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Résumeé

Développement d’un systéme rapporteur générique sensible,
au double mode de lecture BRET/HCS, pour I’étude du suivi de génes rapporteurs,
de I'activité de protéases virales et des interactions protéine-protéine

De nombreux systémes rapporteurs ont été développés pour répondre a différentes
applications allant de I'étude des régions promotrices gouvernant I'expression de génes au
suivi de voies de signalisation ou encore a l'interaction de partenaires protéiques.

Dans le but initial de développer un test d’activité protéase ayant une sensibilité
accrue, nous avons mis au point un systéme rapporteur permettant 'amplification du signal
en développant un systéeme basé sur [utilisation d'une enzyme relais hyperactive, la
protéase TEV (Tobacco Etch Virus) qui vient couper une sonde protéique cible. La détection
du signal se fait par deux modes de lecture compatibles avec le haut débit et conduit & un
signal de type ON/OFF. Le transfert d’énergie de bioluminescence par résonance (BRET),
permet de mesurer un signal a I'état basal, qui diminuera aprés clivage de la sonde par la
protéase TEV. La microscopie de fluorescence a haut contenu ou HCS (High Content
Screening) permettra d’observer le changement de localisation de la fluorescence de
'accepteur fluorescent de la sonde utilisée dans le transfert d’énergie, du noyau vers le
cytoplasme des cellules, différenciant ainsi les cellules positives des négatives.

Ainsi, la grande sensibilité de notre systéeme nous a amené a valider son utilisation de
fagon générique, en optimisant dans un premier temps la sonde BRET/HCS a la base du test
par une série de délétions dans le but d’obtenir le meilleur transfert d’énergie possible, en
délétant des acides aminés a l'extrémité C-terminale de l'accepteur et N-terminale du
donneur d’énergie. Le contraste entre les deux états a également été amélioré afin de
faciliter la lecture en HCS, en testant différentes séquences de localisation nucléaire. Grace
a cette nouvelle sonde, plusieurs preuves de concept dans des domaines variés ont pu étre
démontrées telles que i) le suivi de l'infection virale avec pour modéle I'infection par le virus
de I'Hépatite C (HCV) ii) le suivi de I'expression de génes rapporteurs avec comme modele
le récepteur TGR5 couplé aux protéines G, impliqué dans le diabéte ainsi que iii) la détection
d’interactions protéine/protéine avec pour modele de développement linteraction entre les
protéines FRB et FKBP12 induite par la rapamycine. Les résultats réunis lors de cette these
ont permis le développment d’'un nouveau systéme rapporteur d’une sensibilité accrue

utilisable dans différentes applications biologiques.

Mots-clés: BRET; HCS; protéase TEV; infection virale ; géne rapporteur ; interaction

protéine-protéine.






Summary

Development of a sensitive generic reporter system, BRET/HCS dual-reading mode

for gene reporter tracking, viral infection and protein-protein interaction monitoring

Several reporter systems have been developed in order to support fundamental
scientific projects, from gene promoter regulation study, signaling pathway activation, or
protein/protein interaction monitoring.

In order to enhance the sensitivity of a protease assay, we developed a new reporter
system allowing signal amplification by optimizing a system based on the use of a
hyperactive relay enzyme from Tobacco Etch Virus (TEV protease). The signal is detected
by two methods compatible with high-throughput and leads to an ON/OFF signal. The
Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) allows us to measure a signal at basal
state, which will decrease upon cleavage of the probe by the protease. High Content
Screening (HCS) Microscopy also allows the differentiation between positive and negative
cells by a simple shift in the fluorescence acceptor location of the probe used in energy
transfer, from the nucleus to the cytoplasm of the cells.

The high sensitivity of our approach now leads us to validate its use in a more generic
way. This is why the project aimed at the optimization of the BRET probe at the origin of the
test, by performing a serie of amino acid deletions at the N-terminus of the energy donor and
the C-terminus of the energy acceptor to find the best probe in order to obtain the best
energy transfer. The HCS contrast between the two states was aslo increased by testing
different nuclear localization sequences. With this new probe, we tried to adapt the system to
several fields of application like i) a viral infection test using the HCV protease as a proof of
concept but also ii) the expression of a reporter gene with the TGR5, a G-coupled protein
receptor as model and iii) the detection of protein-protein interactions. To demonstrate this
concept, we used the well know interaction between FRB and FKBP12 proteins, induced by
rapamycine. Results from this project will lead to the development of a new reporter system,

auto-amplified and usable in a generic way, which a very high sensitivity is necessary.

Keywords: BRET; HCS; TEV protease; viral infection; reporter gene ; protein-protein

interaction.






« La persévérance est ce qui rend
1’ impossible possible, le possible probable
& le probable réalisé »

Robert Half

« Ce qui compte, c"est le moral, la volonté, le but.
On ne grimpe pas avec ses cuilsses et ses bras.
On grimpe avec ses tripes »

Mike Horn

A la mémoire de mon pere Jean-Michel Colin






Préambule

Les travaux présentés dans cette thése sont encore confidentiels a I'heure actuelle.
Ainsi, la diffusion de ce document est limitée aux rapporteurs de cette thése et la
consultation par toute autre personne est soumise a [lautorisation du laboratoire

Médicaments et Molécules pour Agir sur les Systemes Vivants, unité INSERM U1177.






Avant-propos

Ce travail a été réalisé au sein de l'équipe du Professeur Benoit Deprez, au
laboratoire Médicaments et Molécules pour Agir sur les Systémes Vivants, unité INSERM
u1177.

Je tiens a remercier les trois tutelles du laboratoire : I'Université de Lille, I'Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) et I'Institut Pasteur de Lille,
ainsi que la Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques pour leur soutien
logistique et financier. Je tiens également a remercier le Pole de Recherche Interdisciplinaire
pour le Médicament (PRIM) et la Société Accélératrice du Transfert des Technologies
(SATT) Nord pour le financement du projet, et enfin I'Université de Lille et le Conseil
Régional Nord-Pas-de-Calais pour le financement de cette thése.

Les travaux exposés dans ce manuscrit ont été effectués au sein du laboratoire
INSERM U1177. Cette theése a été encadrée par le Docteur Cyril Couturier, du 1°" Octobre
2015 au 30 Septembre 2018, et financée par I'Université de Lille et le conseil régional de la
région Nord Pas de Calais et 'INSERM. Les avancés sur les projets de recherche exposés
dans cette thése ont été possibles grace a la tutelle de I'Université Lille, de 'INSERM et de
I'Institut Pasteur de Lille. La tutelle pédagogique a été organisée par I'école doctorale

Biologie Santé de Lille.
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Infroduction générale

.1 Objectifs du projet

L’'objectif de la thése est de mettre au point un systéme générique sensible, générique,
au mode de lecture unique, dans le but de mettre au point un systéme rapporteur permettant

'amplification du signal.

Le test que proposé dans cette thése, repose sur une sonde compatible avec le haut
débit (Figure 1-@), et la détection du signal pourra étre réalisée via les techniques de BRET
(transfert d’énergie de Bioluminescence) ou d’analyse d’image HCS pour microscopie
automatisée a haut contenu. La premiére étape du projet consistera en la validation de cette
sonde protéique afin d’obtenir le meilleur signal de BRET avant clivage par une protéase, la
protéase TEV (Tobbaco Etch Virus), décrite pour son hyperactivité. Le site de clivage de la
protéase a été introduit entre les deux partenaires de BRET (accepteur et donneur) et
permettra d’observer un changement d’état a la fois en BRET (diminution du signal aprés
clivage), mais aussi en HCS avec un changement de compartiment cellulaire de notre

protéine fluorescente, conférant a cette sonde un double mode de lecture.

Phénomeéne Applications

biologique --..
% Enzyme relai “mj] ,@ @ @
TEV| i
P Acﬁv"é de Virus Ps‘evj. Plosmide
‘@ . protéase )

f Wrs e
o Sonde protéique ‘ =h ¥
BRET/HCS
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l\ B
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\ haut débit
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K r .
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« Noyau »n « Cellule » CRISPR/Cas9
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@ @ Interaction \ \\"/ ‘ Ligné::quggluires
i ' protéine-protéine »§ E
e R

@ Tests de criblage

Figure 1 : Objectifs de la thése et axes majeurs a développer.
(1] Optimisation d’'une sonde protéique a la fois en BRET et en HCS et détermination du meilleur signal pour les
deux méthodes. @ Développement d’outils haut débit permettant I'optimisation des manipulations a réaliser dans

le cadre de cette these. © Validation de la sonde avec différentes applications telles que le suivi de géne
rapporteur (Modele d’étude : Récepteur TGRS et activation de la voie CRE) ; Test d’activité de protéase (Modéle
d’étude : protéase NS3-4 du virus de I'Hépatite C) ainsi que les interactions protéine-protéine (Modéle d’étude :

Interaction FRB/FKBP12). Dans le but de mettre au point des tests de criblages haut débit (9)
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La seconde partie de mon travail sera basée sur 'adapatation et la validation de cette
sonde dans divers domaines tels que (1) le suivi de I'expression de génes rapporteur (avec
pour modéle d’étude le récepteur TGR5 couplé aux protéines G, disponible au laboratoire
d’acceuil), (2) I'infection virale (avec pour modeéle le virus de 'hépatite C, HCV), et (3) la
détection d’interactions protéine-protéine (avec l'interaction FRB/FKBP12 comme preuve de
concept) (Figure 1-©). De plus des outils tels que la transfection haut-débit avec I'utilisation
de 'Echo550 (Labcyte) mais aussi le systtme CRISPR/Cas9 nous permettrons d’améliorer
le rendement des expériences en gagnant du temps sur les manipulations a mettre au point.
L’amélioration des ces techniques fera l'objet d’'une partie détaillée dans les résultats
générés lors de cette thése (Figure 1-@). La validation de ce systéme générgiue sensible

au mode de lecture unique devrait permettre la mise en place de tests de criblage haut débit.

Ainsi, cette these sera découpée en plusieurs grands axes. En introduction, les
méthodes de transfert d’énergie, les sytémes rapporteurs, les tests d’activité protéase ainsi
gue les principales méthodes de détection des interactions protéine-protéine seront

développés, justifiant des techniques et méthodes utilisées en partie résultats.
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.2 Méthodes de transfert d’énergie

Des méthodes basées sur le transfert d’'une énergie entre deux partenaires, un
donneur et un accepteur d’énergie ont été développées au milieu du XXeme siecle

principalement par Théodor Forster?.

Méthodes de transfert d’énergie

Par résonance (RET)

Fluorescence Resonance Bioluminescence Resonance
Energy Transfer (FRET) Energy Transfer (BRET)

Protéine ) [P
A,
WA

FRET « Classique »

Excitation
Substrat

Oxygene singulet

AlphaScreen

o
%
%, o
N dont®
—

d<10nm

HTRF / TR-FRET

Excitation Emission

3 ‘Q« «,/

% &
sion 4ot Tion acet®

<
d<10nm

Excitation /_\
102

Emission .4

R e
d<10nm

Figure 1 : Différentes méthodes de transfert d’énergie
AlphaScreen, Fluorescence Resonance Energy Transfer, Homogenoeus Time-Resolved

Fluorescence, Bioluminescence Resonance Energy Transfer.

Les interactions en cellules vivantes peuvent étre suivies par ces méthodes. Celles-ci
reposent toutes sur le suivi d’interactions entre deux molécules : un donneur et un accepteur.
Les différentes méthodes de transfert d’énergie par résonance sont représentées Figure 2.
Le FRET, pour Forster ou Fluorescence Resonance Energy Transfer! a été développé dans
un premier temps, puis de nombreuses méthodes dérivées comme I'AlphaScreen®, le TR-
FRET (Time resolved FRET), les techniques de fluorescence homogene en temps résolu
HTRF (Homogenous Time Resolved Fluorescence) ou encore le BRET (Bioluminescence
Resonance Energy Transfer) ont pu étre développées. Ces différentes méthodes

homogenes sont détaillées ci-dessous.
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I.2.a Transfert d’énergie par radicaux libres de I'oxygéne (AlphaScreen)

L'AlphaScreen®, pour Amplified Luminescent Proximity Homogenous Assay en
anglais, est une méthode d'immunodosage permettant la détection d’interaction protéine-
protéine (Figure 3). Les protéines d’intérét, notées A et B, se lient spécifiquement a des
molécules comme la biotine ou & certains anticorps dirigés contre ces molécules, eux méme
liés aux billes donneur et accepteur. Quand une interaction biologique a lieu entre une
protéine A et une protéine B, celle-ci rapproche les deux billes et une cascade de réactions
en chaine se produit. Apres excitation laser de la bille donneur & 680nm, un
photosensibilisateur contenu dans la bille va convertir le dioxygéne ambiant en dioxygéne
excité. Le dioxygéne singulet, qui diffuse librement dans le milieu, interagit avec un dérivé
thioxéne contenu dans la bille accepteur a proximité de la bille donneur (activé/excité). Il en
résulte une chimioluminescence a 370 nm qui active les fluorophores contenus dans la bille
accepteur. Ce fluorophore réémet ensuite de la lumiére aux longueurs d’onde de 520 a 620
nm. En I'absence d’interaction biologique spécifique, I'état d’oxygeéne singulet produit par les
molécules de donneur ne sera pas transféré (si 'accepteur n’est pas suffisamment proche
du donneur, inférieur & 10nm) et donc seul un faible bruit de fond sera mesuré (Figure 3).

Pas d’interaction Interaction

0 1
o 2 g i 0
Excitation  _.-==~o Excitation s

rd - . .
680 nm ™ 680 nm ~,  Emission

Y o : Y, 520-620 nr:;v;

Billes Anti-tag
AlphaScreen

Billes de
Sreptavidine

Billes de
Sreptavidine

Billes Anti-tag
AlphaScreen

Figure 2 : Principe de I’AlphaScreen
Adapté de PerkinElmer (Roger Bosse, Chantal llly, Daniel et Chelsky)

Cette technique est particulierement utilisée dans la découverte de composés actifs
en criblage a haut débit ou HTS (High Throughput Screening). Elle est appréciée pour la
simplicité des protocoles de dosages ainsi que pour sa haute sensibilité et fournit un moyen
polyvalent, sensible, homogéne et miniaturisable pour le développement de ces tests de
criblage®. Au cours de la derniére décennie, une grande variété d’applications ont été
décrites allant de la détection d’analytes impliqués dans la signalisation cellulaire, aux
interactions protéine-protéine®, protéine-peptide, protéine-acide nucléique ou protéine-petite

molécule. De nombreux dosages HTS homogénes utilisent cette approche pour détecter la
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génération de seconds messagers tels que I'accumulation d’AMP ou de GMP cyclique,
I'inositol-1,4,5-triphosphate, ERK phosphorylée®, des ligands des récepteurs aux protéines G
ou de tyrosine kinase, ou encore des modifications post-traductionnelle des protéines

comme l'ubiquitination ou la phosphorylation*72,

De plus, cette technique a évolué par la modification de la chimie de la bille accepteur
de maniére a ce que la lumiére émise soit plus intense et spectralement mieux définie, pour
réduire les interférences des matrices de fluides biologiques (sérum et plasma sanguin).
Cette nouvelle technologie ou AlphaLISA est une alternative aux tests classiques d’ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) et convient aux systemes automatisés de
distribution de fluides a haut débit. Ces tests homogénes d’AlphaScreen et d’AlphaLISA
permettent de quantifier des processus cellulaires complexes en utilisant des tests simples
au format microplagues. De grandes banques de composés peuvent ainsi étre criblées a

haut débit sur une large gamme de cibles thérapeutiques®.

I.2.b Forster ou Fluorescence Resonance Energy Transfer

En comparaisons aux techniques d’AlphaScreen, le transfert d’énergie par résonance
offre une résolution spatiale suffisamment importante pour conclure a une réelle interaction
entre deux protéines. En effet, I'indentification des interactions protéine-protéine (PPIs) ou
encore I'étude des récepteurs et leur activation sont essentielles dans la compréhension de
certains déréglements cellulaires. Ces dernieres années de nombreuses méthodes
d’identification de ces interactions ont pu étre développées mais elles restent parfois
limitées, allant jusqu’a la détection d’interactions non spécifiques conduisant a une mauvaise
interprétation des phénoménes biologiques. Pour réaliser une étude en RET plusieurs
paramétres doivent étre pris en considération comme : (i) le rapport signal sur bruit, (ii) la
compatibilité spectrale du donneur, de 'accepteur et leur alignement spatial, (iii) le temps de
désexcitation du donneur, (iv) le degré de polarisation de la lumiére émise (v)
l'autofluorescence et les perturbations spectrales liées au milieu réactionnel du test?. Les
résultats obtenus sont généralement représentés sous la forme d’un rapport de lumiére
émise a la longueur d’onde du donneur et de 'accepteur qui est impacté par ces différents
facteurs. Ce mode ratiométrique permet donc I'élimination de la plupart des variations dues

aux fluctuations de la lumiére mesurée.

[.2.b.1 Origine et parameétres du FRET

La technologie FRET pour Fluorescence ou Foérster Resonance Energy Transfer
consiste en un transfert d’énergie non radiative, c'est-a-dire sans émission de lumiére, entre
deux molécules fluorescentes résultant d’une interaction dipdle-dipble entre un donneur et

un accepteur d’énergie. Une des premiéres caractéristiques de cette méthode est I'obligation
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d’'une compatibilité énergétique entre les deux partenaires, le spectre d’émission du donneur
devant chevaucher le spectre d’absorption de l'accepteur (Figure 4A). Egalement, le
donneur et I'accepteur doivent étre suffisamment proches dans I'espace pour qu’un transfert
d’énergie ait lieu mais aussi étre dans une configuration spatiale compatible avec ce transfert
d’énergie (Figure 4B et 4C).

A. Propriétés spectrales B. Distance
y Donneur Pas d’interaction Interaction
B Ex Em
0 4 F
an i
£ A
E -
=
=
k=]
8 ]
E
LLI . : “Sion ac®
T T | — T T d<l 10nlm
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C. Orientation relative D. Théorie de Forster
Pas de transfert Transfert 1.0 -
< 0.8 1
. Angle=90° Angle # 90° = 06 - R®
1 (1] -
| g 04 - R®+R,*
w i
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Figure 3 : Caractéristiques du FRET.

A] Pour avoir un transfert d’énergie optimal entre un donneur et un accepteur d’énergie, le spectre
d’émission du donneur doit chevaucher le spectre d’excitation de I'accepteur. B] Le transfert d’énergie se
produit uniqguement lorsque le donneur et 'accepteur sont spatialement proches (d<10nm). C] Orientation
relative des deux partenaires de BRET. (D correspondant au donneur et A a l'accepteur. D] Théorie de
Forster. Un transfert d’énergie est observé si la distance séparant les deux partenaires est inférieure a 1.8
fois le rayon de Forster®.

En accord avec la théorie décrite par Forster?, le FRET est un processus qui dépend
de la distance séparant le donneur et I'accepteur, avec R la distance effective qui sépare ces
deux molécules et Ro le rayon de Forster. Ce dernier correspond & la distance donneur —
accepteur pour laquelle l'efficacité du transfert d’énergie est de 50% (Figure 4D)2
L’efficacité de transfert entre les partenaires tend vers zéro si R n’est pas compris entre 1 et

10nm?*210,

I.2.b.2 Caractéristiques photophysiques des fluorophores

Par définition toute molécule capable d’émettre un signal de fluorescence est

qualifiée de fluorophore. Plusieurs types de fluorophores peuvent étre définis allant des
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fluorophores organiques aux protéines fluorescentes. Leurs principales caractéristiques sont

décrites Tableau 1.

Spectre
d’absorption et
d’émission

Déplacement
de Stokes (nm)

Coefficient
d’extinction
molaire ¢

Rendement
guantique @

Durée de vie a
I’état excité

Brillance B

Photostabilité

Tableau 1 : Caractéristiques des fluorophores

Le spectre d'absorption est caractéristique d'une molécule
dans un environnement donné et le spectre d'excitation de
son éventuel centre fluorescent lui est trés généralement
identique. Le spectre d’émission de fluorescence est
approximativement une image inversée (effet miroir) du
spectre d’absorption

Différence de longueur d’onde entre le pic d’émission et le pic
d’absorption. Il doit étre le plus grand possible afin de s’affranchir de
la contamination due a la source d’excitation pour les approches de
transfert d’énergie.

Absorption d’'une molécule a une longueur d’onde donnée (entre
5000 et 250000cm-tM-1)

Capacité du fluorophore a réémettre sous forme de Ilumiére
'énergie absorbée lors du transfert. Celui-ci se caractérise sous
forme de rapport en divisant le nombre de photons émis par ceux
absorbés

Correspond a la durée de vie moyenne de l'état excité. La
plupart des fluorochromes ont des durées de vie de l'ordre de
la nanoseconde. Plus ce temps sera court, meilleure sera la
sensitivité du fluorochrome. Plusieurs excitations successives
seront possibles car il repassera rapidement dans son état
fondamental

Quantité de lumiere émise par fluorescence
proportionnellement & une lumiére d’excitation donnée. Plus
un fluorophore est brillant, plus il sera facile de le détecter a
de faibles concentrations dans la cellule

La photostabilité correspond au nombre d'excitations que
peut subir une molécule fluorescente avant d'étre dégradée.
Par exemple, la fluorescéine peut subir entre 10* et 10°
excitations avant d'étre détruite.

Emission

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Emission

_ I\
400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

nombre de photons émis
nombre de photons absorbés

Intensité

Temps (ns)

Ex D

Intensité

Temps (min)

La grande diversité des fluorophores organiques et leur petite taille (environ 1kDa),

en font de trés bons candidats pour les études de FRET. Initialement, les expériences de

RET ont été réalisées sur des protéines d’intérét purifiées et leur étiquetage avec ces

fluorophores organiques ont été opéré via des traitements chimiques. Cependant, pour étre

utilisés en biologie in cellulo, il est assez difficile de coupler spécifiguement de maniére

directe des fluorophores organiques aux protéines cibles d’intérét. lls sont généralement

couplés a des protéines qui vont permettre leur accrochage au niveau des protéines d’intérét

a étudier. Néanmoins, la limite de ces marquages protéiques est leur incapacité a traverser
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les membranes plasmiques ce qui nécessite I'utilisation de méthodes invasives comme la
perméabilisation, méme douce, des membranes cellulaires, pour permettre leur pénétration
et le marquage des protéines cibles.

Pour ce type d’applications biologiques, les études de FRET utilisent plus
couramment des protéines fluorescentes de la famille des GFPs (Green Fluorescent
Protein). Ces protéines ont été découvertes lors d’expériences chez la méduse dans les
années 1960 (Figure 5A)*. Les propriétés spectrales de ces protéines en font de trés bons
candidats : une séparation suffisante des pics d’excitation du donneur et d’émission de
I'accepteur ainsi qu’un chevauchement des pics d’excitation et des pics d’émission supérieur
a 30% permettant ainsi I'obtention de mesures indépendantes de fluorescence pour chaque

fluorophore??.

A. Structure cristallographique de la B. Spectres d’excitation et d’émission des
GEP variants de la GFP
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Figure 4 : Protéines de la famille des GFPs
A] Structure cristallographique de la GFP. B] Spectres d’excitation et d’émission des variants de la
GFP®

Les tests de FRET utilisant des GFPs ont été déterminants en imagerie cellulaire
dans I'étude de la compartimentalisation et de 'organisation fonctionnelle du mouvement des
protéines en cellules vivantes'®. De nombreux variants de ces protéines fluorescentes ont
été mis en évidence ces derniéres années. En remplacant la structure de certains acides
aminés a l'origine chromophore, il a été possible de modifier les longueurs d’ondes
d’absorption et d’émission de la GFP. Parmis ces variants, la BFP (Blue Fluorescent
Protein), la YFP (Yellow Fluorescent Protein) ou encore la CFP (Cyan Fluorescent Protein)
sont les principales protéines fluorescentes utilisées dans les études de FRET (Figure
5B)%14, L'utilisation de ces différents mutants comme sondes moléculaires en font de trés
bons outils, ces dernieres se fusionnant tres facilement aux protéines cibles et pouvant étre
exprimées directement en cellules (in vitro et in vivo). Il est possible de suivre facilement en

microscopie la localisation cellulaire de ces protéines grace a leur forte intensité de

fluorescence. Ces phénomenes de transfert d’énergie peuvent étre visualisés directement en
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cellule avec l'utilisation de protéines de fusion permettant ainsi de définir la nature des

protéines en interaction et leur localisation cellulaire précise.

[.2.b.3 Détection du signal de FRET et limites

Les variations du signal de FRET sont mises en évidence en mesurant la diminution
de la fluorescence du donneur et 'augmentation de celle de 'accepteur. Le signal de FRET
est calculé a partir du rapport de I'émission de fluorescence de l'accepteur sur celle du
donneur. La principale difficulté de la mesure de FRET reste le recouvrement des spectres
d’excitation et d’émission des différents fluorophores utilisés. Ce manque de sélectivité est
I'un des problémes majeurs de cette technique avec pour conséquence un important bruit de
fond et une baisse importante de sensibilité du test. Des couples de fluorophores utilisés
couramment en FRET comme la fluorescéine avec la rhodamine ainsi que des protéines de

la famille des CFP avec la YFP présentent ce type de limitations.

Des méthodes alternatives de détection ont alors di étre développées comme le
photo-blanchiment ou pbFRET. Cette méthode consiste a éteindre I'’émission du fluorophore
donneur par exposition prolongée a une source lumineuse. Cette approche couplée a la
microscopie confocale permet d’obtenir une meilleure résolution spatiale dans I'extinction
des fluorophores au sein d’un environnement cellulaire. Dans le cas du FRET, le photo-
blanchiment du fluorophore donneur va entrainer une diminution de son intensité mesurée
ou non en présence de I'accepteur. Si 'accepteur d’énergie est en étroite proximité avec le
donneur, un phénoméne de FRET va apparaitre et entrer en compétition avec le phénoméne
de photo-blanchiment entrainant ainsi une résistance du donneur a celui-ci. Cette résistance

permet ainsi la mise en évidence du transfert d’énergie.

Cette technique peut aussi étre mise en place dans le cas du photo-blanchiment de
'accepteur ou DFRAP (Donor Fluorescence Recovery After Acceptor Photobleaching). Les
émissions respectives du donneur et de I'accepteur sont mesurées avant et aprés photo-
blanchiment de [l'accepteur. L’augmentation de la fluorescence du donneur apres la
destruction de celle de l'accepteur permet de conclure a lI'existence d’'un phénoméne de
FRET entre ces deux protéines!’®, Cependant, le photo-blanchiment de la GFP
s’accompagne généralement d’un signal de fluorescence dans le canal de la CFP et cela en

'absence de ce donneur?’.

I.2.b.4 Homogeneous Time-Resolved Fluorescence (HTRF) ou TR-FRET

Pour pallier au manque de sélectivité spectrale des fluorophores, impliquant une

excitation simultanée du donneur et de I'accepteur par I'énergie excitatrice du donneur, des

19



tests plus sensibles ont été mis au point permettant 'amélioration spectrale et temporelle des
signaux de FRET. Ces tests reposent sur l'utilisation de traceurs ou complexes formés par
'association d’'un chromophore (cryptate ou chélate) et d’'un cation lanthanide faisant partie
du groupe des terres rares (europium, terbium). La principale caractéristique de ces
molécules réside dans leur durée de vie de luminescence relativement longue, de I'ordre de
la milliseconde, a l'inverse de celle des fluorophores organiques ou protéines fluorescentes,
de l'ordre de la nanoseconde. Quatre fluorophores spécifiques peuvent étre utilisés.
L’élément central, le donneur, peut étre un Cryptate europium (Eu®* Cryptate) ou un cryptate
de terbium (Cryptate Th?*). Naturellement, ces ions ne sont pas fluorescents et nécessitent
une source lumineuse, ou cage, pour étre excités. Cette cage agit comme une antenne et
permet a la fois la collecte d’énergie et le transfert aux ions qui libérent facilement cette
énergie. L’avantage des cryptates est qu’ils ne sont pas soumis au phénoméne de photo-
blanchiment qui affecte les fluorophores les plus conventionnels. Le terbium reste cependant
plus lumineux que l'europium et augmente considérablement la détection du nombre de
récepteurs de surface dans les dosages (Figure 6). Egalement, la distance doit étre

inférieure a 10nm pour que le transfert d’énergie ait lieu entre les deux partenaires.

H| R,

OO
(o @, \ gg = 33 33

HH H HH HH
CR® GRS
Cryptate europium Cryptate de terbium

Figure 5 : Structure des lanthanides de terre rare

Grace aux propriétés de ces ions lanthanides, des systémes de détection de
fluorescence en phase homogene ou HTRF pour Homogeneous Time-Resolved
Fluorescence ont été développés. Ces systémes reposent sur l'application d'un délai
d’environ 50 a 150 ms entre I'excitation de I'échantillon par la source lumineuse et la mesure
du signal émis, de fagon a s’affranchir de tous les signaux de fluorescence parasites a courte
durée de vie. Combiné a la technique de FRET, cela permet donc une amélioration en terme
de sensibilité, de dosage et de robustesse sans compromettre l'avantage que I'HTFR
apporte aux essais, une mesure miniaturisable avec un faible taux dinterférence des

composés fluorescents (Figure 7)*8.
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Figure 6 : Principe de latechnologie HTRF ou TR-FRET

L’énergie envoyée par la source excitatrice de lumiére est suivie apres
un court délai pour éviter toute perturbation préalable de fluorescence
extérieure (composé, protéines, milieu). Adapté de Degorce et al.,
d<10nm 200918
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I.2.c Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET)

I.2.c.1 Origine du BRET

La technologie de BRET pour Bioluminescence Resonance Energy Transfer est
également une méthode de transfert d’énergie basée sur le transfert d’'une énergie non
radiative entre un donneur bioluminescent et un accepteur d’énergie fluorescent. Initialement
développée pour étudier l'interaction de protéines du rythme circadien chez la bactérie®, elle
a rapidement été appliquée aux cellules de mammiféres?’, aux cellules végétales??, ainsi
qu’a la levure de biére?.

Ce phénoméne de bioluminescence est observé naturellement chez certains
organismes marins comme la méduse Aequoera victoria ou le corail Renilla reniformis. Le
réle de la protéine responsable de cette bioluminescence naturelle, 'aequorine, extraite et
purifiée, a été démontré dans les années 60112324, | 'aequrorine est révélée étre un complexe
moléculaire formé d’une protéine de 21kDa ou apo-aequorine possédant 3 sites de haute
affinité : un pour le calcium (Ca?"), un pour le dioxygéne (Oz) ainsi qu'un pour un
chromophore, la ccelenterazine. Lorsque le calcium se lie a ce complexe, un changement
conformationnel a lieu, permettant I'oxydation de la ccelenterazine en coelenteramide qui se
retrouve alors dans un état excité. Le complexe ainsi formé est nommé BFP (Blue
Fluorescent Protein). In vitro, la réaction se termine par la libération d’'une molécule de CO-
et 'émission d’'une lumiére bleue a 470 nm. En revanche, in vivo, I'extrémité de 'ombrelle,
émet une émission de lumiére verte et non bleue lorsque la méduse s’agite. Afin d’isoler la
protéine responsable de cette émission verte plus de 10000 méduses ont étés broyées!2324
pour mettre en évidence I'existence d’un transfert d’énergie de I'aequorine vers une protéine

verte fluorescente : la GFP. La GFP contient un groupe chimique capable d’absorber la
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Aequorea victoria

Renilla Reniformis

lumiére a une longueur d’'onde donnée (excitation a 470 nm) pour ensuite la réémettre a une
seconde longueur d’onde (émission & 510 nm). La découverte de la GFP, par le Docteur
Osamu Shimomura!! lui permettra de remporter le prix Nobel de Chimie quelques années
plus tard, en 2008, pour la découverte de la GFP, avec deux de ses confreres américains
Martin Chalfie et Roger Tsien (Figure 8).

B

Aequorine Aequorine Aequorine
r active

O f
o **@ Y

Figure 7 : Bioluminescence naturelle in vivo de la méduse et du
corail de mer. A] Bioluminescence in vivo d’Aequoria victoria et
Renilla Reniformis. A la lumiére du jour, vue de profil (A ; D), vue
de dessus (B; E) et stimulée en chambre noire (C; F). B]
Mécanisme de production de lumiére par le systéeme Aequorine-
GFP.
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Des mécanismes de bioluminescence semblables ont pu étre identifiés dans d’autres
organismes marins. Parmi eux, le corail de mer Renilla reniformis posséde une enzyme de
36 kDa, la Renilla luciferase (Rluc), capable de catalyser I'oxydation de la ccelenterazine en
présence d’'oxygéne mais sans nécessité d’'un cofacteur. In vivo, comme pour la méduse,
Renilla reniformis posséde une GFP (rGFP) qui permet un transfert d’énergie se traduisant

par une émission dans le vert a 510 nm comme précédemment (Figure 8).

I.2.c.2 Paramétres influencant le signal de BRET

1.2.c.2.i Propriétés spectrales

Pour étudier une interaction protéine-protéine, les protéines d’intérét sont fusionnées
au donneur et a l'accepteur d’énergie. La particularité du BRET réside dans un premier
temps dans la nature du donneur qui, en présence de son substrat, la ccelenterazine conduit
a I'émission de lumiére bleue a 480 nm. Pour que ce transfert soit optimal entre les deux
partenaires, le spectre d’émission du donneur doit chevaucher le spectre d’excitation de
'accepteur (Figure 9). Comme pour le FRET, I'accepteur peut étre une protéine fluorescente
comme la GFP ou la YFP?>2%, Lorsque la Rluc et la YFP se trouvent a proximité, un transfert
d’énergie peut avoir lieu entre les deux molécules, se traduisant par [I'émission
caractéristique d'une fluorescence a 530 nm (longueur d’onde de la YFP). En I'absence de
toute interaction, l'ajout de ccelenterazine sur des cellules co-exprimant les protéines
recombinantes se traduit par un spectre d’émission avec un pic centré a 480 nm. Toutefois si
les deux protéines interagissent, un deuxiéme pic caractéristique apparait correspondant a

'émission de la YFP excitée par le transfert d’énergie par résonance.
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Figure 8 : Caractéristiques du BRET : Propriétés spectrales
Pour avoir un transfert d’énergie optimal entre un donneur et un
accepteur d’énergie, le spectre d’émission du donneur doit venir
chevaucher le spectre d’excitation de 'accepteur.
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I.2.c.2.ii Distance et orientation relative des partenaires

L’intensité du signal de BRET va dépendre de la distance et de l'orientation relative
des deux partenaires, méme s’il reste difficile & évaluer quand le donneur et I'accepteur sont
mobiles.

Premiérement, la distance entre le donneur et I'accepteur doit étre inférieure a 10nm
(Figure 10A, cf Loi de Forster Figure 4D). Plus les partenaires sont proches dans I'espace,
meilleur sera le transfert d’énergie. Deuxiémement, I'orientation relative (Figure 10B) des
partenaires est un facteur a prendre en considération en raison de la nature de l'interaction
dipble-dipdle. Si les deux partenaires ne sont pas dans une configuration optimale, 'intensité
du signal de BRET provenant du transfert d’énergie ne sera pas optimale. La distance peut
donc étre modulée par Tlintroduction d’'un petit peptide de liaison entre les partenaires du
BRET et la protéine étudiée. Différents peptides de 5 a 10 acides aminés principalement
constitués de résidus glycines montrant une grande flexibilité peuvent étre utilisés afin de
faciliter une meilleure orientation des partenaires et le repliement correct des deux moitiés
des protéines de fusion?’. La distance peut étre inférieure @ 10nm, mais si I'orientation des
deux partenaires n’est pas optimale, le transfert d’énergie n’aura pas lieu entre les protéines
fusionnées aux deux partenaires. Il en résulte que I'absence d’un signal de BRET ne signifie

pas obligatoirement que les deux protéines étudiées n'’interagissent pas entre elles.

A. Loi de Forster B. Orientation relative
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Figure 9 : Caractéristiques du BRET : Distance et orientation
A] Le transfert d’énergie se produit uniguement lorsque le donneur et I'accepteur sont spatialement proches

(distance inférieure a 10nm). Ainsi en utilisant des protéines de fusion, le signal ne sera mesuré que lorsque les
deux protéines étudiées interagiront physiquement. B] Un transfert d’énergie ne se produira que si les deux
protéines sont dans une configuration optimale. (D : donneur / A : accepteur). Adapté de Bacart et al., 200825,
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BRET

I.2.c.2.iii Importance du rapport Accepteur / Donneur

Le dernier parametre pouvant moduler le signal de BRET est le ratio entre la quantité
d’accepteur et le donneur d’énergie. Les interactions protéine-protéine se produisent dans un
espace donné, généralement délimité, comme les organelles, les membranes ou le
cytoplasme des cellules. Il est évident que deux protéines qui n’interagissent pas se
rencontreront plus facilement si leur concentration augmente dans un espace donné, ce qui
conduitt a un signal de BRET détectable mais non spécifique (Figure 11). Ce signal
généralement trés faible, peut progressivement augmenter, de facon linéaire, en présence
d’'une concentration croissante d’accepteur fluorescent contrairement au signal spécifique de
BRET qui atteindra une valeur plateau plus importante plus rapidement correspondant a une

saturation compléte des molécules de donneur liées aux accepteurs.
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Figure 10 : Importance du rapport YFP/RIuc
Adapté de Bacart et al., 200826

Si l'accepteur est en excés, la quantité de dimére maximale, correspondant au BRET
maximal (BRETmax), tendra vers la quantité de monomeére initiale traduisant une interaction
de toutes les molécules de donneur avec les accepteurs. Un monomére de donneur, nommeé
X, peut interagir avec un monomeére d’accepteur Y formant ainsi le dimére XY. Chaque
monomere peut également interagir avec lui-méme, formant ainsi des dimeres de donneurs
XX, ou encore des diméres d’accepteurs YY. Si Y est en exces, les diméres YY tendront
vers l'infini tandis que la quantité de diméres XX tendra vers zéro. Quand la quantité de YFP
n'‘est pas en exces, la formation de dimére de donneurs peut interférer dans le pic du
donneur ce qui va perturber le signal de BRET. Si I'accepteur est présent en exces la

guantité de dimére de donneurs tendra vers zéro, la mesure du signal de BRET ne sera pas

24

Int ti
No:-::)t:ig:ue EIR )
@) # @ # BRETmax / 2

di4

d/4

di2



faussée. Il est assez difficile de déterminer le nombre de moles précises de donneur et

d’accepteur. La valeur de BRET maximale se verra divisée par deux si I'affinité XX et YY est

la méme et celle-ci correspond au rapport 1 sur 1 indiquant le pourcentage de dimeres dans

les cellules (constitutifs ou induits) (Figure 12)2,
En effet, a rapport équimolaire, si toutes les molécules
de donneurs et d’accepteurs interagissent ensemble,
un signal de BRET maximal est observé. Cependant,
ce phénomeéne a rarement lieu et les molécules de
donneurs libres conduisent a la diminution de cette
valeur maximale de BRET. Pour obtenir le signal de
BRET le plus élevé possible, la protéine de fusion
accepteur doit donc étre fortement exprimée par
rapport au donneur d’énergie, pour diminuer la
proportion de donneur libre. Pour assurer le suivi des
effets de composés actifs, il faut limiter le titrage du
composé par un excés de molécules accepteur. Il est
donc idéal de se placer dans une fenétre ou le signal
de BRET est suffisamment élevé (Figure 12). De
plus, ce dernier paramétre guidera le choix de la
conception des protéines de fusion. Comme la
proportion de donneur libre conduira a diminuer le
signal BRET, celui-ci doit étre le plus bas possible et
la fusion & une protéine X ou Y correspondra au
rapport global des complexes X / Y par rapport aux
protéines X ou Y sont libres ou engagés dans d'autres

complexes que celui étudié?628-31,

[.2.c.3 Mesure du signal de BRET
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Figure 11 : Test de saturation du donneur en
BRET

A] Courbe de saturation du donneur dans la
formation de dimeres : en rouge, courbe théorique
si 100% des donneurs interagissent avec les
accepteurs ratios 1/1. En bleu, courbe obtenue
dans le cas des essais de saturation montrant un
pourcentage faible de complexes
donneur/accepteur dans les cellules. B] Courbe de
saturation du donneur pour [I'analyse des
interactions protéines dans les tests de criblage. En
noir, fenétre dynamique du suivi des interactions en
BRET. En rouge, les deux zones a éviter dans ces
essais. En vert, la fenétre idéale a choisir pour
réaliser un test de criblage optimal3°.

Expérimentalement, le BRET est déterminé ratiométriquement en divisant 'émission

de I'accepteur a 530 nm par I'émission du donneur a 480 nm. Ce mode ratiométrique permet

d’éliminer les variations du signal dues aux fluctuations de la lumiére émise (interférence

optique des milieux, variation du nombre de cellules, volume de I'essai). L'utilisation de la

ccelenterazine-h comme source excitatrice permet de s’affranchir de toute source extérieure

de lumiere, limitant ainsi les problemes de photo-blanchiment des GFP, d’effet de filtre des

milieux a la longueur d’onde d’excitation du donneur ou encore d’excitation simultanée de

'accepteur. Le signal de BRET est mesuré directement aprés ajout du substrat et la mesure

est répétée plusieurs fois pour couvrir une fenétre de temps allant de 15 minutes a 4 heures.
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Le ratio de BRET est calculé en divisant la lumiére émise a la longueur d’'onde de I'accepteur
sur celle émise par le donneur. Afin de corriger le bruit de fond dQ au pic de chevauchement
entre le signal du donneur et celui de 'accepteur, le ratio de BRET est toujours déterminé en
calculant I'expression du donneur seul pour déterminer les taux d’expression relatifs du
donneur et de l'accepteur. Dans le rapport de BRET, la valeur de Rluc prend en compte
I'émission de toutes les Rluc, qu’elles soient ou non en interaction avec des accepteurs YFP.
Toutefois, les valeurs mesurées de YFP données par I'appareil correspondent seulement a
la réémission du signal provenant d’émissions a la longueur d’onde des YFP incluses dans
le transfert d’énergie. Pour obtenir une valeur réelle du signal de toutes les YFP, une mesure
de fluorescence est effectuée au préalable. Le ratio peut ainsi étre calculé et correspond a la
valeur des YFP attachées aux Rluc sur la valeur totale des Rluc pour chagque condition. Le
résultat est exprimé en miliBRET (mBRET) en multipliant le ratio par 1000 apres

soustraction du bruit de fond de la Rluc seule (Figure 13)%.

Co-expression du donneur et de I'accepteur Donneur seul

Intensité
lumineuse
Intensité
lumineuse

Emission  Emission Emission  Emission
Donneur Donneur
Ratio de BRET _ Bruitde fond _
(A+D) ~ Lumiére émise par le donneur A du BRET (D) Lumiére émise par le donneur A

Signal de BRET (mBRET) = (Ratio de BRET — Bruit de fond du BRET) x 1000

Figure 12 : Mesure du signal de BRET
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I.2.c.4 Différentes versions de BRET et applications

Depuis la découverte de I'aequorine chez la méduse et le premier test de BRET

développé par Xu et al en 1999%, plusieurs versions de BRET ont pu étre développées,

basées sur la modification du substrat utilisé ainsi que sur la nature du couple

donneur/accepteur3-3, Un résumé des différentes versions est présenté Figure 14.

Version

BRET1

BRET2

enhanced
BRET2

BRET3 (1)

BRET? (2)

BRET3.1

Couple de partenaires

Coelenterazine-h

T
& g

'
Coelenteramide 480 » 539
DeepBlueC
U e
& g
Coelenteramide 395 ¢ 5190 P
DeepBlueC
S Rl
Coelenteramide 395 " 519

Coelenterazine-h

Coelenteramide

Luciferine

Oxyluciferine
+AMP

Coelenterazine-v

Coelenteramide

Propriétés spectrales

Emission

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d’'onde (nm)

Emission

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Emission

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Emission

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Emission

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Emission

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)
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Applications

-Recherche
fondamentale
-Criblage

-Etude des RCPG
-Imagerie cellulaire

-Recherche
fondamentale
-Criblage

-Etude des RCPG
-Imagerie cellulaire
-Imagerie in vivo

-Recherche
fondamentale
-Criblage

-Imagerie cellulaire
-Imagerie in vivo

-Criblage

-Criblage

-Criblage

Référence

26,32

26,36

26,34

37

26,38
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EnduRen
G. eBRET
Coelenterazine-h
H. BRET4
Coelenteramide
Coelenterazine-v
. BRET4.1
Coelenteramide
Coelenterazine-v
J. BRET5
Coelenteramide
Coelenterazine-h
K. BRET6
Coelenteramide
Coelenterazine-v
L. BRET6.1
Coelenteramide
Coelenterazine-v
M. BRET7

Coelenteramide

Coelenterazine

N. GIlucBRET

Coelenteramide
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Figure 13 : Différentes versions de BRET

Chaque version est caractérisée par un couple donné de partenaires compatibles pour le BRET.
Propriétés spectrales et applications. Adapté de Bacart et al., 20084%, de Dragulescu-Andrasi et al.,
20114, Borroto-Escuelaa et al., 2013 et de Sun et al., 201647

1.2.c.4.i Systémes de BRET utilisant la Renilla luciférases

La version originale de BRET nommé BRET1 (Figurel4A) utilise la coelenterazine-h
comme substrat de la Rluc. L’émission maximale est observée pour une longueur d’onde de
480 nm, adaptée a 'excitation de la eYFP (enhanced YFP) ou a ses différentes variants : la
YFP topaz3148-51 |a YFP citrine®?%4, la YFP mVenus®>®® et la YPet*5" qui vont réémettre la
lumiére a 530 nm. Cette version particulierement adaptée aux tests de saturation de BRET
est caractérisée par un fort signal de BRET ainsi qu’une longue durée de vie.

Des maodifications dans la structure du substrat de la Rluc ont pu aboutir a la
deuxiéme génération de méthodes de BRET nommées BRET?2 (Figure 14B). La bisdeoxy-
ccelenterazine (DeepBlueC™), ou la didéhydro-ccelenterazine (ccelenterazine-400a) sont
utilisées dans ces versions et permettent un décalage de I'émission de la lumiére maximale
de la Rluc a 395 nm?. Ces versions couplent la Rluc a la GFP2 (ou GFP10) et ont I'avantage
par rapport a la version précédente, d'utiliser des partenaires possédant une meilleure
séparation spectrale au niveau des pics d’excitation et d’émission. Cette version a un intérét
dans le développement de tests de criblage ou des rapports signal sur bruit élevés sont
requis. En revanche, elle reste limitée par I'utilisation du DeepBlueC™ qui entraine une
diminution de l'intensité lumineuse, 100 a 300 fois plus faible par rapport au BRET1. Pour

remédier a ce probleme et augmenter I'expression de la luciférase, de nouveaux mutants de
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la Rluc ont été développés comme la Rluc8, un variant contenant huit substitutions d’acides
aminés et possédant une émission lumineuse 6 a 8 fois plus importante que la Rluc Dans
cette nouvelle version eBRET2, pour enhanced BRET?2 (Figure 14C), le signal de BRET est
5 a 30 fois plus intense que la version de BRET234 et combine la forte résolution spectrale, a
un meilleur rendement quantique. Une autre version nommée eBRET (Figure 14G), pour
BRET étendu, a ne pas confondre avec 'eBRET2, est une version améliorée de BRET1
faisant intervenir le couple Rluc/eYFP en présence d’une autre version de la ccelenterazine,
'EnduRen. Ce substrat permet un suivi en temps réel des interactions récepteur-récepteur
pendant de longues périodes de temps, offrant ainsi une meilleure stabilité dans le temps,
une méthode avantageuse pour les applications de criblage a haut débit.

Les versions de BRET1 et BRET2 restent les plus populaires et les plus couramment
utilisées dans de nombreuses études d’interactions protéine-protéine notamment dans
I'étude des récepteurs lies aux protéines G (RCPG). Ces protéines transmembranaires
monomeéres trés diverses portent une grande variété de fonctions et ciblent plus de 50% des
médicaments du marché. Aprés activation du récepteur et déclenchement d’'une série de
processus et d’interactions dynamiques entre les ligands externes et les voies internes, le
BRET est I'un des outils essentiels pour I'étude de ces récepteurs. Cependant, quand il s’agit
d’'imagerie cellulaire et de détection de la couche profonde des PPI, [I'utilisation des
méthodes de BRET1 et 2 reste limitée car grandement entravée par des systémes

d’émission a courtes ondes comme dans la plupart des tissus.

Afin d’étendre la méthode de BRET a I'imagerie cellulaire des tissus profonds et ses
applications*!, les versions de BRET3 a BRET7 (Figure 14D a 14M) ont été développées en
utilisant diverses protéines fluorescentes rouges comme accepteurs fluorescents, réduisant
ainsi l'autofluorescence des tests de BRET. Dans les versions de BRETS3, l'utilisation d’'un
substrat analogue, la ccelenterazine-v permet le déplacement de I'émission de la Rluc8 dans
le rouge passant ainsi d’'une longueur d’'onde de 480 nm (Figure 14D) a 515 nm (Figure
14F). De plus, I'accepteur fluorescent Tag-RFP utilisé dans les versions de BRET4 et 5
(Figure 14H, 141 et 14J) permet un déplacement plus important de I'émission lumineuse
dans le rouge*. Apres la découverte de la Rluc8 en 2007, un autre variant permettant le
déplacement de I'émission lumineuse dans le rouge a été identifié la Rluc8.6%. Ce nouveau
mutant a été couplé a différents accepteurs fluorescents tels que des variants de la RFP, la
mOrange, la TagRFP®, et la TurboFP635% et différents analogues de substrats ont été

testés permettant ainsi le développement des versions 4 a 7 de BRET*%42,

Ces systémes au décalage d’émission dans le rouge lointain ont été mis au point et
validés dans de nombreux organismes comme celui de la souris, des plantes ou encore

dans les tissus cellulaires humains. Les résultats de ces différentes versions de BRET offrent
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un plus grand potentiel d’applications in vivo en raison du fort signal de BRET dans le rouge

lointain, a forte résolution spectrale.

Enfin, une derniére version utilisant la Rluc ainsi que les quantums dots (QDs)
comme accepteurs d’énergie a aussi été développée (Figure 14Q). Ces nanocristaux ont la
particularité d’étre excités a n'importe quelle longueur d’'onde d’émisison, des ultraviolets a
l'infrarouge, leur émission lumineuse étant dépendante de leur diamétre. Les QDs n’ont été
utilisés que dans les études de BRETL1, ou ceux-ci sont directement reliés a la Rluc et
injectés in vivo chez des souris*. Une des principales limites de cette version reste la large
taille des particules (de 1.5 a 6 nm), ainsi que leur incapacité a étre produites en cellules
vivantes. Un étiquetage moléculaire peut étre réalisé in vitro, avec lintroduction d’un
assemblage QD-Rluc8. Une étiquette histidine (6xHis tag) est couplée a la Rluc8 et celle-ci
peut s’associer avec le QD qui présente des groupements carboxyles en surface (QD-
COOH). En présence de cations nickel (Ni?*), les QD-COO" vont pouvoir lier le tag histidine
permettant ainsi l'interaction®’. L’avantage majeur de cette méthode reste la trés nette
séparation des pics d’émission du donneur et de I'accepteur, ce qui est trés souhaitable lors

de tests de criblages.

.2.c.4.ii Systémes de BRET avec d’autres luciférases

Un test de BRETS3 utilisant la Firefly luciferase (Fluc) a été développé. A l'inverse de
la Rluc, la Fluc oxyde la D-luciférine et génére une lumiére orange a un pic d’émission de
565 nm, émission plus durable et brillante comparée a celle de la Rluc. Cette version est
aussi adaptée aux études d’interactions protéine-protéine dans les tissus profonds et met en
jeu le couple Fluc / DsRed (Figure 14E). Cette luciférase est rapidement devenue moins
populaire que les versions développées avec la Rluc en particulier a cause de sa grande
taille de 62 kDa quasiment deux fois supérieure a celle de la Rluc limitant ainsi son utilisation
pour I'étiquetage des protéines d’intérét. De plus, I'activité de la Fluc est ATP-dépendante et
nécessite I'utilisation de co-facteurs et de magnésium. L’émission de cette protéine est
sensible a la température et aux forces ioniques, le spectre d’émission est décalé vers le
rouge si la température augmente, ce qui signifie que la distance de Foérster n’est pas
constante®®. Ces inconvénients ont entrainé le développement et I'amélioration de ces
différentes versions de BRET. Néanmoins, les travaux continuent dans la recherche de la
meilleure luciférase et certains essais de BRET ont pu étre mis en place avec la découverte
d’une nouvelle espéce marine de luciférase appelée Gaussia luciferase (Gluc). La Gluc, de
petite taille est 'une des plus petites luciférases connues (20 kDa) et comme la Rluc utilise
également la ccelenterazine comme substrat et émet de la lumiére a 475 nm. La Gluc,
lorsqu’elle est exprimée dans les cellules est aussi trés brillante, 100 fois plus lumineuse que

la Rluc ce qui en fait un outil trés puissant pour les tests de BRET1.Elle peut également étre
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couplée a la tdTomato (Figure 14N). Une des limites de la Gluc reste son exclusivité pour la
ccelenterazine native : les alternatives de substrat®*51-%3 comme la ccelenterazine-h ou —v, ou
le ViviRen ne sont pas compatibles avec la Gluc. Pourtant, la ccelenterazine native reste trés
instable en raison de son autoluminescence et il n'existe pas encore a ce jour de mutant
avec un décalage d’émission dans le rouge. Des recherches doivent étre menées dans ce
domaine pour promouvoir l'utilisation de la Gluc d'une maniére plus large et plus

polyvalente545,

I.2.c.4.ii Nano-BRET

La luciférase idéale devrait étre monomérique, de petite taille, stable, polyvalente et
versatile. Une telle luciférase semble difficile a trouver dans la nature. Aussi, afin d’obtenir de
meilleures candidates, la compagnie Promega a développé une luciférase artificielle, la
Nanoluc™ (Nluc) combinant ces différents critéres. Cette derniére s'est vue rapidement

utilisée dans les études de BRET*366,

La Nluc utilise comme substrat la Furimazine, trés stable, avec un temps de demi-vie
de plus de 2 heures comparé a 25 min pour la ccelenterazine utilisée par la Gluc. Cette
stabilité ne permet pas seulement une observation plus longue mais aussi une plus faible
autoluminescence, permettant d’obtenir un meilleur rapport signal sur bruit et donc une
meilleure sensibilité. Dans les essais de NanoBRET la forte brillance et le faible signal de
fond de fluorescence font de la Nluc un candidat idéal pour le couplage avec d’autres
protéines fluorescentes mais aussi avec des Halo-Tag, augmentant ainsi la flexibilité des
essais. Les Halo-Tag sont des protéines spécialement congues pour étre accordées a
différentes fonctions. Ce ne sont pas des protéines fluorescentes mais elles peuvent le
devenir par addition de dyes (partie fluorescente). En choisissant d’utiliser cette technologie
en BRET, il est possible de tester différents dyes, en particulier dans le rouge lointain, dans
le but d’obtenir un meilleur signal et une meilleure séparation des pics d’émission et
d’excitation. Ces systémes de Nluc / Halo-Tag ont généralement un rapport de BRET assez
faible, la luciférase étant trop forte, diminuant ainsi le signal ratiométrique par rapport aux
systémes classiques. L'ensemble des systemes de BRET basés sur la Nluc possedent une
excellente sensibilité, une bonne stabilit¢é et une polyvalence qui en font de bons
remplagants pour de nombreux systemes de BRET classiques basés sur la Rluc. Un des
inconvénients de la Nluc néanmoins est qu’elle ne possede pas encore de version dans le
rouge lointain, c’est pourquoi les systéemes de BRET utilisant la Rluc ou la Fluc sont toujours

utilisés dans le cas des applications d'imagerie cellulaire in vivo.
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1.2.c.4.iv Le systéme LUuxBRET chez les bactéries

Méme si les systémes classiques de BRET reposant sur l'utilisation de la Rluc et de
la Nluc sont trés efficaces et adaptés dans la plupart des cas, ils représentent un codt trés
élevé en raison du substrat utilisé. La coelenterazine reste a ce jour I'un des substrats les
plus couteux du marché. De plus, ce sont des molécules sensibles a la lumiere, a la chaleur
et a 'oxygéne ce qui implique un stockage particulier et approprié.

De tous les systémes de bioluminescence décrits, le systeme de luciférase
bactérienne Lux est 'un des seuls a étre autonome et a pouvoir produire a la fois la
luciférase et son substrat a partir d’'un opéron unique. Le systéme Lux le plus connu provient
de Photorhabdus luminescens ; il est codé par l'opéron lux, une série de cing génes
controlés par un seul promoteur. Dans cet opéron, LuxA et LuxB codent pour la luciférase
bactérienne LuUxAB, une luciférase dimérique avec deux sous-unités de 37 et 40 kDa. LuxAB
catalyse l'oxydation d’acides gras a longue chaine comme le décanal et la flavine
mononucléotide réduite (FMNH2) pour produire une lumiére cyan avec un pic d’émission a
490 nm. Le substrat de cette longue chaine d’acides gras peut étre synthétisé par une
enzyme produite par les 3 autres génes de I'opéron, et la flavine mononucléotide existe en
grande quantité dans les organismes. La luciférase bactérienne n’étant codée que par deux
genes, il est également possible d’ajouter le substrat a I'extérieur pour une meilleure
faisabilité des essais. En raison de la structure simple de I'aldéhyde gras par rapport a celle
de la ccelenterazine ou de la D-luciférine, le substrat de LuxAB peut étre synthétisé a
I'échelle industrielle a moindre colt. Néanmoins cette méthode de BRET posséde certains
désavantages dont la taille importante de la LuxAB (77 kDa) rendant, comme pour la Fluc,
son utilisation difficile lorsqu’elle est fusionnée avec des protéines d'intérét. De plus,
comparé a la Rluc native, cette protéine est moins brillante et posseéde un rendement
guantique élevé. Enfin, comme pour les autres luciférases, son émission dans le bleu rend
son utilisation impossible dans les techniques d’imagerie in vivo.

Le point fort de cette méthode reste I'unique et irremplagable avantage du substrat
dans la mesure ou les voies de biosynthése de la coelenterazine et de la D-luciférine restent
mal identifiées et pour lesquelles de nombreuses enzymes seraient impliquées. En 2003,
une étude sur la luciférase bactérienne a démontré qu’un transfert d’énergie était possible
entre la LUxAB et la YFP®" et en 2014, Cui et al., ont décrit le premier systtme de BRET
basé sur linteraction entre la LuxAB et la YFP (Figure 14P)*. Ce systéme, uniqguement
congu pour les bactéries, utilise les genes LuxA et LuxB natifs de Photorhabdus luminescens
qui codant pour une seule protéine dans le méme plasmide. L’'une des protéines d’intérét est
fusionnée a l'extrémité C-terminale de LuxB et la seconde a I'extrémité N-terminale de la
YFP, comme le substrat. Ce systtme BRET LuxAB-eYFP-décanal a été validé chez E. coli

avec plusieurs modéles d'interactions incluant linteraction dynamique induite par la
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rapamycine entre FKBP12 et FRB. Le modéle FKBP12/FRB reste un modele simple et
robuste, classiquement utilisé dans les applications d’interactions protéine-protéine. Ce
modéle a donc permis la validation de ce systeme de BRET avec une bonne sensibilité et
une large gamme dynamique. Bien qu’il n’ait été testé que sur la bactérie E. coli et
qu’'aucune autre adaptation n’ait été validée chez les eucaryotes, de nombreux
développements impliquent la LuxAB luciférase et I'expression de la Lux dans les systemes
de mammiféres*.

1.2.c.4.v Autres luciférases et accepteurs fluorescents

Le BRET reste une méthode en constante évolution, en particulier en raison de la
diversité des couples de partenaires proposés ainsi que des différentes luciférases et
mutations décrites précédemment. En fonction de I'étude a réaliser, il est primordial de
choisir la bonne luciférase et le bon accepteur fluorescent. La palette de protéines
fluorescentes disponible a ce jour permet le développement de nombreuses applications
comme le suivi des interactions in vivo avec le développement des protéines de la famille
des RFP (Figure 15). Le meilleur couple donneur/accepteur n’a pas encore été identifié mais

les recherches dans ce domaine continuent de progresser®8,
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Figure 14 : Mutants de la Rluc8 et différents substrats utilisés dans les études de BRET
Palette des protéines fluorescentes disponibles. Adapté de Shaner et al., 2005 8 et de Loening et al.,
201058,

1.2.c.5 Nano-lanternes

Basées sur la technique de BRET, des protéines chimériques de fusion ou Nano-
lanternes ont récemment été dévelopées. La premiere Nano-lanterne & avoir été congue est
la YNL pour Yellow Fluorescent Nano-lantern. La YNL associe la Rluc8 a la protéine
fluorescente mVenus (Figure 16A). Plusieurs propriétés ont été combinées pour rendre
cette protéine 10 fois plus lumineuse qu’une fusion directe entre un accepteur et un donneur
d’énergie, avec l'utilisation de la mVenus, un mutant de la protéine fluorescente YFP

possedant des propriétés de maturation supérieures a celle de la YFP® 0, Egalement,
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l'utilisation d’un variant de la Rluc8, muté S257G, génére une activité enzymatique 1.3 fois
plus élevée qu'avec la Rluc8 native. Enfin, le choix d’'un linker approprié entre les deux
partenaires pour faciliter le transfert d’énergie’*.

Par la suite, deux nouvelles Nano-lanternes ont été développées. Dans la CNL, ou
Cyan Nano-lantern, la mVenus est remplacée par la protéine mTurgquoise, une protéine
fluorescente au fort rendement quantique (Figure 16B). Cette nouvelle CNL est 20 fois plus
brillante que la Rluc. Une autre version nommée ONL, pour Orange Nano-lantern, a aussi
été mise au point pour 'imagerie des tissus profonds. Plusieurs combinaisons de donneurs
ont été testées, incluant différentes versions de la Rluc8 et différents accepteurs fluorescents
émettant dans I'orange et le rouge. La combinaison entre la Rluc8.6 et la mKusabiraOrange2
a montré la meilleure efficacité de BRET ; ce variant orange brille plus faiblement que la

YNL mais toujours 15 fois plus que la Rluc native (Figure 16C)72.
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Figure 15 : Développement des Nano-lanternes
Chaque version est caractérisée par un couple donné de partenaires compatibles pour le BRET.

Propriétés spectrales et applications. Adapté de Saito et al., 20127! et de Takai et al., 201572
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Ces Nano-lanternes peuvent étre utilisées dans diverses applications en tant que
protéines de fusion pour la localisation de certaines structures cellulaires. Lorsqu’elles sont
exprimées en cellules HelLa, une image de qualité comparable a celle des images de
fluorescence est obtenue. De plus, ces Nano-lanternes, fusionnées a des signaux de
localisation subcellulaires, ont donné une visualisation claire des organelles comme le
cytoplasme, la mitochondrie ou encore le noyau des cellules vivantes. Elles sont également

adaptées a la visualisation de structures plus fines comme les microfilaments ou les
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| Introduction générale

microtubules. Des essais d'imagerie en cellules vivantes ont aussi été menés pour I'étude de
structures cellulaires avec la ONL (lysosomes, peroxysomes). La dynamique rapide des
peroxysomes et des lysomomes a pu étre étudiée et les trajectoires suivies pendant
plusieurs minutes et ce, jusqu’a 4 heures aprés I'addition du substrat.

Les Nano-lanternes ont toute leur importance dans les études d’imagerie in vivo.
Elles ont notamment été utilisées dans la détection de tumeurs invasives chez les souris
vivantes, pour la recherche de métastases et le criblage de molécules anti-cancéreuses.
L’'implantation de cellules de I'adénocarcinome du colon 26 exprimant stablement la Nano-
lanterne YNL ou la Rluc native chez des souris nues BALB/c a été réalisée. L’'augmentation
de la brillance due a l'utilisation des Nano-lanternes a permis le suivi des tumeurs un jour
aprés transplantation et cela jusqu'a 17 jours aprés l'implantation. En comparaison a de
précédentes études, I'imagerie cellulaire de souris non anesthésiées n’était possible que
pour des souris nues a larges tumeurs, exposées a des temps prolongés (160 a 200 unités

contre 33 unités dans le cas des Nano-lanternes) (Figure 17).
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1.5E46 A] Position des cellules 26 du colon exprimant
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rouge) dans des souris transplantées, vue
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magenta). Barre d’échelle 1cm 7172,
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Ces sondes bioluminescentes possédent donc un avantage majeur dans les

techniques d’imagerie en temps réel des structures en cellules vivantes, avec une résolution

spatiale équivalente a la fluorescence, mais aussi dans la détection et plus particulierement

'analyse de tumeurs et de métastases chez des souris vivantes, non anesthésiées.

I.2.c.6 Avantages du BRET

De toutes les méthodes de RET, la méthode de BRET posséde le plus d’avantages,

faisant de cette technique la meilleure candidate pour le développement de tests de
criblages. Dans le cas du FRET, le donneur d’énergie doit étre excité par une source
lumineuse, ce qui n'est pas le cas du BRET. En raison du chevauchement des pics
d’émission et d’absorption des mutants de la GFP, I'excitation par la source lumineuse

entraine souvent I'excitation simultanée du donneur et de I'accepteur. La quantification du
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Avantages

Inconvénients

transfert d’énergie reste plus évidente avec le BRET : une expression relative des niveaux
d’expression du donneur et de l'accepteur pouvant étre quantifiée indépendamment. La
supériorité du BRET a également été démontrée lors du développement d'immunoessais. La
concentration en antigéne est déterminée en quantifiant la réassociation induite des chaines
légéres d’'une immunoglobuline marquée avec des protéines bioluminescentes et
fluorescentes. Quand le BRET a été utilisé a la place du FRET, un signal a été détecté en
présence d’une concentration en donneur 40 fois moins importante. Cette concentration
moindre de partenaire en l'absence d’antigéne permet la détection d'une plus faible
concentration d’antigéne. A essai identique, ces expériences ont pu démontrer que le BRET
s’avere étre 10 fois plus sensible que le FRET (notamment avec le BRET1 et la Rluc8),

permettant ainsi I'utilisation de récepteurs endogénes (Tableau 2).

Tableau 2 : Comparaison des méthodes de FRET et de BRET

Fluorescence Resonance Energy Transfer Bioluminescence Resonance Energy Transfer

(FRET) (BRET)

-Pas d’excitation du donneur d’énergie

-Aucune autofluorescence des cellules (luminosité
-Tres bonne résolution subcellulaire faible)
-Facilité d’interprétation
-10 fois plus sensible pour des signhaux
d’expression physiologique identique
-Excitation simultanée du donneur et de
'accepteur
-Autofluorescence des cellules lors de 'excitation _Résolution subcellulaire plus faible
-Interprétation des résultats plus difficile
-Moins sensible, expression plus forte des
protéines de fusion
Criblage a haut/moyen débit trés difficile Criblage a haut/moyen débit possible

BN

Le BRET est donc un outil particulierement adapté a réalisation de diverses
applications telles que le dosage de composés, I'étude de I'oligomérisation des récepteurs,
'étude de I'activation de voies de signalisation ou encore la recherche d’inhibiteurs ou
d’activateurs de protéases, des applications compatibles avec les techniques de criblage a

haut débit’3, et en fait une méthode de choix pour les études de criblages.
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.3 Systemes rapporteurs

De nombreux phénoménes physiologiques comme la communication, le
développement cellulaire, la régulation de la croissance, la prolifération, ou I'oncogénése
sont des phénoménes contrblés par des jeux d’expression génique différents. Pour obtenir
des informations sur la relation entre l'activation, I'inhibition des différentes voies et leurs
effets sur I'expression des génes, des éléments de réponse spécifique sont fusionnées a des
génes codants pour des protéines rapporteurs’. Classiquement, un gene rapporteur est
connecté a un promoteur ou a une séquence codante d’un géne d’intérét que ce soit chez la

bactérie’’®, ou dans les cellules animales ou végétales’™.

Ces génes peuvent étre utilisés comme indicateurs

dans le suivi de [lactivité transcriptionnelle, par

traduction

guantification de I'activité enzymatique du rapporteur O

plutbt que la quantit¢é d’ARNmessager (ARNm) _O @)

Protéines

transcription Signal quantifiable

rapporteur ou de la protéine correspondante’’

(Figure 18). Ces génes rapporteurs sont choisis en c\
fonction des caractéristiques qu’ils conférent aux @ -
organismes qui les expriment et sont souvent
facilement identifiables ou mesurables et répondent a
trois criteres majeurs : i) étre étranger au génome de

I'héte, ii) leur produit doit permettre une visualisation Figure 17: Principe de Iactivation d’un
. . . . , _ _génerapporteur
I’aplde et precise afin de déterminer dans quel endroit Le plasmide rapporteur transfecté dans les
cellules exprime un taux d’ARNm sous
contrble du promoteur (orange), ces
étre quantifiable pour mesurer facilement I'activité du transcrits seront ensuite traduits, et un signal
pourra étre quantifié.

de la cellule agit le gene modifié et iii) leur activité doit

promoteur induisant sa modification.

Ces systémes sont généralement classés en deux groupes, d’'une part les génes
rapporteurs dont I'expression provoque l'apparition d’'une protéine quantifiable directement
(par exemple protéine fluorescente) ou bien une protéine présentant une activité
enzymatique (bioluminescente ou autre). Les génes rapporteurs peuvent de plus étre utilisés
dans de nombreuses applications in vitro ou in vivo, le choix du rapporteur dépendra de la
lignée cellulaire, la nature de I'expérience, ainsi que I'adaptabilité du test pour une détection

appropriée, comme 'imagerie cellulaire .
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I.3.a Systémes rapporteur basés sur I'activité enzymatique

I.3.a.1 Chloramphénicol acétyltransférase (CAT)

Ce géne rapporteur est le premier a avoir été décrit pour I'analyse de la régulation
transcriptionelle dans les cellules de mammiféres. Cette enzyme de structure trimérique
possede trois sous-unités identigues de 25kDa chacune, et est relativement stable
lorsqu’elle est exprimée en cellules de mammiféres. Elle catalyse le transfert du groupe
acétyle de I'acétyl-CoenzymeA (acétylCoA) en chloramphénicol. Aprés lyse des cellules par
cycles de congélation/décongélation, les lysats sont mis en contact en présence de
chloramphenicol radioactif et d’acétylCoA L’enzyme CAT transfére ainsi le groupe acétylé de
lacétylCoA sur les positions 2 ou 3 du chloramphenicol. La réaction est suivie par
chromatographie sur couche mince qui permet la séparation du chloramphénicol acétylé de
la forme non acéthylée. Un signal unique correspondant au chloramphenicol non acétylé est
ainsi relevé. Plus le signal autoradiographique est fort, plus le niveau de transcription est
élevé, révélant ainsi I'activité réelle du promoteur. Cette enzyme a été largement utilisée
dans certains modéles de maladies comme I'hépatite B, les maladies cardiaques, ainsi que
la pharmaco-résistance dans les bactéries. Cependant, ce test repose principalement sur

des radio-isotopes, limitant son application en cellules vivantes’®-,

I.3.a.2 p-galactosidase et opéron lactose

L’'opéron lactose, opéron indispensable au métabolisme et au transport du lactose
chez certaines bactéries de la famille d’Escherichia coli, fait partie des systémes rapporteurs
bien décrits et code pour une enzyme la B-galactosidase. Cet opéron est organisé en
plusieurs genes codant pour différentes enzymes : LacZ (B-galactosidase), LacY (lactose
perméase), LacA (thiogalactoside transacétylase) (Figure 19A). Ces génes de structure sont
précédés par une région responsable de la régulation responsable de leur expression qui
comprend le promoteur et 'opérateur. Le géne régulateur Lacl se trouve de plus en amount
de cette séquence promotrice et exprime en continu, un répresseur qui bloque I'expression
de l'opéron. En absence de lactose cet opéton est sous forme active, et se fixe au niveau de
la séquence opérateur, ce qui empéche la fixation de '’ARNpolymérase et donc I'expression
de l'opéron. En revanche, en présence de lactose, le répresseur est capable de se
complexer avec un isomere du lactose ou un analogue I'IPTG (Isopropyl (B-D-1-
thiogalactopyranoside), empéchant sa liaison a I'opérateur et permettant donc I'activation de
la transcription du géne de la B-galactosidase. Contrairement a I'allolactose, I'lPTG n’est pas
un substrat et celui-ci peut étre qualifié « d’inducteur gratuit », et est non métabolisable, ce
qui lui permet de rester a concentration stable dans le milieu pour une induction constante et

stable. L'IPTG est donc courramment utilisé pour induire I'expression des protéines
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recombiantes de divers génes rapporteurs placées sous le contréle du promoteur LaC. Les
bactéries sont cultivées dans un premier temps en absence d’'IPTG, puis I'addition d'IPTG au

milieu permet d’induire la production de la protéine d’intérét au moment souhaités.

Basé sur le principe de I'opéron lactose, le test blanc/bleu été mis au point (Figure
19B). Dans ce test les souches de bactéries hotes sont délétées du fragment alpha du géne
LacZ au niveau de I'extrémité N-terminale. La souche synthétise donc un fragment inactif, et
donc une B-galactosidase non fonctionnelle. Cette souche pourra étre transformée avec un
plasmide rapporteur d’intérét codant pour le fragment alpha manquant du géne LacZ, et par
alphacomplémentation, une b-galactosidase active pourra étre synthétisée. De plus, en
présence d'IPTG, et de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-bD-galactopyranoside), les colonies
possédant le plasmide rapporteur d’intérét apparaitront bleues, B-galactosidase active,
hydrolyse le X-gal en galactose+X, ce composé étant de couleur bleue. Les colonies

transformées mais non recombinées apparaittrons quant a elles de couleur blanches.

Initiation
Séquences de fixation transcription
des protéines régulatrices
Reégulation " Promoteur Opérateur Geénes de structure

F
AMPc

”’ ﬁ-gafaCfOSfdase . Figure 18 : Opéron Lactose et test blanc/bleu
Lactose A] Principe de l'opéron l'actose. En I'absence de
\ perméase | lactose, l'opéron est sous sa forme inactive et
\’ 00 / Thiogalactoside ~ @ucune des enzymes n'est produite, 'opéron est
— transcétylase bloqué par le répresseur. En présence de lactose,
”’ ™ celui-ci va se lier au répresseur, supprimant toute
\ A — affinité avec l'opérateur. Pour augmenter la
)/ PTG Lactose production de l'actose (environ 50 fois), la CAP

(Catabolite Activator Protein) forme un complexe

00 ““ avec 'AMPc permettant sa fixation au brin d’ADN

”””” - au niveau de l'opérateur. LAMPc n’est présente

oo uu que lorsque le glucose n’est plus disponible,

accélérant ainsi positivement la production de

lactose. B] Exemple de bactéries bleues dans le
cas d’un test blanc/bleu

Répresseur inactif

I.3.a.3 p-glucuronidase et géne GUS

Un autre géne provonant d’E.coli, le géne GUS (pour B-glucuronidase) est utilisé
comme géne rapporteur. Sur le méme principe que le test blanc/bleu, une coloration bleue
sera mise en évidence si le géne d’intérét est exprimé. Le susbtrat de ce géne est le X-Gluc
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Glucuronic acid) qui aprés clivage produit un précipité bleu
insoluble a 37°C. A l'origine, ce géne a été découvert par Richard Anthony Jefferson® a

I'Université de Boulder, et son application a été utilisée dans la recherche de pathogéenes

40



| Introduction générale

végétaux viraux, les plantes, les levures ou encore les champignons. De nombreux
exemples ont étés décrits dans la littérature, la Figue 20 donne un apercu de la coloration

bleue dans le cas d’une étude du géne hemivenata-1%.

Figure 19 : Exemple du motif d’expression du géne hemivenata-1 découvert par le transgéne
PETA2-GUS

A q\B

A] Coloration GUS des plantules
portant a droite le transgéne PETA2-
GUS. B] Racines, C] Rosette, D]
Rosette agrandie, E] Cotylédon, F, G
et H] Septiemes feuilles végétatives ]
Feuille caulinaire, J] Sépale, K] Pétale
et étamine L] Inflorescence, M]
Feuilles immatures, N] Fleur mature O
et P] Détails de la nervation d’une
premiere feuille. Images de plantes

transgéniques®

I.3.a.4 Systémes rapporteurs bioluminescents

Les systémes rapporteurs bioluminescents ou luciférases possédent de nombreux
avantages dans la quantification du niveau d’expression des génes et des protéines. Comme
développé précédemment (cf. I.2.c), ceux-ci ont 'avantage, en comparaison aux systemes
fluorescents, de posséder un faible niveau de bruit de fond. La détection du signal de
bioluminescence s’effectue dans I'obscurité compléte par un détecteur de Ilumiére, la
réaction luciférine-luciférase (Rluc, Nluc, Gluc...) émettant de la lumiére dans les cellules ou
tissus. De ce fait, un niveau d’expression génique plus faible pourra étre détecté par ces
systémes en comparaison aux protéines fluorescentes®. Plusieurs systémes rapporteurs
bioluminescents ont donc vu le jour ces dernieres années en fonction de I'application

souhaitée.

1.3.a.4.i Luciférases de type « Flash and Glo »

Comme pour les études de BRET de nombreuses luciférases ont été clonées et
utilisées a partir de différents organismes marins ou coléoptéres. Les luciférases les plus
couramment utilisées restent la Rluc, la Fluc et la Nluc ainsi que les luciférases dites click
beetles qui offrent une large gamme d’option de couleurs luminescentes. L'aequorine est
également utilisée dans le suivi des concentrations de calcium intracellulaire. Les systémes
rapporteurs luciférases ont pu étre développés en fonction de leur cinétique et regroupé en
luciférase de type « Flash » ou « Glo ». Par exemple, une luciférase de type « Flash »
comme la Rluc ou la Gluc va générer une bioluminescence de haute intensité en trés peu de

temps (environ 10 secondes)®®® alors que des luciférases de type « Glo » telles que la Fluc
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ou la luciférase bactérienne Lux génerent une bioluminescence stable et de plus longue
durée (plus de 30 minutes)®. Les luciférases de type flash ont un intérét dans la
quantification en un point précis de temps, mais leur brillance est plus appropriée dans
l'enregistrement a long terme dans certaines applications comme I'étude des rythmes
circadiens®.

De plus, les luciférases natives telles que la Fluc et la Rluc ne sont pas optimisées en
tant que rapporteurs et ses protéines ont pu étre améliorées pour favoriser leur expression
dans les systemes rapporteurs. L'optimisation de certains codons a permis d’améliorer ces
protéines et des séquences de transcription non nécessaires ont été éliminées permettant

I'obtention d’'un systéme d’expression plus spécifique en cellules de mammiféres.

.3.a.4.ii Tests a double rapporteurs luciférases

Les tests a double rapporeurs luciférase peuvent permettre d’obtenir des informations
a partir de systemes complexes par la mesure séquentielle de deux luciférases. En effet, un
premier rapporteur est d’abord mesuré par ajout du premier réactif qui génére un signal
luminescent pendant environ 1 minute. Aprés avoir quantifié cette luminescence la réaction
est stoppée par un second réactif permettant la mesure de la seconde luciférase (tests
développés par la compagnie Promega, France). Ces systémes rapporteurs a double
luciferase peuvent avoir leur utilité dans les essais ou les données collectées avec un seul
géne rapporteur sont insuffusiantes pour avoir des résultats concluants, I'une des deux

luciférases exprimées de fagcon constante servant de moyen de comparaison interne.

I.3.a.5 Systémes rapporteurs avec protéines quantifiables directement

La protéine fluorescente verte GFP est I'un des génes rapporteurs les plus
couramment utilisés dans de nombreux systemes biologiques, car celle-ci posséde de
nombreux avantages dans la visualisation ou la localisation subcellulaire d’'une protéine dans
une cellule. La fluorescence étant brillante, il est possible d’observer finement des structures
a l'intérieur des cellules telles que les noyaux ou d’autres organites. De plus, comme pour le
développement des études de BRET, il existe une large palette de protéines fluorescentes®,
il est donc possible d’exprimer plusieurs génes codants pour des protéines fluorescentes de
différentes couleurs au sein d'une méme cellule et de les fusionner a diverses protéines
d’intérét. Un autre avantage est I'excitation spécifique, il est en effet possible d’exciter les
protéines fluorescentes dans une petite zone de tissu ou cellule spécifique par I'utilisation
d’'un faisceau laser. Les techniques de microscopie confocale a balayage laser a deux
photons sont des techniques de fluorescence haut débit qui « effacent » la fluorescence hors
foyer en excitant spécifiquement un point de I'échantillon avec un faisceau laser focalisé et

générant des images 2D ou 3D par balayage.
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Comme pour les techniques de FRET, ce systéme posséde quelques désavantages
comme le photoblanchiment. Les fluorophores sont endommagés par les photons et perdent
leur capacité de fluorescence. La phototoxicité, peut aussi étre un désavantage lorsque les
fluorophores sont exposés a la lumiére en particulier a une énergie plus élevée, le processus
tend a générer des espéces réactives de 'oxygéne (ROS) qui peuvent endommager '’ADN,
'’ARN ainsi que les protéines par oxydation °. Les cellules contiennent de plus, des
composés naturellement fluorescent (autofluorescence), de c fait les signaux des protéines
fluorescentes doivent étre suffisamment élevée par rapport a l'autofluorescence naturelle
pour s’élever au-dessus du bruit de fond 8 ou suffisamment différente en terme de longueur
d’onde pour étre séparé par filtres optiques. Enfin, la GFP est une protéine trés stable® ce
qui lui conféere un avantage dans la localisation des protéines mais est cependant
problématique dans la mesure de la dynamique du niveau d’expression, car les protéines
préexistantes continuant de s’accumuler. Il est donc difficile de déterminer combien de de
nouvelles protéines ont été créés a un moment donné. La quantification de I'expression
génique plus fine dans le temps est possible avec des protéines fluorescences si une
séquence de dégradation est intégrée a la protéine rapporteur, induisant une diminution de
son temps de demie-vie par recrutement de la machinerie de protéolyse cellulaire. Ci-
dessous Figure 21 sont listés comme précédemment quelques exemples de génes

rapporteurs utilisés en fluorescence®.

Figure 20 : Quelques exemples exhaustifs de systémes rapporteurs

ag C

Expression du géne rapporteur H2B-GFP
pendant le développement du rein

Vue dorsale fluorescente a champs large du
tractus urogénital E12.5 (A). Vue fluorescente
a grand champ du rein et de la glande
surrénale E14.5 (B) et P2 (C). Expression
dans le rein: limitée aux canaux collecteurs
(D). Canaux mésonéphriques et
paramésonéphriques positifs pour le
transgene E14.5 (E). Coupe transversale a
travers la glande surrénale montrant des
niveaux élevés du transgéne dans la région
corticale P2 (F). Cortex rénal en P2 montrant
un  évenement de ramification. Fort
grossissement du rein (H) et du cortex
surrénalien P21 (1)%?
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Construction de souches rapporteurs de
drosophiles

(B-D) Induction de la réponse systémique
chez les mouches transgéniques diptericine-
GFP, drosocine-GFP (B), défensine-GFP (C)
et attacine-GFP (D). Les mouchesont été
piquées avec une aiguille inoculée avec des
bactéries et examinées 48 heures plus tard.
(E) Induction de la réponse systémique chez
les larves défensine-GFP. Les larves du
troisitme stade sont naturellement infectées
par Bacillus megaterium (1) et examinées 24
heures plus tard. (F) Expression de la GFP
dans le corps gras d'une larve diptericine-GFP
24 heures aprés une blessure septique®.

Des micrographies DIC et des images
fluorescentes montrent les trois anneaux de
cellules intestinales les plus postérieures
(anneaux VII-IX). Sur la figure, la partie
postérieure est a gauche et la partie dorsale
au sommet. La rangée supérieure montre un
animal exprimant deux rapporteurs
multicopies. La rangée du bas montre un
animal exprimant deux rapporteurs en copie
unique.

En conclusion, un systéme rapporteur doit posséder les caractéristiques suivantes : i)

s’exprimer uniformément dans les cellules hétes, ii) générer uniquement une réponse aux

effecteurs, c'est-a-dire éviter I'expression anormale d’autres génes et iii) posséder une faible

stabilité intrinséque pour refléter rapidement la dynamique transcriptionnelle®.
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.4 Tests d’activités protéase

.4.a Protéases : Définition et classification

Les protéines font partie des polymeres biologiques les plus stables. Les liaisons
peptidiques qui les constituent sont capables de résister des heures a certains phénoménes
comme I'ébullition, mais ces liaisons ne durent que quelques microsecondes en présence
d’'une protéase spécifique. L'étude des liaisons peptidiques et des protéases remonte au
XIXeme siecle avec la découverte de la pepsine par Schwann en 1836 et de la trypsine, par
Corvisart en 1856. Depuis, de nombreuses protéases ont pu étre identifiées dans presque
tous les organismes (plantes, homme, virus). Elles jouent un rdéle dans la plupart des
processus biologiques et sont souvent impliqguées dans un grand nombre de maladies
(coagulopathies, inflammation, maladies infectieuses, cancers, maladies dégénératives,
troubles cardiovasculaires...). Les protéases, peptidases, protéinases ou encore enzymes
protéolytiques sont des enzymes qui hydrolysent la liaison peptidique établie entre deux
acides aminés au sein d’'une chaine polypeptidique. Elles peuvent étre regroupées en 6
classes et constituent 'une des plus vastes familles d’enzymes. Environ 2% des genes du
génome humain codent pour des protéases, soit un total d’environ 550 génes. De plus, ces
enzymes sont caractérisées par une grande diversité structurale et fonctionnelle®. Le
Tableau 3, présente les différentes classes d’enzymes ainsi que quelques exemples de

protéases retrouvées dans différents types d’organismes.

Tableau 3 : Différentes familles de protéases
95-97

Famille Organismes et fonctions Exemples Nombre de génes
Aspartate -Humains -Pepsine
2 -Plantes . 21
protéase . -Cathepsines
-Retrovirus
-Plantes (croissance et -Papaine
- développement, voies métaboliques) -Cathepsines
Cysteine ) .
2 -Humain (sénescence et apoptose, -Caspases 161
protéase . : o "
réponse immunitaire, remodelage -Calpaines
matrice extracellulaire) -TEV protéase
a -Humain (modification et remodelage -Métalloexopeptidases
Métallo : . . .
a de la matrice extracellulaire dans le -Métalloendopeptidases 191
protéase . O
développement des 0s) matricielles
- -Humain (digestion, réponse -Trypsine, chymotryspsine
SIS immunitaire, coa i i -Elastase
2 , gulation sanguine) ; 178
protease -Maturation des virus -Thromblne
-Protéase du VHC (NS3-4)
Glutamate -Champignons .
2 -Plantes -Eqolisine /
protéase :
-Humains
Thréonine  -Humain (sous-unités catalytiques du -Ornithine acetyltransferase 27
protéase  protéasome) -Archaean proteasome
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Certaines protéases peuvent étre produites sous forme de précurseurs inactifs ou
zymogénes. Certains zymogénes peuvent étre activés par des changements
environnementaux entrainant ainsi un changement conformationnel ou par la liaison d’'une
petite molécule ou peptide conduisant & une conformation active. Une des stratégies les plus
connues d’activation du zymogéne implique I'expression de la protéase fusionnée a un
segment d’activation allant de 2 a 100 résidus, et empéche I'activité protéolytique avant le

clivage de ce dernier®,

l.4.b Reconnaissance et spécificité du substrat

Des efforts considérables ont été consacrés au développement de tests protéases
sélectifs et robustes pour la détection quantitative des protéases et de leurs inhibiteurs. La
fonction principale des protéases est d’hydrolyser une liaison peptidique entre deux
aminonacides (endopeptidases) ou au niveau d’acides aminés terminaux, a I'extrémité N-
terminale ou C-terminale (exopeptidase). Il en résulte la fragmentation d’'une chaine
peptidique en deux plus courtes. La Figure 22 décrit I'hydrolyse entre les positions P1 et P1’
d’'une chaine peptidique. En fonction du type de protéase, le degré de spécificité du substrat
peut étre variable.

N-terminal

S5 84 83 82 51 817 827 83 S4 8%

C-terminal

Figure 21 : Reconnaissance et spécificité du substrat pour la protéase

Dans la notation standard, le substrat est clivé entre les résidus de la position P1 (amino-terminale) et
P1’ (carboxy-terminale) avec P1, 2, 3... n et P1’, 2’ ,3’... n résidus dans l'ordre croissant vers
l'extrémité N et respectivement vers la terminaison C de la protéine. Les poches correspondantes de
la protéase qui vont accepter le substrat sont désignées par les lettres S et S’ Adapté de Drag et
Salvesen, 2010 %, et Hao Ong et Yang, 2017 °°.

Les protéases vont présenter différentes spécificités de substrat. Par exemple, la
trypsine exige essentiellement une lysine ou une arginine en position P1. D’autres exemples
comme l'antigéne prostatique spécifique (PSA) reconnaissent spécifiquement la séquence
d’acides aminés HSSKLQ (P6-P1), tandis qu’'un acide aspartique en position P10 pourra
améliorer la spécificité du peptide dans le cas de la thrombine. Mécaniquement, I'hydrolyse
des chaines peptidiques par les protéases implique des interactions spécifiques entre les
sites catalytiques des protéases et les acides aminés complémentaires : formation de
liaisons covalentes, attractions électrostatiques, liaisons hydrogénes et forces de Van der

Waals. La spécificité et I'activité des protéases reposent donc sur I'hydrolyse de chaines
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peptidiques qui contiennent des séquences d’acides aminés spécifiques. En partant de cela,
des substrats peptidiques spécifiques sont souvent utilisés pour détecter la présence d’'une

protéase cible.

l.4.c Cibler et inhiber les protéases

Les protéases, qu’elles soient d’origine cellulaire ou virale, représentent une cible
pharmacologique importante en raison de leur implication dans de nombreux processus
biologiques et de nombreuses maladies: la thrombine et la plasmine dans les
coagulopathies et les troubles de la coagulation ; les métalloprotéinases matricielles (MMP)
dans linflammation et le cancer; la rénine et I'acéthylcholine estérase (ACE) dans
I'hypertension ; staphylococus et streptococus protéases dans les infections nécrotiques de
la peau et la destruction de 'homéostase ; les cystéines et cathépsines protéases et les
caspases dans les cancers et maladies neurodégénérative. Et enfin les protéases virales
liges aux virus de limmunodéficince humaine et de I'hépatite C, utilisées dans les

traitements de trithérapie (Tableau 4).

Tableau 4 : Exemples de succeés thérapeutiques dans
la découverte d’inhibiteurs de protéases %

. Classe de Nom du Type de Mise sur le ex
Maladie ! < 1 L7 . Référence
protéase médicament médicament marché
ACE Captopril (Capoten ; o 100
_ (Métallo) Brystol-'Myers Peptidique 1981
Hypertension Squibb)
o Aliskiren
Renine (Tekturna/Rasilez ; Non 2007 101
(Aspartique) = Novartis/Speedel) peptidique
Thrombine Desirudine
(Sérine) (Revase/lprivask ; Peptidique 1998 102
Coagulation Novartis)
Facteur Xa Rivaroxaban Non- 2008 103
(Sérine) (Xarelto ; Bayer) peptidique
. Dabigatran
Thrombine (Rendix/Pradaxa ; Non- 104
- ! e 2008
(Sérine) Boehringer peptidique
Ingelheim)
Protéasome Bortezomib
Cancer . (Velcade ; Peptidique 2003 105
(Thréonine) ) )
Milennium)
Virus de HIV Tipranavir (Aptivus ; Non
Fimmunodéficience protéase Pfizer | Boehringer entidique 2005 106
humaine (SIDA)  (Aspartique) Ingelheim) peptidiq
S DPP4 Sitaglipin (Januvia ; Non 107
PIETEED (Sérine) Merck) peptidique 2006
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L’'objectif est alors d’identifier un inhibiteur spécifique, généralement une petite
molécule, pour bloquer I'action de la protéase, la stratégie principale étant de cibler le site
actif de la protéase en imitant la structure d’'un substrat peptidique. Quelques exemples
d’inhibiteurs détaillés dans le Tableau 4 font partis de médicaments développés avec succes
ces 30 dernieres années®:9:108,

Les premiers inhibiteurs de protéases ayant obtenus une AMM (Autorisation de Mise
sur le Marché) sont des antihypertenseurs et des antiviraux. Depuis le Captopril en 1981, un
inhibiteur de I'enzyme convertissant [I'angiotensine (ACE) dans le traitement de
'hypertension, d’autres inhibiteurs ont pu étre développés. Sur le méme modele, il existe
plus de 10 médicaments autorisés ciblant les protéases des virus de 'immunodéficience
humaine (HIV) ou de I'hépatite C (HCV). Les inhibiteurs de protéases du HIV-1 ont joué un
réle considérable dans I'étiologie virale du SIDA en transformant cette infection mortelle, a
court terme, en une maladie soignable par un traitement plus fiable et plus rapide. Depuis
leur découverte, les inhibiteurs se sont avérés utiles dans d’autres zones thérapeutiques
comme dans le traitement des troubles de la coagulation avec la Desirudine, inhibiteur de la
thrombine, approuvé en 2000, ou encore dans le traitement du myélome multiple avec le
Velcade ou Bortézomib en 2003, un inhibiteur du protéasome. Ces quelgues exemples
restent une petite fraction des découvertes dans ce domaine, mais la recherche des cibles
de protéases et la diversité des pathologies dans lesquelles les protéases sont impliquées

sont importantes.

l.4.d Développement de tests protéases

En terme de classification, les tests protéases peuvent étre différenciés en tests
d’affinité et d’activité. Pour les tests d’affinité, la détection et la quantification sont basées sur
la présence de la protéase, quelque soit son niveau d’activité. En revanche, les tests
d’activité protéase sont plus adaptés dans la détection de I'activité de la protéase elle-mém.
lls présentent un grand intérét dans la relation directe entre les activités de la protéase et les
maladies. C’est pourquoi, il est plus intéressant dans notre étude de les développer. Les
tests d’activité protéase peuvent étre divisés en deux groupes : les essais homogénes et les
essais hétérogenes. Pour les dosages homogénes, substrats et échantillons sont présents
en phase aqueuse alors que dans les dosages hétérogénes, les substrats des protéases
sont souvent immobilisés sur une plateforme solide quand les échantillons a étudier sont
présents en phase aqueuse. Ces tests vont donc regrouper tous les tests de capteurs de
protéase a base électrochimique, de résonance plasmonique de surface SPR, de capteurs
de spectroscopie Raman a surface renforcée (SERS), les essais de protéase enzymatique et
les analyses LC a base de cristaux liquides. Le but de la thése étant d’adapter une sonde

BRET a un test de suivi protéase, notre intérét sera porté uniquement sur les tests d’activité
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protéase homologues regroupant les dosages colorimétriques et par spectroscopie de
masse, la polarisation de fluorescence et surtout les méthodes de transfert d’énergie de

résonance développées au paragraphe 1.2%,

I.4.d.1 Essais développés en RET

Comme détaillé dans le chapitre précédent, un nombre croissant de publications
décrit l'utilisation de sondes RET dans les tests de proximité, pour I'étude des interactions
protéine-protéine. Ces tests de proximité sont également mis en oeuvre pour les essais de
complémentation'® ainsi que dans les tests protéase!l®. Les tests protéases permettent
alors de suivre 'augmentation ou la diminution d’un signal de RET suite a la dissociation du

complexe donneur-accepteur par clivage protéolytique.

1.4.d.1.i FRET et tests d’activité protéase

En raison de la proximité du donneur et de l'accepteur, les tests de FRET sont
couramment utilisés dans la recherche d’inhibiteurs et dans les tests protéases. Dans ces
tests, donneur et accepteur sont séparées par un petit peptide portant le site de
reconnaissance de la protéase. En absence de protéase, une interaction a lieu et un signal
de FRET est mesurable ; la présence de la protéase entrainera le clivage et la dissociation
des deux partenaires d’ou une diminution du signal de FRET. Différents donneurs et
accepteurs peuvent étre utilisés : des molécules organiques (Figure 23A et 23B), des
nanomatériaux (Figure 23C). Plusieurs exemples de tests protéases développés en FRET
sont représentés avec pour chaque type de molécule utilisée des exemples de protéases

cellulaires ou virales®®.

Molécule Test protéase FRET Exemples et références

Protéases cellulaires

-Caspase 3 111,112
-TEV protéase 113
-SENP1 (SUMO) 114

Protéases virales

-Human Enterovirus (HEV) 115
-Hepatitis C virus (HCV) 116

Protéine
fluorescente Accepteur
et/ou
organique
dye

Signal de FRET Pas de signal de FRET
Protéases cellulaires

@ -Métalloprotéinase matricielle
Accepteur 117,118

Protéases virales
-Chikungunya virus (ChikV)
119,120

-Human Immunodeficiency
virus (HIV) 121122

Fluorophore-
Quencher

Pas de signal de FRET Signal de FRET
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Ni+ N‘*
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Qb 69 CD @ Protéases cellulaires

Quantum Ni+ OOO Nt OOO Caspase-1, Thrombine,

Dots @ § QZD+N 69 8 Qb+Nl Collagénase, Chymotrypsine
1

123,124
Ni+ N'+

Signal de FRET Pas de signal de FRET

Figure 22 : Exemple de différents tests protéases appliqués alatechnique de FRET

A et B] Utilisation de donneurs et d’accepteurs organiques (protéines fluorescentes, organique dye,
guencher) ou C] Utilisation de nanomatériaux (Quantum Dots). Adapté de Hao Ong and Yang, 2017
99

1.4.d.1.ii BRET et tests d’activité protéase

Comme pour le FRET, cette méthode de RET permet la mise en place et le suivi de
tests a activité protéase. Basé sur le méme principe, lintroduction d'un petit peptide
spécifique d’'une protéase entre les deux partenaires permet le suivi par diminution du signal
apres clivage par la protéase. De nombreuses combinaisons ont également pu étre

développées dans la recherche d’inhibiteurs de protéases virales ou cellulaires (Figure 24).

Exemples et

Molécule Test protease BRET -

Protéases cellulaires

” recentad | -ENtETokinase 6
Protéines 1 £\ , -Thrombine 125
bioluminescentes _— | -Caspase-3 126
I
]

et fluorescentes
Protéases virales

Signal de BRET Pas de signal de BRET ~ HIV*¥

Ni+

Nit ooo @ Protéases cellulaires

|
I -Métalloprotéinase MMP-
: 2128,129

Quantum Dots

Pas de signal de BRET Signal de BRET

Figure 23 : Exemple de différents tests protéase appliqués a latechnique de BRET
A] Utilisation de donneurs et d’accepteurs organiques (protéines bioluminescentes et fluorescentes)
ou B] Utilisation de nanomatériaux (Quantum Dots). Adapté de Hao Ong and Yang, 2017°°.

Les stratégies de développement de tests ciblant les protéases sont nombreuses et
se sont avérées utiles dans la découverte d’'inhibiteurs de protéases. Des protéases d’'une
grande spécificité ont été utilisées comme outils pour la suppression de certains tags
d’affinité (étiquettes) ou dans la suppression de séquences. De nombreuses protéases telles

que le facteur Xa, les entérokinases, les métalloprotéinases, les entérokinases ou encore la
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thrombine peuvent ainsi étre utilisées dans différents tests, comme décrit précédemment (cf.
.4.d.1.ii). En revanche, il arrive que des protéases manquent de spécificité et peuvent
conduire a des effets non spécifiques. Les protéases virales ont également été beaucoup
utilisées comme la protéase 3C des rhinovirus ou encore la protéase TEV du Tobacco Etch
Virus'?, Il a alors été mis en évidence des protéases appropriées (i) hautement actives a pH
neutre, (i) présentant une forte spécificité de substrat, sans substrat endogéne dans les
cellules de mammiféres et (iii) bien tolérées par les cellules de mammiféeres aprés
surexpression. La protéase TEVp du virus de la gravue du tabac (Tobacco Etch Virus) s’est
avérée étre un bon candidat en raison d’une forte activité et d’un clivage trés spécifique, la
rendant plus stringente comparativement aux autres protéases. Cette protéase est en outre
'une des rares a combiner diverses caractéristiques applicables a des tests in vitro et in

vivo'®,

l.4.e TEV protéase
l.4.e.i Origine

La protéase TEV du Tobacco Etch virus fait partie de la famille des Potyviridae, virus
responsables de nombreuses infections des espéces végétales. Le génome du virus TEV
est un ARN monocaténaire de polarité positive (+) de 9500 nucléotides qui code pour une
poylprotéine de 3054 acides aminés. Cette polyprotéine donne, aprés infection des cellules,

10 produits matures ainsi que 3 protéases virales dont la TEVp'° (Figure 25A).

A B

VY Yy v \ Y
Pl HCpro P3 cl g Nia NIb cP

Vpg TEVp

-

v

veo | TEVRLM

Figure 24 : Protéase du Tobacco Etch Virus
A] Polyprotéine clivée par la TEVp aux sites indiqués par un triangle bleu. Le précurseur Nla de

49kDa est clivé en protéine Vpg et TEVp. P1 : Sérine protéase ; HCpro : composant auxillaire pour la
transmission des pucerons ; P3 : protéine P3, 6K1 et 2 ; Cl: inclusion cylindrique ; CP : protéine de
couche ; Vpg : protéine virale liée au génome d’inclusion nucléaire Nla et NIb. Adapté de Cesaratto et
al., 2016'2. B] Structure cristallographique de la TEVp présentant les deux tonneaux
B caractéristiques de la superfamille de la chymotrypsine. Adapté de Shafee 2014131,

Cette protéase d’inclusion nucléaire Nla traite la plus grande partie de la
polyprotéine'2. Le précurseur Nla est clivé dans le domaine N-terminal en deux protéines :

la Vpg, de 21kDa, et la protéase virale TEVp d’une longueur de 27kDa'3. La TEVp
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appartient a la famille des peptidases C4 et est structurée en tonneaux  a deux domaines
antiparalleles (Figure 25B)'34. Elle possede de fortes homologies avec la famille des
protéases a sérine malgré la présence d’'un acide aminé cystéine a la place d’'une sérine.
Son noyau catalytique est composé d’'un résidu histidine en position 46 (H46), d’'un acide
aspartique en position 81 (Asp81) et dune cystéine en position 151 (C151). Le
remplacement du résidu cystéine par un résidu alanine (mutation C151A) abolit I'activité de
la protéase TEV129:13%,

Le site de reconnaissance de la protéase TEV est constitué de 7 acides aminés dont
le motif de reconnaissance correspond a la séquence EXXYXQ/G ou S. Le clivage peut avoir
lieu entre les acides aminés Q et G ou Q et S, et X peut correspondre a n’importe quel autre
acide aminé®®. |l a été démontré, a partir des structures cristallographiques, que les résidus
P6, P4, P3, P2, P1 et P1’ du substrat interagissent directement avec la poche de liaison au
substrat de I'enzyme?3*. Seul le résidu P5 est exposé au substrat et tolére presque tous les
autres acides aminés possibles sans conséquence sur l'efficacité enzymatique®®. La TEVp a
une forte préférence pour les substrats ayant un acide aminé Glutamine (Q) en position P1,
une phénylalanine (F) en P2, une tyrosine (Y) en P3 ainsi qu’'une leucine (L) en P4. Les
acides aminés cystéine (C) et isoleucine (I) sont aussi tolérés en position P2 134136137 - Ains;j,
de nombreuses combinaisons ont pu étre testées et le site de clivage optimal de cette
protéase correspond a I'enchainement ENLYFQ-G / S, enchainement qui coincideavec le
site de clivage entre les fragments protéiques NIb et CP sur la polyprotéine TEV
sauvage’®®13°, D’autres acides aminés comme l'alanine (A), la cystéine (C) ou la méthionine
(M) sont également bien tolérés en positions P1’ alors que la présence d’'une proline (P)
empéche complétement le clivage'®®!®’. Cette tolérance est due a la poche S1 de la
protéase, peu profonde, qui permet une exposition partielle de la chaine latérale des résidus
P14 Un mutant de la protéase nommé TEVp2 R203G et tronqué au niveau de l'acide
aminé 234 a été décrit comme ayant une meilleure reconnaissance en position P1’ mais la
présence d'une Proline en cette position empéche le clivage par la protéase!*’. De plus, la
présence d’'une proline en position P2 inhibe 'activité de la TEVp ; ceci impliqgue que, malgré
des vitesses de cinétique différentes, presque toutes les protéines fusionnées en aval d’'un
site de clivage peuvent étre libérées par la TEVp appropriée'?. De nombreux mutants ont
ainsi pu étre imaginés ces dernieres années en fonction des différentes applications

souhaitées#1-143,

I.4.e.ii Auto-clivage

La TEVp posséde une séquence d’auto-clivage au motif GHKVFM/S dans sa partie
C-terminale, entre les résidus 213-219, le clivage se produisant entre la méthionine (M) et la

sérine (S)*1¥7. La perte de l'activit¢ de I'enzyme suite a son auto-clivage est due a
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linhibition de l'activité catalytique par le peptide C-terminal clivé et non a la déficience du
polypeptide TEVp plus court'**. La TEVp tronquée en position 218 est active a la fois in vitro
et dans les cellules mais avec une affinité réduite pour le substrat ainsi qu’'une efficacité
moindrel441%5, Des mutations ponctuelles ont étés introduites pour réduire ce phénomeéne
d’autoclivage sans affecter I'activité protéolytique globale®’. Plusieurs mutants sur la position
P1 du site d’autoclivage, en remplacement de la sérine (S) en position 219, ont été
rapportés, avec les acides aminés asparagine (N), acide aspartique (G), acide glutamique
(E), lysine (K), valine (V) et proline (P)**". Cependant, seuls les mutants V, N ou P se sont
montrés plus résistants que la forme sauvage, et seuls les variant S219V et S219N
conservent une activité enzymatique satisfaisante en comparaison du mutant S219P
beaucoup moins actif'®’. D’autres mutations dans ce motif d’auto-clivage peuvent provoquer
une réduction drastique de l'activité enzymatique comme les mutations V216D ou
F216K%7144 Une autre alternative a cette stratégie est la version tronquée notée TEV*146
dont la séguence C-terminale a été retirée (acides aminés 235-242). Celle-ci s’est avérée
plus performante que la TEVp de type sauvage chez la levure et a été décrite comme ayant

la méme efficacité!?°:140,

I.4.e.iii Approche Split-TEV

Comme d’autres protéines, la TEvp peut étre séparée en deux protéines non
fonctionnelles qui aprés réassociation et complémentation des deux moitiés donneront une
protéine fonctionnelle ayant une activité enzymatique dans ce cas précis. Ce systeme de
complémentation ou PCA (Protein Complementation Assay) est utilisé dans le suivi des

interactions protéine-protéine'*’ (Figure 26A).

TEVp
r
—p H46 D81 C151
1 TEVN TEVC
2 TEVN (1-118)
Activite TEVC (119-242)

TEV
3 TEVN (1-70)

TEVC (61-242)

Figure 25 : Approche Split-TEV

A] Principe de l'approche Split-TEV pour étudier les interactions protéine-protéines. Lors de
l'interaction les protéines (ou fragments X et Y) sont rapprochées ainsi que les moitiés TEVN et TEVC
reconstituant ainsi I'activité protéolytique. B] Représentation schématiques des différentes formes de
protéases TEV clivées en deux. Adapté de Wehr et al., 2006148

Deux TEVp ont été développées dans les essais de PCA!8, La protéase a d’abord
été coupée en deux moitiés identiques entre les acides aminés 118 et 119 : N-TEVp(1-
118)/C-TEVp(119-242) (Figure 26B-2) mais également aprés les 70 premiers acides
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aminés, avec une version N-TEVp beaucoup plus courte que la précédente ainsi qu’un
chevauchement d’'une dizaine d’acides aminés entre les deux moitiés : N-TEVp (1-70)/C-
TEVp (61-242)*® (Figure 26B-3). L’activité catalytique retrouvée aprés réassociation est
cependant plus faible que celle de la protéase entiére (35 a 43%). La restauration de cette
activité enzymatique peut étre suivie dans un second temps par des systemes rapporteurs
directs ou indirects tels que les systémes luciferases'#®, les techniques de FRET ou
encore l'activation transcriptionnelle d’un géne rapporteurt?®148149151 = Cette technique a
facilité I'analyse des interactions protéine-protéine avec [Iactivation de récepteurs

membranaires couplés aux protéines G et leurs interactions en cellules#”14%,
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I.5 Interactions protéine-protéine

La signalisation cellulaire est régulée par de nombreuses protéines en interactions
dynamiques qui véhiculent différentes informations au sein des cellules. Ces interactions
protéiques ou PPI (Protein-Protein Interaction) jouent un réle essentiel dans la plupart des
fonctions et mécanismes cellulaires. Généralement un stimulus externe est transmis a la
cellule qui prend en charge l'information par l'intermédiaire de nombreuses interactions
protéine-protéine. Les fondements de la signalisation cellulaire reposent sur ces différentes
interactions, de la différenciation, a I'apoptose ou encore a l'inflammation. Une protéine peut
par exemple étre transportée d’'un compartiment cellulaire a un autre au travers des pores
nucléaires ou des importines, elle peut également étre phosphorylée dans le cas de
l'activation d’'une voie de signalisation (exemple des récepteurs aux tyrosines kinases ou
TK). Ce type de modification peut entrainer une cascade de réactions ainsi que d’autres
interactions entre protéines comme dans le cas de mécanismes comme l'apoptose. Ces
interactions sont donc d’'une importance cruciale au sein de la cellule et un déréglement de
celles-ci entraine de nombreux dysfonctionnements. C’est pourquoi il est nécessaire d’avoir
connaissance de ces mécanismes pour améliorer la compréhension des maladies et
apporter des solutions dans la découverte de médicaments®®2. Afin de comprendre les
fondements de ces interactions, de hombreuses méthodes ont été développées, avec leurs
avantages et inconvénients respectifs. Cette partie regroupe les méthodes d’interaction les

plus couramment utilisées en biologie.

I.5.a Co-immunoprecipitation

Le principe de 'immunoprécipitation repose sur la sélection d’anticorps spécifiques
de la protéine a étudier, afin de permettre sa sélection parmi une population protéique.
L’agglutination de la protéine permet I'extraction du complexe dont elle fait partie ainsi que
l'identification d’autres protéines du complexe. Dans cette méthode, l'interaction entre les
protéines doit étre suffisamment solide pour éviter toute dissociation lors des différentes
étapes de lavages et ainsi permettre I'extraction compléte du complexe protéique. Le
principe de cette méthode, basé sur des billes couplées a un anticorps spécifique, est

représenté Figure 27.

Afin d’identifier les différentes protéines d'un méme complexe, plusieurs précipitations
avec différents anticorps peuvent étre réalisées. Un anticorps donné ne sélectionne qu’'une
sous-population de protéines impliquées dans une interaction. Bien que l'anticorps soit
présent en excés dans le milieu, celui-ci peut ne pas précipiter toute les protéines d’intérét si
leur épitope n’est pas accessible ou masqué. Il est donc important de réaliser plusieurs

immunoprécipitations afin d’identifier I'anticorps a sélectionner pour arriver a une recherche
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plus fine des protéines impliquées dans le complexe. A noter que les différentes protéines

peuvent ne pas faire partie d’'un méme complexe et interagir a différents moments.

Interaction spécifique SélictiondaiaorotiineX Isolement du complexe Identification de
entre les protéines X et Y P protéique XY I'interaction

Figure 26 : Principe de la technique de Co-immunoprécipitation
@ Interaction spécifique entre les protéines X et Y ® Reconnaisance de la protéine X via un anticorps

anti-protéine X couplé a une bille d’agarose ® Différents lavages et étapes d’isolement du complexe
protéique XY en interaction @ Isolement puis identification des protéines impliguées dans
l'interaction®s,

I.5.b Technique GST pull-down

La techniqgue de « GST pull-down » (Glutathione-S-Transferase pull-down) permet
I'étude in vitro des interactions protéine-protéine présentes dans un lysat cellulaire ou sérum.
Il s’agit d’'une méthode complémentaire a la co-immunoprécipitation qui peut permettre de
confirmer une interaction identifiée au préalable’®-1%, Basée sur le principe de la
chromatgraphie d’affinité, la protéine GST est utilisée comme « appat» a la place d'un
anticorps (Figure 28). Elle est immobilisée sur une résine dite d’affinité gluthatione créant
ainsi un support d’affinité secondaire. Aprés ajout du lysat cellulaire, les protéines
interagissent avec le support, et les protéines ou complexes protéiques « proies » viennent
s’y fixer.La méthode d’élution dépendra de laffinité du ligand, des analytes compétitifs
utilisés et du pH des tampons d’élutiona faible pH ou réducteurs. Les tests de pull-down
peuvent également étre utilisés pour déterminer le statut d’activation d'une protéine
spécifique. En effet, certaines protéines sont actives en réponse a la phosphorylation de la
tyrosine et peuvent étre réduites en utilisant un domaine SH2 (Src Homology 2) immobilisé

qui cible la tyrosine phosphorylée sur une protéine donnée®®’.
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« Proie »
[ GsT
]
= « Appat »
("]
‘@
(2’4
Protéine GST immobilisée Ajout du lysat cellulaire, Les protéines non fixées sont
sur une résine d’affinité interaction des protéines lavée et les protéines fixées
Glutathione avec le support sont éluées

Figure 27 : Technique « GST pull-down »

La technique de GST pull-down repose sur le principe de purification par affinité a petite échelle. Ici, le
systeme d’affinité est constitué d’'une protéine GST (Glutathion S-transferase), protéine ou domaine
de liaison marqué, capturée par le gluthation ou des billes d’agarose entourées de biotine. @ La
protéine GST est immobilisée et utilisée comme appat sur un support résine @ La protéine est
immobilisée et incubée avec un lysat cellulaire ® Aprés des étapes de lavages successives a l'aide
d’analytes compétitifs ou de tampons a faible pH, les complexes sont élués sélectivement pour une
analyse en gel ou Western-Blot.

Tableau 5: Exemples de supports pouvant étre utilisés dans les techniques de « GST pull
down »

Glutathione S- Poly-histidine (polyHis

transferase (GST) or 6xHis) Biotine

Tag de fusion

Ligand d’affinité Glutathione Nickel ou cobalt Streptavidine

I.5.c Interactions par complémentation (PCA)

Les interactions protéine-protéine peuvent étre mesurées par complémentation ou
PCA, pour Protein Complementation Assay (cf. approche Split-TEV l.1.a.iii). Dans cette
stratégie, les interactions sont mesurées en fusionnant chacune des protéines d’intérét X ou
Y a deux fragments d’'une protéine dite rapportrice (Figure 29), fluorescente ou
bioluminescente, une protéase qui a été rationnellement séparée en deux parties distinctes
N- et C-terminales'®®. Au travers de l'interaction des protéines X et Y, les deux fragments se
rapprochent ce qui leur permet de reconstituer les deux domaines inactifs de la protéine
rapporteur qui retrouve ainsi son activité par complémentation. Le pliage et 'assemblage des
protéines étant un phénomeéne universel, ce test de complémentation a été développé avec
de nombreuses protéines telles que la dihydrofolate réductase (DHFR), la B-lactamase, les
protéines fluorescentes de la famille des GFP, les luciférases ainsi que la TEV protéase
(Figure 29). De plus, les fragments de PCA sont concus de fagcon a ne pas pouvoir se
complémenter seuls spontanément et ainsi éviter toute interaction non spécifique. Aprés
réassociation, les deux protéines sont généralement piégées, le complexe ne pouvant plus

se dissocier. Ainsi , il a été montré que les protéines de la famille des GFP ne pouvaient pas
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se dissocier’®, un phénomeéne avantageux dans I'étude des interactions rares ou
transitoires. Mais, la réversibilité des tests de PCA a été observée pour les luciférases?6%161,
Ces essais ne conviennent donc pas aux études dynamiques ou cinétiques de certaines
interactions. Néanmoins, certaibes réassociations peuvent étre trop rapides pour détecter
des associations de protéines et se produisent dans un laps de temps trés court

(secondes)?¢°,
Pas d’interaction Interaction
Domaines Protéine
d’interactions réassociée active
Ubiquitine162 DHFR163 GFP164 Venus165 B-lactamase Fluc67, Rluc?68, TEVp
et dérivés 166 Gluct®0 et dérivés 148,149,169

Figure 28 : Principe des tests de « Complementation protéique »

Principe des interactions de « Protéine Complementation » et exemples associés. Les protéines X et
Y interagissent entre elles ce qui permet de rapprocher les domaines N- et C- terminaux des protéines
clivées en deux. La fonction de la protéine est retrouvée aprés complémentation. Adapté de Kerppola
TK, 2009'62 et Shekhawat et Ghosh, 2011170

Ce systeme de complémentation posséde de nombreux avantages de par la
détection directe des interactions moléculaires. Les protéines sont exprimées dans un
contexte cellulaire natif reflétant le processus post-traductionnel natif. Les perturbations des
interactions induites par les hormones, les médicaments, les modifications géniques ou
linfluence de facteurs environnementaux peuvent étre détectés donnant des indications sur
la validation de la cible en reliant des interactions biologiques & des processus spécifiques.
Les localisations subcellulaires ainsi que les translocations de complexes protéiques peuvent
aussi étree mise en évidence. Enfin, ces tests sont peu couteux et facilement adaptables au
criblage a haut débit.

Un essai de complémentation trés utilisé est retrouvé sous le terme Biomolecular
Fluorescence Complementation (BiFC). Dans ce cas, la technique fait référence a

l'interaction entre deux fragments non fluorescents d’une protéine fluorescente dont le
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rapprochement va restaurer l'activité fluorescente de la protéine.La forte fluorescence
intrinséque alors émise permet la visualisation directe de linteraction protéique. En effet,
celle-ci est détectée sans addition d’agents fluorogénes ou chromogénes, évitant ainsi les
probléemes de stress cellulaire ou de potentiels provoqués par des distributions inégales de
substrats. Cette technique permet également d’observer les cellules vivantes en cinétique au

fil du temps*™.

Cerulean

Coelenterazine-h

Coelenterazine-h € =
, o S B
0, \ %Q % %
i Coelenteramide b i
Coelenteramide sl
9
BRET BRET

Figure 29 : Exemples d’essais de complémentation de fluorescence

A] Etude du récepteur CD8 a la surface des lymphocytes T. Différenciation des formes CD8aa et
CD8ab par reconstitution de deux protéines fluorescentes différentes : Venus et Cerulean en fonction
de la forme du récepteur. Adapté de Rybakin et al., 2011172, B] et C] Etude de I'oligomérisation des
récepteurs aux protéines G par complémentation de fluorescence couplée aux techniques de BRET et
FRET. Adapté de Vidi et Watts, 2009173,

La complémentation par fluorescence a été utilisée avec le récepteur CD8 (Cluster
Differenciation 8) s’exprimant a la surface des lymphocytes T du systéme immunitaire, pour
différencier les formes CD8a.o et CD8af lors de la reconnaissance de I'antigéne a la surface
des cellules (Figure 30A)!"2. Grace a I'association des formes aa ou of, une fluorescence
différente est émise selon le type de complémentation reconstituée (protéine Venus ou
Cerulean). De la méme fagon, I'étude de 'homodimérisation des récepteurs aux protéines G
a fait appel a la complémentaion par fluoresence couplée aux techniques de BRET (Figure
30B) et de FRET (Figure 30C)'"3. En reconstitutant la protéine fluorescente Venus, un signal

de BRET peut étre mesuré.
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I.5.d Systeme double (Y2H) et triple (Y3H) hybride chez la levure

Découvert a la fin des années 1980 par Stanley Fields et Ok-Kyu Song'’4, le systeme
du deux-hybrides de levure (Yeast Two-Hybrid Y2H) est 'un des outils moléculaires majeurs
de I'étude des interactions protéine-protéine chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Cette
technique est basée sur l'activateur transcriptionnel GAL4 qui peut étre séparé en deux
domaines distincts dont la fonction sera rétablie aprés réassociation des deux domaines.
Cependant, des facteurs de transcription possedent deux domaines fonctionnels distincts
reliés a une séquence d’ADN spécifique, ici un domaine d’activation (Activation Domain AD)
et un domaine de liaison (Binding Domain BD). Dans cette méthode, détaillée Figure 31,
deux protéines de fusion sont transfectées, l'une est liée au domaine d’activation AD
(protéine Y ou « proie »), l'autre au domaine de liaison BD (protéine X ou « appat »).
L’interaction s’opérant entre la proie et 'appat rapproche suffisament les domaines AD et BD
pour reconstituter l'activateur transcriptionnel GAL4 et permettre la transcritpion d’'un géne
rapporteur. Dans I'exemple présenté Figure 31 le géne LacZ est activé ce qui permet, aprés
croissance sur un milieu sélectif, d’obtenir des colonies bleues qui montrent/prouvent
I'interaction entre les protéines X et Y et la transcription effective des génes!’. Cette
approche permet également de cribler des banques de génes afin d’identifier et de cloner

des protéines inconnues qui interagissent avec une protéine cible.

"™ Transformation des levures (Milieu —Leu —Trp)
Test p-galactosidase

r— Transcription

BD

GAL4UAS 3 —{ GAL4UAS

Figure 30 : Principe du double hybride chez la levure

Les protéines X et Y sont respectivement fusionnées aux domaines de liaison et d’activation de la
protéine GAL4. Lorsqu’une interaction a lieu entre les deux protéines, les domaines GAL4 se
rapprochent permettant ainsi I'activation de la transcription du géne rapporteur?s.

Dans la continuité du systeme Y2H, le systéme triple-hybride Y3H a été mis au point
et permet de suivre les interactions molécule-protéine. Dans cette nouvelle version, la

formation du complexe protéique est médiée par une petite molécule hybride, le
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méthotrexate (MTX), molécule ayant montré une forte affinité pour la protéine dihydrofolate

reductase (DHFR), ce qui a permis l'identification de nouvelles cibles cellulaires'’®.

composé

Cible

! Transcription )

Figure 31: Principe du systéme triple hybride chez la levure
La protéine cible et la protéine DHFR sont respectivement fusionnées aux domaines d’activation et de

liaison de la protéine GAL4. Dans cette technique, la reconstitution des domaines d’interaction aura
lieu s’il y a une interaction entre le methothrexate et la DHFR permettant I'activation du géne
rapporteur.

Comme le systéme Y2H, cette technique permet de reconstituer l'activité du facteur
de transcription, ici GAL4, par complémentation. La protéine DHFR est fusionnée au
domaine de liaison de GAL4 et la protéine cible au domaine d’activation de GAL4. Les deux
domaines se rapprocheront s’il y a interaction entre le méthotrexate et la DHFR permettant
I'activation du géne rapporteur comme précédemment (Figure 32). Dans cette technique, la
protéine cible se lie au methothrexate. Cette technologie reste cependant soumise a
guelques limitations, notamment avec les cellules de levures, imperméables aux petites

molécules!’”.

I.5.e Systemes triple-hybride en cellules de mammiferes MAPPIT et MASPIT

Le systeme MAPPIT pour Mammalian Protein-Protein Interaction Trap, ou piege
d’interaction protéine-protéine en cellules de mammifere, est dérivé de la voie de
signalisation JAK/STAT (Figure 33A). Apres fixation du ligand sur son récepteur, celui-ci est
capable de se réorganiser permettant l'activation des Janus Kinases (JAK2) liées au
récepteur. Une fois phosphorylées, ces kinases sont capable d’activer les résidus tyrosines
présents a la surface du récepteur, permettant le recrutement et la phosphorylation des
protéines transductrices de signal et activatrices de transcription (STAT3). Aprées
phosphorylation, les protéines STAT3 sont capables de former un complexe qui permettra,
une fois dans le noyau, 'activation de génes rapporteurs dépendants de l'activité de STAT3.
Le systeme MAPPIT (Figure 33B) utilise ce complexe modifié ; il est constitué de deux
parties : (i) un récepteur lié a la membrane des cellules et permettant I'activation des kinases
JAK2 ; dans cette version, les résidus tyrosines sont mutés afin d’empécher 'amarrage de la
protéine STAT3 au récepteur ; (i) un morceau de récepteur contenant les sites de liaison de

STAT3. Ces deux parties de récepteur sont ensuite fusionnées aux protéines X et Y
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respectivement nommées proie et appat. S’il y a interaction entre les protéines X et Y, JAK2,

activera la protéine STAT3, ce qui conduira a I'activation d’'un géne rapporteur dépendant de
I'activité de STAT3178-180,

Complexe STAT3 active )

v / COMposeé methothrexate
Activation géne rapporteur

STAT3)

(P))STAT3

Figure 32 : Mammalian Protein-Protein Interaction Trap (Systeme MAPPIT)
A] Principe de la voie de signalisation JAK/STAT. La phosophorylation du récepteur par la kinase JAK

permet le recrutement de la protéine STAT qui sera & son tour phosphorylée par cette méme kinase
JAK. B] Systeme MAPPIT. Ici le récepteur aux cytokines est une chimére comprenant le domaine de
liaison du ligand du récepteur Epo ainsi que le domaine cytoplasmique d’un récepteur a la leptine
muté pour les sites de recrutement de STAT3. La complémentation et la restauration de la
signalisation JAK2/STAT3 est obtenue par linteraction d’'une protéine appat fusionnée au récepteur
d’'une protéine proie qui contient 4 sites de liaison de STAT3. C] Systeme MASPIT. La DHFR est
fusionnée au récepteur chimére permettant I'adressage du ligand hybride dans lequel une petite
molécule (rond rouge) est liee au MTX via un linker de polyéthyléne glycol. L'interaction de cette petite
molécule conduit au recrutement de la protéine STAT3 qui sera, comme précédemment
phosphorylée, par la kinase JAK2. Adapté de Caligiuri et al., 20060,

Une alternative au systtme MAPPIT et Y3H est le systeme mammifere & trois
hybrides (M3H) qui complete le systeme Y3H en contournant certaines de ces limites. Ce
nouveau systéme, le MASPIT (Figure 33C), utilise la dihydrofolate reductase (DHFR)
d’Escherichia coli, une protéine de fusion permettant la liaison d’'un méthotrexate (triangle
noir) lié a une petite molécule (rond rouge) via un linker polyéthylene glycol (PEG).
L’activation de ce récepteur est également dépendante de la voie de signalisation de
JAK2/STAT3.

Ces techniques de suivi d’interaction protéine-protéine ont un intérét particulier dans
le criblage de banques d’ADNc et pourraient étre facilement applicable a la conception d’'un

systéme M3H pour I'identification de cibles. Dans ce systeéme, les interactions protéiques ont
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lieu dans le cytoplasme des cellules et par conséquent, aucune translocation nucléaire des
protéines de fusion ou des petites molécules n’est nécessaire. Ce systéme permet donc
l'identification de cibles de petites molécules organiques dans des cellules intactes de

mammifére.

I.5.f Techniques de FRET et de BRET

Comme développé en introduction, les techniques de BRET et de FRET peuvent étre
utilisées dans la détection des interactions protéine-protéine et de nombreux exemples ont
été développés ces derniéres années. Ces méthodes restent une excellente alternative aux
méthodes de double-hybride. Etant applicables in vitro et in vivo possédent un avantage
supérieur aux techniques d’étude des interactions précédentes. Des méthodes de RET
présntent une réponse rapide et réversible aux interactions dynamiques, et permettent un
suivi en temps réel des interactions en recherche fondammentale. Cette technique peut de
plus étre utilisée en imagerie avec des outis appropriés pour cartographier et étudier la
localisation des interactions®.

Que ce soit en FRET2!® ou en BRET, ces techniques ont souvent été utilisée pour
'étude de I'homodimérisation ou I'hétérodimérisation des récepteurs. Notre choix s’étant
porté sur le BRET, les exemples qui suiveront seront desliés au BRET. De nombreuses
études d’interactions protéines ont étés mises en place pour les récépteurs couplés aux
protéines G comme la mélatonine®!, le récepteur a la sérotonine!®?, les récepteurs aux
opioides et a la dopamine!®® ainsi que les récepteurs CXCR4 et CCR2 engagés dans le

recrutement de la B-arrestine!®18 (Figure 34A et 34B).

Pas d'interaction Interaction Pas d'interaction ~ © Interaction
O + Ligand
Godina 5 + ngand
oelenterazine + 0, Coelenterazine + 0, Coelenterazine + 0, —
< Qg E ~
Coelenteramide ‘/ W Coelenteramide &~ 4%° > 3

AT
+ ngand @
Coelenterazine + O, Coelenterazine + 0, @ .
Coelenteramide < A‘ﬁ“ Coclenteramide «” 4% 5

Figure 33 : Exemples d’interactions protéine-protéine développées en BRET dans le cas des
récepteurs liés aux protéines G.

A] Etude de 'homo- ou hétérodimérisation des récepteurs+®181-183_ B] Etude des récepteurs couplés
aux protéines G permettant le recrutement de la b-arrestine!84,
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Le BRET est aussi utilisé dans les études d’activation de récepteurs comme la
leptine®® ou linsuline!®” (Figure 35A). Que ce soit chez les plantes? ou I'animal47.188
'étude des interactions protéines in vivo est facielment réalisable. Plusieurs exemples
d’études in vivo entre les protéines FRB (FKBP Rapamycin Binding domain) et FKBP12
(FK506 Binding Protein 12) ont été démontré en BRET avec différents couples de
partenaires Rluc et GFP2 ou plus récemment entre entre la Rluc8.6 et la TurboFP635%4, La
Figure 35B présente des images de bioluminescence de souris nudes (nues), mises en
contact avec des cellules de mammifére accumulées dans les poumons et qui surexpriment
stablement les partenaires d’interaction FRB et FKBP12 fusionnées a la Rluc8.6 et a la
mOrange. Des cellules ont été injectées dans la veine de la queue, entrainant un piégeage
important dans les poumons. Un groupe de 8 souris (n = 8) a recu une dose de rapamycine
2 heures avant l'injection des cellules. Les souris contréles ont recu du DMSO et toutes ont

recu la coelenterazine par voie intraveineuse.

A B

Pas d'interaction
540nm  640nm

Y € € % oy
‘I B = £ 3 Ic’
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/ & &
Coelenteramide «“4g0 © Coclenteramide 4” 4g¢ &\6\ 530 ©
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Figure 34 : Exemples d’interactions protéine-protéine
développées en BRET.

. . , , N Coelenteramide *
A] Activation de récepteurs, exemple du récepteur a la 540
leptine’®®. B] Etude in vivo dans la cas de linteraction
entre les protéines FRB et FKBP3"4%,

Interaction

1.5.9g Comparatif des principales méthodes de détection des PPI

Il existe donc de nombreuses méthodes de détection des interactions protéine-
protéine chacune possédant ses avantages et ses inconvénients. Cependant toutes ne sont
pas utilisées en routine. Selon certaines bases de données®, la technique de suivi des
interactions double-hybride semble étre la plus couramment utilisée en raison de sa facilité
d’utilisation. De plus, cette technique a beaucoup évolué ces dernieéres années en se
déclinant en de nombreuses variantes comme les techniques de triple-hybride ou de
MAPPIT, Ilui donnant lavantage d’étre une méthode polyvalente de détection. Les
techniques de co-immunoprécipiation et leurs variantes restent des techniques de faible
colt, faciles a mettre en ceuvre. Elles présentent l'avantage de détecter plusieurs

interactions a la fois intrinséquement et a haut débit, un avantage majeur dans le
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développement de médicaments, pour la recherche de partenaires de liaison de protéines
spécifiques.

Les méthodes de complémentation ont également été beaucoup utilisées en biologie
cellulaire mais elles présentent I'inconvénient d’étre irréversibles. Toutefois, elles peuvent
étre facilement couplées aux essais de RET!". Les méthodes de RET sont assurées par un
mécanisme physique. Celui-ci nécessite une activité cellulaire in vivo, pour une lecture
instantanée du signal, sans passer par la transcription ou tout autre forme de retard lorsque
les protéines intéragissent, comme cela peut étre le cas dans les méthodes basées sur
l'activation de facteurs de transcription (Y2H, MAPPIT). La lecture in vivo est aussi un
avantage en comparaison des techniques de co-immunoprécipitation qui ne permettent
gu’une lecture in vitro. Comme développé précédemment, la méthode de BRET n’implique
pas de relation intrinséque entre la luciférase et la protéine fluorescente, le risque
d’interaction non spécifique est donctrés faible en BRET comparativement au FRET et aux
méthodes de PCA. De ce fait, en minimisant le nombre de faux positifs, le mécanisme
devient réversible. Cette réversibilité, combinée a une réponse instantanée du signal, rend
donc le BRET et le FRET utiles pour I'étude de la dynamique des interactions protéine-
protéine. Ces méthodes I'emportent par leur polyvalence et leurs performances par rapport
aux autres techniques. Les avantages et les inconvénients de chaque méthode sont
résumés dans le Tableau 6*'.

Tableau 6 : Comparaison des différentes méthodes d’identification des PPI
Comparaison entre les méthodes de transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET) ou de

bioluminescence (BRET), le double-hybride chez la levure (Y2H), la complémentation de
Fluorescence (BiFC) et la co-immunoprécipitation de protéines (Co-IP)*".

Méthode Avantages Inconvénients Applications
o s . -Faible sensibilité -Détection de complexes
-Détection de  plusieurs , . -
Co-IP intéractions protéine-protéine -Taux d’erreurs éleve protéiques
P P -In vitro uniquement -Criblage intial PPI
PCA (BIFC) -Convient a une plgs large —Squrce_ externeg equtatlon _Criblage secondaire PP
gamme que les essais Y2H -Détection non réversible
-Convient  uniquement  aux
-Facile 4 utiliser protéines co-localisables au
Y2H ; N noyau -Criblage secondaire PPI
-Faible codt AN , .
-Détection non réversible
-In vivo uniquement
-Suivi des interactions en R -Criblage secondaire PPI
. -Source externe d’excitation . .
FRET temps réel . o -Etude de la régulation des
X -Bruit de fond élevé
-In vivo PPI
;S#}'VIS rgSIS Interactions - en -Criblage secondaire PPI
BRET -In vFi)vo -Codt du substrat -Etude de la régulation des

-Plus sensible que le FRET
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.6 Mise en place du projet

En nous basant sur ces différentes recherches bibliographiques : étude des
interactions en RET, des systemes rapporteurs, des tests protéases ainsi que de la
dynamique des interactions protéine-protéine, nous avons pu développer notre systéme
rapporteur présenté dans les objectifs.

* Méthodes de transfert d’énergie
- TEVp

» Tests protéase 9 Applications

Activité de
protéase

Geéne

0 Sonde protéique roRBeEs
BRET/HCS

« Systémes rapporteurs NLS4 4 gm
* Interactions @ @

protéine-protéine « TEVp
+ Tests protéase

Interaction
protéine-protéine

» Tests protéase
* Interactions
protéine-protéine

Figure 35 : Récapitulatif des outils utilisés pour la mise en place du projet

Notre choix s’orientera dans un premier temps vers la méthode de BRET, en raison
de sa grande sensibilité et des nombreux avantages de ce systéeme en comparaison aux
autres techniques de transfert d’énergie présentées dans ce mansucrit. Nous avons
également opté pour la protéase TEV, sélectionnée parmis d’autres protéases pour sa
grande sensibilité et pour sa particularité d’étre exprimée en deux moitiés N et C-terminales
(Split-TEV).

Ces différents outils nous ont permis de proposer le modéle de test cellulaire
présenté Figure 36. Plusieurs niveaux d’amplifications seront proposés et développés dans
la partie Résultats.
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Il Résultats

Résultats

.1 Développement et optimisation d’une sonde protéique en BRET et
en HCS
Afin d’optimiser une sonde en BRET et valider les différentes applications proposées
en introduction, le site de clivage de la protéase TEV a été inséré entre les deux partenaires
Rluc8 et YPet afin de suivre leur interaction en BRET et en HCS entre un état non clivé

(transfert d’énergie) et clivé (absence de transfert d’énergie).

ll1.a En BRET

Il.1.a.i Validation de I’activité de la protéase TEV

L’'optimisation proposée met en jeu une amplification par lintermédiaire de la
protéase TEV, clonée a partir d'un géne synthétique (commandé chez GenScript). Cette
protéase a cystéine, apparentée a la super-famille des chymotrypsines, posséde des
affinités similaires avec la famille des protéases a sérines telles que la trypsine, I'élastase ou
encore la thrombine, et utilise une triade catalytique pour I'hydrolyse de son peptide cible.
Cependant, celle-ci ne met pas en jeu un acide aminé sérine en position nucléophile (sérine-
aspartate-histidine) mais une cystéine, pouvant expliquer, entre autres, son insensiblité face

a de nombreux inhibiteurs de protéase (Figure 37A).

Mutant TEVp
4000+ = -TEVp
Hm-+TEVp
- ns
- 3000
L
&
€ 2000+
10001 | e
D81 : Aspartate (Acide) | |
H46 : Histidine (Base) n=3 R
C151A : Cystéine (Nucléophile) & P
e\Q
<

Figure 36 : Protéase TEV et caractéristiques

A] Site actif de la protéase TEV. Le substrat est représenté en noir, les résidus de la triade catalytique
en rouge ainsi que la position des différents acides aminés. Adapté de Thomas, Shafee, 2014). B]
Représentation schématique de la sonde cytosolique. La sonde a été co-transfectée en présence ou
en l'absence de la protéase sauvage ou mutée C151A. Les valeurs de BRET sont données en
mBRET, n = 3 ; **p<0.001 Analyse statistique réalisée avec le logiciel GraphPadPrism,7.0 ANOVA
deux voies, Bonferonni post-test.
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Afin de s’assurer que notre construction est clivable par 'enzyme TEV active, cette
derniére a été co-transfectée en présence d’une sonde BRET cytosolique, déja publiée'®. La
sonde comporte le site de clivage de la TEV (ENLYFQ/G, clivage entre le Q et le G'*) entre
les deux partenaires de BRET, YPet et Rluc8. En l'absence de la protéase TEV (Figure
37B), la sonde cytosolique présente un signal basal de BRET d’environ 3000 mBRET, qui
est abolit lorsque la TEVp sauvage est co-transfectée. Une valeur d’environ 900 mBRET
correspondant au bruit de fond de la Rluc8 seule est alors obtenue. Cette sonde, lorsqu’elle
est co-transfectée avec la version mutée TEVpC151A, n’est pas clivée, et donne un signal
de BRET identique a celui obtenu sans protéase. Par conséquent, la sonde BRET contenant
le site de reconnaissance de la TEVp est donc spécifiquement clivée par cette enzyme.

Il.1.a.ii Choix des partenaires de BRET

Comme il a été expliqué dans I'introduction, nous avons choisi la méthode de BRET
pour le développement et 'optimisation de notre sonde ; la version de BRET1 a été retenue,
et met en jeu les partenaires Rluc et YFP en présence de ccelenterazine. Toutefois, nous
avons opté pour une version améliorée faisant intervenir la Rluc8 et la YPet, cette
combinaison ayant montré de meilleurs résultats de BRET*. La Rluc8 est un mutant de la
Rluc contenant huit substitutions d’acides aminés conduisant a une émission lumineuse 6 a
8 fois plus importante que celle de la Rluc. De plus, la YPet est un variant amélioré de la
protéine fluorescente jaune YFP, présentant une réémission plus efficace que la YFP a
guantité de lumiere excitatrice identique'®. Comme décrit préalablement, I'intensité du signal
de BRET pour ce couple dépendra de trois parameétres : (i) la proximité, (ii) I'orientation ainsi
que (iii) le rapport de quantité entre les partenaires de BRET (donneur et accepteur).
Cependant, ce dernier paramétre n‘aura pas d’influence dans notre cas, puisque nous
travaillons avec une sonde comportant une fusion directe entre le donneur et I'accepteur

bloquant de ce fait le rapport a 1.

I.1.a.ii.1 Recherche du meilleur signal de BRET

Afin d’obtenir le meilleur signal de BRET, tout en conservant le meilleur delta de
BRET avant et aprés clivage par la protéase TEV, le systéme existant a été optimisé en
faisant varier a la fois la distance et I'orientation des partenaires®%, Une série de délétions
de 7 a 14 acides aminés a I'extrémité C-terminale de I'accepteur, et de 1 a 11 acides aminés
a I'extrémité N-terminale du donneur, a été réalisée dans le but de réduire au maximum la
distance entre les deux partenaires de BRET, séparés par le site de clivage de la protéase
TEV. Nous nous sommes inspirés de deux publications majeures pour le choix des
délétions. Xiangiang Li et son équipe (1997)!! ont déterminé le domaine minimum requis

pour la fluorescence de la GFP, et I'équipe de Takeharu Nagai’*’? a mis au point la nouvelle
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génération de protéines de fusion nommeées Nano-lanternes décrites en introduction (cf.
Nano-lanternes 1.2.c.5). Nous avons ainsi adapté leurs recherches a nos travaux pour la
réalisation des différentes délétions en prenant en compte le site de clivage de la TEVp®.
Dans cette construction, le site de clivage de la protéase n’est pas ajustable et ne peut pas
étre modifié.

Dans l'optique d’obtenir le meilleur signal de BRET avant et aprés clivage par la
protéase TEV, nous avons décidé de comparer deux accepteurs fluorescents, la YPet et la
mVenus, décrits pour leur supériorité par rapport aux protéines YFP et GFP. La protéine
mVenus est un variant de la famille des YFP et possede le meilleur delta de BRET publié a
ce jour : 8700 mBRET™"? avec le mutant Rluc8S257G. Cette nouvelle protéine différe de la
YPet par 7 mutations (Figure 38), et possede des capacités de maturation plus rapides que
d’autres accepteurs fluorescents de la famille des YFP. Ces protéines étant sensibles a
l'acidité, il est important de réaliser des mutations permettant de décroitre la sensibilité au pH
dans le but d’obtenir une protéine fluorescente plus stable®. Une de ces mutations, la F46L,
accéléere grandement I'oxydation du chromophore a 37°C, étape limitante de la maturation.
D’autres mutations telles que la F64L, la M153T, la V163A ou encore la S175G permettent
un meilleur repliement de la mVenus ainsi qu’une meilleure tolérance a I'exposition aux ions
chlorures® ™, La YPet posséde de plus ces mémes mutations et partage donc ces

propriétés.

GFP MLDLASLILAVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLGYGFQCFAR

L Vi
Venus MLDLASLILAVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKLICTTGKLPVPWPTLVTITLGYGLQCFAR
——————————————————————————————————————————————————————— L LT T TSP, P

GFP YPDHMROHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADK

Venus YPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYITADK
————— K e e [

GFP QKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

ALF L ECMN
Venus QKNGIKANFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK
—_————— e e - L T T T e e L R TP e L R

Figure 37 : Alignement des séquences de la mVenus, YPet et GFP

Alignement et comparaison de séquences réalisées avec le logiciel CLUSTAL. Les différentes
mutations, en acides aminés, sont indiqguées en noirpour chaque protéine. - : Pas de différence de
séquence / *: Mutation

Le but de cette premiére partie est de comparer les couples de partenaires YPet-
STEV-RIuc8 et mVenus-sTEV-RIuc8, la comparaison de ces deux accepteurs fluorescents
n’ayant jamais été décrite dans la littérature. Ainsi, la version compléte de la mVenus a été
clonée dans un premier temps par PCR, puis par mutagénése sur notre construction entiére

de départ notée « Full » (YPet-sTEV-RIuc8). Les différentes délétions du cdté C-terminal de
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la mVenus ont été réalisées sur le méme principe que celles de la YPet. La Figure 39A
illustre le principe et la Figure 39B les différentes délétions avec leur séquence en acides

aminés, en comparaison a la mVenus de départ.

A B Ypet /Venus STEV Rluc8

Full . -FLTAAGITEGMNELYKENLYFQ/G

A7 ..-FLTAAGITE------- ENLYFQ/G
A8 . .-FLTAAGIT-——-———- ENLYFQ/G
= A9 .-FLTAARGI-———-———- ENLYFQ/G
£ | A10 .-FLTAAG---------- ENLYFQ/G
E A1l .. -FLTAR——---——————- ENLYFQ/G
3 A1 e ENLYFQ/G
I ENLYFQ/G
. O ENLYFQ/G
?é Full . -FVTAAGITLGMNELYKENLYFQ/G
3 A7 . -EVTAAGITL-———— - ENLYFQ/G
4 & A8 . -FVTAAGIT-------- ENLYFQ/G
: ™ A9 SEURNCEES ENLYFQ/G
@ | ALD SRR - - - - ENLYFQ/G
Cter 2| All -FVTAA----------- ENLYFQ/G
ATaAl4 Al2  -FVTA------—-———- ENLYFQ/G
A13  -FVT--—-—-——————- ENLYFQ/G
Ald PV - ENLYFQ/G
ENLYFQ/G-TSKVYDPEQRK-.. A1 o
ENLYFQ/G--SKVYDPEQRK-.. A9 |y
ENLYFQ/G---KVYDPEQRK-.. A3 |4 %
ENLYFQ/G----VYDPEQRK-.. Ag4 |8 &
ENLYFQ/G----- YDPEQRK-.. A5 a g
N-ter ENLYFQ/G------ DPEQRK-.. Ag |B a
AaAnt ENLYFQ/G------- PEQRK-.. A7 |© &
ENLYFQ/G---—--—--——- E-. A11| ™

Figure 38 : Orientation, distance et délétions YPet et Rluc8

A] Modification de l'orientation et de la distance des partenaires de BRET par rapport au site de
clivage de la protéase TEV. B] Délétions réalisées c6té C-terminal de la YPet, de la mVenus et coté
N-terminal de la Rluc8, séquence en acides aminés. Les délétions ont été réalisées a partir d’'une
version compléte YPet/Venus-siteTEV-RIuc8 (notée Full), 7 & 14 acides aminés ont été délétés (A7 a
A 11) c6té C-terminal de la YPet. De méme, 1 a 11 acides aminés ont été délétés (Al a A11) cbté N-
terminal de la Rluc8. La séquence en acides aminés ENLYFQ/G notée en rouge correspond au site
de clivage de la protéase TEV située entre les deux partenaires.

I.1.a.ii.2 Délétions simples des accepteurs et du donneur d’énergie

La Figure 40 présente les différents signaux de BRET obtenus avec ces séries de
délétions. Que ce soit du cbté C-terminal de la YPet ou de la mVenus, une distribution
gaussienne est observée, en fonction du nombre d’acides aminés délétés, et le meilleur
signal est atteint pour les délétions A9, A10, A1l et A12. Les constructions Ypet All et
mVenus A11 générent un signal de BRET basal de l'ordre de 9300 et 6100 mBRET
respectivement correspondant ainsi a une amélioration du signal de 2 a 3 fois par rapport
aux constructions contrdles non délétées (3500 mBRET).

Dans le cas des délétions simples c6té N-terminal de la Rluc8, aucune augmentation

drastique du signal de BRET n’est observée. Le signal semble constant pour les délétions de
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Al & A4 acides aminés par rapport aux contrbles pour nos deux accepteurs. Pour les
délétions allant de A5 a All acides aminés, le signal de BRET diminue méme de fagon
significative par rapport aux témoins. Pour toutes les conditions, les différentes sondes sont
clivées a 100% par la TEVp avec une valeur d’environ 980 mBRET, valeur correspondant a

celle de la YPet et de la Rluc8 transfectées séparément.

Délétions en acides aminés Délétions en acides aminés
coté C-terminal de 'accepteur  c6té N-terminal du donneur

10000+ T
8000+ T
'_
m | | @ YPet (-TEV)
r 6000 @ Venus (-TEV)
m 1 ke
c ke ‘© YPet (+TEV)
4000 1 2 Venus (+TEV)
~0 oo
feieled
20001 4 1 A\
Q.@;io--o..o.o..o..o..o 0..0..0--0-0--0--0"-&’0

14 1312 11 10 9 8 7 0 0 1 2 3 4 5 6 7 11

Délétionsen acidesaminésa partir Déletionsen acides aminés a partir
de I'extrémité C-terminale de I'extrémité N-terminale

Figure 39 : Délétions simples YPet, mVenus, Rluc8 et effet sur le signal de BRET

Les cellules HelLa ont été co-transfectées avec les différentes constructions (20ng par puits dans une
plague 96 puits) en absence ou en présence de la protéase TEV (25ng). N = 4 ; p<0.001 Analyse
statistique réalisée avec le logiciel GraphPadPrism,7.0 ANOVA deux voies, Bonferonni post-test.
*YPet-Full, amVenus-Full par rapport au contrdle non délété / # Comparaison entre YPet et mVenus.
La fleche noire indique I'emplacement du contréle non délété.

I.1.a.ii.3 Délétions croisées des accepteurs et du donneur d’énergie

Afin d’approfondir ces expériences de délétions, les meilleures délétions cbté YPet et
mVenus (A9, A10, All, A12) ont été croisées avec les meilleures délétions c6té Rluc8 (Al,
A2, A3, A4, A5 et AB). Les valeurs de BRET pour ces délétions croisées sont reportées
Figure 41. Dans le cas de la YPet, les différentes délétions indiquent un plus fort signal de
BRET pour les constructions délétées de 11 acides aminés en combinaison avec la Rluc8-
Full, A1, A2 ou A3 par rapport au contrdle non délété. Le signal moyen de ces différentes
constructions varie entre 7900 et 9000 mBRET. De plus, les constructions délétées de 12
acides aminés (courbes bleues) c6té YPet, combinées a la Rluc8 A4, A5 ou A6, génerent un
signal de BRET basal plus élevé que la condition non délétée, d'une moyenne de 7400
MBRET. Cependant, la valeur du delta est plus faible, d’environ 5000 mBRET contre 7000
mMBRET pour les constructions précédentes. Pour les délétions croisées de I'accepteur

fluorescent mVenus, les meilleurs signaux de BRET sont a nouveau atteints dans le cas de
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la délétion 11 croisée a la Rluc8, Full et A2 & A6. Comme pour la YPet, les constructions
mVenus A12 fusionnées Rluc8 A5 ou A6, présentent un signal de BRET plus élevé, mais le
delta de BRET entre I'état clivé et non clivé reste quasi nul. Cela pourrait s’expliquer par un
encombrement stérique des partenaires qui géne le clivage de la sonde par la protéase.
Ainsi dans le cas de ces deux séries de doubles délétions, que ce soit pour la YPet ou pour
la mVenus, le meilleur signal de BRET est atteint pour les constructions délétées de 11
acides aminés (courbes rouges) du cdté accepteur, couplées a une version compléte du

donneur d’énergie Rluc8.

Doubles délétions Doubles délétions
YPet / Rluc8 mVenus / Rluc8
10000+ 1
8000- E
k= 6000 1
14
m
£ 40001 !
....-! — -TEVp
2000+ . 1 @, uh W o «eess +TEVP
.:::‘nn.zii‘....z:'.'.".'-'-' t 3 ..',.'.
o L Ll L L L) Ll L L T L) Ll T T Ll

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Délétions coté N-terminal de la Rluc8 Délétions c6té N-terminal de la Rluc8

(acides aminés) (acides aminés)
YPet A9 mVenus A9
® YPet A10 “® mVenus A10
@ YPet A11 “® mVenus A11
@ YPet A12 ® mVenus A12

Figure 40 : Signaux de BRET des différentes délétions croisées YPet, mVenus et Rluc8

Les cellules HelLa ont été co-transfectéées avec les différentes constructions (20ng de sonde par puits
dans une plaque 96 puits) en absence ou en présence de la protéase TEV (25ng) n = 3. Analyse
statistique réalisée avec le logiciel GraphPadPrism,7.0 ANOVA deux voies, Bonferonni post-test. La
fleche noire indique I'emplacement du contréle non délété cété donneur d’énergie.

Cependant, de meilleurs résultats ont été obtenus avec 'accepteur YPet qui a donc
été sélectionné pour la suite du travail. Grace a ces expériences, 4 clones majeurs
(YPetA11-sTEV-FuUllRIuc8 ; YPetA11l-sTEV- A1RIuc8 ; YPetA1ll-sTEV- A2RIuc8 et YPetAll-
STEV- A3RIuc8 ) présentant le meilleur signal de BRET basal mais aussi le meilleur delta
apres clivage ont pu étre isolés et comparés au clone de départ. Mais, comme il a été
observé dans le cas de la délétion 12, une configuration donnant un meilleur signal de BRET
peut également géner la coupure par la TEVp. La sensibilité de ces différents clones a été

testée dans un second temps (encadré gris Figure 41).
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Il.1.a.ii.4 Sélection de la sonde la plus sensible en réponse a la protéase TEV

Suite aux résultats obtenus, nous avons décidé de continuer avec la version de la
sonde YPetA11-sTEV-Full-Rluc8, présentant les meilleures valeurs de BRET basales ainsi
que le meilleur delta entre I'état clivé et non clivé (encadré gris Figure 41). Les résultats sont

présentés Figure 42, en BRET A ainsi qu’en pourcentage de coupure maximale B.

A Effet dose réponse de la TEV B Comparaison des
sur les meilleures sonde BRET IC50

100¢
¢ o
l—  —
T} 2 E 751
[ 2=
"E:' S E 50
S
251
. SSMENS———— . A . 0 . . . ==
104103 10-2 101 10° 10" 102 10-410-3 10-2 101" 10° 10" 102
Protéase TEV Protéase TEV
transfectée (ng) transfectée (ng)
C Construction 1C50 (pg) 1C [95%] valeur de p
@ YPetFull-ENLYFQG-FullRlucs 20,7 [14,7 ; 29,2] 0998 ns
@ YPetA11-ENLYFQG-FullRIucS 21,8 [19,1; 24,8] 0,4375 ns
® YPetA11-ENLYFQG-A1RIUCS 30,2 [26,8 ; 34,1] < 0,0001 ***
YPetA11-ENLYFQG-A2RIucg 217 [183,8;256,2] =<0,0001 *=
YPetA11-ENLYFQG-A3RIuc8 27,6 [17.4 ; 43,8] 0,2252 ns

Figure 41 : Effet dose-réponse de la protéase TEV sur les meilleures sondes
A] Résultats présentés en BRET B] Comparaison des valeurs d’IC50, valeurs présentées en

pourcentage de coupure maximale. C] Comparaison des valeurs d’IC50. Les cellules HelLa ont été
co-transfectées avec la sonde (20ng d’ADN par puits) en présence d’une dose croissante de protéase
TEV allant de 0 a 40 ng. n = 3. Les valeurs d’IC50, intervalles de confiance et analyse statistique ont
été déterminés avec le logiciel GraphPadPrism ANOVA deux voies, Bonferonni post-test. ns : non
significatif ; *** p < 0,0001.

La Figure 42A présente le signal de BRET basal des meilleures sondes
sélectionnées préalablement, comparé a la version de départ YPet-Full-sTEV-Full-Rluc8
présentée en noir. Les différentes valeurs avant clivage correspondent aux valeurs
préalablement présentées Figure 41. L’action de la protéase TEV observée sur la sonde est
dépendante de la dose transfectée et que toutes les constructions ne sont pas clivées a
100% aux plus fortes quantités de TEVp. Afin de déterminer la sonde la plus sensible, les
différentes valeurs de BRET ont été converties en pourcentage de coupure maximale
(Figure 42B) pour comparer les différentes concentrations inhibitrices médianes, ou IC50.

Les résultats sont reportés Figure 42C. Pour chaque construction sont indiqués : la valeur
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de I'IC50, lintervalle de confiance a 95% ainsi que la valeur de p (p-value) et la différence
significative par rapport a la version non délétée. Une différence significative est observée
pour les clones YPetA11l-sTEV-A1RIuc8 (vert) et YPetAll-sTEV-A2RIluc8 (orange), alors
gu'aucune différence significative (ns) n’est observée pour les sondes YPetAll-sTEV-
FullRluc8 (rouge) et YPetA11-sTEV-A3RIuc8 (bleu clair) par rapport au contrdle (noir). Les
valeurs d'IC50 et les intervalles de confiance étant quasiment identiques, la construction
YPetA11l-sTEV-FullRIuc8 a été sélectionnée, car elle présente le meilleur signal de BRET
basal et répond le mieux a la protéase TEV (signal de BRET basal 8700 mBRET ; aprés
clivage 994 mBRET ; Delta 7706 mBRET).

Il.1.a.iii Amplification du systéme par le BRET

Une des premiéres amplifications de notre systéme repose sur l'utilisation de la TEVp
qui coupe son substrat et empéche le transfert d’énergie. La seconde repose sur la méthode
de BRET elle-méme. Comme décrit en introduction (cf. Mesure du signal de BRET [.2.c.3),
le signal de BRET correspond a la lumiere émise par la YPet sur celle de la Rluc8 : Valeur
de BRET = (YPet)emsso / (RIUC8)emass.

II.1.a.iii.1 Rapport de BRET

Le couple de partenaires YPetAl1l/ Full-Rluc8 choisi au préalable, nous donne un
signal de BRET équivalent 8 9000 mBRET, traduisant une émission a la longueur d’onde de
'accepteur neuf fois plus importante qu’a celle du donneur, indiquant ainsi un trés fort
transfert d’énergie entre les deux. Ce phénoméne indique qu’avant la coupure de la sonde,
une grande partie de l'activité luciférase est engagée dans le transfert d’énergie et n’est donc
pas mesurable a la longueur d’onde d’émission de la luciférase (Figure 43A). Aprés clivage,
le signal mesuré a la longueur d’'onde d’excitation de I'accepteur décroit, provoquant une
diminution du signal de BRET ainsi qu'une amplification du systeme, due a la part d’activité
lumineuse engagée dans le transfert d’énergie qui devient cette fois-ci quantifiable (Figure
43B). L'augmentation de la quantité de luminescence de la Rluc8 aprés clivage traduit donc
une amplification du signal par exagération du rapport de BRET lors du clivage de la sonde.
Si une amplification existe, une augmentation du signal mesuré a la longueur d’'onde du

donneur est donc attendue apres dissociation des partenaires (Figure 43C).

A. Avant clivage B. Aprés clivage
v o ‘B
@
: T '
_ (YPet) _ (Ypet) -0 _
BRET = (Rluc) BRET = (Rluc) ~ 1~ ~ 7
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C Activite luciferase Figure 42 : Transfert d’énergie émis par les

YPetA11-sTEV-R8Full partenaires de BRET
5- A] Avant clivage par la protéase TEV. Le signal émis
a la longueur d’onde du donneur est moins important
S5 44 que celui émis a la longueur d’'onde de I'accepteur.
£ iy B] Aprés coupure, augmentation de I'émission du
3 31 O -TEVp donneur suite a la baisse d’émission lumineuse de
o ol . +TEVp laccepteur. C] Signal de BRET et quantité de
o l'activité luciférase de la nouvelle sonde BRET en
- 14 comparaison au témoin non délété. La valeur du
signal de BRET est donnée en mBRET et l'activité
0- luciférase exprimée en fois du contréle. *** p<0,001
485 et * p<0,05 par rapport au témoin négatif (sans

protéase). Analyse statistique réalisée avec le logiciel
GraphPadPrism 7.0, ANOVA deux voies, Bonferonni
post-test.

Longueur d'onde (nm)

Il.1.a.iii.2 Différents filtres et rapports de BRET

Le signal de BRET correspond au ratio de la lumiere émise par la YPet a 530 nm sur
I'’émission de la Rluc8 a 485 nm. Dans notre systéme nous avons choisi de travailler avec le
mutant Rluc8, sélectionné pour sa stabilité (200 fois plus stable que la version Rluc native a
37°C) mais aussi pour son activité lumineuse 6.8 fois plus intense!®2, Cette protéine étant
plus brillante et donc plus facilement détectable, nous avons décidé de changer une série de
filtres, principalement utilisés pour la détection de la Nluc, un variant de la Rluc, décrit
également comme plus brillant. Les filtres 460, 485, 530, 535 et 568 nm ont pu étre vérifiés
en paralléle lors des différentes expériences de BRET. Les bandes passantes de chacun
des filtres sont représentées Figure 44A. La Figure 44B illustre les valeurs de BRET
obtenues avec ces nouveaux filtres, pour la sonde YPetA11l-sTEV-FullRluc8 en réponse a la
TEVp. Les résultats sont comparés au contréle (530/485 nm), en I'absence (blanc) ou en
présence (noir) de la protéase TEV. Les deltas ont également été calculés pour chaque
rapport. Une augmentation drastique du signal de BRET est observée dans le cas du rapport
568/460 nm, en comparaison du contréle. Ce nouveau couple de filtres permet ainsi de
mesurer un rapport de BRET d’'une valeur moyenne de 12500 mBRET contre 8900 mBRET
pour le rapport 530/485 nm. De plus, la valeur moyenne du delta de BRET passe de 7933
mBRET (530/485 nm) a 11262 mBRET (568/460 nm). L’ensemble de ces expériences a
permis d’améliorer le signal de BRET basal de notre sonde ainsi que la valeur du delta entre
les états non clivé et clivé. Ainsi, nous pouvons espérer une sensibilité accrue et un facteur
Z (indicateur de la quantité et de la fiabilité d’'un criblage) favorable soit supérieur a 0.5 qui
sont deux parameétres essentiels a prendre en considération lors de la réalisation des tests

de criblage.
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Sonde BRET optimisée
Riucs YPet 13000
1.0+ 460nm_485nm  530nm
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7500+
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350 400 450 500 550 600 650 ol
Longueur d’onde (nm) 530/485 535/485 568/485 530/460 535/460 568/460

Delta 7933 7368 9094 9815 9128 11262

Figure 43 : Différents filtres et modification du ratio de BRET
A] Longueurs d’'ondes et bandes passantes des différents filtres utilisés (Mithras — Berthold). B]

Nouveaux ratios de BRET et valeurs de delta comparés au rapport initial de 530/485nm. Les cellules
HelLa ont été co-transfectées en présence de la sonde (20 ng par puits d’'une plaque 96 puits), en
'absence ou en présence de la protéase TEV (25 ng). Les différents rapports sont comparés au
rapport 530/485nm en gris clair. n = 5; **p<0.001 Analyse statistique réalisée avec le logiciel
GraphPadPrism 7.0, ANOVA deux voies, Bonferonni post-test.
Il.1.a.iii.3 Remarques et perspectives

Grace aux différentes délétions réalisées, le signal de BRET basal ainsi que le delta
de BRET entre les deux états de la sonde de départ ont été optimisés d’'un facteur 2.5 :
de3805mBRET a 8911 mBRET pour le signal et un delta de 2764 mBRET initialement a
7933 mBRET apreés les délétions. Ces expériences présentent un systeme amplifié du fait de
l'activité luciférase mesurée aprés clivage et de l'utilisation des différents couples de filtres
qui permettent, la encore, une augmentation du delta de BRET entre les deux états. Le
signal de BRET de départ, ainsi que le delta, se voient également augmentés pour la
meilleure sonde sélectionnée YPetA11l-sTEV-FullRIuc8 (comparaison des rapports 530/485
et 568/460nm). Le signal de la sonde sélectionnée est alors supérieur au meilleur signal de
BRET publié a ce jour et décrit dans les études liées aux Nano-lanternes. Notre sonde
pourrait ainsi étre facilement adaptée a ces études : par la suppression du site de clivage de
la TEVp constitué de 9 acides aminés, un signal de BRET plus élevé pourrait étre atteint et
la valeur de BRET basale de cette nouvelle Nano-lanterne serait comparable a celle de la

Nano-lanterne mVenus déja publiée’ "2,

A B

8700 mBRET

9000 mBRET
(mVenusacio Ens-szsm@ (YPetAﬂX!Iuc&-FuD
Figure 44 : Nano-lanternes

A] mVenus 7472, B] Hypothése Nano-lanterne YPet. Une augmentation du signal de BRET est
attendue. Signal de bioluminescence naturelle pris en photo en chambre noire aprés récupération des
cellules transfectées en présence de la sonde seule (-TEVp) et en présence de la sonde et de la
protéase TEV (+TEVp).
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[I.1.b Adaptation de la sonde au modele HCS

Un des autres objectifs de ma thése a été de valider un deuxieme mode de lecture de
notre systeme en imagerie, afin de confirmer un double mode de lecture BRET / HCS. Moins
utilisée car plus colteuse que le BRET, 'HCS est néanmoins en plein essor en raison de la
quantité importante d’informations générées par la visualisation du systéme dans les cellules

vivantes ou non.

II.1.b.i Principe du HCS

La microscopie automatisée a haut débit est une approche multiparamétrique d’étude
de la physiopathologie cellulaire. Basée sur des techniques d’imagerie cellulaire, ce systeme
repose sur I'acquisition automatique d’'images en microscopie, ou plein champ, de centaines
de milliers de cellules, suivie de I'analyse quantitative en flux des images, de maniére a
tester en une seule et méme manipulation des milliers de conditions. Le systéme HCS se
compose d'un systeme d’imagerie cellulaire automatisé (ici I'INCell Analyzer 6000, GE
Healthcare) permettant I'acquisition d’images, et d’un systéme de stockage et d’analyse des
données (serveur Columbus, Perkin Elmer). Ces expériences d’optimisation HCS ont été
menées en paralléle des différentes délétions réalisées sur la sonde. Dans un premier
temps, nous avons cherché a localiser la fluorescence de la YPet dans le noyau des cellules
avant clivage puis a exporter cette fluorescence hors du noyau des cellules aprés clivage.
L’objectif est d’obtenir un fort contraste de fluorescence entre I'état basal non coupé et I'état
clivé par la TEVp.

Suite aux expériences précédentes, le systéme a été pensé pour obtenir un signal de
fluorescence de type ON/OFF permettant une réponse de type binaire : une cellule est dite
positive ou négative, sans état intermédiaire de fluorescence. La délocalisation de la
fluorescence de la sonde d’'un compartiement cellulaire & un autre (du noyau vers le
cytoplasme) permet d’obtenir un contraste optimal. Ces expériences ont été réalisées sur la
sonde de départ non optimisée, la YPetFull-sTEV-FullRIuc8®®, et plusieurs séquences de
localisation d’export (NES, Nuclear Export Signal) et/ou d’import (NLS, Nuclear Localization

Signal) ont été testées.

11.3.b.1 Choix des séquences d’export et/ou d’import nucléaire

Une triple ou quadruple séquence de localisation d'import nucléaire (NLS3 ou NLS4)
a été fusionnée a I'extrémité C-terminale de la Rluc8 afin de localiser la sonde dans le noyau
des cellules avant clivage par la protéase TEV. Sur le méme modéle, différentes séquences
d’export nucléaire (NES) simples ou doubles ont été testées et fusionnées en partie N-
terminale de la YPet afin de localiser la fluorescence dans le cytoplasme aprés clivage par la

TEVp. La Figure 46A représente schématiquement la délocalisation de fluorescence

79



attendue, la Figure 46B illustre les différentes constructions réalisées, et la Figure 46C, les

résultats obtenus en microscopie.
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Figure 45: Localisation de la sonde en présence

des différentes séquences d’export et/ou d’import
nucléaire

A] Délocalisation attendue B] Différentes constructions 4
plasmidiques réalisées C] Résultats de fluorescence.
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La Figure 46C présente dans un premier temps, pour la YPet (1) une fluorescence
dans le noyau des cellules avant clivage, quelle que soit la séquence d’'import utilisée. Aprés
clivage par la TEVp, on observe une délocalisation partielle de la fluorescence de la YPet, du
noyau vers le cytoplasme. Afin d’obtenir une fluorescence de la YPet totalement exclue du
noyau aprés clivage, différentes séquences d’export nucléaire ont été fusionnées a
I'extrémité N-terminale de la YPet : NES-1 (2), NES-2 (3) ainsi que deux séquences NES-2
notées NES-2x2 (4), associées a la YPet seule ou sur les sondes nucléaires précédentes.
Les séquences NES-11% et NES-2'% ne différent que de quelques acides aminés. La Figure
46C-2,3,4, présente les résultats obtenus avec les différentes séquences NES, en I'absence
ou en présence des triples ou quadruples séquences d’'import NLS3 ou NLS4. En I'absence
de séquence d’'import, la séquence NES-1 semble peu exclure la fluorescence du noyau
comparé aux séquences NES-2 et NES-2x2, pour lesquelles la fluorescence semble bien
exclue du noyau avant clivage. L’addition d’'une triple séquence d’import NLS3, pour les

constructions NES-1,- 2 ou- 2x2, n’entraine pas la fluorescence de la YPet dans le noyau en
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présence de la YPet seule avant clivage. Au vu de ces résultats, il semble y avoir une
compétition entre les différents signaux d’'import et d’export'®®. En revanche, I'addition d’une
quadruple séquence d’'import NLS4, semble rétablir I'équilibre pour les différentes séquences
NES : avant clivage par la TEVp, la fluorescence de la YPet est présente dans le noyau des
cellules. Cependant, pour les trois séquences NES, aprés clivage par la TEVp, nous
observons une fluorescence de la YPet dans toute la cellule, non exclue du noyau comme il
aurait été attendu.

Cette non exclusion peut s’expliquer par une possible diffusion passive de la YPet du
noyau au cytoplasme aprés clivage. En effet, la YPet est une petite protéine (environ 25
kDa) capable de diffuser librement entre le noyau et le cytoplasme, prenant ainsi le dessus
sur le mécanisme du transport nucléaire. Les différentes recherches bibliographiques
effectuées ont montré de nombreuses contradictions quant a la taille minimale requise pour
permettre cette diffusion'®-1%, Lange et al., ont démontré que la taille d’une protéine devait
étre inférieure a 40 kDa pour pouvoir diffuser entre le noyau et le cytoplasme?®® alors que
'équipe de Shimonzo!®® a montré qu’une protéine entre 50 et 60 kDa était capable de
diffuser entre ces deux compartiments cellulaires. Pour contrer ce probléme de diffusion
passive de la fluorescence entre les deux compartiments, la taille de la partie fluorescente
libérée (NES-YPet), aprés coupure par la TEV, a été augmentée. Pour cela, nous avons
choisi d’'insérer une ou deux séquences codantes du géne de résistance a la puromycine
(noté Puro®) en amont de la séquence NES et de la YPet.

Pour réaliser les différentes constructions présentées Figure 47-1,2,3,4,5, la
séquence d’export NES-2x2 a été sélectionnée, cette derniere montrant les meilleurs
résultats d’exclusion de fluorescence de la YPet avant clivage. Toutes les constructions
présentent une fluorescence de la YPet exclue du noyau avantclivage par la TEVp (Figure
47-1,2,3). L'ajout d’'une seule séquence Puro® (2) ne semble pas permettre une exclusion
nucléaire de la fluorescence aprés clivage. En revanche, la construction réalisée avec deux
génes PuroR (3) conduit a une fluorescence de la YPet exclue du noyau apres clivage, mais
aussi avant. Pour obtenir un contraste de type ON/OFF entre les deux états, la séquence
NLS4, utilisée précédemment, a été clonée a I'extrémité C-terminale de la Rluc8 (4). Dans le
cas de cette derniére construction, bien que la fluorescence de la YPet soit exclue du noyau
apres clivage par la TEVp comme attendu, la fluorescence de la YPet n’est pas réellement
présente dans le noyau des cellules avant clivage mais dans la cellule entiere. Comme dans
le cas de la séquence NES versus la séquence NLS3, la séquence NES-2x2 semble
'emporter sur notre séquence NLS4. Néanmoins, nous avons pris la décision de ne pas
donner suite a ces expériences d’optimisation, la taille de notre sonde devenant trop

conséquente. Nous avons alors choisi de travailler avec le contraste généré par la
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construction (5), entre la fluorescence de la YPet dans le noyau des cellules a 'état basal, et

celle de la cellule entiére aprés clivage (5).
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Figure 46: Représentation schématique des différentes constructions aprés ajout du géne PuroR et
localisation cellulaire de la YPet avant et aprés clivage par la TEVp

La taille en kDa de chaque protéine aprés clivage par la protéase TEV est indiquée dans le cas de chaque
construction par rapport a la construction de départ. Les cellules HelLa ont été co-transfectées en présence ou en
'absence de la protéase TEV (20 ng d’ADN par puits -/+ 25 ng de protéase TEV pour une plaque 96 puits noire) n=3

11.3.b.2 Utilisation de la meilleure sonde BRET pour la double lecture BRET/HCS

Ces expériences menées en paralléle, a la fois sur I'optimisation de notre signal de
BRET ainsi que sur le choix des signaux dimport et d’export, nous ont permis de
sélectionner une sonde a la fois sensible en BRET mais aussi applicable a la lecture HCS.
La sonde YPetAll-sTEV-Full-Rluc8 a été retenue et la Figure 48 présente les résultats
apres acquisition a I'INCell Analyser6000 pour des quantités de protéase préalablement

testées lors des délétions YPet/Rluc8 (cf. Il.1.a.ii.2).

YFP

Figure 47 : Optimisation du paramétre HCS

Les cellules HelLa ont été co-transfectées avec la sonde YPetA11-sTEV-Full-Rluc8 (20 ng d’ADN par
puits) en présence d’'une quantité croissante de protéase TEV allant de 0 a 40 ng. n = 3. Les
expériences ont été menées en parallele a partir d’'un mix réactionnel commun séparé en deux
plaques (BRET et fluorescence). Résultats présentés en ng de TEVp transfectée.
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La délocalisation de la fluorescence de la YPet est nettement observée apres
augmentation progressive de la dose de protéase en comparaison des noyaux marqués au
DAPI.

[1.3.b.3 Comparaison des paramétres BRET/HCS

En plus de 'analyse de BRET, pour chaque plaque HCS, un script d’analyse d’'image
a pu étre développé pour quantifier les résultats obtenus avec les logiciels Columbus (Perkin
Elmer) ou ImageJ / Fiji (cf. Partie expérimentale — Techniques d’analyse d’images lIl.5).
Gréace au marquage des noyaux, le nombre de cellules par puits a pu étre déterminé ainsi
gue le nombre de cellules transfectées (population noyaux verts). Dans un second temps, a
partir de cette population de cellules transfectées, les cellules dites négatives (fluorescence
de la YPet uniqguement dans le noyau) et celles positives (fluorescence de la YPet présente
en dehors du noyau) ont pu étre comptabilisées. Pour différencier les cellules négatives des
cellules positives, une zone précise a été délimitée autour du noyau. Si une intensité de
fluorescence est observée dans cette zone, la cellule sera considérée comme positive. Les
scripts d’analyse d'images donnent aussi de nombreuses informations quant au nombre total
de cellules transfectées, de cellules positives et de cellules négatives, ainsi que les valeurs

d’intensité de fluorescence de chaque puits.
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80 e . 28 e
11 Figure 48: Comparaison des paramétres
60 1 - BRET BRET/HCS pour la sonde optimisée
0 Columbus En BRET (noir), les résultats sont présentés
b 40 | -o- Image J en fonction du pourcentage de coupure
maximale de TEVp et pour le HCS (jaune :
20 - Columbus / vert: Imaged), en fonction du
pourcentage de cellules négatives parmi la
0 population de cellules transfectées n=3.
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Quantité de protéase
TEV transfectée (ng)

La Figure 49 rapportée en % de coupure maximale pour le BRET (courbe noire) et
en pourcentage de cellules négatives dans le cas du HCS (courbes jaunes et vertes), permet
de comparer les deux méthodes BRET et HCS. L’analyse des résultats développés a partir
des logiciels Columbus ou Image J suit la méme tendance. L’approche HCS reste cependant
moins sensible que I'approche BRET, avec une valeur d’IC50 d’environ 1900 pg de TEVp
comparée aux 42 pg obtenus avec la méthode de BRET. Il est important de noter que ces
expériences ont été réalisées par une approche de transfection transitoire, tous les puits de

cellules n’étant pas transfectés de fagon homogéne. Un second phénoméne est observé
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pour les fortes doses de TEVp pour lesquelles beaucoup de cellules mortes ont été
considérées comme des cellules négatives en raison de leur forme arrondie, malgré un
champ de cellules 100% positives. Le script d’analyse développé avec le logiciel ImageJ
(gratuit), semble aussi efficace que le logiciel Columbus (payant), mais nécessite encore
d’étre optimisé sur quelques paramétres. Le travail des scripts reste & améliorer mais nous
espérons obtenir de meilleurs résultats en couplant tous ces parametres a nos lignées de

cellules stables et & notre technique d’optimisation de la transfection.
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[I.2 Outils développés lors du projet

[l.2.a Lignées cellulaires stables et systeme CRISPR/Cas9

Les lignées cellulaires stables sont utilisées dans de nombreuses applications,
notamment la production de molécules comme les protéines recombinantes ou les anticorps.
Elles ont également un intérét majeur dans le criblage de médicaments en assurant une
reproductibilité des résultats et un calibrage stable du systéme, nécessaire lors de la mise au
point de tests de criblage. Nous avons choisi de réaliser des lignées de clones cellulaires
stables, en utilisant le systeme CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR)/CRISPR associated protein 9), largement développé et
exploité ces derniéres années®®2%, Un des avantages notables de ces lignées cellulaires
stables est qu'elles surexpriment la protéine cible uniformément et indéfiniment,
contrairement aux protéines cibles exprimées apres transfection transitoire. La production de
protéines est donc reproductible et peut étre de ce fait facilement augmentée puisque que
100% des cellules vont exprimer la protéine d'intérét?°l. Cependant, la génération de lignées
de cellules stables nécéssite plus de temps et d'efforts que la transfection transitoire,
notamment dans le processus de sélection des clones. En effet, un vecteur d’expression
codant pour le géne d’intérét doit étre inséré dans le génome de la cellule héte. Lors de la
génération de ces lignées, seules quelques cellules intégreront le vecteur d’intérét dans une
région hautement transcrite, ce qui permettra la production d’une quantité suffisante de
protéines. L'isolement et la caractérisation d’'un grand nombre de clones est donc nécessaire
et peut prendre plusieurs mois de travail®?, particulierement pour la pousse cellulaire au

moment de l'isolement de clones a partir d’'une cellule unique.

II.2.a.i Choix des vecteurs

Pour réaliser les différentes lignées cellulaires stables pour les différentes
applications, le systéme CRISPR/Cas9200.202203 g été utilisé. Ce systéme, de par sa simplicité
d’utilisation, permet de ne pas passer par les systemes de transduction lentivirale?®*, plus

contraignants dans la réalisation de lignées cellulaires stables.

Un petit ARN guide (ARNQg), spécifique d’une séquence définie d’ADN, vient se fixer
spécifiquement a I'edonucléase Cas9. Ce complexe va permettre de reconaitre une zone
spécifigue du génome : AAVS1 (Adeno-Associated Virus Integration Site 1). Cette zone
spécifigue de du génome humain, choisie par nos soins, sera alors clivée, provoquant une
cassure double brin au niveau de 'ADN. Cette coupure sera réparée par recombinaison
homologue par la machinerie cellulaire ce qui permettra d’intégrer un morceau d’ADN

étranger au sein de la cellulg?00:202:203,
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Figure 49 : Systéme CRISPR/Cas9 et vecteurs utilisés dans la réalisation de lignées cellulaires
stables.

Le vecteur AAVS1-T2-CRIPR-in-pX330 (#72833 addgene) code pour la protéine Cas9, et pour ’TARNg
AAVS1. Le vecteur donneur, pMK232-CMV-OsTIR1-PURO (#72834addgene) exprime la sonde
BRET/HCS optimisée sous contrble du promoteur CMV (Cytomegalovirus) entre deux séquences
AAVS1 dans les cellules humaines

Le systeme choisi se compose de deux vecteurs. Le premier, AAVS1-T2-CRIPR-in-
pX330 (#72833 addgene?®), code pour la protéine Cas9, une endonucléase qui coupe
spécifiguement les séquences du génome AAVS1 dans les cellules humaines, ainsi que
pour un ARN guide, permettant ainsi la formation du complexe CRISPR/Cas9 et la
réparation de la zone endommagée. Le second, vecteur donneur, pMK232-CMV-OsTIR1-
PURO (#72834addgene), exprime une protéine X sous contrdle du promoteur CMV
(Cytomegalovirus) entre deux séquences AAVSL1 dans les cellules humaines. Cet ADN sera
intégré spécifiqguement dans le génome de nos cellules par recombinaison lors du processus
de réparation du site AAVS1. Une mutagénése dirigée a été réalisée pour supprimer le site
de restriction Nhel présent en aval du promoteur CMV sur le vecteur #72834, et une
seconde a permis I'ajout d’'un site Xhol en partie C-terminale de la protéine X. Toutes les
constructions réalisées dans cette these ont été pensées et clonées entre les sites de

restriction Nhel et Xhol pour interchanger facilement les sondes d’'un vecteur a l'autre et de
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ce fait générer rapidement des lignées cellulaires stables pour cette approche CRISPR/Cas9
(Figure 50).

II.2.a.ii Réalisation des lignées et sélection

Une lignée stable de cellules HelLa exprimant la sonde BRET/HCS utilisée dans les
expériences de géne rapporteur, a été générée via le systeme CRISPR/Cas9. Aprés
apparition des premiers flots de cellules, celles-ci ont été sélectionnées grace a la
puromycine : une forte dose de 8 pg/mL au début de la sélection permet d’éliminer
rapidement les cellules n’ayant pas intégré la sonde, dose diminuée a 2 pg/mL aprés deux
semaines de sélection.

Figure 50: Lignée de cellules stables
générée par le systeme CRISPR/Cas9
Les cellules expriment la sonde
BRET/HCS utilisée dans les expériences
de géne rapporteur (YPetAll-sTEV-Full-
Rluc8). Marquage DAPI et FITC présenté
pour deux champs. INCell Analyser 6000,
10X.

DAPI

FITC

Lors de ces trois années, nous n‘avons développé qu’un seul modéle de lignée
cellulaire stable comme preuve de concept. Le vecteur YPetAll-sTEV-RIuc8-Full
correspondant a notre sonde BRET/HCS a été choisi (Figure 51). Tous les outils ont été
pensés pour générer facilement et rapidement d’autres lignées cellulaires stables. Ainsi, les
sondes réalisées ont été pensées pour étre clonées entre les sites Nhel et Xhol présents sur
le vecteur donneur #72834 muté. Dans la partie applications, les différentes constructions
plasmidiques réalisées ont été clonnées dans ce méme vecteur donneur #72834 modifié,
méme si ceux-ci ont été transfectés transitoirement. La preuve de concept du systeme a
donc été validée avec cette premiére lignée de cellules stables. Une lignée celllaire de type

CRISPR/Cas9 peut étre obtenue en 2 mois de la transfection a la sélection des clones.
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[I.2.b Optimisation de la technique de transfection transitoire pour le haut-

débit

Suite a ces différentes expériences de délétions et au nombre important de
constructions plasmidiques clonées et testées, nous avons développé lors de cette thése,
une technigue de transfection reverse haut débit grace aux moyens matériels disponibles au
laboratoire. Chaque étape du processus de transfection a été optimisée et automatisée
grace a l'utilisation de 'Echo550 (Labcyte), un nano-dispenseur acoustique. L’optimisation
de cette technique fait I'objet d’'une publication actuellement en révision chez SLAS
Discovery : malgré les nombreux avantages de la technologie de distribution acoustique
ADE (Acoustic Droplet Ejection), aucun essai de transfection n'a été développé a ce jour.
Manuellement, la transfection d’ADN plasmidique est un processus long et sujet a de
nombreuses erreurs si de multiples conditions sont croisées et si plusieurs dilutions sont
nécessaires. L’utilisation de la technologie ADE devient donc un outil précieux pour i) la
miniaturisation, permettant ainsi l'utilisation d’une plus petite quantité d’ADN et d’agent
transfectant, ii) le haut débit et la reproductibilité par rapport au protocole manuel, et ce
méme pour des débutants, iii) la distribution d’'une quantité d’ADN a partir d'une méme
solution mére diluée ainsi qu'un multiplexage facile de différents ADN, dans une méme
plague destination, une liste de programmation de I'appareil lui indiquant le puits source et

les puits destinations recquis dans le multiplexage en 384 puits sans erreurs.
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Figure 51 : Diagramme de comparaison des techniques de transfection manuelle et haut débit
Comparaison du temps de manipulation dans le cas des plagues 96 puits (manuel) et 384 puits (haut débit). Les
étapes indiquées en marron représentent les opérations manuelles et en vert les différentes étapes automatisées.

L’adaptation du protocole de transfection reverse permet d’obtenir une technique haut
débit, améliorant ainsi le débit des transfections, par rapport aux diverses manipulations
réalisées en plague 96 puits et permet de croiser de nombreuses conditions en paralléle au
sein d'une méme plaque 384 puits. La Figure 52 compare les deux méthodes de
transfection réalisées manuellement (96 puits), ou de fagon automatisée (384 puits). Les
étapes manuelles sont représentées en rouge et les étapes automatisées en vert. Les

résultats sont détaillés dans la publication présentée a la page suivante.
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Abstract

The Labeyte Echo acoustic liquid handler allows accurate droplet ejection at high speed from a source well plate to a
destination plate. It has already been used in various miniaturized biological assays, such as quantitative PCR (q-PCR),
quantitative real-time PCR (q-RT-PCR), protein crystallization, drug screening, cell dispensing, and siRNA transfection.
However, no plasmid DNA transfection assay has been published so far using this dispensing technology. In this study,
we evaluated the ability of the Echo 550 device to perform plasmid DNA transfection in 384-well plates. Due to the high
throughput of this device, we simultaneously optimized the three main parameters of a transfection process: dilution of
the transfection reagent, DNA amount, and starting DNA concentration. We defined a four-step protocol whose optimal
settings allowed us to transfect Hela cells with up to 90% efficiency and reach a co-expression of nearly 100% within
transfected cells in co-transfection experiments. This fast, reliable, and automated protocol opens new ways to easily and
rapidly identify optimal transfection settings for a given cell type. Furthermore, it permits easy software-based transfection
control and multiplexing of plasmids distributed on wells of a source plate. This new development could lead to new array
applications, such as human ORFeome protein expression or CRISPR-Cas9-based gene function validation in nonpooled
screening strategies.

Keywords
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Introduction to miniaturize biological applications such as quantitative
PCR (g-PCR) and quantitative real-time PCR (q-RT-PCR),
drug and RNA interference screening,” and protein crystalli-
zation® and is also expected to be applied soon to high-
throughput sequencing’ and cell dispensing.® Thanks to the
Cherry Pick software (Labcyte), the user can elaborate a
study plan to control the volume to be dispensed and the
source well and destination well, within the source and desti-
nation plates, respectively. A customized picklist file can be
generated in spreadsheet software to enable multiplexing of

Nanovolume liquid handlers have opened new ways to per-
form biological experiments, ranging from micro- to picoliter
scale, enhancing the high throughput of various biological
assays. Several noncontact dispensing methods have been
described and are mostly based on inkjet printing technolo-
gies." Out of these, acoustic droplet ejection (ADE) uses
focused acoustic energy to control ejection of a specific vol-
ume of liquid.” The Echo (Labcyte) is an accurate, precise,
and efficient device that uses this technology and produces
highly reproducible, fully automated, noncontact, and tipless
dispensing of liquid at high throughput.* Moreover, it is fitted
with an integrated dynamic fluid Analysis technology  'Université de Lille, Inserm, Institut Pasteur de Lille, Ul I77—Drugs and
(Labcyte) for the determination of the fluid composition, the ~ Molecules for Living Systems, Lille, France

liquid height in the source plate, and the power needed to Received June 11, 2018, and in revised form Sept 3, 2018. Accepted for

eject 2.5 nL droplets into the destination microplate.* Volumes publication Sept 5, 2018.

up to 500 nL can be handled by transferring several hundreds

of droplets per second. Initially, this device was only able to ~ Correspending Author:

deliver solutions containing at least 70% DMSO, but new Cyril Couturier, Ul 177 Inserm, Drugs and Molecules for Living Systems,

_ ; 7 T : Institut Pasteur de Lille, | Rue du Professeur Calmette, F-59000 Lille,
settings have circumvented this limitation to deliver more Foaricic

aqueous solutions.* To date, ADE has been successfully used Email: cyril.couturier@univ-lille.fr
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several fluids dispensing from different source plates in the
expected wells of different destination plates.

Given that transfection is the starting point of many
cell-based experiments, having an easy and reproducible
way to perform it in a high-throughput manner would be an
extremely valuable tool, even for nonspecialists. High-
throughput transfection allows for rapid optimizations
of the parameters, which ensures efficient development of
the miniaturized cellular experiments. However, high-
throughput transfection is a challenging issue, and whereas
several attempts have been successful for siRNA screening,’
very few examples of DNA plasmid transfection have been
reported so far. A jetPEI-based method has been described
using the Biomek liquid handling system in 96-well plate
format."” A microfluidic chip has been developed for the
independent transfections of 280 chambers, but it requires
specialized skills in this field."" Despite all the advantages
of the ADE technology, to date no plasmid transfection
assay has been developed using this technology. Plasmid
DNA transfection is, however, time-consuming and error-
prone if various multiplexed conditions and several DNA
dilutions are required. An easy. efficient, and high-through-
put cell transfection protocol using the ADE technology
would therefore be a valuable tool for several reasons: (1)
the ability to miniaturize. leading to the use of a smaller
amount of the prepared DNA; (2) the high throughput and
reproducibility over the manual protocol (even for nonex-
perts); and (3) the device-controlled dispensing from a pre-
defined picklist, allowing the DNA amount to dispense
from a single diluted DNA stock solution, and easy multi-
plexing of several plasmids® DNA in the same destination
well. Beyond calcium phosphate precipitation-based DNA
delivery systems, efforts have been made to enhance DNA
cell delivery, such as encapsulating nucleic acids in lipo-
some-like complexes using lipids or cationic polymers or,
more recently, using nonliposomal polymeric chemistry
systems.'> However, transfection can be challenging as
every cell type has a different set of requirements for opti-
mal introduction of foreign DNA. The transfection meth-
ods relying on DNA encapsulation are relatively simple
and straightforward and generally provide high transfec-
tion efficiency in many cell lines.”” Reverse transfection
protocols have been developed to enhance the throughput
and quickly test and combine several plasmid transfec-
tions."* These reverse protocols seem suitable for use of the
Echo liquid nanodispenser, as nucleic acid complexes with
the transfection reagent are formed before seeding the
cells.

In this study, we have evaluated the ability of an acoustic-
based dispensing system to perform plasmid DNA transfec-
tion in 384 wells. We simultaneously co-optimized several
parameters involved in the transfection process: the total
amount of DNA, the nature of the transfection reagent, and

the starting DNA concentration. We then improved through-
put, evaluated the stability of preloaded plates, and finally
implemented optimized conditions to perform co-transfec-
tion experiments.

Materials and Methods
Plasmid DNA Vectors

The tdTomato-N1 plasmid expressing the tandem dimer
Tomato was a gift from Michael Davidson and Roger Tsien
(Addgene plasmid 54562). The humanized mVenus coding
sequence was amplified by PCR and cloned in the same
vector backbone instead of the tdTomato.

Plasmid DNA Extraction

Plasmid DNA was isolated using miniprep NucleoBond
extraction columns (Macherey Nagel) according to the
manufacturer’s protocol.

Transfection Reagents

jetPEI (Polyplus) or TransIT-X2 Dynamic Delivery System
(Mirus) transfection reagents were used with their respec-
tive diluents: 150 mM NaCl and Opti-MEM medium (Life
Technologies) according to the supplier’s instructions.

Echo 550 Reverse Transfection

The Echo 550 device was set to 384LDV_AQ B2 mode.
Three picklists were generated from a Microsoft Excel
macro file to design the position of each source well, the
expected transferred volume, and the destination wells (step
1: diluent dispensing; step 2: DNA transfer; step 3: transfec-
tion reagent mix dispensing). Generated picklists were
imported in the Echo Cherry Pick 1.5.3 software for trans-
fers. A 384LDV Microplate (Labcyte) and a 384-well
Microplate pClear Black (Greiner Bio-one) were used as
the source plate and destination plate, respectively. In the
optimized protocol, diluent was dispensed using the
MicroFlo dispenser (BioTek, 1 uL cassette).

Cell Culture

HelLa cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) supplemented with 10% v/v fetal bovine
serum, 4.5 g/L glucose, 100 U/mL penicillin, and 0.1 mg/
mL streptomycin (Life Technologies). To reach a cell den-
sity suitable for proper image analysis after 48 h of growth,
1500 cells were seeded per well using the MicroFlo dis-
penser (BioTek, 10 pL cassette) after the Echo 550 dispens-
ing and incubated at 37 °C, 5% CO,.
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Cell Fixation

Transfected cells were fixed for 15 min with 10% formalin
(Sigma-Aldrich). Nuclei were stained for 20 min with 1 ng/
mL Hoechst (Invitrogen) diluted in 1 X phosphate-buffered
saline (PBS; Life Technologies), and washed three times
using 1< PBS.

Image Acquisition and Analysis

Images of two or three fluorescent channels (Hoechst, tdTo-
mato, mVenus) were sequentially acquired (three fields)
using the INCell Analyzer 6000 (GE Healthcare, Life
Sciences) with 10X objectives and a proper emission filter
set (DAPI, dsRed, and FITC, respectively). Transfection
efficiencies were analyzed based on nuclei staining using
Columbus software (PerkinElmer) and expressed as the
percent of transfected cells.

Data Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
version 7.00 software using one-way ANOVA analysis and
Dunnett posttests, or two-way ANOVA and Bonferroni
posttests.

Results and Discussion

Plasmid DNA Transfection Feasibility Using Echo
Acoustic Dispenser

To test the ADE technology for automated plasmid trans-
fection upon a reverse transfection protocol, we used HeLa
cells and two different transfection reagents: jetPEL a lipo-
polyplex, and TransIT-X2, a nonliposomal system. To eas-
ily monitor transfection efficiency by automated confocal
imaging, a tdTomato red fluorescent protein expressing
plasmid was chosen due to its exceptional brightness."
Four main parameters can affect DNA transfection effi-
ciency: (1) DNA amount, (2) ratio of transfection reagent to
DNA, (3) cell density at the time of the transfection mixture
addition, and (4) incubation time of the reagent-DNA com-
plex. We focused our effort on the first three parameters
since DNA solution and transfection reagent incubating
time before cell addition cannot easily be controlled in the
384-well format. Using three-step dispensing, we studied
the impact of these parameters by changing the diluent vol-
umes from 15 to 4000 nL, the amount of DNA from 5 to 100
ng, and the concentration of the final dispense of 500 nL
containing the DNA transfection reagent (1 and 2X con-
centrations). In our preliminary experiments, we noticed
that DNA solution dispensed could evaporate before addi-
tion of the transfection reagent mixture (data not shown). so
a diluent was dispensed before DNA to circumvent this
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problem. The 500 nL transfection mixture volume per well
was the same for both reagents, as calculated according to
the manufacturer’s instructions, and was not optimized in
this study. As this mixture requires vortexing of a fresh
preparation before addition to diluted DNA solutions, we
filled the source plate just after vortexing.

After this final use of acoustic dispensing, cells were
seeded using BioTek MicroFlo at a density of 1500 cells/
well, as this ensures proper final automated image analysis
48 h posttransfection.

The TransIT-X2 reagent showed significantly higher
transfection efficiency (Fig. 1) than jetPEI at both concen-
trations used (up to 89.3 = 1.15% and 43.75 = 9.2% posi-
tive cells, respectively; p << 0.05). The higher concentration
of jetPEI showed generally higher transfection efficiency
than 1 for 5-30 ng of transfected DNA (Fig. 1B) and 500—
2000 nL diluent volumes (Fig. 1A). The poor efficiencies
obtained using jetPEI could be explained by the suppres-
sion of the vortex step normally required to form optimal
DNA—jetPEI complexes, which can hardly be set up with a
384-well plate during the dispensing time. Better efficien-
cies could then be expected for transfection reagents avoid-
ing vortex steps, such as the nonliposomal system
TransIT-X2 in our case. However, more studies would be
necessary to determine if non-liposomal-based transfection
leads to higher efficiencies than liposome-based transfec-
tion in our high-throughput protocol. The best transfection
efficiencies for TransIT-X2 were obtained with 5-30 ng of
transfected DNA and diluent volumes ranging from 250 to
2000 nL. In these conditions, both concentrations of reagent
led to the same results (Fig. 1A,B): significantly higher
transfection efficiencies were obtained for a quantity of
transfected DNA ranging from 5 to 30 ng with 1000 nL of
diluent (Fig. 1B). The Echo dispenser was developed to dis-
pense 2.5 nL droplets from source wells filled with 3—12 pL
of aqueous liquid using an LDV plate, with a 9 pL working
volume. Using 100 ng/ul. DNA solution allows a total dis-
pense of 900 ng, which represents 45 different destination
wells that can be filled with 20 ng of DNA from the same
source well. In order to increase this number, we examined
the effect of the starting DNA solution concentration on the
transfection efficiency. HeLa cells were transfected using
1% concentrated TransIT-X2, with 5-100 ng of DNA, but
using a serial dilution of 400, 200, and 100 ng/pL of the
dispensed DNA solution in three separate wells of the
source plate. For all the diluent volumes tested, a starting
DNA concentration of 100 ng/pL leads to significantly
higher transfection efficiencies than 200 and 400 ng/pL for
5-30 ng of DNA dispensed (Fig. 1C). This could be due to
variations in liquid surface tension, a crucial parameter for
droplet ejection.'® DNA greatly increases the viscosity of
water and might then impair the dispensing process in
acoustic liquid delivery. However, to confirm this point, we
would have to test each cell line used.
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Figure |. Transfection feasibility using an Echo 550 acoustic nanovolume dispenser. Hela cells were reverse transfected using

the Echo 550 device and TransIT-X2 (black) or jetPEl (grey) transfection reagents. The | X concentration recommended by

the manufacturer or a 2 concentration was used (unfilled and filled circles, respectively). Volumes from 15 to 4000 nL of the
recommended diluent (Opti-MEM medium for TransIT-X2; 150 mM NaCl for jetPEl) were used with increasing amounts of DNA
(5-100 ng). Transfection efficiencies were determined 48 h later using image-based analysis software. (A) Results expressed as a
percent of the transfected cells for each DNA amount dispensed upon diluent volume increase. (B) Same results expressed for each
diluent volume upon increasing the amount of DNA dispensed. The error bars represent the SEM with n = 4. Two-way ANOVA
and Bonferroni posttest were used for statistical analysis. *p < 0.05, **p < 0.01, **p << 0.001 in grey when comparing | and 2
jetPEl conditions, and in black for 1< and 2X TransIT-X2. One-way ANOVA and Dunnett posttest were used for statistical analysis.
Op < 0.05, OOp < 0.01 when comparing the | X TransIT-X2 efficiencies to each other for the different diluent volumes used (A).
#p < 0.05, ##p < 0.0]1 when comparing the | X TransIT-X2 efficiencies to each other for the different DNA amount used (B). (C)
DNA source plate optimal working concentration. Hela cells were transfected using the Trans|T-X2 reagent (| X concentration),
diluent volumes of 0.5-2 pL, and a DNA concentration in the source plate from 100 to 400 ng/pL, to dispense 5—100 ng/well.
Transfection efficiencies were determined 48 h later using image-based analysis software. The error bar represents the SEM with

n = 4. Two-way ANOVA and Bonferroni posttest were used for statistical analysis. *p < 0.05, *¥p<<0.001 in grey and black when
the 100 ngfuL condition is compared with the 200 and 400 ng/uL conditions, respectively. One-way ANOVA and Dunnett posttest
statistical analysis were used to compare transfection efficiencies to each other for the different DNA amounts used. #p<0.05,
#4£tp<20.001 when comparing data with 50 and 100 ng DNA dispensed, and ¢p < 0.05 when comparing data with 100 ng of DNA
dispensed.
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MicroFlo, as in Figure |. The results are expressed as a percent of transfected cells. (C) Translation of the protocel to a higher
scale. The volumes and cell numbers used in the enhanced MicroFlo/Echo 550 protocol (control) were adapted to other well/plate
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Bonferroni posttest were used for statistical analysis. ns = statistically nonsignificant difference.

These first results showed that our three-step Echo 550-
based reverse transfection DNA-dispensing protocol is effi-
cient and accurate. For further optimization, we used the
best parameters obtained for HeLa cells: TransIT-X2, 1 pL.
of Opti-MEM diluent, a DNA source concentration of 100
ng/ul, and a total DNA dispensed amount of 10-30 ng.

Improvement of the Protocol

We thought that our protocol could be further improved in
terms of throughput. We estimated the throughput of our
protocol by measuring the time required for each step: 25 or
50 min to dispense 1 or 2 pL of diluent, respectively; 5 min
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to deliver 20 ng of DNA (starting from a 100 ng/pL concen-
tration); 15—20 min for the 500 nL transfection mixture; and
only 45 s for dispensing cells using MicroFlo. Our initial
settings for the overall dispensing process then required
nearly 1 h to transfect a 384-well plate, including the man-
ual plate handlings between the different steps. The han-
dling of both the diluent and transfection reaction mixture
appears to be the throughput-limiting step. Acoustic dis-
pensing is particularly well suited to prepare the low vol-
umes of transfection mixture required for this kind of
experiment, saving this usually expensive reagent. We
therefore decided to keep this technology for this step.
However, MicroFlo is able to dispense 1 and 2 pL in 8.5 and
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10.5 s, respectively. As the largest volume to be dispensed
is the diluent, we compared Hela cell transfection using
Echo- or MicroFlo-based dispensing for the diluent step.
Both dispensing methods led to similar results (Fig. 2A).
and no significant differences in transfection efficiencies
were noticed. MicroFlo lowered the overall process time to
less than 30 min, enhancing the throughput of the protocol
by twofold, up to 16 plates per day. At this rate, another
expected limiting factor would be the cell preparation, as an
entire workday would be necessary to fill 16 plates, assum-
ing a rate of one plate every 30 min. We then tested whether
plates could be preloaded with DNA in order to add the
transfecting reagent and cells extemporaneously. Whereas
more than 4 years of DNA conservation has previously been
reported using different optimized media,'” such as
Biomatrica or polyvinyl alcohol, we avoided their use in
order to keep our initial working protocol (DNA congela-
tion or drying in Opti-MEM medium). One microliter of
diluent was then dispensed using acoustic dispensing or
MicroFlo, and DNA was dispensed using acoustic dispens-
ing. The prepared plates were either (1) used immediately to
dispense the transfection reagent and cells (initial protocol,
day 0 control), (2) frozen to —20 °C, or (3) dried in an oven
and used the same day once thawed or rehydrated, respec-
tively (day 0), or 2 or 7 days later (days 2 and 7, respec-
tively). Both conservation methods led to the same results
as no significant differences were seen between the initial
full Echo or MicroFlo/Echo-enhanced protocol and the pre-
loaded plate used at day 0, 2, or 7 (Fig. 2B). This indicates
that DNA preloaded plates can be stored and used to trans-
fect cells at higher rates. Indeed, as the transfection reagent
dispensing only requires 15-20 min, we are able to transfect
nearly 24 plates during a workday at a rate of 3 plates per
hour. Up to six plates can therefore be prepared using the
same cell batch for 2 h. At this stage, we have proven that
our full Echo or MicroFlo/Echo transfection protocol can
be easily used to set up a transfection protocol for a given
cell line.

Scaling up after screening, we then examined whether the
identified optimal protocol could be implemented at a higher
scale. The DNA amount (20 ng), volumes (1 uL of diluent,
0.2 uL of DNA, and 0.5 uL of reagent), and cell number
(1500 cells/well) used in the 384-well MicroFlo/Echo-based
transfection protocol were used as a reference to calculate
the parameters for larger-scale transfections. Ratios were
calculated from a 384-well culture surface to other culture
well or dish surfaces (bottom of Fig. 2C). HeLa cell trans-
fection in 384-, 96-, 24-, and 6-well plates and a 10 cm cul-
ture dish was then manually performed using the indicated
ratios and starting with the above-mentioned 384-well con-
dition references. Under these conditions, all plate formats
were efficiently transfected and no significant differences
were seen compared with the MicroFlo/Echo-enhanced
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protocol, except for the six-well plate, which marginally
showed higher transfection efficiency (Fig. 2C). This means
that our high-throughput protocol could be used for the iden-
tification of optimal transfection settings for larger-scale
manual transfections. Our MicroFlo/Echo protocol was thus
not only as efficient as the manual protocol but also much
faster. Furthermore, in this protocol, DNA dispensing is per-
formed automatically using a customized picklist, avoiding
errors associated with the cumbersome repetitive manual
dispensing (i.e., more than 1 h for the manual protocol vs
three plates per hour for the MicroFlo/Echo protocol). We
still tried to improve the manual protocol to reduce the over-
all time process, focusing on the transfection reagent dispens-
ing step. Using an automated pipette and a reservoir, 34 s
were required (still more than the MicroFlo device), and on
top of'that, a larger quantity of reagent was needed, leading to
waste at least 500 pL of dead volume of transfection mixture.
Thus, although feasible, this way does not seem to be
advantageous.

Our Echo acoustic dispense-based high-throughput
transfection protocol appears to be a valuable tool to trans-
fect cells with different plasmids and screen conditions
applicable to larger-scale transfections. However, we
thought that it would be a huge advantage if it could also be
used for co-transfection experiments,

Plasmid DNA Co-Transfection

Two fluorescent plasmids were used to evaluate the multi-
plexing potential of acoustic dispensing. The tdTomato-
expressing plasmid was modified to express mVenus, a
bright yellow fluorescent protein, and 1.7 ratio of mVenus
over tdTomato was used due to differences in their bright-
ness and quantum yield."® The DNA dispense picklist was
modified in order to dispense 20 ng of total DNA, including
both plasmids mixed in the same source well (control) or in
distinct source wells, into a single destination well. Both
plasmids were efficiently transfected when mixed in either
the same source well or separate source wells and multi-
plexed by the Echo picklist-driven dispense (Fig. 3A). The
transfection efficiencies were similar for both the mixed
and sequential DNA plasmid dispenses (Fig. 3B), and no
significant differences were observed. This implies that the
hard and time-consuming step of multiplexing DNA for co-
transfection even in a dose-ranging manner would be easily
software driven by the Echo 550 customized picklist. The
co-transfection efficiencies seemed lower than previously
with the use of 20 ng of DNA. This can be explained by the
ratio used, as mentioned above, which lowers the trans-
fected amount of tdTomato and mVenus. However, whereas
not all the cells were transfected, the results expressed as
the percent of co-transfected cells within the mVenus- or
tdTomato-positive populations showed no significant



Il Résultats

Colin et al.

>

DAPI tdTomato

mVenus Merge

Mixed
plasmids

w
=
E
@
L,
o

Separated

% Positives cells
% Co-transfection

Mixed Separated Mixed Separated

plasmids plasmids plasmids plasmids
B tdTomaio W tdTomato
B mVenus mmVenus

Figure 3. Plasmid DNA co-transfection ability. Hela cells were transfected using the MicroFlo/Echo-enhanced protocol: the

MicroFlo device was used for | pL of diluent dispense and the Echo 550 device was used for the DNA and TransIT-X2 reagent (1<
concentration) dispenses. Both plasmids (total of 20 ng), in a mixed solution (20 ng using a 1.5 ratio of mVenus over tdTomato) loaded
in a unique well or in two separate source well transfection efficiencies, were compared 48 h posttransfection using image-based
analysis software. Representative field of 10X objective fluorescence microscopy acquisition (A) and the corresponding software-based
image analyses expressed as percent of transfected cells (B) and percent of co-transfected cells (C). Error bars represent the SEM with
n = 3. Two-way ANOVA and Bonferroni posttest were used for statistical analysis. ns = nonsignificant compared with the control
condition; ns (red or green) = nonsignificant when mixed and separate plasmids compared with each other.

differences, as both almost reached 100% (Fig. 3C). Taken
together, these results indicate that ADE-driven DNA mul-
tiplexing can be efficiently used for co-transtection and that
transfected cells can be co-transfected by both plasmids
using our experimental settings.

In conclusion, we developed an easy, accurate, and high-
throughput transfection method using automated acoustic
dispensing (Fig. 4).

Using fluorescent proteins expressing plasmids, and
high-throughput image-based software analysis, we demon-
strated the feasibility of ADE-based liquid dispensing to
transtect cells in 384-well plates using three dispensing steps
(diluent, DNA, and transfection reagent), before cell seeding
using MicroFlo device. This method enables simultaneous
evaluation and comparison of different parameters in order
to optimize transfection parameters.

On top of its high throughput, this method has several
other advantages: (1) it reduces the reagent costs using lower
volumes of transfection reagents; (2) it avoids waste and saves
DNA preparation labor, using amounts of only a few nano-
grams, and is also efficient, using cheap mini-column-based
plasmid DNA minipreparation, which is compatible with
plate-based high-throughput plasmid purification protocols;
and (3) it ensures successful transfection, even nonexperi-
mented biologists, as few manual steps are required: diluting
the source DNA to 100 ng/uL, dispensing it on a source plate,
and preparing the cell suspension before seeding. The nano-
dispenser executes the time-consuming and error-prone steps
according to a customized picklist: dose delivery and multi-
plexing of plasmids.

95

The throughput of the full Echo protocol was further
enhanced by replacing the diluent dispense-limiting step
using ADE by an ultrafast MicroFlo dispense. This
MicroFlo/Echo optimized process requires a total time of
less than 30 min to transfect a 384-well plate with different
plasmids. We further demonstrated that DNA preloaded
plates could be stored (dry or frozen) and used later for the
transfection mixture dispense and cell seeding steps only.
Using such an approach improves the transfection rate to 3
plates per hour (i.e., 24 plates per day). This last optimized
protocol could open up new ways to perform array-based
experiments, such as expressing human protein-coding
genes from the human ORFeome collection'® or knocking
down each of them using CRISPR-Cas9 library-based
approaches.” Indeed, performing such array approaches
would then require around 53 plates for the estimated
20,000 human genes and then take about 18 h on a dedi-
cated automated platform, rather than 2-3 days of human
work.  Successful ~ CRISPR-Cas9  high-throughput
approaches have used pooled gRNA libraries and implied
viral delivery and a strong discriminating phenotype to sort
positive cells.”” Due to its high efficiency and high-through-
put performance, our protocol would achieve a nonpooled
approach with the gRNA library/CRISPR-Cas9-expressing
plasmids distributed in source plates. Such an approach
would then allow screening applications using milder cel-
lular phenotype changes. which are currently incompatible
with the required cell-sorting step.

Finally, a further step would be to study the compati-
bility of long-lasting DNA storage mediums with our
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protocol when using DNA prefilled transfection-ready
plates, awaiting the transfection reagent and cell
dispense.
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[I.3 Utilisation de la sonde pour différentes applications

[I.3.a Déclenchement du systeme rapporteur par la protéase cible

La premiére partie de ce travail de thése a permis d’optimiser une sonde pour le
transfert d’énergie (valeur de BRET basal augmentée d’un facteur 3 par rapport a la sonde
de départ non délétée et utilisation d’'un nouveau couple de filtres) mais aussi en HCS, avec
la délocalisation de la fluorescence de la YPet du noyau vers le cytoplasme aprés clivage
par la protéase. Le but de cette seconde partie est de valider son utilisation générique pour

différentes applications, en rendant la TEVp sensible a un stimulus.

II.3.a.i Séparations subcellulaires de la sonde et de la protéase relai (TEVp)

Le meilleur couple de partenaires de BRET ayant été déterminé, une des premiéres
expériences réalisées a été d’étudier l'influence de la localisation de la protéase TEV sur le
clivage de notre sonde, dans le but de déterminer la meilleure localisation de la sonde et de
la TEVp. Pour cela, plusieurs séquences de localisation ont été clonées sur nos
constructions ainsi que sur la TEVp : (1) cytosolique ; (2) nucléaire ; (3) mitochondriale et (4)
membranaire. Les sighaux de BRET ainsi que leur localisation ont ainsi été vérifiés.
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Figure 52 : Localisation subcellulaire des différentes sondes et protéases TEV

A] Les différentes sondes sont constituées des deux meilleurs partenaires de BRET, du site de clivage de la TEVp (en
rouge). Les séquences de localisation compartimentent les sondes a différentes localisations subcellulaires: (1)
cytosolique ; (2) nucléaire ; (3) mitochondriale ; (4) membranaire. La TEVp est représentée en rouge aux méme
localisations subcellulaires : (a) clivage sonde cytosolique, (b) nucléaire, (c) mitochondiale, (d) membranaire. B]
Immunomarquage et microscopie. Les différentes formes de sonde et de protéase ont été transfectées en cellules HelLa (40
ng de sonde / 20 ng de TEVp), fixées et immunormarquées avec I'anticorps anti-HA. INCell Analyzer 6000 ; 10X. C] Mesure
de BRET et clivage par la TEVp. Les sondes ont été transfectées en cellules HelLa (20 ng) en 'absence ou en présence de
protéase TEV (0.0001 a 20 ng). n=3 -/+ SEM. Rapport 568/460 nm.
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Pour cela, sur chacune des sondes ou TEVp, différentes séquences de localisation
cellulaire ont été fusionnées par clonage. Une quadruple séquence d’'import NLS41% a été
fusionnée a I'extrémité C-terminale de la Rluc8 pour permettre I'import de la sonde dans le
noyau des cellules (2). Pour la sonde localisée au niveau de la mitochondrie, un petit peptide
de localisation IPS12°7 (Interféron Béta Promotor Stimulator 1) a été fusionné sur la
terminaison carboxyle de la Rluc8 (3). Enfin, pour la sonde localisée cette fois-ci a la
membrane, une séquence d’adressage Lyn (Lck/Yes tyrosine kinase)?®® a été fusionnée coté
N-terminal de la YPet (4). La Figure 53A reprend les différentes constructions et leur
localisation au sein de la cellule. Des séquences d’adressages identiques ont été clonées
sur la TEV protéase, pour localiser celle-ci dans les mémes compartiments subcellulaires.
Les résultats présentés en fluorescence (Figure 53B) permettent de vérifier la localisation
subcellulaire des différentes sondes ainsi que les différentes formes de TEVp. La YPet étant
une protéine fluorescente, un immunomarquage n’est pas nécessaire dans les cas de ces
sondes. Celles-ci ont été transfectées de maniére transitoire et 48 heures apres transfection,
une lecture au microscope INCell Analyzer 6000 a été réalisée. Les différentes protéases
TEV ont aussi été transfectées transitoirement et un immunomarquage a été réalisé, via le

tag HA, cloné a I'extrémité N-terminale de la TEVp, aprés lecture a I'INCell Analyzer.

Dans un second temps, l'activité des différentes TEV protéases a été étudiée pour
chaque sonde (Figure 53C) et le signal mesuré en BRET. Comme attendu, le signal de
BRET diminue drastiquement, de 8200 a 990 mBRET, de maniére dose dépendante, en
présence de la TEVp co-transfectée avec la sonde. Comme dans les expériences de
délétion, la coupure de la sonde est totale au plus fortes doses de protéase. Ce profil de
courbe est observé pour les 4 sondes, en présence des 4 formes de protéases sauf dans le
cas de la sonde nucléaire (2) en présence de la TEVp-Mitochondriale (3b). Lorsque cette
sonde est co-transfectée avec la TEVp-Mitochondriale, le signal de BRET ne diminue que
jusqu'a 2100 mBRET (Figure 53C-2). De plus, un décalage d’IC50 (176.6 pg) est observe,
indiquant que le clivage de la sonde nucléaire (2) par la TEVp-Mitochondriale est moins
facile, la sonde étant protégée dans un compartiment cellulaire comme le noyau (Tableau
7). Un décalage d’IC50 est aussi observé pour la sonde mitochondriale (3) co-transfectée en
présence de la TEVp nucléaire, indiquant la encore que la sonde est moins accessible a
'enzyme, car localisée dans un compartiment cellulaire différent de celui de 'enzyme. Enfin
le signal de BRET basal de la sonde membranaire (4) est plus faible que pour les autres
sondes (6200 mBRET), ce qui pourrait étre d0 a un encombrement spatial qui modifie la
conformation de la sonde quand celle-ci est accrochée a la membrane plasmique et donc le

signal de BRET. La distance et I'orientation étant essentielle dans le transfert d’énergie, le
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moindre changement de conformation peut influencer ce transfert et donc diminuer le signal
de BRET de départ.

Contrairement a ce qui était attendu, une coupure des sondes est observée dans
toutes les localisations subcellulaires étudiées, en présence des différentes formes de TEVp.
Quelle que soit sa localisation subcellulaire, la protéase TEV, est capable de cliver la sonde
méme a de trés faibles doses de protéase (entre 1 et 10 ng). Il semblerait que les différentes
sondes soient clivées par les différentes formes de TEV lors de la biosynthése des protéines
et donc avant leur arrivée dans leur compartiment cellulaire. L’amplification attendue par la
TEVp semble bien effective, voire trop. Le systéme répondant trop fortement a la TEVp,
'approche Split-TEV décrite en introduction a donc été envisagée par la suite afin de

diminuer I'activité de la protéase.

Tableau 7 : Valeurs des IC50 pour les différentes sondes en fonction des différentes formes de
protéase
Résultats calculés a partir de GraphPad Prism 7, Nonlinfit test.

TEVp / Sondes (pg) Sonde Sonde Sonde Sonde
P P9 Nucléaire Cytosolique Mitochondrie Membranaire
TEVp-Cytosolique 30.0 13.3 118.8 432.1
TEVp-Nucléaire 31.1 45.8 482.6 5014.0
TEVp-Mitochondrie 985.7 176.6 588.1 275.3
TEVp-Membranaire 53.0 21.8 16.9 879.0

II.3.a.ii Approche Split-TEV

Le systéme développé étant trop sensible, 'approche Split-TEV a été envisagée. Elle
consiste a exprimer séparément les moitiés N-terminale (1 a 123 acides aminés) et C-
terminale (124 & 248 acides aminés) de la protéase. La partie N-terminale a été clonée
comme précédemment en partie C-terminale de la sonde, et la partie C-terminale a été
clonée aux différents peptides de localisation. L’activité protéolytique de la TEVp sera
rétablie aprés réassociation des deux moitiés (cf. Split-TEV 1.4.e.iii). Afin de visualiser ces
nouvelles sondes TEVy dans les cellules HelLa, un tag V5 a été fusionné en amont de la
TEVn. La demi-TEV¢ reste fusionnée au tag HA comme dans les expériences précédentes.

La Figure 54 présente les résultats obtenus. Sur le modéle précédent, la Figure 54A
reprend schématiquement les constructions réalisées ainsi que les couplages effectués au
sein des cellules. La Figure 54B met en évidence la localisation cellulaire de la sonde, la
présence de la demie-TEVn greffée en partie C-terminale de la sonde, ainsi que les
différentes TEVc. L'activité des différentes formes de protéase TEVc a également été suivie
en BRET (Figure 54C). Dans ces expériences, le signal de BRET diminue significativement,
de 7800 a 2500 mBRET, de facon dose dépendante, lorsque les TEVc cytosolique, nucléaire

et membranaire sont co-transfectées avec la sonde cytosoligue TEVn (1). Un décalage
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d’'IC50 est observé lorsque leffecteur TEVc est localisé a la mitochondrie, décalage
indiquant que la reconstitution de la TEV protéase activée est moindre dans ces conditions
(Tableau 8). Dans le cas de la sonde nucléaire-TEVN (2), le signal de BRET diminue
significativement (de 9000 a 2700 mBRET) pour toutes les formes de protéase TEVc, sauf
dans le cas de la TEVc-Mitochondriale ou une diminution du signal n’est observée qu’a partir
de 10 ng de TEVc (effecteur) transfectés. D’aprés ces résultats, 'hypothése est que la sonde
nucléaire TEVn rencontre moins I'effecteur TEVc-Mitochondrie et que celle-ci reconstitue
moins de molécules de TEVp actives. Le systéme est donc bien moins sensible que dans le
cas de la TEVp entiére.
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Figure 53 : Localisation subcellulaire des différentes sondes TEVN et protéases TEVC

A] Les différentes sondes sont constituées des deux meilleurs partenaires de BRET, du site de
clivage de la TEVp (en rouge). Les séquences de localisation compartimentent les sondes a
différentes localisations subcellulaires : (1) cytosolique ; (2) nucléaire ; (3) mitochondriale ; (4)
membranaire. Les demi-TEVn et c sont représentées en rouge aux méme localisations subcellulaires :
(a) clivage sonde cytosolique, (b) nucléaire, (c) mitochondriale, (d) membranaire. B]
Immunomarquage et microscopie. Les différentes formes de sonde et de protéase ont été
transfectées en cellules HeLa (40 ng de sonde / 20 ng de TEVp), fixées et immunormarquées
respectivement avec I'anticorps anti-V5 (TEVn) et anti-HA (TEVc). INCell Analyzer 6000 ; 10X. C]
Mesure de BRET et clivage par la TEVp. Les sondes ont été transfectées en cellules HelLa (20 ng) en
'absence ou en présence de protéase TEV (0.0001 a 20 ng). n=3 -/+ SEM. Rapport 568/460 nm.

101



Lorsque la sonde TEVy, localisée a la mitochondrie (3), est co-transfectée avec les
quatre types d’effecteurs TEVc, le signal de BRET chute moins drastiquement par rapport
aux diminutions observées avec les deux premieres sondes. Avec cette nouvelle forme de
sonde, non seulement les formes TEVc-cytosolique, nucléaire, et membranaires
n’influencent pas le signal de BRET. La TEVc-mitochondriale n’influe pas non plus sur la
diminution du signal de BRET, alors que la probabilité de rencontre des deux demies TEV
est plus importante dans cette configuration.

Enfin, pour la sonde TEVNn membranaire (4), le signal de BRET diminue fortement
lorsqu’elle est co-transfectée en présence de I'effecteur TEVc-membranaire (de 7000 a 2000
MBRET) contrairement aux formes TEVc-cytosolique, nucléaire et mitochondriale qui
commencent a diminuer a partir d'1 ng d’effecteur transfecté. Ce nouveau systéeme semble
moins sensible lorsque la sonde TEVy est localisée au niveau de la membrane plasmique
des cellules et que l'effecteur se situe dans d’autres compartiments cellulaires. En revanche,
le signal de BRET minimum atteint par toutes les sondes est d’environ 2000 mBRET, le
double de celui observé dans le cas de l'approche TEV entiére ; toutefois, dans ces
conditions, la valeur du delta de BRET entre I'état non clivé et clivé de la sonde reste deux
fois plus élevé par rapport a 'approche TEV entiére. Le delta maximum atteint une valeur de
6000 mBRET dans le cas de la sonde nucléaire TEVN couplée a l'effecteur TEVc-RE. La
sensibilité de ce nouveau systéme semble atténuée par rapport a I'approche TEV entiére ;
ce systeme pourra donc étre induit par différents stimulus ou effets biologiques.

Tableau 8: Valeurs des IC50 pour les différentes sondes-TEVN en fonction des différentes

formes de protéase TEVc
Résultats calculés a partir de GraphPad Prism 7, Nonlinfit test. NC non calculée.

TEvp/sondes (p) | SORR IR | celique | Mitochondris |  Membranairs
TEVc-Cytosolique 5576 479 329 1117
TEVc-Nucléaire 1789 700 1053 1556
TEVc-Mitochondrie 1484 1739 1231 NC
TEVc-Membranaire NC 213 9954 413
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1.4 Application : suivi de I'expression de génes rapporteurs

Avec ces différentes expériences de localisation cellulaire, nous avons pu observer
que la transfection d’'une trés faible quantité de vecteur d’expression de la TEVp entiére
provogue une coupure totale de la sonde. Nous avons donc souhaité adapter ce systéme a
des études de suivi de I'expression de génes rapporteurs.

Le projet initial de cette these reposait sur deux modeéles de récepteurs déja utilisés
au laboratoire d’accueil : TGR5 (The bile acid membrane receptor), un récepteur a 7
domaines transmembranaires (TM) couplé aux protéines G (ou RCPG), ainsi qu'OB-R, un
récepteur a un domaine transmembranaire. TGR5 est un récepteur aux acides biliaires pour
lequel un test de criblage basé sur un géne rapporteur luciférase répondant a 'AMP cyclique
(cCAMP-responsive element)?® est déja en place au sein du laboratoire. OB-R, le récepteur a
la leptine, permet I'activation d’'un géne rapporteur pour STAT3 (STAT3-Luc) en réponse a la
leptine 21°. Afin d’adapter ce systéme a n'importe quel géne rapporteur décrit, la technique de
mutagénese dirigée a été utilisée pour interchanger la cassette de la luciférase sur ces deux
vecteurs par celle de la TEVp. Un fragment de PCR, codant pour la TEV de part et d’autre

des 15 nucléotides N- et C-terminaux de la luciférase, a été utilisé comme amorce (Figure

55).
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Il.4.a Preuve de concept : modéele TGR5

Il.4.a.i Activation de la voie de signalisation de CRE par la forskoline

Afin de valider lactivation du plasmide rapporteur CRE-TEV, une premiere
expérience a été menée dans les cellules HEK293T, en co-transfectant transitoirement la
sonde BRET/HCS en présence de différentes doses de rapporteur CRE-TEV (0 a 10 ng). 24

heures aprés transfection, 20 uM de forskoline (FSK) ont été ajouté au milieu des cellules
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pendant 48 heures. La forskoline permet I'activation directe de la voie de signalisation de
CRE sans passer par le récepteur TGR5.

La Figure 56 présente les résultats obtenus en BRET (A.1 et A.2) ainsi qu’en
fluorescence (B). Une diminution importante du signal de BRET est observée aprés addition
de forskoline (signal de BRET d’'une valeur moyenne de 4626 mBRET comparé au signal
basal de 10442 mBRET), a la plus forte dose de rapporteur transfectée de 10 ng, traduisant
l'activation du géne rapporteur CRE-TEV (A.1). Une diminution importante du signal de
BRET est de méme observée pour les plus fortes doses traduisant l'autoactivation du
récepteur (fuite du récepteur). Cette expérience a été menée en paralléle avec le géne
rapporteur STAT3-TEV (A.2), et dans ces conditions, aucune diminution significative du
signal de BRET (valeur moyenne 12000 mBRET) n’a été observée, avec ou sans addition de
forskoline, ce qui prouve que la froskoline est bien spécifique de la voie de signalisation de
CRE. Les images acquises au microscope a fluorescence confirment l'activation du
récepteur avec le passage de la fluorescence de la YPet du noyau vers le cytoplasme aux

plus fortes doses de rapporteur (Figure 56B).
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1. 2 0 0.15 2.5 10
Géne rapporteur Géne rapporteur 8
CRE-TEV STAT3-TEV g
15000 . ns .
X =
o

=
& Figure 55: Activation de la voie de
% signalisation CRE-TEV par la Forskoline
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réalisée avec le logiciel GraphPadPrism 7.0,
ANOVA deux voies, Bonferonni post-test.
Rapport 568/460nm.

Il.4.a.ii Activation du récepteur par deux ligands spécifiques

Le systéme a ensuite été testé en co-transfectant la sonde BRET/HCS, le plasmide
rapporteur CRE-TEV ainsi que les récepteurs TGR5209211212 hymains ou murins en présence
de deux ligands développés par le laboratoire d’acceuil (Ligands BDM72881 et BDM71589).
Les résultats sont présentés Figure 57. Suite aux résultats déja obtenus, la dose de

rapporteur CRE-TEV a été fixée a 5 ng (dose suffisante de rapporteur TEVp ne permettant
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pas l'auto-activation du systeme) ; les résultats sont présentés en fonction d’'une dose
croissante de ligand (0.01 ; 0.1 ; 1 et 10 uM) et de récepteur TGR5 (0.01; 0.1 ; 1 et 10 ng).

Humain Murin Humain Murin
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Figure 56 : Activation du récepteur TGR5 humain ou murin

Les cellules HEK293T ont été co-transfectées transitoirement avec la sonde BRET/HCS (20 ng), du
rapporteur TEV (0 ; 0,01 ; 0,1 et 10 ng d’ADN) ainsi qu’avec une dose de ligand (72881 et 71589
développés par le laboratoire) allant de 10° a 10 yM. Résultats présentés en BRET (n=3 pour 72881 /
n=1 pour 71589, n=2 pour la dose a 1 ng de récepteur). Test nonfit lin réalisé avec le logiciel
GraphPadPrism 7.0. Rapport 568/460 nm.

D’aprés ces résultats, la quantité de ligand et de rapporteur traduit I'activation des
récepteurs TGR5 humains ou murins, et donc de la voie de signalisation CRE dans le cas
des deux ligands testés. Cependant, pour les deux molécules, un écart d’'un log entre les
récepteurs humains et murins est observé, a dose équivalente de ligand et de récepteur
transfecté. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que le récepteur murin soit plus exprimé a la
surface des cellules HEK293T que la forme humaine a quantité de vecteur d’expression
identique.

Les valeurs d’'IC50 de ce test (TEVp) ont été comparées aux valeurs d’IC50 données
pour un test de géne rapporteur exprimant un plasmide luciférase développé par le
laboratoire en collaboration avec une autre équipe du campus et sont présentées Tableau 9,
pour les deux récepteurs et les deux ligands.

Tableau 9 : Meilleures conditions d’activation du récepteur TGR5 humain ou murin en fonction
des différents ligands testés

Humain Murin
TEVp
IC50=17 nM IC50=2nM
TEVp
BDM 71589 0.1 ng 0.1 ng
IC50 =8 nM IC50 =9 nM

Pour démontrer la sensibilité de notre test en comparaison au test préalablement

réalisé par le laboratoire d’accueil nous aurons besoin de calculer les valeurs d’IC50 aux
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mémes doses de récepteur ici 2.4 ng, mais la TEVp étant trop sensible dans notre systéme,
les valeurs d’IC50 ont été données pour des quantité de 0.1 ou 1 ng en fonction de la forme
du récepteur.

Ces expériences préliminaires réalisées en présence des deux ligands 72881 et
71589, pour deux espéces différentes de récepteur TGR5, nous ont seulement permis de
réaliser une premiéere preuve de concept du systéme, en validant I'action de ces ligands sur
notre systéme.

De nombreuses questions restent en suspens, mais nous avons choisi leur de cette
thése, de ne pas continuer ces expériences de gene rapporteur par faute de temps et de
s’arréter a la preuve de concept. Cependant, il sera important de :

e Comparer les valeurs obtenues avec ce nouveau test par rapport au test développé
par le laboratoire

o Tester le systéme en présence d’un ligand naturel ou synthétique

¢ Dans des cellules exprimant constitutivement le récepteur TGR5

e Réaliser des expériences de Western Blot pour déterminer la quantité de récepteur et
vérifier le taux d’expression du récepteur a la surface des cellules, pouvant expliquer

le décallage d’IC50 entre les récepteurs humains et murins.

Afin de déterminer le niveau d’expression des deux récepteurs, et permettre une
comparaison plus fine de 'action de ces molécules sur un systéme plus calibré, a quantité
égale de récepteur, cette preuve de concept pourra étre complétée par des expériences de
Western Blot. Ces expériences pourront étre réalisées sur un modele cellulaire exprimant
constitutivement le récepteur TGR5 afin de limiter les effets liés a la co-transfection
transitoire des trois plasmides (sonde, rapporteur et récepteur). Dans la méme optique, une
lignée de cellules stables exprimant a la fois la sonde et le rapporteur TEV pourra étre
produite a I'aide d’'un vecteur bicistronique. De plus, grace a l'introduction d’'une séquence
(cf séquence IRES Il.5.a.ii) entre la sonde et le rapporteur. Le systtme CRISPR/Cas9
pourra également étre utilisé pour réaliser facilement et rapidement des lignées de cellules

stables.

[I.4.b Conclusions et perspectives

La preuve de concept a été validée avec le récepteur TGR5 disponible au sein du
laboratoire d’acceuil. Cependant, il sera intéressant de valider le systéme sur un second
récepteur comme le récepteur a la leptine proposé en introduction, également disponible au
laboratoire. Il s’agira alors d’activer la voie de signalisation de STAT3 en réponse a la
leptine ; le plasmide rapporteur STAT3-TEV étant déja cloné, la validation sera facile a

mettre en place.
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Cette approche pourra étre utilisée avec n'importe quel géne rapporteur décrit, en le
transposant a d’autres modéles cellulaires. Avec notre sonde, nous espérons pouvoir rendre
ce systeme générique a d’autres voies de signalisation et types cellulaires. De plus, cette
nouvelle méthode pourra étre comparée aux systéemes rapporteurs existants, moins
sensibles, comme les systémes luciférases qui quantifient I'apparition d’'une enzyme ou
d’une protéine fluorescente et non le clivage d’'une sonde. Un avantage de ce systéme
réside dans le fait qu’'un signal de BRET basal est présent permettant, contrairement aux
autres approches, de quantifier I'activation constitutive du récepteur étudié dans un contexte
donné. De plus, le signal de BRET est « encadré » par la valeur limite en absence de
récepteur et la valeur minimale en présence de TEVp donnant ainsi une échelle permettant
la calibration de I'activation du récepteur et leurs ligands afin de les comparer. Enfin cette
approche repose sur un systéme amplifi€ comme développé précédemment (ratio augmenté

aprés coupure par la TEVp) et ce systeme peut aussi étre développé facilement en HCS.
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1.5 Application : suivi d’activité protéase

Aprés avoir déterminé la sonde et I'effecteur répondant le mieux a I'approche Split-
TEV, nous avons pu adapter notre systéme pour que celui-ci soit déclenché par un
processus biologique. Basé sur les résultats obtenus, nous proposons ici un systéme

générique pour le suivi de l'activité d’'une protéase virale par I'approche Split-TEV.

II.5.a Preuve de concept : modéele HCV

La preuve de concept proposée a été realisée avec le virus de I'Hépatite C (HCV),
virus bien décrit de la littérature et pour lequel existent déja des inhibiteurs de protéase. Les
vecteurs exprimant le déclencheur, la sonde fusionnée avec a la demie-TEV\ et I'effecteur
TEVc présent au niveau de la mitochondrie sont transfectés transitoirement dans les cellules.
Aprés activation du systéme par le déclencheur (protéase virale ici NS3-4), I'effecteur (TEVc)
est libéré ; grace a la séquence de localisation nucléaire, il entre dans le noyau des cellules
ou il va pouvoir se réassocier avec la demie-TEVn présente sur la sonde. Une fois I'activité
protéolytique de la TEVp rétablie, la sonde peut étre clivée et la YPet libérée hors du noyau.

La Figure 58 reprend de fagcon schématique les différents éléments du systéeme proposé.

HCV
Figure 57 : Déclenchement du {@@ @

systéme par un processus ol e
biologique

® Une protéase, ici virale, clive a la o ’
surface du RE le partenaire TEVc qui
entre dans le noyau des cellules

grace la séquence de localisation 0\""”)" o e
nucléaire NLS3 @ et va étre capable I & g

de se réassocier avec son partenaire (2] " (3]
TEVnN présent sur la sonde nucléaire 1 ch A
®. Une fois la protéase TEV s o bt g

reconstituée et active, celle-ci va

reconnaitre et cliver son site @ 6
Al v

libérant ainsi la protéine YPet dans le
cytoplasme des cellules ©.

I.5.a.i Génération d’un vecteur bicistronique d’expression de la sonde et de
I’effecteur
Le systéme proposé ci-dessus (Figure 59) comporte plusieurs éléments: le
déclencheur, l'effecteur et la sonde a co-transfecter pour la mise en place des tests
cellulaires. Afin d’augmenter les chances de transfection mais surtout de co-transfection et
d’expression de tous les éléments au sein d'une méme cellule, nous avons besoin d’un

systeme calibré. Pour obtenir une régulation fine de I'expression de la sonde par rapport a
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celle de l'effecteur, les deux plasmides ont étés clonés sur un méme vecteur. L’utilisation
d’'une séquence IRES (Internal Ribosome Entry Site) permet I'expression des protéines
depuis un méme vecteur dans les cellules. Cette séquence permet également I'accrochage
des ribosomes et donc linitiation de la traduction au milieu de TARNmessager (ARNm), et
non uniquement a son extrémité 5. L'ARNm présente une structure tridimensionnelle au

niveau de I'IRES avec différentes boucles impliquées dans le recrutement des ribosomes.

Protéasevirale

Déclencheur

o

0>100%

Riuc8)NLS A RES W NLS3)= IPS1
@ J & o@_@)—wsw ®
9 Effecteur

@ TEV, -RE
1 plas'mide L2 9 @P NLS3

unique
Sonde
Nucléaire-TEV,,

Figure 58 : Représentation schématique des différents éléments du test
Un plasmide unique comprenant la sonde+effecteur a été généré et une séquence IRES mutée de 0 a

100 % a été introduite afin de réguler le niveau d’expression de la sonde par rapport a celui de
I'effecteur. ® Protéase virale / ® Effecteur TEVc localisé a la mitochondrie / ® Sonde BRET/HCS
optimisée, approche Split-TEV.

I1.5.a.ii Génération des mutants et choix de la sonde

La séquence IRES utilisée dans ces expériences est celle de TECMV (Figure 60A),
car étant disponible au laboratoire. Pour fonctionner correctement et éviter toute
réassociation non spécifique des deux moitiés de la TEVp avant coupure par la protéase
virale, le systéme nécessite trés peu d’expression d’effecteur par rapport a la sonde.
Plusieurs mutants de cette séquence IRES sauvage ont donc été utilisés et permettent, de
ce fait, une expression graduelle, de 0% a 100% de l'activité de I'IRES sauvage?*2* (Figure
60B). Afin de réguler finement I'expression de l'effecteur, ces mutants ont étés clonés sur
notre construction par mutagénéese dirigée a l'aide d’oligonucléotides spécifiques contenant
les différentes mutations notées en rouge.
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Il Résultats

A B

IRES Region
of the

EMCV Genome Nom Force Séquence

IRESwt 100.00 AUGAUAAUAUGGCCACAACCAUG
IRESv1 90.48 GUGAUAAUAUGGCCACAACCAUG
IRESv3 83.59 AUGAUAAUAUGGCCACAACCGUG
IRESv4 67.42 GUGAUAAUAUGGCCACAACCGUG
IRESv5 45.18 AUGAUAAUCUGGCCACAACCAUG
IRESv10 29.45 GUGAUAAUGUGGCCACAACCAUG
IRESv12 13.58 CUGAUAAUCUGGCCACAACCCUG
IRESv21 0.58  AUGAUAAUUUGGCCACAACCUUG

Figure 59 : Séquence IRES et différents mutants
A] Séquence de I'IRES sauvage??. B] Séquences des différents mutants réalisés pour I'obtention

d’'une expression graduelle de l'activité de 'IRES.

Pour étudier la réponse observée avec ou sans de déclencheur (protéase NS3-4), les
cellules HelLa ont été transfectées en présence des vecteurs bicistroniques (Figure 61). En
'absence de la protéase virale NS3-4, le signal de BRET basal diminue légérement en
fonction de 'augmentation du pourcentage de l'activité de I'lRES ; cette diminution n’est pas
significative, excepté pour 'lRES100% (de 11333 a 10268 mBRET). Plus l'effecteur est
exprimé par I'IRES, plus une quantité croissante de sonde est donc clivée, certainement di a
une réassociation TEVN/TEVc. En présence de la protéase NS3-4, une diminution du signal
de BRET est visible pour tous les IRES et cela dés 'lRES0% (sonde hypersensible). Le
signal de BRET atteint une valeur plateau de 3100 mBRET a partir de 'IRES45% et, le delta
de BRET maximal est obtenu pour les séquences IRES de 30 et 45% (environ 4300
MBRET). Pour la suite des expériences, il sera intéressant de travailler avec 'IRES45% qui
semble réguler le plus finement I'expression du déclencheur par rapport a la sonde, car le
signal de BRET basal reste le moins diminué par rapport a la valeur 0% de référence et
donne, apres coupure, un clivage maximal de la sonde. Ce systéme est déclenché par la

protéase virale.

Sonde-IRES-Effecteur Figure 60 : Effet de la force de I'IRES sur la coupure
de la sonde en l'absence ou en présence de
déclencheur
Les cellules HelLa ont été transfectées avec 40 ng de
10000+ s vecteur sonde comprenant les différents IRES, en
' présence de 20 ng de protéase virale (n=3). ***; p<0,001
par rapport au témoin négatif (sans NS3-4) #p<0.05 par
rapport a I'lIRES0%. Analyse statistique réalisée avec
50001 GraphPadPrism7.0, ANOVA deux voies, Boneferonni
post-test. Les valeurs pour les différents IRES en
'absence de NS3-4 sont non significatives par rapport a
la valeur de référence 0%. Rapport 568/460nm.
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II.5.a.iii Conclusions et perspectives

La preuve de concept est validée en ce qui concerne la protéase du virus de I'Hépatite
C. Le systeme IRES45% semble étre celui qui répond le mieux avec une diminution
maximale du signal de BRET en présence de la protéase virale exprimée par le plasmide. La
seconde étape sera donc de réaliser des lignées de clones cellulaires stables exprimant
cette construction Sonde-IRES45%-Effecteur, et de tester a la fois le plasmide codant pour
la protéase NS3-4, ainsi que le virus natif et des pseudos particules exprimant cette méme
protéase. Le précédent test développé par le laboratoire, bien que tres sensible pour suivre
l'infection par ce méme virus, avait montré ses limites lors de la transfection de la protéase
par le plasmide ou les pseudos particules virales. Les pseudos particules sont des particules
virales modifiées qui, ne permettent pas une forte production de protéase NS3-4,
contrairement aux virus réplicatifs, pour induire un changement drastique du signal.

Le systéme proposé ici ayant été validé en présence du plasmide exprimant la protéase
NS3-4, la preuve de concept devra également étre validée en présence du virus natif et des
pseudos particules. Un criblage de quelques molécules pourra aussi étre réalisé en
présence d’inhibiteurs connus de la protéase, tels que le Bocéprévir?'® et le Télaprévir?®, afin
de valider le test avec ce modele de virus bien décrit dans la littérature.

Le but est d’obtenir un test homogéne utilisable a la fois avec du virus natif et des
pseudos particules virales. Son utilisation pourra se généraliser a n’importe quel virus a
protéase, en changeant simplement, par mutagénése dirigée, le site de coupure libérant
'effecteur TEVc. Etant basé sur l'activité protéase, ce systéme rapporteur apportera non
seulement un systéme homogéne pour le virus natif et les pseudos particules, mais aussi
une meilleure sensibilité par les niveaux d’amplification qu’il apporte. Il présente aussi
'avantage d’étre développé sans virus et pourra de ce fait étre adapté a n'importe quel virus
a protéase, notamment les virus émergeants tels que le Chikungunya ou Zika ou encore
d’autres virus a protéases. Ce systeme pourra étre mis au point méme en I'absence de la
production du virus natif en laboratoire, car seule la protéase virale suffit pour le
développement du test qui pourra ensuite étre appliqué au suivi de l'infection par le virus

natif.

[I.5.b Protéases cellulaires et preuve de concept

Dans l'optique d’adapter ce modéle aux protéases cellulaires, une expérience
préliminaire a été menée avec le modele cellulaire Caspase3, une des protéases a cystéine
régulatrices de I'apoptose. Comme développé précédemment, les protéases cellulaires ont
un rdle majeur dans la régulation de la signalisation, et sont, de ce fait, des cibles attrayantes
pour le traitement par des inhibiteurs de protéase. L'équipe de Den Hamer!?® a développé un

test de BRET basé sur la protéine fluorescente NeonGreen et sur la Nluc. . Afin de valider la
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C

Full
All

preuve de concept de cette approche, le site de la protéase Caspase3, d’'une longueur de 17
acides aminés, a été inséré entre les partenaires de BRET YPetAll et Rluc8-Full de notre
sonde optimisée. 48 heures apres transfection, une dose de staurosporine de 10 uM a été
ajoutée sur les cellules et une lecture de BRET a été réalisée 6 heures apres.

Le signal de BRET a été mesuré en présence ou en I'absence de staurosporine, une
molécule inductrice de I'apoptose, dans le cas des deux constructions : la construction dans
laquelle les partenaires de BRET sont séparés par le site de clivage de la protéase TEV et la
construction avec les mémes partenaires mais séparés parle site Caspase3 (Figure 62A et
62B). Dans le cas de la sonde BRET-sSTEV, avec ou sans staurosporine, aucune diminution
du signal de BRET n’est observée : cette sonde est bien spécifique de la protéase TEV. En
revanche, lorsque le site de clivage de la protéase TEV est remplacé par celui de la
Caspase3, une diminution significative du signal de BRET est observée. Sans staurosporine,
le signal de BRET basal est déja plus bas que celui du contréle TEVp : I'ajout de 8 acides
aminés supplémentaires en plus des 9 acides aminés du site de clivage de la TEV (Figure
55C) rallonge la construction de BRET et induit un signal de BRET équivalent a celui d’'une
construction YPetAl-sTEV-Full-Rluc8, d’ou une chute du signal de 9000 a environ 3000
MBRET. En présence de staurosporine, une diminution significative du signal de BRET est
observée, montrant que la protéase cible est capable de reconnaitre et cliver son site comme

dans le cas de la TEV protéase.
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Figure 61 : Vérification du clivage de la sonde
BRET par la protéase Caspase3

A] Remplacement du site de la protéase TEV par
celui de la Caspase 3 sur la construction BRET B]
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aminés et délétions réalisées pour insérer le site
Caspase3. Les valeurs de BRET sont données en
mBRET, n = 3 ; ***p<0.001 Analyse statistique
réalisée avec le logiciel GraphPadPrism,7.0 ANOVA
deux voies, Bonferonni post-test.

Afin de valider notre systeme en présence de cette protéase cellulaire, nous avons,

par mutagénese dirigée, interchangé le site de clivage de la protéase NS3-4 par celui de la
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Caspase3 et vérifié les séquences. Cependant, lorsque ces nouveaux vecteurs ont été
transfectés, aucune diminution du signal de BRET n’a été observée en présence de
staurosporine ou de carfilzomib, un autre inducteur de I'apoptose, a 6 heures ou 24 heures.
Le probléme réside probablement dans la localisation de I'effecteur. Le site de clivage de la
protéase Caspase3 ne semble pas accessible a la protéase. Une autre séquence de
localisation, au réticulum endoplasmique cette fois-ci, sera testée, la séquence IPS1
(mitochondriale) étant principalement utilisée dans les études liées aux virus. Notre systéme,
bien que trés sensible, nécessite Ia encore quelques ajustements en fonction de 'événement
biologique ciblé.
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1.6 Application : interaction protéine-protéine

Comme présenté dans lintroduction (cf interactions protéine-protéine 1.5), de
nombreuses méthodes ont été développées pour mettre en évidence les interactions
protéine-protéine. Cependant, chaque méthode posséde ses limites et des interactions
breves, comme celles avec les phosphatases, peuvent ne pas étre détectées, méme avec
des approches sensibles, a moins d’utiliser des mutants empéchant la dissociation du
complexe?!’. De plus, trés peu d’exemples de détection d’interactions protéine-protéine en
HCS ont été décrits dans la littérature si ce n’est entre deux cibles connues telles que p53 et
hDM2218, Avec ce systéme basé sur I'approche Split-TEV, méme si l'interaction étudiée est
rare, nous espérons observer un changement d’état aprés activation du systéme dans la
cellule.

Afin de valider cette application potentielle, les partenaires Split-TEV ont été clonés
aux protéines FRB (FKBP12 Rapamycin Binding domain) et FKBP (FK506 Binding Protein)
bien décrites 