A). Ce résultat@serent car ces espéces contiennent
'extrémité N-terminale de hp76-myc, reconnue papRBAb (Figure 36A, piste 4, fleches).
Une bande de 50 kDa trés intense est égalemeréeédans les deux pistes correspondant a
I'élution (Figure 36A, pistes 2 et 4). Cette bamderespond a la chaine lourde des anticorps
du sérum non immun ou de Nhp76Ab qui ont serviR, Iqui ont été élués des billes et qui
ont migré dans le gel SDS-PAGE. Afin de savoledragment C-terminal de hp76-myc était
aussi immunoprécipité par Nhp76Ab, la méme membden@/estern blot a été déshybridée
(cf Matériel et Méthodes) puis analysée avec l@mps Crp76Ab. Comme le fragment C-
terminal recherché migre a 50 kDa, un anticorp®orsaaire différent a été utilisé pour le
distinguer des chaines lourdes des anticorps qgremti aussi a 50 kDa. Il s’agit d'un
anticorps secondaire couplé a la peroxidase qonreit les anticorps primaires uniquement
sous leur forme native (et non dénaturée comme l€&sas quand ils sont mis en présence de

SDS, dans le tampon de Laemmli). Dans ce cas, #nehlourde des anticorps n’est
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effectivement pas reconnue (Figure 36B, piste a)bande révélée de 50 kDa (Figure 36B,
piste 4) est donc bien spécifique de hp76-myc.8agmce dans I'éluat de I'lP ne s’explique
gue par son association au fragment N-terminak(32) dans le surnageant.

Une autre preuve de l'association de ces deux featgnest apportée par la purification du
surnageant des cellules 293/hp76-myc sur la coldM#&C d’ion cobalt, qui permet de
retenir I'étiquette Hig (cf Matériel et Méthodes, Figure 27) : les dewagfnents sont retenus
ensemble sur la colonne, alors que seul le fragaees0 kDa comporte le tag myc-His

Pour voir si ces fragments sont liés par un ouptess disulfures, du surnageant de culture de
cellules 293/hp76-myc non réduit (préparé dansaommpbn Laemmli san8-mercaptoéthanol)
séparé par SDS-PAGE et analysé par Western blat g deux anticorps Nhp76Ab et
Crp76Ab. Dans cette condition, les deux fragmesgss du précurseur migrent toujours aux
mémes masses moléculaires, I'un a 32 kDa et a0 kDa (Figure 36C). Ils ne sont donc
pas liés par des ponts disulfures, car si tel é&adas, les deux anticorps détecteraient une
méme bande migrant & une masse moléculaire supEaeb0 kDa. Ainsi, I'association des

deux fragments de hp76-myc n’est pas de naturdeea

4. Cinétiques de I'expression de hp76 et mp76 dans desllules transfectées

transitoirement

Des cellules HelLa en transfection transitoire datsuivies sur 4 jours par une analyse en
Western blot avec Crp76Ab. En ce qui concerne &wlbs de 76 kDa correspondants aux
précurseurs de hp76 et mp76, ils sont intensesape2dours puis leur intensité diminue. Les

précurseurs ont presque disparu apres 4 jouradsféction. Comme observé précédemment,
deux fragments C-terminaux de 40 et 27 kDa sorggmts pour mp76 ; de 40 et 36 kDa pour
hp76 (Figure 37). L'intensité de ces fragments dimi mais faiblement sur les 4 jours, ce qui
laisse supposer gu'ils ont une durée de vie intiida@e assez longue. Un fin doublet vers 15

kDa est également détecté dans les échantillomspd® qui est le plus intense a 3 jours de

transfection, puis son intensité diminue apres.
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Figure 37. Suivi de I'expression transitoire de p7@n cellules HelLa sur 4 jours.

Analyse par Western blot de lysats de cellules HeLiaon transfectées (NT), transfectées avec le plagtai
vide (« mock »), ou le plasmide codant pour hp76 ocelui codant pour mp76 (18 cellules/piste), avec
Crp76Ab, 1, 2, 3 ou 4 jours apres la transfectiorles tétes de fleche désignent les bandes a 66 ekRa.

Deux bandes de 66 et 27 kDa sont présentes damgstts de HelLa non transfectées, ou
transfectées par le plasmide vide. Leur intensier quasiment constante sur les 4 jours
(Figure 37, tétes de fleche). Ces bandes ne sentégw@lées par le sérum non immun de
Crp76Ab (non montré). Cependant, comme leur intémsaugmente pas avec la transfection,

elles sont considérées comme non spécifiques.

5. Discussion

5. 1. Identification de p76

La protéine p76 a été identifiée dans notre lalbiaen 2000 a partir de lignées cellulaires
humaines mais n’a pas été mentionnée dans no<atibtis (Journet et al., 2000; Journet et
al., 2002). D’autres laboratoires I'ont identifiée cours de 4 études protéomiques dont trois
reposaient sur la purification de protéines M6Rsaln protocole tout a fait similaire au
notre.

La premiere étude publiée concernait I'analyse pexéines M6P de cerveau humain,
purifiées par affinité sur du sCI-MPR. Soixantaieé protéines ont été identifiées, dont 9 qui
n'étaient pas encore caractérisées ou décrites eolysnsomales (Sleat et al., 2005) : hp76

figure parmi elles. Par la suite, ce groupe a jguhblie autre analyse protéomique sur du
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plasma humain purifié par affinité sur du MPR ($kgaal., 2006a). hp76 fait également partie
des 148 protéines identifiées. Elle est appeléehoggholipase-like hypothetical
protein LOC196463». La troisieme étude protéomiquetait sur les protéines M6P de
fibroblastes embryonnaires de souris (MEF pour Mobmbryonic Fibroblasts) déficientes
pour les deux MPR (Kollmann et al., 2005). Dans lgg®es, les précurseurs des protéines
M6P sont sécrétés constitutivement dans le surnagda culture. Aprés purification du
surnageant par affinité sur les MPR immobiliséspARéines ont été identifiées, dont 38 sont
lysosomales et 4 non caractérisées. Parmi elleg,pl@téine hypothétique de 66.3 kDa »
correspond a la p76 de souris (mp76). Enfin, urergpme étude protéomique a été réalisée
sur des granules de neuromélanine (NM) de cervemain purifiés par des fractionnements
subcellulaires (Tribl et al., 2005). Les auteursnirent que ces granules ont des propriétés
communes avec les lysosomes et qu’ils sont probedrie des organites dérivés des

lysosomes (LRO). hp76 fait partie des 4 protéidesitifiees de fonction inconnue.

5. 2. Tous les sites de N-glycosylations de hp76 sont opés et certains portent des

sucres M6P

Le nombre de N-glycosylations de hp76 a été déeterrsur des protéines M6P de cellules
U937 purifiées par affinité sur une colonne de BIPIR, et nous avons montré que les six
sites de N-glycosylation potentielles sur la ségeetie hp76 étaient effectivement occupés.
L’existence d'un doublet pour le fragment C-ternhimie 45 kDa s’explique par une
hétérogénéité sur un des sites en position 436,046515. Des sites glycosylés de maniére
hétérogene sont fréquents parmi les protéines M@R Figura and Hasilik, 1986). Nos
résultats peuvent étre comparés a une étude prigp@emécente portant sur les glycopeptides
porteurs de M6P des protéines de cerveau humaie sburis purifiées par affinité sur une
colonne de sCI-MPR (Sleat et al., 2006b). Parmisiéss N-glycosylés porteurs de M6P
identifiés pour hp76, les auteurs observent quertds sites du fragment C-terminal sont
glycosylés de maniére homogéne alors que leur gotEzgermet de détecter un site glycosylé
de maniere hétérogene. Cette différence est peutdéie a la source de hp76 utilisée, qui
provient de protéines M6P de cerveau humain dansate de I'équipe de Lobel, et de
protéines séecrétées par des cellules en culturs datre cas. Le niveau d’activité des
glycosyltransférases peut étre différent entrassutet les cellules d’une lignée.

La présence de sucres M6P sur hp76 a été vérifieeupe expérience d'overlay. Une

interaction directe et dépendante du M6P a été mderentre hp76 et le CI-MPR, prouvant
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gue hp76 est une protéine porteuse de sucres M@Re MNesultat est en accord avec celui du
groupe de Lobel, qui identifie cing glycopeptidestpurs de M6P pour hp76 (Sleat et al.,
2006b). Cela représente un nombre assez importamM-glycosylations porteurs de M6P
comparé aux autres protéines M6P lysosomales. l3esprétéines M6P lysosomales
identifiées lors de cette étude ont en moyenne/@gkptides porteurs de M6P. Seulement 2
hydrolases avaient plus de 5 glycopeptides M6Rcétamidase acide (5 glycopeptides M6P)
et la N-acetylglucosamine-6-sulfatase (9 glycopksstiM6P). Ce nombre important de M6P
dans la protéine hp76 peut avoir des implicatioosrpsa reconnaissance par les MPR et
I'efficacité de son ciblage aux lysosomes. De phisn que les 6 sites de N-glycosylation de
hp76 soient occupés (démontré dans notre étuddgnsent 5 d’entre eux sont porteurs de
M6P (tous, sauf le site 110 de hp76 selon (Sleak €2006b)). Le protocole de Sleat et al. ne
détectant pas les glycopeptides porteurs de sworeplexes, il se peut que le site 110 de
hp76 porte un tel sucre. Cette hétérogénéité demp/pes de sucres portés par les protéines
M6P lysosomales a déja été rapportée, par exemple & B-glucuronidase et Ig3-
hexosaminidase B humaines, qui ont 2 N-glycosytatiavec des sucres M6P sur 4 sites

effectivement N-glycosylés (Shipley et al., 1998n8&8erfeld-Fresko and Proia, 1989).

5. 3. p76 subit une maturation protéolytique
5.3.1. mp76

Dans les protéines M6P de surnageant de cellulesutées JR11 purifiées par affinité sur une
colonne de sCI-MPR, nos anticorps anti-p76 détécterfragment de 40 kDa C-terminal. En
conséquence, un fragment N-terminal de 36 kDa degtee présent dans ces sécrétions.
Notre anticorps N-terminal anti-mp76 de souris, NB¥b, bien que de pietre qualité,
reconnait un doublet vers 28-30 kDa, qui pourtaé ée fragment N-terminal.
Intracellulairement, le fragment C-terminal de 4Dakest clivé a nouveau, pour donner un
fragment C-terminal de 27 kDa que I'on a nommé mp2& fragment est présent dans les
lysats de cellules transfectées avec le plasmidartgour mp76, ainsi que dans les protéines
M6P de cerveau de souris purifiées par affinitéusier colonne de sCI-MPR.

Dans I'étude protéomique des protéines M6P pusdfi@éepartir du surnageant de MEF
déficientes pour les deux MPR (Kollmann et al., 200np76 a été identifiee sur des gels
d’électrophorese bidimensionnelle sous la formé&dspots a des masses moléculaires de 66,
40 et 30 kDa. Cette équipe a poursuivi I'étude de&7énen réalisant une caractérisation
similaire a celle que nous avons mené avec hp76déh et al., 2006). Le surnageant de
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culture de cellules HT 1080 (lignée humaine deofilarcome) transfectées avec un plasmide
codant pour mp76 porteuse d’'une étiquette; Iigerminale (mp76-Hig a été analysé par
SDS-PAGE apreés purification sur une colonne IMA®m’'nickel. Deuschl et al. détectent
trois espéces majoritaires sécrétées de 75, 408ekDA, ainsi que d’autres especes
minoritaires de 66 kDa et un doublet de 15-14 KP&a. séquencage N-terminal, ils montrent
gue les fragments majoritaires de 75 et 28 kDa lenméme peptide N-terminal, qui
correspond a I'extrémité N-terminale de mp76 ajpmspure du peptide signal ; le fragment
de 40 kDa est C-terminal. Avec un sérum anti-mpméeee développé dans leur laboratoire,
une analyse par Western blot des lysats de celglesurexpriment mp76-Hjsdétecte des
especes intracellulaires de 75, 40, 28 et un doablel-15 kDa, la plus intensément révélée
étant celle de 28 kDa. Dans notre étude, nous tiéteégalement un doublet C-terminal vers
15 kDa : il est peu intense en transfection trairsit(Figure 32, pistes 3 et 5). Il apparait au
deuxieme jour de transfection et disparait aprésuB de transfection alors que mp27 est
encore trés intense (Figure 37). Ce fragment piiudoac bien étre identique a celui observé
par Deuschl et al. En revanche, par analogie asedpeces présentes dans le surnageant, les
auteurs déduisent que le fragment intracellulage28 kDa qu’ils observent est N-terminal.
Cette interprétation est en désaccord avec la matrenous avons montré que le fragment
intracellulaire de 27 kDa était C-terminal. Parnoiilence, il y a un fragment de 28 kDa
sécrété N-terminal et un fragment de 27 kDa inthaleere C-terminal. D’ailleurs, nous
détectons également le fragment sécrété N-termimals sous forme d’'un doublet de 28-30
kDa avec Nmp76Ab (cf Matériel et Méthode, Figurg. 25

5.3.2.hp76

Nos résultats montrent que le précurseur de hpi7é@asord clivé en un fragment N-terminal
de 32 kDa et un doublet C-terminal de 45 kDa dassptotéines M6P humaines sécrétées.
Les fragments correspondants ont été observésasyrdtéine recombinante hp76-myc
sécrétée. Un séquencage N-terminal sur les fragnenhp76-myc a permis d’identifier le
site de clivage du peptide signal entre les résddust 42 et un site de clivage interne entre les
résidus 243 et 244. Les deux fragments résultamts associés dans le surnageant, mais ne
sont pas associés par un pont disulfure. AinsiprggEcrétée serait présente sous la forme d’un
précurseur monomere et d’'une forme maturée hétédrdjue dont les deux chaines restent

associées par des liaisons non covalentes.

130



En ce qui concerne la maturation intracellulait@dlyse des lysats de cellules surexprimant
hp76 ou hp76-myc ne nous permet pas de définir aeeitude la masse moléculaire des
fragments « matures ». Elle varie selon la lig&d@, HelLa ou 293) : deux fragments N- et
C-terminaux apparaissent, dont les masses moléesilfliictuent respectivement entre 22 et
24 kDa pour I'un et entre 40 et 32 kDa pour I'aptesspectivement.

hp76 a été identifiée par I'équipe de Lobel pamsi protéines M6P de cerveau humain, dans
22 spots migrant entre 42-30 kDa (Sleat et al.520Bar un séquencage N-terminal global, le
peptide VPGNKGVF de hp76 a été identifié (résid@2-299, selon la numérotation de
LOC196463), indiquant la présence d’'un fragmenei@itnal de hp76 mature et abondant
dans le cerveau. La masse moléculaire théoriqueedgagment calculée avec le logiciel
« Compute Mw/pl tool» pour la séquence des réstizsa 589 est de 33 kDa. En ajoutant 3
N-glycosylations (d’approximativement 1,5 kDa chae)) la masse moléculaire de ce
fragment C-terminal du cerveau humain est estim@8 &Da. Cela pourrait concorder avec
certaines masses moléculaires observées danssis lge cellules surexprimant hp76 ou
hp76-myc.

La différence de site de coupure observée pouatgrent C-terminal de hp76 (résidu 244 ou
292) peut étre due a des évenements de maturatféredts subis par la protéine sécretée
d’'une lignée cellulaire ou par la protéine intradeire de cerveau. Cependant, nous avons
observé d’autres fragments, certes minoritairegs da surnageant des cellules 293/hp76-
myc, a 40 et 36 kDa. lls sont détectés par I'anpsdCrp76Ab qui reconnait le peptide C-
terminal de hp76-myc, ce qui implique que la rémuctle la masse moléculaire de 50 kDa a
36 kDa de ces fragments est due a une perte dsaaidaés du coté N-terminal, en plus de la
perte de I'étiquette myc-Hjgcf Figure 35). Il se peut que les acides amimésedes résidus

243 et 292 soient coupés aprés un premier clivada dhaine C-terminale au résidu 244.

5. 3. 3. Comparaison des formes hp76 et mp76

Nos résultats et les données de la littératureyiratit que le premier clivage du précurseur de
p76 est identique pour la forme humaine et la formeine. En effet, Deuschl et al. ont
effectué le séquencage N-terminal des fragmentgtgdcde p76 de souris. Les fragments a
75 et 28 kDa sont N-terminaux ; ils débutent audré<l7. Le fragment a 40 kDa est C-
terminal ; il débute a la cystéine 249 avec la ségqa « CSALIK ». Cela concorde
exactement avec ce que nous avons observé poragimdnt sécrété humain de 50 kDa qui

débute a la cystéine 244, également avec la ségquei@SALIK » (Figure 38).
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Figure 38. Schémas de la premiére étape de maturati commune a hp76 et mp76.
D’apreés nos résultats et ceux de Deuschl et al. esl précurseurs de hp76 et mp76 sécrétés sont clivés
respectivement au résidu 244 et 249, donnant deukaines N- et C-terminales.

Ainsi, les précurseurs humain et murin ont un pegrsite de clivage commun. Le fragment
C-terminal de 40 kDa est « I'équivalent » murinfdagment C-terminal humain de 50 kDa de
hp76. De méme, le fragment N-terminal de 28 kDa Z8t80 kDa selon nos données sur
mp76) est « I'équivalent » murin du fragment humaén32 kDa. Par ailleurs, I'analyse par
SDS-PAGE non réduit réalisée par Deuschl et al.tragggalement que les fragments ne sont
pas associés par des ponts disulfures.

Un second clivage protéolytique a lieu dans lesxdespéces. Nos données indiquent
clairement l'apparition d’'un fragment C-terminal @& kDa pour la forme murine de p76,
alors gqu’'un tel fragment C-terminal n’est pas ob8eite maniére aussi nette pour la forme
humaine de p76. Nos lignées qui surexpriment hpgésgmtent un doublet entre 40 et 32 kDa
(Figure 34, Figure 37). Quant aux fragments issuadnoitié N-terminale, nos données sont
peu interprétables concernant a la fois hp76 etmp7
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II. CHAPITRE Il : ETUDE DE LA LOCALISATION DE P76

La découverte de p76 au cours d’'une analyse praggende protéines M6P purifiées par
affinité sur une colonne de sCI-MPR suggére unaligation lysosomale pour p76 mais n'en
est pas une démonstration. Ce chapitre relate Xpériences réalisées pour montrer la
distribution tissulaire de hp76 et prouver la |lggation lysosomale de p76. Deux approches
ont permis d’étudier la localisation de p76, 'immafiuorescence (IF) et les fractionnements

subcellulaires.
1. Localisation tissulaire

La répartition tissulaire de hp76 a été observéaiaeau des ARN messagers (ARNm) par

une analyse en Northern blot, sur des tissus himain
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Figure 39. Etude de la distribution tissulaire de p76 par Northern blot.

Une membrane de Northern blot contenant les ARNm dpaits de 12 tissus humains a été hybridée avec
une sonde spécifique de 'ADNc de hp76, radiomarqeéau [P]. Le dép6t dans chaque piste est normalisé
avec le signal de la sonde d&actine.
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Un transcrit de 2,4 kb est détecté dans tous $ssidi (Figure 39) en accord avec la taille
attendue pour 'ARNm de hp76 (2584 pb). La quardiion du signal radioactif de hp76
normalisé par celui de I'actine indique une expgossin peu plus importante dans le ceeur, le
cerveau et le foie. On observe également la présehan transcrit de 4,4 kb, dont
I'expression suit celle du transcrit de 2,4 kb ‘eindranscrit de 0,24 kb dans le foie (Figure
39). Le transcrit de 0,24 kb pourrait étre di a dégradation de I'ARN messager.

2. Localisation intracellulaire

2. 1. Localisation de p76 par immunofluorescence
2. 1. 1. Expression de protéines chimeres hp76-GFP ou hpyt6-m

La localisation intracellulaire de hp76 a initialemt été étudiée dans les lignées Hela stables
HelLa/hp76-GFP (Figure 40) ou HeLa/hp76-myc (Figtie

B. hp76Abp C. hp76-GFP

]

E. hp76-GFP

b}

Figure 40. Analyse en immunofluorescence des celbsl HeLa/ hp76-GFP.

Les cellules sont fixées et marquées par un doubiearquage avec un anticorps anti-LAMP-1 (A, Cy-5) &
avec l'anticorps polyconal purifié hp76Abp (B, Cy-3. hp76-GFP est également détectée par la
fluorescence de la GFP (C). Les vésicules ayant unarquage commun LAMP-1 et hp76Abp sont
marquées en blanc (D). Les fleches bleues désignédes vésicules ayant les trois marquages LAMP-1,
hp76Abp et GFP, les fleches jaunes montrent dessréules intensément marquées par la GFP, mais pas
ou peu par LAMP-1 et hp76Abp (E).
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Le marquage de hp76 par la fluorescence intrinsélguéa GFP dans la chimére est bien
vésiculaire (Figure 40C) mais il ne colocalise gagtiellement avec les lysosomes, repérés
par le marquage LAMP-1 (Figure 40A).

Ainsi, nous avons utilisé I'anticorps hp76Ab pwif(hp76Abp) : son marquage dans les
cellules concorde bien avec celui des cellules xgum@ant hp76-GFP ; il est absent des
cellules non transfectées (Figure 40B). Ceci itugtar ailleurs le fait que hp76 endogéne est
trop peu abondante dans les cellules non transfeqiéur étre détectée avec I'anticorps
hp76Ab. De nombreuses vésicules sont marquées paBAbp, qui colocalisent tres
majoritairement avec le marquage LAMP-1 (Figure X0Bar une observation plus précise,
on voit qu'il y a peu de vésicules ayant le triplarquage GFP, hp76Abp et LAMP-1 (Figure
40E) et que les vésicules marquées par la GFPmigpas ou peu marquées par hp76Abp et
LAMP-1.

Une observation similaire a été faite sur les lemsétables HelLa/hp76-myc. Le marquage de
I'étiquette myc avec I'anticorps 9E10 est vésiawamais la localisation de ces vésicules est
clairement difféerente des vésicules marquées patitorps hp76Abp (Figure 41A). En
revanche, les vésicules marquées par I'anticorgéAlpp colocalisent majoritairement avec
le marquage LAMP-1 (Figure 41B) ou cathepsine igyfe 41C).

Il se peut que les étiquettes GFP ou mycsHis hp76 soient dégradées par les protéases
acides dans la voie endocytaire avant d’atteingsely)sosomes. Ainsi, comme hp76 est trés
concentrée dans les lysosomes, elle est convenablatétectée par I'anticorps hp76Abp. En
amont dans la voie endocytaire, la plus faible eatration en hp76 (avec son étiquette
intacte) ne permet plus sa détection par ce ménieogrs. En revanche, cette concentration
en hp76 est suffisante pour une détection avedid@mps anti-myc, le 9E10. Cet anticorps

doit étre plus affin pour I'épitope myc que l'ardrps hp76Abp pour la protéine hp76.
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hp76Abp 9E10 (anti-myc) Superposition

hp76Abp Superposition

hp76Abp Cathepsine D -

] B

Figure 41. Analyse en immunofluorescence de la lige stable HeLa/ hp76-myc.

Les cellules HelLa exprimant de maniére stable hp78wc sont fixées et marquées avec I'anticorps hp76Ab
purifié (A et C, Alexa 488 ; B, Cy-3) et avec desnticorps anti-myc (Cy-3), anti-LAMP-1 (Alexa 488)ou
anti-Cathepsine D (Cy-3).

2. 1. 2. Expression de hp76 (sans étiquette)

Afin de vérifier que I'étiquette accolée a hp76pmevoque pas un ciblage artefactuel de hp76
au lysosome, des cellules HelLa ont été transfectéananiere transitoire avec un plasmide
pcDNA3.1/hp76 (codant pour hp76 sans étiquette)bserveées 4 jours apres. Nous avons
regardé la localisation intracellulaire de hp76 caVanticorps hp76Abp (Figure 42A) et
'anticorps Crp76Ab (Figure 42B). Les vésicules temrant hp76 colocalisent de maniére
extensive avec les marqueurs des lysosomes LAM#gRre 42A) et la cathepsine D (Figure
42B).
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Figure 42. Analyse en immunofluorescence de cellsléleLa TT hp76.
Les cellules HelLa ont été transfectées de maniémansitoire (TT) avec le plasmide pcDNA3.1/hp76 codd
pour hp76, puis fixées 4 jours apres. Le marquageedhp76 est visualisé par les anticorps hp76Abp (Au
Crp76Ab (B). Les lysosomes sont marqués par un agtrps anti-LAMP-2 (A) ou par un anticorps anti-
cathepsine D (B). Les fleches désignent des vésasutjui colocalisent.

2. 1. 3. Expression de mp76 (sans étiquette)

La localisation intracellulaire de la p76 de soun®76) a également été vérifiée sur des
cellules HelLa transfectées avec le plasmide pCM®@ISP6/mp76 et immuno-marquées 4
jours apreés la transfection. La majorité des vdsgmarquées par les anticorps anti-mp76
Crp76Ab (Figure 43A) et Irp76Ab (Figure 43B) coltisa avec les lysosomes, repérés avec
les marqueurs habituels, la cathepsine D (Figure éB8LAMP-2 (Figure 43B).
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Crp76Ab - - Cathepsine D
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Figure 43. Analyse en immunofluorescence de cellsléleLa/ mp76.

Des cellules HelLa ont été transfectées avec le ptade pCMV-SPORT6/mp76 codant pour mp76, puis
fixées 4 jours apres. Le marquage de mp76 est vidisg par nos anticorps polyclonaux, Crp76Ab (A) ou
Irp76Ab (B). Les lysosomes sont marqués par un amrps anti-cathepsine D (A) ou par un anticorps
anti-LAMP-2 ( B). Les fleches désignent des vésiasg qui colocalisent.

2. 1. 4. Conclusions sur I'approche par immunofluorescence

Par cette approche, nous avons observé que larpldes vésicules marquées p76
colocalisent avec des marqueurs des lysosomesrd3’'dgs épitopes ciblés par les anticorps
utilisés, il apparait qu’au moins un fragment Gytieral dérivé de la forme murine de p76 est
présent dans les lysosomes, tandis que pour laefaumaine de p76, des fragments N- et C-
terminaux sont détectés dans les lysosomes.

Ces expeériences ont été réalisées sur des cetjulesurexpriment p76. Nos anticorps anti-
p76 ne détectent pas hp76 endogene dans les selldea non transfectées. hp76 est
pourtant exprimée dans ce type cellulaire : apredigation par affinité sur une colonne de

sCI-MPR d’un surnageant de culture de cellules Hehat la sécrétion des précurseurs de
protéines néosynthétisées a été provoquée par @gobiH,Cl, le précurseur a 76 kDa et la

bande a 32 kDa sont détectées en Western blothgw@&Ab dans (non montré).

Les anticorps Nmp76Ab et Nhp76Ab purifiés ont étllises sur des cellules HelLa

surexprimant respectivement mp76 et hp76 (testégectivement deux et une fois), en
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parallele des marquages faits avec les autresogosicAucun de ces anticorps ne donne un

marquage remarquable.

2. 2. Localisation de mp76 par fractionnements subcellulees

L’étude de la localisation intracellulaire d’'uneof#ine peut également étre réalisée par une
approche biochimique qui consiste a séparer I&rdifts organites intracellulaires intacts par
des centrifugations successives. Cette technigié mise au point a partir de foies de souris
« frais », homogéneéisés (Beaufay et al., 1964; deel®t al., 1955). Les échantillons ont été
préparés dans le cadre d'une collaboration aveladeratoire du Pr Jadot, & Namur, en

Belgique, et nous ont permis d’analyser le compoetat de la p76 endogene de souris.

2. 2. 1. Distribution de mp76 dans un fractionnement subtagle total

A lissue d’'un fractionnement subcellulaire totedalisé par centrifugations différentielles,
’lhomogénat de foie est fractionné en fractionsléaice (N), mitochondriale lourde (M),
mitochondriale |égére et lysosomale (L), peroxisiens microsomale (P), et cytoplasmique
(S). La distribution de mp76 dans ces fractionséaééudiée par Western blot avec les trois
anticorps Crp76Ab, Irp76Ab et Nmp76Ab. La FigureAddhontre les images classiquement
obtenues (expériences ont été reproduites pludieistssur des fractionnements différents).
Les anticorps anti-p76 reconnaissent plusieurs dmrdhns ces échantillons complexes.
Cependant, un seul fragment est révélé par les detigorps dirigés contre I'extrémité C-
terminale de mp76 : il s’agit du fragment a 27 kBppelé mp27, qui a déja été observe dans
différents échantillons et qui est issu de la natan protéolytique de mp76 (cf paragraphe 3.
1 et Figure 33). On remarque qu’il est particuleeat enrichi dans la fraction L et
également, de maniére moindre, dans la fractio@&fite distribution correspond tout a fait a
celle de protéines lysosomales comme LAMP-1 o-galactosidase (Figure 44B). La
distribution de marqueurs d’autres compartimentsdéd&rente et en adéquation avec les
données de la littérature : 'ATPase mitochondried¢ la plus enrichie dans la fraction M,
mais elle est également présente dans les frachioes L. Le marqueur de la membrane
plasmique CD98 est distribué dans les fractions R @igure 44B).
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Figure 44. Distribution de mp76 dans un fractionnerent subcellulaire total, réalisé par centrifugation
différentielle.

(A) Analyse par Western blot des échantillons du fictionnement subcellulaire de foie de souris (N :
fraction nucléaire, M : mitochondriale lourde, L : mitochondriale Iégére et lysosomale, P : peroxisoret
microsomale et S : cytoplasmique). Une méme quargitde protéine est déposée dans chaque piste (40 pg)
d’'un gel a 12% de polyacrylamide. Ces images entiés montrent le profil classiquement obtenu avec les
anticorps Crp76AB et Irp76Ab. (B) Distribution dans un fractionnement subcellulaire total de différens
marqueurs analysée par Western blot (mp27, LAMP-1lysosomale, APTase mitochondriale et CD98 de la
membrane plasmique) ou par dosage enzymatiqugd-galactosidase lysosomale). Les protéines sont ici
séparées sur un gel a 10% de polyacrylamide. L'agiéque désigne une bande non spécifique révélée par
Crp76Ab.

En ce qui concerne l'analyse par Western blot de& reémes fractions avec l'anticorps
Nmp76Ab, dirigé contre I'extrémité N-terminale depm®, de nombreuses espeéces sont
révélées. Cet anticorps a été purifié sur le pepittisé pour I'immunisation, mais le résultat
du Western blot n’en est pas amélioré (cf Matatdlethodes, Figure 25). Pour trouver les
fragments spécifiques de Nmp76ab parmi ces nombselmmndes, une expérience de

déplacement avec le peptide immunogene a été &éalis apparait clairement que cet

anticorps manque de spécificité.

2. 2. 2. Distribution de mp76 dans des gradients de densité

La démonstration classique de la localisation d'pnatéine dans les lysosomes consiste
ensuite a étudier sa distribution dans des grasldmidensité réalisés sur une fraction « ML »
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préparée a partir de foie de souris. La reunionagedeux fractions M et L est utilisée car ce
sont elles qui contiennent mp27. La fraction ML pstparée de maniére similaire & un
fractionnement subcellulaire, par des centrifugetiaifférentielles : le surnageant post-
nucléaire de I’homogénat de foie est centrifugéa witesse de sédimentation de la fraction L
(la plus élevée entre M et L). Le culot correspaldrs directement a I'ensemble des
organites qui sédimentent dans les fractions M &dur démontrer la localisation lysosomale
d’'une protéine, il s’agit de comparer la distribatide cette protéine dans des gradients de
densité réalisés entre une fraction ML préparéearéirpde foie de souris normale et une
fraction ML préparée a partir de foie de sourisrayacu une injection de Triton WR-1339.
Ce détergent est non hémolytique et il est élindnéang en 4 jours, en s'accumulant dans
les lysosomes du foie. Ces lysosomes sont alomé&pp tritosomes ». Cette accumulation de
Triton WR-1339 provoque une diminution spectacelade la densité des lysosomes,
observable sur un gradient de densité (Wattiaux WAfadtiaux-de Coninck, 1967). Les
fractions ML issues d’'une souris normale et d’'unaris injectée au Triton WR-1339 sont
donc déposées chacune au sommet d’'un gradientréinda saccharose et soumises a une
centrifugation isopycnique au cours de laquelledeganites vont sédimenter a leur densité
d’équilibre. Le dosage de l'activité des hydrolags®somales des différentes fractions rend
compte de la distribution des lysosomes. Puisfrigions sont analysées par Western blot
pour connaitre la distribution de mp76.

2.2.2.1Cas du fragment C-terminal mp27

Dans les échantillons de souris normale, le fragmmga27 se trouve dans les fractions lourdes
du gradient. Sa distribution est identique a cd#e lysosomes, déterminée par les activités
enzymatiques dgd-galactosidase di-hexosaminidase (Figure 45, partie gauche). Dasis le
échantillons de la souris injectée au Triton WR9A,3Bp27 est présente dans des fractions
beaucoup plus légeres, qui contiennent aussi lequears des lysosomes (Figure 45, partie
droite). Les mitochondries sédimentent dans dedidres proches de celles contenant les
lysosomes dans une souris normale (Beaufay €t94), mais leur densité n’est pas affectée
par le Triton WR-1339, comme le montre I'analyse Y&estern blot par un anticorps anti-
ATPase mitochondriale (Figure 45).
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Figure 45. Distribution de mp27 dans des gradientde densité, analysée par Western blot par Crp76Ahte
Irp76Ab.

Une fraction ML issue d'une souris témoin (partie guche) ou d'une souris ayant recu une injection de
Triton WR-1339 (partie droite) est séparée sur un dient de saccharose de densité continue (1,044,2
g/mL). Les distributions de mp27 et de 'ATPase midchondriale sont analysées par Western blot, celles
des B-galactosidase e3-hexosaminidase sont analysées par dosage enzymaéiqLa densité de chaque
fraction du gradient (numérotées de 1 a 13) a étéanurée. Ainsi, la différence de densité d'une fracn a
lautre (Ap) est proportionnelle a la largeur des histogrammegqgraphes). La fréquence représente
l'activité mesurée dans chaque fraction, divisée paAp. Les astérisques désignent des bandes non
spécifiques.

2.2 .2.2Cas des fragments N-terminaux de mp76

Les fractions des gradients de densité issus déssoarmale ou traitée au Triton WR-1339
ont également été analysées avec I'anticorps Nmp,78ikigé contre I'extrémité N-terminale
de mp76. Dans les échantillons de souris témoinurawsignal ne semble correspondre a
mp76, si ce n'est un fragment dont la taille paitrétre de 76 kDa, dans les fractions lourdes
7 a 13. Dans les échantillons de la souris injeatédriton WR-1339, ce fragment se trouve
egalement dans les fractions lourdes 7 a 13. 8trpas déplace, témoignant de son absence
dans les lysosomes.

En revanche, deux polypeptides apparaissent trigsnment dans la souris traitée au Triton
WR-1339 a 33 et 22 kDa dans les fractions Iégéras62qui sont celles ou les tritosomes

s’équilibrent (Figure 46).

142



Souris témoin Souris “Triton”

Nmp76Abp
12345678 910111213 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 1213

-!2!3‘“,?{ - -=2=3383
&

13— A g —— —

33 kDa
. g 22kDa

B-galactosidase

20 - 20 -
© 15 15
Q =
5
S 10 10 4
o
g
w 51 5 - .
i
0 T T T T T T Y T ¥ T T T ¥ 1 0 T T T T ¥ T ¥ T ¥ II_‘T|_‘I_|Y 1
100 104 1,08 112 1,16 1,20 1,24 128 100 104 108 142 116 120 1,24 128
Densité (g/mL) Densité (g/mL)

Figure 46. Distribution de mp76 dans des gradientde densité, analysée par Western blot par Nmp76Ab.
Fraction ML issue d’'une souris témoin (partie gauck) ou d’une souris ayant recu une injection de Trdn
WR-1339 (partie droite) séparée sur un gradient deensité de saccharose (1, 04-1,26 g/mL). Les frasts
ont été séparées par électrophorése puis analyséemr Western blot et incubées avec I'anticorps N-
terminal Nmp76Ab purifié. Le dosage de Ig3-galactosidase dans les fractions des gradients téigne de la
distribution des lysosomes.

Cependant, ces deux fragments ne sont détectadtssadicune des fractions du gradient de
densité réalisé a partir de la fraction ML de fdéesouris normale.

Dans un fractionnement subcellulaire total obteaudes centrifugations différentielles, il y a
bien des especes a ces masses moléculaires graipaticorrespondre a ces polypeptides (cf
Matériel et Méthodes, Figure 25) mais I'affirmet espossible, car trop d’especes protéiques

sont reconnues par lI'anticorps, méme purifié.

2. 2. 3. Latence

2.2.3.1 Le fragment C-terminal mp27 est latent
Le matériel soluble des lysosomes, du fait qu'tl @sfermé dans une vésicule, présente la
propriété de latence : il ne devient détectablesd@anmilieu environnant que lorsque la
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membrane lysosomale est altérée par exemple seffet!'de cycles de congélation-

décongélation ou d’un choc osmotique.
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Figure 47. Latence de mp27.

Des fractions ML de souris normale sont soumises des chocs osmotiques de force croissante. Aprés
ultracentrifugation, les surnageants (S) et culotsnembranaires (Mb) ont été analysés par Western blot
(avec Crp76Ab et Irp76Ab). Les activités enzymatiqes lysosomales ont été dosées dans ces échantillons
(graphe). Les activités sont représentées en % dadtivité soluble, soit (activité mesurée dans S¥omme
des activités S+ Mb) x 100.

Des aliquots d’'une méme fraction ML de foie de somormale sont soumis a des chocs
osmotiques de force croissante. Le surnageant ®t membranes sont séparés par
ultracentrifugation et ces deux fractions sont gseds soit par Western blot pour suivre la
distribution de mp76, soit par des dosages enzguedi pour suivre des marqueurs
lysosomaux solubles, Ig-galactosidase, |@-hexosaminidase et -glucuronidase (Figure
47). En conditions iso-osmotiques a 0,25 M de saos®e, mp27 est présent uniquement dans
la fraction membranaire : il est piégé dans leodgses ; il sédimente donc avec les
membranes. Plus la solution devient hypotoniques [@ signal de mp27 devient intense dans
la fraction soluble et disparait de la fraction rbeamaire. La libération progressive de mp27
dans le surnageant est tout a fait comparablel@ de$ hydrolases lysosomales. Ce résultat
montre a nouveau que le comportement du fragmeetr@inal mp27 est identique a celui

des hydrolases lysosomales.
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2.2 .3.2 Analyse de la bande contaminante a 29 kDa

Une bande contaminante a 29 kDa assez intenseigga dans les Figure 44, 45 et 47) est
présente dans les analyses par Western blot apd6&b. Cette bande est considérée comme
non spécifigue de mp76 car (1) elle n’est pas éavphr I'autre anticorps C-terminal Irp76Ab
(Figure 48) et (2) cette bande n’est pas obseraés des lysats de HelLa surexprimant mp76
(Figure 37).

carianyinant 929"‘- = 2;:1rtzsn'nams
mi
- -":mp2?

Crp76Ab Irp76Ab

Figure 48. Analyse par Western blot de la bande céaminante a 29 kDa.

Zoom sur une membrane de Western blot ayant été inbée d'abord avec Irp76Ab (a droite), puis séchée
et ré-incubée avec Crp76Ab. Les bandes autres que2ih révélées par Irp76Ab sont différentes de celles
révélées par Crp76Ab. L'échantillon est celui de ld&igure 47, « 0,2M, Mb ».

Par ailleurs, dans les conditions de I'expérieneelioc osmotique (Figure 47), cette espece
reste membranaire.

Une analyse en spectrométrie de masse en LC-MS/#M8& @alisée dans le but de confirmer
gue cette bande a 29 kDa ne contenait pas mp76.detay un gel SDS-PAGE a été réalisé
avec sur une piste, un échantillon « Mb, 0,025 Msdecharose » de I'échantillon de choc
osmotique (cf Figure 47), qui est déplété en mpRriche en p29. Sur l'autre piste, un
échantillon « S, 0,025 M de saccharose » de I'édltande choc osmotique a été déposé, qui
est a I'inverse enrichi en mp27 et semble dépodeyp29. Une bande de gel qui recouvre les
masses moléculaires 27 et 29 kDa a été découpéectague piste. Dans la bande « Mb »,
enrichie en p29, plus de 50 protéines principalémeitochondriales ont été identifiées.
Aucun peptide de mp76 n'a été trouvé. L'analysdadbande « S », enrichie en mp27, a
identifié un peptide de mp76 (DQSLVEDMDAMVR, résgld70-482) parmi plus de 20
protéines, lysosomales et mitochondriales. Bien cpite analyse n’apporte pas la preuve
définitive de I'absence de mp27 dans I'échantilleiMb » a 29 kDa, les données s’accordent
bien avec notre hypothése que ce fragment p29 pastune forme particuliere de mp76,

mais un contaminant.

2.2 .3.3 Analyse des fragments N-terminaux de mp76
Les échantillons de fraction ML de souris témoiruras aux chocs osmotiques ont été

analysés avec Nmp76Ab. A nouveau, cet anticorpectiétde nombreuses especes,
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principalement dans la fraction membranaire etngusont pas latentes. Seule une fine bande
vers 33 kDa apparait progressivement dans lesdnacsolubles de force croissante (Figure
49A, grande fleche noire), mais elle n’est pas blésinettement dans les fractions
membranaires. Une bande a 45 kDa apparait égaletresnintense dans la fraction du choc
osmotique le plus fort (S, 0,025M), mais son iniénsemble constante dans les autres
fractions solubles (Figure 49A, fleche vide).

La méme expérience de choc osmotique a été réafisds a partir d’'une fraction ML d’'une
souris injectée au Triton WR-1339. Dans ce cadalade a 45 kDa est a nouveau détectee
uniquement dans la fraction soluble « S, 0,025Mrigure 49B, fleche vide). Quant a la
bande a 33 kDa, elle apparait plus nettement (alus$ait que Nmp76Ab est purifié dans
cette analyse) (Figure 49B, grande fleche noireuxDautres bandes apparaissent, a 24 et 21
kDa (Figure 49B, petites fleches noires). On ne& pas laquelle correspond a la bande
observée a 22 kDa dans le gradient de densité slmulés traitée au Triton WR-1339 (Figure
46) car les marqueurs de masse moléculaire nepsentes mémes pour ces deux analyses.
L'intensité de ces trois bandes dans les fractemiables augmente avec I'hypotonicité du
milieu. Cependant, elles sont toutes les trois lg¢otant invisibles dans les fractions
membranaires (Figure 49B). Pour affirmer que cd ges fragments lysosomaux latents, il
faudrait les voir progressivement passer de latitlacmembranaire a la fraction soluble,
comme c’est le cas pour mp27 (Figure 47). Unedeiplus, on ne peut pas affirmer que ces
fragments N-terminaux de mp76 ont un comportemeentique a celui des protéines

lysosomales solubles.
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Figure 49. Latence de mp76 observée avec I'anticapNmp76Ab.

(A) Fraction ML de souris normale (mémes échantillas que Figure 47), analysés avec Nmp76Ab.

(B) Fraction ML de souris ayant recu une injectionde Triton WR-1339 soumise a des chocs osmotiques de
force croissante. Aprés ultracentrifugation, les stnageants (S) et culots membranaires (Mb) ont été
analysés par Western blot avec Nmp76Ab purifié (Nmp6Abp). Les activités enzymatiques lysosomales
ont été dosées dans ces échantillons (graphe). lagsivités sont représentées en % de I'activité sdile, soit
(activité mesurée dans S)/(somme des activités S-b)vk 100.

Ainsi, I'anticorps Nmp76Ab ne parvient a détecterrectement les fragments « spécifiques »
de mp76 (en particulier le fragment a 33 kDa) gaesdes fractions légéres d’'un gradient de
densité ou dans les fractions solubles d’'une fsacklL soumise & un choc osmotique. Ces
échantillons ont en commun d’étre issus de soraies au Triton WR-1339. Mais leur autre

point commun est que ces échantillons sont pauereprotéines et peu complexes, en
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comparaison avec les fractions lourdes des graddmtiensité ou les fractions membranaires
aprés un choc osmotique. Les hypothéses pour eepligette absence de détection du
fragment de 33 kDa dans les échantillons prépapssta de souris normale sont soit (1) que
ce fragment apparait du fait de [linjection de dmit WR-1339, qui provoque des

bouleversements métaboliques (Borensztajn et@6;1Frantz and Hinkelman, 1955; Otway

and Robinson, 1967), soit (2) qu'il est « masquies qu'il est présent dans des échantillons
complexes. Pour tester la premiére hypothese, nalgsee en Western blot a été réalisée pour
comparer une fraction ML préparée a partir d’'unerisonormale avec celle préparée a partir
d’'une souris injectées au Triton WR-1339 (non m@nt®On ne visualise pas de fragment plus
particulierement intense dans la fraction ML prégaa partir d’'une souris injectées au Triton
WR-1339. Ainsi, la seconde hypothese semble la phobable, d’autant que l'anticorps

Nmp76Ab n’est pas tres spécifique de mp76. On papposer que ce sont les nombreux

composeés protéiques et lipidiques qui masquent mp76

3. Discussion

3. 1. p76 est ubiquitaire

Le taux d’expression de 'ARNm de hp76 est simdaitans les différents organes, ce qui
suggere une expression ubiquitaire de p76 danslésusssus. Sur le site internet Symatlas,
qui centralise des données d’analyses transcripioesi la répartition tissulaire de TARNmM
de hp76 apparait également ubiquitaire. Cette tiépar est fréquente pour certaines
protéines lysosomales, comme par exemple la cattee@s(Pham et al., 1997), la cathepsine
O (Velasco et al., 1994), la DNase Il (Yasuda gt1898), la phosphatase acide (Geier et al.,
1992), etc. Deux transcrits a 4,4 et 2,4 kb soteaiés dans notre expérience de Northern
blot. Nous n'avons pas confirmé ce résultat avee deuxieme sonde spécifique de hp76
indépendante de la premiére. Ainsi, des lavagegs iBu stringents pourraient expliquer la
présence de ces deux ARNm (dont le plus grand gibure pas étre spécifique de hp76).
Cependant, dans I'étude de la distribution tisselldie mp76 réalisée par Deuschl et al. par
Northern blot, trois transcrits sont également ctéte entre 2 et 5 kb, dans tous les tissus
testés (Deuschl et al., 2006). Les auteurs obti@rieanéme résultat avec deux sondes, I'une
qui couvre toute la séquence codante et l'autrecquire I'extrémité 3' non codante. |l
semble ainsi probable qu’au moins deux transcatpdb existent, chez ’'homme et la souris.
Par ailleurs, plusieurs variants de transcrits nbdaour des protéines lysosomales sont
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egalement frequemment détectés (Boonen et al.,; ZB8igr et al., 1992). L’origine de ces

différents transcrits peut s’expliquer par un éuigsalternatif des ARNm.

3. 2. p76 est peu abondante

Une analyse par Western blot de lysats de différéissus de souris a été réalisée (non
montrée) et ne donne pas de résultat interprétainieernant la distribution de mp76 : de
nombreuses especes protéiques sont révélées upragqune n’'est reconnue simultanément
par les anticorps Crp76Ab et Irp76Ab. La méme expée a été réalisée par Deuschl et al.
(Deuschl et al., 2006) avec le sérum anti-mp76 dsumlisposent. Elle donne des résultats tout
aussi ininterprétables. mp76 n’est probablementdgéactable dans des lysats totaux, du fait
de sa faible abondance ; il est nécessaire demimex p76, ou d’enrichir ou de purifier les
échantillons pour étudier p76.

La faible abondance de hp76 était déja mise ereée parmi les protéines M6P de cellules
U937 purifiées par affinité sur du sCI-MPR immoddi hp76 représente 2 % de ces protéines
selon I'analyse réalisée par le logiciel Melview $&i gel de la Figure 7. Sachant que les
protéines lysosomales solubles et membranaireggeprent moins de 1% du protéome
cellulaire (Beaufay, 1972), une estimation appratiwe du pourcentage de p76 parmi les

protéines cellulaires est de moins de 0,02 %.

3. 3. p76 est une protéine lysosomale

Les protéines qui portent des sucres M6P sont opagisi toutes des protéines lysosomales.
Cependant, il existe quelques protéines non lysatEamui portent ces sucres, par exemple la
rénine (Faust et al., 1987) ou la thyroglobulinerddg et al., 1987). Par ailleurs, une étude
récente a montré qu’une faible proportion des pmegdu plasma, non lysosomales, portaient
des sucres M6P (Sleat et al., 2006a). Ceci renfarcecessité de déterminer la localisation
sub-cellulaire d’'une protéine porteuse de M6P ntbenent identifiée comme p76.

Les études protéomiques ayant identifié p76 fam@mid I'hypothése d’'une localisation
lysosomale de p76, sans cependant en apportemiansération :

Par exemple, dans I'étude protéomique des grarmdeseuromélanine de cerveau humain,
hp76 fait partie des 4 protéines identifiees dection inconnue (Tribl et al., 2005). Or, les
auteurs démontrent que ces granules sont des tagaldirivés des lysosomes, car sur les 72
protéines identifiées, 25 protéines sont lysosomdians I'étude protéomique menée par

Kollmann et al., a partir de sécrétions de MEFsderis, les auteurs ont cloné le géne codant
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pour mp76, et ont exprimé mp76 sous forme reconmbénet purifiée. A partir de ce matériel,
ils ont montré que mp76 était internalisée par eptisze dans les cellules MEF, de maniere
dépendante du M6P et qu’elle était finalement iséal dans les lysosomes (Kollmann et al.,
2005). Par ailleurs, le groupe de Lobel a poursees recherches en menant une étude
protéomique des protéines M6P du plasma humainraQteaquatre protéines lysosomales
connues ont été identifiées parmi 148 protéines k@@at et al., 2006a). Il est connu qu’une
petite proportion des protéines lysosomales estileinte, mais elles sont trés peu abondantes
par rapport aux protéines plasmatiques (1-100 ogtitre 0,5 g/L en moyenne pour une
protéine plasmatique). Les auteurs définissents traiteres (enrichissement apres un
deuxieme cycle de purification sur le sCI-MPR, \dt#i prédite ou connue d’hydrolase et
faible abondance dans le plasma) pour sélectiate®protéines candidates comme nouvelles
protéines lysosomales. Sur 80 protéines M6P nomums comme étant lysosomales,
purifiées a partir du plasma, hp76 fait partie 8egrotéines candidates retenues selon ces
criteres.

Nous avons donc étudié et démontré la localisdjismsomale de p76 grace a des études en
immunofluorescence (IF) et des fractionnementsaiaires sur du foie de souris.

Les expériences d’'IF réalisées sur des cellulesgrgxpriment hp76 avec ou sans étiquette,
ou mp76 ont montré une co-localisation de p76 dgsamarqueurs des lysosomes comme
LAMP-1 ou la cathepsine D. La co-localisation n'esirtes pas totale : la plupart des
vésicules sont co-marquées par p76 et le marqysosdmal. Cela illustre le fait que les
lysosomes n’ont pas tous strictement la méme comirasprobablement en fonction de leur
age ou du processus cataboligue dans lequel itesgagés.

Les fractionnements subcellulaires ont clairemesrmis de démontrer que le fragment C-
terminal mp27 de mp76 endogene est lysosomal uitl la méme distribution que les
marqueurs classiques lysosomaux dans un fractioemetotal de foie de souris, dans des
gradients de densité, avec ou sans réduction derlsité des lysosomes, et il a les mémes
propriétés de latence.

Un fragment N-terminal de mp76, de 33 kDa, seraiitygtre aussi lysosomal, mais notre
anticorps Nmp76Ab n’est pas assez spécifique poar ane conclusion certaine. Il aurait
fallu pouvoir détecter ce méme fragment de marpéue claire dans des souris normales, et
pas uniquement dans des souris injectées au TWitBA1339. L'utilisation du Triton WR-
1339in vivo provoque une hyperlipidémie et une hypercholekigre, qui sont dues a un
blocage de la dégradation des lipoprotéines plagoes par inhibition de I'activité de la

lipoprotéine lipase (Borensztajn et al., 1976),uacalation dans le sang des VLDL sécrétées
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par le foie (Otway and Robinson, 1967) et augm@mtate la synthese hépatique du
cholestérol (Frantz and Hinkelman, 1955). L'appanitdes fragments de mp76 comme une
conséguence de ces pathologies semble cependaptgimble. Il nous semble plutét que la
faible spécificité de I'anticorps ne permette pasiddtecter mp76 des lors qu’elle est présente
dans des échantillons trop complexes. Un autre@pt serait nécessaire pour résoudre ce
probléme.

Récemment, I'équipe de Libke. a également montléckdisation lysosomale de mp76 par
des techniques tres similaires au notres (Deusail,€2006). Le sérum anti-mp76 utilisé leur
permet de détecter la mp76 endogene des MEF empH#6 se trouve a l'intérieur de
structures en anneaux marquées par LAMP-1. Enslémipe de Libke a analysé la
distribution de mp76 par des fractionnements slildegles qui se limitent a la séparation
d’'une fraction ML de foie de souris traitée au dmitWR-1339 sur un gradient de densité
discontinu de saccharose formé de quatre couchssldigons de saccharose de différentes
densités. Aprés centrifugation, les tritosomes gs@éctpérés a linterface 14,1-34,5% de
saccharose (appelée « F2 ») alors que les mitodlesrat les péroxisomes sont présents dans
la couche a 45 % de saccharose. (Leighton et @68)1 Deuschl et al. analysent quatre
fractions du gradient par Western blot (F2 et lastfons F1, F3 et F4 non explicitées mais
qui correspondent probablement aux interfaces 4%, 34,5-45 % et 45-60,7% de
saccharose, respectivement). Deux fragments a BB ldba sont intensément révélés dans la
fraction F2 avec le sérum anti-mp76. Un aspecigaatble de cette expérience est I'absence
de comparaison avec une souris témoin. Dans ntddeénous estimons ne pas pouvoir
conclure sur la localisation lysosomale du fragmgné nous observons a 33 kDa avec
Nmp76Ab dans les souris ayant recu une injectiomrden WR-1339 justement parce que ce
fragment n’est pas détecté dans les échantillonsités. Ensuite, on ne peut pas savoir si le
fragment observé a 30 kDa par I'équipe de Lubkeespond a mp27 ou au fragment N-
terminal de 33 kDa détecté uniguement dans ledssojectées au Triton WR-1339 (Figure
46) de notre étude. En effet, le sérum anti-mp7@leyé par Deuschl et al. reconnait toutes
les espéces, N- et C-terminales, de mp76. Il edeestéme pour le fragment a 15 kDa qu’ils
détectent : on ne peut pas savoir s’il s’agit duldiet C-terminal que nous détectons en
transfection transitoire (Figure 32) ou s'il s’agés bandes vers 20 kDa N-terminales que
nous détectons dans les échantillons uniquemesstldarsouris injectées au Triton WR-1339
(Figure 46, Figure 49).
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[lI. CHAPITRE Ill : FONCTION DE P76

Lorsque de nouvelles protéines sont identifieesapatyse protéomique, la recherche de leur
fonction est une problématigue majeure, car aucpisée fonctionnelle n’est apportée
initialement. Les recherches d’homologie de ségagreuvent donner des indications, par
comparaison de la séquence d’intérét avec cellggatéines de fonctions connues. Dans le
cas de p76, la seule protéine de séquence homobyparg une fonction associée était la
phospholipase B de I'amibBictyostelium discoideunfDd-PLB), avec 37 % d’identité de
séquence.

La question posée dans le cadre de cette thesel@tai: « p76 est-elle une phospholipase B,
Al ou A2 ? ». Comme il a été démontré que p76 @tadsomale, cette hypothese nous a
semblé plausible, car un réle d’hydrolase est aitépour une protéine soluble lysosomale,
et toutes les phospholipases lysosomales ne sertlgaées a ce jour (Hostetler et al., 1982;
Mellors and Tappel, 1967; Piret et al., 2005).

Ce chapitre présente quelques expériences avec tgeoBnbinante visant I'étude de sa

liaison a des phospholipides et la mise en ceuvteste d’'activité.
1. Expériences de liaison aux phospholipides

Dans le but de connaitre plus précisément le satbptitentiel de p76, son affinité pour
différents phospholipides a été testée par desysemlen «fat blot». Ces expériences
consistent a déposer des lipides sur une membranaitdocellulose, puis a incuber
séquentiellement la membrane avec la protéineétéht un anticorps primaire dirigé contre
cette protéine et enfin un anticorps secondairgléoa la peroxidase. Plusieurs expériences
ont été réalisées, a partir de membranes commesciall préparées au laboratoire. Les
membranes ont été incubées en présence de lug/npkotégne hp76-myc provenant de
surnageant de culture de cellules 293/hp76-myceasdne (non purifié).

En partant d'une membrane commerciale comportarnge panel de phospholipides et de
lipides, il s’est avéré que hp76-myc liait un séype de phospholipide : la cardiolipine
(Figure 50A).
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Figure 50. Fat blots.

Des membranes de nitrocellulose portant des phosplimdes et des acides gras commerciales (A) ou
préparées au laboratoire (B) ont été incubées séquellement avec du surnageant de culture concentré
1000 fois soit de cellules 293/hp76-myc, soit dellakes 293/mock, puis avec Nhp76Ab et enfin avec un
anticorps secondaire couplé a la peroxidase. (A)LO0 pmoles de chaque composé, soit approximativenten
50 ng de phospholipides (cf Matériel et Méthodes po le détail des lipides déposés). (B) PG:
phosphatidylglycérol (50 pg), PS : phosphatidylsémnie (50 pg), PC : phosphatidylcholine (60 ug), PE:
phosphatidyléthanolamine (60 pg), AG : acide grasQ pg).

La cardiolipine est un phospholipide particulieryaat une structure de « double
phospholipide » ou un glycérol central lie deuxdasi phosphatidiques (Figure 51). La
cardiolipine comporte ainsi 4 chaines d’acides .gt&stype de cardiolipine déposé sur la
membrane commerciale est de la cardiolipine syiuthétavec 4 chaines d’acide myristique
(C14).
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Figure 51. Structure de la cardiolipine.

Les expériences ont été poursuivies, en déposans-mémes différentes sortes de
cardiolipines sur des membranes de nitrocellulakela cardiolipine synthétique (équivalente
a celle déposée sur la membrane commerciale), dardiolipine purifiée a partir dgé. coli

ou de la cardiolipine purifiée a partir de coeurbdeuf. Le cceur de boeuf est trés riche en
mitochondries, elles-mémes riches en cardioliplires. différences entre ces cardiolipines se
situent au niveau des chaines d’acide gras, qui @7% des acides linoléiques (C18 :2)
pour la cardiolipine de cceur de bceuf, alors quatdiolipine deE. colia des chaines d’acide
gras plus courtes et saturées. En outre, divedesigjras ont été déposés sur ces membranes
de nitrocellulose, en particulier de I'acide myigse (C14), pour déterminer si I'affinité de
hp76 était spécifique de la cardiolipine ou deslexigras C14. Ce point était important a
vérifier, car la Dd-PLB, la protéine homologue d&hezDictyostelium discoideujravait

été purifiée par affinité grace au groupement nyyisde la protéine ARF-1 (Morgan et al.,
2004). Le résultat de cette deuxieme analyse pabléd est que hp76-myc se fixe sur la
cardiolipine synthétique et sur celle Becoli, mais pas sur celle de coeur de bceuf, ni sur les
acides gras (Figure 50B). Le contr6le négatif, cuirespond au surnageant de culture des
cellules 293/mock incubé en paralléle sur une mamdbidentique, est effectivement toujours
négatif, ce qui valide nos observations. Un sigamabarait cependant en présence d'une
guantité importante de cardiolipine synthétiqueg(@fe 50B), mais son intensité est
significativement plus faible que lintensité dgrsal hp76-myc. Ainsi, dans la configuration
de ces tests, hp76-myc lie les cardiolipines angsatl’acide gras courtes et saturées. On peut
noter que hp76-myc reconnait aussi le phosphatidpl (PG), méme si l'intensité du

signal est tres faible. Ceci est cohérent avecafiivgté de hp76-myc pour la cardiolipine, car
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elle est composée d'un PG dont un groupement hythorst estérifié par un acide

phosphatidique.

2. Tests d’activité phospholipase

La seule piste fonctionnelle que nous avons comacerp76 est son homologie de séquence
avec la phopholipase B d@ictyostelium discoideumAinsi, nous avons mis en oeuvre des
tests fonctionnels avec hp76-myc pour détecteraatigité phospholipase A, car I'activité de
type phospholipase B recouvre les deux activiteeAA2. Nos expéeriences sont réalisées a
37°C, le plus souvent dans un tampon contenanselssde calcium, au cas ou le’Csoit
nécessaire a l'activité et de pH acide (tamponadeéte pH 5,5 a 4,0). Comme p76 est une
protéine lysosomale, elle se trouve dans enviroemem@cide, et il est probable qu’elle soit le
plus active a ce pH, comme le sont la plupart gesdtases lysosomales.

Le substrat est préparé sous forme de micellesemiati de liposomes. Les liposomes sont
organisés en veésicules bicouches ou multilamediaide taille généralement assez variable,
alors que les micelles sont petites, et ne fornpa® de bicouches (cf Introduction). La
préparation des micelles mixtes de phospholipidesiste simplement a les mélanger avec
un détergent. A partir de ces micelles mixtes,lilggsomes peuvent étre préparés par une
étape supplémentaire de dialyse pour enlever kergitt. Une autre méthode pour préparer
des liposomes consiste a mélanger les phosphdipidec un tampon sans détergent et a les

soniquer jusqu’a ce gu'’ils forment une solutionlepeente stable (cf Matériel et Méthodes).
2. 1. Tests en milieu liquide et analyse des produits pa&2CM

Dans un premier temps, l'affinité de p76 pour ladadipine étant encore inconnue, nous
avons employé I'asolectine comme substrat poursefaties tests d’activité. L'asolectine est
un melange de phospholipides de soja, composé pmtvement de 30 % de
phosphatidylcholine (PC), 30 % de phosphatidyl&temine (PE), 20 % de
phosphatidylinositol (PI), le reste étant composgutles phospholipides et des lipides
neutres. Les acides gras sont dans les proporSangantes : 14% saturés, 24% mono-
insaturés et 62 % de poly-insaturés. L'idée étaitig mélange complexe de phospholipides
offrait de plus grandes chances d’étre en présdudeon substrat. Ce substrat a été préparé
sous forme de liposomes, dans deux sortes de tanfuma pH 5,2 et 'autre a pH 7,2.

La source de hp76 disponible au moment de ce teitlé lignée CHO/hp76-myc. Nous
avons utilisé le surnageant de culture de cesles|ldont les protéines ont été précipitées au
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sulfate d’ammonium pour les concentrer, mais égatgnta fraction soluble issue d’'un
fractionnement subcellulaire de ces cellules, avd®e que hp76-myc intracellulaire avait de
plus grandes chances d'étre sous sa forme actimex Bypes de contrbles négatifs ont été
réalisés : I'un était la lignée CHO/mock, dont leregeant et la fraction soluble ont été
préparés en parallele de ceux de la lignée CHOMAp#E l'autre consistait en les
échantillons de CHO/hp76-myc bouillis pendant 15utes. Le contrble positif était constitué
de I'enzyme PLA2 de pancréas de porc (PLA2pp), ng8la a I'asolectine préparée de
maniere identique a celle incubée avec les éclamgilde CHO, excepté que la solution de
réaction était du Tris 10 mM, Cal@ mM, pH 7,2.

Le substrat a été mélangé avec les échantilloris, lauéaction a été effectuée pendant 16
heures & 37°C, sous agitation. A la fin de la réactles lipides ont été extraits par un
meélange de chloroforme/méthanol et ils ont été ré&paur plaque de chromatographie en
couche mince (CCM). Les lipides ont été déposédaerle, sur deux plagues de CCM. Les
deux plaques ont ensuite été placées dans uneamaeeun solvant apolaire. A la fin de la
migration, l'une des deux plaques a été révélésudfate de cuivre (Figure 52), alors que
lautre a été placée dans une cuve avec un sopaaire, séchée puis révélée au sulfate de
cuivre. Cette méthode a été appliqguée d’'une patit pe pas passer a coté d’'une éventuelle
activité de p76 sur un lipide neutre, et d’autrg,gaour améliorer le profil des phospholipides
qui migrent dans la phase polaire.

La Figure 52 montre les résultats obtenus. Lestdéqnd la plaque de CCM correspondent a 1
mL de surnageant concentré (équivalent d’envirat02gellules) ou & 9xT0cellules pour la
fraction soluble. Dans la phase apolaire, des pt®ddentiques aux deux lignées CHO
apparaissent, en milieu acide, dans le surnagedatfeaction soluble. Ces produits ne sont
pas des dérivés de phospholipides, car ils migtans la phase apolaire. Nous n’avons pas
cherché a les caractériser, car ils sont identigoes les échantillons hp76-myc et « mock ».
Dans la phase polaire, des produits de réactiomrajgsent le plus clairement dans les
surnageants de culture, identiques dans les dgog&ds CHO/hp76-myc et CHO/mock, a pH
acide. Comme ces produits migrent a la méme distdaanigration que les produits obtenus
avec la PLA2pp, ce sont les lysophospholipidessisis PC et PE de l'asolectine (indiqués
par les fleches). La migration des PC et PE danypme de solvant a été vérifiee au cours
d’autres expériences, avec des échantillons stdadaon montré). Ces produits témoignent
d'une activité phospholipase acide dans les suamdgede CHO, mais qui n'est pas die a

hp76-myc.
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Figure 52. Analyse en CCM des produits d’'un test factionnel réalisé avec la lignée CHO/hp76-myc sur
des liposomes d’asolectine.

Des liposomes d'asolectine a pH 5,0 ou 7,2, sonisk®s a 37°C pendant 16 heures sous agitation en
présence d'échantillons préparés a partir de celles CHO/hp76-myc ou CHO/mock : fraction soluble (FS,
équivalent & 9x106 cellules) ou surnageants de culture précipités aulfate d’'ammonium (SN, équivalent &
1 mL). « Sulfate d’'ammo. » est une solution de salfe d’ammonium concentrée dans I'eau, « Substrat »
est I'asolectine incubée seule, « C- » est le cdie négatif (échantillon de CHO/hp76-myc bouilli pedant
15 minutes), « PLA2 » est le contrble positif (afectine incubée avec la PLA2pp). Aprés la réactigries
lipides sont extraits par un mélange chloroforme/midanol, déposés en double sur deux plaques de CCM.
Ces plaques sont placées dans une cuve avec unaahapolaire (A), puis I'une des deux plaques estaré
dan une cuve avec un solvant polaire (B). Les comgés sont révélés au sulfate de cuivre.

Ces tests ne se sont pas avérés concluants, coooue produit de réaction n’est apparu
spécifiqguement dans les échantillons hp76-myc. Qag, un point critigue de cette
expérience concerne la quantité de hp76, peu abhtmdians le surnageant de CHO/hp76-

myc (cf Matériel et Méthodes, Figure 26).

Plus tard, nous avons réalisé une expérience sblat#a utilisant une source plus riche en
hp76-myc, a savoir les surnageants de culture delese 293/hp76-myc. Les conditions
réactionnelles ont été un peu modifiées : le sabstiait de I'asolectine en micelles avec du
Triton X-100, il est frequemment employé dans lestqroles écrits dans la littérature pour
1982; Mellors and

Tappel, 1967). Aprés une réaction de 15 heureg,°&€,3sous agitation, les lipides ont été

étudier les hydrolases lysosomales (Grabowski.e1990; Hostetler et al.,
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extraits par un mélange méthanol/chloroforme. Liggjent de 1,5 mL de surnageant (soit
approximativement 0,2 pug de hp76-myc) a été dépasdgouble sur deux plaques de CCM,
puis soumises au méme traitement que celui déé&iepdemment. A nouveau, les produits de
cette réaction étaient des lysophospholipides epgrtion identique dans le surnageant de

culture des cellules 293/mock et celui des 293/hpy6 (non montre).

Lorsque l'affinité de hp76-myc pour la cardiolipire été découverte, nous avons mis en
ceuvre une réaction avec la cardiolipine. La cajglité extraite a partir d&. coli a été
choisie car nos tests en fat blot indiquaient Une forte liaison de hp76-myc avec ce type de
cardiolipine. Elle a été préparée en micelles aie €CHAPS. Une grande quantité de hp76-
myc a été utilisée dans cette expérience : 150 mlsutnageant de culture de cellules
293/hp76-myc a été precipité au sulfate d’ammoniymis dialysés et concentrés par
ultrafiltration 3800 fois. La quantité de hp76-mgst estimée a 22 pg. Le contrdle négatif est
le méme volume de surnageant de culture des celR98/mock, traité de maniere similaire,
en parallele. Un autre contrdle était constitudadeardiolipine incubée seule, et traitée de
maniéere identique aux échantillons contenant hpyé- Le contrble positif était constitué de
la PLA2pp, mélangée a la cardiolipine préparée dansris 10 mM, CaGl2 mM, a pH 8,0,
CHAPS 0,1%. Aprés 6 heures de réaction, la capdi@iet les produits de la réaction ont été
extraits au méthanol/chloroforme et la totalité Igxtraction de chaque échantillon a été
déposée sur une seule plague de CCM, placée darive avec une phase polaire.

La Figure 53 montre le résultat obtenu. Des pradulthydrolyse apparaissent dans
'échantillon hp76-myc, mais, a nouveau, ils sodentiques a ceux observés dans
I'échantillon « mock ».

Toute la cardiolipine de ces échantillons n'a ptishydrolysée. Il semble qu’une activité
contaminante, présente dans le surnageant deeudlkuces lignées, hydrolyse la cardiolipine
et/ou la lysocardiolipine. La lysocardiolipine aespond a la cardiolipine dont une ou
plusieurs chaines d'acide gras ont été hydrolys&esi, plusieurs types de lysocardiolipines
peuvent étre formés, car la cardiolipine compodatigg chaines d’acide gras. Le contréle
négatif du substrat incubé seul fait apparaitrenaduit, malgré I'utilisation de tampon stérile
(cela est certes problématique pour l'interprémgti€Ce produit est difféerent de celui formeé
avec la PLA2pp, qui, en théorie, est une di-lysdicdipine avec seulement deux chaines
d'acide gras ensnl La conclusion de cette expérience est qu'unevitketide type
phospholipase A ou B spécifique de hp76-myc n’dairaament pas détectée. Il sera

nécessaire de purifier hp76 pour de débarrasseaati@gés contaminantes du surnageant.
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Figure 53. Analyse en CCM des produits d'un test factionnel réalisé avec la lignée 293/hp76-myc sued
micelles mixtes de cardiolipine.

Des micelles de cardiolipine (purifiée a partir dee. coli) et CHAPS 0,1 %en tampon acétate a pH 4,8 sont
incubées a 37°C en présence de 150 mL de surnagedatculture de cellules 293/hp76-myc ou 293/mock
concentré 3800 fois. Aprés 6 heures de réactionslépides sont extraits, déposés sur une plaque @M,
séparés dans un solvant polaire et révélés a,l'lun autre contréle négatif est la cardiolipine inabée seule
(« Substrat »). Le contrble positif est la cardiopine préparée dans un tampon basique (pH 8,0), mism
présence de PLA2pp. Les standards sont la cardiolipe de E. coli et de coeur de boeuf, solubilisés en
chloroforme.

2. 2. Tests en milieu liquide avec des substrats fluorests

Les mesures d’activité avec des substrats fluontss®nt décrites comme étant trés sensibles
(Feng et al., 2002). Dans ces tests, un analogoeeicent de phosphatidylcholine est utilisé
en milieu liquide, et incubé avec hp76-myc, isswcelkules 293/hp76-myc. Un clivage de ce
composé par une activité phospholipase A2 ou Alatme une augmentation de la
fluorescence, que I'on peut mesurer a la fin de2éction ou suivre en temps réel avec un

spectrofluorimétre.
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2. 2. 1. Phosphatidylcholine-NBD

La phosphatidylcholine-NBD a été utilisée seulajssétre préparée spécifiguement sous
forme de liposomes avec d’autres phospholipidessous forme de micelles avec un
détergent. Un petit volume de la solution méretbarl est dilué par injection dans un grand
volume de tampon de réaction. Par ce moyen de fatima, le substrat forme naturellement
des micelles (Campbell, 1995). Une augmentatiogaiine de I'émission de fluorescence est
mesurée avec 2 unités de PLA2pp ajoutée a 5 pMilostrat NBD-PC préparé dans du Tris

10 mM, CaC} 2 mM, pH 8,0, témoignant de la capacité de ce destesurer une activité

PLAZ2.
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Figure 54. Test d'activité avec un analogue fluoregnt de phosphatidylcholine (NBD-PC).

L’augmentation de la fluorescence, a 540 nm est sig soit sur 3 minutes avec 5, 7 ou 10 uM de NBD-PC
(A), soit sur des durées longues, avec 5 UM de NBBE: (B) dans un tampon acétate 50 mM, CaglmM,
pH 5,0 aprés ajout de fractions solubles de celllde293/ hp76-myc ou «mock» (90 ug de protéines tata)
équivalent a 2x16 cellules) . (B) Deux expériences indépendantest @té réalisées (tests 1 et 2).
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La source de hp76 utilisée dans cette série ds testé principalement la fraction soluble
(FS) de cellules 293/hp76-myc (90 pg de protéineds, équivalent approximatif de 2810
cellules), avec la fraction soluble des cellule8/8tbck comme contrdle négatif. Pour cette
expérience, des quantités semblables de cellul@h@B6-myc et 293/mock ont été récoltées
et préparées en paralléle. Nous avons choisi dsegaes tests avec une méme quantité de
protéines (estimé par un dosage au BCA).

Les mesures de fluorescence ont été faites soitesucourtes durées, en mesurant la pente de
la courbe sur quelques minutes, soit sur des dlmégsies, au quel cas la cuve est gardée a
température ambiante dans le noir, et la fluoreseast mesurée apres un certain temps,
apres agitation du milieu réactionnel. A lissue dBux expériences identiques et réalisées
indépendamment, les FS «mock» et hp76-myc prédemtes courbes d’émission de
fluorescence trés similaires (Figure 54), qu'eledent mesurées sur des temps courts ou
longs. Ce résultat (Figure 54) ne relate qu'undig@ates conditions testées avec les FS
«mock» et hp76-myc. De nombreuses autres conditonseté testées : tampon acétate a
différentes molarités, tampon citrate, différents, présence de CaCbu d’EDTA. Les

courbes ont toujours été trés similaires.

2. 2. 2. Phosphatidylcholine Bis-Bodipy C11

Le bis-Bodipy-PC est un analogue de la phosphatidyine qui a deux groupements
fluorescents a la place des acides grasrdret sn2 (Figure 12). Lorsque cette molécule est
insérée dans des membranes ou des liposomes,’adtepas fluorescente. La fluorescence
augmente lorsqu’un des deux, ou les deux fluorgggh@ont séparés physiquement, sous
'action d’'une phospholipase Al ou A2, et logiquemesous celle d’'une phospholipase B.
Dans un protocole publié (Kim et al., 1997), lesteats mesurent l'activité d’'une
phospholipase A2 lysosomale avec ce substrat #cerdg préparé sous forme de liposomes
contenant des PC, PG, du cholestérol et du bisggathns les proportions 10/2/3/0,05, a une
concentration totale de 0,68 mM.

La configuration correcte du test pour mesurer @wuodivité phospholipase A a été
vérifiée avec la PLA2pp : une augmentation de I&3iain de la fluorescence a 515 nm a été
enregistrée pour des liposomes de compositioniglempréparés dans du Tris 10 mM, GacCl
2 mM, pH 8,0, mis en présence de 1 ou 2 unitésLd@pp et traités comme les échantillons

hp76-myc (non montré).
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Ce test a été realisé avec hp76-myc purifiee arpdut surnageant de culture de cellules
293/hp76-myc purifié sur une colonne IMAC d’ion attb Deux expériences ont été réalisées
avec 50 pg de hp76-myc purifiée dans un volumetiorawe! total de 1,35 mL. Les contrdles
négatifs sont des volumes identiques de tamponeteds surnageant de culture de cellules
293/mock purifié de maniere identique a celui deflules 293/hp76-myc. Le suivi de
lactivité dans le temps est fait par des préleveinede 250uL de milieu réactionnel
(correspondant a environ 9 ug de hp76-myc), espdedslusieurs heures. La réaction est
arrétée par une dilution de laliquot dans du tampéactionnel dont la fluorescence est

mesureée et reportée sur un graphe (Figure 55).
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Figure 55. Test d'activité avec un analogue fluoregnt de phosphatidylcholine (bis BODIPY-PC).
L’émission de fluorescence a 515 nm est mesurée apravoir incubé hp76-myc, «mock» ou du tampon
tris-glycérol seul avec des liposomes contenant F&E/Cholestérol/bis-Bodipy-PC dans les rapports
10/2/3/0,05, a 37°C durant plusieurs heures. Deuxpgériences indépendantes ont été réalisées avec 6p7
myc purifiée sur une colonne IMAC d’ion cobalt (tess 1 et 2). Le surnageant « mock » est purifié de
maniére identique.

La mesure d’activité avec hp76-myc a été realigdexdois (avec la méme source de hp76-
myc purifiée), de maniere indépendante, avec uneveile préparation de liposomes. On
remarque que dans les deux essais, I'émissiorudeeicence augmente, mais que les valeurs
absolues d’émissions de fluorescence sont trésablas. Et surtout, on remarque que
I'échantillon « mock » (testé sur la préparationigesomes du test 2) contient également un
composé qui provogque une augmentation de I'émisdmrluorescence, et que donc, elle
n'est pas dde a la présence de hp76-myc. Par malequeenps, ce test n’a pas été réalisé dans
d’autres conditions, comme par exemple, & d'ayttésavec du Cd ou des liposomes de

composition légerement différente.
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3. Extinction de hp76 par interférence a ARN

Si p76 était une hydrolase lysosomale, une suppresie son expression dans les cellules
devrait provoquer, sur le long terme, une accurnriad’'un substrat non dégradé, a I'image
des cellules de personnes atteintes d’'une maladiguctharge lysosomale. Les techniques
d’interférence & ARN permettent d’éteindre d’'un @grarticulier. Ces techniques exploitent
un mécanisme physiologique des cellules eucarypteslequel des ARN non codants
régulent I'expression de génes codant pour de®ipex. Ces ARN sont pris en charge par
des complexes enzymatiques de cette voie (notamméarer) et sont transformés en petits
complexes doubles brins (les siRNA). Le brin aetis du sSiRNA s’associe alors avec un
autre complexe enzymatique (le complexe RISC)ARN messager (ARNm) qui s’hybride
parfaitement avec le brin antisens est alors détdannon and Rossi, 2004).

Les techniques de RNAI ont été employées dans deescde cette these pour observer la
morphologie des lysosomes en IF, tout en ayantcoemse que la surcharge devait prendre un
certain temps avant de provoquer un phénotypelgisilr la morphologie des lysosomes.

3. 1. Extinction de courte durée : duplexes de siRNA

Dans un premier temps, des duplexes de siRNA (smtalifering RNA) ciblant le géne de

hp76 ont été employés (Figure 56). Ces duplexeg®@nintroduits dans les cellules par une
transfection transitoire, dont I'effet ne dure gueelques jours. Nous voulions voir si son
extinction entrainait rapidement un phénotype reumle, comme ce pourrait étre le cas si

elle était impliquée dans la biogenese des lysosppa exemple (Bucci et al., 2000).

ARNm hp76

séquence en 5'

séquence en 3' non codante
non codante ., cadre ouvert de lecture nt 1767

AAA
O 5 3 —

shRNA3 shRNA2 shRNA1 shRNA4
siRNA1 siRNAZ

Figure 56. Position des duplexes de siRNA ciblarlARNm de hp76.
Les duplexes de siRNA sont soit directement transfgés (sSiRNAL et 2), soit formés apres la transfeoti de
plasmides codant pour des shRNA (shRNAL a 4).
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D’abord, l'efficacité des duplexes commerciaux gggeurs d’expression de hp76 a été
vérifiée sur les cellules CHO/hp76-GFP (Figure %M. voit clairement que la fluorescence
hp76-GFP est éteinte lorsque les cellules ont parérun duplexe de siRNA ciblant hp76. En

outre, des cellules ayant incorporé un duplexespatifique expriment toujours hp76-GFP.

CHO hp76-GFP
SRNAC- . ° siRNA pZ6

Figure 57. Transfection de duplexes de siRNA sur decellules CHO/hp76-GFP.

Les cellules CHO/hp76-GFP sont ici transfectées awele duplexes de siRNAL-biotine ciblant
spécifiqguement ’'ARN messager de hp76 (siRNA p76,droite) ou non spécifiques (contrdle négatif, Ca
gauche). Les duplexes portent une étiquette biotineeconnue par un anticorps secondaire streptavidie
Cy3. hp76 est visualisée grace a la fluorescencériseque de la GFP.

Puis ces duplexes ont été transfectés sur deseseliela normales. Apres 3, 7 et 11 jours,
les lysosomes des cellules Hela transfectées rtepssnagrandis, ils ne présentent pas une
morphologie remarquable par une observation en inaflworescence (non montré).

3. 2. Extinction de longue durée : transfection avec leshRNA

Pour pallier ce probleme d’extinction du gene soe gourte durée, nous avons utilisé des
plasmides commerciaux codant pour des shRNA (shaifpin RNA) spécifiqgues de la
séquence de hp76 (Figure 56). Apres transfectascellules produisent des particules de
shRNA qui entrent dans la voie de RNAI et sontdfarmés en duplexes de siRNA. Du fait
gu’ils sont portés par un plasmide, les shRNA patiégre transfectés de maniere stable dans
les cellules et donc s’exprimer en permanence. @@&tnet une extinction ou au moins une

réduction permanente de I'expression du gene déntéontrairement aux siRNA.
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Crp76Ab LAMP-1 Superposition

293/hp76-myc
NT

293/hp76-myc
shRNA 1

Figure 58. Transfection des cellules 293/hp76-mywec un plasmide de shRNA spécifique de hp76.

Lignées de cellules 293/hp76-myc transfectées ounnavec le plasmide de shRNAL ciblant spécifiquement
hp76. Le marquage LAMP-1 permet de visualiser le/sosomes. La protéine hp76-myc est détectée avec
I'anticorps Crp76Ab.

La lignée 293/hp76-myc a été transfectée séparéaventles 4 plasmides ciblant ’TARNmM de
hp76, pour établir des lignées stables. Cette §2#3/hp76-myc, qui surexprime hp76-myc,
a été choisie pour faciliter le criblage par immilm@scence des plasmides permettant
I'extinction de I'expression de hp76-myc, car hpt&logene n’est pas visualisée par IF (ni
par Western blot). Ainsi, sur les quatre plasmidess éteignent efficacement le signal hp76-
myc (ShRNA1, shRNA2 et sShRNA4). L’extinction obtenavec un des plasmides (ShRNA1)
est montré dans la Figure 58. Les premiers résuttat montré que les lysosomes de ces
lignées éteintes pour hp76-myc, observés en Iprésentaient pas de caracteres particuliers
(taille, nombre, distribution dans la cellule) apfesemaines de culture.

Il est prévu par la suite de faire des lignéeslasad hp76null » a partir de la lignée HEK 293-
EBNA non transfectée ; un moyen de criblage plusibée, comme la RT-PCR, sera utilisé

pour sélectionner les clones n’exprimant plus d’ARNp76.
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4. Discussion

4. 1. Extinction de I'expression de hp76

L’expression de hp76-myc a été éteinte sur uneudendurée (six semaines) grace a des
plasmides commerciaux codant pour des shRNA spéesi de 'TARNmM de hp76. Cependant,
aucun grossissement des lysosomes n’a été obpeob@blement a cause de la lignée choisie
pour ce premier criblage, a savoir les lignées I3983-myc, qui surexpriment hp76-myc. Si
p76 est une phospholipase lysosomale, on s’atténdpés plusieurs semaines ou mois de
culture des cellules « hp76-null », a observer aceumulation de phospholipides non
dégradés, entrainant des lysosomes élargis. Caperdghénotype ne sera observé que dans
le cas ou il n'existe pas une autre activité capald compenser, méme partiellement,
'absence de p76. Les activités redondantes séquéntes dans de nombreux mécanismes
cellulaires en geénéral, et il est illustré en palter parmi les protéines lysosomales, par
exemple, LAMP-1 et LAMP-2, les cathepsines. De pliens le cas de p76, il existe une
protéine humaine qui pourrait jouer ce role: lat@ine hypothétique LOC79887 (ou
FLJ22662), qui a 33 % d'identité et 48 % de sintdade séquence avec hp76 ; les résidus
identiques étant répartis sur toute la séquencte @eotéine a été identifiee dans I'étude
protéomique des protéines M6P de cerveau humagat(8t al., 2005). Un seul glycopeptide

porteur de M6P a été identifié sur cette protéBiedt et al., 2006b).

Ainsi, nous avons également abordé la fonction#&mpvitro, en recherchant une activité de
type phospholipase B ou A acide. En effet, p76 gmtes une homologie de séquence
significative avec la phospholipase B@ediscoideun{Dd-PLB).

4.2. Production et purification de hp76

Un questionnement récurrent pendant ce travaihégeta concerné la source de hp76-myc et
les quantités d’échantillon a utiliser pour legges partir de lignées transfectées de maniéere
stable et surexprimant hp76-myc, nous pouvionsatilay soit sur le surnageant de culture
contenant la protéine sécrétée, soit sur des dractisolubles, contenant la protéine
intracellulaire. La purification du surnageant detuce de cellules 293/hp76-myc sur la
colonne IMAC d’ion cobalt nous a permis de trawithivec hp76-myc presque pure, présente
majoritairement sous sa forme précurseur a 80 kBates sa forme clivée en deux chaines de

50 et 32 kDa. Il est possible que seule la formigéel soit active. Dans ce cas, la

167



concentration de la protéine clivée est bien ieige a celle estimée pour le précurseur, qui
est de 150 pg/mL approximativement. La fractiorula offrait ainsi de meilleures chances

de contenir la forme active de hp76. De plus, siéha besoin d’'un co-facteur soluble pour

son activité, il pouvait étre présent dans ce ngdaiomplexe de protéines.

Par ailleurs, il est possible que I'étiquette myissH)€ne la maturation ou I'activité de hp76-

myc, bien que de nombreuses hydrolases lysosorolaleées avec une étiquette soient tout
de méme actives (Baker et al., 1998; Hiraoka et2@l02). Pour la suite de ce travail, une

nouvelle lignée de cellules HEK 293-EBNA a été kalgui exprime hp76 sans étiquette.
4. 3. Aucune activité phospholipase A n’a pu étre détectcavec hp76

Dans un premier temps, nous avons mis en placeatrsimple pour mettre en évidence une
activité¢  d’hydrolyse des phospholipides: des lgpuses ou des micelles mixtes de
phospholipides sont incubés avec hp76 recombinpnts,les lipides sont extraits et le profil
des phospholipides incubés avec hp76 est compasdnades contréles, par CCM. Cette
stratégie a été choisie d’'une part, pour prendriedanique en main et d’autre part, pour
sonder si, de maniére évidente, un échantilloneremnt hp76 présentait une activité
phospholipase. Les auteurs ayant identifié la D8 RLdécrivent comme étant « tres active »
(Morgan et al., 2004). Lorsque nous avons réatiséstests, le résultat était toujours négatif :
les produits séparés dans les échantillons corttépa® ont toujours été identiques a ceux du
contrdle « mock ».

Ensuite, pour avoir un test d'activité plus sereibhous avons utilisé des substrats
fluorescents dérivés de la phosphatidylcholine,saivant des protocoles décrits dans la
littérature. Ces tests fonctionnent bien en préseten contrdle positif, la PLA2pp. Avec le
test en NBD-PC, aucune différence dans I'augmenmtadie la fluorescence n'a été détectée
entre les fractions solubles « mock » et hp76-myazec le test en bis-BODIPY PC, nos
résultats indiquent qu’une activité de type phodipase A acide contaminante subsiste dans
le surnageant de culture issu de 293/hp76-myc &8k malgré leur purification sur la
colonne IMAC d’ion cobalt.

Les tests d'activités de phospholipases sont compaws étre assez difficiles a mettre en
ceuvre, car la forme du substrat est primordiale pactivité. Tous les parametres tels que les
proportions des différents phospholipides qui dtuesit la membrane, leur charge,
'environnement salin et le pH, la présence de rdgétg peuvent influencer de maniéere

importante l'activité. Nous avons vu que les végsuintraluminales arrivant de la voie
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endocytaire avec les protéines et lipides a dégrsati@ chargées négativement du fait de la
présence en LBPA, un autre phospholipide particul@hargé négativement. Il serait
judicieux de tester des liposomes de compositifféréntes, chargés négativement. Certains
protocoles de la littérature tiennent compte deritere pour la caractérisation des hydrolases
acides (Hepbildikler et al., 2002; Robinson and t&/ai983; Wilkening et al., 1998).

4. 4. hp76-myc lie la cardiolipine

Nous avons testé la liaison de hp76-myc a différépides par des expériences de fat blot et
nous avons ainsi observé que hp76-myc se liait Gtdiolipine. Ce résultat nous incite a
perséveérer dans la recherche d’une activité depfpspholipase pour hp76.

La cardiolipine est un phospholipide présent dass rhembranes bactériennes (dans la
membrane interne des bactéries Gram-) et, cheanbamiféres, elle est exclusivement
présente dans la membrane interne des mitochor{étash, 1998). Ses chaines d’acide gras
sont connues pour étre parmi les plus insaturéésmsemble des phospholipides cellulaires,
et cela contribue a la bonne fonction respiratdés mitochondries (Schlame et al., 1999). Par
ailleurs, elle est associée avec le cytochromens ttamembrane interne mitochondriale : son
état de peroxidation jouerait un réle dans la Btién du cytochrome c dans le cytosol, dans
'apoptose médiée par la voie intrinseque mitochiahel (Garrido et al., 2006).

La liaison préférentielle de hp76-myc a la cargiole extraite dé=. coli et & la cardiolipine
synthétique (par rapport a la cardiolipine extralee mitochondries, provenant de cceur de
bceuf) semble indiquer une meilleure affinité de@p¥c pour les cardiolipine a chaines
d’acides gras courtes (inférieures a 16 atomesad®wnoes) et saturées. Dans I'étude de la Dd-
PLB, Morgan et al. ont observé que son activitét gtlus grande sur des PC a chaines
courtes. Cette activité a d’ailleurs été mesuréec ale la phosphatidylcholine di-décanoyl
(C10).

L’affinité de hp76-myc pour la cardiolipine & coli peut suggérer un réle de cette protéine
dans la dégradation lysosomale des cardiolipideséhans. Il existe par exemple dans les
macrophages une activité phospholipase A2 lysosomal hydrolyse la cardiolipine des
mycobactéries en lysocardiolipine, mais la protéiegponsable de cette activité n’a pas
encore été identifiée (Fischer et al., 2001). Cdpat) on pourrait s’attendre a ce qu’une telle
protéine soit plus spécifique des cellules de I'mmite, ce qui n'est pas le cas de hp76. Le fait
gu’on observe une tres faible liaison de hp76-mia @ardiolipine extraite de mitochondries
(de coeur de boeuf) sur fat blot n’exclut toutefmas que hp76 puisse agir sur la cardiolipine
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des mitochondries dans des conditions physiologiquetamment lors du processus

d’autophagie, qui est ubiquitaire.

Dans la littérature, des activités phospholipagesdomales ayant une activité sur la

cardiolipine sont effectivement décrites, mais pestéines responsables de cette activité ne
sont pas encore identifiées (Fischer et al., 2b6{stetler et al., 1982; Huterer et al., 1993;

Piret et al., 2005). Il est stimulant de penser gu@ est peut-étre 'une d’elles, méme si nos
tests se sont avéreés infructueux jusqu’ici.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Conclusion et perspectives

| . Conclusion

Depuis gue la protéine humaine p76 a été identdi@2000 dans un échantillon de protéines
M6P issues de cellules U937 et MCF7 et purifiéesuge colonne d’affinité de sCI-MPR, ce
travail de these a permis de déterminer de noméseaaractéristiques biochimiques et la

localisation subcellulaire de cette protéine.

Nous avons montré que les N-glycosylations présesie le précurseur de hp76 de U937
sont au nombre de six, avec une hétérogénéiténsdesitrois sites situés sur le fragment C-
terminal de 45 kDa. De plus, hp76 de U937 portectiffement des sucres M6P parmi ses N-
glycosylations.

Nous avons observé une maturation du précurseub &®a, pour la forme murine et pour la
forme humaine de p76 :

mp76 subit une premiére étape de maturation générafragment C-terminal de 40 kDa,
détecté dans les sécrétions de fibroblastes deissounrs d'une deuxiéme étape de
maturation, ce fragment est clivé en un fragmener@inal de 27 kDa, que nous avons
nommeé mp27. Ce fragment, qui est exclusivemenaagsttulaire, est retrouvé dans divers
échantillons : lysats de cellules surexprimant m@iéraits de cerveau purifiés sur sCI-MPR
immobilisé, et fractions subcellulaires de foiesdeiris.

En ce qui concerne hp76, I'analyse de la protépigshmyc recombinante sécrétée a montré
gu’'apres la coupure du peptide signal entre ladugsgll et 42, le précurseur de hp76-myc est
clivé entre les résidus 243 et 244. Cette forme hg@6-myc maturée est alors un
hétérodimere, formé de deux chaines associéesatlasear une liaison non covalente, I'une
de 32 kDa N-terminale, et I'autre de 50 kDa C-teade. Une coupure similaire est observée
pour hp76 présente dans les protéines M6P puriéigestir de sécrétions de cellules U937, la
chaine C-terminale apparaissant alors sous la fdiumedoublet a 45 kDa.

La maturation protéolytiqgue de hp76-myc intracelitd est complexe, et les variations
observées entre lignées cellulaires ne nous pemtefias de proposer un schéma de

maturation pour hp76.
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La localisation lysosomale de p76 a été montrée ipanunofluorescence et par des
fractionnements subcellulaires de foie de souris.

Par immunofluorescence, nous avons observé unealdation extensive de hp76 et mp76
surexprimées dans des cellules HeLa avec les magjlysosomaux LAMP et cathepsine D.
La distribution intracellulaire de mp76 endogenété@ étudiée grace a des fractionnements
subcellulaires réalisés sur du foie de souris,@lalmoration avec le laboratoire du Pr Jadot.
Dans un fractionnement subcellulaire total obteraw pentrifugations différentielles, le
fragment C-terminal de mp76, mp27, est détecté anfsactions mitochondriales lourdes et
légeres (M et L), dans une proportion caractéustiges lysosomes. De méme, lorsqu’une
fraction ML enrichie en lysosomes est soumise a car@rifugation isopycnique dans un
gradient de densité linéaire, la distribution de2ihplans ce gradient est superposable a celle
des hydrolases lysosomales. Une expérience classlgumodification de la densité des
lysosomes par injection de Triton WR-1339 aux soumous a apporté une preuve
supplémentaire de la localisation lysosomale de, g mp27 subit alors le méme
déplacement de densité d’équilibre que les margues lysosomes. Une derniere expérience
corrobore ce fait: lorsque des lysosomes sont sowamdes chocs osmotiques de force
croissante, mp27 est relarguée dans la fractiarbknlde maniére tout & fait comparable aux
hydrolases lysosomales.

Un fragment N-terminal de mp76 de 33 kDa est détdans les gradients de densité réalisés
avec les fractions ML de souris traitées au TritwiR-1339. Ce fragment est également
latent ; il est libéré dans la fracion soluble tpre des lysosomes sont soumis a des chocs
osmotiques. Dans ces deux expériences, il présentemportement similaire aux hydrolases
lysosomales. Malheureusement, nous ne pouvonsnaffiavec certitude son existence, car

nous n’avons pas pu le détecter dans les échastiiceparés a partir de souris normales.

L’existence d'une homologie de séquence entre p7fne phospholipase B nouvellement
décrite de I'amibeD. discoideumnous a orienté vers la recherche d'une activitéygpe
phospholipase A ou B, en milieu acide. Une fonctozymatique serait cohérente pour une
nouvelle protéine lysosomale soluble, d’autant dee activités phospholipases lysosomales
ont été caractérisées biochimiquement et que lessgéodants pour ces activités n’ont pas
encore été clonés.

Pour effectuer ces test fonctionnels, nous avoiigséutdes sources variées de hp76 :

initialement des fractions solubles ou du surnagdanculture de cellules CHO/hp76-myc,
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exprimant de trés faibles quantités de hp76-myis @es fractions solubles ou du surnageant
de culture de cellules 293/hp76-myc. Le surnagagvdrfois été purifié sur une colonne qui
retient I'étiquette Hisde hp76-myc.

Les tests ont d’abord consisté a incuber p76 agegtospholipides sous forme de liposomes
ou de micelles mixtes, puis a analyser les prodiétda réaction en chromatographie en
couche mince. Puis, pour étre plus sensible, naamsautilisé des substrats des PLA
analogues fluorescents de la phosphatidylcholinemeelles mixtes ou en liposomes. Le
clivage de ces composés par des phospholipasest Asues par spectrofluorimétrie.
Malheureusement, aucune activité de ce type n'étppdécelée de maniere spécifique dans
les échantillons contenant hp76-myc par rappodsacontroles « mock ».

Enfin, nous avons cherché a éteindre I'expressiohp¥6 par la transfection de plasmides de
shRNA dans des cellules 293/hp76-myc. Malgré lfetton du signal hp76 observée par
immunofluorescence, des lysosomes de ces celluesprésentent pas de différences
morphologiques, apres six semaines de culture.

Pour voir si hp76 pouvait lier des phospholipidies tests par fat blot ont été réalisés. Ainsi,
nous avons montré que hp76-myc liait la cardioBpiravec une préférence pour la
cardiolipine dekE. coli, et la cardiolipine synthétique. Ce résultat est piste encourageante

pour poursuivre I'’hypothése que hp76 est une ghalg@ase lysosomale.

II. Perspectives

Pour la poursuite de I'étude de hp76, certainsloyurraient étre améliorés, comme la
production et la purification de hp76, ainsi gudblissement des lignées stables hp76null.
La production de hp76 sera réalisée avec une neulighée de cellules 293/hp76, et non
plus les cellules 293/hp76-myc. Si cependant ceBys ne produit pas encore assez de hp76,
il pourra étre envisagé de changer de systeme aldugiion, et d’exprimer hp76 dans la
levure P. pastoris dans des cellules d’'insectes, voire de réaliser ttaductionn vitro. La
purification de hp76 pourrait étre effectuée pandétapes de chromotagraphie successives :
une colonne d’affinité avec du sCI-MPR immobiligéume colonne échangeuse d’anions.
Cette colonne-ci avait permis de purifier efficaegmhp76-myc, sous sa forme précurseur et
sous sa forme maturée avec les deux fragmentsi@ssoc

Cette source de hp76 purifiée pourrait alors éttesée pour confirmer sa liaison a la
cardiolipine, en fat blot, mais également par desitechnigues comme des tests de liaison
aux liposomes (« liposome binding assay ») (Pdtkil.e1997; Zhao et al., 2003). Il s’agit de

mettre en présence hp76 purifiée avec des liposcoreposés de différents phospholipides.
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Apres centrifugation des liposomes, si hp76 sefliectivement avec les phospholipides, elle
devrait se retrouver dans le culot, et rester dansurnageant dans le cas contraire. Par
ailleurs, si de grandes quantités de hp76 sontfigesi des tests fonctionneis vitro
pourraient étre envisagés a nouveau, en testantaméere systématique des liposomes de
composition différentes, avec des proportions Wdem de phospholipides chargeés
négativement (cardiolipine, acide phosphatidiqueysphatidylserine, phosphatidylinositol,
phosphatidylglycérol). L’analyse des produits dedaction pourrait se faire a nouveau par
CCM, mais il pourrait également étre envisagé deeddes acides gras libérés, soit par
chromatographie en phase gazeuse, soit par laitdis de 'ADIFAB (pour Acrylodan
labelled Intestinal Fatty Acid Binding protein), aiprotéine couplée & un fluorochrome dont
la longueur d’onde d’émission de fluorescence éptatée de 432 a 505 nm lorsqu’elle fixe
des acides gras. La mesure des rapports de flemescentre les deux longueurs d’onde
permet alors de déterminer la concentration ereaaiydas (Richieri and Kleinfeld, 1995).
Prochainement, des lignées de cellules 293/ hpr6ardnt établies a partir de cellules HEK
293-EBNA normales, transfectées de maniéere stalde an plasmide shRNA spécifique de
hp76, et dont I'extinction sera confirmée par RTRRA serait préférable d’avoir une lignée
dans laquelle I'extinction est totale, pour obseplas rapidement un phénotype remarquable.
Méme si p76 n'est pas une phospholipase, il essipesque son extinction entraine des
modifications des lysosomes sur I'échelle de quedqmois. La taille et le nombre des
lysosomes pourraient étre observée en IF, voire eném microscopie électronique pour
visualiser le matériel renfermé dans les lysosomes cellules 293/hp76null. 1l serait
également envisageable d’analyser le comportemestlydosomes de ces lignées par les
techniques de fractionnements subcellulaires, ddinoir si certaines de leurs propriétés sont
altérées (par exemple, leur densité, la propriétéatence des hydrolases) (Hamer and Jadot,
2005).

Une autre étude envisageable a partir des lignédth@76null serait la comparaison des
profils des lipides cellulaires, en particulier ggsospholipides. Il serait intéressant de voir si
les profils phospholipidiques seraient affectés pabsence de p76. Pour marquer les
phospholipides, les cellules seraient alimentées aw palmitate radiomarquéH), puis les
lipides seraient extraits et analysés par chromapdge en couche mince selon les protocoles
décrits dans la littérature (Andrieu et al., 19Pk et al., 2000).

Une autre solution serait de construire une ligdéesouris dont le géne codant pour hp76
serait invalidé. Il serait intéressant d’observieces souris sont viables, et si elles le sont,

observer si elles développent les symptdmes d’uakdie de surcharge lysosomale, avec
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cependant une possibilité pour éventualité d’auoe activité compensatrice. Un tel projet

est déja en cours dans un laboratoire concurresugehl et al., 2006).

La fonction de p76 pourrait également étre mieuxé@e en recherchant une ou des protéines
partenaires qui pourraient jouer le réle de « defac», a l'instar des saposines A, B, C et D
et I'activateur GM2. Ces protéines activatricesnpettent aux hydrolases lysosomal@s (
hexosaminidase, a-galactosidase, etc.) d’avoir acces aux résiduscidjjues des
glycosphingolipides qu’elles clivent (Kolter andngaoff, 2005). Pour identifer un partenaire
protéique, les techniques classiquement utilisées$ k& double hybride, le « pull-down »,
immunoprécipitation. La capacité de nos anticagsmmunoprécipiter p76 a été testée, mais
aucun de nos anticorps ne s’est avéré tres effiddemticorps Nhp76Ab ne parvient a
immunoprécipiter hp76-myc qu’'a partir d’'un surnagede culture de cellules 293/hp76-

myc ; il ne fonctionne plus sur un lysat de ces e€gellules.

Le fait que hp76 est peut-étre une phospholipasestymale qui dégrade la cardiolipine ouvre
principalement la voie vers deux pistes fonctiolasglqui sont la dégradation des lipides
bactériens phagocytés et/ou I'autophagie des notuidties.

Ces hypothéses pourraient étre testées en analgsaoix d’expression de '’ARNm et/ou de
la protéine hp76 dans des cellules U937 différestién macrophages par des esters de
phorbols, puis activées par coli, ou d’autres types de bactéries (Caron et al.419% role
éventuel de hp76 dans l'autophagie des mitochongr@irrait étre testé avec les cellules
293/hp76 et les cellules 293/hp76null, mises daneum sans sérum pour induire
'autophagie. Elles seraient ensuite observéesfpavec un triple marquage anti-hp76, anti-
LC3 pour marquer les vacuoles d’autophagie et tic@ps anti-protéine mitochondriale. Si
hp76 joue effectivement un réle dans la dégradatmmta cardiolipine des mitochondries, un
défaut de dégradation des mitochondries devraé éhservable en IF dans les lignées
293/hp76null, qui devraient avoir dans leur cytepie un nombre plus important de vacuoles

d’autophagie.

La poursuite de la caractérisation de p76, une @ltaiprotéine lysosomale, contribuera a
élargir la compréhension du lysosome et surtoudllsiest une phospholipase, elle permettrait
egalement de mieux comprendre le catabolisme desppblipides, encore peu connu a ce

jour.

177



178



BIBLIOGRAPHIE

179



180



BIBLIOGRAPHIE

Abe, A., Hiraoka, M., Wild, S., Wilcoxen, S.E., Raj R., 3rd and Shayman, J.A. (2004)
Lysosomal phospholipase A2 is selectively expregsativeolar macrophages Biol
Chem 279 42605-42611.

Abe, A. and Shayman, J.A. (1998) Purification ahdracterization of 1-O-acylceramide
synthase, a novel phospholipase A2 with transaeydastvity.J Biol Chem273
8467-8474.

Aguilar, R.C. and Wendland, B. (2003) Ubiquitint nast for proteasomes anymof&urr
Opin Cell Biol 15, 184-190.

Ahlberg, J., Marzella, L. and Glaumann, H. (198ptdke and degradation of proteins by
isolated rat liver lysosomes. Suggestion of a naiatophagic pathway of proteolysis.
Lab Invest47, 523-532.

Amidon, B., Schmitt, J.D., Thuren, T., King, L. awhite, M. (1995) Biosynthetic
conversion of phosphatidylglycerol to sn-1:sn-${(imonoacylglycerol) phosphate in a
macrophage-like cell lindBiochemistry34, 5554-5560.

Andrejewski, N., Punnonen, E.L., Guhde, G., Tanakal.ullmann-Rauch, R., Hartmann, D.,
von Figura, K. and Satftig, P. (1999) Normal lysosbmorphology and function in
LAMP-1-deficient miceJ Biol Chem274, 12692-12701.

Andrews, N.W. (2005) Membrane resealing: synaptatag/Il keeps running the showci
STKE 2005 pel9.

Andrieu, N., Salvayre, R., Jaffrezou, J.P. and deyd. (1995) Low temperatures and
hypertonicity do not block cytokine-induced stinfida of the sphingomyelin
pathway but inhibit nuclear factor-kappa B actigati) Biol Chem270, 24518-
24524,

Appelmans, F. and De Duve, C. (1955) Tissue fraetion studies. 3. Further observations
on the binding of acid phosphatase by rat-livetiplas.Biochem J59, 426-433.

Appelmans, F., Wattiaux, R. and De Duve, C. (19553ue fractionation studies. 5. The
association of acid phosphatase with a speciat dasytoplasmic granules in rat
liver. Biochem J59, 438-445.

181



Baker, K.P., Baron, W.F., Henzel, W.J. and Sperg&, (1998) Molecular cloning and
characterization of human and murine DNas&#ne 215 281-289.

Barrett, A.J. (1970) Cathepsin D. Purification ed&nzymes from human and chicken liver.
Biochem J117, 601-607.

Beaufay, H. (1972) Methods for the isolation ofdgsmes. In Dingle, J.T. (edl)ysosomes.
A laboratoy handbookNorth-Holland, Amsterdam, pp. 1-44.

Beaufay, H., Jacques, P., Baudhuin, P., Sellifget,, Berthet, J. and de Duve, C. (1964)
Tissue fractionation studies. 18. Resolution obetfibndrial fractions from rat liver
into three distinct populations of cytoplasmic e by means of density
equilibration in various gradientBiochem J92, 184-205.

Bligh, E.G. and Dyer, W.J. (1959) A rapid methodathl lipid extraction and purification.
Can J Biochem Physidb7, 911-917.

Bonifacino, J.S. and Rojas, R. (2006) Retrograalesiport from endosomes to the trans-Golgi
network.Nat Rev Mol Cell Bigl7, 568-579.

Bonifacino, J.S. and Traub, L.M. (2003) Signalsdorting of transmembrane proteins to
endosomes and lysosomésinu Rev Biochen72, 395-447.

Boonen, M., Hamer, |., Boussac, M., Delsaute, AZlamion, B., Garin, J. and Jadot, M.
(2006) Intracellular localization of p40, a protédentified in a preparation of
lysosomal membraneBiochem J395, 39-47.

Borensztajn, J., Rone, M.S. and Kotlar, T.J. (194§ inhibition in vivo of lipoprotein lipase
(clearing-factor lipase) activity by triton WR-133iochem J156, 539-543.

Borgonovo, B., Cocucci, E., Racchetti, G., Podihj,Bachi, A. and Meldolesi, J. (2002)
Regulated exocytosis: a novel, widely expressetesydNat Cell Biol 4, 955-962.

Borner, G.H., Harbour, M., Hester, S., Lilley, K&hd Robinson, M.S. (2006) Comparative
proteomics of clathrin-coated vesicld<Cell Biol 175 571-578.

Bright, N.A., Gratian, M.J. and Luzio, J.P. (20@s)docytic delivery to lysosomes mediated
by concurrent fusion and kissing events in livie§js Curr Biol, 15, 360-365.

Brodsky, F.M., Chen, C.Y., Knuehl, C., Towler, M&hd Wakeham, D.E. (2001) Biological
basket weaving: formation and function of clathcoated vesicleAnnu Rev Cell
Dev Biol 17, 517-568.

Brown, M.S., Anderson, R.G. and Goldstein, J.L83)9Recycling receptors: the round-trip
itinerary of migrant membrane protei@ell, 32, 663-667.

182



Brunk, U.T., Dalen, H., Roberg, K. and HellquistBH(1997) Photo-oxidative disruption of
lysosomal membranes causes apoptosis of cultumaarmfibroblastsFree Radic Biol
Med, 23, 616-626.

Bucci, C., Thomsen, P., Nicoziani, P., McCarthyardd van Deurs, B. (2000) Rab7: a key to
lysosome biogenesislol Biol Cell, 11, 467-480.

Buckmaster, M.J., Ferris, A.L. and Storrie, B. (8pBffects of pH, detergent and salt on
aggregation of Chinese-hamster-ovary-cell lysos@nalymesBiochem J249 921-
923.

Buhling, F., Gerber, A., Hackel, C., Kruger, S.,itein, T., Bromme, D., Reinhold, D.,
Ansorge, S. and Welte, T. (1999) Expression ofegadin K in lung epithelial cells.
Am J Respir Cell Mol BipR0, 612-619.

Campbell, M.J. (1995) Lipofection reagents prepdrgd simple ethanol injection technique.
Biotechniquesl8, 1027-1032.

Cantor, A.B., Baranski, T.J. and Kornfeld, S. (1pBgsosomal enzyme phosphorylation. II.
Protein recognition determinants in either lob@micathepsin D are sufficient for
phosphorylation of both the amino and carboxyl lobgosaccharidesl Biol Chem
267, 23349-23356.

Capony, F., Rougeot, C., Montcourrier, P., Cavgjl\é., Salazar, G. and Rochefort, H. (1989)
Increased secretion, altered processing, and ghatam of pro-cathepsin D in human
mammary cancer cell€ancer Res49, 3904-3909.

Caron, E., Liautard, J.P. and Kohler, S. (1994jdd@ntiated U937 cells exhibit increased
bactericidal activity upon LPS activation and distnate between virulent and
avirulent Listeria and Brucella specidd.eukoc Biqgl56, 174-181.

Cerny, J., Feng, Y., Yu, A., Miyake, K., Borgonow, Klumperman, J., Meldolesi, J.,
McNeil, P.L. and Kirchhausen, T. (2004) The smakmical vacuolin-1 inhibits
Ca(2+)-dependent lysosomal exocytosis but notresttalingEMBO Rep5, 883-

888.

Chauvrier, P., Parton, R.G., Hauri, H.P., Simonsaid Zerial, M. (1990) Localization of low
molecular weight GTP binding proteins to exocytic @ndocytic compartmeniSell,
62, 317-329.

Chen, J.W., Dodia, C., Feinstein, S.I., Jain, MaKd Fisher, A.B. (2000) 1-Cys
peroxiredoxin, a bifunctional enzyme with glutatioperoxidase and phospholipase
A2 activities.J Biol Chem?275 28421-28427.

183



Cheruku, S.R., Xu, Z., Dutia, R., Lobel, P. andr&ipJ. (2006) Mechanism of cholesterol
transfer from the Niemann-Pick type C2 protein todel membranes supports a role
in lysosomal cholesterol transpaitBiol Chem?281, 31594-31604.

Christensen, E.I. and Birn, H. (2002) Megalin andikin: multifunctional endocytic
receptorsNat Rev Mol Cell BigI3, 256-266.

Ciron, C., Desmaris, N., Colle, M.A., Raoul, S.udgemet, B., Verot, L., Ausseil, J.,
Froissart, R., Roux, F., Cherel, Y., Ferry, N.,dtajy., Schwartz, B., Vanier, M.T.,
Maire, 1., Tardieu, M., Moullier, P. and Heard, J.(d006) Gene therapy of the brain
in the dog model of Hurler's syndronfnn Neuro] 60, 204-213.

Cuervo, A.M. and Dice, J.F. (1998) Lysosomes, atimg@oint of proteins, chaperones, and
proteases) Mol Med 76, 6-12.

Damm, E.M., Pelkmans, L., Kartenbeck, J., Mezzacas&urzchalia, T. and Helenius, A.
(2005) Clathrin- and caveolin-1-independent endmsigt entry of simian virus 40 into
cells devoid of caveolad.Cell Biol 168 477-488.

Davies, J.P., Chen, F.W. and loannou, Y.A. (200@n$membrane molecular pump activity
of Niemann-Pick C1 proteirscience290, 2295-2298.

de Duve, C. (2005) The lysosome turns fift\at Cell Biol 7, 847-849.

de Duve, C., Pressman, B.C., Gianetto, R., WattiRuwand Appelmans, F. (1955) Tissue
fractionation studies. 6. Intracellular distributipatterns of enzymes in rat-liver
tissue.Biochem J60, 604-617.

Deiss, L.P., Galinka, H., Berissi, H., Cohen, (d &mmchi, A. (1996) Cathepsin D protease
mediates programmed cell death induced by intenfgamma, Fas/APO-1 and TNF-
alpha.Embo J 15, 3861-3870.

Delagebeaudeuf, C., Gassama-Diagne, A., NauzeRagab, A., Li, R.Y., Capdevielle, J.,
Ferrara, P., Fauvel, J. and Chap, H. (1998) Ectgpididymal expression of guinea
pig intestinal phospholipase B. Possible role ierspmaturation and activation by
limited proteolytic digestionJ Biol Chem?273 13407-13414.

Desjardins, M. (1995) Biogenesis of phagolysosorties'kiss and run' hypothesigends
Cell Biol, 5, 183-186.

Desjardins, M., Houde, M. and Gagnon, E. (2005)gBbwgtosis: the convoluted way from
nutrition to adaptive immunitymmunol Rey207, 158-165.

Desnick, R.J. and Schuchman, E.H. (2002) Enzymlacement and enhancement therapies:

lessons from lysosomal disordel&at Rev GeneB, 954-966.

184



Dessen, A., Tang, J., Schmidt, H., Stahl, M., ClarB., Seehra, J. and Somers, W.S. (1999)
Crystal structure of human cytosolic phospholipd2eeveals a novel topology and
catalytic mechanisnCell, 97, 349-360.

Deuschl, F., Kollmann, K., von Figura, K. and LupKe (2006) Molecular characterization of
the hypothetical 66.3-kDa protein in mouse: lysoabtargeting, glycosylation,
processing and tissue distributi®tEBS Lett580, 5747-5752.

Diagne, A., Mitjavila, S., Fauvel, J., Chap, H. dauste-Blazy, L. (1987) Intestinal
absorption of ester and ether glycerophospholipidgiinea pig. Role of a
phospholipase A2 from brush border membramgds, 22, 33-40.

Einstein, R. and Gabel, C.A. (1991) Cell- and lidispecific dephosphorylation of acid
hydrolases: evidence that the mannose 6-phosphatesetrolled by
compartmentalizationl Cell Biol 112 81-94.

Eskelinen, E.L. (2005) Maturation of autophagicuaes in Mammalian cell®\utophagy 1,
1-10.

Eskelinen, E.L., Schmidt, C.K., Neu, S., Willenbadky, Fuertes, G., Salvador, N., Tanaka,
Y., Lullmann-Rauch, R., Hartmann, D., Heeren, dn ¥igura, K., Knecht, E. and
Saftig, P. (2004) Disturbed cholesterol traffic botmal proteolytic function in
LAMP-1/LAMP-2 double-deficient fibroblastd/ol Biol Cell, 15, 3132-3145.

Evans, C.J. and Aguilera, R.J. (2003) DNase llegeernzymes and functio@ene 322, 1-

15.

Faust, P.L., Chirgwin, J.M. and Kornfeld, S. (1988nin, a secretory glycoprotein, acquires
phosphomannosyl residugsCell Biol 105 1947-1955.

Felbor, U., Kessler, B., Mothes, W., Goebel, HPgegh, H.L., Bronson, R.T. and Olsen,
B.R. (2002) Neuronal loss and brain atrophy in niéo&ing cathepsins B and Broc
Natl Acad Sci U S A9, 7883-7888.

Feng, L., Manabe, K., Shope, J.C., Widmer, S., DeW=aB. and Prestwich, G.D. (2002) A
real-time fluorogenic phospholipase A(2) assaybiochemical and cellular activity
measurement€hem Bio) 9, 795-803.

Fischer, K., Chatterjee, D., Torrelles, J., Brenradd., Kaufmann, S.H. and Schaible, U.E.
(2001) Mycobacterial lysocardiolipin is exportedrfr phagosomes upon cleavage of
cardiolipin by a macrophage-derived lysosomal phoBpase A2J Immuno) 167,
2187-2192.

185



Fisher, A.B., Dodia, C., Feinstein, S.I. and Ha$Y(2005) Altered lung phospholipid
metabolism in mice with targeted deletion of lysosbtype phospholipase A2.
Lipid Res 46, 1248-1256.

Ford, M.G., Mills, I.G., Peter, B.J., Vallis, Y.rd&&fcke, G.J., Evans, P.R. and McMahon,
H.T. (2002) Curvature of clathrin-coated pits driv®y epsinNature 419, 361-366.

Forgac, M. (1999) Structure and properties of theuwolar (H+)-ATPased. Biol Chem274,
12951-12954.

Fotin, A., Cheng, Y., Sliz, P., Grigorieff, N., Hemon, S.C., Kirchhausen, T. and Walz, T.
(2004) Molecular model for a complete clathrinitatfrom electron cryomicroscopy.
Nature 432, 573-579.

Frantz, I.D., Jr. and Hinkelman, B.T. (1955) Accat®n of hepatic cholesterol synthesis by
triton WR-1339.J Exp Med 101, 225-232.

Friedrichs, B., Tepel, C., Reinheckel, T., Deussihgvon Figura, K., Herzog, V., Peters, C.,
Saftig, P. and Brix, K. (2003) Thyroid functionsmbuse cathepsins B, K, andl.
Clin Invest 111, 1733-1745.

Frustaci, A., Chimenti, C., Ricci, R., Natale, Rysso, M.A., Pieroni, M., Eng, C.M. and
Desnick, R.J. (2001) Improvement in cardiac funtiiothe cardiac variant of Fabry's
disease with galactose-infusion theradyEngl J Me¢345 25-32.

Fukuda, M. (1991) Lysosomal membrane glycoprotedtsicture, biosynthesis, and
intracellular trafficking.J Biol Chem266, 21327-21330.

Furst, W. and Sandhoff, K. (1992) Activator progeand topology of lysosomal sphingolipid
catabolismBiochim Biophys Acta 126 1-16.

Futerman, A.H. and van Meer, G. (2004) The celldgy of lysosomal storage disordelat
Rev Mol Cell Bigl5, 554-565.

Gagnon, E., Duclos, S., Rondeau, C., Chevet, Enetian, P.H., Steele-Mortimer, O.,
Paiement, J., Bergeron, J.J. and Desjardins, M2ARBndoplasmic reticulum-
mediated phagocytosis is a mechanism of entrym@orophage<Cell, 110, 119-131.

Gahl, W.A., Bashan, N., Tietze, F., Bernardingrid Schulman, J.D. (1982) Cystine transport
is defective in isolated leukocyte lysosomes fratigmts with cystinosisScience
217, 1263-1265.

Garin, J., Diez, R., Kieffer, S., Dermine, J.F.dws, S., Gagnon, E., Sadoul, R., Rondeau, C.
and Desjardins, M. (2001) The phagosome proteomseght into phagosome
functions.J Cell Biol 152 165-180.

186



Garrido, C., Galluzzi, L., Brunet, M., Puig, P.Bidelot, C. and Kroemer, G. (2006)
Mechanisms of cytochrome c release from mitoch@n@ell Death Differ 13, 1423-
1433.

Gassama-Diagne, A., Rogalle, P., Fauvel, J., Will86., Klaebe, A. and Chap, H. (1992)
Substrate specificity of phospholipase B from gaipgy intestine. A glycerol ester
lipase with broad specificityl Biol Chem267, 13418-13424.

Geier, C., Kreysing, J., Boettcher, H., Pohimannmaml von Figura, K. (1992) Localization of
lysosomal acid phosphatase mRNA in mouse tissuidsstochem Cytochemo,
1275-1282.

Geuze, H.J., Stoorvogel, W., Strous, G.J., SIW, JBleekemolen, J.E. and Mellman, 1.
(1988) Sorting of mannose 6-phosphate receptorsyandomal membrane proteins in
endocytic vesiclesl Cell Biol 107, 2491-2501.

Ghosh, P., Dahms, N.M. and Kornfeld, S. (2003) Meen6-phosphate receptors: new twists
in the taleNat Rev Mol Cell Bigl4, 202-212.

Gieselmann, V., Hasilik, A. and von Figura, K. (5%&rocessing of human cathepsin D in
lysosomes in vitroJ Biol Chem260, 3215-3220.

Gieselmann, V., Pohimann, R., Hasilik, A. and VaguFa, K. (1983) Biosynthesis and
transport of cathepsin D in cultured human fibrstdal Cell Biol 97, 1-5.

Glaumann, H., Ahlberg, J., Hultenby, K., JanssonMengarelli-Widholm, S. and Motakefi,
A.M. (1989) Isolation and characterization of csomes--a subclass of secondary
lysosomesExp Mol Patho| 50, 167-182.

Glickman, J.N. and Kornfeld, S. (1993) Mannose 6gpgihate-independent targeting of
lysosomal enzymes in I-cell disease B lymphoblas@ell Biol 123 99-108.

Glickman, J.N., Morton, P.A., Slot, J.W., Kornfetsl, and Geuze, H.J. (1996) The biogenesis
of the MHC class Il compartment in human I-celledise B lymphoblast3.Cell Biol,
132 769-785.

Golabek, A.A., Kida, E., Walus, M., Kaczmarski, Wlichalewski, M. and Wisniewski, K.E.
(2000) CLN3 protein regulates lysosomal pH andslitgtracellular processing of
Alzheimer's amyloid-beta protein precursor and easin D in human cell$/ol
Genet Metap70, 203-213.

Goldstein, J.L., Brown, M.S., Anderson, R.G., RUs&W. and Schneider, W.J. (1985)
Receptor-mediated endocytosis: concepts emergomg tine LDL receptor system.
Annu Rev Cell Bipll, 1-39.

187



Grabowski, G.A., Gatt, S. and Horowitz, M. (199®id\beta-glucosidase: enzymology and
molecular biology of Gaucher disea€git Rev Biochem Mol BipR5, 385-414.

Griffiths, G. (1996) On vesicles and membrane cammpents.Protoplasmal195, 37-58.

Griffiths, G. and Gruenberg, J. (1991) The arguméntt pre-existing early and late
endosomeslrends Cell Bigll, 5-9.

Gruenberg, J. (2001) The endocytic pathway: a nmafalomainsNat Rev Mol Cell Bigl2,
721-730.

Gruenberg, J. and Maxfield, F.R. (1995) Membraaedport in the endocytic pathwaurr
Opin Cell Biol 7, 552-563.

Guenette, R.S., Mooibroek, M., Wong, K., Wong, i’d aenniswood, M. (1994) Cathepsin
B, a cysteine protease implicated in metastatign@ssion, is also expressed during
regression of the rat prostate and mammary gldfuts] Biochem226, 311-321.

Guicciardi, M.E., Deussing, J., Miyoshi, H., Bror&F., Svingen, P.A., Peters, C.,
Kaufmann, S.H. and Gores, G.J. (2000) Cathepsior&ibutes to TNF-alpha-
mediated hepatocyte apoptosis by promoting mitodhahrelease of cytochrome &.
Clin Invest 106, 1127-1137.

Haglund, K., Di Fiore, P.P. and Dikic, I. (2003)sbnct monoubiquitin signals in receptor
endocytosisTrends Biochem S@8, 598-603.

Hamer, |. and Jadot, M. (2005) Endolysosomal trarispf newly-synthesized cathepsin D in
a sucrose model of lysosomal stordgep Cell Res309, 284-295.

Hannon, G.J. and Rossi, J.J. (2004) Unlocking ttergial of the human genome with RNA
interferenceNature 431, 371-378.

Hasilik, A. and Neufeld, E.F. (1980) Biosynthesidysosomal enzymes in fibroblasts.
Synthesis as precursors of higher molecular welgBiol Chem255, 4937-4945.

Hasilik, A., Waheed, A. and von Figura, K. (198Tizgmatic phosphorylation of lysosomal
enzymes in the presence of UDP-N-acetylglucosamibsence of the activity in I-
cell fibroblastsBiochem Biophys Res Comma@8, 761-767.

Hatch, G.M. (1998) Cardiolipin: biosynthesis, reralbag and trafficking in the heart and
mammalian cells (Reviewht J Mol Med 1, 33-41.

Havelaar, A.C., Beerens, C.E., Mancini, G.M. andhégen, F.W. (1999) Transport of
organic anions by the lysosomal sialic acid transgpoa functional approach towards
the gene for sialic acid storage dise&4eBS Lett446, 65-68.

188



Hepbildikler, S.T., Sandhoff, R., Kolzer, M., ProR.L. and Sandhoff, K. (2002)
Physiological substrates for human lysosomal degacsaminidase S.Biol Chem
277, 2562-2572.

Herzog, V., Neumuller, W. and Holzmann, B. (198Ryfoglobulin, the major and obligatory
exportable protein of thyroid follicle cells, casithe lysosomal recognition marker
mannose-6-phosphatémbo J 6, 555-560.

Hiraoka, M., Abe, A,, Lu, Y., Yang, K., Han, X., @&s, R.W. and Shayman, J.A. (2006)
Lysosomal phospholipase A2 and phospholipidddi. Cell Biol, 26, 6139-6148.

Hiraoka, M., Abe, A. and Shayman, J.A. (2002) Ohgnand characterization of a lysosomal
phospholipase A2, 1-O-acylceramide synthd€iol Chem277, 10090-10099.

Hoflack, B., Fujimoto, K. and Kornfeld, S. (1987hd interaction of phosphorylated
oligosaccharides and lysosomal enzymes with bdivee cation-dependent mannose
6-phosphate receptar.Biol Chem?262, 123-129.

Hostetler, K.Y., Yazaki, P.J. and van den Bosch(1982) Purification of lysosomal
phospholipase A. Evidence for multiple isoenzynmesat liver.J Biol Chem257,
13367-13373.

Huterer, S.J., Hostetler, K.Y., Gardner, M.F. andéwett, J.R. (1993) Lysosomal
phosphatidylcholine: bis(monoacylglycero)phospleatdtransferase: specificity for
the sn-1 fatty acid of the donor and co-purificatwith phospholipase ABiochim
Biophys Actall167, 204-210.

Huttner, W.B. and Schmidt, A. (2000) Lipids, lipidbdification and lipid-protein interaction
in membrane budding and fission--insights fromridles of endophilin A1 and
synaptophysin in synaptic vesicle endocytaSistr Opin Neurobiol 10, 543-551.

Huynh, K.K., Eskelinen, E.L., Scott, C.C., Maleveme\., Saftig, P. and Grinstein, S. (2007)
LAMP proteins are required for fusion of lysosormath phagosome€mbo J 26,
313-324.

loannou, Y.A., Bishop, D.F. and Desnick, R.J. ()992erexpression of human alpha-
galactosidase A results in its intracellular aggtem, crystallization in lysosomes,
and selective secretiod.Cell Biol 119 1137-1150.

Jadot, M., Dubois, F., Wattiaux-De Coninck, S. &attiaux, R. (1997) Supramolecular
assemblies from lysosomal matrix proteins and cemppids.Eur J Biochem249,
862-869.

189



Jadot, M., Lin, L., Sleat, D.E., Sohar, I., HsuS\M.Pintar, J., Dubois, F., Coninck, S.W.,
Wattiaux-De Coninck, S. and Lobel, P. (1999) Sub&al localization of mannose 6-
phosphate glycoproteins in rat braimBiol Chem274, 21104-21113.

Janvier, K. and Bonifacino, J.S. (2005) Role ofeéhdocytic machinery in the sorting of
lysosome-associated membrane protévd. Biol Cell, 16, 4231-4242.

Journet, A., Chapel, A., Kieffer, S., Louwagie, Muche, S. and Garin, J. (2000) Towards a
human repertoire of monocytic lysosomal proteklsctrophoresis21, 3411-3419.

Journet, A., Chapel, A., Kieffer, S., Roux, F. &akin, J. (2002) Proteomic analysis of
human lysosomes: application to monocytic and biegscer cellsProteomics?2,
1026-1040.

Kabeya, Y., Mizushima, N., Ueno, T., Yamamoto, lirjsako, T., Noda, T., Kominami, E.,
Ohsumi, Y. and Yoshimori, T. (2000) LC3, a mammalwmologue of yeast Apg8p,
is localized in autophagosome membranes after psogggEmbo J 19, 5720-5728.

Kagedal, K., Zhao, M., Svensson, |. and Brunk, Y2ZD01) Sphingosine-induced apoptosis is
dependent on lysosomal proteagdschem J359, 335-343.

Kalatzis, V., Cherqui, S., Antignhac, C. and Gasrier(2001) Cystinosin, the protein
defective in cystinosis, is a H(+)-driven lysosorogtine transporteEmbo J 20,
5940-5949.

Kalatzis, V., Nevo, N., Cherqui, S., Gasnier, Bd @&mtignac, C. (2004) Molecular
pathogenesis of cystinosis: effect of CTNS mutation the transport activity and
subcellular localization of cystinosinlum Mol Genetl3, 1361-1371.

Kegel, K.B., Kim, M., Sapp, E., Mcintyre, C., Casta J.G., Aronin, N. and DiFiglia, M.
(2000) Huntingtin expression stimulates endosolystdomal activity, endosome
tubulation, and autophagy.Neurosci20, 7268-7278.

Kim, T.S., Sundaresh, C.S., Feinstein, S.l., Do@iaSkach, W.R., Jain, M.K., Nagase, T.,
Seki, N., Ishikawa, K., Nomura, N. and Fisher, A(B97) Identification of a human
cDNA clone for lysosomal type Ca2+-independent pho$ipase A2 and properties
of the expressed proteid Biol Chem?272, 2542-2550.

Kim, Y., Ramirez-Montealegre, D. and Pearce, D200Q3) A role in vacuolar arginine
transport for yeast Btnlp and for human CLN3, tfeggin defective in Batten disease.
Proc Natl Acad Sci U S,A00 15458-15462.

Kirkham, M. and Parton, R.G. (2005) Clathrin-indegent endocytosis: new insights into
caveolae and non-caveolar lipid raft carri@®chim Biophys Actal746 349-363.

190



Kollmann, K., Mutenda, K.E., Balleininger, M., Eck&ann, E., von Figura, K., Schmidt, B.
and Lubke, T. (2005) Identification of novel lysosal matrix proteins by proteome
analysisProteomics5, 3966-3978.

Kolter, T. and Sandhoff, K. (2005) Principles as®gomal membrane digestion: stimulation
of sphingolipid degradation by sphingolipid actmaproteins and anionic lysosomal
lipids. Annu Rev Cell Dev BipP1, 81-103.

Kornak, U., Kasper, D., Bosl, M.R., Kaiser, E., %eleer, M., Schulz, A., Friedrich, W.,
Delling, G. and Jentsch, T.J. (2001) Loss of thé-Clchloride channel leads to
osteopetrosis in mice and m&ell, 104, 205-215.

Kundra, R. and Kornfeld, S. (1999) Asparagine-lthkdigosaccharides protect Lamp-1 and
Lamp-2 from intracellular proteolysid.Biol Chem274, 31039-31046.

Kuronita, T., Eskelinen, E.L., Fujita, H., Saftk, Himeno, M. and Tanaka, Y. (2002) A role
for the lysosomal membrane protein LGP85 in thgdénesis and maintenance of
endosomal and lysosomal morphologell Scj 115 4117-4131.

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proge@turing the assembly of the head of
bacteriophage TNature 227, 680-685.

Lamaze, C., Dujeancourt, A., Baba, T., Lo, C.Gnmerah, A. and Dautry-Varsat, A. (2001)
Interleukin 2 receptors and detergent-resistant bnane domains define a clathrin-
independent endocytic pathwayol Cell, 7, 661-671.

Lamaze, C. and Schmid, S.L. (1995) The emergenckatifrin-independent pinocytic
pathwaysCurr Opin Cell Bio| 7, 573-580.

Lange, P.F., Wartosch, L., Jentsch, T.J. and Fumnm&aC. (2006) CIC-7 requires Ostml as a
beta-subunit to support bone resorption and lysas@umction.Nature 440, 220-223.

Le Borgne, R., Alconada, A., Bauer, U. and Hofld8k(1998) The mammalian AP-3
adaptor-like complex mediates the intracellulansgort of lysosomal membrane
glycoproteinsJ Biol Chem?273 29451-29461.

Lefrancois, S., May, T., Knight, C., Bourbeau, Ddalorales, C.R. (2002) The lysosomal
transport of prosaposin requires the conditiontraction of its highly conserved d
domain with sphingomyelind Biol Chem?277, 17188-17199.

Lefrancois, S., Zeng, J., Hassan, A.J., Canuehrd.Morales, C.R. (2003) The lysosomal
trafficking of sphingolipid activator proteins (SAPs mediated by sortiliEmbo J
22, 6430-6437.

Leighton, F., Poole, B., Beaufay, H., Baudhuin,Gaffey, J.W., Fowler, S. and De Duve, C.

(1968) The large-scale separation of peroxisoméschondria, and lysosomes from

191



the livers of rats injected with triton WR-1339.droved isolation procedures,
automated analysis, biochemical and morphologiagbgrties of fractions] Cell
Biol, 37, 482-513.

Lemmon, S.K. and Traub, L.M. (2000) Sorting in émelosomal system in yeast and animal
cells.Curr Opin Cell Bio| 12, 457-466.

Liaudet-Coopman, E., Beaujouin, M., Derocq, D.,c&&rM., Glondu-Lassis, M., Laurent-
Matha, V., Prebois, C., Rochefort, H. and Vignon(Zo06) Cathepsin D: newly
discovered functions of a long-standing aspartitgase in cancer and apoptosis.
Cancer Lett237, 167-179.

Liotta, L.A., Tryggvason, K., Garbisa, S., Hart,Aoltz, C.M. and Shafie, S. (1980)
Metastatic potential correlates with enzymatic delgtion of basement membrane
collagenNature 284, 67-68.

Liou, H.L., Dixit, S.S., Xu, S., Tint, G.S., Stock,M. and Lobel, P. (2006) NPC2, the protein
deficient in Niemann-Pick C2 disease, consists witiple glycoforms that bind a
variety of sterolsJ Biol Chem281, 36710-36723.

Lombardi, D., Soldati, T., Riederer, M.A., Goda, Xerial, M. and Pfeffer, S.R. (1993) Rab9
functions in transport between late endosomeslaattans Golgi networkEmbo J
12, 677-682.

Lu, J.Y. and Hofmann, S.L. (2006) Thematic reviesies: lipid posttranslational
modifications. Lysosomal metabolism of lipid-moddi proteinsJ Lipid Res47,
1352-1357.

Ludwig, T., Munier-Lehmann, H., Bauer, U., Holliresid, M., Ovitt, C., Lobel, P. and
Hoflack, B. (1994) Differential sorting of lysosohemnzymes in mannose 6-phosphate
receptor-deficient fibroblastEmbo J 13, 3430-3437.

Luiro, K., Yliannala, K., Ahtiainen, L., Maunu, Hlarvela, I., Kyttala, A. and Jalanko, A.
(2004) Interconnections of CLN3, Hook1 and Rabrat link Batten disease to
defects in the endocytic pathwayum Mol Genetl3, 3017-3027.

Luzio, J.P., Rous, B.A., Bright, N.A., Pryor, P.Rlullock, B.M. and Piper, R.C. (2000)
Lysosome-endosome fusion and lysosome biogenk€isll Scj113 (Pt 9) 1515-
1524.

Mahmudi-Azer, S., Downey, G.P. and Moqgbel, R. (20D&nslocation of the tetraspanin
CD63 in association with human eosinophil mediatteaseBlood 99, 4039-4047.

Malatack, J.J., Consolini, D.M. and Bayever, E.Q@0The status of hematopoietic stem cell

transplantation in lysosomal storage diseReeliatr Neuro) 29, 391-403.

192



Marks, M.S. and Seabra, M.C. (2001) The melanosomeebrane dynamics in black and
white.Nat Rev Mol Cell Bigl2, 738-748.

Martin, S.J., Reutelingsperger, C.P., McGahon,, /Rader, J.A., van Schie, R.C., LaFace,
D.M. and Green, D.R. (1995) Early redistributiorptdsma membrane
phosphatidylserine is a general feature of apoptegjardless of the initiating
stimulus: inhibition by overexpression of Bcl-2 afdl. J Exp Med 182, 1545-1556.

Maury, E., Prevost, M.C., Nauze, M., Redoules,Trroux, R., Charveron, M., Salles, J.P.,
Perret, B., Chap, H. and Gassama-Diagne, A. (280®&)an epidermis is a novel site
of phospholipase B expressidiochem Biophys Res Comm@as 362-369.

Mellman, I., Fuchs, R. and Helenius, A. (1986) Afucation of the endocytic and exocytic
pathwaysAnnu Rev Biochem5, 663-700.

Mellors, A. and Tappel, A.L. (1967) Hydrolysis digspholipids by a lysosomal enzynie.
Lipid Res 8, 479-485.

Meresse, S., Gorvel, J.P. and Chavrier, P. (1988)r&b7 GTPase resides on a vesicular
compartment connected to lysosomk€ell Scj 108 (Pt 11) 3349-3358.

Mijaljica, D., Prescott, M. and Devenish, R.J. (Bp&ndoplasmic reticulum and Golgi
complex: contributions to, and turnover by, autaphdraffic, 7, 1590-1595.

Mobius, W., van Donselaar, E., Ohno-lwashita, Yintada, Y., Heijnen, H.F., Slot, J.W.
and Geuze, H.J. (2003) Recycling compartments lamthternal vesicles of
multivesicular bodies harbor most of the choledtirand in the endocytic pathway.
Traffic, 4, 222-231.

Montcourrier, P., Mangeat, P.H., Salazar, G., Ms@isM., Sahuquet, A. and Rochefort, H.
(1990) Cathepsin D in breast cancer cells can tdgscellular matrix in large acidic
vesiclesCancer Resb0, 6045-6054.

Morgan, C.P., Insall, R., Haynes, L. and Cockcrsft(2004) Identification of phospholipase
B from Dictyostelium discoideum reveals a new lgpéamily present in mammals,
flies and nematodes, but not ye&tbchem J382 441-449.

Morin, P., Sagne, C. and Gasnier, B. (2004) Funaticharacterization of wild-type and
mutant human sialirEmbo J 23, 4560-4570.

Mu, F.T., Callaghan, J.M., Steele-Mortimer, O.,rbark, H., Parton, R.G., Campbell, P.L.,
McCluskey, J., Yeo, J.P., Tock, E.P. and Toh, B1995) EEAL, an early endosome-
associated protein. EEAL is a conserved alphadigieripheral membrane protein
flanked by cysteine "fingers"” and contains a calalioebinding 1Q motif.J Biol
Chem 270, 13503-13511.

193



Mullock, B.M., Bright, N.A., Fearon, C.W., Gray,’s.and Luzio, J.P. (1998) Fusion of
lysosomes with late endosomes produces a hybrahetig of intermediate density
and is NSF dependerd Cell Biol 140 591-601.

Murphy, R.F. (1991) Maturation models for endos@nd lysosome biogenesigends Cell
Biol, 1, 77-82.

Neufeld, E.F., Sando, G.N., Garvin, A.J. and Roimid, (1977) The transport of lysosomal
enzymesJ Supramol Stru¢B, 95-101.

Norbury, C.C. (2006) Drinking a lot is good for diitic cells.Immunology117, 443-451.

Otway, S. and Robinson, D.S. (1967) The use ofraeiowic detergent (Triton WR 1339) to
determine rates of triglyceride entry into the giation of the rat under different
physiological conditions] Physio) 190, 321-332.

Owada, M. and Neufeld, E.F. (1982) Is there a meishafor introducing acid hydrolases
into liver lysosomes that is independent of manr@plosphate recognition?
Evidence from I-cell diseasBiochem Biophys Res Commaf5 814-820.

Patki, V., Virbasius, J., Lane, W.S., Toh, B.H.p8tmer, H.S. and Corvera, S. (1997)
Identification of an early endosomal protein regedbby phosphatidylinositol 3-
kinase Proc Natl Acad Sci U S,R4, 7326-7330.

Perez, S.E. and Steller, H. (1996) Molecular antegie analyses of lama, an evolutionarily
conserved gene expressed in the precursors ofrtisophila first optic ganglion.
Mech Dey59, 11-27.

Pham, C.T., Armstrong, R.J., Zimonjic, D.B., Popgsd.C., Payan, D.G. and Ley, T.J.
(1997) Molecular cloning, chromosomal localizatiand expression of murine
dipeptidyl peptidase 0 Biol Chem?272 10695-10703.

Piret, J., Schanck, A., Delfosse, S., Van BambEkeishore, B.K., Tulkens, P.M. and
Mingeot-Leclercq, M.P. (2005) Modulation of thevittro activity of lysosomal
phospholipase A1 by membrane lipi@hem Phys Lipids33 1-15.

Pisoni, R.L. and Thoene, J.G. (1991) The transpmtems of mammalian lysosomes.
Biochim Biophys Actd 071, 351-373.

Plo, I., Lautier, D., Levade, T., Sekouri, H., daffiou, J.P., Laurent, G. and Bettaieb, A.
(2000) Phosphatidylcholine-specific phospholipassn@ phospholipase D are
respectively implicated in mitogen-activated protkinase and nuclear factor kappaB
activation in tumour-necrosis-factor-alpha-treatathature acute-myeloid-leukaemia
cells.Biochem J351 Pt 2 459-467.

194



Poet, M., Kornak, U., Schweizer, M., Zdebik, A.&cheel, O., Hoelter, S., Wurst, W.,
Schmitt, A., Fuhrmann, J.C., Planells-Cases, RIeM®.E., Hubner, C.A. and
Jentsch, T.J. (2006) Lysosomal storage diseasedipamption of the neuronal
chloride transport protein CIC-Broc Natl Acad Sci U S,A03 13854-13859.

Pollard, T.D. and Earnshaw, W.C. (20@gll Biology Elsevier.

Press, B., Feng, Y., Hoflack, B. and Wandinger-NAs$1998) Mutant Rab7 causes the
accumulation of cathepsin D and cation-independenrtnose 6-phosphate receptor in
an early endocytic compartmedtCell Biol 140, 1075-1089.

Raiborg, C., Rusten, T.E. and Stenmark, H. (2008)efh sorting into multivesicular
endosomesCurr Opin Cell Bio| 15, 446-455.

Ramirez, A., Heimbach, A., Grundemann, J., Stiller,Hampshire, D., Cid, L.P., Goebel, I.,
Mubaidin, A.F., Wriekat, A.L., Roeper, J., Al-DiA,, Hillmer, A.M., Karsak, M.,

Liss, B., Woods, C.G., Behrens, M.I. and Kubisch(ZD06) Hereditary parkinsonism
with dementia is caused by mutations in ATP13AZ0eling a lysosomal type 5 P-
type ATPaseNat Genet38, 1184-1191.

Richieri, G.V. and Kleinfeld, A.M. (1995) Continusuneasurement of phospholipase A2
activity using the fluorescent probe ADIFABnal Biochem229, 256-263.

Rigtrup, K.M., Kakkad, B. and Ong, D.E. (1994) Rigation and partial characterization of a
retinyl ester hydrolase from the brush border bEmall intestine mucosa: probable
identity with brush border phospholipaseBochemistry33, 2661-2666.

Rijnboutt, S., Kal, A.J., Geuze, H.J., Aerts, Hd&trous, G.J. (1991a) Mannose 6-
phosphate-independent targeting of cathepsin Pstasbmes in HepG2 cell$ Biol
Chem 266, 23586-23592.

Rijnboultt, S., Aerts, H.M., Geuze, H.J., Tager, Jadd Strous, G.J. (1991b) Mannose 6-
phosphate-independent membrane association ofpsath®, glucocerebrosidase, and
sphingolipid-activating protein in HepG2 cellsBiol Chem266, 4862-4868.

Rink, J., Ghigo, E., Kalaidzidis, Y. and Zerial, {2005) Rab conversion as a mechanism of
progression from early to late endosont@sll, 122, 735-749.

Robinson, M. and Waite, M. (1983) Physical-chemregjuirements for the catalysis of
substrates by lysosomal phospholipase ARiol Chem258 14371-14378.

Roth, W., Deussing, J., Botchkarev, V.A., Pauly4y#/., Saftig, P., Hafner, A., Schmidt,
P., Schmahl, W., Scherer, J., Anton-Lamprech¥dn Figura, K., Paus, R. and
Peters, C. (2000) Cathepsin L deficiency as moseaigfect of furless:

195



hyperproliferation of keratinocytes and pertubatdmair follicle cycling.Faseb J
14, 2075-2086.

Rous, B.A., Reaves, B.J., Ihrke, G., Briggs, J&ay, S.R., Stephens, D.J., Banting, G. and
Luzio, J.P. (2002) Role of adaptor complex AP-8rgeting wild-type and mutated
CD63 to lysosomedviol Biol Cell, 13, 1071-1082.

Saftig, P. (2005).ysosomed.andes Bioscience, Texas.

Saftig, P., Hunziker, E., Wehmeyer, O., JonesB8yde, A., Rommerskirch, W., Moritz,
J.D., Schu, P. and von Figura, K. (1998) Impairsigaclastic bone resorption leads to
osteopetrosis in cathepsin-K-deficient mieeoc Natl Acad Sci U S,R5, 13453-
13458.

Sagne, C., Agulhon, C., Ravassard, P., DarmonH&mon, M., El Mestikawy, S., Gasnier,
B. and Giros, B. (2001) Identification and charagtdion of a lysosomal transporter
for small neutral amino acidBroc Natl Acad Sci U S,R8, 7206-7211.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1986)ecular Cloning: A Laboratory
Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spkiagbor.

Schlame, M., Shanske, S., Doty, S., Konig, T., &uT., DiMauro, S. and Blanck, T.J.
(1999) Microanalysis of cardiolipin in small biopsiincluding skeletal muscle from
patients with mitochondrial diseaskLipid Res40, 1585-1592.

Schrag, J.D. and Cygler, M. (1997) Lipases andah@ta hydrolase foldMethods Enzymol
284, 85-107.

Shaul, P.W. and Anderson, R.G. (1998) Role of pdemmal caveolae in signal
transductionAm J Physiql275 L843-851.

Shipley, J.M., Grubb, J.H. and Sly, W.S. (1993) Tdie of glycosylation and
phosphorylation in the expression of active humetaglucuronidasel. Biol Chem
268 12193-12198.

Simons, K. and Toomre, D. (2000) Lipid rafts arghsail transductioriNat Rev Mol Cell Bigl
1, 31-39.

Simonsen, A., Lippe, R., Christoforidis, S., GailliJ.M., Brech, A., Callaghan, J., Toh,
B.H., Murphy, C., Zerial, M. and Stenmark, H. (198EA1 links PI(3)K function to
Rab5 regulation of endosome fusidiature 394, 494-498.

Sleat, D.E., Sohar, I., Lackland, H., Majercalardd Lobel, P. (1996) Rat brain contains high
levels of mannose-6-phosphorylated glycoproteighiting lysosomal enzymes and
palmitoyl-protein thioesterase, an enzyme implidateinfantile neuronal
lipofuscinosisJ Biol Chem271, 19191-19198.

196



Sleat, D.E., Lackland, H., Wang, Y., Sohar, |.,Xi&., Li, H. and Lobel, P. (2005) The
human brain mannose 6-phosphate glycoproteomenalea mixture composed of
multiple isoforms of many soluble lysosomal prosefProteomics5, 1520-1532.

Sleat, D.E., Wang, Y., Sohar, I., Lackland, H., Y4, Li, H., Zheng, H. and Lobel, P. (2006a)
Identification and validation of mannose 6-phosplglycoproteins in human plasma
reveals a wide range of lysosomal and non-lysosqnaaéins Mol Cell Proteomics

Sleat, D.E., Zheng, H., Qian, M. and Lobel, P. @f0ddentification of sites of mannose 6-
phosphorylation on lysosomal proteiiol Cell Proteomics5, 686-701.

Sonderfeld-Fresko, S. and Proia, R.L. (1989) Analg&the glycosylation and
phosphorylation of the lysosomal enzyme, beta-haxasidase B, by site-directed
mutagenesis] Biol Chem264, 7692-7697.

Sonnichsen, B., De Renzis, S., Nielsen, E., Riétdoand Zerial, M. (2000) Distinct
membrane domains on endosomes in the recyclingvpgthiisualized by multicolor
imaging of Rab4, Rab5, and RablCell Biol 149 901-914.

Steet, R., Lee, W.S. and Kornfeld, S. (2005) Idmatiion of the minimal lysosomal enzyme
recognition domain in cathepsin DBiol Chem?280, 33318-33323.

Stein, M., Zijderhand-Bleekemolen, J.E., Geuze Hdsilik, A. and von Figura, K. (1987) Mr
46,000 mannose 6-phosphate specific receptoolgsm targeting of lysosomal
enzymesEmbo J 6, 2677-2681.

Storrie, B. and Desjardins, M. (1996) The biogemesiysosomes: is it a kiss and run,
continuous fusion and fission proce&Bessaysl8, 895-903.

Tabuchi, M., Yoshimori, T., Yamaguchi, K., Yoshida,and Kishi, F. (2000) Human
NRAMP2/DMT1, which mediates iron transport acrosd@somal membranes, is
localized to late endosomes and lysosomes in HEglR.J Biol Chem 275, 22220-
22228.

Takemori, H., Zolotaryov, F.N., Ting, L., Urbain,, Komatsubara, T., Hatano, O., Okamoto,
M. and Tojo, H. (1998) Identification of functionddmains of rat intestinal
phospholipase Bllipase. Its cDNA cloning, expressand tissue distributiod.Biol
Chem 273 2222-2231.

Tanaka, Y., Guhde, G., Suter, A., Eskelinen, BEdartmann, D., Lullmann-Rauch, R.,
Janssen, P.M., Blanz, J., von Figura, K. and Sa@#i¢2000) Accumulation of
autophagic vacuoles and cardiomyopathy in LAMP-Rednt mice.Nature 406,
902-906.

197



Taniyama, Y., Shibata, S., Kita, S., Horikoshi, Ruse, H., Shirafuji, H., Sumino, Y. and
Fujino, M. (1999) Cloning and expression of a ndysbphospholipase which
structurally resembles lecithin cholesterol acylsferaseBiochem Biophys Res
Commun257, 50-56.

Tardy, C., Tyynela, J., Hasilik, A., Levade, T. ahddrieu-Abadie, N. (2003) Stress-induced
apoptosis is impaired in cells with a lysosomat¢ding defect but is not affected in
cells synthesizing a catalytically inactive cathed3. Cell Death Differ 10, 1090-

1100.

Tepel, C., Bromme, D., Herzog, V. and Brix, K. (B)@athepsin K in thyroid epithelial
cells: sequence, localization and possible funaticextracellular proteolysis of
thyroglobulin.J Cell Scj 113 Pt 24 4487-4498.

Tiede, S., Storch, S., Lubke, T., Henrissat, BrgBh R., Raas-Rothschild, A. and Braulke, T.
(2005) Mucaolipidosis Il is caused by mutations iINISTA encoding the alpha/beta
GlcNAc-1-phosphotransferaddat Med 11, 1109-1112.

Touret, N., Paroutis, P., Terebiznik, M., HarrisBnE., Trombetta, S., Pypaert, M., Chow, A,
Jiang, A., Shaw, J., Yip, C., Moore, H.P., van\d&, N., Houben, D., Peters, P.J., de
Chastellier, C., Mellman, I. and Grinstein, S. (8pQuantitative and dynamic
assessment of the contribution of the ER to phagedormationCell, 123 157-170.

Tribl, F., Gerlach, M., Marcus, K., Asan, E., Tdtser, T., Arzberger, T., Meyer, H.E.,
Bringmann, G. and Riederer, P. (2005) "Subcellptateomics" of neuromelanin
granules isolated from the human brédial Cell Proteomics4, 945-957.

Turk, B., Turk, D. and Turk, V. (2000) Lysosomaktsine proteases: more than scavengers.
Biochim Biophys Actdl477,98-111.

Valenzano, K.J., Kallay, L.M. and Lobel, P. (1993) assay to detect glycoproteins that
contain mannose 6-phosphataal Biochem209 156-162.

Velasco, G., Ferrando, A.A., Puente, X.S., Sanch##, and Lopez-Otin, C. (1994) Human
cathepsin O. Molecular cloning from a breast caneia, production of the active
enzyme in Escherichia coli, and expression anaigdisiman tissues. Biol Chem
269, 27136-27142.

Verger, R. (1980) Enzyme kinetics of lipolydidethods Enzympb4, 340-392.

von Figura, K. and Hasilik, A. (1986) Lysosomal gmes and their receptosnnu Rev
Biochem 55, 167-193.

198



Waguri, S., Dewitte, F., Le Borgne, R., Rouille, ¥chiyama, Y., Dubremetz, J.F. and
Hoflack, B. (2003) Visualization of TGN to endosoimafficking through
fluorescently labeled MPR and AP-1 in living ceNsol Biol Cell, 14, 142-155.

Wang, A. and Dennis, E.A. (1999) Mammalian lysogtadipasesBiochim Biophys Acta
1439 1-16.

Wattiaux, R. and Wattiaux-de Coninck, S. (1967)uance of the injection of "Triton WR-
1339" on lysosomes of a rat transplantable hepatbiatare 216, 1132-1133.

Watts, C. (2001) Antigen processing in the endaogdimpartmentCurr Opin Immungl13,
26-31.

Wilkening, G., Linke, T. and Sandhoff, K. (1998)dosomal degradation on vesicular
membrane surfaces. Enhanced glucosylceramide degrnadby lysosomal anionic
lipids and activators] Biol Chem273 30271-30278.

Winchester, B. (2005) Lysosomal metabolism of ghroteins.Glycobiology 15, 1R-15R.

Yamashiro, D.J., Tycko, B., Fluss, S.R. and Maxfi#.R. (1984) Segregation of transferrin
to a mildly acidic (pH 6.5) para-Golgi compartmenthe recycling pathwayCell, 37,
789-800.

Yan, S., Sameni, M. and Sloane, B.F. (1998) Cathdpsind human tumor progressid@iol
Chem 379, 113-123.

Yasuda, T., Takeshita, H., lida, R., TsutsumiN&kajima, T., Hosomi, O., Nakashima, Y.,
Mori, S. and Kishi, K. (1998) Structure and orgatian of the human
deoxyribonuclease Il (DNase Il) gefnn Hum Genet2, 299-305.

Yorimitsu, T. and Klionsky, D.J. (2005) Autophagwolecular machinery for self-eatinQell
Death Differ 12 Suppl 2 1542-1552.

Zachowski, A. (1993) Phospholipids in animal eukdiocymembranes: transverse asymmetry
and movemenBiochem J294 (Pt 1) 1-14.

Zhao, R., Fu, X., Li, Q., Krantz, S.B. and Zhaq].42003) Specific interaction of protein
tyrosine phosphatase-MEG2 with phosphatidylsedrigiol Chem?278 22609-22614.

199



200



ANNEXE

ANNEXE 1 : La protéine recombinante FLAG-hp76 prive@en bactérie
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. ANNEXE 1 : La protéine recombinante FLAG-hp76 produte en

bactérie

Dans le but de produire un anticorps polyclonaigdircontre la protéine hp76 entiéere, la
protéine chimere recombinante FLAG-hp76 a d’abdédptoduite dans des bactéries BL21.
Apres un fractionnement qui sépare le périplasadralction soluble du cytosol et les corps
d’inclusion (cf Matériel et Méthodes), puis une lgsa de ces fractions par SDS-PAGE, une
bande importante apparait dans la piste des cémdudions des bactéries dont I'expression
de FLAG-hp76 a été induite (Figure 59A, téte delf.
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Figure 59. Fractionnement deE. coli/FLAG-hp76.

(A) Analyse en gel SDS-PAGE (10% de polyacrylamide)coloré au bleu de Coomassie de fractions
périplasmiques (P), fractions solubles (S) et corpdinclusion (C.l.) de E. coli. L’expression de la protéine
FLAG-hp76 recombinante a été induite (Ind.) ou nor{(Non Ind.) a I'lPTG.

(B) Les fractions P, S et C.I. induites ont été amgsées par Western blot et révélées avec EST-13Ab e
lanticorps anti-FLAG (a-FLAG). La téte de fleche désigne la protéine FLAGw76 recombinante,
présente dans les corps d’inclusions.

Bien que le plasmide employé contienne la séqusigeel de la protéine bactérienne OmpA
permettant théoriquement la sécrétion de FLAG-hgidlis le périplasme, FLAG-hp76 n’est
visualisée que dans les corps d’inclusion. Cetsentation a été confirmée par une analyse
par Western blot de ces fractions : les anticontsFLAG et EST13Ab ne reconnaissent des
especes protéiques que dans la fraction « corpsla&ion ». lls détectent tous les deux une
protéine a 60 kDa. L'anticorps anti-FLAG détectepdums une série de sept bandes de taille
comprise entre 50 et 34 kDa. L'anticorps EST-13l&lseul anticorps anti-p76 disponible au
moment de cette étude, reconnait également unestzaB8 kDa (Figure 59B), et faiblement

la série de bandes qui migre entre les deux.
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Une grande quantité de corps d'inclusion a été yitedpurifiée et injectée comme antigene
dans des lapins. L’anticorps obtenu a été appélé76Ab ». Par Western blot, il reconnait
avec une forte intensité toutes les bandes des abinclusion de 60 a 34 kDa, et méme des
fragments plus petits, vers 25 kDa. En revanches dan échantillon de protéines M6P
purifiées de U937, il détecte une bande unique RD&G attestant de sa capacité a reconnaitre
hp76 sous sa forme endogéne (Figure 59B).

Le résultat du Western blot révélé par I'anticogmsi-FLAG indique que les fragments de
FLAG-hp76 ont bien leur extrémité N-terminale FLAREgure 59B). Comme ils sont de plus
en plus courts, I'hypothése est qu’il leur manges peptides de plus en plus longs du coté C-
terminal. Dans le but de vérifier ce point, les @ndbes protéiques majeures a 60, 49, un
doublet a 45, 41 et 38 kDa ont été découpées HB@B-PAGE et analysées en MALDI-
TOF. Le Tableau 12 montre les peptides identifieasdla séquence de FLAG-hp76 (en

grisé).

Tableau 12. Analyse en MALDI-TOF des bandes de gdEk corps d’inclusion de FLAG-hp76.

masse moléculaire de la
bande du gel SDS-PAGE Séquence FLAG-hp76
(kDa)

MKKTAIAIAVALAGFATVAQADYKDDDDKVKLIPAPGGRWARDGQVPPASR SRSVLLDVSAGQLLMVD
GRHPDAVAWANLTNAIRETGWAFLELGTSGQYNDSLQAYAAGVVEAAVSEELIYMHWMNTVVNYCGP
FEYEVGYCERLKSFLEANLEWMQEEMESNPDSPYWHQVRLTLLQLKGLEDSEGRVSFPAGKFTIKPLGF
LLLQLSGDLEDLELALNKTKIKPSLGSGSCSALIKLLPGQSDLLVAHNTWNNYQHMLRVIKKYWLQFREG
60 PWGDYPLVPGNKLVFSSYPGTIFSCDDFYILGSGLVTLETTIGNKNPALWKVRPRGCVLEWVRNIVANR
LASDGATWADIFK R3sg"NSGTYNNQWMIVDYKAFIPGGPSPGSRyVLTILEQIPGMVVVADKTSELYQK

TYWASYNIPSFETVENASGLQALVAQYGDWFSYDGSPRAQIFREEsNQSLYVQDMDSMVRLMR470Y NDFL
HDPLSLCKACNPQPNGENAISARSDLNPANGSYPFKALRQRSHGGIDVKVAMSLARILSLLAASGPTWDQ

VPPFQWSTSPFSGLLHMGQPDLWKFAPVKVSWi3q

MKKTAIAIAVALAGFATVAQADYKDDDDKVKLIPAPGGRWARDGQVPPASR SRSVLLDVSAGQLLMVD
GRHPDAVAWANLTNAIRETGWAFLELGTSGQYNDSLQAYAAGVVEAAVSEELIYMHWMNTVVNYCGP
FEYEVGYCERLKSFLEANLEWMQEEMESNPDSPYWHQVRLTLLQLKGLEDSEGRVSFPAGKFTIKPLGF
LLLQLSGDLEDLELALNKTKIKPSLGSGSCSALIKLLPGQSDLLVAHNTWNNYQHMLRVIKKYWLQFREG
49 PWGDYPLVPGNKLVFSSYPGTIFSCDDFYILGSGLVTLETTIGNKNPALWKVRPRGCVLEWVRNIVANR
LASDGATWADIFK R3sg"NSGTYNNQWMIVDYKAFIPGGPSPGSRyVLTILEQIPGMVVVADKTSELYQK

TYWASYNIPSFETVENASGLQALVAQYGDWFSYDGSPRAQIFREEsNQSLVQDMDSMVRLMR47¢/

MKKTAIAIAVALAGFATVAQADYKDDDDKVKLIPAPGGRWARDGQVPPASR SRSVLLDVSAGQLLMVD
GRHPDAVAWANLTNAIRETGWAFLELGTSGQYNDSLQAYAAGVVEAAVSEELIYMHWMNTVVNYCGP
FEYEVGYCERLKSFLEANLEWMQEEMESNPDSPYWHQVRLTLLQLKGLEDSEGRVSFPAGKFTIKPLGF

] 45 LLLQLSGDLEDLELALNKTKIKPSLGSGSCSALIKLLPGQSDLLVAHNTWNNYQHMLRV IKKYWLQFREG

(fin doublet) PWGDYPLVPGNKLVFSSYPGTIFSCDDFYILGSGLVTLETTIGNKNPALWKVRPRGCVLEWVRNIVANR

Résultat identique pour lesSLASDGATWADIFK RzsgFNSGTYNNQWMIVDYKAFIPGGPSPGSRoVLTILEQIPGMVVVADKTSELYQK
deux bandes TYWASYNIPSFETVFNASGLQALVAQYGDWFSYDGSPRAQIFRRsg/

MKKTAIAIAVALAGFATVAQADYKDDDDKVKLIPAPGGRWARDGQVPPASR SRSVLLDVSAGQLLMVD
GRHPDAVAWANLTNAIRETGWAFLELGTSGQYNDSLQAYAAGVVEAAVSEELIYMHWMNTVVNYCGP
FEYEVGYCERLKSFLEANLEWMQEEMESNPDSPYWHQVRLTLLQLKGLEDSEGRVSFPAGKFTIKPLGF
LLLQLSGDLEDLELALNKTKIKPSLGSGSCSALIKLLPGQSDLLVAHNTWNNYQHMLRVIKKYWLQFREG
41 PWGDYPLVPGNKLVFSSYPGTIFSCDDFYILGSGLVTLETTIGNKNPALWKVRPRGCVLEWVRNIVANR

LASDGATWADIFK R3sgFNSGTYNNQWMIVDYKAFIPGGPSPGSRyg/
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MKKTAIAIAVALAGFATVAQADYKDDDDKVKLIPAPGGRWARDGQVPPASR SRSVLLDVSAGQLLMVD
GRHPDAVAWANLTNAIRETGWAFLELGTSGQYNDSLQAYAAGVVEAAVSEELIYMHWMNTVVNYCGP
FEYEVGYCERLKSFLEANLEWMQEEMESNPDSPYWHQVRLTLLQLKGLEDSEGRVSFPAGKFTIKPLGF
38 LLLQLSGDLEDLELALNKTKIKPSLGSGSCSALIKLLPGQSDLLVAHNTWNNYQHMLRVIKKYWLQFREG
PWGDYPLVPGNKLVFSSYPGTIFSCDDFYILGSGLVTLETTIGNKNPALWKVRPRGCVLEWVRNIVANR

LASDGATWADIFK Rssg/

Peptides grisés : peptides identifiés en MALDI-TOF
/I : site de coupure « prédit » (au plus long) tead’'analyse en MALDI-TOF
XX : épitope contre lequel est dirigé I'anticorps EE3Ab

On remarque que la masse moléculaire décroissastéapgments est effectivement corrélée
a la disparition des peptides de I'extrémité C-ieaie de FLAG-hp76. Le site de coupure

peut étre déterminé ou plus moins précisémentas®etiuence, selon que les peptides qui
disparaissent d’'une bande a l'autre sont contigusas.

Cette production de FLAG-hp76 sous des formes tréag a partir de leur extrémité C-

terminale est probablement la conséquence d’'ut deréa traduction di a I'épuisement des

ARN de transfert, du fait de la forte surexpression
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Most soluble lysosomal proteins carry Man6P (mannose 6-phos-
phate), a specific carbohydrate marker that enables their binding
to cellular MPRs (Man6P receptors) and their subsequent target-
ing towards the lysosome. This characteristic was exploited to
identify novel soluble lysosomal proteins by proteomic analysis
of Man6P proteins purified from a human cell line. Among the
proteins identified during the course of the latter study [Journet,
Chapel, Kieffer, Roux and Garin (2002) Proteomics, 2, 1026—
1040], some had not been previously described as lysosomal
proteins. We focused on a protein detected at 76 kDa by SDS/
PAGE. We named this protein ‘p76’ and it appeared later in the
NCBI protein database as the ‘hypothetical protein LOC196463’.
In the present paper, we describe the identification of p76 by MS
and we analyse several of its biochemical characteristics. The

presence of Man6P sugars was confirmed by an MPR overlay
experiment, which showed the direct and Man6P-dependent inter-
action between p76 and the MPR. The presence of six N-glycosyl-
ation sites was validated by progressive peptide-N-glycosidase F
deglycosylation. Experiments using N- and C-termini directed
anti-p76 antibodies provided insights into p76 maturation. Most
importantly, we were able to demonstrate the lysosomal local-
ization of this protein, which was initially suggested by its Man6P
tags, by both immunofluorescence and sub-cellular fractionation
of mouse liver homogenates.

Key words: lysosomal localization, mannose 6-phosphate, post-
translational modification, proteomics, sub-cellular fractionation.

INTRODUCTION

Lysosomes are membrane delimited intracellular organelles with
an intraluminal acidic pH, which, for a long time, were considered
simply as the main digestive compartment of the cell. The degrad-
ation of macromolecules inside lysosomes is performed through
the action of more than 50 hydrolases and associated accessory
proteins. About 40 human disorders are related to mutations in
genes encoding lysosomal proteins, and named lysosomal storage
diseases, according to their cellular effects [1]. Although the
precise mechanisms have not yet been elucidated completely,
lysosomes have been shown to be involved in many other
cellular processes, such as antigen processing and presentation
[2]. Moreover, lysosomes could be involved in programmed cell
death [3].

During their biosynthesis, soluble lysosomal proteins acquire,
on N-linked oligosaccharides, a Man6P (mannose 6-phosphate)
marker, which is recognised by two MPRs (Man6P receptors), the
small cation-dependent MPR and the large cation-independent
MPR [4]. The MPRs sort soluble lysosomal proteins towards the
endosomes, where they release their cargo due to the low pH
of the organelles. Finally, the soluble lysosomal proteins reach
lysosomes where their Man6P tag is dephosphorylated [5].

Over the last decade, proteomic analyses aimed at identifying
soluble lysosomal proteins have been performed on Man6P
proteins that have been purified by affinity for immobilized
MPRs. Several of these studies [6-9] were carried out on proteins
purified from cell secretions. Body fluids such as urine [10] or

plasma [11] were also used as a source of extracellular Man6P
proteins. Studies dealing with intracellular Man6P proteins were
performed on a few transformed cell lines [12], but mainly on
brain homogenates [13—15]. Indeed, as lysosomal Man6P protein
dephosphorylation is less efficient in the brain compared with
other organs [13,16], the brain is the most appropriate organ for
purification of mature lysosomal proteins through their Man6P
sugar.

Our own proteomic studies of Man6P proteins purified from
human cell secretions [6,7] led us to the discovery of a novel pro-
tein that we named ‘p76° because of its apparent molecular mass.
In the present paper, we describe its identification as the hypo-
thetical protein LOC196463, its biochemical characterization and,
finally, we demonstrate effectively its lysosomal localization.

EXPERIMENTAL
MS analysis and N-terminal protein sequence determination

Proteins were identified by MALDI-TOF-MS (matrix-assisted
laser-desorption ionization—time-of-flight MS) peptide finger-
printing or LC-MS/MS analysis as described previously [7,17].
For N-terminal sequence analysis, Edman degradation of elec-
troblotted proteins [6] was performed by the Laboratoire
d’Enzymologie Moléculaire (Institut de Biologie Structurale,
Grenoble, France) using an Applied Biosystems gas-phase
sequencer (model 492) and an Applied Biosystems Model 140C

Abbreviations used: 293-EBNA, human embryonic kidney 293 cells stably transformed with Epstein-Barr virus nuclear antigen; 2DE, 2-dimensional
electrophoresis; CEA, Commissariat a I'Energie Atomique; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; FBS, fetal bovine serum; hp76, human p76;
HRP, horseradish peroxidase; LAMP1, lysosomal-associated membrane protein 1; LC-MS/MS, LC-tandem MS; MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser-
desorption ionization-time-of-flight MS; Man6P, mannose 6-phosphate; mp76, mouse p76; MPR, Man6P receptor; PNGase F, peptide-N-glycosidase F;
sCI-MPR, soluble cation-independent mannose-6-phosphate receptor; TBST, Tris buffered saline containing 0.1 % Tween-20; UTR, untranslated region.

' To whom correspondence should be addressed (email agnes.journet@cea.fr).
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HPLC system with the model 610A data analysis software
package (version 2.1).

Bioinformatics

Tools found on the Expasy server (www.expasy.org) were used
for primary sequence analyses (Blast, Compute pI/Mw, SignalP
3.0 and NetNGlyc 1.0). Genomic, transcriptomic and protein
data were obtained from the Ensembl (www.ensembl.org/index.
html), Symatlas (www.symatlas.gnf.org) and NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov) web sites.

Molecular cloning and Northern blot analysis

Allinserts were generated by PCR using the Expand High Fidelity
System (Roche). Sequences of the constructs were verified by
DNA sequencing. hp76 (human p76) cDNA was initially obtained
by reverse transcriptase-PCR on U937 mRNA with the F1/R1
primers (see Supplementary Tablel at http://www.Biochem].org/
bj/402/bj4020449add.htm). The vector pPFLAG-hp76 was gene-
rated by cloning the sequence encoding hp76, from which both
the signal sequence and the stop codon had been removed (F2/R2
primers; Supplementary Table 1), into the pFLAG-ATS bacterial
expression vector (Sigma—Aldrich). For eukaryotic expression,
hp76 cDNA was cloned into the pcDNA3.1-Myc-His(+)A vector
(Invitrogen), generating pcDNA3.1-hp76-Myc-His. The DNA
sequence encoding the hp76-Myc—His, fusion protein (hp76—
Myc) was then PCR-amplified from pcDNA3.1-hp76-Myc-His
(F3/R3 primer pair; Supplementary Table 1) and inserted into the
pCEP4 expression vector (Invitrogen), generating pCEP4-hp76-
Myc-His. An expression vector encoding hp76 without a tag was
generated, by ligation of the 5 Kpnl-BamHI hp76 fragment,
purified from pCEP4-hp76-Myc-His, and of the 3' BamHI-Xhol
hp76 fragment, obtained by digestion of a longer PCR-ampli-
fied hp76 fragment (F4/R4 primer pair; Supplementary Table 1),
into the pcDNA3.1 vector (Invitrogen).

The plasmid pCMV-SPORT6-mp76 (mouse p76; clone
IRAVP968E0290D6), encoding mp76, was obtained from RZPD
(Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung).

Northern blot analysis was performed on a human Multiple
Tissue Northern blot (Clontech) by hybridization with a specific
hp76 cDNA fragment and with the control human S-actin cDNA,
as described previously [18].

Cell lines and transfections

HeLa, U937 and Rat?2 cells were from the American Type Culture
Collection (ATCC), and 293-EBNA (human embryonic kidney
293 cells stably transformed with Epstein—Barr virus nuclear
antigen) cells were from Invitrogen. Murine JR11 fibroblasts
[19] were a kind gift from Dr B. Hoflack (Biotechnological
Center, Technical University of Dresden, Germany). These cells
constitutively secrete Man6P proteins because they have a
deficiency in both MPRs.

HeLa, 293-EBNA, Rat2 and JR11 cells were grown in DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium)-GlutamaxI supplemented
with 10% (v/v) FBS (fetal bovine serum), while U937 cells
were maintained in RPMI-GlutamaxI medium supplemented with
10 % (v/v) FBS. Media and serum were from Invitrogen.

HeLa cells were transiently transfected using the Fugene® 6
reagent (Roche) and processed 3 or 4 days later for analysis. 293-
EBNA cells were transfected with pCEP4 or pCEP4-hp76-Myc-
His by calcium phosphate precipitation [20], and stable trans-
fectants (293/mock or 293/hp76-Myc) were selected using
0.3 mg/ml hygromycin B (Invitrogen).

© 2007 Biochemical Society

Expression and purification of recombinant proteins

The FLAG—p76 recombinant protein was expressed and purified
in inclusion bodies from transformed Escherichia coli BL21 cells
as described previously [21]. For analysis of hp76-Myc, super-
natants from confluent 293/mock or 293/hp76-Myc cells, culti-
vated in DMEM-GlutaMax I without FBS nor hygromycin B,
were collected three times a week for a duration of 1 month and
stored at —20°C.

Production of anti-p76 antibodies

Purified FLAG—hp76 inclusion bodies were injected into rabbits to
raise hp76Ab polyclonal antibodies (Charles River Laboratories,
Chatillon-sur-Chalaronne, France), as described previously [21].

Two rat peptides TRNPRAKIFQRDQS and SQPDLWMESPV-
KVPWD (residues 76—-89 and 196-211 respectively according
to the incomplete NCBI entry AAM23313), and the human N-
terminal peptide IPAPGGRWARDGQVPPASR (residues 42—-60,
according to LOC196463) were synthesized with an additional
cysteine residue (NeoMPS, Strasbourg, France) and coupled to
activated maleimide ovalbumin (Pierce). The lyophilized anti-
gens were injected into rabbits (Charles River Laboratories or
NeoMPS; [21]) to raise, respectively, the Irp76Ab, Crp76Ab and
Nhp76Ab antisera.

hp76Ab and Nhp76Ab react against human p76 only. Irp76Ab
reacts against mouse and rat p76. Crp76Ab reacts against the
three species. As purification did not improve the reactivity or
the specificity of the antisera, the antibodies were used without
purification. Non-immune sera did not reveal any significant
protein species.

Electrophoresis, Western blotting and MPR overlay

SDS/PAGE separation of the reduced proteins and 2DE (2-dimen-
sional electrophoresis) were performed as described previously
[7,22]. Proteins were stained by silver nitrate or Colloidal
Blue (Bio Safe; Bio-Rad Laboratories). Western blot analyses [21]
were performed with the following primary antibodies: (i) rabbit
polyclonal antibodies: hp76Ab (diluted 1:1000), Nhp76Ab (dilu-
ted 1:500), Crp76Ab (diluted 1:1000), Irp76Ab (diluted 1:400),
anti-mitochondrial ATPase (anti-F, subunit) (diluted 1:3000; a
generous gift of Drs A. Dupuis and J. Lunardi, CEA-Grenoble,
Grenoble, France); (ii) mouse monoclonal anti-LAMP1 (lyso-
somal-associated membrane protein 1; diluted 1:500; 1D4B,
Developmental Studies Hybridoma Bank); and (iii) goat poly-
clonal anti-mouse CD98, (diluted 1:200; M-20, Santa Cruz
Biotechnology). Membranes were then incubated with HRP
(horseradish peroxidase)-conjugated secondary antibodies: goat
anti-rabbit (diluted 1:50000; Pierce), goat anti-mouse (dilu-
ted 1:3000, Bio-Rad Laboratories), or mouse anti-goat (diluted
1:10000; Sigma—Aldrich). Signal detection was performed using
the SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce)
and exposure to X-ray film.

MPR overlay assays were adapted from Valenzano et al.
[23]. sCI-MPR (soluble cation-independent-MPR, purified as
described in [6]) was biotinylated using the Biotin Protein
Labelling Kit (Roche), according to the manufacturer’s protocol.
2DE-resolved Man6P proteins were electro-transferred onto nitro-
cellulose membranes (Bio-Rad Laboratories) that were blocked in
TBST (Tris buffered saline containing 0.1 % Tween-20) contain-
ing 3 % (w/v) BSA and then incubated with biotinylated sCI-MPR
in TBST and 1% (w/v) BSA with or without Man6P (Sigma—
Aldrich), and then with neutravidin-HRP (diluted 1:75000;
Pierce) in TBST and 1 % BSA. Bound biotinylated sCI-MPR was
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revealed using the SuperSignal West Pico chemiluminescent sub-
strate (Pierce) and exposure to X-ray film.

Production and purification of Man6P proteins from cell lines
or mouse brains

Man6P proteins were produced and purified from U937, Rat2,
JR11 and 293/hp76—Myc cells as described [6]. Purification was
performed either on an Affigel-10—sCI-MPR column or on sCI-
MPR immobilized on Epoxy membranes (Sartorius).

Mouse brains were homogenized and Man6P proteins were
affinity purified, as described previously [14], on sCI-MPR
immobilized on an Epoxy membrane (Sartorius).

Carbohydrate modification analysis

Purified U937 Man6P proteins were deglycosylated by PNGase
F (peptide-N-glycosidase F; E.C. 3.5.1.52; Roche), according
to the manufacturer’s instructions. The reaction was stopped by
the addition of Laemmli sample buffer [22], or by boiling. In the
latter case, proteins were concentrated on Strataclean beads
(Stratagene) and eluted by boiling in Laemmli sample buffer prior
to Western blot analysis.

Immunofluorescence studies

Transiently transfected HeLa cells were processed for immuno-
fluorescence [21] 4 days after transfection. Cells were fixed at
room temperature (25 °C) in methanol/acetone (50:50, v/v) chilled
previously at —20°C. Antibodies were used at the following
dilutions: rabbit polyclonal Crp76Ab, 1:40; mouse monoclonal
anti-human LAMP1, 1:1000 (CD107a, BD PharMingen); goat
polyclonal anti-human cathepsin D, 1:25 (R-20, Santa Cruz Bio-
technology); Cy3-conjugated goat anti-rabbit, 1:1500 (Jackson);
AlexaFluor® 488-conjugated goat anti-mouse, 1:1000 (Molecular
Probes); FITC-conjugated donkey anti-goat, 1:200 (Serotec).
Fluorescence was examined using a TSC-SP2 confocal laser-
scanning microscope (Leica).

Sub-cellular fractionation and osmotic release experiments

Livers were obtained from female adult NMRI mice (20 g) that re-
ceived, when specified, an intravenous injection of 17 mg of Triton
WR-1339 (tyloxapol; Sigma—Aldrich) 4 days prior to sacrifice.
Fractionation of sub-cellular organelles by differential centrifug-
ation was performed according to [24]. Isopycnic centrifugation
was carried out on the total mitochondrial ML fraction (heavy and
light mitochondrial fractions from density gradient fractionation)
as described previously [25].

For osmotic release experiments, an ML fraction from NMRI
mouse liver was diluted in sucrose solutions of decreasing con-
centrations and analysed as described previously [26].

Enzymatic assays

The activities of B-galactosidase, B-hexosaminidase and S-
glucuronidase were measured as described previously [27].

RESULTS

Identification of a novel human protein among Man6P proteins:
p76 (hypothetical protein LOC196463)

Our previous proteomic analysis of purified Man6P proteins from
U937 and MCF7 human cells revealed a few novel proteins such

e e
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Figure 1 Identification of hp76 as a Man6P protein

(R) Man6P proteins purified from 2.5 x 10° U937 cells were resolved by 2DE over a 4-8 linear
pH range on an SDS/10 % (v/v) PAGE gel (20 x 20 cm) before Colloidal Blue staining (modified
from [7]with permission). (B—D) Man6P proteins purified from 2 x 10° U937 cells were resolved
by 2DE over a 4-8 linear pH range on an SDS/10 % (v/v) PAGE minigel (9 x 9 cm), transferred
onto nitrocellulose membranes and probed with hp76Ab (B) or with 3.3 nM of biotinylated
sCI-MPR without (C) or with (D) 5 mM Man6P. The spots inside the white ovals show the main
series of hp76 spots; the black oval shows the position of the minor series of hp76-containing
spots, which could only be detected with high protein amounts. Positions of molecular-mass
markers (kDa) are shown to the left-hand side of (A).

as cystatin F and CREG (cellular repressor of E1A-stimulated
genes) [6,7]. A novel protein, which was not mentioned in the
previous papers, was initially identified on a 2DE gel from a
U937 sample, in a series of spots of neutral to alkaline pI (approx.
pH 7-8) and at a molecular mass of 70 kDa by a unique tandem
MS peptide sequence (LASDGATWADIFK; residues 355-367 of
LOC196463). These spots were barely detected by Colloidal Blue
staining (Figure 1A) and were not visible in MCF7 extracts run on
2DE gels. The same protein was also identified in both U937 and
MCF7 samples from a series of spots of more acidic pl (approx.
pH 5), which migrated at a slightly higher molecular mass of
76 kDa (Figure 1A and see Supplementary Table 2 at http://www.
BiochemlJ.org/bj/402/bj4020449add.htm). We named it ‘hp76’°,
due to its apparent molecular mass. In the U937 sample, two
peptides were identified by LC-MS/MS. In the MCF7 sample,
11 peptides of hp76 were identified by MALDI-TOF-MS finger-
printing, leading to a sequence coverage of 20 %. Complement-
ary analyses performed by LC-MS/MS on both U937 and MCF7
samples separated by SDS/PAGE led to the identification of seven
tryptic peptides of hp76 in the U937 sample, and nine peptides in
the MCF7 sample (respective coverages 13 and 17 %; see Supple-
mentary Table 2).

This novel protein, reported in the NCBI protein database as
the ‘hypothetical protein LOC196463’, is 589 amino acids in
length with a predicted signal peptide of 41 amino acids (see
Supplementary Figure S1 at http://www.BiochemJ.org/bj/402/
bj4020449add.htm). Since six potential N-glycosylation sites
have been predicted for this protein, carbohydrate modifications
are likely to explain the difference between the apparent and pre-
dicted molecular masses of the secreted protein, i.e. 76 and 61 kDa
respectively.

hp76 appears to be evolutionarily conserved, as proteins
exhibiting high amino-acid sequence similarity are found in
several mammals and other species, namely Caenorhabditis
elegans, Dictyostelium discoideum and Trypanosoma brucei

© 2007 Biochemical Society
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Figure 2 Human and mouse p76 maturation

(A) Characterization of hp76-derived polypeptides. Protein samples were loaded onto a SDS/12 % (v/v) PAGE gel and either Silver-stained (lane 1) or transferred for Western blot analysis with hp76Ab
(lanes 2—4) or with Crp76ADb (lanes 5-7). Lane 1, Man6P proteins purified from 293/hp76—Myc supernatant; lanes 2 and 5, 293/hp76—-Myc supernatant; lanes 3 and 6, 293/mock supernatant; lanes 4
and 7, Man6P proteins purified from U937 cells. Lane 4 is overexposed compared with the other lanes. (B) Hypothetical maturation scheme for hp76. hp76Ab targets epitopes in the N-terminal part
of hp76 (light grey). Crp76Ab targets the C-terminal peptide of hp76 (black). (C) Characterization of mouse p76-derived polypeptides. Protein samples were loaded onto a SDS/12 % (v/v) PAGE
gel and transferred for Western blot analysis with Crp76Ab. Lane 1, untransfected Hela cell lysate; lane 2, lysate of HeLa cells transfected with wild-type mp76 cDNA; lane 3, purified mouse brain
Man6P proteins; lane 4, purified JR11 Man6P proteins. (D) Hypothetical maturation scheme for mp76. Crp76Ab targets the C-terminal peptide of rat and mouse p76 (black). Irp76Ab targets an

internal peptide of rat and mouse p76 (dark grey).

(see Supplementary Table 3 at http://www.BiochemJ.org/bj/402/
bj4020449add.htm). However, no similar protein is found in yeast.
All these proteins are members of a family, based on the presence
of a Laminin A domain. The name Laminin A domain probably
originates from the organ where the first p76 encoding gene was
identified, namely in the Drosophila ‘lamina’ glia [14,28]. The
human and rodent p76 proteins are highly similar (see Supple-
mentary Figure 1). The mouse hypothetical protein LOC71772 is
594 amino acids long and shares 82 % sequence identity and 91 %
similarity with hp76 over a 558 amino acid alignment, whereas
the rat hypothetical protein LOC246120 (Ensembl peptide ID
ENSRNOP00000001872) is 585 amino acids long and shares
82 % sequence identity and 92 % similarity with hp76 over a
547 amino acid alignment. The similar protein expressed in the
amoeba D. discoideum is of particular interest, because it is
the only one for which a function (phospholipase B) has been
so far demonstrated in vitro [28].

Expression of hp76 in human tissues

The loc196463 gene is located on the long arm of chromosome
12 (12924.13) and is predicted to contain 12 exons generating a
transcript of 2584 bp. The sequence of the corresponding cDNA
(BC030618) is composed of a 28 bp 5'-UTR (untranslated region),
a 1767 bp open reading frame and a 789 bp 3'-UTR containing a
polyadenylation signal and a short poly(A) stretch.

Northern blotting (see Supplementary Figure 2 at http://www.
Biocheml].org/bj/402/bj4020449add.htm) showed that a transcript
migrating at 2.4 kb, consistent with the hp76 cDNA length, was
found in all tissues studied, with significantly higher expression
in heart, brain and liver. The ubiquitous expression correlates well
with the transcriptomic data provided by the Symatlas website.
Two additional transcripts were observed, a longer one of 4.4 kb,
whose expression roughly follows that of the 2.4 kb transcript and
a shorter one of 0.24 kb only detected in the liver. The origin of
these two additional transcripts is unknown.
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Characterization of human and mouse p76 maturation fragments
Human p76

As recombinant hp76-Myc is secreted in large amounts by 293-
EBNA cells transfected with pCEP4-hp76-Myc-His (293/hp76—
Myc cells), we used this model for initial analysis of hp76 mat-
uration. Comparison by SDS/PAGE of protein profiles of culture
supernatants from mock-transfected 293-EBNA cells (results not
shown) and 293/hp76-Myc cells showed that three major hp76—
Myc-related polypeptides were secreted (Figure 2A, lane 1).
N-terminal sequencing of the largest (80 kDa) form indicated
that it corresponded to the hp76-Myc precursor, after cleavage
of its signal peptide between positions 41 and 42 as predicted
(see Supplementary Table 4 at http://www.Biochem].org/bj/402/
bj4020449add.htm). Edman analysis of the 32 kDa species iden-
tified position 42 at its N-terminus, indicating that this fragment
is in the N-terminal half of the protein (Figure 2B and Supple-
mentary Table 4). As for the 50 kDa fragment, it starts at position
244 of the pre-protein (Figure 2B and Supplementary Table 4).
Western blot analysis of the 293/hp76-Myc supernatant with
hp76Ab, an antibody raised against the recombinant FLAG-hp76
protein, revealed the 80 kDa and the 32 kDa bands, but not the
50kDa one (Figure 2A, lane 2). Thus, hp76Ab targets hp76
N-terminal epitopes only. The same sample was then analysed
with Crp76Ab, an antibody that specifically recognises the C-ter-
minus of rodent p76 and cross-reacts with human p76. Crp76Ab
revealed the 80 kDa precursor and the 50 kDa fragment, but not
the 32 kDa N-terminal one (Figure 2A, lane 5), indicating that the
50kDa fragment is C-terminal. Other polypeptides at 40 kDa
and 35 kDa were also revealed and these might be additional C-
terminal fragments generated through limited proteolysis. These
fragments could also be seen in the silver-stained gel (Figure 2A,
lane 1). Among U937 Man6P proteins, hp76Ab detected a strong
band at 76 kDa as well as a faint band at 32 kDa (Figure 2A,
lane 4), whereas Crp76Ab detected the same 76 kDa band and a
45 kDa doublet (Figure 2A, lane 7).
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Therefore, in both our models, that is the U937 Man6P proteins
and 293/hp76-Myc secreted proteins, the hp76 precursor seems
to be matured by a cleavage event occurring after signal peptide
cleavage (Figure 2B). An N-terminal 32 kDa fragment is produced
identically from hp76 or hp76-Myc, whereas the C-terminal frag-
ment appears as a doublet of 45 kDa from U937 Man6P proteins
or as a unique 50 kDa polypeptide in 293/hp76—Myc secretions.
The presence of the Myc tag on hp76—Myc explains the difference
in migration observed between the hp76 precursors (76 kDa
compared with 80 kDa) and between the C-terminal polypeptides
(45 kDa compared with 50 kDa) from U937 or 293/hp76-Myc
samples respectively.

Mouse p76

Rat and mouse p76 proteins were analysed by immunoblotting
and detected with Crp76Ab and Irp76Ab, two antibodies that
recognise both rat and mouse p76. They were raised against
different peptides of the rat p76 sequence, targeting the last 16 C-
terminal residues and an internal peptide located in the C-terminal
part of the protein respectively. Western blot analysis of lysates
of HeLa cells overexpressing mp76 allowed us to visualize three
major bands migrating at 76 kDa, 40 kDa and 27 kDa (Figure 2C,
lanes 1 and 2). These same polypeptides were detected in Man6P
proteins purified from rat (results not shown) or mouse brain
(Figure 2C, lane 3), although the 76 kDa precursor was present
as a minor species. In Man6P proteins purified from secretions
from a rat cell line, Rat2 (results not shown), or from a mouse
cell line, JR11 [19], only the 76 kDa and 40 kDa polypeptides
were detected (Figure 2C, lane 4). The presence of an additional
27 kDa p76 polypeptide fragment in the HeLa cell lysate and the
brain samples is probably due to an additional maturation event
occurring only inside the cell. As the antibodies target C-terminal
peptides, the 40 kDa and 27 kDa polypeptides are C-terminal frag-
ments of the 76 kDa precursor. The 40 kDa polypeptide, which
is probably the equivalent of the 45 kDa doublet observed for
human p76, must be cleaved to generate a major intracellular
27 kDa fragment. This 27 kDa fragment will now be referred to
as mp27 (Figure 2D).

hp76 precursor glycosylation
All potential glycosylation sites are glycosylated

To determine the actual number of occupied N-glycosylation
sites, endogenous Man6P proteins purified from U937 cells were
subjected to a time-course deglycosylation by PNGase F and sub-
sequently analysed by Western blotting using three anti-p76
antibodies, the hp76Ab and Crp76Ab antibodies mentioned pre-
viously and Nhp76Ab, an antibody raised against the N-terminal
peptide of hp76. Several bands of decreasing molecular masses
ranging from 76 kDa to approx. 60 kDa were progressively
produced (Figure 3A). Progressive deglycosylation of the 45 kDa
C-terminal doublet gave rise to two additional bands with lower
molecular masses, with the fully deglycosylated polypeptide
migrating at 38 kDa (Figure 3B). Therefore, the initial doublet
probably represents di-glycosylated and tri-glycosylated forms of
the 38 kDa fragment, which were present in approximately equiv-
alent amounts in U937 Man6P protein populations. Similarly, de-
glycosylation of the 32 kDa N-terminal fragment produced three
additional species with decreasing molecular masses, indicating
the presence of three glycosylation sites on the 22 kDa polypep-
tide backbone (Figure 3C). Taken together, these results indicate
that all six predicted hp76 N-glycosylation sites are actually
glycosylated.
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Figure 3 N-Glycosylation of hp76

Man6P proteins from U937 cells were subjected to deglycosylation by PNGase F for the indicated
times, and resolved by SDS/PAGE using 7.5 % (v/v; A; equivalent of 6 x 10° cells/lane) or 9%
(v/v; B and C; equivalent of 30 x 106 cells/lane) gels and transferred for Western blot analysis.
Additional PNGase F was added for maximal deglycosylation for the overnight (O/N) time points
in (B) and (C), which were analysed on a separate Western blot. The precursor was detected
with hp76Ab (A), the C-terminal fragment with Crp76Ab (B) and the N-terminal fragment with
Nhp76Ab (C).

p76 is a Man6P protein

Although the specificity of the purification procedure has been
demonstrated previously [6], some proteins might be indirectly
trapped on the affinity column through their association with a
Man6P protein, rather than being Man6P-labelled themselves.
To address this question for hp76, we performed a biotinylated
sCI-MPR overlay assay on 2DE-resolved Man6P proteins in the
presence or absence of free Man6P competition. As the hp76 spot
positions had been established both by MS (Figure 1A and Supple-
mentary Table 2) and Western blotting (Figure 1B), we could
identify hp76 among the proteins recognised by the biotinylated
sCI-MPR (Figure 1C). Addition of free Man6P competed with this
labelling effectively (Figure 1D), thus confirming the specificity
of the MPR-hp76 interaction. Therefore, hp76 is a Man6P protein,
which interacts directly with the sCI-MPR on the affinity column.

Human and mouse p76 co-localize with lysosomal markers

As the presence of Man6P sugars on p76 suggested that p76
might be a lysosomal protein, its localization was first studied by
immunofluorescence. In HeLa cells overexpressing hp76, hp76
was observed in vesicles concentrated in a perinuclear area, as
well as dispersed throughout the cytoplasm (Figure 4). Double-
staining with a lysosomal membrane marker, LAMP1, or a lumi-
nal lysosomal marker, cathepsin D, showed that hp76 co-local-
ized with both of them to a large extent (Figure 4). A similar
immunofluorescence study was carried out on HeLa cells overex-
pressing mouse p76, which gave the same results. The intracellular
distribution of mp76 also consisted in a vesicular staining mainly
co-localizing with lysosomal markers, as determined by cath-
epsin D or LAMP1 co-labelling (results not shown).

Sub-cellular fractionation shows a lysosomal distribution for mp27,
the 27 kDa C-terminal polypeptide fragment of maturated mp76

The sub-cellular localization of endogenous p76 was established
by determining the distribution of mp27 (Figure 2D) in fractions
obtained by sub-cellular fractionation of liver homogenates [29].
Experiments were performed on both rat and mouse samples. As
we obtained similar results for both species, only the experiments
carried out on mouse samples are presented here.

Differential centrifugation

Differential centrifugation of mouse liver homogenates was
performed to separate nuclear (N), heavy mitochondrial (M), light

© 2007 Biochemical Society
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Figure 4 Co-localization of hp76 with lysosomal markers

HeLa cells were transfected with wild-type hp76 cDNA. At 72 h post-transfection, cells were fixed and double-immunolabelled for hp76 (with Crp76Ab; red) and (A) LAMP1 (green) or (B) cathepsin
D (CathD; green). Arrowheads denote some vesicles that are positive for both types of staining. Scale bars, 10 4m.

mitochondrial (L), microsomal (P) and soluble (S) fractions [24].
As shown in Figure 5(A), the distribution of mp27, LAMPI1,
mitochondrial ATPase F, subunit and CD98 were determined by
Western blotting or by enzymatic assays for §-galactosidase and
B-hexosaminidase. For Western blot analysis, the same quantity of
proteins was loaded onto each lane of the gel and thus the intensity
of the signal revealed after immunoblotting corresponds to the
relative enrichment of the protein in each fraction. For enzymatic
assays, B-galactosidase and B-hexosaminidase activities are
represented as proposed by de Duve et al. [24]: bar height (specific
activity) is indicative of the lysosome purification in the nuclear,
heavy mitochondrial, light mitochondrial, microsomal and soluble
fractions. As shown in Figure 5(A), a strong mp27 signal was
detected in the total mitochondrial fraction (heavy and light),
with the strongest signal in the light fraction. This pattern is
highly indicative of liver lysosomes, as shown by the distribution
of LAMP1 and lysosomal enzymes. It should be noted that a
29 kDa fragment was also detected with Crp76Ab in all fractions
(Figure 5A). Although this signal is not detected by the non-
immune serum (results not shown), we assume that it is not related
to mp76 because, (i) [rp76Ab does not reveal this 29 kDa band in
those fractions (results not shown), and (ii) Crp76Ab and Irp76Ab
do not detect this band in either HeLa cells overexpressing mp76
or in mouse brain purified Man6P proteins (Figure 2C). The dis-
tribution of the mitochondrial ATPase F, subunit (strongest signal
in the mitochondrial heavy fraction) and the plasma membrane
protein CD98 (in nuclear and microsomal fractions) agreed with
the distribution of these sub-cellular compartments from liver
samples reported previously [24]. These patterns were clearly
distinct from those of the lysosomal markers.

Density gradient fractionation

An ML fraction was prepared and analysed further by isopycnic
centrifugation on a linear sucrose-density gradient. Lysosomes,
represented by S-galactosidase and S-hexosaminidase activity,
equilibrated in the heavy fractions of the gradient (Figure 5B).
mp27 was detected in the same fractions as these lysosomal mark-
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ers. However, to assess the significance of this co-distribution,
lysosomes were submitted to a density shift experiment. We in-
jected mice with a non-haemolytic detergent, Triton WR 1339,
that specifically accumulates in lysosomes and strongly reduces
their density [30]. As shown in Figure 5(C), mp27 accompanied
the shift of the lysosomes toward the low densities of the gradient
after this treatment, providing strong evidence for mp27 residence
in lysosomes.

Osmotic release of mp27

We studied the sensitivity of mp27-containing vesicles to a hypo-
osmotic treatment [26] and compared the release of mp27 with
that of known lysosomal markers. Aliquots of an ML fraction
were incubated in decreasing sucrose concentration. As shown
in Figure 6, the osmotic release curve of the luminal lysosomal
hydrolases B-galactosidase, S-hexosaminidase and S-glucuroni-
dase was similar to that of mp27. This result is therefore consistent
with mp27 being a soluble polypeptide present in the lysosome.
Conversely, the non-specific 29 kDa signal mentioned above
(see the Differential centrifugation subsection) was never released
from the membrane fraction.

DISCUSSION

During the course of our proteomic analyses of Man6P proteins
[6,7], a novel protein was identified in two human cell lines,
U937 and MCF7. This protein migrated mainly at an apparent
molecular mass of 76 kDa, which led us to name it p76. While
we were carrying out the experiments of the present paper, hp76
appeared in the NCBI protein database as the hypothetical protein
LOC196463, and the human and murine p76 proteins were identi-
fied in proteomic analyses of similarly affinity-purified Man6P
proteins from human brain extracts and from mouse cell culture
supernatants respectively [8,14]. In the latter study, murine p76
was named ‘66.3 kDa protein’. p76 was also identified in a proteo-
mic analysis of purified neuromelanin granules from human brain
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Figure 5 Distribution of mp27 in mouse liver sub-cellular fractions

(R) Differential centrifugation of mouse liver. The distribution of various markers and mp27 was analysed either by Western blotting (mp27, LAMP1, mitochondrial ATPase and CD98) and quantified
using the NIH (National Institutes of Health) Image software or by enzymatic activity measurement (8-galactosidase and B-hexosaminidase). Fractions correspond to nuclear (N), heavy mitochondrial
(M), light mitochondrial (L), microsomal (P) and soluble (S) fractions. Equal amounts of proteins (40 r.g) were loaded for each fraction onto an SDS/10 % (v/v) PAGE gel and transferred for Western
blotanalysis. mp27 was detected by Crp76Ab. For all graphs, the ordinate is the relative specific activity or intensity and the abscissa is the relative protein content plotted cumulatively from left to right.
Asterisk (*), non-specific band. (B and C) Distribution of mp27, B-galactosidase and B-hexosaminidase after isopycnic centrifugation in a linear sucrose density gradient. ML fractions were prepared
from liver homogenates of non-treated (B) or Triton WR-1339-injected (C) mice. The sucrose density gradient was cut into 13 fractions from low to high density. Equal volumes of each fraction were
loaded onto an SDS/12% (v/v) PAGE gel and transferred for Western blot analysis of mp27 with Crp76Ab. Distributions of B-galactosidase and B-hexosaminidase were determined by enzymatic
assays on each fraction. Histograms represent the frequency (percentage of activity or intensity divided by the increment of density) as a function of the density. Asterisk (*), non-specific band.

[31]. hp76 is a 589-residue protein with a putative 41-amino-acid
signal peptide and six potential glycosylation sites.

All potential glycosylation sites of hp76 are glycosylated, and
some of them are effectively mannose-6-phosphorylated

The extent of hp76 glycosylations was determined on U937
Man6P proteins and we unambiguously showed that all six
potential hp76 glycosylation sites were occupied. Some glycosyl-
ation heterogeneity was observed, residing on any one of the resi-

dues at the following three positions 436, 465 or 515. Such hetero-
geneous glycosylation events are common among Man6P proteins
[32]. However, in a recent global proteomic study, which aimed
at listing the mannose-6-phosphorylated glycopeptides of purified
brain Man6P proteins from both human and mouse origin, Sleat
et al. [15] did not observe heterogeneous glycosylation at any of
these three positions. This discrepancy might be due to the res-
pective p76 sources, i.e. brain Man6P proteins compared with
Man6P proteins secreted from a monocytic cell line.

Since hp76 could have been be purified on the MPR affinity
column through association with a true Man6P-bearing protein,

© 2007 Biochemical Society
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Figure 6 Osmotic release of mp27

Aliquots from a freshly prepared ML fraction were incubated for 15 min at 4°C in sucrose
solutions ranging from 0.25 M to 0.025 M. Broken membranes and intact organelles were
separated from released soluble proteins by ultracentrifugation. Pellets (Mb) and supernatant
(S) proteins were separated on an SDS/12 % (v/v) PAGE gel and transferred for Western blot
analysis of mp27 with Crp76Ab. Enzymatic activities of lysosomal hydrolases 8-galactosidase,
B-hexosaminidase and B-glucuronidase were measured in each fraction. The ordinate
(percentage of soluble activity or intensity) represents the ratio of the activity or intensity
measured in the soluble fraction to the sum of the activities or intensities measured in the
soluble and the membrane fractions. Asterisk (*), non-specific band.

without being mannose-6-phosphorylated itself, we checked the
Man6P status of hp76. We showed, unambiguously, a direct
and Man6P-dependent interaction between hp76 and sCI-MPR,
indicating that hp76 is a true Man6P protein. Our overlay results
confirm the proteomic analysis published by Sleat et al. [15],
who detected the presence of Man6P on five glycopeptides of
brain hp76. This high number of Man6P glycopeptides in hp76 is
interesting with regard to other known lysosomal Man6P proteins.
Indeed, for the 43 known lysosomal proteins that were identified
through their Man6P-glycopeptides, an average of two Man6P-
glycopeptides was identified per protein. Only two hydrolases
displayed five or more Man6P-glycopeptides: the acid ceramidase
(five peptides) and the N-acetylglucosamine-6-sulfatase (nine
peptides) [15]. The high number of Man6P in hp76 might have
implications for the specificity of its recognition by the MPR and
for its potential lysosomal targeting efficiency. Besides, this result
might suggest that although the six hp76 glycosylation sites are
occupied (as presented here), only five of them are mannose-
6-phosphorylated. The N-glycosylation of residue 110 of hp76
could be of the complex type and therefore absent from the Man6P
glycopeptides identified by Sleat et al. [15]. Differences in the
sugar types borne by lysosomal proteins do exist, such as for
human S-glucuronidase and human B-hexosaminidase B, which
both have only two mannose-6-phosphorylated N-glycosylations
out of their four N-glycosylated sites [33,34].

Human and mouse p76 are subject to maturation

In secreted human Man6P proteins, we observed an N-terminal
fragment of 32 kDa as well as a 45 kDa C-terminal doublet, both
specific for hp76. The corresponding fragments were also obser-
ved in the secreted recombinant hp76-Myc protein. Their N-
terminal sequencing identified the signal peptide cleavage site,
between positions 41 and 42, in addition to an internal cleavage
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site between position 243 and 244. In human brain Man6P proteins
[14], hp76 was found in numerous spots in the 42—-30 kDa mole-
cular mass range. An N-terminal sequence starting at position
291 of hp76 was determined, indicating the presence of at least a
C-terminal fragment in brain. Nonetheless, the 32 kDa N-terminal
chain might also be present in these spots. The two different N-
terminal sequences obtained for the C-terminal fragment might
be due to different proteolytic events occurring for the respective
proteins, i.e. the recombinant protein secreted from cells in culture
(the present paper) compared with the intracellular proteins from
brain [14].

In Man6P proteins purified from mouse cell secretions, our
antibodies allowed us to detect a 40 kDa mp76 C-terminal frag-
ment. Intracellularly, this 40 kDa fragment appeared to be further
processed, since an extra 27 kDa C-terminal fragment (mp27)
was detected in mp76 cDNA transfected cell lysates, in the
enriched ML fraction from mouse liver, and in mouse brain Man6P
proteins. As the 40 kDa mp76 fragment was detected in cell
secretions, the first proteolytic mp76 cleavage is likely to occur
before segregation of lysosomal enzymes from the secretory path-
way. The cleavage event responsible for mp27 formation would
happen once the 40 kDa fragment is engaged in the endocytic
pathway. In a proteomic study of secreted mouse Man6P proteins
[8], mp76 was found on a 2DE gel in a series of three spots, migrat-
ing at molecular masses of 66 kDa, 40 kDa and 30 kDa. These
species might correspond to the precursor, the C-terminal and the
N-terminal fragments respectively. The difference in the apparent
molecular masses of the p76 precursor (76 kDa compared with
66 kDa) in the present paper and in the paper by Kollmann et al.
[8] might be due to lower mp76 glycosylation or differences in
the respective electrophoresis gels and standards.

Maturation events of this type are not uncommon for lysosomal
proteins. The human 53 kDa cathepsin D or the 85 kDa g-gal-
actosidase precursors are processed proteolytically so that the
mature forms are heterodimers composed of a heavy and a light
chain in lysosomes [35,36]. Conversely, human S-glucuronidase
loses a small C-terminal peptide upon maturation [37]. In conclu-
sion, we propose that the 76 kDa p76 precursor is cleaved into
a 32/30 kDa N-terminal polypeptide and a 45/40 kDa C-terminal
polypeptide (human compared with mouse; the present study and
[8]). Intracellularly, a further cleavage would occur in the C-
terminal chain, at least for the rat and mouse proteins, generating
mp27.

p76 is a lysosomal protein

Proteins bearing Man6P glycosylations are mainly soluble lysoso-
mal proteins, despite the known existence of a few non-lysosomal
Man6P proteins [38—43]. Nonetheless, the recent identification
of numerous non-lysosomal Man6P proteins in plasma weakened
this idea [11]. This finding reinforces the necessity to experiment-
ally assess the sub-cellular localization of any newly identified
Man6P protein. Accordingly, Sleat et al. [11] defined three
criteria to select new candidate lysosomal proteins: (i) enrich-
ment of proteins by MPR purification cycles; (ii) low abundance
in plasma; and (iii) predicted or known function compatible with
a lysosomal localization. Hence, of the 44 Man6P proteins that
were identified in the cytoplasm and that were not known to be
lysosomal, nine candidates were selected, among which was hp76
[11]. On the other hand, the identification of hp76 in a proteomic
analysis of neuromelanin granules from human brain also
supported the hypothesis that p76 could be a lysosomal protein
[31]. Indeed, it was demonstrated that neuromelanin granules
belonged to the lysosome-like organelles family [31]. Moreover,
Kollmann et al. [8] have shown that purified recombinant
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mp76 was internalized via MPR-mediated endocytosis, providing
another argument in favour of a lysosomal localization of p76.

To determine p76 sub-cellular localization, we first used im-
munofluorescence on cells overexpressing either human or mouse
p76, and showed a clear co-localization of p76 with the lysosomal
markers LAMP1 and cathepsin D. To analyse the sub-cellular loc-
alization of endogenous p76, we performed biochemical studies
on rat and mouse liver samples, in which p76 was detected as the
mp27 maturated polypeptide. The similar behaviour of mp27 and
lysosomal marker proteins in sub-cellular fractionation experi-
ments (differential centrifugation, isopycnic centrifugation of ML
fractions on linear sucrose density gradients, with or without a
specific reduction of the lysosome density), and in osmotic release
experiments strongly indicates residence of p76 in lysosomes.
Taken together, these results give very strong evidence for p76
being a lysosomal protein.

Concluding remarks

Now that the lysosomal localization of p76 has been clearly
assessed, the next step will be to determine its function. As the
only protein displaying significant sequence similarity with p76
and for which a function has been experimentally demonstrated is
aD.discoideum phospholipase B [28], we are setting up functional
assays for the analysis of the putative phospholipid degradation
by p76. As little is known about phospholipid catabolism, the
identification of p76 as a novel lysosomal phospholipase and
the analysis of the possible effects of a deficiency in this protein
would be an important contribution to lysosome comprehension.
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Note: While the present paper was under revision, a study has been published on the
mouse p76 (66.3 kDa protein; [44]). The experimental data presented in this publication
complement our own work and strongly support our conclusions.
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