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Introduction

L’attendrissage de la viande au cours de sa conservation a I’état réfrigéré est le résultat
d’une altération des structures musculaires et de la structure myofibrillaire plus particulierement
par les peptidases endogénes. Différents systemes protéolytiques semblent étre impliqués dans
ce processus de dégradation dont les plus connus sont les calpaines, les cathepsines et le
protéasome (Sentandreu et al., 2002 ; Ouali et al., 2006b).

Au début de la derni¢re décennie, divers travaux suggéraient 1’intervention d’un nouveau
systeme protéolytique (Ishida et al., 2003 ; Huang et al., 2009), découvert au début des annees
1990 et comprenant plusieurs enzymes connues sous le nom de caspases (Cysteinyl ASPartate-
specific peptidASE) (Alnemri et al., 1996). La régulation de ces systémes protéolytiques est

régie par plusieurs types d’inhibiteurs, de nature protéique, spécifiques d’un type de peptidases.

En 1990, Ouali et Talmant mettaient en évidence que le taux d’inhibiteurs était un
meilleur prédicteur de la tendreté de la viande que le taux des enzymes cibles elles-mémes.
Cette observation a conduit ainsi a une étude plus systématique des inhibiteurs dans le tissu
musculaire pour essayer d’identifier ces derniers et de préciser la nature de leurs peptidases
cibles in vivo, protéases susceptibles de jouer un réle primordial dans le processus
d’attendrissage des viandes (Ouali et Talmant, 1990). Cette orientation s’est trouvé confortée
par le travail de Zamora (1997) qui montrait que, parmi une trentaine de variables quantitatives,
le taux des inhibiteurs de serine peptidases dans le tissu musculaire était le meilleur indice de
prédiction de la tendreté de la viande (Zamora et al., 1996 ; Zamora, 1997 ; Ouali, 1999 ;
Zamora et al., 2005). L’intérét porté aux inhibiteurs est 1i¢ au fait que, s’il n’y a pas de relation
directe entre le taux d’enzymes musculaires et la vitesse d’attendrissage, par contre il existe une

bonne corrélation entre cette méme caractéristique et le rapport enzyme/inhibiteur.

Depuis, plusieurs recherches ont été menées et ont abouties a la purification de plusieurs
inhibiteurs de sérine peptidases (Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez et al., 2006a). Ainsi, la
grande majorité des inhibiteurs révélés dans le muscle étaient des inhibiteurs de serine
peptidases parmi lesquels de nombreuses serpines, famille trés particuliére d’inhibiteurs des
enzymes a sérine. Les serpines (acronyme pour serine peptidases inhibitors), représentent la
plus grande classe de protéines inhibitrices des enzymes a sérine largement répandues dans les
tissus et cellules de mammiferes étudiés a ce jour (Silverman et al., 2001). Certaines sont
capables de former des polymeres stables alors que d’autres ont la capacité d’inhiber a la fois
des cystéine et des sérine peptidases (Gettins, 2002a). Les serpines sont impliquées dans un tres
grand nombre de fonctions biologiques et elles participent a réguler finement diverses voies

protéolytiques impliqueées, entre autres, dans la coagulation sanguine, le remodelage des tissus,
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la prolifération des métastases, I'inflammation et I'apoptose (Huntington et al., 2000 ; Silverman
et al., 2001 ; Gettins, 2002a ; Olson et Gettins, 2011).

Parallelement plusieurs recherches des genes codant pour les endopines bovines ont
conduit a I’identification de plusieurs genes codant pour des protéines trés homologues aux
endopines et toutes apparentées a I’alpha-1-antichymotrypsine humain avec lequel elles
présentent une homologie de 75 % (Pelissier et al., 2008). En accord avec les régles de
classification proposées par Silverman et al. (2001), ces serpines ont été dénommées
bovSERPINA3-1 a A3-8. En 2009, Herrera-Mendez et al., ont montré que deux d’entre elles
(bovSERPINAS3-1 (endopine 1A) et A3-3 (endopine 1B)) étaient capables d’inhiber les caspases
initiatrices et exécutrices qui sont les caspases 8 et 3 humaines. Cette propriété permet de penser
qu’elle sont des régulateurs du processus de mort cellulaire ou apoptose qui est la premiere étape

de transformation du muscle en viande (Ouali et al., 2006a ; Herrera-Mendez et al., 2006b).

Le travail entrepris dans le cadre de cette étude en collaboration avec le Dr. A. Ouali, a

I’INRA-Theix de Clermont-Ferrand en France, visait deux objectifs essentiels :

1. Vérifier si I’alpha-1-antichymotrypsine (SERPINA3) humaine était capable d’inhiber la
caspase 3 de facon aussi efficace que les bovSERPINA3-1 et A3-3. Pour cela, nous nous
devions purifier cette protéine a partir du sérum humain, fluide contenant des concentrations
importantes de serpines A3 aussi bien chez I’homme (Calvin et Price, 1986 ; Whicher et al.,
1991) que chez le bovin (Tassy et al., 2005).

2. Dans le cadre du projet inter-universitaire établit dans le cadre du programme bilatéral
Tassili mis en place entre 'INRA-Theix en France et 'INATAA, I’un des objectifs est le
transfert des techniques et d’outils permettant aux chercheurs de développer sur place des
recherches de haut niveau. Au cours des deux premieres années de ce contrat nous avons
ainsi mis en place les techniques d’électrophorese et du western blot qui sont maintenant
utilisées en routine a 'INATAA. L’étape suivante était le transfert des techniques de
fractionnement et de purification des protéines qui devraient intéresser plusieurs chercheurs
de 'INATAA. L’étude mise en place dans le cadre de ce travail permettra 1’utilisation de
diverses techniques de purification nécessitant 1’exploitation de divers supports
chromatographiques et la mise en place d’une stratégie (protocole) de purification d’une

protéine particuliére, 1’alpha-1-antichymotrypsine humaine.

Enfin, sur un plan purement scientifique, ce travail permettra de préciser quelques fonctions

biologiques de ces serpines.
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Chapitre |

« Apoptose et la maturation des viandes »

L’hypothése de I’implication de 1’apoptose ou la mort cellulaire programmée (MCP)
dans les modifications postmortem du muscle en viande a été proposee pour la premiére fois
par Ouali et al. (2006a). Elle a été émise a partir d’un constat simple : lors de I’abattage de
I’animal, I’exsanguination de la carcasse prive les cellules de nutriments et d’oxygene. Le
stress engendré va declencher ainsi la mort cellulaire, les cellules s’engagent alors dans une
voie de mort programmée. L’apoptose serait donc un processus précoce intervenant dans la
mise en place de la tendreté (Ouali et al., 2006a,b). Ainsi, selon cette théorie il existerait une
étape supplémentaire dans 1’évolution de la tendreté, avant la phase de rigor mortis, durant

laquelle I’apoptose a un role prépondérant (figure 01).

Selon ces auteurs, les premicres peptidases actives lors de 1’abattage seraient les caspases
dont la fonction premiere est de cliver les protéines cellulaires in vivo. Leurs substrats dans la
cellule seraient nombreux (de I’ordre de centaines de protéines différentes dégradées), ce qui
est comparable a ce qui a été rapporté pour les calpaines. Les caspases pourraient donc
dégrader des protéines clés dans I’organisation structurale des myofibrilles conjointement avec

d’autres peptidases (Nakanishi et al., 2001, Chen et al., 2003).

I.1. L’ Apoptose ou Mort Cellulaire Programmée (MCP)
1.1.1. Définition

Le terme d'apoptose ou mort cellulaire programmeée a été introduit en 1972 pour définir
une forme de mort cellulaire morphologiqguement, biochimiquement et moléculairement
différente de la nécrose, seule forme de mort cellulaire connue jusqu’alors (Kerr et al., 1972).
Le mot « Apoptose » fait référence a la chute programmeée des feuilles cadugues en automne :

« Apo » pour éloignement et « ptose » pour chute en grec ancien.

L’apoptose est un processus actif et physiologique de mort cellulaire, utilisé pour
éliminer les cellules en excés, endommagées ou infectées, potentiellement dangereuses pour
I’organisme (Kerr et al., 1972 ; Fidzianska et al., 1991 ; Meier et al., 2000 ; Dirks et
Leeuwenburgh, 2005).



Chapitre I. Apoptose et la maturation des viandes Revue bibliographique

La régulation tres stricte de ce programme est essentielle pour s’assurer qu’il est activé
uniquement dans la cellule concernée et au bon moment. A I’inverse, la dérégulation du
processus apoptotique conduit, chez I’homme, a diverses pathologies comme, par exemple,
le(s) cancer(s), les maladies auto-immunes et les maladies neurodégénératives (Ouali et al.,

20064a), mais aussi dans certains cas, a une forte létalité (Sanmart et al., 2005).
I.1.2. Role physiologique de I’apoptose

Au cours de I’embryogenése, de nombreuses structures initialement mises en place au
cours du développement sont ensuite détruites par apoptose. C’est le cas du canal de Miiller qui
est détruit chez I’homme, du canal de Wolff qui est détruit chez la femme. Elle participe
¢galement a la morphogenese des doigts ou les cellules de ’espace interdigital des doigts d’un

embryon disparaissent par apoptose (Wood et al., 2000).

La mise en place des systémes nerveux et immunitaire fait également appel a I’apoptose
qui assure qu'un nombre correct de cellules souches se différencient. Pendant le
développement embryonnaire, les neurones sont générés en exces et les cellules surnuméraires
vont ensuite mourir par apoptose afin de créer un équilibre entre les neurones et les cibles

qu’ils innervent (Clarke et al., 1998).

L’apoptose intervient aussi chez I’adulte, elle permet a 1’organisme de contrdler le
nombre de cellules et la taille des tissus. C’est le cas par exemple lors du renouvellement des

kératinocytes de la peau (Weil et al., 1999).
1.1.3. Pathologies et dérégulations de ’apoptose

Le déreglement des mécanismes de régulation de la mort cellulaire par apoptose est
impliqué dans la physiopathologie de nombreuses maladies. Ces déréglements peuvent
conduire 2 un exces ou a un défaut d’apoptose et caractérisent des types différents de

pathologies.

L’excés d’apoptose intervient dans le développement d’anomalies congeénitales du
développement et de certaines maladies neurodégénératives chroniques comme la sclérose
latérale amyotrophique, la chorée de Huntington, la maladie d’Alzheimer et la maladie de

Parkinson (Thompson, 1995 ; Saikumar et al., 1999).

A T’inverse, un défaut d’apoptose a été observé dans le développement de maladies auto-

immunes résultant de 1’apparition de lymphocytes auto-réactifs qui n’ont pas été ¢liminés par
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apoptose au cours de la sélection clonale lymphocytaire (Saikumar et al., 1999). De méme, un
défaut ou un blocage dans 1’exécution de ’apoptose ont pu €tre identifiés dans les pathologies

virales et dans de nombreux cas de cancers (Thompson, 1995).
1.1.4. Nécrose et Apoptose

La nécrose est considérée comme une mort cellulaire « désordonnée » (figure 02). En
effet au cours de la nécrose, les cellules se gorgent d’eau au point que cela entraine la lyse de
leur membrane plasmique. C’est une véritable explosion cellulaire qui conduit a la libération,
dans le milieu environnant, du contenu cytoplasmique. Les organites cellulaires eux aussi
gonflent et se vident de leur contenu. L’ADN nucléaire est dégrad¢, de maniere aléatoire, par
des endonucléases activées notamment par des serine peptidases. La taille des fragments
d’ADN ainsi générés est trés hétérogeéne. La nécrose d’une cellule affecte les autres cellules par
I’action des enzymes intracellulaires libérées et ce sont les macrophages qui viennent en renfort
pour nettoyer le site. Le résultat est que toute une région de 1’organe devra étre régénérée apres
destruction totale des cellules endommagées (Fidzianska et al., 1991 ; Buja et al., 1993 ;
Majino et Jons, 1995 ; Ouali et al., 2006a).

Par opposition a la nécrose, ’apoptose est considérée comme une mort cellulaire
« ordonnée », procédant en différentes étapes (figure 02) et ce, quelque soit la voie d’induction
(Wyllie et al., 1980 ; Gavrieli et al., 1992 ; Buja et al., 1993 ; Majino et Jons, 1995 ; Martin et
al., 1995 ; Bratton et al., 1997 ; Matsura et al., 2005 ; Youle et Karbowski, 2005) :

v' Tout d’abord, les cellules en apoptose s’isolent des autres par perte de contact entre elles ;

v" On assiste ensuite a une importante condensation a la fois du noyau et du cytoplasme ce
qui induit une diminution significative du volume cellulaire ;

v" Les mitochondries de la cellule apoptotique subissent plusieurs modifications majeures :
libération du cytochrome c dans le cytoplasme, diminution du potentiel membranaire (Y'm)
et altération de la perméabilité membranaire avec ouverture de pores spécialisés ;

v' Aprés condensation du noyau, la chromatine est clivée en fragments réguliers d’environ
180 paires de bases ;

v Parfois, la membrane plasmique bourgeonne et forme des corps apoptotiques renfermant
une partie du cytoplasme de la cellule ;

v' Afin de faciliter la reconnaissance de ces derniers par les phagocytes, la cellule signale son
état apoptotique grace au changement de localisation des molécules de phosphatidylsérines

qui passent d’une orientation cytoplasmique a une orientation extracellulaire.
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1.2. Les peptidases apoptogenes (les CASPASES)

Les peptidases apoptogenes (figure 03) sont des peptidases a cystéine qui possédent une
spécificité stricte de clivage de leurs substrats apres un résidu d’acide aspartique (Asp ou D).
Une nouvelle nomenclature proposée par Alnemri et al. en 1996, regroupe désormais les
peptidases apoptogenes sous le nom de CASPASE (Cysteinyl ASPartate-specific peptid ASE).
Le C du mot caspase représente la cystéine du centre actif ; « ASP » définit la spécificité stricte
de clivage des substrats de ces peptidases aprés un acide aspartique, 1’ensemble étant suivi du

suffixe « ASE » qui est le suffixe commun a toutes les enzymes (Alnemri et al., 1996).
1.2.1. Structure schématique des caspases

Dans le monde vivant, toutes les caspases ont une structure tres conservée (figure 03)

comprenant :

v"un prodomaine N-terminal de taille variable, ayant un réle primordial dans les interactions
protéine-protéine, en particulier avec les protéines régulatrices de 1’apoptose ;

v un second domaine qui deviendra, apreés clivage, la grande sous-unité (L pour Large) et qui
porte le site actif de ’enzyme avec un résidu cystéine (C) et un résidu histidine (H) ;

v"un troisieme domaine qui deviendra, apres clivage, la petite sous-unité (S pour Small) et
qui a un réle conformationnel (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004).

Sous cette forme, I’enzyme est inactive. Pour qu’elle soit activée, I’enzyme doit subir une
maturation au cours de laquelle le prodomaine N-terminal est éliminé. Puis, deux molécules
d’enzyme s’associent pour former un dimere, possedant deux sites actifs en position téte-béche
(figure 04). L’activation des sites actifs ne peut se faire qu’au niveau du dimere apres
association a des complexes activateurs par 1’intermédiaire d’interaction DED-DED (Death
Effector Domains) ou CARD-CARD (Caspase Recruitment Domain) (Herrera-Mendez et al.,
2006b ; Ouali et al., 2006b).

1.2.2. Les trois classes des caspases

Chez les mammiferes, 14 caspases (figure 03) ont été identifiées a ce jour dont 11 sont
présentes chez ’humain (Riedl et Shi, 2004). Ces enzymes jouent un réle dans 1’activation des
cytokines comme I'IL-1f et I’'IL-18, I'initiation et ’exécution de I’apoptose. Selon Fuentes-
Prior et Salvesen, (2004), trois classes de caspases se distinguent (figure 03) subdivisées selon
leur site spécifique de reconnaissance au substrat, selon leur structure ou selon leur fonction

biologique :
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v les caspases impliquées dans les processus inflammatoires (caspases 1, 4, 5). La fonction

précise de ces caspases est moins bien connue que celles des deux autres classes ;

v’ les caspases impliquées dans la phase d’initiation de 1’apoptose (caspase 8 (spécifique de
la voie des récepteurs de mort), 9 (spécifique de la voie mitochondriale), et 10). Ces
caspases sont caracterisées par des prodomaines de grande taille contenant souvent des
régions essentielles pour leurs interactions avec d’autres protéines. Par exemple, les
prodomaines des caspases 8 et 10 contiennent des Domaines Effecteurs de Mort Cellulaire
(DEDs). Ces structures vont permettre la liaison de ces caspases aux molécules
régulatrices (activateurs ou inhibiteurs) porteuses de domaines similaires au travers
d’interactions DED-DED. Certaines autres caspases (caspases 1, 2, 4, 5 et 9) possédent un
Domaine de Recrutement des Caspases (CARD). Comme les domaines DED, les domaines
CARD sont responsables de I’interaction des caspases avec une grande variété de

molécules régulatrices par le biais d’interactions CARD-CARD ;

v’ les caspases effectrices qui déstructurent la cellule lors de la phase d’exécution (caspases
3, 6 et 7). Les caspases effectrices sont activées par clivage et dimérisation comme évoqué
précédemment. Par rapport aux caspases initiatrices, celles-ci ont généralement des
prodomaines de petite taille (courts) vu qu’elles ne possédent pas un domaine de
recrutement (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004 ; Ouali et al., 2006a,b ; Herrera-Mendez et
al., 2006b). Lorsqu’elles sont activées les caspases effectrices sont directement impliquées
dans I’exécution de I’apoptose et clivent un grand nombre de protéines vitales de la cellule
(Cohen, 1997).

I.3. Schéma général de I’apoptose

Plusieurs voies conduisant a I’apoptose ont été mises en €évidence. Les principales sont
les voies intrinseque et extrinséque (figure 05). Il existe également deux voies mineures qui
font intervenir le réticulum endoplasmique et le granzyme B. Des revues récentes décrivent en
détail ces differentes voies (Dlamini et al., 2004 ; Ouali et al., 2006b ; Rupinder et al., 2007 ;
Bao et Shi, 2007 ; O’Brien et Kirby, 2008 ; Jeong et Seol, 2008 ; Sakamaki et Satou, 2009).

Le processus apoptotique se déroule, en général, selon un programme précis, caractérisé
successivement par une phase d’initiation, dépendante de la nature du stimulus et du type de

cellule, suivie d’une phase d’exécution via les caspases effectrices.
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Le stimulus déclenchant le processus d’apoptose peut provenir de 1’extérieur (voie
extrinseéque) par I’intermédiaire de 1’activation des récepteurs de mort ou de I’intérieur (voie
intrinséque) en réponse a des conditions tres défavorables a la survie de la cellule (figure 05).
Dés lors, les caspases initiatrices vont étre activées au niveau des complexes oligomeriques et
celles-ci vont & leur tour activer les caspases exécutrices qui vont prendre en charge la

déstructuration des cellules (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004 ; Ouali et al., 2006b).
I.4. Mise en place de ’apoptose postmortem et conséquences

Comme on I’a vu, la mort dans un tissu vivant peut se produire par nécrose ou apoptose.
Puisque la nécrose n’a jamais été rapportée dans le muscle postmortem, le déclenchement de la
mort cellulaire par le processus apoptotique rapporté trés récemment est 1’issue la plus

probable (Becila et al., 2010).

Quelle que soit 1’espéce animale et quelle que soit la technologie d’étourdissement
utilisée, la derniére phase du processus d’abattage est la saignée. Dés lors, toutes les cellules et
les tissus vont étre irréversiblement privés de nutriments et d’oxygene. Face a ces conditions
environnementales tres néfastes, les cellules musculaires et les autres n’auront pas d’autres
alternatives que de s’engager dans la voie de mort cellulaire (figure 01) avec toutes les

conséquences d’apoptose déja élucidées.

En ce qui concerne la science de la viande, rien n’est connu au sujet des mécanismes
moléculaires de I’apoptose, mais cette étape préliminaire pourrait étre d’importance cruciale
dans le muscle postmortem puisque tous les changements suivants qui contribuent a la

conversion du muscle en viande dépendront fortement de cet événement.

L’apoptose peut étre mise en évidence par différentes caractéristiques morphologiques ou
biochimiques que la cellule apoptotique subit, tels que le rétrécissement des cellules, les
modifications mitochondriales par libération du cytochrome c et le changement du potentiel
membranaire (Wm), la dégradation de I'ADN nucléaire en fragments réguliers (due a
l'activation d’une endonucléase Ca**/Mg®*-dépendante), changement de localisation des
molécules de phosphatidylsérines (d’une orientation cytoplasmique a une orientation
extracellulaire), et enfin, la dégradation étendue des proteines cytosquelettiques spécifiques, tel
que P’actine, présumé €tre un marqueur potentiel du processus d’apoptose. L’apoptose peut étre
aussi distinguée des autres types de morts cellulaires par les caractéristiques biochimiques, y

compris l'activation de la cascade des caspases.
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I.4.1. Signalisation de ’apoptose au niveau du muscle

Qu’a pu étre la voie de signalisation menant a 1’apoptose des cellules apres la saignée ?
Une possibilité serait un changement irréversible dans les myofibrilles a la jonction
neuromusculaire ou des activateurs de la cascade apoptotique pourraient étre produits. Une
telle prétention est soutenue par la diminution rapide de 1’efficacité de la stimulation électrique
de basse tension (Valin, 1982) qui résulte d’'un changement postmortem rapide du systéme
nerveux. De méme, la dénervation a été montrée capable d’induire 1’apoptose dans le muscle
squelettique, un processus souvent lié a une fragmentation des myofibrilles (Adams et al., 2001
; Liu et Ahearn, 2001). Une autre hypothése de 1’induction de 1’apoptose dans le muscle
postmortem pourrait étre le dysfonctionnement des mitochondries (détérioration de la chaine
oxydante, augmentation intracellulaire de la concentration de radicaux libres (ROS), ...etc.) se
produisant peu apres la mort (Renerre, 1999). En effet, le changement des mitochondries
pourrait étre un autre initiateur de 1’apoptose par la libération des facteurs proapoptotiques

comme le cytochrome ¢ (Adrian et Martin, 2001).
1.4.2. Caspases et Attendrissage des viandes

Il est bien connu que ’attendrissage des viandes résulte de I’altération de la structure
contractile par les enzymes protéolytiques endogenes. Les mécanismes sont donc en majorité
de nature enzymatique et impliquent des peptidases endogénes (Sentandreu et al., 2002). Si on
considere que la premicre phase intervenant lors de 1’attendrissage des viandes est I’apoptose,
on réalise que les peptidases les mieux placées pour altérer la structure contractile, seront bien
les caspases puisqu’il s’agit de leur fonction primaire (Ouali et al., 2006b). En outre, in vitro
les caspases conservent encore 20 a 50 % de leur activité a un pH compris entre 5 et 6
(Stennicke et Salvensen, 1997). Ainsi, les caspases peuvent encore agir dans le muscle
postmortem durant les phases de rigor mortis et de maturation. L’étude de Pulford et al. (2009)
a confirmée le déclenchement de 1’apoptose a la mort de 1’animal. Ces auteurs ont montré, chez
des animaux présentant un faible pHu, que I’activité des caspases 3 et 7 était plus élevée
suggérant un taux d’apoptose plus important. Par ailleurs, le taux d’activité de la caspase 9 est
deux fois plus élevé que celui de la caspase 8, indiquant que la voie intrinseque est privilégiée
quelque soit le pHu. D’autres ¢études ont montré que [’activité des caspases n’est pas
entierement perdue pendant le stockage postmortem et elles sont capables de cliver plusieurs
protéines du muscle postmortem, et elles ont aussi le pouvoir de dégrader et d’inactiver les
calpastatines (Wang et al., 1998 ; Kemp et al., 2009, 2010).
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1.4.3. Stress et Apoptose

Il a ét¢ montré que les animaux ayant un comportement « excité », ¢’est-a-dire stresse,
présentent une viande plus dure que des animaux au comportement calme (Voisinet et al., 1997
; King et al., 2006). Pour empécher que ce stress n’induise le phénoméne d’apoptose, la cellule
peut activer des protéines de choc thermique, les HSPs. Ce sont des acteurs négatifs dans
I’établissement de 1’apoptose (Beere, 2004). Leur action freinerait la mise en place de ce
mécanisme, ce qui, pour certains auteurs, expliquerait pourquoi les animaux stresses présentent
une viande plus dure. Les travaux de Bernard et al. (2007) ont montré une corrélation positive
entre une meilleure tendreté et les niveaux transcriptionnels bas des genes DNAJA1 et HSPB1
codant les protéines Hsp40 et Hsp27, respectivement. Il a été montré que le complexe
DNAJA1/HSP70 inhibe directement 1’apoptose en empéchant la protéine proapoptotique Bax
qui lorsque transférée a la membrane mitochondriale, elle subit des changements
conformationnels déclenchant la libération du cytochrome ¢, composant essentiel a 1’activation
de la voie intrinséque de la caspase 9 (Gotoh et al., 2004). Le fort niveau d’activité de la
caspase 9 retrouvé dans les premicres heures suivant 1’abattage indique que, la voie intrinséque
est privilégi¢e. Enfin, les changements dans I’activité des caspases 3 et 7 se sont révélés étre
associés positivement avec le développement d’une viande plus tendre (Kemp et al., 2006 ;
Kemp et al., 2010).

L.5. Preuves de la mise en place de I’apoptose

Plusieurs chercheurs ont focalisé leur attention pour comprendre les mécanismes
impliqués dans les changements morphologiques dus a la mort cellulaire par apoptose.
Différentes constatations viennent appuyer aujourd’hui la théorie de la mise en place de
I’apoptose dans le muscle postmortem. Parmi elles, on assiste & une dégradation caspasique de

certains composants clés du cytosquelette, particulierement les filaments d’actine.
1.5.1. Actine et ses fonctions

Les myofilaments fins sont constitués de trois protéines : I’actine (20 — 25 % des
protéines myofibrillaires totales), la tropomyosine et les troponines (figure 06) (Gordon, 2000).
L’actine est la seconde protéine la plus abondante des myofibrilles et elle est tres abondante
dans beaucoup de cellules eucaryotiques et son ubiquité est complétement justifiée. Le
squelette d'actine constitué par les filaments d'actine et une myriade de protéines actine-liée est
impliqué dans plusieurs fonctions cellulaires. Elle exécute presque n'importe quelle activité

cellulaire qui exige un mouvement ou un changement de conformation cellulaire, méme
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partiellement (Atencia et al., 2000 ; Disanza et al., 2005). Elle est identifiée notamment, pour

étre responsable des propriétés visco-élastiques des cellules.

L’actine est une protéine globulaire dont le diamétre est de 55 A possédant un acide
aminé rare, la 3-méthyl histidine. L’actine ayant un poids moléculaire de ~ 43 kDa est
constituée d’une chaine polypeptidique hautement conservée (376 résidus) dont la séquence est
connue. Elle existe sous deux formes, I’actine globulaire (actine G) sous forme de monomeres
dispersés et qui peuvent s’assembler pour donner une forme filamenteuse (actine F) sous forme
de polymeres (Dingova et al., 2009 ; Chhabra et al., 2009). Les molécules au nombre de 350
environ sont placées bout a bout et forment deux brins torsadés en heélice. Les myofilaments
fins sont formés par I’association de cette double hélice et de deux protéines régulatrices
(Poirier et al., 1999). Les filaments d'actine sont des structures polaires et ont donc deux

extrémités structurellement et biochimiquement distinctes.

L’actine monomérique (actine G) domine a une concentration ionique trés basse, et des
assemblages spontanés ont lieu juste aprés 1’augmentation de la concentration ionique pour
former I’actine filamenteuse (actine F). L'actine F, est une protéine cytosquelettique importante
impliquée dans beaucoup de fonctions physiologiques, y compris la motilité, I'adhérence, la
division cellulaire, I’endocytose, la phagocytose, 1’établissement et le maintien de la polarité, la

morphogénése des cellules et leur entretien (Chhabra et al., 2009 ; Carlier et Pantaloni, 2010).

L'actine, qui est connue pour toutes ses fonctions et en particulier d’étre un composant
cytosquelettique, posséde également d’autres fonctions importantes au sein du noyau des
cellules. D’ailleurs l'actine nucléaire est impliquée dans divers processus tels que le
remodelage de la chromatine, la régulation transcriptionnelle, les transports nucléaires
(Vartiainen et al., 2007), et la transcription des trois classes d’ARN polymérases eucaryotiques
(Ye et al., 2008). La variété de fonctions cytoplasmiques du cytosquelette d'actine est basée sur
sa capacité¢ d’adaptation aux diverses structures selon les conditions ioniques et l'interaction

avec certaines proteines specifiques (Pak et al., 2008).
1.5.2. Dégradation de I’actine et I’apoptose

Le processus apoptotique se compose d'un ordre d’événements cellulaires finement
régulés. Sans compter la degradation de I'ADN nucléaire et I'activation des caspases,

caractéristiques apoptotiques déja citées, d'autres événements cellulaires sont impliqués.

11



Chapitre I. Apoptose et la maturation des viandes Revue bibliographique

Parmi ces événements, consistant a dégrader des protéines cytosquelettiques au cours de
I'apoptose et qui a suscité beaucoup d'attention est celui de la dégradation d’actine (Atencia et
al., 2000). L'actine cytosquelettique, un élément essentiel de la cellule, semble étre impliqué
dans le phénoméne de la mort apoptotique des cellules (Atencia et al., 2000). Plusieurs études
ont indiqué qu’elle est clivée pendant le phénomeéne d’apoptose (Asumendi et al., 2000 ;
Bursch et al., 2000). Le clivage de l'actine se produit en méme temps que la dégradation
d’ADN nucléaire (Suarez-Huerta et al., 2000).

Il est bien connu aujourd’hui que la dégradation de 1'actine est un résultat d’un clivage
protéolytique par les peptidases. Parmi elles, le role des caspases, a suscité une attention
considérable due a leurs effets dans I’initiation et l'exécution du phénoméne d’apoptose.
Plusieurs lignes d'évidence soutiennent ce rapport causal entre la rupture des filaments d'actine

et I'apoptose :

v" Premierement, dans certaines cellules, chaque cellule ayant un noyau réduit en fragments,
indicateur du changement d'ADN lors d’apoptose, montre également |’actine F

complétement désorganisée (Van De Water et al., 1996) ;

v' Deuxiémement, la rupture cytosquelettique dans les cellules apoptotiques favorise les
dommages de la membrane mitochondriale, et augmente la libération du Cyt c, activant la
caspase 9, qui a son tour lance la cascade caspasique (Yamazaki et al., 2000) ;

v' Troisiemement, il y a une association physique entre I'actine et la DNase | (Kabsch et al.,
1980). L'actine intacte peut lier et séquestrer la DNase I, une endonucléase qui induit la
fragmentation de I’ADN, de sorte que la rupture de l'actine active les DNases et provoque

la dégradation nucléaire, une forte caractéristique de I’apoptose (Kayalar et al., 1996) ;

v" Quatriemement, le clivage cytosquelettique accélere ainsi l'activation de la caspase 3
(Yamazaki et al., 2000).

Le clivage de I’actine F par la caspase activée est étudié in vitro et in vivo, et les effets
peuvent étre empéchés par certains inhibiteurs de caspases (Mashima et al., 1995, 1997, 1999).
Il a été constaté que la caspase activée, n’assure pas seulement la catalyse directe de la
dégradation d'actine, mais active également d'autres enzymes intracellulaires qui, a leur tour
visent l'actine intracellulaire (Sabourin et al., 2000). Le déclenchement des changements de

I’actine F ayant lieu lors de 1’apoptose varient avec le type de cellules et les inducteurs
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apoptotiques (Suarez-Huerta et al., 2000), cependant, on admet que le clivage de I’actine F est

un événement qui s’installe a un stade trés avancé de 1’apoptose (Maruyama et al., 2000).

Une autre étude a démontrée la formation des filaments enrobés dans des corps
apoptotiques (van Engeland et al., 1997). Dans les études montrant I'ordre de la cascade
apoptotique, Maruyama et al. (2000) ont signalé que les changements cytosquelettiques sont
parmi les événements les plus tt, précédant d'autres changements apoptotiques, tels que le

bourgeonnement de la membrane et I’activation des caspases.

Par ailleurs, il a été constaté que le processus du bourgeonnement ayant lieu dans les
cellules apoptotiques, menant par la suite a la fragmentation des cellules, exige la
neopolymérisation de l'actine (Suarez-Huerta et al., 2000) et semble étre dynamiquement
régulé (Rao et al., 1999). En outre, suivant son clivage, le fragment d'actine lui-méme peut
induire des changements morphologiques (Mashima et al., 1999) et plusieurs études ont
montré qu’il s’agit d’un changement biphasé, ou une premicre polymérisation s’installe, puis

suivie d’une dépolymérisation.
1.5.3. Les peptidases apoptogénes et clivage de I’actine

L'actine est bien connu étre un substrat des caspases (Kayalar et al., 1996 ; Song et al.,
1997) et des calpaines (Brown et al., 1997 ; Wang et al., 1998) dans certaines cellules modéles.
Un lien direct entre la dépolymérisation d'actine et la dégradation de I’ADN a ét¢é ainsi suggéré
(Kayalar et al., 1996). Bien qu’elle présente une résistance au clivage in vivo dans certains
modeles (Song et al., 1997), le criblage de I'actine et d'autres filaments intermédiaires est
responsable en partie de la dégradation de la morphologie cellulaire pendant la phase
exécutrice de 1’apoptose. Cette dégradation peut perturber la tension mécanique requise et

meéne a des signaux qui peuvent faciliter le détachement cellulaire.

Le lien qui existe au fait, entre la caspase 3 et I’actine a été intensivement étudié et il
semble que la caspase 3 clive la gélsoline et les fragments produits perturbent les filaments
d'actine (Kothakota et al., 1997). Le Gas2 (growth arrest-specific gene), qui est un composant
de la structure des microfilaments auquel I’actine se lie, est considéré comme substrat, et est
clivé par la caspase 3 (Sgorbissa et al., 1999). De plus, 1’actine est clivée par la caspase (figure
07) principalement au niveau de deux emplacements, entre Asp*’ et Asn'? et entre Asp®** et
Gly**. Un site du clivage mineur entre Glu'®" et Ala'® est également identifié (Kayalar et al.,

1996).
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Chapitre 11

« Les marqueurs biologiques et maitrise de la tendreté de la viande »

La tendreté de la viande est le critére le plus dommageable vis-a-vis de la consommation,
car c’est le principal motif de choix pour le client. Elle est trés variable, car résultante d’une
multitude de caractéristiques du muscle, tissu complexe. Par voie de conséquence, il est
difficile pour la filiere viande bovine de maitriser la variabilité de la tendreté et le résultat est
une baisse de la consommation. Il est donc nécessaire d’apporter des outils a la filiere afin de

maitriser la tendreté de la viande.
I11.1. La tendreté de la viande

Avant d’aborder les différents marqueurs de tendreté et le role que jouent les inhibiteurs
de sérine peptidases, considérés comme préedicteurs majeurs de la tendreté de la viande, il est

souhaitable de faire un bref apercu sur la tendreté de la viande et sa maturation.

La maturation des viandes, période pendant laquelle s’élaborent les qualités
organoleptiques du produit final, prend en compte 1’évolution positive et négative de ces
caractéristiques et les mécanismes qui y contribuent. Parmi ces qualités, la tendreté, et de fagon
plus générale la texture de la viande, reste, encore aujourd’hui, la qualité la plus recherchée par
les consommateurs. La relation entre protéolyse postmortem des protéines musculaires et

texture finale de la viande est largement documentée (Ouali, 1990a,b ; Koohmaraie, 1992).

La tendreté est considérée comme une propriété organoleptique qui traduit la facilité avec
laquelle la structure de la viande peut étre désorganisée au cours de la mastication (Ouali et al.,
2006a). A I’opposé, la dureté de la viande exprime la résistance qu’elle offre au tranchage ou a

la mastication.

L’attendrissage de la viande au cours de sa conservation a 1’¢tat réfrigéré est le résultat
d’une altération des structures musculaires et de la structure myofibrillaire plus
particuliérement par les peptidases endogenes, le tissu conjonctif n’évoluant que trés peu
durant cette phase. Différents systemes protéolytiques semblent étre impliqués dans ce

processus de dégradation de la structure contractile dont les plus connus sont les calpaines, les
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cathepsines, le protéasome, les serine peptidases et, plus récemment les caspases, famille de
cystéine peptidases responsables de la dégradation des structures cellulaires dans le cadre de la

mort des cellules par apoptose (Sentandreu et al., 2002 ; Ouali et al., 2006b).
11.2. Les marqueurs biologiques de la tendreté

La tendreté de la viande présente une variabilité forte et non contrélée. C’est un ensemble
de plusieurs phénotypes correspondant a une appréciation humaine (Guillemin et al., 2009). Le
défi principal de la science de la viande en absence de tests de prédiction est d’identifier des

marqueurs biologiques de la tendreté qui permettront :

v' la classification des carcasses dans des groupes de qualité ;

v’ I’ajustement des prix a la qualité prédite ;

v’ et de maitriser principalement le critére de cette qualité sensorielle, exigence majeure par
les consommateurs.

Un marqueur biologique peut étre défini de facon générale comme étant une molécule
biologique associée a un phénotype particulier, et qui peut étre aisément utilisée afin de
visualiser ce dernier (Guillemin, 2010). Deux types de marqueurs biologiques peuvent étre
distingués : les marqueurs génétiques et protéiques.

Afin de répondre a une demande de la filiére viande, divers programmes de génomique
fonctionnelle (transcriptomique et protéomique) ont identifié des marqueurs potentiels de la

tendreté (Hocquette et al., 2007b) qui seront développés en détails dans ce qui suit.
11.2.1. Les marqueurs génétiques

Un marqueur génétique est un segment d’ADN aisément repérable, soit par la nature
méme de sa séquence, soit par le produit de son expression. Un marqueur génétique est donc
un locus de ’ADN existant sous plusieurs formes ou alléles au sein d’une espéce, ce qui

aboutit a un polymorphisme (Schibler et al., 2000).

Il existe deux catégories de marqueurs :
v Les motifs répétés, qui consistent en des variations du nombre de répétitions (exemple des
minisatellites et des microsatellites).
v Les mutations ponctuelles ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism, un tous les kb chez
les mammiferes) qui consistent en des changements de quelques bases dans la séquence de
I’ ADN (Guillemin, 2010).
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De multiples techniques de génomique sont disponibles afin d’analyser ces marqueurs.
L’utilisation des techniques récentes de génomique fonctionnelle devrait faciliter
I’identification de nouvelles caractéristiques musculaires (Hocquette et al., 2005). Cette
approche a pour objectif de détecter les génes dont les différences d’expression au niveau
protéique (étude du protéome) ou ARNm (étude du transcriptome) sont associées a la

variabilité des caractéristiques qualitatives des muscles et des viandes (Figure 08).

Par ces approches de genomique fonctionnelle, sont étudiés des genes connus codant des
protéines myofibrillaires ou collagéniques ou encore des enzymes des métabolismes
énergétique et protéique. Des genes aux fonctions biologiques encore inconnues sont

également etudiés (qui peuvent étre considérés comme de nouveaux prédicteurs moléculaires).

Dans les recherches portant sur les caractéres phénotypiques, 1’identification de génes
impliqués dans I’expression des caractéres d’intérét est d’un atout important. De tels génes sont
qualifiés de QTL (Quantitative Trait Loci) lorsque leur variation allélique est associée a un
caractére phénotypique quantitatif. Différentes études ont mis en évidence des polymorphismes
dans certains genes dont 1’expression agit sur la tendreté. Ces genes ont été proposés comme

étant des marqueurs et certains sont ainsi exploités commercialement (Guillemin, 2010).
11.2.2. Les marqueurs protéomiques

Les différents travaux menés sur la tendreté de la viande ont permis aussi d’identifier des
marqueurs protéomiques. La protéomique est I’analyse du contenu protéique exprimé par un
génome (Bendixen, 2005). L’analyse protéomique peut étre appliquée a la recherche de

prédicteurs ou biomarqueurs de la qualité sensorielle de la viande.

Un marqueur protéique ou protéomique peut étre défini comme une protéine dont la

présence et/ou I’activité sont responsables d’un phénotype recherché, et qui est facilement

visualisable (Guillemin et al., 2009 ; Guillemin, 2010).

Il est intéressant de noter que les niveaux d’abondance des protéines Hsp27 et af-
crystalline ont été trouvés corrélés a la tendreté dans plusieurs études indépendantes de
protéomique (Bouley, 2004, Herrera-Mendez et al., 2006b, Morzel et al., 2008). Chez 1’animal
vivant, I’importante quantité de Hsp27 protége ’actine de la dégradation. Toutefois, apres
I’abattage la protéolyse de 1’actine augmente. En effet, la Hsp27 empéche I’agrégation
protéique et favorise ainsi 1’acces des peptidases a leurs cibles. Ainsi, c’est est une bonne

candidate pour constituer un marqueur pertinent de la tendreté, une haute concentration de cette
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protéine chez I’animal vivant étant liée a une meilleure tendreté aprés maturation. Le role de
I’ap-crystalline est similaire a celui de la Hsp27. Les données de Morzel et al. (2008) montrent
que la quantité¢ de protéines dégradées au cours de la maturation augmente pour 1’actine, la

créatine kinase, I’af-crystalline et la Hsp27.

D’autre part, 1’étude réalisée sur le LT de taurillons de race Blonde d’ Aquitaine a montré
que la quantité de succinate deshydrogénase (SDH, enzyme mitochondriale du métabolisme
oxydatif) est corrélée positivement a la tendreté. Cette enzyme du cycle de Krebs pourrait étre
un marqueur biologique de la tendreté, ce qui est en accord avec les résultats d’une étude

protéomique conduite sur une race Charolaise (Hocquette et al., 2007b).

Des études faites par des analyses protéomiques (gels 2DE, spectrométrie de masse)
portant sur le muscle bovin Longissimus dorsi 36 heures postmortem, ont permis la
visualisation de 7 bandes sur gel 2DE qui sont corrélées positivement avec la tendreté a 7 jours
aprés abattage. Parmi celles-ci, deux ont été identifiees comme étant des fragments de chaine
lourde de myosine bovine. Ces résultats montrent que la dégradation des protéines

myofibrillaires, est un acteur important de la tendreté de la viande (Sawdy et al., 2004).

Une comparaison de profils protéomiques a été effectuée sur deux muscles bovins, le
Longissimus dorsi (LD, le plus tendre), et le Semitendinosus (ST, le plus dur). Il en ressort que
13 (LD) et 18 (ST) spots proteiques sont différenciellement exprimés entre le moment de
’abattage (T = 0) et 24 heures aprées (T = 24). Au sein des deux muscles, il y a une diminution
de cofiline (connue pour contrdler la polymérisation de I’actine), du substrat de la protéine

mitochondriale ATP-dépendante SP-22, des Hsp27 et Hsp20 (Jia et al., 2006).

Ces différents travaux de protéomique accomplis ont montré 1’importance et la fiabilité
de I’approche en « omique » dans I’é¢tude et 1’analyse de la tendreté. Ainsi, les programmes
d’analyses transcriptomiques et protéomiques, mis en place depuis plusieurs années, ont permis
I’analyse de nombreux profils de muscles bovins et de relier le phénotype tendreté (données
physiologiques et biochimiques) avec ’expression des génes (données transcriptomiques et
protéomiques). Cette approche intégrative a permis de constituer une liste alarmante de

marqueurs biologiques de la tendreté.

Récemment des investigations biochimiques visant a identifier des marqueurs
biologiques de la tendreté de la viande ont démontré qu’a 6 jours postmortem, et parmi une
trentaine de variables biologiques et physico-chimiques susceptibles d’expliquer la variabilité

de l’attendrissage de la viande, parmi ces parametres mesurés et apparaissant comme le plus
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discriminant pour la prédiction de tendreté finale de la viande, le taux d’inhibiteurs de sérine

peptidases (Zamora et al., 1996 ; Zamora, 1997 ; Ouali, 1999 ; Zamora et al., 2005).

A la lumiére de ces données disponibles dans la littérature, aujourd’hui on doit considérer
non seulement les enzymes protéolytiques mais également leurs inhibiteurs endogénes, qui
sont souvent de meilleurs marqueurs prédictifs de la tendreté de la viande. La recherche
actuelle doit se focaliser alors sur d’autres systémes protéolytiques que ceux seulement des
calpaines et cathepsines ; et une série de nouveaux systemes protéolytiques et de leurs

inhibiteurs doit étre prise en considération et ¢’est le cas :

v' des serpines (inhibiteurs de sérine peptidases), que nous avons présenté en détails dans un

chapitre a part et dans le reste de ce chapitre comme marqueurs de tendreteé ;

v’ et les caspases qui sont des enzymes jamais considérées dans la science de la viande et qui
sont spécialisées dans la dégradation des structures cellulaires et ayant un réle important

dans les processus d’apoptose.
11.3. Les Inhibiteurs endogenes des protéases et la science de la viande

L’ action des peptidases est soumise a une régulation trés fine qui module leur activité. Il
existe différents types d’inhibiteurs, de nature protéique, spécifiques d’un type de peptidases,
responsables de cette fine régulation. La majorité des inhibiteurs de peptidases connus et
caractérisés jusqu’a ce jour, est constituée d’inhibiteurs de sérine peptidases (Bode et Huber,
1992). Les inhibiteurs de peptidases a sérine ont été d’abord étudiés dans le plasma sanguin

(Travis et Salvesen, 1983) avant de I’étre dans d’autres tissus ou organismes.

Les inhibiteurs peuvent étre divisés en deux groupes d’aprés le type d’interaction entre
I’enzyme et I’inhibiteur : les inhibiteurs non-covalents et les inhibiteurs covalents. Les
premiers réagissent de facon réversible avec I’enzyme pour réduire sa vitesse de réaction alors
que les seconds sont souvent référés aux inhibiteurs irréversibles et réagissent de fagon
covalente avec I’enzyme pour diminuer son efficacité. Ces derniers sont souvent dénommés
inhibiteurs suicides, puisqu’ils sont hydrolysés au cours de ce processus et ne pourront donc

pas resservir (Smith et Simons, 2005).

Les inhibiteurs de peptidases a sérine sont répartis en 10 familles issues du nom du

découvreur ou du nom du premier inhibiteur décrit. Ils peuvent étre regroupés en fonction :
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v de leur homologie de séquence ;
v de la nature, le nombre et la localisation du ou des site(s) actif (s) ;
v de leur homologie dans le mécanisme d’interaction avec les enzymes cibles ;
v' et de leur nombre de ponts disulfures (Laskowski et Kato, 1980).
Dans un homogénat musculaire, ces inhibiteurs peuvent étre mis en évidence en utilisant

la trypsine, enzyme modele sécrétée dans le pancréas des mammiferes (Ouali et al., 1986).

Les évolutions postmortem des variables biologiques et de la dureté myofibrillaire de la
viande varient énormément en fonction des animaux, bien qu’ils soient zootechniquement
similaires. Une cause possible de cette variabilité peut étre la différence dans le contenu
d’enzymes et plus probablement dans le rapport enzyme/inhibiteur, un paramétre reflétant

I’efficacité des systemes protéolytiques (Ouali, 1991 ; Valin, 1995 ; Zamora, 1997).

En 1990, Ouali et Talmant mettaient en évidence que le taux d’inhibiteurs des peptidases
endogenes était un meilleur prédicteur de la tendreté de la viande que le taux des enzymes
cibles elles-mémes. Cette observation a conduit a une étude plus systématique des inhibiteurs
dans le tissu musculaire pour essayer d’identifier ces derniers et de préciser la nature de leurs
peptidases cibles in vivo, protéases susceptibles de jouer un rdéle primordial dans le processus
d’attendrissage des viandes (Ouali et Talmant, 1990). Cela a été démontré pour la calpastatine
(Ouali et Talmant, 1990), inhibiteur spécifique des calpaines ubiquitaires (u- et m-calpaines)
et, plus récemment, pour les inhibiteurs de sérine peptidases (Zamora et al., 1996 ; 2005).
L’intérét porté aux inhibiteurs est li¢ au fait que, s’il n’y a pas de relation directe entre le taux
d’enzymes musculaires et la vitesse d’attendrissage, par contre il existe une bonne corrélation

entre cette méme caractéristique et le rapport enzyme/inhibiteur.

Cette hypothése a été soutenue par des résultats montrant que parmi 29 variables
biologiques et physico-chimiques susceptibles d’expliquer la variabilité de I’attendrissage de la
viande (la teneur en inhibiteurs des sérine peptidases, la vitesse de chute de I’activité u-
calpaine, I’amplitude et la vitesse de chute du pH, I’amplitude d’augmentation de 1’osmolarité,
le métabolisme glycolytique des muscles,...), la teneur en inhibiteurs de sérine peptidases
occupe la premiere place et leur taux dans le tissu musculaire était le meilleur indice de
prédiction de la tendreté de la viande (Zamora et al., 1996 ; Zamora, 1997 ; Ouali, 1999 ;
Zamora et al., 2005).

Au plan quantitatif, la grande majorité de ces inhibiteurs étaient des serpines. Les

serpines (acronyme pour serine peptidases inhibitors), représentent une classe de protéines
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inhibitrices capables d’inactiver a la fois les serine et les cystéine peptidases, développées en
détails dans le chapitre Ill. Elles sont largement répandues dans les tissus et cellules de
mammiferes étudiés a ce jour (Silverman et al., 2001), mais concernant le muscle squelettique,
peu de données sont actuellement disponibles. Ces inhibiteurs ont été intégrés dans des
modeles de prédiction de la tendreté de la viande (Zamora et al., 2005).

I1.4. Implication des serpines musculaires dans la tendreté de la viande

Bien que les serpines sont abordées dans un chapitre a part, toutefois, on a jugé
intéressant et plus commode de présenter cette partie concernant leur implication dans la

tendreté de la viande dans ce présent chapitre.

L’hypothése de D’existence d’inhibiteurs de sérine peptidases dans le muscle est
contestable dans la mesure ou I’existence des serine peptidases dans la cellule musculaire n’est
pas encore bien établie. La présence de ces inhibiteurs pourrait s’expliquer soit par la présence
de cellules provenant du plasma et qui contamineraient 1’extrait au cours de 1’extraction, soit
parce qu’ils sont des inhibiteurs du protéasome, qui possédent une activité sérine protéinase

d’ou leur présence dans le muscle.

Bien que I’existence de ces inhibiteurs dans le muscle ait été révélée dans les années
1970 (Nogushi et Kandatsu, 1969), peu de travaux ont été réalisés sur le tissu musculaire. Des
1981, Dalhmann et ses collaborateurs ont isolé du muscle squelettique de rat, des inhibiteurs de
sérine protéinase qui pourraient avoir un role dans le controle de I’activité protéolytique
intracellulaire (Dalhmann et al., 1981). Juste apres, quatre activités inhibitrices dans la fraction
cytosolique du muscle squelettique de rat ont été mises en évidence (Kuehn et al., 1984). Trois
de ces activités correspondent a des protéines de 50, 65 et 65 kDa et sont des homologues de la
famille des serpines purifiées a partir du sérum de rat. La quatriéme fraction, qui n’a été
caractérisée que tres partiellement, présente un poids moléculaire voisin de 15 kDa. D’autres
ont été aussi isolés dans le muscle de plusieurs espéeces, chez les poissons (Toyohara et al.,
1983 ; Hara et Ishihara, 1986) et chez le poulet (Kim et al., 1992).

Dans le tissu musculaire, différentes serpines ont été identifiées. Parmi elles, un certain
nombre a été localisé¢ au niveau de la jonction neuromusculaire. C’est le cas de la Protéase
Nexin-1, un inhibiteur de la thrombine synthetise uniquement apres la fusion des myoblastes
en myotubes (Festoff et al., 1991 ; Verdiére-Sahuqué et al., 1996 ; Akaaboune et al., 1998),
I’inhibiteur de I’activateur du plasminogéne (PAI) (Fibbi et al., 2001), la kallistatine qui se lie
a la kallikréine (Richards et al., 1997), ’0;-ACT (SERPINAZ3), la kunine et la Protease Nexin
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11, connue sous le nom de précurseur de la protéine f-amyloide (Akaaboune et al., 1995). Chez
le nématode Caenorhabditis elegans, la serpine SRP-3 inhibe des peptidases a sérine de type
chymotrypsine (Pak et al., 2006). Un inhibiteur de protéase | a été retrouvé dans le muscle de 6

espéces piscicoles phylogénétiquement différentes (Pérez-Borla et al., 1998).

Parmi les séries des inhibiteurs a sérine fractionnés du muscle squelettique de bovin
(Ouali et al., 1995 ; Rouchon, 1995 ; Tassy, 1998), deux serpines ont été purifiées et identifiées
par leurs séquences N-terminal comme 1’antithrombine III et I’Endopine (Tassy, 1998). Deux
autres serpines de la famille des SERPINA3 ont été extraites du muscle squelettique bovin et
caractérisees biochimiquement (Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez et al., 2006a). Ces deux
serpines initialement nommées mEndopine 1A et 1B sont aujourd’hui répertoriées dans les
banques de données protéiques sous le nom de bovSERPINA3-1 et bovSERPINA3-3,
respectivement. L’origine du terme Endopine vient au fait de la découverte initiale de ces

serpines dans les cellules chromaffines endocrines (Hwang et al., 1999a).

A ce jour, peu d’études ont ét¢ menées sur les relations existantes entre les inhibiteurs de
peptidases a sérine et le phénomeéne de tendreté¢ de la viande. Signalons cependant I’étude de
Zamora et al. (1996) qui montre I’existence d’une corrélation négative entre ’activité des
inhibiteurs de peptidases a cystéine et a sérine et la tendreté de la viande dans les muscles
Longissimus lumborum et thoracis. De plus, parmi les 29 variables testées, le taux des serpines
constitue le meilleur facteur de prédiction de la dureté de la viande (Zamora et al., 2005).
Ainsi, a 6 jours postmortem, 70 % de la variabilité de la dureté de la viande peut étre expliquée
par seulement 6 variables biologiques dont la concentration en peptidases a sérine mesurée a la

mort de I’animal, et qui représente le facteur le plus significatif.

En conclusion, la filiere viande bovine se montre intéressée par 1’exploitation des
propriétés de ces différents marqueurs biologiques cités sous la forme d’un test commercial de
prédiction de la tendret¢ du vivant de I’animal. Cependant, le profil d’expression de ces
marqueurs, au niveau protéique, est fortement dépendant des conditions de production : muscle
choisi, type d’animal, et conditions d’élevage. Il est donc important de connaitre quelles
conditions peuvent étre favorables ou défavorables a I’expression des marqueurs protéiques
potentiels de la tendreté. Cette qualité sensorielle pourrait ainsi étre mieux géree tout au long

de la vie de I’animal.
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Chapitre 111

« La superfamille des serpines : structure, fonction et évolution »

I11.1. Introduction aux Serpines

L’activité inhibitrice des peptidases du plasma est ¢tudiée depuis 1894 par Fermi et
Pernossi (Engh et al., 1993). Les inhibiteurs de peptidases constituent, aprés 1’albumine et les
immunoglobulines, le troisiéme groupe fonctionnel du plasma humain. 1ls représentent prés de
10 % de I’ensemble des protéines circulantes (Travis et Salvesen, 1983). La majorité des
inhibiteurs de peptidases connus et caractérisés jusqu’a ce jour est constituée d’inhibiteurs de

peptidases a sérine (Bode et Hubert, 1992).

L’identification et la découverte de la superfamille des SERPINES acronyme pour
SERine Peptidases INHibitorS (inhibiteurs des peptidases a sérine) remontent aux années 80,
lorsque Hunt et Dayhoff ont noté des homologies de séquences de 30 — 50% entre deux
protéines sériques : 1’antithrombine et I’as-antitrypsine (01-AT ou a3-PI), et ’ovalbumine une
protéine du blanc d'ceuf (Hunt et Dayhoff, 1980).

Depuis, la caractérisation génétique a révélée un large groupe de genes appartenant a
cette superfamille qui dérivent probablement d’une duplication génétique d’un gene ancestral
commun il y’a environ 500 millions d’années (Carrell et al., 1987), ce qui a amené Carrell et
Travis a introduire pour la premiere fois le terme SERPIN pour désigner au départ la famille

des inhibiteurs de peptidases a serine du plasma (Carrell et Travis, 1985).

Cette dénomination est basée sur les résultats obtenus prouvant que les membres de cette
famille étaient des inhibiteurs de sérine peptidases. Ne mentionner, par contre, que leur role
d'inhibiteurs de peptidases de type serine serait restreindre les serpines a une seule de leurs
diverses fonctions. Plusieurs serpines ont aussi la capacité d'inhiber des peptidases de type
cystéine comme les caspases ou des peptidases de type papaine (Ray et al., 1992 ; Schick et al.,
1998a; Irving et al., 2002). D'autres sont des serpines non-inhibitrices aux roles diversifiés
comme le transport hormonal (Zhou et al., 2006), I'inhibition de tumeurs (Khalkhali-Ellis,

2006) ou le repliement des protéines (chaperonnes) (Clarke et al., 1991 ; Hirayoshi et al.,
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1991). Cependant, la nomenclature a été maintenue, vu que son utilisation était devenue si bien

établie.

La superfamille des serpines constitue la plus grande classe des inhibiteurs de peptidases
a sérine/cystéine connue (Silverman et al., 2010). Actuellement, elle englobe plus de 3000
membres distribués dans les trois regnes du monde du vivant, les archaebactéries (Archées), les
eubactéries et les eucaryotes, ainsi que dans quelques virus (Irving et al., 2000 ; Silverman et
al., 2001 ; Law et al., 2006 ; Whisstock et al., 2010 ; Olson et Gettins, 2011).

Les serpines sont des glycoprotéines globulaires, composées de chaines de polypeptide et
d’un nombre variable d'oligosaccharides (Potempa et al., 1994), d’une masse moléculaire
comprise entre 40 et 60 kDa et ayant des séquences variant de 350 — 400 acides aminés (Irving
et al., 2000 ; Stein et Carrell, 1995 ; Gettins, 2002a).

Chez I'nomme, il y a 36 serpines codées par le génome, beaucoup d’entre-elles leur réle
est déja connu (Olson et Gettins, 2011) (Tableau 01), et qui possédent une panoplie de
fonctions intervenant dans divers processus physiologiques impliqués, entre autres, dans la
coagulation sanguine, [’activation du complément, la fibrinolyse, la mort cellulaire
programmée (apoptose), le développement et I’inflammation (Gettins, 2000 ; Huntington et al.,
2000 ; Silverman et al., 2001 ; Gettins, 2002a), et certaines serpines peuvent jouer un réle
suppresseur de tumeurs (Zou et al., 1994).

111.2. Classification et nomenclature de la superfamille des serpines

Selon la base MEROPS, les serpines font partie de la famille d’inhibiteur 14 (figure 09)
(Rawlings et al., 2004a,b). Le Comité international de la nomenclature des serpines a adopté un
systéme d’appellation se référant au clade dont une serpine donneée diverge, cette classification
systématique est basée sur leur parenté évolutionnaire déterminée par une analyse
phylogénétique effectuée par Irving et al. qui ont subdivisé les serpines en 16 clades (de A a
P), et 10 serpines orphelines (tableau 02) (Irving et al., 2000 ; Silverman et al., 2001).

Le symbole du gene utilisé est « SERPIN », suivi d'une lettre indiquant la sous-famille
(ou clade) dont la protéine particuliére résulte (Silverman et al., 2001 ; Mangan et al., 2008).
Ceci a permis de définir la nomenclature aujourd’hui usitée et s’écrivant sous la forme

SERPINXYy, ou X correspond au clade et y indique le nombre au sein de ce clade.

Chez ’Homme, 36 serpines ont été identifiées dont la majorité appartient aux clades A et

B et ces derniers englobent 13 serpines chacun, et les 10 autres restantes sont membres de sept
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autres clades (de C a I) (Olson et Gettins, 2011). Les genes de ces serpines ont été répertoriés
dans 10 chromosomes différents, et 22 génes sont localisés dans trois clusters : 6p25, 14g32.1
et 18qg21.3, le plus petit cluster situé a 3q26 rassemble deux serpines (SERPINI1 et SERPINI2)
(Tableau 01) (Irving et al., 2007 ; Olson et Gettins, 2011).

La plupart des serpines du clade A sont située dans le cluster du chromosome 14 (tableau
01) et ces serpines semblent réguler les peptidases qui contrblent les réponses inflammatoires
et les invasions dues aux microbes pathogenes. Celles du clade B sont représentés par les
clusters des chromosomes 6 et 18, (tableau 01), également connu sous le hom d'ov-serpines,
incluant toutes les serpines qui ne possédent pas de peptide signal et qui sont a localisation
intracellulaire (Irving et al., 2007 ; Olson et Gettins, 2011). La plupart des serpines des autres

clades sont a localisation extracellulaire, sécrétées par les tissus spécifiques qui les expriment.

Chez les vertébrés, une analyse phylogénétique, réalisée a partir de 110 séquences de
serpines, et s’appuyant sur les séquences protéiques et I’organisation structurale de leur gene, a
confirmée la répartition en 6 groupes : ovalbumine, aj-antitrypsine, neuroserpine, op-anti-
plasmine, antithrombine 111 et HSP47 (Ragg et al., 2001). Seul le groupe de I’ovalbumine a été
scindé en deux sous-groupes, les exons 3 et 4 n’en formant plus qu’un seul dans le deuxieme
sous-groupe (Atchley et al., 2001). Enfin, aucune preuve n’existe concernant un transfert
horizontal des génes de serpines. Il s’agirait de protéines anciennes dont la plupart des

procaryotes auraient perdu I’'usage (Roberts et al., 2004).
111.3. Fonctions biologiques des serpines et des serpines humaines

Comme déja cité ci-dessus, les serpines sont impliquées dans un trés grand nombre de
fonctions biologiques et elles participent a réguler finement diverses voies protéolytiques
impliquées, entre autres, dans la coagulation sanguine, la fibrinolyse, I'activation du
complément, le remodelage des tissus, la prolifération des métastases, l'inflammation et
l'apoptose (figure 10). Chez ’Homme, la plupart d’entre elles inhibent leur peptidases cibles
(Van Gent et al., 2003), bien que c’est les serpines extracellulaires qui sont impliqués dans ces

différentes fonctions que les intracellulaires (Silverman et al., 2010).

Parmi ces différentes serpines extracellulaires, on trouve les SERPINC1, SERPINDL,
SERPINA10, SERPINAS, SERPINEL et la SERPINF2 qui régulent les peptidases impliquées
dans la formation et la dissolution des caillots sanguins. L’activité de I'élastase, et la cathepsine

G qui régulent la réponse inflammatoire est contr6lée par les deux serpines majoritaires du
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plasma humain SERPINAL (a;-AT) et SERPINA3 (a;-ACT) respectivement (Beatty et al.,
1980 ; Lomas et al., 1995a ; Olson et Gettins, 2011).

Les fonctions des serpines intracellulaires du clade B sont les moins caractéerisées.
Beaucoup d’entres elles semblent avoir des fonctions cytoprotectives qui protégent la cellule
des peptidases se trouvant dans les lysosomes ou stockeées dans les compartiments sécréteurs
(Silverman et al., 2004).

Cependant, certaines serpines ne possedent pas d’activités inhibitrices. La SERPINAS
par exemple, est une globuline fixant le cortisol qui intervient dans le transport hormonal (Stein
et al., 1989), la SERPINB5 (Maspin) joue un réle de suppresseur de tumeurs chez 1’humain
(Zou et al., 1994 ; Gao et al., 2004). Chez les virus, elles semblent impliquées dans 1’inhibition
de I’apoptose, c’est le cas de la serpine virale crmA (Cytokine response modifier A) qui est
capable d’inhiber les caspases 1, 3 et 8 et de former un complexe avec la caspase 1 et le

granzyme B (Zhou et al., 1997 ; Renatus et al., 2000 ; Swanson et al., 2007).

Les cathepsines K, L et S sont inhibées par la SERPINB3 (Schick et al., 1998a,b) ; la
caspase 1 (peptidase interleukin-1-p-converting (ICE)) caractérisée comme une peptidase a
cystéine (Cerreti et al., 1992) est inhibée par les serpines proxvirus (Ray et al., 1992) ; la
SERPINA3 (01-ACT) est capable d’inhiber la Prohormone Thiol Protéase (PTP) (Hook et al.,
1993) ; les caspases 1, 4 et 8 sont inhibées par la SERPINB9 (Annand et al., 1999). Une
serpine purifiée dans les cellules de chromaffine de la médulle adrénale appelée Endopine,
posséde la capacité d’inhiber la PTP (Hwang et al., 1999a). L’équipe de Ouali a 'INRA de
Theix — France, a purifiée deux serpines a partir du muscle du bovin appelée bovSERPINA3-1
et bovSERPINA3-3 (Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez, 2009) qui sont en fait deux membres
d’une famille complexe de serpines comprenant au moins 8 génes (Pélissier et al., 2008) ont la
capacité d’inhiber la chymotrypsine, la trypsine, I’¢élastase et la plasmine, ainsi que les caspases

3 et 8 considérées comme peptidases de type cystéine.

Chez les plantes, plusieurs serpines ont été identifiées. Chez les ceréales (blé, orge,
avoine et seigle), les serpines forment un groupe de protéines nommees « protéines Z »
abondantes dans les graines (Hejgaard, 2001 ; Hejgaard et Hauge, 2002 ; Roberts et al., 2003 ;
Ostergaard et al., 2004) et représentent jusqu'a 5% des protéines de I'endosperme (Hejgaard,
1982). Une serpine, CmPS-1, a aussi été rapportée dans le phloéme d'une cucurbitacée
Cucurbita maxima (Yoo et al., 2000). Toutefois, la fonction des serpines chez les plantes

demeure encore méconnue et aucune protéase cible n‘avait été identifiée. Les premieres
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serpines végétales étaient donc associées a un role de défense via l'inhibition de peptidases des
insectes herbivores et des agents pathogénes (Ostergaard et al., 2000). Toutefois, une serpine
d'Arapidopsis thaliana, la protéine AtSerpinl, a été reconnue récemment comme un inhibiteur
de la métacaspase 9 de cette plante (Vercammen et al., 2006 ; Roberts et Hejgaard, 2008). Il est
suggéré que les métacaspases, des peptidases de type cystéine, sont impliquées dans I’apoptose
et dans les réactions d’hypersensibilité, élargissant ainsi les fonctions potentielles des serpines

veégétales a la régulation de la mort cellulaire.
I11.4. Structure des serpines

Les serpines sont des protéines N- et/ou O-glycosylées et/ou phosphorylées, qui forment
une classe protéique tres diversifiée mais conservée sur le plan structurel. Elles comportent un
domaine de ~350 acides aminés, commun pour tout les membres de la superfamille, avec de
Iégeres modifications dues aux petites insertions ou délétions (InDel) qui peuvent aboutir a des
boucles ou allonger et raccourcir des hélices (Gettins, 2002a ; Olson et Gettins, 2011). Malgré
des séquences en acides aminés parfois trés divergentes (350 a 500 résidus), les serpines,
conservent toutes, et de fagon remarquable, une méme structure tridimensionnelle (figure 11)
(Huber et Carrell, 1989 ; Silverman et al., 2001).

Ainsi, une serpine est constituée de 3 feuillets B (A (cing), B (six) et C (cing)),
constituant le corps de la molécule, alors que les hélices et les boucles entourant ces structures,
consolident la structure tertiaire (Pearce et al., 2007). On distingue 8 a 9 hélices o (hA a hl) et
une boucle d’inhibition mobile d’environ 20 résidus exposée a la surface, située a I’extrémité
C-terminale, (figure 11) reconnue par la protéase cible et appelée RCL (Reactive Center Loop).
La longueur du RCL varie entre les différentes serpines et dicte principalement la spécificité
inhibitrice (Lawrence et al., 1994 ; Whisstock et al., 1998 ; Gettins, 2002a).

La plus petite serpine identifiée est celle du proxvirus (crmA), ou I’hélice D est absente
et ’hélice A est considérablement raccourci (Simonovic et al., 2000 ; Renatus et al., 2000). De

plus, les serpines de certains archae, ne possédent pas 1’hélice G (Irving et al., 2003).

Les serpines présentent une conformation changeante, ou flexible, qui assure un
mécanisme d'inhibition des peptidases unique mais qui leur confere aussi une instabilité
structurale forgant leur transition vers des formes latentes ou polymériques non actives
(Huntington, 2006 ; Whisstock et Bottomley, 2006).
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Contrairement au dogme du repliement des protéines qui veut que la chaine peptidique se
replie en divers intermédiaires jusqu'a l'obtention de la structure thermodynamique la plus
stable (Anfinsen, 1973), les serpines, dans leur repliement natif, restent piégées par une
barriere cinétique dans un état de plus haute énergie, un état nommé « métastable » (Whisstock
et Bottomley, 2006). Cette barriére cinétique est franchie lors de I'interaction de la serpine avec
une protéase, conduisant a l'inhibition de cette derniere. Cette conformation native ou «
stressée, S » est tres instable sur le plan thermodynamique. Lorsque la protéase se fixe sur le
RCL, celui-ci s’insert dans le feuillet B A, formant ainsi le quatriéme brin (s4A). La serpine
adopte alors une conformation « relaxée, R » beaucoup plus stable (Im et al., 2000 ; Boudier et
Bieth, 2001).

En raison de son état métastable, la structure des serpines peut étre facilement perturbée
par des températures élevées ou par des mutations au niveau de la séquence primaire. Il s'ensuit
un changement de conformation, qui mene a une transition vers des formes inactives mais plus
stables (Stein et Carrell, 1995 ; Benning et al., 2004).

I11.4.1. Les régions critiques de la flexibilité des serpines

Pour que le RCL s’insére lors de I’inhibition, différentes régions conservées sont
appelées a assurer un haut niveau de flexibilité. Ces régions ont été identifiées par I'observation
que plusieurs mutations dans la structure des serpines, sont situées dans des domaines
structuraux spécifiques de la molécule (Stein et Carrell, 1995 ; Whisstock et al., 2000). Ces
régions incluent la charniere (proximale et distale) (hinge), la breche (breach), 1’obturateur

(Shutter), la porte (gate) et I’hélice F derniérement (figure 11).
111.4.1.1. La charniére (hinge)

Aux deux extrémités du RCL, on trouve les régions de la « charniére » (figure 11). La
charniére proximale, localisée a la partie N-terminal au-dessus du feuillet f A. Elle se compose
des résidus P15 — P9 et est la partie du RCL qui subit le plus grand changement
conformationnel pendant l'inhibition de la protéinase, qui doivent fléchir afin de permettre
I’incorporation du RCL dans le feuillet B A (Hopkins et al., 1993). Les résidus (P14) de cette
région possédent des petites chaines latérales, qui permettent la flexibilité exigée (Stein et al.,
1991).

La charniere distale est localisée a I’extrémité N-terminal du site du clivage, comportant

la boucle liant le RCL avec le feuillet  C. Plusieurs études ont montrées l'importance de sa

27



Chapitre I11. La superfamille des serpines : structure, fonction et évolution. Revue bibliographique

mobilité par rapport a I'insertion efficace de la boucle réactive lors de I'inhibition (Bottemley et
al., 2001 ; Wang et Shattiel, 2003 ; Bijnens et al., 2001).

111.4.1.2. La bréche (breach)

La breche (figure 11) est située au-dessus du feuillet B A, elle entoure le point initial
d'insertion du RCL ; elle comprend le sommet des brins s3A et s5A en croisement avec les
sommets des brins s2B aux s5B (Whisstock et al., 2000). Il existe beaucoup de résidus
fortement conservés dans cette région, la plupart d'entre eux étant enfouis dans le noyau

hydrophobe et qui interagissent avec d'autres résidus stabilisateurs (Irving et al., 2000).
111.4.1.3. L obturateur (shutter)

L'obturateur (figure 11) incorpore le centre des régions du feuillet B A, y compris les
brins s3A et s5A qui sont en interactions hydrophobes importantes avec le brin s6B et le
sommet de 1’hélice B (Carrell et Stein, 1996 ; Whisstock et al., 2000). Cette région est
impliquée lors de I’insertion du RCL, qui doit étre flexible pour permettre au feuillet p A de
s'ouvrir, a I’hélice F de tordre, et a la boucle de s’insérer (Stein et Carrell, 1995 ; Whisstock et
al., 2000 ; Irving et al., 2000).

111.4.1.4. La porte (gate)

La porte (figure 11) posséde une loupe enroulée dans le feuillet p C, associant les brins
s1C et s2C. La mobilité du brin s1C est essentielle aux mouvements structuraux impliquant le
RCL, soudé a cette porte (Bottomley et al., 2001). Un changement conformationnel se produit
lors de la transition a la forme latente, comme observé chez la SERPINE1 (PAI-1) (Mottonen
etal., 1992) et la SERPINC1 (ATII) (Carrell et al., 1994).

I11.4.1.5. L hélice F (helix-F)

L’hélice F (hF) (figure 11) se trouve au fond du feuillet B A et crée un certain nombre
d'interactions fortement conservees avec le squelette de la serpine. Sa présence intervient au
moment de I’incorporation de la boucle, vu qu’elle subit lors de I’insertion un changement

conformationnel énergétiquement favorable (Gettins, 2002a).

En outre, une étude dans laquelle I’hélice F a été supprimée, c’est la cas de la
SERPINEL, a démontrée que sa présence est indispensable a l'activité inhibitrice (Vleugels et

al., 2000). Ces résultats suggerent que le mouvement de 1’hélice F au moment de 1'inhibition
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n‘enléve pas simplement une entrave physique sur l'insertion du RCL, mais plutét qu'elle est

couplée au processus d'une facon productive.

La structure cristalline d'un variant de la SERPINA3 renferme le sommet de cette hélice
insérée comme un petit feuillet supplémentaire au fond du feuillet B A entre les deux brin s3A
et sbA (Gooptu et al., 2000). Basant sur ces données cristallographiques, Gooptu et al. ont
proposé que, 1’hélice F intervient comme « chausse-pied » pour ouvrir le feuillet B A lors du

repliement et ’inhibition de la protéinase cible.
I11.4.2. La boucle d’inhibition (RCL, Reactive Center Loop)

La boucle d’inhibition (RCL) joue un role central dans les interactions serpine-
peptidases. Le site réactif, désigné par les résidus P1 — P1°, comporte le site actif qui interagit
avec la protéase cible. Les résidus a la partie N-terminale du site du clivage sont indiqués par
les résidus Px (P17 — P1) et les résidus a partie C-terminale sont indiqués par les résidus P’
(Schechter et Berger, 1967).

111.4.2.1. Importance de la composition du RCL

La composition du RCL en acides aminés ne détermine pas seulement la spécificité
inhibiteur-protéinase, mais elle est également critique au mécanisme d'inhibition. Les résidus
P15 — P9, composant la région de la charniere proximale, déterminent la capacité de la boucle a

s'insérer lors du repliement (Hopkins et al., 1993 ; Potempa et al., 1994).

Une comparaison de séquences entre des serpines inhibitrices et non-inhibitrices (tableau
03), a indiquée une forte conservation des résidus d’une courte chaine, essentiellement
1’Alanine, entre les résidus P12 — P9 (Hopkins et al., 1993). Le mode de conservation dans la
charniere proximale est appelé a faciliter I'insertion rapide du RCL une fois que la chaine P14
latérale (la premicre appelée a s’insérer dans le feuillet A, stabilisant ainsi la structure de la

boucle) est incorporée au feuillet A (Hopkins et al., 1993 ; Irving et al., 2000 ; Gettins, 2002a).

Les résidus de la chaine P8 — P4’ modulent la spécificité a la protéase, comme démontrée
par I'absence de résidus conservés de cette séquence entre serpines (SERPINAL, SERPINA3 et
SERPINC1) et la capacité des mutations a changer leur activité inhibitrice (Djie et al.,
1996, 1997; Chaillan-Huntington et al., 1997). Malgré que plusieurs études sur des inhibiteurs
sauvages et ceux obtenus par mutagénése dirigée ont montré que c’est bien le résidu P1 qui
détermine la spécifié a la protéase (Travis et al,. 1985 ; Jallat et al., 1986 ; Derechin et al.,
1990 ; Stein et Carrell, 1995 ; Gettins, 2002a).
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111.4.2.2. Importance de la longueur du RCL

La longueur du RCL peut déterminer I'efficacité de I'inhibition de la protéase cible. La
longueur du RCL montre de Iégeéres variations entre serpines inhibitrices. Habituellement, il se
compose de 17 résidus (P17 — P1), et on distingue que 16 résidus dans les boucles de la
SERPINF2, SERPING1 (tableau 03) et du crmA (Simonovic et al., 2000 ; Gettins 2002).

La longueur du RCL est critique pour produire la tension correcte pour enlever le résidu
serine—195 actif dans la triade catalytique de la peptidase. La longueur accrue du RCL diminue
la force exercée sur le résidu actif de la protéase et une perte de déstabilisation et d'inhibition
de cette derniere (Zhou et al., 2001 ; Gettins, 2002a).

111.5. Le polymorphisme conformationnel des serpines

La flexibilité du RCL et sa propension a adopter une conformation étendue de type B,
ainsi que les défauts structuraux présents dans la forme active de la plupart des serpines,
rendent ces protéines, et particulierement celles affublées de mutations, trés vulnérables a des
modifications conformationnelles anormales. Elles adoptent différentes conformations a partir
de leur structure archétype native, investiguées par des études cristallographiques au rayon X,
et qui sont : la forme latente, clivée, delta (8) et polymérisée. La premicre structure cristalline
élucidée, était celle de la SERPINATI (a3-AT), considérée comme étant la structure archétypale
contre laquelle toutes les autres structures sont comparées (Loebermann et al., 1984 ; Dafforn
et al., 2004 ; Marszal et Shrake, 2006).

111.5.1. La forme native

La premiére structure native déterminée remontre a 1994, il s’agit de la serpine
SERPINC1 (ATHI) inhibitrice (Carrell et al., 1994 ; Schreuder et al., 1994). Toutes les
serpines actives (figure 12 A) ont 5 brins sAP et un RCL exposé possédant le site du clivage
(P1 — P1") situé dans sa partie centrale. La boucle est liée a ’extrémité C-terminale du brin s5A
et au brin s1C de I’autre coté (Gettins, 2002a). La conformation de la serpine active différe
d’une serpine a une autre, par exemple, la SERPINC1 (ATIII) possede un RCL partiellement
inséré dans le feuillet p-A (Carrell et al., 1994), alors que pour la SERPINA3 (Wei et al., 1994)

le RCL est étiré et I’hélice o montre une conformation tordue.

La forme active des serpines possede une trés haute métastabilité, résultant des
interactions peu communes entre acides aminés qui aboutissent a la formation de poches

hydrophobes appelées cavités (Elliott et al., 2000). Dans cet état, la serpine est intacte, active,
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et monomérique (tableau 04). C’est la conformation la plus instable, plusieurs études

biochimiques et biophysiques, ont démontré que la température de dénaturation moyenne d’une

serpine humaine est Tm = 58°C (Dafforn et al., 1999 ; Pearce et al., 2004 ; 2007).
111.5.2. La forme latente

Certaines serpines existent sous une forme latente inactive formée par l'insertion
prématurée du RCL non clivé dans le feuillet g A, devenant ainsi un brin antiparalléle (figure
12 C). Cette conformation est constatée pour la premiere fois dans, la serpine circulante
SERPINE1 (PAI-1) (Hekman et Loskutoff, 1985), qui I’adopte de fagon spontanée, ce qui
prolonge ainsi sa demi-vie (Mushunje et al., 2004). Elle est aussi observée chez d’autres
serpines, tel que la SERPINAL (Im et al., 2002) et la SERPINA3 (Chang et Lomas, 1998). En
outre, la SERPINAS latente est determinée comme composant mineur dans le plasma humain
et un composant major dans le liquide de lavage des poumons chez des patients présentant la

bronchite obstructive chronique et I'emphyseme (Berman et al., 1986 ; Pearce et al., 2010).

Similaire & la serpine native, la forme latente est monomérique et intacte, mais non
inhibitrice (tableau 04), ceci est du a I’insertion compléte du RCL dans le feuillet f A. Elle
révele une stabilité élevée comparée a 1’état natif, mais elle peut étre convertie de nouveau a la

forme active par dénaturation (Lomas et al., 1995a ; Wardell et al., 1997).
111.5.3. La forme clivée

La forme la plus stable des serpines est 1’¢état clivé (figure 12 B), ou seule la partie clivée
du RCL qui s’insére dans le feuillet B A pour former le 4°™ brin au centre des brins s3A et
s5A, a I'inverse de la forme latente ou le RCL entraine avec lui le brin du feuillet sIC.
L'observation la plus saisissante est la séparation des résidus P1 et P1’ a une distance de 70 A

au coté opposé de la molécule (Loebermann et al., 1984; Mottonen et al., 1992).

La serpine clivée est monomérique et trés stable (tableau 04), représentant la
conformation la plus stable existante de cette superfamille, ayant une tempeérature de
dénaturation > 110 °C (Bruch et al., 1988 ; Herve et Ghelis, 1990). Comme le RCL est insére,

la forme clivée n’est pas un inhibiteur de peptidases.
I11.5.4. La forme 6

La seule protéine caractérisée dans cette conformation o (figure 12 D) a été retrouvée

dans un variant de la SERPINA3 (a3-ACT). Dans la conformation §, un fragment du RCL
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s’insere partiellement a une extrémité du feuillet B A jusqu’au résidu P12 et un fragment de
I’hélice F s’insére a I’autre extrémité. Le conformére 6 peut ainsi étre considéré comme un

intermédiaire entre les formes native et latente (Gooptu et al., 2000).

La conformation & est monomérique et intacte, et non active comme inhibiteur de
protéinase (tableau 04). Les serpines 0 sont plus stables que la conformation native, mais pas

aussi stable que les conformations clivée et latente.
111.5.5. La forme polymérisée

Une des conséquences de la flexibilité conformationnelle des serpines est la formation de
polymeéres (figure 13 ; tableau 04). Les serpines natives forment aisément des polyméres une
fois chauffées a 50 — 60°C et on peut observer leur présence sur des gels d’électrophorése en
conditions dénaturantes par la formation de dimeres (figure 13), triméres et voir méme des
formes multimériques (Schulze et al., 1990 ; Patston et al., 1995). En outre, des polymeres de
serpines se froment également entre le RCL clivée d’une serpine et le feuillet p A d'une autre

molécule (Huntington et al., 1999 ; Dunstone et al., 2000).

La polymérisation des serpines, correspond a un enchainement de plusieurs molécules
dans lequel le RCL d’un monomeére est completement inséré dans le feuillet B A du monomere
suivant (figure 13). Cette structure est rencontrée pour un mutant de la SERPINAI (o, AT)
(Seyama et al., 1991 ; Stein et Carrell, 1995 ; Benning et al., 2004).

In vivo la polymérisation se produit lorsqu’une mutation affecte la stabilité de la serpine
native. Ceci aboutit a la formation d’agrégats polymériques dans la cellule en question et par
conséquent une insuffisance d’activité de la serpine dans le plasma (Sivasothy et al., 2000).
Plusieurs structures de polymeéres ont été proposées d’apres les interactions observées dans les

formes cristallines des serpines (Nar et al., 2000 ; Carrell et al., 1994).

Dans cette situation, les polymeéres s'agregent et précipitent dans la cellule, causant un
ensemble de maladies nommées serpinopathies (développé dans les parties qui suivent)
(Gooptu et al., 2000 ; Lomas et Carrell, 2002), associés a la perte d’activité inhibitrice et au

dépdt excessif dans les tissus (Stein et Carrell, 1995).
I11.6. Mécanisme d’inhibition des serpines

In vivo, les cellules synthétisent un grand nombre d'inhibiteurs de peptidases qui varient

en termes de spécificité et d'activité, pouvant ainsi réguler avec précision une multitude de
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peptidases toutes aussi variées. Sur le plan fonctionnel, les inhibiteurs de peptidases se
distinguent de plus par leur mode d'inhibition (Otlewski et al., 2005). Contrairement au
mécanisme d’inhibition des autres inhibiteurs de peptidases a sérine, type Kunitz ou Kazal, qui
forment des complexes réversibles avec leur protéase cible, une interaction « clé et serrure »,
les serpines participent a un complexe covalent. Ce sont des « inhibiteurs suicides » (Patston et
al., 1991).

111.6.1. Inhibition par les inhibiteurs canoniques

Ainsi retrouve-t-on, entre autres, pour inhiber les peptidases de type serine, les serpines
et les inhibiteurs canoniques. Les inhibiteurs canoniques emploient le « mécanisme standard »
des inhibiteurs de peptidases, par lequel la boucle d'inhibition de I'inhibiteur est reconnue par la
peptidase cible au niveau de son site actif, par l'intermédiaire d'une interaction réversible a
I'image d'une clé et d'une serrure (Kelly et al., 2005). La tres grande complémentarité entre les
deux protéines permet de former un complexe tres stable par des liaisons faibles non
covalentes. Ces inhibiteurs sont en général rigides et stables et leur boucle d'inhibition n'est pas
clivée par les peptidases-cibles (figure 14). Alors que les serpines participent a un complexe
covalent, et comme étant des inhibiteurs suicides (Patston et al., 1991).

I11.6.2. Mécanisme d’inhibition des serpines suicide — substrat

Le mécanisme qui permet aux serpines d'assurer leurs fonctions d'inhibiteurs est assez
particulier car il implique certaines modifications structurales majeures. Elles inhibent leurs
peptidases cibles par un mécanisme spécifique suicide — substrat (une analogie amusante qui
est parfois utilisée consiste a comparer ce mécanisme a celui d'un piége a souris) conduisant a
la formation d’un complexe irréversible (E + S =» ES) illustré sur la figure 15. Leur interaction
avec les peptidases cibles est nettement plus complexe, puisque elles impliquent certaines

modifications structurales trés importantes (Gettins, 2002a ; Olson et Gettins, 2011).

Des résidus situés dans la boucle d'inhibition (RCL) de la serpine (I) sont reconnu
comme substrat par la protéase (E), qui clive le RCL et s’associe a la serpine via un
intermédiaire acyl-covalent (Lawrence et al., 1995 ; Silverman et al., 2001), avec une constante
d’association de second ordre kj, pour initier la formation du complexe Michaelis non-covalent
(El) en interagissant avec les résidus P1 et P1° (ou P1 est le résidu apres lequel la protéase
clive I’inhibiteur et libére le fragment C-terminal P1’ a Px’) de la boucle, sans avoir recours a
un changement conformationnel major. Ce complexe peut se dissocier avec une constante

d’association notée K 3, mais il posséde plus de chance d’aller plus loin (vu que kp >> k ;).
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Puis, la serine 195 de la triade catalytique de la protéase attaque la liaison peptidique
entre P1 et P1’ comme s’il s’agissait d’un substrat (pseudosubstrat), formant ainsi une liaison
acyle-ester covalente entre la serine et la fonction carbonyle du résidu P1, puis la coupure de la
liaison peptidique entre P1 et P1’ et aboutit a la formation d’un intermédiaire acyle-enzyme
(E1%) stable thermodynamiquement. Le clivage de la boucle déclenche une modification
dramatique de la conformation de la serpine ; elle passe de la conformation stressée (S) a la
conformation relaxée (R) plus stable thermodynamiquement (Gettins, 2002a ; Gettins, 2007).
La transition S=»R est dépendante de la région charniére du RCL (P9 — P15) développée en

partie IV de ce chapitre. Deux résultats sont possibles et sont en concurrence [’un avec 1’autre.

Le premier est I’insertion compléte et immédiate du RCL clivé dans le feuillet f A pour
former un brin B additionnel. Ce mouvement permet d’entrainer avec lui la protéinase (E) au
pole opposé de la serpine, sur une distance qui correspond a un déplacement relatif d’environ
70 A (Stratikos et Gettins, 1999 : Lee et al., 2000), formant le complexe covalent
enzyme/inhibiteur (E—1*) avec libération d’énergie. Ce piégeage se produit avec une constante
d’association, k4. En paralléle, I’hélice hF se déplace pour permettre I’insertion du RCL
(Gettins, 2002b). Ce déplacement inhibe la protéase en engendrant des distorsions de son site
actif (Huntington et al., 2000 ; Dementiev et al., 2006). La serpine, quant a elle, subit un

changement de conformation irréversible et un gain de stabilité thermodynamique.

Cependant, si l'insertion du RCL dans la molécule n'est pas suffisamment rapide, une
déacylation du complexe survient et la réaction emprunte la voie du substrat, c'est-a-dire que la
protéase peut accomplir la réaction d'hydrolyse avant que son activité ne soit entierement
compromise, ou il y’a formation de la serpine clivée (I1*) (inactive) et de la protéase libre
(active) (Lawrence et al., 2000), avec une constante d’association ks. Le rapport (ks/ks), aboutit
a la «steechiométrie d'inhibition » (SI), représentant le nombre de moles de serpine exigés
pour former 1 mole du complexe covalent. Enfin, puisque le complexe covalent est seulement
un intermédiaire cinétiquement emprisonné, il peut encore former les mémes produits d'l*
(inactif et stable) et d'E par une hydrolyse non catalytique, avec une constante d’association de
ks (Gettins, 2002a ; Huntington, 2006 ; Gettins, 2007 ; Olson et Gettins, 2011).

111.6.3. Inhibition croisée ou « cross-class inhibition »

Les serpines ont été les premiers inhibiteurs qui ont montré une activité inhibitrice
croisée. Salvesen (1993) a remarqué que la géométrie de la liaison avec le substrat et non le

mécanisme catalytique des peptidases est le responsable de la sélectivité des inhibiteurs.
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Bien que les serpines soient, en premier lieu, des inhibiteurs de peptidases a sérine,
certaines sont également capables d’inhiber des peptidases a cystéine. Ce phénomene est décrit
sous le terme d’inhibition croisée ou « cross-class inhibition ». Différents exemples ont été

décrits dans la littérature et sont répertoriés dans le tableau 05.

Certaines serpines inhiberaient les peptidases a cystéine selon un mécanisme irréversible
similaire a celui mis en place pour les peptidases a sérine. Elles formeraient un intermédiaire
réactionnel thioacyle, permettant I’insertion du RCL li¢ a I’enzyme, la compression de la
protéase et la modification de son site catalytique. Une liaison covalente entre la serpine crmA

et les caspases 1, 6 et 8 a été confirmée (Dobo et al., 2006).
I11.7. Enfin pourquoi les serpines ?

Les serpines possedent un mécanisme d’intervention, de régulation et d’inhibition si
compliqué, mais une cellule favorise une serpine plutét qu’un inhibiteur & mécanisme standard,

c’est une question qui se pose et a laquelle il faut administrer quelques arguments et qui sont :

v" L'inhibition irréversible et le changement de conformation des protéines associées dans le
complexe permet une régulation trés fine des peptidases et de ce fait pourrait offrir un
avantage sélectif aux serpines (Huntington, 2006) ;

v’ La distorsion de la protéase due a l'interaction avec la serpine lui donne une structure dite
de « globule fondu ou molten globule », (Peterson et Gettins, 2001). La protéase devient
alors extrémement sensible a une dégradation protéolytique, ce qui permet son élimination
rapide et localisée ;

v De plus, le complexe serpine-protéase peut étre reconnu spécifiquement par des récepteurs
lipidiques qui induisent la clairance du complexe. Il est suggéré que le changement de
conformation de la serpine et/ou de la protéase découvre des sites reconnus par ces
récepteurs, qui dans les formes natives sont cachés (Gettins, 2002a ; Huntington, 2006).
Une voie rapide de clairance par internalisation régulée par les récepteurs hépatiques
menant vers une dégradation lysosomale a été aussi décrite (Potter et al., 1995 ; Lillis et
al., 2008).

111.8. La glycosylation des serpines

Au niveau structural, la majorité des serpines sont des glycoprotéines contenant un ou
plusieurs oligosaccharides. Il s'agit essentiellement de N-glycannes mais des O-glycannes ont

été aussi détectés, par exemple sur la SERPINGL. Les sites de glycosylation ne sont toutefois
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pas forcément conservés d'une protéine a l'autre (Gettins et al., 1996). De plus, toutes les
serpines ne sont pas glycosylées, en particulier les serpines intracellulaires, cytoplasmiques ou
nucléaires, comme la SERPINB6 (PI-6) cytoplasmique (Scott et al., 1996), la forme
cytoplasmique de la serpine SERPINB2 (PAI-2) (Grigoryev et al., 1999).

La N-glycosylation, est un processus enzymatique conditionné par I'accessibilité de la
protéine et du glycanne lui-méme aux enzymes de maturation de la N-glycosylation. En
général, la glycoprotéine et la structure des glycannes sont typiquement hétérogénes, le nombre
de glycannes portés par une glycoprotéine et la structure des glycannes sur un méme site de

glycosylation ou a des sites différents étant variables (Lerouge et al., 1998).

Chaqgue serpine montre un patron de glycosylation particulier tant dans le nombre, la
position et la structure des glycannes. Si, dans certains cas, les N-glycannes peuvent étre
supprimés sans affecter de facon notable la fonction inhibitrice de la protéine (Rubin et al.,
1990 ; Kwon et al., 1995 ; Lamark et al., 2001), I'absence de N-glycannes peut dans d'autres
cas nuire a l'insertion du RCL dans le noyau de la protéine et affecter I'activité inhibitrice ou
I'état de latence des serpines a conformation modifiée (Gils et al., 2003). Il est connu, par
ailleurs, que les N-glycannes peuvent modifier certaines propriétés des serpines in vivo. Par
exemple, I'élimination de la SERPINA1 (a3-AT) de la circulation plasmatique est favorisée
lorsque la protéine est désialylée (c'est-a-dire pauvre en acide sialique) ou lorsqu'un site de N-
glycosylation est éliminé (Ni et al., 2000). La N-glycosylation préviendrait également
I'agrégation de la SERPINAL en améliorant sa stabilité (Kwon et Yu, 1997).

Une étude réalisée sur la SERPINA3 sauvage et recombinante a montrée que la
glycosylation de la protéine (compte environ 30 % de son poids total) n’est pas essentielle pour
’interaction de la SERPINA3 aux sérine peptidases et a leur inhibition (Rubin et al., 1990). En
somme, ces expériences démontrent que la présence, lI'absence ou l'altération de la structure

d'un N-glycanne peuvent modifier I'activité inhibitrice et les propriétés des serpines.
111.9. Serpinopathies et Maladies liées aux Serpines

L'importance des serpines est également caractérisée par la perte de fonction,
d'insuffisance et de maladies. Leur conception en tant que protéines metastables, les exposent a
une perte de fonctions conformationnelles, vu que leur mécanisme d’action implique leur
boucle qui rend ces derniéres sensibles a des transitions conformationnelles aberrantes qui
peuvent résulter de mutations ponctuelles. De telles mutations ont comme conséquence une

classe de maladies conformationnelles connues sous le nom de serpinopathies dans lesquelles
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la serpine mutée se polymérise et, dans certains cas, elle forme des corps d'inclusion

cytotoxiques (Gooptu et Lomas, 2009).

La polymeérisation des serpines a été démontrée comme cause principale dans une gamme
de serpinopathies et maladies humaines (telles que la cirrhose, la démence ou bien
I’emphyséme) (Stein et Carrell, 1995) qui dépendent de 1’état de la serpine impliquée. Leur
polymérisation résulte du processus méme de la maladie, qui est dd soit a :

v un gain d’une fonction toxique par la protéine polymérique que la forme monomérique ne
possédait pas ;
v’ et/ou a une perte de la fonction inhibitrice de la serpine d0 a son incorporation dans une

chaine polymérique (Parmar et Lomas, 2000).

Ces mutations sont localisées dans la région de 1’obturateur (shutter) (figure 16) a
I'extrémité du feuillet A la plus distale de la boucle (dans le domaine des résidus 49 — 58) qui

contréle son ouverture (Lomas et Carrell, 2002 ; Zhou et al., 2003 ; Gooptu et Lomas, 2009).

La serpinopathie la mieux caractérisée est celle de I’insuffisance de la SERPINA1 (o4-
AT), décrite pour la premiere fois comme entité cliniqgue en 1963 (Laurell, 1963).
Actuellement, plus de 70 variants naturels de 1’a;-AT ont été observés, toutefois le variant Z

est la forme la plus élucidée causant des maladies (Lomas et Mahadeva, 2002).

Certains variants naturels de 1’0;-AT ont tendance a s’assembler bout a bout, par
insertion du RCL d’une molécule dans le feuillet B A de la suivante, et a former ainsi de
longues chaines polymeériques insolubles et inactives (Stein et Carrell, 1995 ; Sivasothy et al.,
2000 ; Devlin et al., 2002). Dans le cas de I’a;-AT, la polymérisation constitue une double
menace pour la santé. D une part, I’incapacité de cette protéine a assurer sa fonction biologique
induit a une défaillance de la protection des tissus pulmonaires qui peut a terme, étre a I’origine
d’un emphyséme. D’autre part, I’accumulation de polyméres dans les hépatocytes du foie peut

conduire au développement d’une cirrhose.

Les conséquences pathologiques de la polymérisation des serpines sont nombreuses et
variées : la thrombose dans le cas de la SERPINCI, I’angioedéme dans le cas de la
SERPING1, la maladie pulmonaire obstructive chronique dans le cas de la SERPINA3 ou
encore la démence dans le cas de la SERPINI1 (neuroserpine) et sa polymérisation pourrait
causer une maladie autosomale de la famille d’encéphalopathie ou FENIB (familial
encephalopathy with neuroserpin inclusion bodies) (Faber et al., 1993 ; Bruce et al., 1994 ;
Eldering et al., 1995 ; Davis et al., 1999 ; Kaiserman et al., 2006 ; Law et al,. 2006).

37



Chapitre IV. La famille des serpines A3 Revue bibliographique

Chapitre IV

« La famille des serpines A3 »

IV.1. Les serpines du clade A

C'est le plus large clade, regroupant 13 serpines, identifiées par la SERPINA1 (a3-AT).
Les serpines du clade A sont impliquées dans divers processus associés a l'inhibition des
peptidases (type serine ou cystéine), ainsi qu’a d’autres, a fonction non-inhibitrices. Il renferme
les deux serpines archétypales : SERPINA1 (03-AT) et la SERPINA3 (0;-ACT), ainsi que trois
autres serpines non inhibitrices : SERPINA6 (CBG), SERPINA7 (TBG) et la SERPINAS8
(AGT). Elles sont assemblées sur le locus du chromosome humain 14932.1 (figure 17)
(Forsyth et al., 2003), a I’exception du TBG et AGT, localisés dans les chromosomes Xq22.2
(Mori et al., 1995) et 1g42-g43 (Isa et al., 1990), respectivement. Plusieurs serpines du clade A
sont a expression hépatique (Marsden et Fournier, 2003), excepté de la SERPINA9 et quelques
unes qui ont d’autres sites secondaires d’expression (Krebs et al., 1999 ; Frazer et al., 2000 ;
Uhrin et al., 2000). Toutes les serpines du clade A semblent avoir un peptide signal a leur

extrémité N-terminale et leur excrétion est extracellulaire.
IV.2. La sous-famille des serpines A3
IV.2.1. as-antichymotrypsine / SERPINA3 : Généralités, structure et localisation

L’un des principaux inhibiteurs de serine protéinase circulant dans le plasma humain est
I’as-antichymotrypsine (1’a;-ACT), appelé aussi SERPINA3 (Silverman et al., 2001), décrit
pour la premiére fois en 1965 (Heimburger et Haupt, 1965). C’est le 3™ membre du clade A
de la superfamille des serpines, et figure parmi les 13 serpines extracellulaires humaines de ce
clade (tableau 01). La SERPINAS3 présente une identité de 41% a son homologue SERPINA1
humain (Van Gent et al., 2003), et son gene a une longueur de 12 kpb approximativement,
organisé en cing exons (le premier est non codant) et quatre introns (Bao et al., 1987), situés

dans le chromosome 14g32.1 (figure 17) (Billingsley et al., 1993).
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L'a;-ACT est une protéine plasmatique synthétisée principalement par les cellules
hépatiques (Travis et Salvesen, 1983) et dans d’autres tissus a des taux plus faible tels que les
cellules épithéliales des bronches (poumons), la prostate, les seins (Cichy et al., 1995 ;
Kalsheker, 1996) et les mastocytes (Berninger, 1985). Chez les mammiféeres, des isoformes de
'a;-ACT sont aussi produits en plus faibles quantités dans le cerveau (Hwang et al., 1999a).

La SERPINA3 est une glycoprotéine monomérique synthétisée sous forme d’un
précurseur de 423 acides aminés et ayant un poids moléculaire (PM) variant de 55 a 68 kDa
(Travis et Johnson, 1978 ; Travis et al., 1978 ; Laine et Hayem, 1981 ; Travis et Salvesen,
1983 ; Bao et al., 1987 ; Kalsheker, 1996) et qui exprime un haut degré de micro-hétérogénéite.
Ces variations sont dues aux glycosylations de la protéine (Tokes et al., 1981), dont 25 % de
sa masse sont occupés par des hydrates de carbone de type N-glycannes. Sa séquence
peptidique comprend un peptide signal de 24 acides aminés a I’extrémité N-terminale (Chandra
et al., 1983 ; Lindmark et al., 1989 ; Hwang et al., 1999b). Elle comporte six sites potentiels de
N-glycosylation dans sa séquence primaire (Wei et al., 1994), mais aucune étude n'a toutefois
encore déterminée la localisation, la structure ou la fonction des glycannes présents. De plus,
les N-glycannes de I'a;-ACT humaine comportent des résidus d'acides sialiques terminaux,
monosaccharides trés importants pour assurer la demi-vie des protéines plasmatiques
(Matsumoto et al., 1995 ; Kelm et Schauer, 1997 ; Ni et al., 2000). Quant a sa glycosylation, il
est bien connu aujourd’hui qu’elle n’est pas essentielle pour son activité inhibitrice. Les
peptidases cibles vont cliver entre les résidus Leu®*® (P1) et Ser**® (P’1) (Rubin et al., 1990). Il
est a noter que contrairement a 1’as-PL, ’ay-ACT résiste a 1’oxydation vu qu’elle ne possede

pas de méthionine dans sa boucle réactive.

La structure de la SERPINAS est similaire a celle des autres serpines, caractérisée par
trois feuillets B (A—C), neuf hélices a (A—I) et une boucle d’inhibition mobile (RCL) qui agit
comme pseudosubstrat avec la protéinase apparentée (Baumann et al., 1991 ; Wei et al., 1994).
La longueur de la séquence du RCL est critique pour sa fonction. La relocalisation de
I'emplacement du site actif par un seul résidu dans sa boucle réactive a montré qu’elle affecte
dramatiquement son activité inhibitrice (Plotnick et al., 2002). L’interaction de la SERPINA3
avec sa protéase cible aboutit a la formation d’un complexe, et sa clearance de la circulation
sanguine est assurée par le foie (Potempa et al., 1991), a une vitesse de 10 a 50 fois plus rapide
que l'ag-ACT seule (Mast et al., 1991). Ce processus peut étre affecté par la concurrence

d'autres complexes (des autres serpines) déja formés (Pizzo et al., 1988). En outre, la formation
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de ce complexe stimule I'expression et la production de la serpine native (Perlmutter et al.,

1988), pour réequilibrer sa concentration dans le plasma.
IV.2.2. as-antichymotrypsine / SERPINAS : Fonctions et rdles potentiels

La SERPINAS3 est une protéine multifonctionnelle dont la concentration est faible a 1’état
physiologique normal et augmente dramatiquement d'un facteur cing en phase aigue dans les
sites d'inflammation, et son taux dans le plasma se tient a monter apres 8 h et il double apres 16

h en réponse a I’inflammation (Aronsen et al., 1972 ; Travis et Salvesen, 1983).

In vivo, I'as-ACT joue un r6le anti-inflammatoire en inhibant les peptidases :
chymotrypsine, cathepsine G (Beatty et al., 1980 ; Bao et al., 1987 ; Rehault et al., 1999) et la
chymase des mastocytes (Schechter et al., 1993), libérés par les leucocytes (Travis et Salvesen,
1983 ; Baker et al., 2007). Elle s’est avérée avoir la capacité d’inhiber le chimiotactisme de
neutrophile et la production des radicaux du superoxyde (Schuster et al., 1992 ; Lomas et al.,
1995b), ainsi que la synthése du TNF-o-PAF (tumor necrosis factor-a-induced platelet-
activating factor) dans les neutrophiles, les macrophages et les cellules endothéliales (Camussi
et al., 1988). Hook et al. ont montré qu’elle est également capable d’inhiber la Prohormone
Thiol Protéase (PTP) une cystéine protéase (Hook et al., 1993). 1l a été trouvé aussi qu’elle
posséde une activité inhibitrice envers la protéinase K (Komiyama et al., 1996). Récemment, il
a été rapporté que 1'a;-ACT influence la phosphorylation de la protéine TAU (une protéine
associée aux microtubules, fortement exprimée dans les neurones se situant dans les axones) et

’apoptose des cellules neuronales (Padmanabhan et al., 2006).

Il est connu aussi que la SERPINAS a la capacité d'interagir avec I'ADN, un attribut rare
parmi les serpines (Rubin et al., 1990 ; Naidoo et al., 1995), ses fonctions physiologiques
associées a son affinité pour I'ADN, par contre, restent inconnues. Au sein du noyau, I'a;-ACT
s'est avérée étre un modulateur de la réplication de I'ADN via l'inhibition de I'ADN primase et
I'ADN polymérase o (Tsuda et al., 1986; Takada et al., 1988a,b). La mise en évidence de ces
nouvelles fonctions, combinée a sa présence dans le noyau des cellules cancéreuses humaines,
suggere que cette protéine pourrait influencer la formation des tumeurs (Tsuda et al., 1986).
Méme si les roles de la liaison a I'ADN et la localisation nucléaire de 1'a;-ACT sont encore mal
cernés, inhiber ces propriétés pourrait éventuellement compromettre certaines de ses fonctions
in vivo. De plus, il a été reporté récemment que la SERPINA3 humaine est capable d’inhiber la
staphopaine C (ScpA2) une cystéine protéase aviaire secrétée par des souches de
Staphylococcus aureus (Wladyka et al., 2011).
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Sur le plan médical, une déficience en SERPINA3 peut conduire a différents troubles
physiologiques et serpinopathies, notamment des désordres respiratoires (bronchite chronique
et emphyséme) et des problemes chroniques du foie (Chang et Lomas, 1998 ; Duranton et al.,
2000; Yoon et al., 2002). Sous certaines conditions, la SERPINAS3, tout comme plusieurs
autres serpines, est sujette a de dramatiques altérations conformationnelles qui ménent a la

formation de polymeres inactifs et qui sont a I'origine de ces diverses maladies.

Les variations des concentrations de cette protéine sont impliquées dans la maladie
d'Alzheimer, et son insuffisance a été associée a l'affection hépatique. Des mutations ont été
identifiées chez des patients présentant la maladie de Parkinson. Elle est surexprimée dans les
tissus du cerveau des patients atteints de la maladie d'Alzheimer et elle est un composant
majeur des plaques amyloides AP (Ma et al., 1994 ; Abraham, 2001), tandis que le
polymorphisme de sa région promotrice semble influencer le développement de cette maladie
neurodégénérative (Licastro et al., 2005). Elle est surexprimée également dans les tissus du
cancer du sein que dans les tissus sains ou elle est hautement régulée par les hormones
stéroidiens (Laursen et Lykkesfeldt, 1992 ; Confort et al., 1995). Des concentrations élevées
ont été aussi trouvées dans de nombreuses tumeurs, les taux de I’ARNm de I'a;-ACT peuvent

avoir ainsi une signification pronostique (Yamamura et al., 2004).

La protéine semble étre impliquée également dans la protection de la matrice
extracellulaire du placenta contre la dégradation, étape cependant nécessaire a I’implantation
deés le stade blastocyste. Cependant, la surexpression du gene SERPINA3 (di a des défauts de
méthylation de I’ADN au niveau du promoteur de 1'a;-ACT) et la localisation de la protéine au
niveau de la membrane du syncytiotrophoblaste, pourraient étre trés défavorables a une
implantation correcte et augmenter ainsi les risques d’une serpinopathie placentaire, dont fait
partie la pré-éclamptique (pathologie placentaire trés fréquente caractérisée par une
hypertension artérielle gravidique) (Chelbi et al., 2007).

Sur le plan appliqué, son affinité pour I'ADN, en plus de la rendre plus stable face aux
peptidases, pourrait s'avérer utile pour sa purification a l'aide des techniques de
chromatographie d'affinité utilisant I'ADN comme ligand (Siddiqui et al., 1980 ; Abdullah et
al., 1983). L'as-ACT s’est révélée aussi en complexe avec I’antigéne spécifique de la prostate,
qui est considéré important pour la détection du cancer de la prostate (Mikolajczyk et al., 2002
; Stephan et al., 2002 ; Martinez et al., 2002 ; Schmid et al., 2007). Des taux élevés de 1'os-

ACT dans le sérum peut étre un bio-marqueur potentiel pour détecter les cancers du pancréas
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(Koomen et al., 2005), de l'appareil gastro-intestinale (Alggayer et al., 1998) et du poumon
(Higashiyama et al., 1995). En outre, il a été tres recemment proposé que la SERPINA3 peut
étre utilisée comme biomarqueur pour détecter les infections dues aux prions chez I’humain
(Miele et al., 2008). Finalement, pour 'a;-ACT comme pour de nombreuses autres protéines a
plusieurs fonctions, la localisation cellulaire peut étre cruciale pour la modulation de ces
différentes activites (Jeffery, 1999 ; Arnoys et Wang, 2007).

1V.2.3. Polymorphisme de la famille des SERPINA3 chez les mammiferes

Plusieurs serpines de la famille de 1'a;-antichymotrypsine (SERPINA3) ont été décrites
chez plusieurs especes de mammiferes. Le nombre le plus élevé d’orthologues de la famille des
serpineA3 ont été trouvé chez la souris (quatorze) et le bovin (onze), et a moindre nombre chez
d’autres especes tels que, le rat (six), le porc (quatre), la chévre (deux), le xénope (deux), et un
seul membre du clade A3 chez le singe d’orang-outang de Sumatra, 1’Ayus ou poisson

parfumé, 1’autruche et le poulet domestique.
1VV.2.3.1. Souris (Mus musculus)

Le premier orthologue de I'ay-ACT humain a été isolé dans le plasma de la souris en
1982 par Takahara et Sinohara. Cependant, cette serpine a montré une plus grande activité
inhibitrice vis-a-vis de la trypsine que la chymotrypsine d’ou son appellation contrapsin
(contre-trypsine) (Takahara et Sinohara, 1982). L’analyse des séquences a révélée que la
contrapsin présente une identité nucléotidique de 70% et peptidique de 60% a son homologue
SERPINA3, bien que son RCL était sensiblement différent avec un nombre élevé de
substitutions d'acides aminés dans cette région (Hill et al., 1984 ; Hill et al., 1985). D’autres
investigations postérieures ont montré que la contrapsin est un membre d'une famille multi-
génique regroupé dans un seul cluster sur le chromosome 12 nommé Spi-2 (Hill et al., 1985 ;
Inglis et Hill, 1991; Horvath et al., 2004). Le cluster des genes correspondant au chromosome

humain 14qg32 est tracé sur le chromosome 12F1 chez la souris (Goodwin et al., 1997).

L’existence d’un locus de dix (10) membres d’une famille multi-génique des serpines A3
murine étroitement liées a été démontrée sur le chromosome 12 (Inglis et Hill, 1991). Quatre
(4) autres membres ont été plus tard identifiés sur le méme chromosome (Forsyth et al., 2003),
formant ainsi une famille de 14 membres. Ces 14 orthologues ont une tres haute homologie de
séquence a l'ay-ACT et sont présumés étre derivés d'un seul ancétre commun (Rheaume et al.,
1994). Le locus Spi-2 de la souris a été par la suite renommé, serpina3, en accord avec la

nouvelle nomenclature des serpines (Forsyth et al., 2003).
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1VV.2.3.2. Bovin (Bos taurus)

Les serpines sont largement étudiées dans de nombreux tissus et cellules de mammiferes
mais trés peu chez le bovin, et les connaissances sur les génes des serpines bovines sont
restreintes. Néanmoins, trois serpines du clade A3 (Endopine 1, Endopine 2A et 2C) ont été
identifiées chez le bovin, et qui sont potentiellement impliquées dans la surveillance des voies
sécrétoires. La premicre protéine séquencée c’est bien I’Endopine 1 (Hwang et al., 1999a),
«endo » pour les cellules endocrines et «pine» pour les serpines. L’Endopine 1 a été
identifiée dans les vésicules neurosécrétrices des cellules de chromaffine de la médulle
adrénale (Hwang et al., 1999a ; Hook et al., 2002), elle a été également détectée dans les tissus
musculaires avec une localisation intracellulaire (Tassy et al., 2005). Elle possede un résidu
d’arginine en position P1 sur le site de clivage de son RCL. Trois enzymes (la trypsine,
I’élastase humaine et la plasmine) ont été identifiées comme étant ces enzymes cibles (Hwang
et al., 1999a ; Tassy et al., 2005). Elle a été trouvée aussi capable d’inhiber la Prohormone
Thiol Peptidase (PTP), une cystéine protéase qui convertit spécifiqguement la pro-enkephaline
inactive en forme active par clivage protéolytique limité (Hwang et al., 1999a).

L’Endopine 2A (autrefois Endopine 2) est une serpine a inhibition croisée (cross-class
inhibition) qui inhibe en méme temps des membres de peptidases de type cystéine et serine
(Hwang et al., 2002). Une forme glycosylée de I'inhibiteur s'est avérée en association avec les
vésicules de sécrétion des cellules chromaffines comme démontré par la co-localisation avec la
(Met)-enkephaline par des études de microscopie d'immunofluorescence confocale (Ragg,
2007). Elle a été aussi détectée dans les granules de chromaffines purifiées (Hwang et al.,

2002 ; Hook et al., 2002), toutefois, aucune enzyme cible n’a été identifiée.

L’autre serpine bovine du clade A3 récemment décrite est I'Endopine 2C, qui peut
intervenir également dans les voies cellulaires d’excrétion. L’Endopine 2C recombinante a
montrée une forte et efficace inhibition de la cathepsine L, et elle inhibe faiblement la papaine,
et I'élastase pancréatique porcine (Hwang et al., 2005).

Parmi les séries des inhibiteurs a serine fractionnés du muscle squelettique du bovin,
deux serpines de la famille des SERPINA3 ont été extraites et caractérisées biochimiquement
(Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez et al., 2006a). Ces deux serpines initialement nommées
mEndopine 1A et 1B sont aujourd’hui répertoriées dans les banques de données sous le nom de
bovSERPINA3-1 et bovSERPINAS3-3, respectivement (Ouali et al., 1995 ; Pélissier et al.,
2008). Le géne codant cet inhibiteur, a été identifié et séquence, il est constitué de 4 exons et 3
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introns. Il s’agit en fait de deux membres d’une famille complexe de serpines (bovSERPINA3-
1, ..., bovSERPINA3-8), qui partagent une identité proche de 93%. Ces deux anti-peptidases,
bien que tres proches structuralement, présentent des variations en acides amineés, en particulier
au niveau du site actif de leur RCL (Herrera-Mendez et al., 2006a). Elles sont également
différentes de par leur degré de glycosylation qui peut justifier les modifications retrouvées au
niveau des profils d’inhibition mesurés sur différentes classes de peptidases commerciales. Par
exemple, la serpine bovSERPINA3-3 posséde une masse moléculaire d’environ 75 kDa

supérieure a sa masse théorique d’environ 47 kDa.

En 2008, Pélissier et al, ont pu mettre en évidence cette famille multi-génique des
serpines A3 bovines composée d’au moins 9 membres ; qui possédent la capacité d’inhiber la
chymotrypsine, la trypsine, 1’élastase et la plasmine, ainsi que les caspases 3 et 8 considérées
comme peptidases de type cystéine intervenant dans 1’apoptose (mort cellulaire programmée)
(Pélissier et al., 2008 ; Herrera-Mendez et al., 2009). L’ensemble de ces génes est localisé sur
un fragment d’ADN d’environ 200 kpb situé dans le locus q24 du chromosome 21 (figure 18)
(Pélissier et al., 2008). L’existence d’un seul gene orthologue chez ’Homme, serpina3, avec
lequel elles partagent approximativement 70 % d’identité démontre la présence d’une situation

originale chez le bovin.
1V.2.3.3. Rat (Rattus norvegicus)

Six serpines du clade A3 appelés contrapsins, homologues a la SERPINA3 ont été
identifiées dans le génome du rat, situés sur le chromosome 6q32, il s’agit des Serpina3l
(Spin2a), Serpina3k (Spin2b), Serpina3n (Spin2c), Serpina3m (LOC299279), SPI-2.2, et SPI-
2.4 (Ohkubo et al., 1991 ; Hu et al., 2002 ; Horvath et al., 2004). De facon remarquable la
serpine Spin2c (Serpina3n) du rat possede un RCL identique a celui de la serpina3n de la
souris sur toute la séquence P15-P4’ (Schwartzenberg et al., 1989). Les cing autres serpines
restantes sont largement divergentes et montre une tres légére ressemblance aux autres serpines

A3 murine sur toute la longueur de la sequence du RCL.

Chez les rats masculins, le niveau d’expression de la serpine A3 est plus ¢€levé que chez
les rats femelles, ou il est réduit pendant 1’inflammation aigu€ (Le Cam et al., 1987 ; Pages et
al., 1990). Il a été montré qu’elles s’associent aux kallikréines et les inhibent, et elles inhibent
aussi la trypsine d’ou leur nom contrapsins, tandis qu’elles ne posseédent pas le pourvoir

d’inhibition de la chymotrypsine ou 1’élastase (Le Cam et al., 1987 ; Ohkubo et al., 1991).
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1V.2.3.4. Porc (Sus scrofa)

Chez le porc, six (6) inhibiteurs de serine peptidases ont été identifiées : PIl
(SERPINAL), PI2, P13, P14, PO1A et PO1B. Les sites du locus correspondant sont étroitement
liés (Gahne et Juneja, 1986 ; Stratil et al., 1990 ; Cizova et al., 1993) et la position du groupe
de liaison est localisée a l'extrémité distale du chromosome 7q (exactement dans la région
7023-026), c’est le cas des deux génes PI1 et PI2 (de la SERPINA3) situés dans cette région
(Archibald et al., 1996; Musilova et al., 1995). Chez I’humain, la taille globale dans I'ADN
génomique du gene de la SERPINAS3 est estimée a 11,7 kpb (Bao et al., 1987), alors que le
gene SERPINA3-2 porcin est estimé a 9,0 kpb approximativement (Stratil et al., 2002).

Trois (P12, PI3 et P14) des six génes porcins font partie de la famille des SERPINA3
porcine sur la base d'une caractérisation physico-chimique partielle de leurs protéines (Stratil et
al., 1995). Un seul ADN complémentaire entier, nommé SERPINA3-1, correspondant a la PI2
et un géne, nommé SERPINA3-2, ont été séquencés (Buchman et al., 1990 ; Stratil et al., 2002)
et sont clairement similaires a la famille des SERPINA3 humaine. Les deux présentent une
identité de 76 % en acides aminés, avec une trés large différence prés de I’extrémité C-
terminale contenant le site du clivage P1-P1' (Stratil et al., 2002). Les deux genes PO1A et
PO1B codent pour des inhibiteurs de cystéines peptidases, qui semblent étre trés divergents des

autres serpines (Gahne et Juneja, 1985; Stratil et al., 1988).
1V.2.3.5. Autres especes

Chez d’autres especes plusieurs homologues de 1'a;-ACT ont été identifiés, et qui sont
répertoriés dans les bases de données protéiques et la plus part d’entre eux ne sont pas publiés.
Parmi ces différentes serpines du clade A3, on trouve deux membres chez le Xénope (la
serpina3 LOC495377 (AN : Q5U539) et la serpina3 (AN: Q5M8K?2)), un seul membre chez le
singe d’orang-outang de Sumatra (Pongo abelii) et qui est hautement identique a la SERPINA3
humaine, son numéro d’accession est Q5R536 sur UniProt. Un autre membre de cette famille
des serpines A3 est identifié chez 1’ Ayus ou poisson parfumé du Japon (Plecoglossus altivelis),
d’un poids moléculaire ne dépassant pas 18,7 kDa, de 168 résidus d’acides aminés (Miyauchi

et al., 2010).

Deux inhibiteurs de peptidases a sérine du clade A3 ont été isolés et caractérisés dans le
plasma de la cheévre. L’analyse des séquences N-terminales des protéines purifiées a revelé que
toutes les deux sont similaires et sont des homologues de la SERPINA3 que la SERPINAL.

Contrairement a 1'ay-ACT humaine, un des inhibiteurs désigné sous 1’appellation, contrapsin,

45



Chapitre IV. La famille des serpines A3 Revue bibliographique

s'est avéré avoir une forte et spécifique inhibition de la trypsine, alors que l'autre était un
inhibiteur efficace de 1’élastase de neutrophile, appelé elastasine (Potempa et al., 1995). Frost
et al. (1997), ont aussi purifié et caractéris¢ partiellement 1’a;-ACT de 1’ Autruche a partir du
sérum. Enfin, un autre membre est identifié chez le poulet domestique (Gallus gallus) d’un PM
de 42,9 kDa et une séquence en acides aminés de 378 résidus (Hillier et al., 2004).

1V.2.4. Polymorphisme de la SERPINA3 chez I’Homo sapiens

Chez 1I’Homo sapiens, 1’a;-ACT ne suit pas la régle vu qu’un seul géne de cet inhibiteur
qui semble existait, ce qui fait I’exception aux autres espéces de mammiferes décrites ci-
dessus. La possibilité formelle qui existe est que la forme unique de la SERPINA3 chez
I’homme est un résultat de la perte d’un geéne, cependant, il n'y a aucune évidence de
pseudogénes ou de fragments relatifs de génes sur le chromosome 14. Néanmoins, on ignore
toutes connaissances sur les serpines A3 humaines qui ne comprendrait qu’un seul membre
jusqu’a ce jour. L'étude du cluster du clade « A » dans d'autres primates pourra peut étre nous

aider a aborder cette question.

Le polymorphisme décrit pour cette protéine semble étre tissu spécifique, et il apparait en
association a quelques résidus de la séquence peptidique. Les seuls polymorphismes décrits,
sont ceux associés aux changements d’alléles dans les séquences de la région promotrice du
peptide signal induisant certaines serpinopathies. Le premier polymorphisme décrit est associé
aux changements d’alléles de A =» T (de I’Alanine a la Thréonine (A/T)) au codon 15 de la
région du peptide signal (Faber et al., 1993 ; Kamboh et al., 1995 ; Dardiotis et al., 2008 ;
Somarajan et al., 2010). Des études expérimentales (Morgan et al., 2001) et cliniques indiquent
que le polymorphisme A/T de la SERPINA3 influence 1’expression et le taux plasmatique de la
protéine (Licastro et al., 2000 ; Slowik et al., 2005). Il a été rapporté que la différence dans cet
allele n'est pas associée au taux de I’a;-ACT dans le sérum (Poller et al., 1993). Cependant, il a
été considéré que le peptide signal de cet allele pourrait influencer la sécrétion locale de la
SERPINA3 par les macrophages et I'épithélium alvéolaires des poumons, spécifiquement
durant la phase inflammatoire (Nagareda et al., 1991 ; Cichy et al., 1995). Tandis qu’on ignore

aujourd’hui, si ce polymorphisme affecte la fonction inhibitrice de la SERPINA3.

Le second polymorphisme décrit est associé¢ aux changements de I’alléle G = T (de la
Guanine a la Thiamine (G/T)) dans la région promotrice du gene de 1’a;-ACT, ou I’allele T est
associé a une augmentation de 22 % de la concentration moyenne de la SERPINA3 dans le
plasma (Morgan et al., 2001).
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Chapitre V

« Matériel et Méthodes »

I. Matériels
I.1. Matériel biologique « sérum humain »

Le sérum du sang humain utilisé pour la purification de I’inhibiteur de la SERPINA3,
est prélevé et collecté chez un donneur sain apres une coagulation de 2 a 4 heures. Le sang
est prélevé au Centre Jean Perrin (CJP), Clermont-Ferrand — France, puis acheminé
directement a ’INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), équipe BPM (unité
370, QuaPA), station de recherches de Theix.

1.2. Enzymes, substrats et inhibiteurs

Les substrats et inhibiteurs : N-CBZ-Phe-Arg-NHMec, MeO-Ala-Ala-Pro-Phe-
NHMec, N-MethylSuc-Ala-Ala-Pro-Val-NHMec et N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-NHMec de
chez Sigma pour la trypsine, la chymotrypsine, la caspase 3 et 1’¢élastase respectivement (ou
CBZ, benzyloxycarbonyl ; NHMec, 7-amido-4-méthylcoumarin; Suc, succinyl ; MeO,
methoxy), et leur inhibiteurs synthétiques respectifs : 4-Nitrophenyl-p-guanidinobenzoate ou
p-NPGB (de chez Sigma), Z-Gly-Gly-Phe-CMK, Z-Asp-Glu-Val-Asp-CMK, et Meo-Suc-
Ala-Ala-Pro-Val-CMK (de chez Bachem) (ou CMK, chloromethylketone).

Les enzymes : trypsine pancréatique bovine (EC 3.4.21.4), chymotrypsine du plasma
bovin (EC 3.4.21.1), et caspase 3 (EC 3.4.22.B9) proviennent de chez Sigma ; quant a
I’élastase du leucocyte humain (EC 3.4.21.37), provient de chez Calbiochem (Meudon,
France).

1.3. Matériels de chromatographie

Les supports et les colonnes pour systeme FLPC (Fast Protein Liquid
Chromatography) utilises lors des étapes de chromatographie sont : HiTrap Blue HP 5 ml
(colonne d’affinité), et deux Q-Sépharose (échangeur anionique) de dimension différentes ont

été obtenus chez Pharmacia.
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1.4. Matériels d’électrophorese et du Western Blot

Deux cuves d’électrophorése ont été utilisées, la premiére de marque Hoefer
Scientific Instruments, série SE 250 a I’'INRA de Clermont-Ferrand (France) et la deuxiéme
de marque MAX FILL a ’'INATAA de Constantine. La cuve de transfert pour le western blot
utilisée est la méme dans les deux institutions de marque Ow_. HEP-1 de chez thermo

Scientific.
1.5. Matériels de spectrométrie

Deux differents types de spectrofluorimetre ont été utilisés : un spectrofluorimetre
Perkin Elmer type LS-5, et un autre de chez Bio-Tek Instruments type FLx800 Microplate
Fluorescence Reader. On a aussi utilisé un spectrophotometre U-2001 (Hitachi) pour la

mesure des absorbances.

1.6. Matériels de spectrométrie de masse

Deux spectrométres de masse ont éte utilisés : le premier de type MALDI-TOF modele
Voyager DE-PRO (Perseptive BioSystems, Farmingham, USA) et le second de type LC
MS/MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) modele LCQ lon Trap (Thermo

Electron, Coutabceuf, France).

I1. Méthodes

I1.1. Préparation des enzymes

La trypsine a été préparée dans une solution d’HCI a ImM, puis aliquotée dans des
Ependorff de 1 ml et conserves a — 80 °C. La chymotrypsine a été préparée dans un tampon
Tris/HCI 50 mM, pH 8.0, CaCl, 10 mM a une concentration de 100uM. L’élastase a été
reconstituée a raison de 8,5.10° mol/l dans une solution d’acétate de sodium a 50mM, pH
5.5, NaCl 150mM. Enfin, la caspases 3 (10.10° M) a été préparée dans un tampon HEPES 50
mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0,1 %, saccharose 10 % auquel sont
ajoutés 10 mM de DTT au moment de son utilisation.

11.2. Titration des enzymes

La trypsine qui est une endoprotéase hydrolysant les liaisons peptidiques en position
C-terminale dans lesquelles un acide aminé basique, la Lys (K) ou Arg (R), engage sa
fonction acide, est titrée en utilisant du 4-Nitrophényl-p-guanidinobenzoate (p-NPGB) selon

la méthode décrite par Chase et Shaw (1970). Les serine protéinases sont particuliérement
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faciles a doser car elles ont 1’avantage de former, lors du processus catalytique, un
intermédiaire nommé acyle-enzyme. Cet acyle-enzyme est ensuite hydrolysé en acide et
enzyme. Si cette hydrolyse est trés lente, 1’alcool libéré lors de la formation de I’acyle-
enzyme est équivalent au nombre de moles d’enzyme active que 1’on peut déduire en

mesurant 1’absorbance de 1’alcool chromogénique formé.

Enzyme + Substrat &= ES ——» Acyle-enzyme + Alcool — Acide + Enzyme

Le substrat de la trypsine utilisé est le p-NPGB de chez Sigma. Ce substrat est choisi
préférenticllement car 1’acyle-enzyme formée lors du processus catalytique est

particulierement stable.

Dans une microcuve de 1 cm de trajet optique, 100 pl d’une solution de trypsine,
préparée a raison de 1 mg/ml a 1’aide d’un tampon HCI 1mM, sont dilués avec 890 ul de
tampon d’incubation (Tris-HCI, 50mM), pH 8.5, aprés mélange 10ul de la solution de p-
NPGB sont ajouté dans la microcuve. Le p-NPGB réagit avec la trypsine et 1’alcool formé, le
p-nitrophénol, donne a la solution une coloration jaunatre visible a 1’ceil, dont 1’absorbance
est mesurée a une longueur d’onde de 410 nm a I’aide du spectrophotométre U2001
(Hitachi). Une autre mesure témoin est réalisée en méme temps avec une autre microcuve
contenant 100 pl de tampon sans trypsine, 890 ul du tampon d’incubation et 10ul du substrat
(p-NPGB).

La molarité du p-nitrophénol généré peut étre calculée selon la formule :
[p-Nitrophénol] = DO x 6,025.10° x 10

Ou la DO représente la densité optique du p-nitrophénol libéré, 6,025.10° le coefficient
d’extinction molaire du p-nitrophénol, et 10 le facteur de dilution de la trypsine. La molarité

du p-nitrophénol produit permet de déduire la molarité de la trypsine active.

La caspase 3 est une protéase a cystéine, qui clive son substrat cible du c6té C-
terminal d’un résidu Asp (D) présent dans un site de reconnaissance spécifique. Dans le cas
de la caspase 3 humaine, ce site correspond au motif DEVDX ou DMQDX avec X
correspondant a n’importe quel acide aminé en dehors de la proline. La caspase 3 liquide
stockee a — 80 °C (EC 3.4.22.B9) provenant de chez sigma est titrée avec I’inhibiteur
commercial irréversible Z-Asp-Glu-Val-Asp-CMK (Z-DEVD-CMK) de chez Bachem. La
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titration est réalisée selon la méthode de Stennicke et Salvesen (1999), I’enzyme est reprise
au préalable dans le tampon d’incubation : HEPES 50 mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA 1
mM, CHAPS 0,1%, saccharose 10 %, auquel sont ajoutés 10 mM de DTT au moment de son

utilisation.

La concentration de la caspase 3 est de 0,29 mg/ml, elle a été diluée 10 fois dans le
tampon d’incubation, donc sa molarité est de 8,16.107 M. Une solution de 5 nM de la
caspase 3 est titrée avec une gamme de dilution de I’inhibiteur (Z-DEVD-CMK) (figure 19)
allant de 0 a 50 uM qui est estimée apres une pré-incubation de 5 minutes a 25°C, ou 50 ul du
substrat N-Acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-NHmec de chez sigma a 100 uM est ajouté. La
fluorescence est lue pendant 5 a 10 minutes a 1’aide du spectrofluorimétre Bio-Tek type
FLx800 ou celui du Perkin Elmer type LS-5 a une longueur d’onde d’excitation de A = 360
nm et d’émission de A = 440 nM. Le calcul de la concentration de 1’enzyme active dans la

solution est déterminé par la formule :
[Elactive = [1] (Vi/VE) X facteur de dilution
Ou :

[E]active : concentration réelle de I’enzyme active (en nM) ;
[1] : concentration de I’inhibiteur (pour notre exemple nous avons 9,06 nM) ;
V| : volume de 20ul des différentes dilutions de I’inhibiteur ;

Ve : volume de I’enzyme de 30 pl ([E] =5 nM) ;

La chymotrypsine (EC 3.4.21.1) est une protéase digestive, de la famille des serine
protéases, qui peut accomplir la protéolyse. Elle catalyse 1’hydrolyse du lien peptidique d’une
protéine, coupant préférentiellement sur le coté C-terminal des acides aminés a longues
chaines latérales aromatiques et hydrophobes : de la Tyr, du Trp, et de la Phe. Ces acides
aminés non-polaires créent une poche hydrophobe nécessaire a l'activité enzymatique. Elle a
été titrée en utilisant D’inhibiteur irréversible Z-Gly-Gly-Phe-CMK (ou CMK =
Chloromethylketone) (Wilcox et al., 1971). Une quantité de 3,4 mg de I’enzyme lyophilisée
est reconstituée dans 1360 pl du tampon de reconstitution Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, CaCl, 10
mM, pour avoir une concentration finale de 100 pM.

L’¢lastase du leucocyte humain ou HLE (Human Leucocyte Elastase) (E.C.

3.4.21.37), est une sérine protéase qu’on rencontre dans les granules des neutrophiles
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(Vender, 1996), a été titrée apres restitution dans son tampon de reconstitution : acétate de
sodium 50 mM, pH 5.5, NaCl 150 mM & une concentration finale de 8,5.10° mol/l en
utilisant I’inhibiteur irréversible Meo-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-CMK de chez Bachem (Powers
etal., 1977).

11.3. Mesure des activités enzymatiques

Les activités des différentes enzymes sont mesurées en suivant 1’hydrolyse d’un
substrat synthétique fluorescent a 1’aide des spectrofluorimeétres Perkin Elmer LS-50B (pour
la trypsine, la chymotrypsine, 1’¢lastase et la caspase 3) et Bio-Tek’s FLx800 Microplate
Fluorescence Reader (pour la caspase 3 uniquement) étalonnés au préalable avec des
solutions de 0,1 et 0,5 uM du —NH;Mec (7-amido-4-méthylcoumarin). La fluorescence du —
NH;Mec libérée apres hydrolyse du substrat de I’enzyme, est mesurée a une longueur d’onde
d’excitation de 360 nm et une longueur d’onde d’émission de 440 nm a des largeurs de fente
de 8 ou 15 nm. Le pas de longueur d’onde était de 0,5 nm et la durée d’acquisition du signal

était de 1 seconde pour chaque puits.

L’activité de la trypsine est mesurée selon Tassy et al. (2005) en utilisant N-CBZ-
Phe-Arg-NHMec comme substrat. En ce qui concerne la chymotrypsine, le substrat utilisé est
le Meo-Ala-Ala-Pro-Phe-NHMec (Barret, 1980), et pour 1’élastase le substrat utilisé est le
Meo-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-NHMec (Powers et al., 1977). Les activités de la caspase 3 ont
été mesurees selon Stennicke et Salvesen (1999) en utilisant comme substrat le N-Acetyl-
Asp-Glu-Val-Asp-NHMec.

Les substrats de la chymotrypsine, I’¢élastase et la caspase 3 ont été reconstitués en
solutions stock dans du DMSO (diméthylsulfoxide) a une concentration finale de 10 mM, et
sont conservés a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. Quant au p-NPGB, le substrat
spéecifique de la trypsine, il a été reconstitué dans du DMF (diméthylformamide) a une
concentration finale de 50 mM et la solution obtenue, pour étre plus stable, est diluée dans 4
volumes d’acétonitrile a une concentration finale de 10 mM. La solution du p-NPGB ainsi

préparee peut étre conserveée plusieurs semaines a 4°C.

Les différents tampons d’incubation adéquats utilisés pour les différentes enzymes
étudiées sont comme suit :
v" Tampon Tris/HCI 50 mM, pH 8.5 stocké a 4 °C pour la trypsine ;
v" Tampon Tris/HCI 50 mM, pH 8.0, CaCl, 10 mM stocké a 4 °C pour la chymotrypsine ;
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v Tampon Tris/HCI 70 mM, pH 8.0, CaCl, 10 mM stocké a 4 °C pour I’élastase ;
v' Tampon HEPES 50 mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0,1%,

saccharose 10% auquel sont ajoutés 10 mM de DTT extemporanément pour la caspase 3.

40 pl de la solution d’enzyme (5nM) sont incubés dans une microplaque de 96 puits a
37°C en présence de 50 pl du substrat spécifique (10 mM dans du DMSO) diluée 33 fois
[100 uM] dans du Brij 35 a 0.1%, et complété avec le tampon d’incubation adéquat a un
volume final de 150 a 160 ul, pendant 15 min pour la trypsine, la chymotrypsine et 1’¢lastase
avant d’effectuer la lecture. Une unité d’activité enzymatique correspond a 1 uM de N-Mec

libére par minute a 37 °C.

En ce qui concerne la caspase 3, 30 pl de ’enzyme (8,16.107 M) est incubée & 25°C
pendant 5 minutes avec 50 pl du substrat N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-NHMec, 100 uM. Une

unité d’activité enzymatique correspond a 1 uM de N-Mec libéré par minute a 25 °C.
I1.4. Purification de la SERPINA3

Pour son utilisation ultérieure dans les diverses études biochimiques et structurales, la
protéine sauvage SERPINA3 humaine a da étre purifiée. Plusieurs méthodes existent pour

purifier I’as-antichymotrypsine humaine (1’a;-ACT) ou SERPINAS3.

Travis et al. (1978) ont purifié I’a;-ACT jusqu’a homogénéité par fractionnement a
I’ammonium sulfate par chromatographie sur Cibacron Blue Sépharose a pH 7,0 suivie par
chromatographie sur SP-Sephadex C-50 a pH 5,5 a partir d’un stock de plasma humain.
Katsunuma et al. (1980) ont purifié¢ une protéine se liant a I’ADN, supposé étre un marqueur
tumoral jusqu’a homogénéité. Plus tard, il a été constaté que la protéine se liant a ’ADN est
I’0;-ACT. Laine et Hayem (1981) ont employé quatre étapes de chromatographie pour
obtenir I’a;-ACT pure. La purification par affinité basée sur la matrice du Sépharose couplée
aux immunoglobulines de 1’anti-SERPINA3 a été aussi décrite par Matsumoto et al. (1981).
Récemment, Manolov et al. (2008) ont décrit une méthode simple et un protocole rentable et
effectif de purification a partir du plasma humain en utilisant la protéine recombinante de
surface (Usp Al, ubiquitous surface protein) de Moraxella catarrhalis ayant la capacité de se

lier spécifiquement a I’a;-ACT par un mécanisme de virulence nouvellement décrit.

En plus de I’isolement a partir de plasma complet, 1’0;-ACT humaine a été clonée,

séquencée et exprimée dans Escherichia coli (Rubin et al., 1990) et est exprimée aussi
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récemment en culture cellulaire de tabac Nicotiana tabacum cv BY-2 (Benchabane et al.,
2009).

Notre protocole de purification simple et moins colteux de la SERPINA3 est inspiré et
développé a partir de la premiére méthode décrite par Travis et al. (1978) et citée
précédemment, par [’utilisation de quatre étapes de chromatographie, en exploitant

uniquement deux types de supports chromatographiques.
11.4.1. Préparation du sérum

Dans le but de comparer les résultats des différents essais chromatographiques pour
optimiser et mettre au point le protocole de purification nous avons utilisé le sang du méme
donneur pendant toute 1’étude. Notre choix s’est porté sur le sérum humain vu sa richesse en
inhibiteur de type SERPINA3 (0;-ACT), et qui est sécrétée, comme pour I’as-AT, par les
hépatocytes a un taux basal de 0,3 a 0,6 g/litre et peut atteindre une concentration de 3 g/litre

dans les conditions inflammatoires (Calvin et Price, 1986 ; Whicher et al., 1991).

Le sérum est préparé a partir de 18 ml du sang humain (figure 20). Apres 2 heures de
coagulation du sang collecté, le sérum est récupéré délicatement dans des tubes de 5 ml puis
soumis a une centrifugation a faible vitesse de 1000 rpm dans une centrifugeuse de type
Jouan BR4i pendant 10 minutes, permettant I’élimination de 1’hémoglobine, une quantité
d’albumine, les lipoprotéines et d’autres protéines sériques, les noyaux et les débris
cellulaires. Un volume de 5 ml du sérum ayant une coloration jaunatre est ainsi récupéré puis
dilué a 1 : 1 dans du tampon phosphate NaH,PO430 mM, pH 7,0.

I1.4.2. Précipitation au sulfate d’ammonium

La précipitation saline consiste a ajouter du sel & la solution de protéines. La solubilité
des protéines dépend de la force ionique du milieu : p = % X Ci Zi?, ot Ci : concentration en
sel, Zi : nombre de charges (u d’autant plus élevée qu’il s’agit d’un sel divalent comme dans
le cas du (NH,4),S0O,). S’il on part de zéro, la solubilité d’une protéine augmente d’abord
quand on ajoute du sel (Salting in) ensuite il se produit 1’effet inverse (Salting out). Ceci est
vrai avec tous les sels. On utilise préférentiellement I’ammonium sulfate (NH,4),SO, car il est

trés soluble (jusqu’a 4 M.I™). On peut donc obtenir de trés grandes forces ioniques.
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Le pH des 10 ml du sérum ainsi dilué contenant 1’inhibiteur est ajusté a pH 7,0 avec
une solution de NaOH, puis concentré par précipitation au sulfate d’ammonium (AS)

(NH,)2SO4 (figure 20) entre 50 et 80 % de saturation, a 25 °C (Green et Hughes, 1955).

La premiere saturation jusqu’a 50 % est effectuée par ajout de 3,13 g de cristaux de
(NH;)2SO4 a raison de 0,3 g/min, sous agitation. L’addition de quantités importantes d’AS
entraine une baisse du pH pouvant atteindre une unité pH. Au cours de la précipitation, le pH
est donc régulierement réajusté a 7,0 par une solution de NaOH. La solution a été centrifugée
a 20 000 xg pendant 15 min et a 25°C. Apreés elimination du culot, le surnageant a été repris
et de nouveau fractionné au sulfate d’ammonium jusqu'a 80 % de saturation par ajout de
2,567 g d’AS sous agitation et avec ajustement du pH a 7,0. L’échantillon est ensuite

centrifugé 15 minutes & 20 000 xg et & 25°C.
11.4.3. Dialyse

Fréquemment, il est nécessaire d’éliminer le sel ou de changer le tampon aprés chaque
étape de purification dans le but de travailler efficacement dans la prochaine étape, vu que le
pH peut influencer le contact et 1’interaction de la protéine avec le ligand de la colonne
chromatographique. Par ailleurs, on élimine aussi le sel aprés chaque étape de précipitation.
Ceci s’effectue par dialyse. Ou la solution protéique est placée dans un boudin (membrane)
de dialyse semi-perméable puis placée dans le tampon de dialyse adéquat, les petites
molécules peuvent passer facilement a travers la membrane, tandis que les grosses molécules

sont retenues.

Le culot (précipité) est alors repris et solubilisé dans 10 ml environ de NaH,PO, 30
mM, pH 7.0, puis dialysé a 4°C dans un boudin de dialyse type Spectra/Por Biotech RC de 1
cm de diameétre, sous agitation constante pendant une nuit contre 5 litres du méme tampon
afin d’éliminer le (NH4)2SO,4. La présence de sel permet de réduire I’interaction protéine-
protéine et, par conséquent, de dissocier les complexes protéiques et de minimiser les

interactions avec le support chromatographique.
11.4.4. Purification

La chromatographie occupe une place tres importante parmi les procédés de
purification des produits biotechnologiques. Pour chaque méthode, un grand nombre de
matériaux de séparation et d’appareils sont disponibles dans le commerce. Il est possible, par

exemple, de réaliser une stratégie de recouvrement pour une protéine en quelques heures,
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avec le systtme Akta™. En laboratoire, de nombreux procédés de séparation par
chromatographie sont réalisés sous moyenne ou haute pression, tel que le systeme FPLC

(Fast Protein Liquid Chromatography).

Dans notre cas, et pour purifier la SERPINA3 a partir du sérum, une technique
d’analyse quantitative, qualitative et séparative a été utilisée, englobée uniquement en deux
types de supports chromatographiques. Le sérum traité obtenu apres dialyse et filtration est
dégazé, avant d’étre chromatographié sur un support d’une colonne de chromatographie
d’affinité couplée a un systéme FPLC de chez Pharmacia. Ce dernier, a servi a la réalisation
des differentes chromatographies pour la purification de la SERPINA3 en introduisant les

programmes d’élutions par un Gradient Programmer GP-250 Plus.

11.4.4.1. Purification de ’inhibiteur par chromatographie d’affinité

La premiére colonne de chromatographie utilisée pour purifier 1’inhibiteur (serpine) a
partir du sérum traité est la HiTrap Blue HP 5 ml, une colonne d’affinité provenant de chez
Amersham Biosciences. La HiTrap Blue HP utilisée (figure 21) est une colonne faite du
polypropyléne biocompatible et n’interagissant pas aux biomolécules. C’est une colonne pré-
préparée pour étre utilisée en chromatographies d’affinités. Elle est concue a partir d’une
matrice de Blue Sépharose de tres haute performance permettant la purification de
I’albumine, les enzymes, les facteurs de coagulation, les interférons et d’autres protéines, a
laquelle est attaché par liaison covalente un ligand de Cibacron Blue F3G-A (Sahab et al.,
2007).

Certaines protéines interagissent bio-spécifiquement au ligand grace a sa similarité
structurelle aux cofacteurs nucléotidiques, tandis que d’autres molécules tel que 1’albumine
ou les interférons s’attachent d’une maniére peu spécifique par des interactions
électrostatiques et/ou hydrophobes au ligand anionique aromatique (Gianazza et Arnaud,
1982).

Nous avons opté a une colonne de chromatographie d’affinité sur Blue Sépharose HP,
dans le but d’éliminer une grande partie du sérumalbumine, une protéine majoritaire du
sérum humain et ayant un poids moléculaire avoisinant les 66 000 Da et se rapprochant ainsi
de celui de la SERPINA3 humaine d’intérét. La présence de la sérumalbumine perturbera

certainement les tests d’activités enzymatiques, en contaminant I’inhibiteur.
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12 ml du sérum traité et filtré a travers un filtre Sartorius de 0,45 um, ont été
chromatographié a travers cette colonne, en le chargeant par une pompe péristaltique type
Minipuls 2 de chez Gilson a un débit de 2 ml/min. L’injection est réalisée a température
ambiante (25 °C environ) a travers la colonne HiTrap Blue HP 5 ml (1.6 x 2.5 cm) équilibrée

au préalable par le tampon (A) 30mM de NaH,PO4, pH 7.0 (tampon d’équilibration).

Apres injection, le retour a la ligne de base, suivi par mesure de la DO a 280 nm, est
obtenu par lavage en passant le tampon (A) d’équilibration. Les protéines sont éluées a un
débit de 2 ml/min en un gradient croissant a 1M de NaCl et des fractions de 2 ml sont
collectées en sortie de la colonne. L’¢lution a été effectuée avec le tampon (B), a 30mM
NaH,PO,, IM NaCl, pH 7.0 (tampon d’élution), qui est suivie par mesure de la densité
optique (DO) a une longueur d’onde de 280 nm. Par la suite chaque fraction est testée pour

son activité inhibitrice contre la trypsine et la chymotrypsine comme enzymes sélectives.
11.4.4.2. Fractionnement des protéines selon leur charge électrique

Le fractionnement des protéines est réalisé par une chromatographie échangeuse d’ions
qui permet de séparer les protéines en fonction de leurs points isoélectriques. En travaillant a
un pH fixe, les protéines vont devenir plus ou moins anioniques ou cationiques. Puis, en
jouant sur la teneur en sel, les protéines vont engendrer des interactions plus ou moins fortes
qui conduisent soit a leurs rétentions, soit a leurs €lutions. Un échangeur d’ions est constitué
au fait, d’une matrice insoluble sur laquelle sont fixés des groupements chargés positivement
dans le cas d’un échange d’anions et négativement dans le cas d’un échange de cations. Les

protéines seront plus ou moins liées a la résine en fonction de leur charge globale.

Une chromatographie d’échange d’ions, spécifiquement une échangeuse d’anions est
réalisée sur les fractions inhibitrices obtenues précédemment et comportant une activité
enzymatique. Le support anionique utilisé en raison de sa capacité a fixer certains
contaminants, est le support Q-Sépharose dont le groupement actif est un ammonium
quaternaire (-CH»-N"(CHa)s). Le décrochage séquentiel des protéines du support, en fonction
de leur charge est réalisé par modification du pH ou par utilisation d’une force ionique. C’est

cette deuxieme méthode qui est utilisée au cours de cette étude.
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a. Préparation du gel

La colonne de la Q-Sépharose Fast flow a été préparée au niveau du laboratoire a partir
d’un gel en suspension. Un volume de la suspension de Q-Sépharose FF de chez Pharmacia
préparé au préalable a partir d’'une suspension stock conservée dans 20 % d’éthanol, est
déposé dans un bécher en verre fritté, puis équilibré avec le tampon Tris/HCI 30mM, pH 8,0.
La suspension du gel de la Q-Sépharose FF est dégazée afin d’éliminer les bulles d’air

microscopiques qui pourraient perturber le passage des protéines.

Le gel est ensuite coulé a température ambiante dans une des colonnes (2,5 x 10 cm ou
1,0 x 7,0 cm) montées verticalement sur un support en une seule étape. Afin de stabiliser le lit
du gel, il est nécessaire d’éluer environ deux fois le volume de la colonne avec du tampon
d’équilibration lui-méme filtré et dégazé a un débit supérieur a celui de l’injection de

I’échantillon.
b. Fractionnement de I’inhibiteur

Les fractions inhibitrices obtenues en sortie de la HiTrap Blue HP 5 ml et s’étalant sur
tout le chromatogramme ont été poolées. Le pool constitué de 86 fractions est réalisé sur la
base de leur activité anti-chymotrypsique maximale et une inhibition anti-trypsique < a 25 %.
Elles sont mises par la suite a dialyser le méme jour contre un tampon A Tris/HCI 30mM, pH
8.0, tampon d’équilibration de la colonne Q-Sépharose Fast Flow (2,5 x 10 cm), pendant une

nuit sous agitation et a 4°C.

Par la suite, la colonne est lavée avec le méme tampon pendant une nuit a un débit
constant de 0,5 ml/min. Un volume de 50 ml du pool filtré sur un filtre Sartorius de 0,45um a
été injecté a un débit de 2ml/min a température ambiante sur la Q-Sépharose équilibrée au
préalable avec le tampon (A). L'éluat est recyclé une seconde fois sur la colonne afin

d'améliorer la séparation, puis collecté.

L’¢lution est réalisée avec le tampon (B) Tris/HCI 30mM, pH 8.0, NaCl 1M, tampon
d’élution des protéines accrochés au support en appliquant un gradient de NaCl, a un débit de
3 ml/min. Des fractions de 3 ml sont collectées et leur activité inhibitrice est mesurée contre
la trypsine et la chymotrypsine. Les fractions présentant un pouvoir inhibiteur important

contre la chymotrypsine sont concentrées.
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11.4.4.3. Fractionnement des protéines par chromatographie échangeuse d’anions

Une deuxiéme étape de chromatographie d’échange d’anions est réalisée. Les
fractions inhibitrices [26 — 56] ayant 1’activité anti-chymotrypsique la plus élevée obtenues
en sortie de la 1°® Q-Sépharose Fast Flow (2.5 x 10 cm) ont été poolées et dialysées pendant
une nuit contre un tampon (A) Tris/HCI 30mM, pH 8.0, tampon d’équilibration de la peme
colonne Q-Sépharose FF (1.0 x 7.0 cm), sous agitation et & 4°C.

Le pool dialyse et filtré sur un filtre Sartorius de 0,2 um a été injecté a température

ambiante sur la Q-Sépharose FF (1.0 x 7.0 cm) équilibrée au préalable avec le tampon (A).

Les protéines sont éluées avec le méme tampon (B) de la 1°® Q-Sépharose utilisée
avec un gradient linéaire de NaCl (0 - 1 M) a un débit de 2ml/min. Des fractions de 4 et 2 ml
sont collectées pour le non-retenu (NR) et 1’éluat respectivement et la mesure de leur activité

inhibitrice contre la trypsine et la chymotrypsine est effectuée.

Apreés réalisation des activités enzymatiques, on s’est intéressé a trois fractions (16, 17
et 18) du premier pic ¢lué afin de réaliser les courbes d’inhibition avec les différentes
enzymes d’intérét. Pour mieux concentrer notre inhibiteur, on a utilisé la petite colonne de la
Q-Sépharose pour avoir la fraction inhibitrice en concentration élevée par une élution directe
a 1 M NaCl apres passage en boucle pendant 15 minutes (4 passages). Pour cela, le pool est
collecté et dialysé pendant une nuit contre un tampon (A) Tris/HCI 30mM, pH 8.0, tampon

d’équilibration de la 2°™ colonne Q-Sépharose FF (1.0 x 7.0 cm), sous agitation et & 4°C.

Le pool dialysé et filtré sur un filtre Sartorius de 0,2 um a été injecté a température
ambiante sur la Q-Sépharose FF (1.0 x 7.0 cm) équilibrée au préalable avec le tampon (A).

Les protéines sont éluées directement sans gradient de concentration avec le méme
tampon (B) avec 1 M de NaCl a un débit de 1 ml/min. Le non retenu (NR = fraction 0) est
collecté dans un seul tube apres épuisement du pool en inhibiteur (fixation de tout I’inhibiteur
sur la colonne). Des fractions de 2 ml sont collectées apres €lution et I’activité inhibitrice

contre la chymotrypsine est effectuée.
11.4.4.4. Purification de I’inhibiteur par la deuxiéme chromatographie d’affinité

Une seconde étape de chromatographie d’affinité est réalisée. Les fractions
inhibitrices [26 — 56] ayant 1’activité antichymotrypsique la plus élevée obtenues en sortie de

la 1% Q-Sépharose Fast Flow (2.5 x 10 cm) ont été poolées et dialysées pendant une nuit
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contre un tampon (A) NaH,PO4, pH 7.0, tampon d’équilibration de la 2°™ colonne HiTrap
Blue Sépharose (1.6 x 2.5 cm), sous agitation et a 4°C.

Apreés filtration sur un filtre Sartorius de 0,80 um, le pool est injecté a un débit de
2ml/min, le retour a la ligne de base, suivi par mesure de la DO a 280 nm, est obtenu par
lavage en passant le tampon (A) d’équilibration. Les protéines sont ¢luées avec le tampon
(B), @ 30 mM NaH,PO4, IM NaCl, pH 7.0 (tampon d’élution) a un débit de 2 ml/min en un
gradient croissant & 1M de NaCl (suivant le méme programme de la premiére HiTrap Blue
Sépharose) et des fractions de 2 ml sont collectées en sortie de la colonne. Par la suite,
chaque fraction est testée pour son activité inhibitrice contre la chymotrypsine comme

enzyme sélective.

Les fractions 3 — 23 éluées avant le gradient de sel (non retenu) et ayant 1’activité
antichymotrypsique la plus élevée, ont été poolées. Elles sont mises par la suite a dialyser
contre le tampon (A) Tris/THCI 30mM, pH 8.0, tampon d’équilibration de la colonne Q-
Sépharose Fast Flow (1.0 x 7.0 cm), pendant une nuit sous agitation et a 4°C. Un volume de
34 ml du pool filtré sur un filtre Sartorius de 0,45 pm a été injecté a un debit de 2ml/min a
température ambiante sur la Q-Sépharose équilibrée au préalable avec le tampon (A). L'é1luat

est recyclé une seconde fois sur la colonne afin d'améliorer la séparation, puis collecté.

Les protéines sont éluées directement sans gradient de concentration avec le méme
tampon (B) avec 1 M de NaCl a un débit de 1 ml/min. Des fractions de 1,5 et 2 ml sont
collectées pour le non retenu et 1’éluat respectivement et ’activité inhibitrice contre la

chymotrypsine est réalisée.
I1.5. Caractérisation des propriétés inhibitrices

Les activités inhibitrices déterminées en sortie de colonne, nous permettent de choisir
les fractions a collecter pour réaliser le pool qui servira pour la prochaine étape de
chromatographie. Le repérage des fractions inhibitrices contenant la SERPINA3 parmi
I’ensemble des fractions chromatographiques obtenues est effectué simplement en mesurant
les activités inhibitrices. Elles ont été mesurées dans les mémes conditions que celles décrites
pour la mesure des activités enzymatiques, aprés pre-incubation pendant 15 minutes a 37 °C
de 60 a 80 ul de chaque fraction a tester avec 40 pl de trypsine ou de chymotrypsine a une

concentration de I’ordre du nanomolaire (5 nM). Les deux enzymes ont été utilisées comme
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enzymes modeles, pour distinguer les fractions inhibitrices anti-chymotrypsique des autres

qui ne le sont pas, c'est-a-dire ayant une activité anti-trypsique.

La réaction enzymatique est ensuite provoquée par 1’addition de 50 pl de N-CBZ-Phe-
Arg-NHMec et Meo-Ala-Ala-Pro-Phe-NHMec, substrats respectifs de la trypsine et de la

chymotrypsine a une concentration finale de 100 uM.

L’activité inhibitrice est ensuite exprimée en pourcentage de perte d’activité de
I’enzyme par rapport a un témoin incubé dans les mémes conditions, mais dans lequel les 60
a 80 ul de la solution inhibitrice (fraction) a tester sont remplacés par la méme quantité du
tampon respectif a I’enzyme testée. Une unité d'inhibiteur est la quantité qui inhibe une unité

de ’enzyme.
I1.6. Réalisation des courbes d’inhibition avec les peptidases a sérine et cystéine

L’inhibition des différentes enzymes protéolytiques par les inhibiteurs protéiques
spécifiques implique une interaction forte entre deux protéines. Dans le cas de 1’inhibition
des protéases par des inhibiteurs protéiques, 1’affinité (spécificité¢) de 1’inhibiteur pour
I’enzyme est ¢élevée, de I'ordre du nanomolaire, et la concentration de I’inhibiteur est
fortement diminuée aprés la formation du complexe enzyme-inhibiteur. On peut distinguer

ainsi trois types d’inhibition : inhibition réversible, irréversible et inhibition temporaire.

Dans I’objectif de réaliser des courbes d’inhibition et de tester cette affinité
enzymatique des inhibiteurs purifiés, des fractions seules ou en mélange contenant les
inhibiteurs de la SERPINA3 ont été testées séparément contre les quatre enzymes : trypsine,
chymotrypsine, €lastase et caspase 3. Le test d’inhibition est effectué¢ selon des gammes de
concentration en inhibiteur optimisée au préalable puis fixée constante pendant toute 1’étude

pour chaque enzyme.

L’activité inhibitrice est mesurée en mélangeant une quantit¢ d’enzyme en
concentration connue et constante (fixe) [E] avec différentes concentrations (volumes)
croissantes de I’inhibiteur [I]. Apres incubation pendant 15 minutes a 25°C pour la caspase 3
et a 37°C pour les trois autres enzymes, une concentration constante en substrat spéecifique
[S] de 50 pl est rajoutée puis I’activité enzymatique résiduelle est mesurée a 1’aide d’un
spectrofluorimétre (comme indiqué dans le paragraphe 11.3). La gamme de la concentration
en inhibiteur utilisée, specifique pour chaque enzyme est comme suit : la chymotrypsine et la

trypsine varie de 0 a 40 pl, celle de 1’¢lastase varie de 0 a 75 ul et celle de la caspase 3 varie
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de 0 & 220 pl. Toutes les fractions inhibitrices choisies pour réaliser les courbes d’inhibition
sont obtenues aprés fractionnement avec une derniére colonne de chromatographie

échangeuse d’anions (Q-Sépharose FF).

La diminution de I’activité¢ enzymatique résiduelle observée doit étre proportionnelle
a la concentration croissante de 1’inhibiteur. Les données sont extrapolées a ’activité zéro,
donc cette valeur définit la quantité requise en moles d’inhibiteur pour inhiber une mole
d’enzyme. L’activité inhibitrice spécifique est exprimée comme le rapport de 1’activité

inhibitrice par la concentration de la protéine.
I1.7. Caractérisation physico-chimique des inhibiteurs
I1.7.1. Préparation des échantillons pour I’électrophorése

Dans des tubes eppendorf, on met 40 a 60 ul de 1’échantillon (fractions) a analyser
avec I’ajout de 10 a 15 pl de tampon dénaturant (de solubilisation 5x). 1l se compose de
Tris/HCI 312,5 mM, EDTA 0,4 mM, SDS 7,5 %, glycérol 25 %, DTT 150 mM et bleu de
bromophénol 0,05 %, le tout ajusté a pH 6,8. Le SDS permet de conférer a I’ensemble des
protéines une charge globale négative et le DTT (Dithiothréitol) permet de protéger
I’oxydation des protéines et de rompre les ponts disulfures. Les échantillons sont ensuite
chauffés 5 minutes dans I’eau bouillante afin de compléter la dénaturation. Les protéines vont
étre dépliées perdant subséquemment leurs structures primaires et quaternaires (spatiales).
Les échantillons sont conservés jusqu’a leur utilisation a — 20°C apres ajout d’une a deux

gouttes du glycérol pour augmenter leur densité grace a la poussée d’ Archimede.
11.7.2. Détermination du poids moléculaire (PM) par méthode électrophorétique

L’¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE) est une méthode de routine
employée dans le domaine de 1’analyse protéomique pour la séparation des protéines car elle

demeure une technique robuste et reproductible (Garfin, 2003).

L’analyse électrophorétique des échantillons des différentes fractions présumées
contenir la SERPINA3, en conditions dénaturantes, est effectuée en présence du SDS
(Sodium Dodécyl Sulfate) (3%) un agent tensioactif et de 2-mercaptoéthanol (1%) sur des
gels d’acrylamide a 12 % (bis-acrylamide 0,8%) selon la méthode décrite pour la SDS-PAGE
par Laemmli (1970).
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Le SDS, en solubilisant les protéines (1,4 g de SDS par gramme de protéines) et en
leurs conférant une charge négative identique, permet la séparation des protéines uniquement
sur la base de leur poids moléculaire. Leur vitesse de migration sera donc fonction de la taille
des protéines et de la taille des mailles du gel. Le 2-mercaptoéthanol est un agent réducteur
des ponts disulfures et permet de mettre en évidence les différentes sous-unités d’une
protéine. Elles vont donc étre séparées suivant leurs poids moléculaires : les protéines de
fortes tailles auront des difficultés a traverser les mailles du gel d’acrylamide. La structure

primaire des protéines permet leur migration a travers ce dernier.

Les dépots sont réalisés dans les puits formés dans les gels apres polymérisation. Sur
chaque gel, une solution contenant des marqueurs de masses moléculaires est déposée dans le
premier puits. Cette méthode permet donc de déterminer la masse moléculaire des protéines
inconnues de chaque échantillon déposé dans chaque puits formé dans le gel de
concentration, en comparant leur déplacement a celui des protéines connues (marqueurs
standards). Les marqueurs de poids moléculaire utilisés proviennent de chez Bio-Rad (#161-
0373), et qui sont des protéines recombinantes pré-marquées au bleu permettant d'estimer de
haut en bas la distance de migration et qui sont par ordre décroissant comme suit (kDa) : 250,
150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 et 10. La masse moléculaire des protéines est ainsi estimée a

partir d’une courbe d’étalonnage (figure 22).

Puis les gels sont placés dans une cuve d’électrophorése (figure 22) remplie de
tampon d’¢€lectrophorése ou tampon de migration, Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1 %,
et 2-mercaptoéthanol 0,05 % a pH 8,3. Puis, la cuve est reliée a un générateur, générant un
courant électrique (1000 mA, 300 W) faisant migrer les protéines, d’abord a 80 volts pendant
15 a 20 minutes afin de concentrer les protéines dans le premier gel de stacking, et ce fort
courant électrique force la migration de la glycine et des protéines qui vont stacker au front
de migration des ions chlorure et d’obtenir ainsi de trés fines bandes de protéines concentrées

a la limite supérieure du second gel.

Ensuite, ce dernier gel de séparation (resolving), permet de séparer les protéines selon
un gradient de taille, par un maillage moléculaire, en augmentant le potentiel électrique a 140
volts pendant 2 heures environ. Toute cette opération est réalisée a température ambiante. Le
dégagement de chaleur genéré par le courant électrique nécessite un circuit de

refroidissement qui est assuré par une circulation de 1’eau du robinet froide.
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Pour colorer et par conséquent mettre en évidence les protéines, deux méthodes de
coloration ont été utilisées dont la sensibilité différe. La premiére au bleu de Coomassie, qui
a eté utilisée lorsque la quantité de protéines était suffisamment importante, car c¢’est la moins
sensible. Par contre, la deuxiéme coloration est une coloration a 1’argent. Elle est plus
sensible (100 fois) et a été choisie lorsque la quantité de protéines déposées dans les puits
était faible pour vérifier la pureté de la préparation d’une part et pour exciser les bandes pour

la spectrométrie de masse.
a. Coloration au bleu de Coomassie R-250

Aprés migration, les protéines sont fixées dans une solution d’éthanol 30 %, acide
acétique 5 %. Pour I'utilisation du Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck ou Bio-Rad), le
gel de polyacrylamide est directement mis a incubation avec le bleu de Coomassie R 250,
solubilisé dans la solution de coloration contenant de 1’éthanol 40 %, acide acétique 10 % et
2,9 mM du bleu de Coomassie R 250 pendant au moins 20 minutes sous agitation. La
coloration au bleu de Coomassie se base sur la fixation de cette molécule aux acides aminés

basiques (notamment Arg) et aromatiques (Phe, Tyr et Trp).

Le gel est ensuite décoloré par des lavages successifs et sous agitation dans une
solution de décoloration, qui est la méme solution que celle ayant servie a la fixation des

protéines jusqu’a bonne lisibilité des bandes protéiques.
b. Coloration au nitrate d’argent

La coloration au nitrate d’argent permet d’observer les protéines totales obtenues apres
les différentes étapes chromatographiques. L’ensemble des protéines purifiées peuvent aussi
étre révélées a I’argent, vu qu’il s’agit bien d’une méthode beaucoup plus sensible que la
coloration au bleu de Coomassie. Le protocole décrit ici, est une adaptation du protocole de
Yan et al. (2000). Il concerne bien une coloration a I’argent adaptée aux petits gels et
compatible aux analyses de la spectromeétrie de masse, utilisant un volume final de 50 ml

pour les cing solutions (A, B, C, D, et E) fraichement préparées.

Le gel apres électrophorese est démoulé, le stacking est decoupe puis le gel est plongé
et laissé se fixer deux fois 15 minutes (2x) sous agitation dans la solution (A) (solution de
fixation) contenant 10 % d’acide acétique et 40 % d’éthanol. Il est ensuite immergé dans une
solution (B) (solution de sensibilisation) contenant 1’éthanol 30 %, le sodium thiosulfate

0,2% et le sodium acétate 6,8 % pendant 30 minutes. Apres, trois lavages a I’eau milli-Q (eau
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pure) sont réalisés pendant 5 minutes (3x). La coloration avec la solution (C) au nitrate
d’argent 0,25 % se fait pendant 20 minutes a 1’abri de la lumiére et la solution est préparée au
dernier moment, vue sa sensibilité a la lumiere. Puis, deux lavages de 1 minute avec 1’eau
milli-Q sont effectués. Le gel d’acrylamide est ensuite plongé dans la solution (D) (solution
de développement) de sodium carbonate 2,5 %, formaldéhyde 0,04 % jusqu’a obtention de la
coloration désirée. Enfin, le gel est mit 10 minutes dans la solution (E) (solution stop)
contenant 1,46 % d’EDTA, qui permet d’arréter la réaction de coloration des bandes
protéiques. A la fin, 3 lavages de 5 minutes en eau milli-Q sont réalisés. On peut ainsi

observer toutes les protéines contenues dans les fractions a des tailles différentes.
11.7.3. Analyse protéomique par électrophoreése bidimensionnelle (2DE)

L’¢lectrophorése a connu son essor suite au développement de la PAGE
bidimensionnelle. L’électrophorése bidimensionnelle (2DE) (O’Farrell, 1975) est
actuellement une méthode trés résolutive et reproductible depuis la réalisation de nombreuses
¢tudes sur les méthodes d’extraction et de solubilisation des protéines. La 2D-PAGE repose
sur la combinaison de deux électrophoréses sur gel successives, présentant 1’avantage d’étre
des séparations selon deux paramétres indépendants et d’avoir une haute résolution. Ainsi,
selon la premiére dimension, les protéines sont séparées selon leur point isoélectrique par
focalisation isoélectrique. Selon la seconde dimension, elles sont séparées suivant leur masse
par PAGE au SDS (SDS-PAGE).

Le pré-requis pour réaliser de bonnes analyses par 2DE reste une préparation optimisée
des échantillons ainsi que des différentes solutions utiles a la réalisation des électrophoréses.
Ceci permet également de séparer une quantité importante en protéines (2 a 5 mg de
protéines), favorisant ainsi 1’é¢tude des protéines faiblement représentées, tel que les

inhibiteurs de la superfamille des serpines.

Les gels de 2DE permettent de visualiser entre 100 et 3000 spots protéiques selon les
échantillons et les méthodes de révélation employées. La reproductibilité technique de
séparation des proteines par 2DE est bien maitrisée, facilitant la localisation précise des spots

protéiques.

Une étape essentielle pour réaliser des études différentielles de composition en

protéines est ’analyse des images résultantes de la visualisation des protéines sur les gels de
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2DE. Son but est de quantifier, de maniére relative, le niveau d’expression des protéines.

Pour cela, I’analyse se décompose généralement en quatre étapes :

v' la détection des spots protéiques ;
v le matching ;
v" la suppression du bruit de fond ;

v' et la normalisation.

Par la suite, le traitement statistique des données permet de déterminer quelles sont les
protéines significativement et différentiellement exprimées entre deux échantillons. Leur
identification par spectrométrie de masse permet d’interpréter biologiquement les variations

d’expression de protéines observées.

11.7.3.1. Premiére dimension

La premiére dimension en 2DE sur gel de polyacrylamide consiste en une focalisation
isoélectrique (IEF, isoelectric focusing). Dans la premiére dimension, les protéines du sérum
humain traité sont séparées en fonction de leur point isoélectrique (pl) dans des bandes de
gels a gradient de pH immobilisé ou « IPG strips » (immobilized pH gradient strips) établi
par des ampholytes. Ainsi, sous 1’effet d’un champ électrique constant, les protéines chargées
vont migrer dans le gradient de pH du gel d’acrylamide jusqu’au pH égal a leur pl. Leur
charge étant nulle a cette valeur de pH, les protéines vont ainsi arréter leur migration. Les

protéines sont donc séparées selon leur point isoélectrique.

La focalisation se fait sur une bandelette en matiére plastique sur laguelle a été coulé un
gel polyacrylamide & 3 % a gradient de pH immobilisé. Ce gel se présente sous forme
déshydraté. L’¢tape de réhydratation se fait par contact direct avec la solution du sérum
humain protéique contenant I’inhibiteur de la SERPINA3. La faible concentration du gel
permet ’entrée des protéines notamment les inhibiteurs pendant la réhydratation et évite de
séparer les protéines selon leur poids moléculaire durant ’IEF. Les IPG strips commerciaux
permettent d’obtenir une meilleure reproductibilité entre IEF. Nous avons optés aux IPG
strips commercialisés par Bio-Rad, réputés avec ceux d’Amersham pour leur meilleure
résolution (Taylor et Coorssen, 2006). Nous avons privilégiés les IPG strips de 0,5 x 7 cm

possédant un gradient (gamme) de pH de 4,0 a 7,0.
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a. Réhydratation

10 pl environ du sérum ont été chargés par bandelette. Les volumes correspondants
sont dilués dans un tampon de réhydratation (urée 7 M, thiourée 2 %, CHAPS 2%, DTT
0,2%, ampholytes (pH 4 — 7) 2%, 2.10" % bleu de bromophénol, Pefabloc 5 mM).

Les bandelettes sont placées dans les rigoles de I'IEF-CELL (Bio-Rad) contenant les
échantillons puis sont recouvertes d’huile minérale. Les gels sont réhydratés de maniére

passive (20°C, 0 V) pendant une nuit.
b. Focalisation
Le programme de focalisation est le suivant :
= 50V (— constante) pendant 2 h ;
= 100 V (—)jusqu’a atteindre 200 V.h ;
= 500V (—)pendant 1 h;
= 1000 V (1 rapide) pendant 2 h ;
= 10000 V (1) pendant 6 h ;
= et enfin 10000 V (—) jusqu’a atteindre 40 000 V.h.

A la fin de cette étape, les bandelettes sont stockées a - 20°C jusqu’a leur prochaine

utilisation pour la deuxiéme dimension.
11.7.3.2. Deuxieme dimension

Suite a I'lEF, il est possible de séparer les différentes protéines (inhibiteurs de la
superfamille des serpines en particulier) selon une seconde dimension par électrophorese

bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide (2D-PAGE).
a. Equilibration

Les bandelettes sont équilibrées dans deux tampons d’équilibration (Giometti et al.,

2003) successifs :

v Tampon 1 : urée 6 M, SDS 2%, glycérol 30%, Tris 50 mM, pH 8.8, DTT 1%.

Incubation pendant 15 minutes sous agitation ;
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v" Tampon 2 : urée 6 M, SDS 2%, glycérol 30%, Tris 50 mM, pH 8.8, iodoacétamide
2,5% et une pincée de bleu de bromophénol. Incubation pendant 20 minutes sous

agitation.

Cette phase permet de conféerer une charge globale négative aux protéines grace au SDS
afin de les séparer uniquement selon leur poids moléculaire lors de la deuxiéeme dimension.
Elle permet également de rompre les ponts disulfures grace au DTT et d’empécher leur
conformation en alkylant les résidus soufrés par 1’iodoacétamide pour aider le transfert des

protéines d’un gel a I’autre.
b. SDS/PAGE

Apres équilibration, les bandelettes sont déposées au dessus du gel de deuxiéme
dimension (gel a 12%, rapport acrylamide/bisacrylamide : 37,5 / 1). Deux bandelettes sont
déposées par gel, une a chaque extrémité. Une solution d’agarose a 0,5 % est déposée pour
assurer le contact entre les deux gels et immobiliser la bandelette. Les gels sont placés dans la
cuve d’électrophorése Multi Gels Electrophoresis Units (Bio-Rad). La migration est réalisée

par la suite en deux étapes :

v"Une premiere étape de migration se déroule pendant 1 heure sous 40 V a ampérage

constant de 15 mA/gel ;

v" Puis une deuxiéme étape d’environ 17 heures a 110 V et 15 mA/gel permet la

séparation des protéines.
c. Coloration au nitrate d’argent

Pour mieux détecter I’ensemble des spots protéiques présents dans le gel de 2DE, il est
recommandé de le colorer au nitrate d’argent. Pour cela, le protocole de Yan et al. (2000)
déja cité ci-dessus est utilisé. Aprés trois lavages successifs de 5 minutes dans de 1’eau milli-

Q, les gels sont finalement scannés si besoin pour 1’analyse comparative par analyse d’image.
11.7.3.3. Caractérisation par western blot

Aprés avoir confirmé la présence des spots protéiques dans le gel de 2DE, I’autre gel
est gardé pour la caractérisation (révélation) par western blot détaillée ci-apres.
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11.8. Caractérisation immunochimique
11.8.1. Préparation des anticorps polyclonaux

L’antisérum dirigé contre la bovSERPINASI est produit chez le lapin par I’équipe de
Dr. Ouali a ’INRA de Clermont-Ferrand. La méthode de production utilisée est celle publiée
dans ’article de Dutaud et al. (2002). Ainsi, le serum anti-albumine généré chez le lapin et
dirigé contre 1’albumine humaine a été gracieusement fourni par Annie VENIEN (Unité
d’Immunochimie, Station de Recherches sur la Viande, INRA, Theix), et est utilis¢ pour

révélée la présence du sérumalbumine dans nos fractions.
11.8.2. Caractérisation par western blot

La caractérisation par immunoblot des gels de la SDS-PAGE et du gel de 2DE des
différentes fractions chromatographiques et du sérum humain respectivement a été réalisée

selon le protocole décrit par Sentandreu et al. (2003).

La technique du western blot est utilisée pour détecter la présence de la SERPINAS et
les différents isoformes de cet inhibiteur dans les échantillons des fractions
chromatographiques a 1’aide d’un anticorps polyclonal ayant 75 % d’identité contre la
SERPINA3 bovine. Cette technique utilise donc d’abord 1’électrophorése en conditions
dénaturantes pour séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire, puis ces

dernieres sont transférées sur une membrane PVDF (Polyvinylidene difluoride).
11.8.2.1. Transfert actif sur membrane de nitrocellulose

Apres migration, le gel est démoulé et rincé dans le tampon de transfert contenant du
Tris 48 mM, glycine 39 mM, éthanol 20 %, pH 8.7, ensuite les protéines sont transférées sur
une membrane de nitrocellulose de type Immobilon P en PVDF de chez Sigma. Cette
dernicre est plongée au préalable 5 minutes dans 1’éthanol pur, puis rincée abondamment a

I’eau et enfin trompée pendant 2 minutes dans le tampon de transfert.

Une des méthodes de transfert envisageables, dite de transfert semi-sec, consiste a
prendre en sandwich (figure 23) le gel et la membrane entre deux papiers absorbants (papier
blotting de chez sigma) imbibés dans le tampon de transfert qui assure la conductivité du
montage. L’ utilisation de 1’éthanol va activer le gel en enlevant le SDS des protéines et en
augmentant par la suite les liaisons hydrophobes des protéines a la membrane. Le transfert est

réalisé pendant 30 min pour un seul gel et 1 heure pour deux gels sous une méme tension de
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courant a 10 V. Ce qui se passe réellement dans cette étape est que les protéines chargées
migrent depuis le gel vers la membrane en conservant I'organisation relative qu'elles avaient
dans le gel. 1l résulte de ce transfert que les protéines sont exposees sur une surface mince, ce

qui facilite les étapes de détection ultérieures.
11.8.2.2. Hybridation des anticorps et lavages

A la fin du transfert, la membrane est saturée dans le tampon de saturation PBS 1X
(NaCl 1,37 M, KCI 27 mM, Na;HPO,4 43 mM, KH,PO4 14 mM, pH 7,4) a 10 %, lait écrémé
a 10% et Tween 20 de chez Sigma a 0.1% pendant une nuit a 4°C et sous agitation. Aprés
saturation des sites non spécifiques par les protéines du lait, la membrane est lavée deux fois

5 min avec du tampon de lavage/dilution (PBS 10 %, Tween 0,1 % et lait écrémé 1 %).

La membrane est ensuite incubée avec 1’anticorps primaire (anti-SERPINA3 ou anti-
albumine) dilué a une concentration adéquate dans le tampon de lavage/dilution au 1/500 ou

1/666°™ respectivement pendant 1h 30 minutes a température ambiante et sous agitation.

Apres quatre lavages de 5 min, la membrane est incubée avec ’anticorps secondaire
commercial de chévre anti-immunoglobulines de lapin et conjugué a la phosphatase alcaline

de chez Jackson ImmunoResearch dilué au 1/2000°™,

11.8.2.3. Révélation

La membrane est lavée ensuite quatre fois 5 minutes avec du tampon de
lavage/dilution, puis deux fois 2 minutes avec le tampon PBS a 10 % (sans lait et sans
Tween). Apres ringage, 1’activité de I’enzyme est révélée par un kit de chimioluminescence
apres incubation 5 minutes avec 1,5 ml de Lumiphos de chez Thermo Scientific (substrat
spécifique), puis égouttée avant d’étre mise entre deux feuilles plastiques transparentes. La
réaction de I’enzyme avec le substrat émet de la lumiére au niveau de la bande protéique
d’intérét. Ce spot impressionne, aprés un temps variable selon ’intensité émise, un film
autoradiographique. L’ensemble (membrane et feuilles) est ensuite placé dans une

hypercassette de chez Thermo Scientific (protégeant de la lumiere).

La révélation de la SERPINA3 est realisee dans une chambre noire sous une lampe
rouge de chez Dr. Fischer Gmbh (230 V, 15 W) ou elle est mise en contact d’un film
photographique (Hyperfilm, Amersham). Le temps d’exposition varie de 5 minutes a 30

minutes selon I’intensité du signal.

69



Matériel et Méthodes

Apres, ce film est plongé dans un bac de révélateur photo de chez Sigma jusqu’a
apparition des bandes puis rincé immédiatement dans un bac d’eau et enfin il est plongé dans

I’autre bac contenant le fixateur pendant 30 secondes, puis lavé a I’eau.
11.9. Spectrométrie de masse

Cette analyse consiste en la mesure des masses d’un mélange peptidique obtenu par
digestion enzymatique d’une protéine inconnue et son identification par des outils
informatiques reliés aux bases de données protéiques. L’enchainement des acides aminés
d’un peptide peut étre également obtenu par études de spectrométrie de la masse en tandem
(MS/MS). Le protocole détaillé ci-dessous est fourni et utilisé par la Plateforme
d’Exploration du Métabolisme de I’'INRA de Clermont — Theix.

11.9.1. L’empreinte peptidique massique (EPM) par MALDI-TOF
11.9.1.1. Principe

Le principe de cette technique se résume en deux étapes. La premiére repose sur
I’ionisation des peptides de digestion des protéines a étudier (les bandes protéiques a
identifier sont prélevées sur un gel d’électrophorése coloré au bleu de Coomassie ou au
nitrate d’argent). Elles sont décolorées et déshydratées. La protéine est ensuite hydrolysée en
peptides par la trypsine. Le mélange peptidique obtenu est déposé sur une cible en présence
de matrice puis il est analysé par MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) —
TOF (Time of Flight). C’est une technique d’ionisation dite douce puisque elle génére des
ions moléculaires relativement stables. La deuxieme étape consiste en la mesure du temps de
vol (de I’ordre des nanosecondes) des ions formés dans un tube de vol dans lequel est réalisé
un vide poussé (107 millibare). Cette méthode permet d’analyser une large gamme de masse

(0,5 2 300 kDa), I’acquisition des données est rapide.
11.9.1.2. Préparation des bandes

a. Prélevement des bandes : les bandes d'intérét sont soigneusement (environnement sans
poussieres ni empreintes de doigts) excisées. Avant d’exciser les bandes du gel d’acrylamide,
il est nécessaire de bien rincer le gel a ’eau distillée. Les bandes sont excisées a 1’aide d’un
scalpel stérile (faire I’excision le plus prés du spot pour éviter le bruit de fond). Les

échantillons sont ensuite placés dans des tubes eppendorf de 0,5 ml. A noter que les excisions
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ont été réalisées a partir de gels colorés au bleu de Coomassie et au nitrate d’argent, seules les

techniques de décoloration différent.
b. Décoloration des bandes : deux types de bandes ont été décolorées a savoir les :

v" bandes colorées au bleu de Coomassie R 250 : ajouter 100 pl de tampon de
bicarbonate d’ammonium 25 mM, acétonitrile 5 % dans chaque tube eppendorf et
laisser incuber pendant 30 minutes. Apres cela, le tampon est eliminé pour le changer
avec le méme tampon a 50 % d’acétonitrile et laisser incuber 30 minutes. Cette étape

peut étre réalisée encore une deuxiéme fois jusqu’a décoloration totale.

v’ bandes colorées au nitrate d’argent : le nitrate d’argent est décoloré par une solution
de Potassium Ferricyanid 30 mM, sodium thiosulfate pentahydrate 100 mM. Ce
mélange (2 ml) est préparé au dernier moment vu son instabilité a la lumiére. Puis
200ul de cette solution ont été ajoutés par tube et laisser a incubation 1 a 2 minutes,
jusqu’a disparition de la coloration a I’argent. La solution est éliminée, puis deux
bains successifs avec 150 ul d’eau pure ont été réalisés pendant 15 minutes pour
stopper la réaction. La décoloration est continuée en utilisant le protocole de la
décoloration au bleu de coomassie tel qu’il est afin de compléter la décoloration a

I’argent.

c. Déshydratation : les bandes sont ensuite déshydratées dans 200 ul d’acétonitrile 100%
pendant 10 minutes d’incubation. Le surnageant d’acétonitrile est ensuite €liminé et les
bandes sont passées au Speed Vac de chez Jouan RC 10.22 pour éliminer le reste
d’acétonitrile et compléter le séchage des bandes. Ces dernieres sont généralement stoppées a

ce stade en les stockant a — 20°C avant de les passer a la spectrométrie de masse.
I1.9.1.3. Préparation des protéines pour I’analyse

a. Hydrolyse trypsique de la protéine : la protéine est hydrolysée en peptides avec 150 ng
d’enzyme. La réhydratation est effectuée dans 15 pl de bicarbonate d’ammonium 50mM
contenant 10 ng/ul de trypsine Promega (Sequencing Grade Modified Trypsin) et suivie

d’une incubation de 5 heures dans une étuve Memmert U26 a 37°C.

b. Extraction des peptides : les peptides sont extraits du gel par 8 pl d’acétonitrile 100%,
puis agiter au vortex, avant de les passer au bain d’ultrasons pendant 2 minutes et enfin une

incubation de 15 minutes est effectuée a 37°C.
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c. Préparation de la matrice et du calibrant : une solution de matrice en acide alpha
cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA) est préparée a raison de 5 mg/ml dans un mélange
(acétonitrile : eau : acide trifluoroacétique ; 50 : 50 : 0,1). Cette préparation est agitée a 1’aide
d’un vortex puis centrifugée 2 minutes a 3000g pour éliminer les agrégats non dissous. La
matrice est alors préte a étre utilisée. Le calibrant ProtéoMix4 (LaserBiolabs) est préparée a

raison de 5 pl gsp 50 pl de matrice CHCA.

d. Dépédts sur la cible du MALDI-TOF : Nettoyer (sans frotter) la surface de la plaque a
I’eau puis au savon et la rincer a I’eau MilliQ. Déposer sur la cible MALDI 1 ul d’échantillon
préalablement vortexé puis 1 ul de matrice. Laisser sécher le dépdt pour que le mélange
peptidique se cristallise dans la matrice. Puis déposer 0,4 ul de calibrant a proximité de
chaque échantillon, et enfin la plaque est préte a étre introduite dans le MALDI-TOF. Ou
s’effectue I’irradiation a 337 nm de la matrice co-cristallisée avec le mélange peptidique, en
les envoyant au TOF. Ce dernier permet d’analyser les ions produits dans la source MALDI.
Une calibration externe est faite en bordure du dépot avec un calibrant composé d’un
mélange de peptides. Puis on réalise une calibration interne avec 3 pics remarquables
correspondant a des peptides d’autolyse de la trypsine présents dans le spectre de masse de
I’analyte. Il s’agit des pics de m/Z (rapport masse sur charge) = 842,509 ; 1045,564 et

2211,104 avec la trypsine Promega utilisée.
11.9.1.4. Identification des protéines

L’identification se fait par interrogation des bases de données protéiques (ex :
ProFound, MS-FIT) a partir des masses des peptides obtenus et sélectionnés et des criteres a
renseigner : la banque de donnée a interroger, la famille, le genre, I’espéce a partir desquels
la protéine est isolée, toutefois la recherche sans renseigner ce critere est plus objective,
I’enzyme de digestion, les modifications liées aux traitements de la protéine, la tolérance vis-

a-vis des masses des peptides mesurées par rapport aux masses théoriques.

Ces moteurs de recherche comparent le spectre de masse aux spectres de masse
virtuels des proteines dont le géne est caractérisé et qui sont rassemblées dans des banques de
données spécialisées, dans notre cas la base de données utilisée est SWISS-PROT. Cette
comparaison est associée a un score fondé sur le nombre de fragments protéolytiques obtenus
dont les masses peuvent correspondre a celles des fragments protéolytiques des banques de
données, et par la précision avec laquelle les masses sont déterminées. Les meilleurs scores

correspondent aux comparaisons les plus fiables.
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11.9.2. EPM par spectrométrie de masse MS/MS

Bien que I’empreinte peptidique massique (EPM) obtenue par spectrométric MS
MALDI-TOF soit trés performante pour I’identification des protéines, elle a certaines limites
notamment dans la caractérisation précise des protéines. En effet, ’information donnée dans
la technique EPM est simplement une information de masse de 1’ion détecté. L’identification
est alors possible que si nous détectons suffisamment de peptides différents d’une méme
protéine. Si ce nombre de peptide est trop faible ou si la protéine n’est pas dans les banques,

il va étre difficile par cette technique d’identifier et a fortiori de caractériser la protéine.

C’est pourquoi il est nécessaire d’utiliser un autre appareil de masse que le MALDI-
TOF. Cet appareil de masse permet d’obtenir une double empreinte dite MS/MS des peptides
et ainsi obtenir 1’identification par la séquence d’une protéine qui n’est pas nécessairement
présente dans les banques (identification par homologie). Sur le centre de Theix, le
spectrométre de masse MS/MS est un ESI-IT. Cet appareil possede donc une source
¢lectrospray qui permet 1’ionisation (ESI) et le passage a 1’état gazeux des ions dans
I’analyseur qui est ici un piege a ions (IT). De plus, pour augmenter le pouvoir d’analyse de
cette méthode de masse MS/MS, I’appareil a été couplé a une chaine chromatographique
liquide (LC PACKING) qui permet une séparation des peptides dans un flux d’un gradient
d’acétonitrile. Ainsi, en sortie de colonne, les peptides élués vont rentrer dans 1’analyseur du
spectrometre de masse (IT), via la source électrospray (ESI), sous forme d’ions gazeux. Un
premier spectre de masse (MS) sera alors généré sur la base de la stabilité des ions peptides
dans la trappe a ions qui est remplie de gaz hélium. Puis chaque pic de masse détecté dans
cette premiére étape est isolé par des champs électriques variables, puis fragmenté par des
collisions avec les atomes d’hélium. Les liaisons peptidiques sont rompues dans cette étape.
Les ions fils formés issus de la fragmentation de I’ion parent détecté dans 1I’étape MS sont
tres spécifiques et ont été caractérisés de la maniere suivante par Roepstorff et Fohlman
(1984).

Pour résumer, on pourra observer des fragments amino-terminaux obtenus en cassant
une liaison peptidique et en conservant la charge du c6té amino-terminal. Ces ions sont
appelés a, b ou c. Les fragments carboxy-terminaux sont complémentaires de fragments
amino-terminaux mais la charge est localisée du coté carboxy-terminal. Ces ions sont appelés
X, y et z. Néanmoins, pour les recherches dans les banques de données, seule 1’information

sur les ions principaux complémentaires b et y est utilisée. Les différents moteurs de
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recherche protéomique (MASCOT, par exemple) vont utiliser des algorithmes
mathématiques permettant la comparaison des empreintes observées et théoriques (présentes
dans les banques) et ainsi donner un score reflétant le degré d’identité des spectres. Outre
I’identification, I’analyse par MS/MS permet de caractériser les protéines pour avoir acces
aux modifications post-traductionnelles, aux mutations ou aux modifications chimiques

d’acides aminés.
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Les analyses MS/MS ont été réalisées avec un spectromeétre de masse LCQ lon Trap
(Thermo Electron, Coutabeeuf, France) équipé d’une source nanospray. Les peptides élués de
la colonne C18 (Pep Map, LC PACKING) sont ionisés en appliquant une tension de 2 kV en
jonction liquide sur une aiguille non métallisée (New Objective, Cambridge, MA, USA). Les
peptides sont alors analysés par la méthode « data dépendent triple-play ». Cette méthode
consiste a faire trois analyses a la suite. La premiére est une analyse « full scan » pour
détecter I’ion parent le plus intense, la deuxieme est de faire un « zoom scan » sur 1’ion
parent sélectionné et ainsi connaitre son état de charge, enfin la derniére est d’isoler cet ion
pour le fragmenter avec une énergie de collision de 30 %. Le spectre MS/MS ainsi obtenu est

utilisé par MASCOT pour identifier et caractériser le peptide.
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Résultats et discussion

Chapitre VI

« Résultats et discussion »

Préambule

Les inhibiteurs de peptidases a sérine du clade A3 (SERPINARJ) constituent une avenue
thérapeutique intéressante pour le traitement ou le dépistage des cancers et maladies
neurodégénératives liés a une accélération ou a un dysfonctionnement de 1’apoptose
respectivement. Par ailleurs, les serpines A3 bovines (bovSERPINA3) sont impliquées dans le
processus d’attendrissage des viandes en jouant un rdle crucial dans la premiére phase de
I’évolution du muscle (mort cellulaire programmée ou apoptose) apres abattage, en inhibant
les caspases. Dans le contexte de la viande, ces inhibiteurs étaient d'autant plus importants que
leurs concentration dans le tissu musculaire s'est avéré étre le meilleur indice de prédiction de

la tendreté de la viande.

Compte tenu de leur importance dans la régulation de I’apoptose, nous avons essayé de
vérifier si la SERPINA3 sauvage humaine est capable d’inhiber les caspases exécutrices
(caspase 3) comme les serpines A3 bovines et d’éclaircir ainsi le mode d’inhibition de ces
caspases par les serpines du clade A3 en rapport équimolaire, enzymes possédant deux sites
actifs alors que toutes les sérines protéases cibles des serpines n’en contiennent qu’un seul.
Mais aussi de préciser la relation entre ces serpines bovines et humaines du clade A3, serpines
présentant une grande homologie de structure avec celles qui ont été purifiées
(bovSERPINAR) a partir du muscle du bovin.

Pour réaliser ceci, il fallait tout d’abord purifier I’inhibiteur du sérum humain, qui n’a
jusqu’a présent, ét¢ isolé que de plasma ou sérum. Mon travail personnel était alors
essentiellement consacré a la purification de la SERPINA3 sauvage humaine tout en
développant un protocole de purification adéquat selon le type de colonnes de

chromatographies disponibles au laboratoire.

Nous présenterons donc successivement le protocole élaboré pour purifier la
SERPINA3, puis quelques ¢léments en faveur d’un polymorphisme de cet inhibiteur qui ne

comprendrait qu’un seul membre dans la littérature jusqu’a ce jour, puis nous consacrerons
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une large partie a la caractérisation et 1’identité de cette famille d’inhibiteurs en utilisant un
anticorps polyclonal dirigé contre la bovSERPINA3 présentant 75 % d’identité. Enfin, nous
terminerons par la présentation de cette famille multi-génique et de ses fonctions biologiques
possibles et notamment son implication probable dans la régulation de 1’apoptose et
conséquences. Cette hypothese implique au fait I’inhibition de la caspase 3, peptidase jamais
considérée a ce jour, comme une cible de ce type d’inhibiteurs dans les phénoménes de mort
cellulaire. Nous présenterons alors quelques preuves montrant que la caspase 3 peut étre
inhibé ou régulé par la SERPINA3 sauvage humaine ou seule la serpine CrmA (Cytokine
response modifier A) d’origine virale est connue étre capable d’inhiber ce type de peptidases
apoptogenes.

I. Purification de I’a;-antichymotrypsine (SERPINA3) humaine

Mon travail s’insére dans le cadre d’une étude globale qui vise a mieux connaitre et
caractériser la famille des serpines du clade A3 bovines et humaines. Pour réaliser cette étude
et pouvoir purifier I’a;-ACT du sérum humain, nous avons travaillé en collaboration avec nos
collegues du Centre Jean Perrin (CJP) de Clermont-Ferrand — France. La source de

purification de la SERPINA3 sauvage est le sérum humain issu du sang d’un donneur sain.

Notre choix a porté sur le sérum humain pour la purification en raison de sa richesse en
inhibiteurs du clade A3, comme 1’ont montré plusieurs auteurs (Calvin et Price, 1986 ;
Whicher et al., 1991) indiquant la sécrétion de 1’a;-ACT par les hépatocytes a un taux basal
de 0,3 40,6 g/litre.

Les premiéres méthodes de purification de 1’a;-ACT ont été décrites il y a une trentaine
d'années. Malgré de nombreuses publications y faisant référence, la purification des serpines
et celles du clade A3 en particulier a partir du sérum humain demeure un exercice trés délicat.
Différentes méthodes ont été utilisé, et la méthode classique réside ainsi en un enchainement
de deux a cing étapes chromatographiques, basées sur des interactions faibles et peu
spécifiques (Travis et al., 1978 ; Katsunuma et al., 1980 ; Siddiqui et al., 1980 ; Laine et
Hayem, 1981 ; Abdullah et al., 1983).

Concernant notre protocole de purification (figure 24), il a été inspiré et développé a
partir de celui décrit par Travis et al. (1978), ou nous avons appliqué quatre etapes
chromatographiques, tout en exploitant uniquement deux types de supports

chromatographiques. Néanmoins, de nombreux essais préliminaires sur différents autres
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supports chromatographiques, ont été réalisés afin de mettre au point un protocole adéquat
pour la purification de 1’0;-ACT contenue dans le serum traité. Notre protocole de purification
a débuté alors, par la préparation du sérum a partir du sang d’un donneur sain, détaill¢ dans la

partie Mateériel et Méthodes et illustré dans la figure 20.

Enfin, le schéma de purification retenu en final a été établi apres avoir testé différents
scenario que nous détaillerons ci-aprés. Dans tous les cas, la premiére étape du fractionnement
est I’obtention d’une fraction enrichic en SERPINA3 (a;-ACT) par précipitation au sulfate

d’ammonium entre 50 et 80 % de saturation.
I.1. Précipitation au sulfate d’ammonium

La premiere étape est la précipitation au sulfate d'ammonium (NH,4),SO4 du sérum
humain total entre 50 et 80 % de saturation qui permet 1’obtention d’une fraction enrichie en
a;-ACT (Frost et al., 1997). C'est un fractionnement qui permet d'éliminer toutes les protéines
a faible pouvoir hydrophobe car elles précipitent & 50 % de sulfate d'ammonium mais aussi
les protéines trés hydrophobes qui ne s'agrégent pas a 80 % de sulfate d'ammonium. Cette
premicere étape de précipitation au sulfate d’ammonium est décrite et utilisée dans plusieurs
protocoles de purification des serpines du clade A (Travis et al., 1978 ; Travis et Morii, 1981 ;
Abdullah et al.,1983 ; Sinha et al., 1994 ; Christensen et Sottrup-Jensen, 1994 ; Frost et al.,
1997 ; Aranishi, 1999 ; Tassy et al., 2005).

Le sérum sature par le sulfate d'ammonium est centrifugé afin de récupérer uniquement
le culot qui est un agrégat de protéines. Ce culot est remis en suspension dans le méme
tampon de dilution de NaH,PO,4 30 mM, pH 7,0 (figure 20). Cette étape de solubilisation est
importante. Dans notre cas, elle permet de garder notre échantillon dans les mémes conditions
opératoires de préparation du sérum, de dialyse et de purification (par la premiére colonne),

en travaillant a pH constant de 7,0 qu’on vérifie a chaque étape.

La précipitation saline au (NH4),SO, est tres importante dans le cas de la purification
des serpines d’une manicre générale et dans le cas de la SERPINA3 humaine en particulier.
Parce qu’elle permet de séparer d’une part, un certain nombre de contaminants protéiques
uniquement en fonction de leur degré de solvatation, et d’autre part de concentrer I’inhibiteur
contenu dans le faible volume du sérum traité (Englard et Seifter, 1990). Il est a noter que lors
de I’¢élaboration de ce protocole et de la réalisation des différentes purifications, nos résultats

ne sont pas satisfaisants par le manque fort probable de cette étape de précipitation saline.
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De plus, cette étape permet a forte concentration l'agrégation des protéines en
neutralisant les charges libres mais surtout en accaparant et en désorganisant les couches d'eau
qui séparent les protéines solubilisées. Ces deux effets augmentent Il'importance des
interactions hydrophobes et provoquent une précipitation des protéines (Harris, 2001). Ceci a
permet de concentrer notre échantillon en inhibiteurs, en diminuant le volume totale avant
d’effectuer la séparation des protéines par une colonne sur la base de leur affinité au support

de la colonne HiTrap Blue 5 ml Sépharose.

Dans le but de suivre 1’évolution de la préparation du sérum traité lors du
fractionnement, nous avons réalisé un gel en SDS-PAGE englobant les différents aliquotes
prélevés lors de la préparation du sérum (figure 20), a savoir, le premier culot (C1) et
surnageant (S1) de la 1% saturation a 50 % d’AS, le deuxiéme culot (C2) et surnageant (S2)
de la 2°™ saturation a 80 % d’AS, le sérum brut traité (Sbt) du C2 remis en suspension dans le
tampon de dilution, le sérum traité dialysé (Std) et le Stdf (filtré). Ces différents aliquotes ont
été analysés par électrophorése en conditions dénaturantes sur un gel d’acrylamide de 12 %,
auxquels, nous avons rajouté des échantillons témoins : un échantillon de la SERPINA3
humaine du commerce et un autre de la BSA (Bovine Serum Albumin). Deux autres gels ont
été analysés par immunoblotting, en utilisant deux anticorps : un anticorps anti-albumine et un
autre anti-SERPINAS3 pour tenter, cependant, de mettre en évidence la présence des deux

protéines dans I’ensemble des échantillons testés.

Sur la figure 24, sont illustré I’¢électrophorégramme, et les deux films du Western
blotting obtenus pour les différents aliquotes. A travers les résultats du gel réalisé a ce stade,
illustré sur la figure 24 (A), nous constatons que les différentes étapes utilisées pour la
préparation du sérum, ont efficacement concentré le sérum en inhibiteur. Mais aussi, elles ont
permet d’obtenir un sérum traité moins contaminé, ce qui est facilement décelable sur la
figure 24 (B). Un tel résultat corrobore a ce qui a é€té obtenu par Travis et Morii (1981). Nous
remarquons aussi, que I’intensité des bandes de 1’albumine est en régression durant toutes les
étapes, allant du C1 jusqu’a la fin de la dialyse (Stdf, pour sérum traité dialysé et filtré). Ainsi,

nous concluons qu’une quantité¢ non négligeable d’albumine a été ¢liminée durant cette étape.

A travers ces résultats, nous pouvons dire que le Stdf obtenu est propre et il contient peu
de protéines contaminantes. Ces dernieres, qui persistent encore seront eluées durant la
premiere chromatographie d’affinité. La réalisation d’un Western blotting anti-SERPINAS et

anti-albumine respectivement (figure 24 B et C), nous ont permet de vérifier la présence de la
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SERPINA3 et de la sérumalbumine qui est jusqu’a maintenant présente en quantité

considérable.
L.2. Purification par chromatographie d’affinité « HiTrap Blue HP 5 ml »

Afin de purifier certains composants du plasma, le ligand Cibacron Blue F3G-A a été
initialement recommandé pour de simples séparations par groupe, ou il a été utilisé pour fixer
I’albumine et collecter les protéines non retenues dans une seule fraction (Travis et Pannell,
1973 ; Travis et al., 1976). En outre, plusieurs techniques ont été aussi décrites pour éliminer
ou diminuer l’albumine du sérum, en utilisant le Cibacron Bleu ou des méthodes
immunologiques (Sahab et al., 2007). Le gel de la colonne possede des particularités de
fixation basées sur la structure de la molécule en plus de I'affinité trés forte du ligand pour
I'albumine. Vu son importance pratique et théorique, cette technique a été par ailleurs, adoptée
et exploitée par plusieurs chercheurs, en I’utilisant comme étape préliminaire dans leur
protocoles de purification. Pour sa simplicité, nous avons alors opté a I’utilisation de cette
méthode, décrite et utilisée auparavant par Travis et Morri (1981), tout en exploitant la
HiTrap Blue Sépharose qui donne encore de tres bons résultats, pour réaliser la premiere et

principale étape chromatographique.

Néanmoins, cette méthode de chromatographie d’affinité, est basée sur une faible
interaction entre la molécule de 1’inhibiteur (I’a;-ACT) et le ligand du Cibacron Blue
Sépharose (Ahmed et al., 2003 ; Sahab et al., 2007). Elle est difficile a contrdler vu qu’elle est
dépendante d’autres facteurs tels que la température et le pH (Laine et Hayem, 1981 ;
Gianazza et Arnaud, 1982) et la quantité de la résine en contact avec la protéine dialysée
(pour éliminer I’éventuelle contamination saline) (Frost et al., 1997). C’est les raisons pour
lesquelles, nous avons été trés prudents durant toutes les étapes de préparation et surtout en ce

qui est du pH.

Dans le cadre de la chromatographie d'affinité sur le support Cibacron Blue Sépharose
(phase stationnaire), la purification des serpines est importante. Bien qu'elle n‘augmente pas la
sélectivité des serpines, elle permet de se débarrasser d'un certain nombre de protéines
sériques pouvant géner les différentes interactions (Ahmed et al., 2003). Nous constatons, que
cette colonne, nous a plus ou moins permet de séparer 1’0;-ACT des autres protéines sériques
(contaminants) restantes dans la solution du Stdf (figure 25). Cette derniére est obtenue apres
fractionnement au sulfate d’ammonium et dialyse contre le tampon phosphate (NaH,PO,4 30

mM, pH 7,0), afin d’¢éliminer le sel existant. Puis elle est injectée apres filtration a
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température ambiante sur la colonne d’affinit¢ HiTrap Blue HP 5 ml (1,6 x 2,5 cm). Ceci a
permet de séparer les protéines contenues dans le sérum traité en fonction de leur affinité a
s’adsorber au ligand du Cibacron Blue F3G-A. Elle a permet aussi, la fixation momentanée
d’un maximum de sérumalbumine a raison de ~ 20 mg/ml du gel (en ralentissant son élution).
Un résultat qui corrobore a ce qui a été déja rapporté par plusieurs auteurs (Gianazza et
Arnaud, 1982 ; Sahab et al., 2007).

Le lavage de la colonne, est effectué a la fin de I’injection du sérum par le méme
tampon phosphate (sans NaCl) et une fois la DO a 280 nm est de retour a la ligne de base, un
gradient de NaCl croissant est lancé pour permettre 1’¢lution des protéines. Le NaCl est
rajouté au tampon phosphate de sodium, et le programme lancé (montré sur la figure 25) est
comme suit : 0 — 0,3 M (20 min), puis 0,3 — 0,5 M (15 min), puis 0,5 — 1M (15 min), puis 1M
(10 min), et enfin 3 M de NaCl (15 min). En sortie de la colonne HiTrap Blue HP 5 ml, 140

fractions de 2 ml, sont collectées.

La mesure de la DO a 280 nm a été réalisée sur I’ensemble des fractions. La
détermination de I’activité inhibitrice testée contre la trypsine et la chymotrypsine sont
réalisées sur 73 fractions collectées. Ces derniéres, sont choisies d’une maniére a couvrir
I’ensemble du chromatogramme (profil d’élution), notamment celles se trouvant au voisinage
des pics ayant une DO élevée (voir profil des activités inhibitrices obtenu sur la figure 25). Le
test des activités enzymatiques est suivi par un contrble de pureté des différents pics, en
faisant une électrophorese en présence de SDS sur gel de polyacrylamide. Nous ’avons
réalisé sur 33 fractions, le gel illustrant le contenu en protéines est montré sur la figure 26 (A).
Le gel coloré au bleu de Coomassie R250, a été réalisé par sélection d’une fraction chaque

quatre sur I’ensemble des 127 fractions éluées, par le tampon (B) a 1 M de NaCl.

Sur la figure 25, on peut s'apercevoir sur le premier pic enregistré, qu'une quantité
importante de protéines ne s'est pas fixée au ligand de la colonne. Parmi elles comme attendu,
nous retrouvons I’ensemble des protéines sériques contaminantes qui n’ont pas été €liminé
lors de la préparation du sérum. A cet ensemble de protéines éluées, s’ajoute une quantité de
la SERPINAS3 perdue (fractions 1 — 15) dans cet éluat comme rapportée déja par Travis et al.
(1978) et Travis et Morri. (1981). Ce constat, est confirmé par la forte activité
antichymotrypsique obtenue dans le premier pic élué. En effet, un test d'inhibition est effectué
sur les fractions issues de 1’injection et de début de lavage de ce premier pic. Dans ce dernier

ou une importante activité antichymotrypsique est enregistrée, correspond aux fractions du
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non retenu allant de ’injection jusqu’a la fin de la paume du pic (retour a la ligne de base). Il
s’est avéré que les fractions de ce pic inhibent fortement 1'activité de la chymotrypsine, mais
pas celle de la trypsine. Ce qui nous laisse dire que la SERPINAL, une serpine pouvant
inhiber la chymotrypsine et possédant une forte homologie a notre inhibiteur n’est pas éluée
dans le sommet de ce premier pic, jusqu’a la 33°™ fraction & une trés faible absorbance.
Rappelons que la SERPINA3 présente une identité de 41 % a son homologue SERPINAL
humaine (Van Gent et al., 2003) et cette derniére inhibe aussi faiblement la chymotrypsine

comme rapporté par Beatty et al. (1980) et Lomas et al. (1995a).

A partir du profil d’élution, nous confirmons que certaines protéines interagissent bio-
specifiquement au ligand grace a sa similarité structurelle aux cofacteurs nucléotidiques.
Tandis que d’autres molécules s’attachent d’une maniére peu spécifique par des interactions
électrostatiques et/ou hydrophobes au ligand anionique. La procédure de purification décrite
ici pour isoler I’a;-ACT, est primordialement dépendante de la faible interaction entre la
molécule de I’inhibiteur et le Cibacron Blue F3G-A a pH 7,0 et & température ambiante
(Travis et al., 1978 ; Travis et Morii, 1981). Nous remarquons aussi de la figure 26 (B), que la
quantité de 1’0;-ACT la plus pure éluée se trouve entre les fractions 17 — 52. Ces fractions se
situent dans la paume du 1* pic du chromatogramme et elles sont montrées par une surface
pleine colorée en rose illustrée sur la figure 26. La pureté de 1’ensemble des fractions 17 — 76
montrée sur la figure 26 (A), est déterminée par SDS-PAGE, suivi d’un Western Blot anti-
SERPINA3 et anti-albumine (figure 26 B et C). Les résultats des gels obtenus ont bien
confirmé la pureté de ces fractions, confirmant ainsi le pourcentage d’inhibition moyen de

91% tres élevé obtenu pour les fractions 17 — 52.

De plus, nous notons également I'élution de trois autres pics, apres lancement du
programme d’élution de 0 a 1 M de NaCl. Le premier petit pic d'activité englobant cing
fractions (48 — 52), d’une DO de 1,4 environ, apparait dés le début du gradient (a 0,05 M
exactement du gradient), ce qui signifie qu'une partie est sans doute éluée dans le non retenu.
Un résultat déja confirmé et détaillé ci-dessus sur le premier grand pic enregistré juste apres

I’injection du sérum et ayant une forte activité inhibitrice vis-a-vis de la chymotrypsine.

Le second pic d'activité sort a une concentration en NaCl de 0,1 M environ et s'étend
jusqu'a 0,6 M. Enfin le dernier pic, le plus faible en terme d'activité, correspond aux fractions
éluées a partir de 0,6 M et s'étend jusqu'a une forte concentration en sel (1 M). Il faut noter

que le gradient de sel lancé, n’est pas appliqué par Travis et al. (1978). Dans le protocole de
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ces derniers, I’¢élution est lancée directement a 0,1 M de NaCl aprés un long lavage avec le
tampon d’équilibration s’étalant sur plus de 400 fractions. Néanmoins, notre
chromatogramme est le méme en ce qui concerne le premier grand pic obtenu juste aprés
I’injection du sérum. Notre gradient a pu avoir provoqué peut étre une élution graduelle
entrainant la séparation de plusieurs formes. A la fin du programme nous avons lancé une
¢lution complémentaire a 3 M de NaCl, ayant pour but de s’assurer que presque toutes les
protéines présentes dans le sérum sont éluées a 1M. A partir du profil d’élution montré sur la
figure 25, nous avons constaté qu’une faible quantité protéique résiduelle est présente.
Néanmoins, nous avons perdu aussi a ce niveau une autre quantité de notre inhibiteur
contaminé par la SERPINAI identifiée par 1’activité trypsique et probablement d’autres

protéines sériques a faible concentration protéique.

Enfin, comme nous avons obtenu de 1’activité antichymotrypsine sur tout le profil (dans
le non retenu et 1’éluat) un résultat qui n’est pas attendu, nous avons décidé de pooler le
maximum de fractions s’étalant sur tout le chromatogramme afin de mieux séparer les

protéines présentes en les fractionnant sur une colonne d’échanges anionique.
1.3. Fractionnement du « pool H1 » par chromatographie échangeuse d’anions

Afin de séparer contaminants et inhibiteurs selon leurs différences de charges, et de
concentrer I’inhibiteur, le pool « H1 » obtenu par chromatographie d’affinité, est soumis a une
chromatographie échangeuse d’anions de type Q-Sépharose. Nous avons donc pooler 86
fractions ayant le maximum d’inhibition antichymotrypsique et un minimum d’activité
antitrypsique (< a 25 %), qu’on a met a dialyser contre un tampon Tris/HCI 30 mM, pH 8,0 a
4 °C pendant une nuit.

Le pool « H1 », dialysé et filtré sur un filtre de 0,80 um, est chargé sur une colonne de
Q-Sépharose FF (2.5 x 10 cm) préalablement équilibrée avec le méme tampon. A la fin de
I’injection du pool, un lavage avec 12 ml du tampon d’équilibration (fractions 18 — 21) est
réalisé avant de lancer le programme d’¢lution des protéines avec un gradient de sel croissant.
Le NaCl est additionné au tampon phosphate de sodium. Le programme d’¢lution réalisé
(figure 27) est comme suit : 0 — 0,3 M (20 min) ; 0,3—-0,5M (10 min) ; 0,5—-1 M (30 min), et
enfin 1 M (5 min). En sortie de la colonne Q-Sépharose FF, 85 fractions de 3 ml, sont
collectées, dont 64 constituent I’¢luat. Les pourcentages d’inhibition des 73 fractions parmi 85

testées exprimées en pourcentage ont été consignes sur la figure 27.
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Comme le montre la figure 27, quatre fractions non retenues (QO) sur la colonne et
inhibant la chymotrypsine a un taux < 30 % sont ¢éluées pendant le lavage. L’élution réalisée
en un gradient de 0 a 0,75 M de NaCl dans le méme tampon a permet d’obtenir cing pics
d’une DO allant de 0,2 2 0,5 (figure 27). Le 1% pic (Q1) est élué entre [0,05 - 0,12 M] ; le 2™
pic (Q2) ayant la plus faible DO que les autres est élué entre [0,12 - 0,18 M] présentant une
activité contre la chymotrypsine supérieure au précédent ; le 3°™ pic (Q3) possédant Iactivité
antichymotrypsique la plus élevée est élué entre [0,18 - 0,27 M] ; I’avant dernier pic (Q4) le
plus large, englobant plus de fractions et possédant une DO de 0,5 est élué entre [0,27 —
0,5M] et enfin, le dernier pic (Q5) se situant sur la paume du précédent pic est élué entre [0,5
— 0,75 M]. Au-dela de 0,75 M de NaCl, plusieurs artéfacts de faible concentration protéique
(< 0,08 de DO) sont enregistrés. Ces derniers possedent une faible activité inhibitrice (< a

30%), et ils ne sont pas pris en compte dans la suite de 1’étude.

Les cinq pics obtenus délimitent 30 fractions s’talant de la fraction 26 au 56 (pool
H1Ql), ayant I’activité inhibitrice la plus élevée. Cette inhibition atteint une moyenne globale
de 80 %, ce qui témoigne d’une forte activité inhibitrice et donc une quantité relativement
importante en SERPINA3. Il n’empéche qu’une activité inhibitrice est présente aux cotés de
ces fractions, d’une moyenne de 17 et 20 % en amont et en aval des pics respectivement. La
DO a 280 nm montre une forte proportion de protéines dans les 30 fractions enregistrées par
les cing pics, qu’on a facilement visualisé par le gel d’électrophorése réalisé et coloré au bleu

de Coomassie R 250.

Cette étape d’électrophoreése en SDS-PAGE réalisée, nous a permet de connaitre le
contenu protéique et de vérifier la pureté de I’ensemble des fractions éluées du pool « H1Q1 »
(figure 28). Le pool « H1Q1 » a servi au fait, a la réalisation du deuxieme fractionnement,
qu’on a passé sur une 2°™ colonne d’échange anionique ou une seconde chromatographie
d’affinité. L’analyse par électrophorése est complétée par confirmation de la présence de
I’inhibiteur par analyse au Western blotting montrée sur la figure 28 (B) en utilisant
I’anticorps dirigé contre la SERPINA3 bovine. Les résultats obtenus ont bien confirmé une
hétérogéneité protéique entre les divers pics enregistrés, ce qui explique la présence de cing
pics distincts ayant des concentrations protéiques différentes (DO différentes). Le Western
blotting réalisé a révélé la présence de ’inhibiteur presque dans toutes les fractions, sauf dans
les quatre derniéres, ou l’intensité est trop faible, ce qui est di probablement a la faible

concentration protéique de ces fractions (DO 230 nm < 0,15). Par contre, 1’utilisation d’un
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anticorps anti-albumine n’a pas révélé cette protéine dans les quatre pics, sauf une faible

quantité dans le pic Q4, un résultat qui n’est pas montré ici.

Concernant le premier et second pic élués, il semblerait que la colonne a séparé
uniquement les différentes formes de la SERPINA3 présentes. En revanche, le 3°™ et 4°™ pic
n’ont pas étaient débarrassé des contaminants de faible masse, ainsi que des contaminants au-
dela de 100 kDa. Par contre, pour le troisieme pic, tres peu de bandes sont visibles, ce qui
conforte la faible DO a 280 nm obtenue. Le fait de pooler les fractions 26 — 56, permet de

concentrer I’inhibiteur mais une quantité de protéines contaminantes restent présentes.

Enfin, les fractions obtenues « H1Q1 », sont mises a dialyser pendant une nuit contre du
tampon Tris/HCI 30 mM, pH 8,0 et NaH,PO, 30 mM, pH 7,0 pour les chromatographies

suivantes.
1.4. Fractionnement du « pool H1Q1 » par chromatographie échangeuse d’anions

Nous avons choisi cette chromatographie pour mieux fractionner notre inhibiteur, et
pouvoir mieux separer les différentes formes. Ainsi, si nous avons la forme native dans notre
échantillon, elle pourra étre séparée des autres contaminants mais aussi de la forme clivée ou

dégradée.

Dans ce contexte, un volume de 50 ml du pool « H1Q1 » est soumis a une méme
chromatographie sur une colonne Q-Sépharose FF (1.0 x 7.0 cm), équilibrée dans un tampon
Tris/HCl 30 mM, pH 8,0. Cette étape permet 1’élimination d’une large partie de protéines
contaminantes restantes et de concentrer notre inhibiteur dans un faible volume de fractions
éluées lors du lavage de la colonne avec 1M de NaCl. L’élution se fait a un débit de 2 ml/min
sans gradient de sel. Le volume des fractions collectées est de 4 ml pour le non retenu et 2 ml

pour I’¢luat.

La figure 29 illustre le profil d’élution obtenu et I’activité inhibitrice vis-a-vis de la
chymotrypsine des 41 fractions collectées, dont 27 constituent 1’¢luat. L’¢lution réalisée avec
le tampon d’élution contenant 1M NaCl a permet I’enregistrement de deux grands pics
majoritaires ayant des DO maximales de 0,2. Le premier pic (H1Q2) englobe les fractions 16,
17 et 18 (pool a fractionner) présentant une moyenne d’inhibition contre la chymotrypsine de
78 % et le second pic (Q2) englobe cing fractions (19 — 23), d’une moyenne inhibitrice de
82%. Par contre, ce second pic est contaminé avec d’autres protéines, notamment I’o;-

antitrypsine, ou une inhibition de 59 % est enregistrée pour les mémes fractions. La
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réalisation d’une électrophorése en conditions dénaturantes (figure 30) confirme un tel
résultat, qui dévoile la présence d’une quantité importante de protéines surtout dans les deux

premiéres fractions (19 et 20).

En plus des pics enregistrés, deux autres pics minoritaires (Q3 et Q4) d’une DO < a 0,05
ont été obtenues sur la paume du pic Q2. Ces deux derniers pics englobent de faibles
concentration protéiques et activité inhibitrice. Sur la méme figure 29, nous constatons que les
deux pics, le maximum de DO a 280 nm et le maximum d’inhibition de la chymotrypsine se
chevauchent et aucun décalage n’est décelé. Cela nous laisse dire que 1’¢lution a 1 M NaCl
permet la séparation des différentes especes de 1’a;-ACT selon leur pl. L’oy-ACT qui a été
trouvé avoir un pH isoélectrique (pl) variant de 5,0 a 5,5 (Travis et Salvesen, 1983), devient
négative au pH de la colonne qui est de 8,0. Ce qui aboutit a I’¢lution des différents isoformes

présumees étres présentes.

Néanmoins, en comparant ces résultats a la précédente Q-Sépharose, le profil d’élution
obtenu est différent ou uniquement trois pics d’inhibition majoritaires ont été enregistrés. Ce
qui est da peut étre a I’¢lution appliquée sans gradient de sel. Cependant, dans ce protocole,
cette phase chromatographique a entrainé une perte de 1’inhibiteur assez importante. Puisque
le test d’inhibition réalis¢ montre la présence de notre inhibiteur sur tout le chromatogramme
d’élution (pourcentage d’inhibition moyen d’environ 30 % dans le non retenu et les deux
derniers pics Q3, Q4). Ceci est dl peut étre a la trop forte teneur en sel du tampon. En effet,
en présence de NaCl 1M, probablement le degré d’hydrophobicité des protéines augmente
fortement, méme pour les protéines hydrophiles comme la SERPINA3. Par conséquent, une
partie d’entre elles s’accroche sur la colonne et son élution s’effectue au fur et a mesure. Pour
éviter de fixer une trop grande quantité d’inhibiteur sur la colonne et 1’éluer dans toutes les
fractions collectées, une concentration en sel de 0,5 M serait peut étre suffisante pour éviter de
diminuer trop fortement 1’hydrophobicité de I’inhibiteur qui sera alors élué dans des pics

rapprochés une fois 1’élution saline est lancée.

Le premier pic (Q1) englobe les fractions 16, 17 et 18 (pool H1Q2), ayant une activité
inhibitrice importante > 75 % (figure 29) et un profil électrophorétique propre, c'est-a-dire pas
de contaminants de haut ou faible poids moléculaire (figure 30). En vue de réaliser les tests
d’inhibition avec les différentes enzymes, jusqu’au la ces trois fractions obtenues contenant
I’inhibiteur sont satisfaisantes. Nous avons alors décidé de les concentrer par la méme Q-

Sépharose, avant de réaliser les tests d’inhibition.
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Pour cela nous avons exploité la petite colonne d’échange anionique, apres avoir dialysé
le pool toute la nuit dans le méme tampon a pH 8,0. Le pool filtré & 0,2 um, est injecté en
circuit fermé (3x), avant de lancer I’élution directe sans gradient de sel avec le méme tampon
contenant 1M NacCl.

L’¢lution a donné lieu a 18 fractions, dont huit constituent le non retenu (NR) et les dix
restantes 1’éluat. Dans ce dernier, seulement quatre fractions inhibitrices (12 — 15), sont
éluées. Elles se chevauchent sur I’unique pic de DO enregistré et posseédent une activité
inhibitrice de 85 % (figure 31), une élévation de 7 % par rapport au pool « H1Q2 ». Ces

fractions ont servi alors a la réalisation des différents tests d’inhibition.

Cependant, pour s’assurer de leur contenu en SERPINA3, des aliquotes de 25 ul ont été
récupéré pour une analyse par immunoblotting. Le résultat obtenu illustré sur la figure 32,
confirme la présence de I’inhibiteur dans les fractions collectées en accord avec les résultats
des activités inhibitrices. Différentes bandes ont été révélé sur le film du Western blot réalisé.
Dans la fraction 12 par exemple, on distingue 4 bandes allant de 25 a 75 kDa. En outre, dans
la fraction 13, uniqguement deux bandes se situant entre 50 et 75 kDa ont été révélées. Tandis
que, dans les deux autres fractions restantes (14 et 15), une seule bande est révélée par

I’anticorps.
I.5. La deuxiéme chromatographie d’affinité par la « HiTrap Blue HP 5 ml »

Les fractions [26 — 56] formant le pool « H1Q1 » ayant I’activité antichymotrypsique la
plus ¢élevée obtenues en sortie de la colonne d’échange anionique ont été€ poolées et traitées
comme mentionné dans Matériel et Méthodes. Le pool préparé a été passé sur la seconde
chromatographie d’affinité. Cette derniére a pour but de confirmer le résultat du taux élevé en
SERPINA3 obtenu et illustré sur la figure 26 (B) par le passage sur le Cibacron Blue
Sépharose. Mais aussi, de vérifier la possibilité d’appliquer une 2°™ colonne d’affinité

derriere la Q-Sépharose pour avoir une quantité plus pure en inhibiteur.

Pour cela, un volume de 20 ml du pool « H1Q1 » récupéré, est injecté a température
ambiante sur la 2°™ colonne d’affinité HiTrap Blue HP 5 ml (1,6 x 2,5 cm). L’injection est
suivi d’un lavage par le méme tampon phosphate (sans NaCl) jusqu’au retour de la DO j-280nm
a la ligne de base. Puis un gradient de NaCl croissant est lancé pour permettre 1’¢lution des
protéines. Le NaCl est rajouté au tampon phosphate de sodium, et le programme lancé

(montré sur la figure 33) est comme suit : 0 — 0,3 M (10 min), puis 0,3 — 0,5 M (10 min), puis
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0,5 — 1M (15 min), et enfin 1M (10 min). En sortie de la colonne HiTrap Blue HP 5 ml, 92
fractions de 2 ml, sont collectées.

La mesure de la DO a 280 nm est réalisée sur 1’ensemble des fractions et la
détermination de I’activité inhibitrice testée contre la chymotrypsine sont réalisées sur 73
fractions collectées. Ces derniéres, sont choisies d’une maniére a couvrir I’ensemble du
chromatogramme (profil d’élution), notamment celles se trouvant au voisinage du premier pic

d’injection et du lavage avant lancement du gradient de sel.

A la lecture des résultats illustrés sur la figure 33 montrant I’inhibition de la
chymotrypsine, deux principaux pics d’inhibition sont enregistrés. Le premier (pool « H2 »,
fractions 3 — 23) qui atteint 92 % d’inhibition se superpose sur le premier pic d’élution et
possede une concentration protéique élevée et le second ayant une moyenne d’inhibition de
76 % englobe 12 fractions (57 — 69) éluées entre 0,3 et 0,5 M de NaCl. Comme le premier pic
¢lué nous a marqué, par la réponse qu’il nous fournit par rapport a I’objectif fixé pour cette
étape et par manque de temps (I’avant derniere journée de mon séjour), nous avons alors opté
a pooler I’ensemble de ces fractions afin les concentrer sur une derniére colonne échangeuse

d’anions.

Le pool « H2 » (figure 33) collecté juste aprés la réalisation des activités enzymatiques
est dialysé contre le tampon Tris/HCI 30 mM, pH 8.0 avant de le fractionner (voir détails
Matériel et Méthodes). Un volume de 34 ml est récupéré et filtré avant de I’injecter sur la
colonne. L’¢lution réalisée directement sans gradient de sel avec le méme tampon contenant
IM NaCl, a permet ’obtention de deux pics qui s’empiétent 1’un sur 1’autre (figure 34). Le
fractionnement a donné lieu alors a cing fractions inhibitrices, avec une moyenne de 83 %.
Ces fractions nous ont servi a la réalisation des tests d’inhibitions avec les différentes serine et

cystéine peptidases étudiées.

En plus de P’activité inhibitrice réalisée, les fractions ont été analysées par Western blot
en utilisant I’anticorps dirigé contre la SERPINA3. Le résultat obtenu est illustré sur la figure
35. On voit bien que I’ay-ACT est identifiée dans toutes les fractions avec des intensités
différentes, notamment pour les fractions 26, 27 et 28 ou une forte inhibition est obtenue.
Dans ces derniéres, plusieurs formes se distinguent, avec des masses allant de 50 a 150 kDa.
Tandis que pour les autres fractions, les bandes révélées sont faibles et on trouve une seule

bande par fraction. Cependant, la fraction 30 n’a pas révélé la présence de 1’inhibiteur.
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1.6. Protocole final & prendre en considération ultérieurement pour la purification

de la SERPINA3 sauvage du sérum humain

Le protocole de purification décrit ci-dessus pour isoler 1’a;-ACT est dépendant de la
faible interaction entre la molécule de I’inhibiteur et le ligand Cibacron Blue Sépharose a pH
7,0 et a température ambiante (Sahab et al., 2007). Ainsi, I’ensemble des résultats présentés,
concernant les deux voies de purification de I’a;-ACT nous ont permis d’arriver finalement a

optimiser le protocole de purification final.

De plus, plusieurs réponses ont été apportées a 1’ensemble des questions posées lors de
la purification, notamment la géne stérique engendrée par la sérumalbumine. Sa présence peut
masquer la visualisation des pics des autres protéines visualisées par I’absorption UV a
280nm. Il s’est avéré enfin qu’une deuxieéme chromatographie d’affinité sur le ligand
Cibacron Bleu Sépharose est nécessaire pour écarter la contamination persistante de
I’albumine. Il est a signaler que dans le sérum humain, I’albumine sérique est une
glycoprotéine majoritaire (> 50 %) dont il est difficile de s’affranchir en cours de purification.
Au fait, cette difficulté est due a 1’a;-ACT qui posséde un poids moléculaire tres proche de
celui de I’albumine (Sviridov et al., 2006).

On se référant par exemple au protocole de Travis et Morii (1981), nous apercevons
qu’ils ont opté a une chromatographie d’affinit¢é sur Cibacron Bleu Sépharose apres
concentration comme deuxiéme étape chromatographique pour se débarrasser de 1’albumine
et d’autres contaminants résiduels. Pour éviter au maximum la contamination par I’albumine,
nous avons apporté quelques modifications au protocole testé et discuté ci-dessus. Le
protocole définitif illustré sur la figure 36, est complété par une deuxiéme chromatographie
d’affinité sur HiTrap Bleu Sépharose. Sur la méme figure du protocole, quelques remarques
concernant la démarche a suivre lors de la purification ont été mentionnées. Néanmoins,

d’autres détails supplémentaires seront développés ci-dessous.

Aprées avoir préparé le sérum traité, dialysé et filtré (Stdf), I’injection et I’¢lution par la
premiére chromatographie HiTrap Bleu Sépharose HP 2,5 ml (1.6 x 2.5 c¢cm), s’opérent de la
méme procédure déja decrite. Ensuite, le pool que nous devons récupérer est celui obtenu
apres lavage au tampon d’équilibration. Nous réalisons alors le pool a partir de la 6™ fraction
suivant le lavage et nous s’arrétons lorsque la concentration protéique (2 280 nm) est

inférieure a 0,1 de DO.
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Le pool « H1 » ainsi récupéré, est dialysé dans 5 litres (x 2) de Tris/HCI 30 mM, pH 8,0
toute une nuit a 4 °C et sous agitation. Apres dialyse et filtration sur un filtre de 0,45 um, le
pool est injecté a travers la premiere colonne Q-Sépharose FF (2.5 x 10 cm). Un gradient de
concentration est lancé pour €luer 1’inhibiteur. Le programme d’élution est comme suit : 0 —
0,3 M (10 min), puis 0,3 — 0,5 M (10 min), puis 0,5 — 0.75 M (15 min), et enfin 0.75 -1 M
(10 min). Quant aux fractions a pooler, elles dépendent étroitement des activités enzymatiques
contre la chymotrypsine et la trypsine et du Western blot réalisés afin de sélectionner les

fractions les plus concentrées en 01-ACT.

Ainsi le pool « H1Q1 » récupéré, est dialysé dans le tampon NaH,PO, 30 mM, pH 7,0
pendant une nuit a 4 °C et sous agitation. Apres filtration sur un filtre de 0,2 pm, 1’échantillon
est injecté sur la deuxiéme colonne d’affinité (HiTrap Bleu Sépharose). L’¢élution est effectuc¢e
aprés lavage de la colonne avec le méme tampon d’équilibration. Puis, le méme programme
du gradient de sel (1M NaCl) cité ci-dessus est lancé. L’activité enzymatique contre la
chymotrypsine et une électrophorése en SDS-PAGE sont réalisées afin de choisir le pool a
concentrer en final sur une colonne échangeuse d’anions. Le pool englobera les fractions
¢luées par lavage au tampon phosphate, vu qu’elles possédent I’activité inhibitrice la plus
élevée (voir figure 33). Toutefois, une électrophorése suivie d’un Western blot sera

intéressante pour mieux cibler les fractions les plus pures et concentrées en inhibiteur.

Enfin, la quatrieme et derniére chromatographie consiste en une chromatographie
échangeuse d’anions sur la petite colonne Q-Sépharose (1.0 x 7.0 cm) de fractionnement. Le
pool dialysé contre le tampon de cette dernicre, est filtré avant de 1’injecter en boucle fermée
par trois passages au minimum en utilisant une pompe péristaltique. L’¢lution directe sans
gradient de sel s’effectue apres un petit palier de lavage avec le tampon Tris/HCI 30 mM, pH
8,0. Les fractions inhibitrices éluées en un seul pic constituent le produit final (SERPINAS3) et

seront ainsi récupérées pour les tests enzymatiques et études biochimiques envisagées.

Les fractions inhibitrices formant le produit final peuvent étre conservées telles quelles
ou dialysees contre le tampon Tris 50 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0 pour les conserver a 4 °C
pendant en moins un mois (Travis et al., 1978) ou a - 60 ou - 70 °C pendant plusieurs mois
(Aranishi, 1999). Le produit final peut étre aussi lyophilisé aprés dialyse contre 10 mM Tris,
1% Saccharose, 2% Glycine, pH 7,5 (Hoffmann et al., 2011).
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I1. Eléments en faveur d’un polymorphisme de cette serpine chez I’humain

De nos jours, peu de travaux se font pour démontrer 1’existence d’un polymorphisme
protéique chez la serpine du clade A3 humaine. Excepté, la recherche de quelques micro-
hétérogéneités ou polymorphismes génomiques provoquant certaines serpinopathies dues a
une ou plusieurs mutations, on ignore si non toutes connaissances sur les inhibiteurs du clade
A3 qui ne comprendrait qu’un seul membre jusqu’a ce jour. De plus, nous avons constaté le
manque de publications sur le polymorphisme protéique des inhibiteurs de sérine peptidases

du clade A3 dans la littérature.

Néanmoins, le polymorphisme décrit pour cette protéine semble étre tissu spécifique, et
il apparait en association a quelques résidus de la séquence peptidique. Les seuls
polymorphismes décrits, sont ceux associés aux changements d’alléles dans les séquences de
la région promotrice du peptide signal (Kamboh et al., 1995; Dardiotis et al., 2008 ;
Somarajan et al., 2010).

Aujourd’hui, nous venons de mettre en évidence a travers cette étude que cet inhibiteur
de sérine peptidase englobe possiblement toute une famille multi-génique. Dans ce qui suit,
nous développerons alors un ensemble d’éléments et preuves en faveur d’un polymorphisme

protéique de la famille de la SERPINA3 humaine.
I1.1. Chromatographies sur HiTrap Bleu Sépharose et Q-Sépharose 1 et 2

La purification de ’a;-ACT a nécessité comme il a été déja développé, 1’utilisation de
deux supports chromatographiques sur deux types de colonnes, une premiére colonne
d’affinité et une seconde d’échange d’anions. Le sérum (Stdf) injecté sur la colonne HiTrap
Bleu HP 5ml, est ¢lué sur plusieurs pics montrés sur le profil d’élution dans la figure 25. Les
fractions collectées et analysées pour leur activité enzymatique ont montré une inhibition
chymotrypsique s’étalant sur I’ensemble du chromatogramme. Un tel résultat n’est pas
attendu si nous comparons notre profil d’élution a celui de Travis et al. (1978), vu que
I’inhibition dans notre cas s’étale sur ’ensemble des fractions et dans leur totalité > 50 %

d’inhibition.

Ce résultat n’est pas obtenu uniquement pendant cet essai, mais aussi dans les premiers
tests chromatographiques réalisés sur la méme colonne. De plus, chaque pic du
chromatogramme (4 pics au minimum) se chevauche sur un pic d’inhibition correspondant.

Un tel résultat n’a jamais été déja mis en évidence €galement par d’autres études. Ceci nous a
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incite a collecter alors le maximum des fractions inhibitrices collectées sur le
chromatogramme (en contaminant notre pool certainement par [’albumine et d’autres
protéines sériques), afin de les fractionner sur une colonne d’échange anionique. Les 86
fractions poolées, ont été injectées sur la premiere colonne Q-Sépharose FF (2.5 x 10 cm)
pour mieux séparer les différents pics d’inhibitions. Mais aussi, afin de mettre en évidence
I’existence de plusieurs formes inhibitrices de [’a;-ACT, pour appuyer [’hypothése

d’existence de plus d’un seul membre.

Aprés chromatographie, le résultat obtenu illustré sur la figure 27, était tres original, vu
gue nous avons pu caractériser en moins cing différents pics et chacun correspond a un pic
d’inhibition spécifique. De plus, la superposition des pics d’inhibition sur les différents pics
d’¢élution (Q1, Q2, Qs3, Q4, et Qs), montrent des pourcentages d’inhibition respectifs trés élevés
(>80 %). Cette étape chromatographique d’échange ionique, a permet de séparer les protéines
en fonction de leurs points isoélectriques. En travaillant a un pH fixe, les protéines vont
devenir plus ou moins anioniques. Puis, en jouant sur la teneur en sel, les protéines vont
engendrer des interactions plus ou moins fortes qui conduisent soit a leurs rétentions, soit a
leurs élutions. C’est cette derniére qui s’est produite fort probablement lors de la purification
des différentes formes de la SERPINAS. 11 a été déja rapporté, que 1’a;-ACT posséde un pl
variant de 5,0 a 5,5 (Travis et Salvesen, 1983). Dans une autre étude purifiant I’a;-ACT a
partir du sérum d’autruche, Frost et al. (1997) ont montré 1’existence de plusieurs isoformes a

des plages de pH différents qui varient de 3.9 — 4.1 et plusieurs se distinguent a 4.2 — 4.4,

Enfin, le dernier fractionnement du pool «H1Q1l» issu de cette derniére
chromatographie, sur la petite colonne Q-Sépharose FF (1.0 x 7.0 cm) illustré sur la figure 29,
a révélé encore en moins trois pics d’élution avec leurs pics d’inhibition chymotrypsique

respectifs.
11.2. Glycoformes de la SERPINA3

Rademacher et al. (1988) ont introduit le terme de « glycoformes » pour décrire des
glycoprotéines ne différant les unes des autres que par leur structure glycannique. On parle
alors de glycohétérogénéité (Rademacher et al., 1988). Cette hétérérogenéité peut étre de deux
ordres : I’hétérogénéité d’occupation des sites de glycosylation (macro-hétérogénéité) qui se
caractérise par 1’occupation plus ou moins partielle des sites de glycosylation ou
I’hétérogénéité de structure des glycannes (micro-hétérogénéité) qui se traduit par la présence

d’oligosaccharides différents sur un site de glycosylation donné d’une chaine polypeptidique.
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Par ailleurs, I’existence de différents points isoélectriques (pl) accompagne une
hétérogenéité massique des protéines. Ce qui aboutit alors & une macro-hétérogénéité et
I’existence de plusieurs formes (glycoformes) de la protéine. Il a été déja rapporté depuis une
vingtaine d’années que 1’a;-ACT (une glycoprotéine), exprime un haut degré de micro-
hétérogenéité (Lindmark et al., 1989). Plusieurs autres chercheurs ont rapporté que son poids
moléculaire est hétérogene, et varient de 55 000 a 68 000 Da (Travis et Johnson, 1978 ; Travis
et al., 1978 ; Laine et Hayem, 1981 ; Travis et Salvesen, 1983 ; Bao et al., 1987 ; Kalsheker,
1996). En outre, I’ADNc (ADN complémentaire) de 1’a;-ACT code pour un précurseur de
423 résidus d’acides aminés, possédant une masse calculée théorique avoisinant les 48 kDa.
Ce dernier, inclut le peptide signal hydrophobe et la chaine polypeptidique mature de
I’inhibiteur (Chandra et al., 1983). Par ailleurs, une focalisation isoélectrique (IEF, isoelectric
focusing) a démontrée une hétérogénéité de charge, qui est due en partie a la variation du
degré de sialylation (Gianazza et Arnaud, 1982). Deux séquences N-terminales de 1’a;-ACT
isolées du plasma humain ont été rapportées (Morri et Travis, 1983). De plus, deux autres
isoformes de 1’a;-ACT ont été démontré et qui different I’une sur I’autre et une d’elles a

perdue deux résidus d’acides aminés dans sa séquence terminale (Lindmark et al., 1989).

Quant a nous, nous avons fait recours selon Harcum (2006) a des techniques
électrophorétiques et Western blotting pour la caractérisation de la macrohétérogénéité de la
glycosylation. Les poids moléculaires calculés pour la protéine sur la base de leur profil
électrophorétique et surtout les bandes de la SERPINA3 révélées par Western blotting (dans
tous les gels et films réalisés figure 26, 28, 30, 32, 35 et 37), varient de 57 a 65 kDa.

Dans la figure 37, nous avons regroupé quelques fractions révelées par immunoblotting
déja illustrés sur les figures 28 (B) et 30. Nous constatons, que plusieurs formes sont
reconnues par I’anticorps anti-SERPINA3, avec plusieurs variations de masses et d’intensité.
Ces variations sont dues possiblement a la différence de glycosylation de la protéine (Tokes et
al., 1981 ; Gettins, 2002), dont 25 a 26 % de sa masse sont occupés par des hydrates de
carbone de type N-glycannes. L’estimation du poids moléculaire par SDS-PAGE, est soumise
néanmoins a des erreurs et une sous-estimation a été constatée. La valeur du poids
moléculaire fiable et sir est 65 kDa, elle a éte déterminée par des mesures de sédimentation a
I’équilibre (Travis et Morii, 1981). Cette masse est obtenue apreés la mise en cause de la
premiére masse de 68 kDa décrite par Travis et al. (1978). Nonobstant, nos valeurs sont tres

proches de ce qui a été décrit par ces derniers.
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D’autre part, Wei et al. (1994) rapportent que la SERPINA3 comporte six sites
potentiels de N-glycosylation dans sa séquence primaire, mais aucune étude n'a toutefois
encore déterminée la localisation, la structure ou la fonction des glycannes présents. De plus,
les N-glycannes de 1'a;-ACT humaine comportent des résidus d'acides sialiques terminaux,
monosaccharides trés importants pour assurer la demi-vie des protéines plasmatiques
(Matsumoto et al., 1995 ; Kelm et Schauer, 1997 ; Ni et al., 2000). Les sites de glycosylation
ne sont toutefois pas forcément conservés d'une isoforme protéique a l'autre (Gettins et al.,
1996). Rappelant, que la N-glycosylation, est un processus enzymatique conditionné par
I'accessibilité de la protéine et du glycanne lui-méme aux enzymes de maturation de la N-
glycosylation (Lerouge et al., 1998).

L’ensemble de ces rapports, laissent certains penser que la micro ou macro-
hétérogénéité ¢Electrophorétique est le résultat des différences en composition d’acides
sialiques a la séquence terminale ou a des combinaisons des branches d’oligosaccharides, ou a
des limites de protéolyse ou encore a une combinaison de 1’ensemble de ces hypothéses
(Pierce et al., 1976 ; Koji et al., 1978 ; Kuhn et al., 1994 ; Frost et al., 1997). Dans notre cas,
il est fort probable que les poids moléculaires apparents de 57 kDa sont dus a la désialylation
(Lindmark et al. (1982).

Enfin, le degré de la macro-hétérogénéité et de la micro-hétérogénéité des
glycoprotéines est dépendant des sites de glycosylation, de la conformation de la protéine, de

1’état physiologique, le cas échéant, de I’environnement d’isolement.
11.3. Polymorphisme conformationnel de la SERPINA3

La nature métastable des serpines les rend susceptibles a adopter des conformations qui
peuvent affecter leur activité inhibitrice. Les serpines inhibitrices tel que la SERPINA3, sont
capable de subir des polymérisations ou former un état latent, qui sont des conformations
relaxées qui les rendent trés stables. Elles possédent aussi la capacité a adopter d’autres
conformations (clivée ou delta) a partir de leur structure native. Ainsi, elles peuvent former
des dimeres résistants en SDS/PAGE.

Les serpines sont généralement des protéines tres instables a I'état natif et ont tendance a
s’assembler bout a bout, par insertion de la boucle du site réactif (RCL, Reactive center Loop)
d’une molécule dans le feuillet B A de la suivante, et a former ainsi de longues chaines

polymériques insolubles et inactives (Gettins, 2002).
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Les différents Westerns blotting réalisés, nous ont permet de mettre en évidence
I’existence d’un polymorphisme conformationnel de la SERPINAS3, soit par la formation de
dimeres (D) ou polymeéres (P), soit par 1’adoption probable de la conformation delta (o)
partiellement clivée ou fort possible la forme latente (L) caractérisée par I’insertion
prématurée du RCL dans le feuillet B A (Chang et Lomas, 1998), son adoption de fagon
spontanée lui permet de prolonger ainsi sa demi-vie (Mushunje et al., 2004). Sur la figure 38,
la fraction 26 issue du pool « H1Q1 » fractionné par la 1°® Q-Sépharose (2.5 x 10 cm) a

révélée I’existence de plusieurs conformeres.

Le changement de conformation, aboutissant a la formation de dimeres est catalysée par
chauffage et par la présence de substances dénaturantes tel que le SDS (Patston et al., 1995 ;
Devlin et al., 2002 ; Chow et al., 2004). Le SDS contribue a la déformation de la molécule en
augmentant I’espace entre les feuillets f ou le RCL est inséré. Quant au chauffage, beaucoup

de serpines humaines montrent une température de fusion (Tm) d’environ 58°C (Dafforn et

al., 1999 ; Pearce et al., 2004 ; 2007).

D’aprés Chow et al. (2004), selon les conditions de formation des dimeres, le complexe
peut étre réversible ou irréversible. La forme active de la SERPINA3 illustrée sur la figure 38
montre une masse de 61 kDa. Nous constatons qu’elle a subit probablement des changements
structuraux provoqués par 1’effet de son environnement lors des différentes manipulations. Le
méme phénomene de dimérisation est observé chez les bovSERPINA3-1 et bovSERPINA3-3
des homologues de la SERPINA3, ou il a été trouvé qu’ils établissent des formes dimériques

de 140 kDa (Tassy et al., 2005) et 150 kDa (Herrera-Mendez, 2006).

Lorsque la bande de 112 kDa de la forme dimérique ou polymérique montrée sur la
figure 37 est évaluée par densitométrie (par le logiciel UN-SCAN-IT gel 6.1), nous
remarquons qu’elle représente environ 69 % de la quantité totale des protéines (SERPINA3)
présentes dans la fraction 26. Un résultat qui corrobore a ce qui a été déja observé pour la
SERPINA1 et SERPINA3 plasmatiques, qui migrent faiblement dans le maillage d’un gel
d’acrylamide a 12 %, en formant des polymeres de haut poids moléculaire (Dafforn et al.,
1999 ; Crowther et al., 2003 ; Dafforn et al., 2004). Ceci est vrai, lorsque la température de
traitement thermique dépasse les 65 °C pour 1'a;-ACT humaine recombinante (Dafforn et al.,
1999 ; Gooptu et al., 2000).

Pour ce qui est des deux autres bandes révélées, elles représentent 13,6 et 17,5 % de la

quantité totale des protéines. Ce déséquilibre formé entre les monomeres et les différentes
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formes peut facilement basculer lors de I’augmentation de la concentration en protéines ou
lors d’un changement de pH. Ainsi, lorsque nous comparons les bandes révélées par d’autres
fractions (figure 37), nous constatons qu’elles n’ont pas polymérisées. Ceci est du peut étre a
la quantité de protéines misent dans les puits du gel (Tassy et al., 2005) ou bien a I’effet du
traitement thermique ou encore a la concentration du détergent (SDS) et le 2-mercaptoéthanol
qui n’ont pas été suffisants pour induire le phénoméne de polymérisation (d’une maniére
générale ’agrégation protéique). Des études in vitro ont montré que le changement du pH
provoque la polymerisation des serpines (Devlin et al., 2002). Enfin, la polymérisation des

serpines peut également entrainer une réduction de ’activité, voir une perte totale d’activité.

D’autre part, nous avons aussi constaté¢ la formation d’un conformere de 56 kDa au-
dessous de la bande de la SERPINA3 présume étre la forme latente (figure 37). Malgré que la
SERPINAS3 latente est déterminée comme composant mineur dans le plasma humain et un
composant major dans le liquide de lavage des poumons chez des patients présentant certaines
serpinopathies (Berman et al., 1986 ; Pearce et al., 2010). Par ailleurs, nous signalons, que les
serpines a leur état latent montrent une différence de masse lorsqu’elles sont comparées a la
forme native, ou un faible poids moléculaire a cet état a été enregistré (Gooptu et al., 2000 ;
Carrell et al., 2008). Ceci est démontré dans notre cas, cependant, nous optons beaucoup plus
a la forme latente qu’au conformere 6, qui est difficile a distinguer sans 1’utilisation de

techniques de pointe tels que les méthodes cristallographiques.
11.4. Electrophorese bidimensionnelle (2DE) du sérum humain

Dans le but de vérifier la présence des SERPINA3 chez I’humain, car le sérum contient
un taux ¢élevé de 1'a;-ACT (Calvin et Price, 1986 ; Whicher et al., 1991), nous avons réalisé
une électrophorese bidimensionnelle (2DE) du sérum humain. Cette derniére est ensuite
analysée par Western blot en utilisant 1’anticorps produit chez le lapin dirigé contre la
SERPINAS. Le résultat original obtenu (figure 39) est un autre élément de preuve en notre
possession montrant un polymorphisme d’inhibiteur dans le sérum humain, dans un intervalle

depH [4-T7].

Le choix de I’intervalle de pH est justifi¢, vu qu’a ce jour, le gradient de pH le plus
employé, immobilisé ou non, est le pH 4 a 7. Tres reproductible et assez tolérant envers la
présence d'impuretés, il couvre en général la majorité des besoins de séparation car la plupart

des protéines d'un extrait brut s'y trouvent représentées. Ainsi beaucoup d'équipes travaillant
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avec la 2DE se sont constituées des bases de données de gels bidimensionnels accessibles sur

internet.

De plus, le gel d’¢électrophorése obtenu dans World-2DE (figure 40), met en évidence
plusieurs isoformes de I’inhibiteur ayant des masses moléculaires qui varient de 57 a 65 kDa.
Un résultat proche de ce dernier a été déja rapporté par Anderson et Anderson (1977) dans un
gel 2DE montrant en moins cing isoformes. Le gel 2DE de la figure 40, nous a permet
notamment de confirmer I’hypothése émise, qu’il existe plus d’un membre de cette serpine du
clade A 3. Chague groupe de méme masse moléculaire se divise en un nombre variable de
spots séparés sur la base de leur pl et correspondent tres vraisemblablement a une méme
protéine avec des degrés de phosphorylation différents. Ceci démontre la trés grande
multiplicité des formes de la SERPINA3 qu'il est possible de rencontrer dans d’autres tissus

ou fluides humains en particulier.

Nous sommes alors confronté a toute une nouvelle famille de SERPINA3
(probablement multi-génique) constituée d’en moins cing membres (d’aprés nos
chromatographies et le gel 2DE révélé par Western blot) et la liste n’est pas exhaustive. Mais,
nous ignorons toute information sur leur structure, fonction et la capacité inhibitrice de
chaque membre. Toutefois, I’amplification par PCR et un sous-clonage moléculaire (analyse
génomique) sont suggérés pour pouvoir identifier I’organisation génomique des geénes de la
SERPINA3 humaine.

En analysant le gel 2DE illustré sur la figure 39 et révélé par Western blotting du sérum
humain, on s’apercoit clairement qu’il existe plus d’un seul membre. Par contre, il montre
I’existence de deux pools majoritaires de spots d’environ 70 kDa et méme un peu plus.
Quelques spots de faible poids moléculaire inférieur a 20 kDa ont été aussi observés. Nous
constatons ainsi, une hétérogénéité (plusieurs especes protéiques de la méme famille) qui est
due au sérum contenant des protéines plus au moins phosphorylées et glycosylées. De plus,
d’autres protéines peuvent étre distinguées aux bordures du gel, ce qui nous laisse suggérer
I’expansion de l’intervalle du pH de la premicere dimension prochainement. Ceci est
nécessaire, pour permettre une vue d’ensemble de toutes les espéces protéiques (glycoformes)
du sérum révélées par 1’anticorps anti-SERPINA3, notamment celles < 20 kDa ou celles se
situant entre 30 et 50 kDa.

Par ailleurs, plusieurs rapports sur la structure primaire de I'a;-ACT déduite a partir des

séquences de I’ADNCc ont été tres ambigus. La séquence de I’ADNCc rapportée par Chandra et
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al. (1983) a été modifiée deux fois (Hill et al., 1984 ; Rubin et al., 1990). Comparant les
séquences obtenues par Chandra et al. (1983) et Bao et al. (1987) a celle de Rubin et al.
(1990), quelques différences majeures se révelent dans la région codante. Ces différences a
I’échelle moléculaire reflétent ainsi la présence de plus d’un seul membre de cette protéine,

confirmant I’hypothése émise.

Ces résultats nous procurent une explication partielle aux difficultés rencontrés lors de
la mise en place du protocole de purification (activité inhibitrice s’étalant sur tout le
chromatogramme). lls expliquent aussi en partie au moins le fait que diverses formes
présentent dans le sérum sont éluées tout au long du gradient de sel y compris lors du lavage
avec 1M, ou méme a 3 M NaCl (Figure 25). Cette observation donne I'impression qu'il existe
un continuum de différentes formes d’a;-ACT porteuses d'un nombre de groupements
phosphoryles croissant. Ces données sont en outre, une preuve que les phosphorylations sont

trés probablement impliquées dans la régulation de l'activité de ces serpines.

Enfin, ces résultats laissent présager d’une manic¢re ou d’une autre I’hypothese émise,
de D’existence de plus d’un seul membre de la SERPINA3 dans le sérum humain, mais fort
probablement toute une famille multi-génique complexe. Toutefois, un polymorphisme
protéique de I'a;-ACT vient d’étre révélé, en se basant sur les résultats des immunoblotting,
chromatogrammes et gels d’électrophorése 2DE obtenus. Néanmoins, a 1’heure actuelle, ces

variations observées en fonction des techniques exploitées demeurent non comprises.
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I11. Identité et caractérisation des propriétés physicochimiques et inhibitrices de la
SERPINA3 humaine purifiée

I11.1. Détermination de la masse moléculaire

Les modifications chimiques covalentes par fixation de groupements glycosylés sur les
résidus asparagine (N-glycosylation) le plus souvent ou sur les résidus sérine ou thréonine (O-
glycosylation) (Haltiwanger et Lowe, 2004) ou encore de groupements phosphore sur des
résidus tyrosine ou sérine sont appelées modifications post-traductionnelles (MPT). Les MPT
incluent 1’agrégation des protéines, 1’oxydation des méthionines, la désamination de
I’asparagine et dans une moindre mesure celle de la glutamine, 1’ajout de lipides, la

protéolyse, la glycosylation et la sulfatation des protéines (Walsh et Jefferis, 2006).

La glycosylation est alors I'une des MPT la plus répandue. Elle modifie les propriétés
physico-chimiques des protéines (solubilité, stabilité et conformation). Les oligosaccharides
sont fixés par liaison covalente sur la protéine. Certaines séquences peptidiques particulieres
sur la protéine semblent favoriser les glycosylations, elles sont appelées séquences consensus.
Quant aux serpines, au niveau structural, leur majorité sont des glycoprotéines contenant un

ou plusieurs oligosaccharides (Silverman et al., 2001).

Nous avons déterminée la masse moléculaire de la SERPINA3 humaine par méthode
électrophorétique en conditions dénaturantes sur un gel de polyacrylamide a 12 %.
L’estimation est réalisée en utilisant des protéines recombinantes étalons dont les masses
moléculaires varient de 10 kDa a 250 kDa (voir Matériel et Méthodes) et en comparant le

déplacement relatif des inhibiteurs purifiés avec ces protéines de référence.

Nous pouvons ainsi tracer une courbe du déplacement relatif de chacune de ces
protéines en fonction de leur masse moléculaire (figure 41). L’équation de la droite permet

ensuite de calculer la masse moléculaire des inhibiteurs purifiés.

L’analyse électrophorétique en conditions dénaturantes des serpines A3 purifiées, a
montrée la présence de plusieurs protéines qui migrent difféeremment méme qu’elles sont
présumées avoir des masses proches. Nous révelons par exemple une bande a 63 kDa et une
bande a 51 kDa respectivement pour les deux fractions 12 et 13 (figure 32). Nous avons
choisit a titre d’exemple ces deux fractions, et les valeurs obtenues indiquent que les
inhibiteurs purifiés sont des serpines glycosylées. Cette constatation est vraie, si nous les

comparons au poids moléculaire théorique calculé ou a celui de I’a;-ACT recombinante du
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commerce (produite chez les procaryotes) de ~48kDa, qu’il soit par certaines é¢tudes (Chandra
et al., 1983 ; Rubin et al., 1990) ou par I’interrogation des bases de données protéiques

(Uniprot par exemple).

L’analyse par SDS/PAGE a aussi montrée pour certaines fractions (26, 28, 30 et os-
ACT) chargées dans les puits, un poids moléculaire de 112 kDa (figure 28). En revanche,
seulement deux bandes ont été obtenues dans des conditions non dénaturantes pour d’autres
fractions. De plus, d’autres bandes de faibles poids moléculaires sont déterminées aussi dans
d’autres gels, pour les fractions 43 et 12 révélées par Western blot (figure 37). Enfin, le poids
moléculaire moyen déterminé pour la SERPINA3 native dans I’ensemble des gels et Western

blot réalisés au cours de notre étude est de 61 + 4 kDa.

I11.2. Identité de I’inhibiteur par Western blot avec I’anticorps polyclonal dirigé

contre la serpine bovine présentant 75 % d’identité

Afin de visualiser les différentes formes de la SERPINA3 humaine purifiées du serum
Stdf, nous avons utilisé la technique d’immunodétection par Western blotting aprés une SDS-
PAGE. En utilisant cette technique, nous avons testé quelques fractions ayant des activités

inhibitrices importantes et éluées durant les différentes étapes chromatographiques.

Cette technique, plus lourde a mettre en ceuvre que la précédente, permet de caractériser
plus précisément la spécificité des anticorps. La séparation des protéines sur gel de
polyacrylamide, suivie du transfert de celles-ci sur une membrane PVDF permet de détecter
des quantités tres faibles de protéines, de Iordre du nanogramme. A la différence de la
précédente technique, celle-ci est basée sur la spécificité (reconnaissance) d’un anticorps

dirigé contre la protéine cible ou d’intérét.

L’anticorps anti-BovSERPINAS utilisé, fait chez le lapin a été produit contre certaines
isoformes de la famille des serpines A3 bovines et présentant 75 % d’identité contre la
SERPINA3 humaine comme décrit par Dutaud et al. (2002). La spécificité de I’anticorps
polyclonal dirigé contre la SERPINA3 bovine et exploité dans le cadre de ce travail, a été
analysé en utilisant les différentes fractions inhibitrices purifiées. L’anticorps a été utilisé a

une dilution de 1: 500 dans 1’ensemble des tests.

Les résultats des analyses avec 1’anticorps anti-SERPINA3 bovine sont présentés sur les
figures 24C, 26B, 28B, 32 et 35. Les résultats obtenus par Western-blot montrent que

I’anticorps révéle différentes bandes, suggérant de grandes similitudes de séquences avec les
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serpines A3 bovines. Il semble que la protéine majoritaire (SERPINA3) qui est reconnue dans
certaines fractions n’est plus présente dans d’autres fractions puisqu’on ne retrouve pas les
mémes protéines avec les mémes masses. C’est grace a ces analyses d’immunodétection que
nous avons montré 1’existence de plusieurs formes de I’inhibiteur purifié. Ceci a été¢ déja

discute ci-dessus, notamment dans la partie du polymorphisme protéique et conformationnel.

Les protéines du sérum humain ont été aussi séparées, premiérement en fonction de leur
potentiel isoélectrique puis en fonction de leur masse moléculaire puis une immunodétection a
été réalisée en utilisant le méme anticorps polyclonal dirigé contre la SERPINA3 bovine.

L’analyse avec cet anticorps a été représentée a la figure 39.

L’anticorps a révélé plusieurs groupes de spots avec des pl compris entre 4,8 et 7,0. Sur
la base de la masse moléculaire nous distinguons clairement quatre groupes de spot. Chaque
groupe de méme masse moléculaire se divise en un nombre variable de spots séparés sur la
base de leur pl et correspondant trés vraisemblablement & une méme protéine avec des degrés

de phosphorylation, de glycosylation, ou de sialylation différents.

Ceci démontre la trés grande multiplicité des formes de serpines A3 qu'il est possible de
rencontrer dans les tissus humains et dans le sérum en particulier. Ces résultats nous élucident
en partie au moins le fait que diverses formes présentent dans le sérum sont éluées tout au
long du chromatogramme et notamment au gradient de sel y compris lors du lavage avec 1 M
NaCl.

111.3. Identité par spectrométrie de masse

Pour connaitre I'identité d'une protéine donnée, plusieurs possibilités s'offrent a nous. Si
nous excluons les protocoles de purification biochimiques, longs et fastidieux, et que nous
nous intéressons a des protéines issues simplement d'une séparation sur gel d’acrylamide,
deux techniques principales sont disponibles. Le micro-séquencage selon la méthode d'Edman
et la recherche d'empreinte peptidique par spectrométrie de masse.

La premiére methode permet de séquencer une protéine entiére mais elle est tres
gourmande en échantillon et en réactif. La seconde, est trés largement utilisée dans divers
domaines. Elle autorise la mesure précise de masses moléculaires, c’est donc l'orientation que

nous avons choisie car plus appropriée dans le cadre de I'identification de protéines.
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Pour confirmer I’identité de la SERPINA3 purifiée et identifiée dans certaines bandes
par immunoblotting, la bande protéique est excisée du gel coloré au nitrate d’argent ou au
bleu de Coomassie R250, puis soumise a la digestion trypsique et le mélange a été analysé
ensuite par MALDI-TOF/MS. L’empreinte peptidique massique illustrée sur la figure 42 (A)
de I’une des bandes identifiée, montre que les peptides produits se sont assortis intensivement
avec la séquence de 1I’a;-ACT. Les 12 peptides identifiés couvrent environ 37 % de la
séquence totale et 39 % de la protéine mature. De ces derniers, sept peptides identifiés se sont
assortis avec la région C-terminale de la protéine, y compris une grande partie de la boucle

383 et Ser384

réactive (RCL) et le site de clivage P1-P1’ (entre Leu ) indiqué sur la figure 42 (B)
par une fleche dans la séquence soulignée (P15-P15”) du RCL (Gettins, 2002). Le reste des
peptides ont été localisés dans le second tiers de la séquence (centre de la séquence) et un seul

peptide dans le premier tiers (séquence N-terminale) (Figure 42 A).

En outre, la glycosylation, la phosphorylation ou la sialylation de la protéine expliquent
probablement la différence de la masse moléculaire indiquée pour la protéine purifiée sur le
gel SDS/PAGE de 61 kDa (masse moyenne) par rapport a celle de la séquence d’acides
aminés calculé de 47,621 kDa. Ceci, a impliqué un changement structurel de la protéine en
apportant probablement des modifications en termes de solubilité, charge électrique, masse,
taille et viscosité. Par exemple, 1’addition d’acide sialique n’augmente pas seulement la taille

et la masse de la protéine mais modifie également sa charge et sa solubilité.

Apres avoir identifié la sequence de la SERPINA3 humaine, nous avons réalisé un
algorithme d’alignement multiple (figure 43) des séquences protéiques de la famille des
serpines A3 bovines (bovSERPINA3-1 — A3-8) (Pélissier et al., 2008) et humaine par
I’algorithme de ClustalW2. Nous constatons a partir de 1’arbre phylogénétique (figure 44)
déduit du précédent alignement, que la SERPINA3 humaine présente une identité élevée avec
les deux serpines homologues bovSERPINA3-7 et A3-8, tout en formant un clade & part
possedant les mémes distances. Nous avons trouvé que I’a;-ACT possede une homologie de
séquence de 62 et 64 % d’identité avec les deux serpines bovines bovSERPINA3-7 et A3-8
respectivement. De plus, elle possede des caractéristiques qui la laissent figurer parmi les
endopines 1B, ancienne nomenclature utilisée pour désigner les SERPINA3 isolé du muscle
bovin (Tassy et al., 2005 ; Herrera-Mendez et al., 2006a). Par ailleurs, les valeurs d’identité
les plus basses ont été trouvées avec les bovSERPINA3-4 et A3-3 avec 56,7 % et 56,9 %

d’identité respectivement.
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Des différences principales (31 % de similitude) entre les séquences primaires ont été
trouvées dans la boucle réactive (RCL) contenant I’emplacement réactif P1-P1’ responsable
de la specificité de la serpine. En outre, nous avons réalisé un alignement de quelques boucles
réactives (figure 45), en choisissant la SERPINA3 humaine, les deux serpines bovines les plus
homologues (bovSERPINA3-7 et A3-8), ainsi que la SERPINAL et SERPINAS8. Ceci a été
réalisé pour pouvoir indiquer 1’identité inhibitrice de notre inhibiteur. Mais aussi pour montrer
la différence qui peut exister entre les serpines inhibitrices (notre inhibiteur) et les serpines
non inhibitrices d’une part, et de caractériser la similitude avec les deux serpines bovines.
D’apreés la figure 45, notre inhibiteur détient une fonction inhibitrice en possédant un résidu
caractéristique de thréonine (T) conservé a la position P14 dans la partie C-terminale du RCL.
Naturellement, les serpines non inhibitrices tel que la SERPINA8 (Angiotensinogéne) qui a
été rajoutée a titre comparatif possedent un arginine (R) a cette position. Le méme alignement
réalisé (figure 45) entre la SERPINA3 humaine et bovSERPINA3-7 et A3-8 montre 36,66 %
de similitude dans leur RCL.

I11.4. Propriétés inhibitrices de la serpine purifiée vs certaines peptidases a sérine

En raison des contraintes de temps et de 1’impossibilité de purifier et de caractériser
correctement I’ensemble des différentes glycoformes de la famille des SERPINA3 humaines
évoquées ci-dessus, 1’étude de la relation entre le profil de glycosylation de ces serpines et
leur efficacité inhibitrice demeure encore inconnue. Pour cela, nous avons considéré durant
cette étude et comme seule forme, la SERPINA3 humaine identifiée en interrogeant les bases
de données. Méme qu’il a été déja rapporté que la glycosylation pour 1’a;-ACT recombinante
produite chez les procaryotes, n’est pas essentielle pour son activité inhibitrice (Rubin et al.,
1990). Cependant, nous ne possédons pas assez d’informations sur les autres membres

constituant cette famille complexe d’inhibiteurs.

Pour tester si 1’a;-ACT purifiée conserve son activité inhibitrice, elle a été testée pour sa
capacité inhibitrice contre la chymotrypsine. Différentes quantités de la serpine purifiée ont
été alors incubées avec 5 nM de la chymotrypsine bovine. Ainsi, la caractérisation inhibitrice
vis-a-vis d’autres peptidases a sérine a été réalisée, en ciblant deux autres enzymes a savoir, la
trypsine pancréatique bovine et 1’¢lastase du leucocyte humain (HLE, pour Human Leucocyte
Elastase). Pour I’affinité enzymatique de I’inhibiteur purifié¢, des fractions seules ou en
mélange contenant la SERPINA3 humaine ont été testées. Le test d’inhibition est effectué

selon une gamme de concentration, en incubant une quantité d’enzyme constante [E] avec
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différentes quantités (volume) d’inhibiteur [I] (voir détails dans la partie Matériel et
Meéthodes). L’activité résiduelle de I’enzyme est ensuite exprimée en pourcentage par rapport
a un témoin incubé dans les mémes conditions, mais dans lequel le volume de la solution
inhibitrice a tester est remplacé par la méme quantité du tampon respectif a I’enzyme testée.
Les résultats illustrés sous forme de courbes d’activités résiduelles sont rapportés dans des
figures séparées (figure 46). Les résultats sont exprimés en moyennes pour 1’ensemble des

fractions testées avec les différentes peptidases testées.

Signalons que les peptidases a sérine catalysent le clivage des liaisons peptidiques apres
le résidu « Ser ou S » (Hedstrom, 2002) et utilisent différentes stratégies pour générer une
attaque nucléophilique dans le site du clivage du peptide cible (Chapman et al., 1997). Le site
du clivage de la peptidase est généralement utilisé pour prédire le profil d’inhibition d’une
serpine. Ainsi, les peptidases a sérine peuvent étre subdivisées en groupes basés sur leur
spécificité au substrat. Les chymotrypsine-like qui clivent aprés des résidus non polaire et
aromatique comme la Leu ou Phe. Les trypsine-like ont une préférence aux résidus chargés et
basiques tel que I’Arg et Lys, alors que 1’¢lastase a une affinité aux petits résidus non polaire
comme 1’Ala et Val et peut notamment cliver aprés des résidus polaire de Met et Cys (Perona

et Craik, 1995 ; Hedstrom, 2002).

Les différents résultats obtenus concernant les tests d’inhibitions des différentes
peptidases a sérine testées, ont montré une forte et unique inhibition pour la chymotrypsine.
Alors que les deux autres peptidases : la trypsine et 1’élastase n’ont pas été inhibées. Ces
résultats corroborent a ceux rapportés par certains auteurs. Ces derniers ont trouvé que 1’oy-
ACT humaine inhibe et forme des complexes stables avec la chymotrypsine pancréatique et la
chymotrypsine des cellules mastocytes (Travis et al., 1978 ; Beatty et al., 1980 ; Mast et al,
1991 ; Lomas et al., 1995b). Tandis que, aucune inhibition de la trypsine pancréatique ou de
1’¢élastase ne peut étre démontrée (Lomas et al., 1995b ; Travis et Salvesen, 1983).

Sur la figure 46 (A), nous constatons que la courbe d’inhibition de la chymotrypsine
forme une ligne de régression droite jusqu’a 4 ul de SERPINA3 rajoutée. A ce méme volume
de SERPINA3, environ 75 % de P’activité de la chymotrypsine est perdue. Ce résultat se
compare favorablement a ceux obtenus par différents auteurs en utilisant des protocoles de
purification (cités dans Matériel et Méthodes) différents au notre (Abdullah et al., 1983 ; Frost
et al., 1997 ; Manolov et al. 2008). Puis la courbe continue a chuter progressivement pour

former un palier qui se stabilise a 20 % de I’activité résiduelle, représentant 81 % d’inhibition
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pour un volume de 40 pl (figure 47-E). Tandis que, nous n’avons pas enregistré une perte
d’activité > 81%. Cela est du probablement a la dissociation spontanée (vu que nous avons
travaillé a température ambiante) du complexe SERPINA3/chymotrypsine (voir détails sur la
figure 15) lorsque le mélange est réalisé en présence d’un excés d’inhibiteur (Laine et al.,
1984). Probablement, 1’enzyme se recycle aprés dissociation, puis elle devient capable a
s’attacher de nouveau sur une autre molécule de I’inhibiteur libre (voir schéma illustré sur la
figure 15). Ce méme phénoméne de dissociation avec un recyclage de I’enzyme, a été déja
décrit pour le complexe SERPINC1 (AT-III)-trypsine (Wong et al., 1982). Par ailleurs, si
nous comparons nos résultats aux bovSERPINAS, nous constatons que ces derniéres affectent
modérément ’activité de la chymotrypsine (Tassy et al.,2005). Quoique peu d’informations
soient aujourd’hui connues sur ses fonctions physiologiques, I’a;-ACT humaine est reconnue
étre un inhibiteur des peptidases de type chymotrypsine-like, spécifiquement la cathepsine G
et la chymase (Beatty et al., 1980 ; Reilly et al., 1982 ; Travis et Salvesen, 1983). Néanmoins,
le mécanisme d’action est similaire a celui des autres serpines déja décrit, et I’a;-ACT forme

en principe des complexes équimolaires avec ses peptidases cibles.

En outre, les résultats obtenus pour la trypsine et 1’élastase confirment ce qui a été déja
rapporté (Travis et al., 1978). Nous n’avons pas obtenu d’inhibition pour la trypsine (figure
46 B et E), un résultat attendu, sauf une légére perte d’activité qui est dii probablement a une
infime contamination par D’o;-AT. Quant a 1’élastase du leucocyte humain, une faible
inhibition ou perte d’activité de 20 % est enregistrée (figure 46-C). Un tel résultat n’est pas
vraiment représentatif, mais, il nous oriente aussi a penser au rapport enzyme/inhibiteur (E/I),
qui peut dans de ce cas influencer probablement I’effet d’inhibition. Signalons qu’il a été déja
rapporté dans plusieurs travaux pour certains couples de peptidases/serpines, que le rapport
E/I doit étre trés élevé (largement > 3) pour avoir une inhibition (Bjork et Fish, 1982 ; Rubin
et al., 1990). Néanmoins, une légére inhibition de 1’élastase du neutrophile humain et
pancréatique porcine est enregistrée en augmentant les rapports E/I (Rubin et al., 1990, Frost
et al.,1997). Cependant, une autre etude réalisée par Davril et al, (1987), a montrée que
I’inhibiteur est capable d’inhiber 1’¢lastase 2 du pancréas humain par un rapport équimolaire
(1:1, entre E/I). Un tel résultat n’est pas supporté par plusieurs auteurs, ou nous ne trouvons

presque pas des articles confirmant cette fonction anti-élastase chez 1’a;-ACT

Enfin, lorsqu’on se compare aux résultats obtenus pour les bovSERPINA3 (leur
homologues isolés du muscle bovin), ces derniéres par contre inhibent fortement la trypsine et

I’élastase du leucocyte humain (Tassy et al., 2005).
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IV.Implication probable de la SERPINA3 dans la régulation de I’apoptose et

conséquences
IV.1. Inhibition de la peptidase apoptogéne « caspase 3 »

Les peptidases a cystéine peuvent étre regroupées en deux groupes, la famille des
caspases et la famille des papaines-like (Chapman et al., 1997). Celles du premier clivent
leurs substrats apres le résidu « Asp ou D » et participent a une des distinctes voies :
I’activation des cytokines proinflammatoires et I’initiation de la mort cellulaire par apoptose
(Salvesen et Dixit, 1997). Bien que les serpines soient, en premier lieu, des inhibiteurs de
peptidases a sérine, certaines sont également capables d’inhiber les peptidases a cystéine. Ce
phénomeéne est décrit sous le terme d’inhibition croisée ou « cross-class inhibition », qui a été
déja élucidé par plusieurs études (Schick et al., 1998a ; Hwang et al., 2002 ; Hwang et al.,
2005 ; Herrera-Mendez et al., 2009).

L’a;-ACT a été largement étudiée pour ses propriétés biochimiques comme étant un
inhibiteur de sérine peptidases, néanmoins certaines autres fonctions au niveau de 1’organisme
peuvent étre rencontrées. Il est aussi connu qu’elle est impliquée dans plusieurs autres
processus, quoique son role et importance dans certaines circonstances particuliéres n’est pas
tout a fait claire. En ce qui est de sa capacité inhibitrice des peptidases a cystéine, peu de
peptidases cibles sont connues. A 1’exception de 1’inhibition de la Prohormone Thiol Protéase
(PTP) (Hook et al., 1993) et de la staphopaine C (Wladyka et al., 2011), notre étude est la
premiére a démontrer une inhibition croisée exprimée pour la caspase 3 (cystéine peptidase)
par la SERPINA3 humaine (figure 46 D et E). Tandis que, I’inhibition des caspases
initiatrices et exécutrices par les SERPINA3 bovines (A3-1 et A3-3) a été trés récemment
démontrée (Herrera-Mendez et al., 2009). Cette derniére étude s’ajoute a la seule serpine
connue pour sa capacité a inhiber spécifiquement les caspases et qui est une serpine d’origine
virale dénommée CrmA pour Cytokine Response Modifier A (Ray et al., 1992). Nonobstant,

peu de serpines ont été rapportées a inhiber les caspases jusqu’a ce jour.

Quant aux cellules de mammiferes, les seuls inhibiteurs connus des caspases font tous
partie de la famille des inhibiteurs d’apoptose ou IAP pour Inhibitor of Apoptosis Proteins. En
fait, il ne s’agit pas de véritables inhibiteurs puisqu’ils n’interagissent pas, comme le font tous
les inhibiteurs de peptidases connus a ce jour, avec les acides aminés responsables de la
catalyse de I’hydrolyse des liaisons peptidiques et situées dans le site actif des enzymes

(figure 47).
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De plus, au cours du processus apoptotique, les mitochondries vont subir des altérations
profondes et libérer dans le cytosol, des IAP qui vont dissocier les complexes caspases/IAP
déja formés. Ceci rend peut-étre le systéme IAP moins efficace dans 1’inhibition de 1’apoptose
ou d’une inflammation déclarée. Tandis que, l'inhibition irréversible et le changement de
conformation des protéines associées dans le complexe (peptidase/serpine) permet une
régulation trés fine des peptidases et de ce fait pourrait offrir un avantage sélectif aux serpines
(Huntington, 2006). Ainsi, ceci nous incite a chercher d’autres inhibiteurs (de type serpine)

potentiels et efficaces in vivo des caspases.

Si nous nous intéressons au processus de mort cellulaire par apoptose, nous pouvons
ainsi essayer de préciser le r6le potentiel de ces derniéres dans I’apoptose, en testant
I’évolution de leur activité enzymatique en présence de notre inhibiteur. Les résultats illustrés
sur les figures 46 D et E montrent bien une perte d’activité de la caspase 3, une peptidase
apoptogene exécutrice d’apoptose. La courbe de I’activité résiduelle (figure 46 D) chute en
suivant une ligne droite dés ’ajout de 10 ul de la fraction inhibitrice de la SERPINA3, en
gardant pres de 70 % de son activité, puis trois arcs de régression (I, Il et I11) se distinguent
sur la courbe, chacun caractérisé par une inhibition progressive jusqu’a la fin de la courbe. Au
dernier point de la gamme, 220 pl de I’inhibiteur sont additionnés et on constate que
I’inhibiteur ne conserve que 42 % de son activité. D’aprées ’allure de la courbe, on conclut
que la balance SERPINA3/caspase 3 n’est pas suffisante pour induire une inhibition totale de
la caspase 3. De plus, pour atteindre une inhibition de 50 %, un volume de 200 pl en
inhibiteur est nécessaire. Probablement, la molarité de la caspase 3 préparée (5 nM) était tres
élevée, et une concentration de 2 nM sera peut étre plus adéquate pour mieux vérifier
I’efficacité inhibitrice par la SERPINA3 en utilisant la méme gamme. Par ailleurs, sur la
figure 46 (E) nous distinguons deux histogrammes montrant 1’inhibition de la caspase 3 a
deux différents volumes. Le premier volume a 40 pl de SERPINA3 comparable a la méme
gamme des peptidases a sérine testées et le second a 220 pl, représentant le volume maximal
gue nous pouvons rajouter dans le puits de la microplaque de 96 puits pour mesurer I’activité

enzymatique de la caspase3.

En outre, il est connu que la boucle d’inhibition (RCL) joue un réle central dans les
interactions serpine-peptidases. En plus, la longueur de la séquence du RCL est critique pour
produire la tension correcte pour enlever le résidu cystéine actif dans la triade catalytique de

la peptidase apoptogene. Cependant, la longueur accrue du RCL diminue la force exercée sur
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le résidu actif et une perte d'inhibition de cette derniére (Zhou et al., 2001 ; Gettins, 2002a).
Cette constatation peut étre la raison de la faible inhibition caspasique obtenue.

En plus de ce que nous avons développé, il a été rapporté que la séquence du RCL
englobe environ 17 résidus d’acides aminés (Gettins, 2002a) a partir du pont de clivage
(figure 42-B). Tandis que, nous constatons quelques exceptions, en comparant la séquence du
RCL de I’a;-ACT a ce qui a été décrit pour les serpines pour inhiber la caspase 3 dans notre
cas. Ainsi, la question qui se pose, quel est le résidu P1 cible de cette peptidase ? Alors qu’en
regardant dans la partie C-terminale du RCL de la SERPINA3 (figure 42-B), uniquement un
seul résidu d’aspartate « Asp ou D » (en vert et souligné en noir) situé¢ a P24’ selon Schechter
et Berger (1967) est distingué. Pour répondre a la loi des serpines, il doit étre accepté que les
caspases puissent cliver aprés d’autres résidus que celui d’Asp, une propriété qui n’a jamais
été démontrée pour les caspases. La méme question a été déja posée et rapportée pour les
bovSERPINA3-1 et A3-3 (Herrera-Mendez et al., 2009). De plus, le résidu D se situe dans la
méme position que les bovSERPINA3 lorsque un alignement multiple est réalisé (figure 43),
a I’exception de la bovSERPINA3-7 qui possede un résidu « Glu ou E ». Toutefois, une
clarification de ce résultat inhabituel exige d’autres investigations plus détaillées, et
probablement 1’analyse cristallographique aux rayons X (X-ray analysis) de la structure native

de la serpine et en complexe avec la caspase éclaircira le probléme.
IV.2. Implication des SERPINA3 humaines dans le processus apoptotique

Selon la nature du stimulus qui déclenche la mort cellulaire par apoptose, on distingue
deux voies d’activation de ce processus : la voie extrinséque et la voie intrinseque (figure 05
et 47). Dans la premiere voie, le stimulus déclencheur de 1’apoptose est d’origine
extracellulaire. Il s’agit d’un ligand qui va venir se fixer sur le récepteur de mort (Death
Receptor). La fixation de ce ligand au récepteur va déclencher I’activation des complexes
transmembranaires capables d’activer les procaspases initiatrices (caspases 8 et 10) en
caspases actives qui vont, a leur tour, activer, par protéolyse ménagée, les procaspases
effectrices (caspase 3, 6 et 7) en caspases actives. Ces derniéres vont ensuite initier la

dégradation des structures cellulaires et la mort de la cellule (Ouali et al., 2006a).

Alors que la seconde voie est déclenchée par la cellule elle-méme lorsque celle-ci se
trouve dans des conditions difficiles de survie et ou la mort cellulaire est la seule
échappatoire. L’initiation du processus est le résultat d’une altération profonde des

mitochondries qui vont libérer des activateurs d’apoptose similaires a ceux qui interviennent

107



Résultats et discussion

dans la voie extrinseque. C’est le cas en particulier du cytochrome c qui est indispensable a la
formation de I’apoptosome (complexe impliquant le Cyt C, I’Apaf-1 (Apoptose Activating
Factor-1) et la procaspase 9) et d’autres constituants a activité proapoptotique. Une fois
activée, la caspase 9 va a son tour activer les procaspases executrices en caspases actives
(Ouali et al., 2006a).

Comme cela est indiqué sur la figure 47, la SERPINA3 va s’intercaler probablement a
tous les stades du processus en participant au contrble des activités des caspases initiatrices
(caspases 8, 9 et 10) et des caspases exécutrices (caspases 3 en particulier, 6 et 7). Leur
aptitude a inhiber de facon pseudo-irréversible les caspases va en faire des acteurs de tout
premier plan pour bloquer le processus apoptotique et, par voie de conséquence, elles peuvent
jouer un role important dans les processus de cancérisation qui ont en commun,
I’immortalisation et la prolifération rapide des cellules malignes. Méme si I’inhibition de
toutes les caspases par les SERPINA3s ne soit pas encore démontrée, il est probable que, du
fait du polymorphisme observé au sein de ce groupe de serpines (résultats présentés ci-
dessus), 'un ou D'autre des différents membres de cette famille auront la possibilité

d’inactiver I’une ou 1’autre des caspases.
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Conclusion générale

Ce travail avait pour objectif la purification et la caractérisation d’un inhibiteur de
sérine et cystéine peptidases du clade A3 des serpines, la SERPINA3, présumée étre un
inhibiteur spécifique de la peptidase apoptogéne, la caspase 3, en comparaison a son
homologue bovin, bovSERPINA3. Pour ce faire, nous avons développé un nouveau
protocole de purification a partir du sérum humain. Le protocole débute par une premiére
étape de fractionnement afin d’obtenir une fraction enrichie en SERPINA3 (a;-ACT) par
précipitation au sulfate d’ammonium entre 50 et 80 % de saturation, suivi d’une série de
quatre étapes chromatographiques. Ces dernieres ont été réalisées sur deux supports
chromatographiques, le Cibacron Blue F3G-A et un ammonium quaternaire fixés sur deux
colonnes respectives, la HiTrap Bleu 5 ml HP et la Q-Sépharose FF. Enfin, le protocole de
purification décrit, nous a permis d’obtenir notre inhibiteur sous sa forme active, révélant

ainsi des bandes variable de 61 + 4 kDa par une SDS-PAGE sur un gel d’acrylamide a 12%.

De plus, nous avons montré pour la premiére fois, I’existence de plusieurs isoformes
ou glycoformes de la SERPINA3 dans le sérum humain. Ceci est obtenu, méme que le
polymorphisme protéique de la SERPINA3 semble étre tissu spécifiqgue pour certains
auteurs ou en association a quelques résidus de sa séquence peptidique pour d’autres.
Aujourd’hui, nous venons de mettre en évidence a travers cette étude que I’inhibiteur
englobe possiblement toute une famille multi-génique. En outre, le profil des activités
inhibitrices obtenu apreés une chromatographie d’affinité montre que ’effet inhibiteur des
différentes formes éluées est variable et s’étalent sur I’ensemble du chromatogramme. Ainsi,
la réalisation d’une chromatographie échangeuse d’anions, a permet de confirmer et de

caractériser en moins cing isoformes inhibitrices de la protéine.

Pour mieux caractériser ces différentes isoformes, nous avons fait recours a des
techniques électrophorétique et immunochimique par western blot. Les poids moléculaires
calculés pour les protéines sur la base de leur profil électrophorétique et surtout celles
révélées par immunoblotting, varient de 57 a 65 kDa. Ces variations se confirment fort
possiblement par la différence de glycosylation de la protéine, dont 25 a 26% de sa masse
sont occupés par des hydrates de carbone de type N-glycannes. Les différents Westerns
blotting réalisés, nous ont aussi permet de mettre en évidence I’existence d’un
polymorphisme conformationnel de la SERPINAS3, soit par la formation de diméres ou
polymeres, soit par I’adoption probable de la conformation delta ou fort probable la forme
latente (composant mineur dans le sérum humain) caractérisée par 1’insertion prématurée du
RCL dans le feuillet B A.
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Le gel 2DE révélé par I’anticorps anti-bovSERPINAS3, nous a permet notamment de
confirmer 1’hypothése émise, qu’il existe plus d’un membre de cette serpine du clade A3.
Chaque groupe de méme masse moléculaire se divise en un nombre variable de spots
séparés sur la base de leur pl et correspondent trés vraisemblablement a une méme protéine
avec des degrés de phosphorylation et/ou de glycosylation différents. Tandis que, nous
ignorons toute information sur leur structure, fonction et la capacité inhibitrice de chaque
membre. Toutefois, 1’amplification par PCR et un sous-clonage moléculaire sont suggéres
pour pouvoir identifier I’organisation génomique des genes de la SERPINA3 humaine.
Néanmoins, a I’heure actuelle, ces variations observées en fonction des techniques
exploitées demeurent non comprises. Alors que, la spécificité de I’anticorps polyclonal
dirigé contre les bovSERPINAZ et testé contre les différentes fractions inhibitrices purifiées

confirme 1’identité des inhibiteurs et leur appartenance aux serpines du clade A3.

Nous avons aussi réalisé une spectrométrie de masse sur MALDI-TOF et LC-MS/MS
et I’empreinte peptidique massique montre que les peptides produits se sont assortis
intensivement avec la séquence de 1’a;-ACT. Les 12 peptides identifiés couvrent environ
37% de la séquence totale et 39 % de la protéine mature. Ainsi, I’arbre phylogénétique
obtenu aprées un alignement multiple sur ClustalW2 montre que la SERPINA3 humaine
présente une identité élevée (62 et 64 %) avec les deux serpines homologues

bovSERPINA3-7 et A3-8 respectivement, et qui sont englobées dans un méme clade.

L’activité inhibitrice de nos inhibiteurs contre les peptidases a sérine, ont montré une
forte et unique inhibition pour la chymotrypsine. Alors que les deux autres peptidases
testées, la trypsine et 1’élastase n’ont pas été inhibées. Ces résultats corroborent a ceux
rapportés par plusieurs auteurs. Cependant, lorsque nos résultats sont comparés aux résultats
obtenus sur leur homologues bovin (bovSERPINA3), ces derniéres en revanche inhibent

fortement la trypsine et I’élastase du leucocyte humain (Tassy et al., 2005).

En ce qui est de sa capacité inhibitrice des peptidases a cystéine, peu de peptidases
cibles sont connues. A 1’exception de ’inhibition de la Prohormone Thiol Protéase (PTP)
(Hook et al., 1993) et de la staphopaine C (Wladyka et al., 2011), notre étude est la seule a
démontrer une inhibition croisée exprimée pour la caspase 3 par la SERPINA3 humaine.
Tandis que, I’inhibition des caspases initiatrices et exécutrices par leur homologues bovin
(bovSERPINAS3-1 et A3-3) a été tres recemment déemontrée (Herrera-Mendez et al., 2009).

Cette derniére étude s’ajoute a la seule serpine connue pour sa capacité a inhiber
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spécifiquement les caspases et qui est une serpine d’origine virale dénommée CrmA pour

Cytokine Response Modifier A (Ray et al., 1992).

Pour conclure, méme si les résultats obtenus lors de cette étude suggérent que la
SERPINA3 humaine peut inhiber la caspase 3, il apparait qu’elle ne semble pas aussi
efficace que les SERPINAS3 bovines a inhiber la caspase 3 ou ces dernicres I’inhibent trés
fortement (> 90 %). Néanmoins, 1’hypothése de I’implication de la SERPINA3 humaine
dans la mort cellulaire programmée n’est pas a exclure et comme il a été indique, la
SERPINA3 va s’intercaler probablement a tous les stades du processus en participant au

contrble des activités caspasiques.

Cette étude ouvre la porte a d’autres études complémentaires visant la recherche
d’autres serpines inhibitrices des caspases chez I’homme et leur identification. Des serpines
pouvant étre du clade A3 (des isoformes de la SERPINA3 fortement inhibitrices de la
caspase 3) ou non, notamment avec les récents résultats obtenus au laboratoire lors de mon
dernier séjour ou les activités inhibitrices anti-caspase 3 et anti-chymotrypsine testées ont
I’air d’étre trés opposantes apres un fractionnement sur une colonne échangeuse d’anions
(figure 48). Nous remarquons bien, qu’apres 1’¢élution du grand pic ayant Dactivité
antichymotrypsine, c’est 1’activité anti-caspase 3 qui s’installe. Concernant I’identité¢ de
I’inhibiteur incriminé des études en cours sont misent en place. En outre, la réalisation des
constantes d’associations et la formation des complexes avec les différentes peptidases déja
testées (sérine et cystéine peptidases) est 'une des priorités que nous envisageons dans

[’avenir.

Enfin, la nécessité de produire cette protéine par génie génétique chez un
microorganisme eucaryote afin de comprendre son mécanisme d’action sur les caspases,
enzymes polymérique est envisageable dans I’avenir. De plus, la production de la
SERPINA3 humaine recombinante est indispensable pour servir d’étalon a un dosage
sanguin ou tissulaire par un test ELISA. Cette derniere constituera un étalon de choix

indispensable pour ces dosages.
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Résumé

La SERPINA3 ou I’az-antichymotrypsine, est une glycoprotéine de la superfamille des
serpines du groupe fonctionnel des inhibiteurs de peptidases de type seérine et cystéine. In
vivo, la SERPINA3 humaine est une protéine plasmatique inhibant la cathepsine G, la
chymotrypsine et la chymase. Mon travail avait pour objectif, la purification et la
caractérisation de la SERPINA3 présumeée étre un inhibiteur spécifique de la caspase 3. La
purification de I’inhibiteur est suivi d’une étude structure-fonction afin d’appréhender son

role biologique.

Pour ce faire, un protocole de purification a été développé. La SERPINA3 a été ainsi
purifiée du sérum humain par fractionnement au sulfate d’ammonium entre 50 et 80 % de
saturation, suivi d’une série de chromatographies, la premicre est une chromatographie
d’affinité sur HiTrap Bleu Sépharose 5 ml (1.6 x 2.5 cm) et la seconde d’échange anionique
sur Q-Sepharose Fast Flow (2,5 x 10 ¢cm), et enfin le pool fractionné ayant une inhibition
antichymotrypsique élevée est réinjecté une seconde fois sur les mémes supports

chromatographiques suivant le méme ordre.

Puis, I’identification de la masse moléculaire de I’inhibiteur purifié¢, par SDS-PAGE,
I’identité avec un anticorps dirigé contre les bovSERPINA3 par western blot, 1’identification
de la protéine par spectrométrie de masse au MALDI-TOF et LC-MS/MS, le polymorphisme
protéique par une focalisation isoélectrique (IEF) sur un gel d’électrophorése
bidimensionnelle (2DE) et les activités enzymatiques contre la trypsine pancréatique bovine,
la chymotrypsine du plasma bovin, 1’¢élastase du neutrophile humain et la caspase 3 humaine

ont été déterminés.

Enfin, les résultats obtenus par I’ensemble des techniques réalisées ont été tres
intéressants. Le poids moléculaire calculé pour la protéine est de 61 + 4 kDa. L’étude nous a
permet de mettre en évidence pour la premiére fois un polymorphisme protéique d’au moins
cing membres chez la SERPINA3 humaine et une inhibition croisée exprimée pour la caspase
3 d’environ 50 %. Cependant, il semblait qu’elle ne I’inhibait pas si efficacement que les

SERPINA3 bovines. Quant a la trypsine et 1’élastase, aucune inhibition n’a été enregistrée.

Mots clés : SERPINA3 humaine, serpines, purification, structure-fonction, chromatographies,

activités enzymatiques, caspase 3, peptidases.



Abstract

The SERPINA3 or az-antichymotrypsin is a glycoprotein of the serpins superfamily, a
functional inhibitors group of serine and cysteine peptidase-like. In vivo, human SERPINA3
is a plasma protein inhibiting cathepsin G, chymotrypsin and chymase. The aim of my study,
is the purification and characterization of SERPINA3 presumed to be a specific inhibitor of
caspase 3. The purification of the inhibitor is followed by a structure-function study to

understand its biological role.

To do this, a purification protocol was developed. The SERPINA3 was thus purified
from human serum by ammonium sulfate fractionation between 50 and 80 % saturation,
followed by a series of chromatography, the first is an affinity chromatography on a HiTrap
Blue Sepharose 5 ml (1.6 x 2.5 cm) and the second is an anion exchange chromatography on a
Q-Sepharose Fast Flow (2.5 x 10 cm), and finally the fractioned pool with a high
antichymotrypsin inhibition is re-injected a second time on the same chromatographic
supports with the same order as upper.

Then, the identification of the molecular weight by SDS-PAGE of the inhibitor
purified, the identity with an antibody directed against bovSERPINA3 by Western blot,
identification of the protein by mass spectrometry by MALDI-TOF and LC-MS/MS, the
protein polymorphism by isoelectric focusing (IEF) on a two-dimensional gel electrophoresis
(2DE) and enzyme activity against bovine pancreatic trypsin, bovine chymotrypsin, human

neutrophil elastase and human caspase 3 were determined.

Finally, the results obtained by all techniques performed were very interesting. The
molecular weight calculated for the protein is 61 + 4 kDa. The study allows us to demonstrate
for the first time a polymorphism of at least five members in the human SERPINA3 and a
cross-class inhibition for caspase 3 which is approximately 50 %. However, it seemed that it
didn’t inhibited so effectively like the bovSERPINA3. As for trypsin and elastase, no

inhibition was recorded.

Keywords : human SERPINAS3, serpins, purification, structure-function, chromatography,

enzyme activity, caspase 3, peptidase.
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