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Avant-propos 
 

Durant mon doctorat, j’ai étudié un mécanisme biologique récemment découvert, les sites 

de contact membranaire (SCM) entre deux organites de la cellule. Les contacts entre organites ont 
été initialement observés par microscopie électronique dans les années 50 (Bernhard and Rouiller, 

1956) puis caractérisés quelques années ans plus tard dans les années 90-2000 (Levine, 2004; 
Vance, 1990). Les SCM sont formés par des interactions protéines-protéines et/ou protéines-

lipides et permettent d’échanger des molécules entre les organites. Depuis la découverte de ce 
phénomène dans les années 2000, de nombreuses équipes recherchent les protéines et lipides 

qui forment les SCM et les fonctions associées aux contacts (Csordás et al., 2018; Di Mattia et al., 
2020; Peretti et al., 2020; Scorrano et al., 2019; Stefan, 2020; Venditti et al., 2020; Wu et al., 2018). 

Si les transports de molécules entre organites sont dérégulés, des pathologies telles que le cancer 
pourraient être favorisées. Pour essayer de comprendre la fonction cellulaire des contacts et leurs 
rôles dans les pathologies, j’ai étudié les mécanismes de formation des sites de contact 

membranaire (SCM) et en particulier des complexes protéiques impliqués dans ce processus. 
 

Dans un premier temps, le manuscrit de thèse commence par une brève description de la 
cellule eucaryote et des organites majeurs étudiés. Ensuite, sont définis les sites de contact 

membranaire, leur formation et leurs fonctions au sein de la cellule.  
 

Dans un second temps, les protéines étudiées durant la thèse sont décrites. En effet, j’ai 
principalement étudié trois protéines du réticulum endoplasmique (VAP-A, VAP-B et MOSPD2) et 

leurs partenaires. Ces trois protéines possèdent un domaine similaire qui interagit avec un motif 
protéique présent dans de nombreuses protéines dont certaines sont associées à des pathologies. 

Dans cette thèse, j’ai principalement orienté mes recherches sur l’interaction des protéines VAP-
A, VAP-B et MOSPD2 avec la protéine STARD3. La protéine STARD3, surexprimée dans les 

cancers du sein HER2+, est un transporteur de cholestérol entre organites qui favorisent la 
croissance cellulaire (Alpy and Tomasetto, 2014; Tomasetto et al., 1995; Wilhelm et al., 2017). 

 

Mon projet de thèse était d’identifier le mécanisme qui régule l’interaction entre les protéines  
VAP-A, VAP-B et MOSPD2 et la protéine STARD3. Pour cela, des expériences d’interactions in 

vitro et in cellulo ainsi que des expériences de localisation intracellulaire de ces protéines ont été 
effectuées. Dans une deuxième partie des résultats, des analyses in silico et in cellulo ont été 

effectuées afin de rechercher si d’autres protéines comme STARD3 possèdent ce même 
mécanisme de régulation.   



A

B

Noyau

Réticulum endoplasmique (RE)

Appareil de Golgi

Mitochondrie

Lysosome

Endosomes

RE

Mitochondrie

Figure I1 : la cellule eucaryote 
A : Représentation schématique d’une cellule eucaryote avec ses organites. Le noyau au centre de la cellule est en 
violet, Le réticulum endoplasmique en vert, l’appareil de Golgi en rose, la mitochondrie en jaune orange et les endo-
somes et lysosomes en bleu clair. Jusqu’au année 50 les organites de la cellule étaient considérés comme des unités 
indépendantes avec une fonction associée à chaque organite.
B : Images de microscopie électronique montrant des sites de contact membranaire entre le réticulum endoplasmique 
en vert et la mitochondrie en brun. Dans les années 2000, il a été montré que les organites de la cellule sont reliés entre 
eux par des sites de contact membranaire qui sont des voies de transport de molécules.
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Introduction 

 La cellule eucaryote 

 

Les êtres vivants sont constitués de petites unités biologiques appelées cellules. Les 

cellules possèdent une membrane à double feuillets lipidiques appelée membrane plasmique 

qui les isole les unes des autres et de l’environnement extracellulaire (Harayama and 

Riezman, 2018). Dans cette thèse, je me suis intéressé aux cellules eucaryotes. Elles sont 

composées d’un noyau contenant les informations génétiques de la cellule et d’un cytoplasme 

qui est une solution aqueuse séparant le noyau de la membrane plasmique (Lodish, 2016). 

Au sein du cytoplasme, les cellules sont partitionnées en organites qui permettent une division 

du travail cellulaire. Les organites sont des structures cellulaires interdépendantes délimitées 

par une membrane qui constitue une barrière à la diffusion de molécules solubles (van Meer 

et al., 2008) (Fig I1A). Chaque organite possède des fonctions bien définies afin d’assurer la 

survie, la croissance, la division et la mort de la cellule.  

1. Le réticulum endoplasmique 

Le RE est composé de deux parties morphologiquement distinctes en microscopie 

électronique. En effet, la présence ou non de ribosome à sa surface permet de distinguer le 

réticulum rugueux du réticulum lisse. Le réticulum rugueux possédant des ribosomes à sa 

surface permet la biosynthèse des protéines sécrétées et des protéines membranaires alors 

que le réticulum lisse est impliqué dans la synthèse des lipides et le stockage du calcium 

(Schwarz and Blower, 2016). Certaines protéines et lipides nouvellement synthétisés vont être 

maturés dans d’autres organites tels que l’appareil de Golgi ou la mitochondrie (Holthuis and 

Menon, 2014). 

1. L’appareil de golgi 

L’appareil de Golgi est un organite intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et 

la membrane plasmique. Il est impliqué dans la maturation des protéines, des lipides, leur tri 

et leur transport en fonction de leur devenir (Farhan and Rabouille, 2011). Les protéines et 

lipides sont maturés par les enzymes golgiennes, ensuite les protéines sont transmises soit à 

la membrane plasmique pour être sécrétées, soit vers la voie endosomale. 

 

2. Les endosomes et lysosomes 

Les endosomes permettent le transport de macromolécules extracellulaires 

internalisées par la voie d’endocytose. Il existe plusieurs types d’endosomes: les endosomes 
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précoces, les endosomes tardifs et les endosomes de recyclage (Huotari and Helenius, 2011). 

Les endosomes font le tri des macromolécules pour soit les renvoyer à la membrane 

plasmique (par exemple certains récepteurs membranaires) via les endosomes de recyclage, 

soit vers le RE et l’appareil de golgi via les endosomes précoces et tardifs ou soit vers les 

lysosomes via les endosomes tardifs afin de dégrader les molécules. Les endosomes tardifs 

fusionnent avec les lysosomes et forment des endolysosomes. Cette fusion permet de digérer 

les molécules internalisées puisque les lysosomes sont des organites composés de protéases, 

nucléases et lipases qui dégradent ces molécules (Saftig and Klumperman, 2009). 

 

3. La mitochondrie 

La mitochondrie est l’organite de la production d’énergie de la cellule. En effet, elle 

produit de l’ATP (Adénosine TriPhosphate) essentiel au métabolisme cellulaire via la 

phosphorylation oxydative de la chaine respiratoire qui implique le cycle de Krebs et la β-

oxydation (Vartak et al., 2013). De plus, la mitochondrie est composée de deux membranes, 

une membrane externe et une membrane interne. La membrane interne délimite la matrice 

mitochondriale qui est composée de protéines, de ribosomes, d’ARN et d’ADN mitochondrial. 

Elle est aussi concernée dans la maturation lipidique en transformant les phosphatidylsérines 

biosynthétisées dans le RE en phosphatidyléthanolamine (Holthuis and Menon, 2014). La 

mitochondrie est un organite essentiel à la cellule qui est impliqué dans l’apoptose, le cycle 

cellulaire et les voies de signalisation (Pfanner et al., 2019).  

 

Pendant de longues années, les organites ont été décrits comme des structures 

individuelles et fonctionnant séparément. En effet, les techniques de microscopie et de biologie 

cellulaire ne permettaient pas de visualiser le rapprochement entre les organites. Ce fut, dans 

les années 50, grâce au développement de la microscopie électronique, que la description des 

morphologiesS morphologique est bien le terme ou morphologie ? des contacts a pu être 

réalisée ; à partir des années 1990, la fonction des contacts entre organites a commencé à 

être caractérisée.  

 

 Les sites de contact membranaire 

 

Les sites de contact membranaire (SCM) entre organites ont été visualisés pour la 

première fois en 1956 par des études de microscopie électronique (Bernhard and Rouiller, 

1956). A cette époque, la compréhension des implications fonctionnelles et physiologiques de 



Site de Contact 
Membranaire

Organite a

Organite b

Organite a

Organite b

Adapted from Prinz et al, 2020

Protéine-Protéine Protéine-Lipide

Figure I2 : Mécanisme moléculaire de formation d’un site de contact membranaire
Les organites de la cellule sont entourés d’une membrane composée de lipides et de protéines. Les protéines en 
surface peuvent interagir soit avec des protéines présentes en surface d’autres organites ou directement avec les 
lipides qui composent la membrane des autres organites afin de rapprocher les membranes et former un SCM.
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ce résultat n’était pas complète. En effet, L’équipe de Bernhard et Rouiller avait émis plusieurs 

hypothèses sur l’implication physiologique de ces contacts ; cependant, la possibilité de 

contacts fortuits entre les membranes de deux organites résultant de l’encombrement spatial 

du cytoplasme, ne pouvait pas être exclue. Ce fut 40 ans plus tard que les mécanismes de 

formation et la fonction des SCM ont commencé à être décrits (Levine, 2004; Vance, 1990). 

En effet, il a été défini que ces structures sont caractérisées par le rapprochement à une 

distance inférieure à 30 nm des membranes de deux organites (Levine and Loewen, 2006). 

Par exemple, la figure I1B montre que la membrane de la mitochondrie est en contact direct 

avec la membrane du réticulum endoplasmique et forme des sites de contact membranaire. 

Plusieurs analyses ont évalué que 5 à 10% de la surface mitochondriale est en contact avec 

le RE. (Alpy et al., 2013; Di Mattia et al., 2018; Naon et al., 2016; Stoica et al., 2014). L’étude 

de la structure et des fonctions des SCM fait naitre de nouvelles perspectives dans la 

compréhension de la biologie cellulaire.  

 

1. Comment se forment les SCM ? 

 

 D’un point de vue moléculaire, la formation des SCM est médiée par des interactions 

protéine-protéine et/ou protéine-lipide (Phillips and Voeltz, 2016; Raiborg et al., 2015)(Fig. I2). 

A la surface des membranes de chaque organite, des protéines d’ancrage permettent la 

formation de SCM. Ces protéines sont de deux types, soit elles interagissent avec une protéine 

ancrée à la surface d’un autre organite, soit elles interagissent avec les lipides membranaires 

d’un autre organite. Ces interactions protéine-protéine et/ou protéine-lipide permettent le 

rapprochement des membranes et la formation de sites de contact membranaire (Levine, 

2004). Au sein de ces contacts, les protéines peuvent réaliser plusieurs fonctions (Prinz et al., 

2020).  

 

2. La fonction des sites de contact 

 

L’identification des fonctions associées aux SCM est liée aux complexes protéiques 

qui forment ce contact. En effet, les protéines formant les contacts entre organites possèdent 

des domaines structuraux fonctionnels autres que ceux spécifiques à la formation de SCM. 

C’est pour cela que l’identification et la caractérisation de nouveaux complexes protéiques est 

un enjeu majeur depuis une vingtaine d’années. Les protéines d’ancrage et leurs partenaires 

sont impliqués dans plusieurs fonctions essentielles à la cellule en permettant le transport de 



RE

Mithochondrie

RE

Phagophore

ATG
2

U
LK

1

FIP200

VA
P

Endosome
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STARD3

VAP
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MP

Cytoplasme
ORAI1

STIM1

Adapted from Prinz et al, 2020

Membrane plasmique (MP)

E-Syt

VAP

Kv2.1

Réticulum Endoplasmique
     (RE)

RE

MP

Endosome

P P

P
P

Cytoplasme

PTP1B

EGFR

Recepteur à activité tyrosine kinase

Ancrage Transport 
de lipide

Transport 
d’ions Autophagie

Voies de 
signalisation

Fission/fusion

A B

C D

E F

Figure I3 : les fonctions des sites de contact membranaire
A : Les protéines qui forment les SCM peuvent créer plusieurs contacts sur les mêmes organites de la cellule. Par exemple, les 
protéines Kv2.1 peuvent créer des contacts entre le RE et la membrane plasmique mais la protéine E-Syt peut également 
former des contacts RE-MP en interagissant avec les lipides présents sur la membrane plasmique. Tous ces contacts 
protéine-protéine et/ou protéine-lipide stabilisent le rapprochement des membranes.
B : Certaines de ces protéines transportent des lipides d’un organite à un autre. Par exemple la protéine STARD3 peut interagir 
avec la protéine VAP et former un SCM RE-endosome. Au niveau de ce contact la protéine capte et transporte des molécules 
de cholestérol du RE vers les endosomes.
C : Les protéines peuvent aussi transporter des ions. Par exemple les protéines ORAI1 et STIM1 forment des SCM RE-MP et 
via un canal calcique transportent les ions calcium à travers la membrane plasmique et le cytoplasme au RE.
D : La cellule dégrade les molécules indésirables en fabriquant des autophagosomes. Les protéines VAPs, FIP200 et ULK1 
forment un complexe protéique permettant de stabiliser la fabrication du phagophore au niveau du RE et la création d’autopha-
gosomes.
E : Certaines voies de signalisation font intervenir des phosphorylations en cascade et certaines protéines appelées phos-
phatase enlèvent le phosphate des molécules phosphorylées. Cependant, la phosphatase PTP1B est active et déphosphoryle 
la protéine EGFR au niveau de sites de contact entre le RE et les endosomes. Les SCM peuvent ainsi agir et réguler des voies 
de signalisation.
F : Les SCM sont aussi présents au cours de la fission et de la fusion mitochondriale et endosomale. En effet, il a été identifié 
que le réticulum endoplasmique entoure la partie de la mitochondrie qui va se diviser et le contact entre la mitochondrie et le 
RE induit la fission.
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matériel et d’information entre les organites de la cellule afin qu’ils puissent accomplir leurs 

tâches (Prinz et al., 2020). Les SCM ont 6 fonctions essentielles : ancrage, transport de lipides, 

transport d’ions, autophagie, voies de signalisation et fusion d’organites (Fig. I3). Nous allons 

voir plus en détail ces différentes fonctions avec des exemples de complexes protéiques 

associés à ces fonctions. 

 

a) Ancrage 
 

L’une des fonctions principales des protéines présentes au niveau des SCM est de 

former et maintenir le contact entre deux membranes. Pour chaque SCM, plusieurs protéines 

d’ancrage agissent simultanément pour maintenir le contact et favoriser les échanges entre 

ces deux organites (Eisenberg-Bord et al., 2016). Par exemple, les protéines du réticulum 

endoplasmique VAP (Vesicle-Associated Membrane Protein associated proteins) 

interagissent avec les protéines de la membrane plasmique Kv2.1 (Potassium Voltage-Gated 

Channel Subfamily B Member 1) pour former des contacts RE-PM (Fig. I3A)(Johnson et al., 

2018). Les protéines du RE E-Syt1-3 (Extended synaptotagmin-1 à 3) peuvent elles aussi 

former des contacts ER-PM en interagissant directement avec les lipides de la membrane 

plasmique (Fig.I3A)(Giordano et al., 2013). Ces différents complexes protéiques stabilisent le 

contact via différents mécanismes d’interaction (protéine-protéine et ou protéine-lipide) et ces 

complexes sont plus ou moins importants dans la stabilité et la formation de SCM. En effet, 

l’équipe De Matteis qui étudie les SCM entre le RE et l’appareil de Golgi a montré que certaines 

protéines sont plus importantes que d’autres dans leurs rôles d’ancrage et de stabilisation des 

contacts. En effet, Les protéines ORP9 (oxysterol-binding protein-related protein 9), ORP10 

(oxysterol-binding protein-related protein 10), ORP11 (oxysterol-binding protein-related 

protein 11) et OSBP (oxysterol-binding protein 1) sont impliquées dans la formation de SCM 

entre le RE et l’appareil de Golgi. Cependant l’inhibition de l’expression de la protéine ORP10 

réduit considérablement les SCM entre le RE et l’appareil de Golgi alors que l’abolition de 

l’expression des protéines ORP9, ORP11 ou OSBP ne modifie que très peu le nombre de 

contacts RE-Golgi (Venditti et al., 2019). Ceci montre que plusieurs complexes protéiques 

travaillent ensemble afin de former et maintenir des contacts entre organites.  
b) Transport de lipide 

 

Les lipides sont des molécules amphiphiles ayant de multiples fonctions : ils composent 

les membranes cellulaires, constituent une réserve d’énergie qui est stockée ou utilisée en 

fonction des besoins de la cellule, et sont aussi des hormones : par exemple : les stéroïdes 
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(œstrogènes, androgènes etc…) sont des messagers qui activent certains récepteurs 

nucléaires (Di Paolo and De Camilli, 2006; Fahy et al., 2011; van Meer et al., 2008; Thiam et 

al., 2013). Les lipides se déplacent difficilement dans les milieux hydrophiles à cause de leur 

partie hydrophobe mais leur transport est essentiel pour la biosynthèse par exemple. Ainsi, les 

phosphatidylsérines sont bio-synthétisées dans le RE puis métabolisées en 

phosphatidyléthanolamines dans la mitochondrie puis remodifiées en phosphatidylcholines 

dans le RE (Jain and Holthuis, 2017). Les lipides sont principalement transportés au sein d’une 

cellule d’un compartiment cellulaire à un autre par transport vésiculaire ou non vésiculaire 

(Hanada et al., 2003; Maxfield and Wüstner, 2002). Le transport vésiculaire correspond à la 

formation de vésicule d’un compartiment donneur. Ensuite, la vésicule est transportée jusqu’au 

compartiment accepteur ou elle fusionne avec la membrane de celui-ci (Bonifacino, 2014). 

C’est un moyen pour la cellule de transporter des lipides et des protéines membranaires entre 

deux compartiments. Cependant, certains organites comme le peroxysome et la mitochondrie 

n’utilisent pas le système de transport vésiculaire. En effet, la cellule possède une autre voie 

de transport de lipides via un transport non-vésiculaire. 

Le transport non vésiculaire emploie des protéines afin de transporter les lipides entre 

deux compartiments (Kumagai et al., 2005; Wilhelm et al., 2017). Ces protéines sont appelées 

protéines de transfert lipidiques (LTP : lipid transfer protein). Elles possèdent un domaine de 

transfert de lipides (LTD : lipid transfer domain) qui capte une ou des molécules de lipides via 

une poche hydrophobe et le/les transporte/nt vers une membrane réceptrice (Chiapparino et 

al., 2016; Holthuis and Levine, 2005). De plus, de nombreuses LTP possèdent des régions 

protéiques permettant de former des SCM (Balla et al., 2019). Le rapprochement des 

membranes entraine une réduction de l’espace hydrophile inter-membranaire, ce qui 

augmente l’efficacité de transport de lipides des LTP (Mesmin et al., 2013). Chaque LTP a des 

spécificités de lipide et de SCM ce qui permet un transport rapide et spécifique entre deux 

organites. Les LTPs sont présents entre le RE et l’appareil de Golgi (Kawano et al., 2006), 

entre le RE et la membrane plasmique (Kim et al., 2015), entre le RE et la mitochondrie 

(Galmes et al., 2016) ou encore entre le RE et les endosomes (Alpy et al., 2013). Par exemple, 

la figure I3B montre un contact entre le RE et les endosomes. La protéine de transfert de 

cholestérol STARD3 (StAR related lipid transfer Domain containing protein 3) est ancrée à la 

membrane des endosomes. Cette LTP interagit avec la protéine du RE appelée VAP. Cette 

interaction va rapprocher les membranes des deux organites et permettre à la protéine 

STARD3 de transporter du cholestérol du réticulum aux endosomes grâce à son domaine de 

transfert de lipide (Wilhelm et al., 2017). La protéine CERT (Ceramide Transfert Protein = 

STARD11) quant à elle forme des SCM entre le RE et l’appareil de golgi (Kawano et al., 2006). 

Au niveau de ce contact, la protéine transporte des céramides, synthétisés dans le RE, vers 
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l’appareil de golgi (Kumagai and Hanada, 2019). Ce transport est important dans la fabrication 

de glycosphingolipides ou de sphingomyélines puisque ces lipides sont générés à partir de 

céramide et que la réaction a lieu dans l’appareil de Golgi (Holthuis and Menon, 2014).  

c) Transport d’ions 
 

Les ions régulent l’activité des cellules en activant la sécrétion d’hormones, les 

messages nerveux et la contraction musculaire entre autres (Islam, 2020; Wulff et al., 2009). 

Ils permettent aussi le contrôle de la tonicité des membranes en régulant les concentrations 

ioniques de part et d’autre de la membrane. Les ions sont essentiels à la cellule, ce sont des 

messagers primaires avec une action directe sur les canaux ioniques et des messagers 

secondaires sur les voies de signalisation. Au niveau des SCM, deux types de canaux ioniques 

ont été décrits jusqu’à présent : les canaux calciques et les canaux potassiques (Burgoyne et 

al., 2015; Johnson et al., 2018).  

Les échanges de calcium font intervenir des SCM entre le RE et la membrane 

plasmique (Wu et al., 2006) et entre le RE avec la mitochondrie (Csordás et al., 2018). La 

mitochondrie et le RE sont des lieux de stockage du calcium intra-cellulaire. Par exemple pour 

les SCM entre le RE et la membrane plasmique, lorsque la concentration en calcium dans le 

lumen du RE diminue, la protéine STIM1 (Stromal interaction molecul1) ancrée à la membrane 

du réticulum forme des oligomères puis s’accumule au niveau de SCM entre le RE et la 

membrane plasmique en interagissant avec la protéine ORAI1 (Calcium release-activated 

calcium channel protein 1) présente à la membrane plasmique (Fig. I3C). Les canaux 

calciques ORAI1 s’activent et ainsi permettent de transporter le calcium extracellulaire vers le 

cytoplasme. L’activation de la protéine ORAI1 active ensuite la protéine du RE SERCA 

(Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase) qui  transporte le calcium du 

cytoplasme à l’intérieur du RE afin de rétablir le stock de calcium (Petersen et al., 2017; Wu 

et al., 2006). Pour la mitochondrie, la protéine PTPIP51 (RMD3 Microtubule Dynamics Protein 

3) est ancrée au niveau de la membrane mitochondriale via un domaine transmembranaire 

dans sa partie N-terminale. Cette protéine interagit avec les protéines du RE VAPs et 

MOSPD2 ce qui entraine la formation des contacts entre la mitochondrie et le RE. Ce SCM 

est impliqué dans l’homéostasie calcique et l’activité synaptique. (De Vos et al., 2012; Gomez-

Suaga et al., 2017; Gómez-Suaga et al., 2019; Stoica et al., 2014).  

 
Pour les ions potassiques, les protéines Kv2.1 et Kv2.2 sont des protéines 

principalement exprimées dans les cellules neuronales. Ces protéines sont ancrées dans la 

membrane plasmique et peuvent interagir avec les protéines du RE VAP ce qui forme un 



 

  

 

12 

contact RE-PM (Johnson et al., 2018; Kirmiz et al., 2018). Les protéines Kv2 sont des canaux 

potassiques qui permettent un transport du potassium entre le réticulum endoplasmique et le 

milieu extra cellulaire afin de réguler l’homéostasie du potassium et l’excitabilité neuronale 

(Fletcher et al., 2017; Johnson et al., 2018, 2019; Lim et al., 2000; Misonou et al., 2005). 

d) Autophagie 
 

L’autophagie est un système qui permet à la cellule de recycler et de dégrader  des 

molécules via les lysosomes (Yim and Mizushima, 2020). Il existe 3 voies d’autophagies : 

l’autophagie médiée par des chaperonnes, la microautophagie, et la macroautophagie 

(Mizushima et al., 2008). L’autophagie médiée par des chaperonnes permet d’éliminer ou de 

recycler des protéines cytoplasmiques, la microautophagie les molécules environnantes des 

lysosomes et la macroautophagie des molécules et/ou organites cytoplasmiques. Dans notre 

cas nous nous intéresserons à la macroautophagie. Lors du processus de macroautophagie, 

la cellule forme des organites entourés de membranes appelés autophagosomes. Les 

autophagosomes contiennent les éléments indésirables ou à recycler tels que les protéines et 

les organites non fonctionnels de la cellule (Feng et al., 2014). L’organite se forme grâce à 

une membrane qui emprisonne les éléments du cytoplasme à digérer. A cette étape, il est 

appelé phagophore. Lorsque la membrane entoure entièrement l’organite, il est appelé 

autophagosome. Ensuite, l’autophagosome fusionne avec les lysosomes qui sont les 

organites de la dégradation pour former un autolysosome et ainsi permettre la dégradation de 

son contenu. La formation des autophagosomes se passe au niveau de SCM entre le RE et 

le phagophore et implique plusieurs protéines (Fig. I3D). La protéine du RE VAP interagit avec 

les protéines ULK1(Serine/threonine-protein kinase ULK1) et FIP200 (RB1-inducible coiled-

coil protein 1) et forme un complexe protéique impliqué dans la biogenèse de l’autophagosome 

(Hara et al., 2008; Turco et al., 2019; Zhao et al., 2018). De plus, la protéine ATG2 (Autophagy-

related protein 2) est aussi une protéine impliquée dans la formation des autophagosomes en 

transférant des phospholipides entre les compartiments (Osawa et al., 2019). Un autre SCM 

entre le RE et la PM est aussi impliqué dans la macroautophagie (Nascimbeni et al., 2017) : 

les protéines E-syt ancrées au RE interagissent avec les lipides de la PM et forment des SCM 

ER-PM (Giordano et al., 2013). La surexpressions des protéines E-Syt2 et E-syt3 induit la 

formation de SCM ER-PM et la formation d’autophagosomes alors que leur inhibition réduit la 

biogenèse des autophagosomes (Nascimbeni et al., 2017). Ces complexes protéiques 

permettent la fabrication de l’autophagosome en favorisant les contacts avec le RE et en 

permettant des échanges de lipides pour générer la membrane des autophagosomes. 
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e) Voies de signalisation 
 

Les cellules sont composées à leur surface de récepteurs membranaires qui lorsqu’ils 

sont stimulés par leur ligand activent une cascade de signalisation. Les voies de signalisation 

assurent une réponse coordonnée de la cellule à un stimulus. Les voies de signalisation 

contrôlent de nombreuses fonctions cellulaires essentielles telles que la croissance, la division 

ou la mort régulée. Beaucoup de thérapies utilisent les maillons de la voie de signalisation afin 

d’inhiber ou d’activer la cascade de signalisation que la maladie a dérégulé.  

Les sites de contact membranaire jouent un rôle clé dans les voies de signalisation en 

rapprochant des protéines présentes sur des organites différents. Par exemple, la protéine 

PTP1B (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1) est une phosphatase présente au 

niveau du RE qui peut induire la déphosphorylation des protéines membranaires à activité 

tyrosine kinase telles que le récepteur à l’insuline ou le récepteur à l’EGF (Epidermal growth 

factor receptor) (Fig. I3E)(Bandyopadhyay et al., 1997; Eden et al., 2010).  Au cours de son 

inactivation, le récepteur de l’EGF (EGFR) est endocyté et est soit recyclé à la membrane 

plasmique, soit dégradé. Présent au niveau des endosomes, le récepteur à l’EGF interagit 

avec la protéine du réticulum endoplasmique PTP1B. Durant ce contact entre le réticulum et 

les endosomes, la protéine PTP1B a la capacité d’induire une déphosphorylation de récepteur 

à l’EGF. Le récepteur déphosphorylé est internalisé à l’intérieur de l’endosome pour ensuite 

être dégradé par la voie endo-lysosomale. La formation de contacts entre le réticulum 

endoplasmique et les endosomes permet ainsi de contrôler la quantité de récepteurs à l’EGF 

en empêchant son recyclage à la membrane plasmique. (Eden et al., 2010). 

f) Fission et fusion 
 

Les mitochondries et les endosomes sont des organites dynamiques qui se déplacent, 

se divisent et fusionnent en continu dans la cellule. Si nous prenons comme exemple la 

mitochondrie, c’est un organite de la cellule impliqué dans le fonctionnement de la chaine 

respiratoire, l’homéostasie calcique, la senescence et l’apoptose. Tous ces phénomènes sont 

régulés par des protéines essentielles telles que la protéine DRP1 (Dynamin-1-like protein) et 

les protéines Mitofusin permettant respectivement la fission et la fusion mitochondriale 

(Smirnova et al., 2001). L’expression de ces protéines modifie les évènements de fission et 

fusion mitochondriale ce qui régule la morphologie des mitochondries (Liesa et al., 2009). En 

effet, si la fission est plus importante, les mitochondries sont sous forme de structures 

punctiformes. La fission mitochondriale est contrôlée par la protéine DRP1 qui a la capacité 

de s’oligomériser autour des mitochondries afin de provoquer une constriction de la 
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Figure I4 : Le réticulum endoplasmique forme des contacts avec tous les organites de la cellule
A : Le réticulum endoplasmique en vert peut grâce à sa morphologie former des SCM avec les endosomes en bleu, la 
mitochondrie en orange, l’appareil de golgi en rose et la membrane plasmique en jaune.
B : Les protéines VAP-A, VAP-B et MOSDP2 qui sont ancrées dans la membrane du RE grâce à leurs domaines trans-
membranaires (TM) possèdent un domaine MSP cytoplasmique qui interagit avec les protéines présentes sur les mem-
branes des autres organites afin de permettre la formation de SCM. La protéine MOSPD2 dipose en plus, d’un domaine 
CRAL-TRIO qui pourrait interagir avec des molécules hydophobes.
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mitochondrie et d’entrainer la fission (Losón et al., 2013). Une fission trop importante de la 

mitochondrie entraine l’apoptose de la cellule (Liesa et al., 2009). Si la fusion est prédominante 

alors les mitochondries sont sous forme d’un réseau de filaments. La fusion mitochondriale 

est contrôlée par les protéines Mitofusin qui ont la capacité de rapprocher et fusionner les 

membranes externes mitochondriales (de Brito and Scorrano, 2008; Filadi et al., 2018). Une 

fusion trop importante peut entrainer la senescence de la cellule (Liesa et al., 2009). De 

récentes études ont montré que les mécanismes de fission et fusion que ce soit de la 

mitochondrie ou des endosomes se créent principalement au niveau de sites de contact 

membranaire faisant intervenir le RE (Fig. I3F) (Abrisch et al., 2020; Friedman et al., 2011; 

Rowland et al., 2014). De plus, l’équipe du docteur Kornmann, s’est intéressée à la fission 

mitochondriale et a émis l’hypothèse que la fission ne serait pas régulée que par une réponse 

biochimique mais aussi par des stimuli mécaniques qui induiraient le recrutement des 

protéines de fission (Helle et al., 2017). Le RE entourant la mitochondrie pourrait être un des 

stimuli induisant le recrutement des protéines DRP1 et entrainant la fission mitochondriale. 

Les complexes protéiques formant les SCM impliqués dans la fusion et fission ne sont pas 

encore tous connus (Abrisch et al., 2020). C’est pourquoi il est primordial de connaitre les 

protéines impliquées dans ces phénomènes ainsi que les protéines permettant la formation de 

contact avec le réticulum endoplasmique et ces organites.  

Le réticulum endoplasmique a la capacité de former des SCM avec tous les organites 

de la cellule et possède des SCM impliqués pour chacune de ces fonctions décrites. C’est 

pourquoi, nous allons nous intéresser au SCM impliquant le réticulum endoplasmique. 
 

3. Le réticulum endoplasmique : L’organite majoritairement impliqué dans la 

formation de SCM 

 

 L’organite le plus fréquemment impliqué dans la formation de SCM est le RE. En effet, 

cet organite couvre l’intégralité du cytoplasme du fait de sa morphologie ramifiée (Weiss, 1953) 

ce qui lui permet de créer des contacts avec tous les organites de la cellule comme les 

mitochondries, les endosomes, les peroxysomes, l’appareil de Golgi et la membrane 

plasmique (Fig. I4A) (Raiborg et al., 2015). Le RE est impliqué dans la biogenèse des lipides, 

le stockage du calcium, les voies de signalisation et la fusion/ fission mitochondriale ou 

endosomale. Toutes ces fonctions sont essentielles à la cellule et font intervenir des protéines 

ancrées à sa membrane qui forment des SCM. Trois protéines sont majoritairement 

impliquées : Les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2.   
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  STARD11 : E F F D A V E  Hanada et al, 2005
  ORP1L :  E F Y D A L S  Rocha et al, 2009

  
  

  

PTPIP51 : V Y F T A S S  De Vos et al, 2012

  

MIGA2 :  S F F S A T E  Freyre et al, 2019

  

  FIP200 :  D F M S A V N  Yan G.Zhao et al, 2018

  

Kv2.1 :  S F I S C A T   Kirmiz M et al, 2018
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Figure I5 : Les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 sont impliquées dans la formation de site de contact mem-
branaire
Les protéines VAPs et MOSPD2 sont ancrées à la membrane du RE et leur domaine MSP cytoplasmique interagit 
avec les motifs FFAT des protéines. Ces protéines à motif FFAT peuvent être ancrées où interagir avec la membrane 
d’autres organites. L’interaction entre les protéines à motif FFAT et les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 permet le 
rapprochement des membranes et la formation de SCM avec le RE et tous les autres organites de la cellule.
Ces trois protéines sont capables de bâtir des contacts membranaires en interagissant avec leurs partenaires 
protéines, entre le RE et la mitochondrie (PTPIP51, MIGA2), la membrane plasmique (Nir2, Kv2.1), l’appareil de Golgi 
(OSBP, STARD11) et les endosomes (STARD3, ORP1L). Malgré la grande variabilité de leurs séquences les motifs 
FFAT interagissent avec les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2.
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a) Les protéines VAP et MOSDP2 
 

Au niveau du RE, trois protéines assurent la formation de nombreux SCM : ce sont les 

protéines VAP pour Vesicle-Associated Membrane Protein associated proteins et MOSPD2 

pour Motile sperm domain containing protein 2 (Fig. I4B). Chez l’Homme il existe deux 

protéines VAP appelées VAP-A et VAP-B (Fig. I4B). Ces deux protéines sont exprimées de 

manière ubiquitaire dans toutes les cellules du corps humain. De plus, elles possèdent une 

très grande homologie de séquence avec 63% de séquence identique et 82% de similarité. La 

similarité de séquence représente les acides aminés possédant des propriétés physico-

chimiques très proches comme par exemple les mêmes charges positives ou négatives, la 

présence d’un cycle aromatique ou de chaine hydrophobe. Cette grande similarité se retrouve 

aussi dans leur structure car les protéines VAP-A et VAP-B possèdent toutes les deux 3 

domaines : 1- un domaine MSP (Major Sperm Protein) faisant face au cytoplasme à l’extrémité 

amino-terminale 2- un domaine coiled-coil impliqué dans la dimérisation de la protéine. 3- un 

domaine transmembranaire situé à l’extrémité carboxy-terminale qui permet d’ancrer les 

protéines au niveau du RE. La protéine MOSPD2 quant à elle possède trois domaines dont 

deux communs aux protéines VAPs : 1- un domaine LTD appelé CRAL-TRIO (cellular 

retinaldehyde-binding protein (CRALBP) and triple functional domain protein (TRIO))	surement 

impliqué dans l’interaction avec des molécules lipidiques 2- un domaine MSP 3- un domaine 

transmembranaire qui ancre la protéine au RE. 

Le domaine MSP de VAP-A, VAP-B et MOSPD2 leur permet d’interagir avec de petits 

motifs peptidiques constitués de deux phénylalanines dans un environnement acide appelé 

motif FFAT (Two phenylalanines in an Acidic Tract) (Kaiser et al., 2005; Loewen et al., 2003; 

Mikitova and Levine, 2012). Ces motifs sont présents dans de très nombreuses protéines. Les 

protéines VAPs et MOSPD2 sont localisées à la surface du RE. Grâce à leur domaine MSP, 

elles sont capables d’interagir avec des protéines à motif FFAT localisées sur d’autres 

organites, et ainsi permettre le rapprochement de membranes et la formation de SCM ER-

organite. (Raiborg et al., 2015) (Fig. I5).  

 

La protéine MOSPD2 possède une fonction similaire aux protéines VAP mais la 

particularité de la protéine MOSPD2 comparée aux protéines VAPs est son domaine CRAL-

TRIO qui lui permettrait de lier des lipides. Cette différence entre les protéines impliquerait 

probablement que la protéine MOSPD2 possède une fonction différente des protéines VAPs. 

Les analyses protéomiques haut débit actuelles, réalisées par plusieurs équipes, estiment que 

les protéines VAPs et MOSPD2 possèdent environs 500 partenaires (Hein et al., 2015; Huttlin 
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et al., 2015, 2017). Parmi tous ces partenaires, plus d’une centaine possèderaient un motif 

FFAT (Murphy and Levine, 2016). 

 

4. Les protéines à motifs FFAT 

a) Définition du motif 
 

Le motif FFAT est une courte séquence de 7 acides aminés définie par sa fonction de 

pouvoir interagir avec le domaine MSP des protéines VAP et MOSDP2 (Di Mattia et al., 2018; 

Kaiser et al., 2005; Loewen et al., 2003; Mikitova and Levine, 2012). Cette séquence a été 

découverte par l’équipe du Docteur Levine. Il a identifié en 2003 que dans la levure la protéine 

Osh1 (Oxysterol-binding protein homolog 1), un homologue de la protéine OSBP chez 

l’Homme, possédait un motif qui permettait à la protéine d’interagir avec le RE (Loewen et al., 

2003). En observant un alignement de séquences de Osh1 et OSBP, ce motif préalablement 

identifié de 39 acides aminés fut réduit à seulement 7 résidus qui étaient conservés entre la 

levure et l’Homme. Dans ce même article, 17 protéines eucaryotes ont été identifiées comme 

possédant ce motif de 6 acides aminés identiques et un résidu plus variable. Le motif FFAT 

fut alors défini par cette séquence consensus E1F2F3D4A5X6E7 et par sa fonction de pouvoir 

interagir avec le domaine MSP des protéines VAP et MOSDP2 (Kaiser et al., 2005; Loewen 

et al., 2003; Mikitova and Levine, 2012; Slee and Levine, 2019). Ce motif est constitué de deux 

résidus aromatiques (F = phénylalanine) en 2ème et 3ème position et entouré d’acides aminés 

acides en 1ère, 4ème et 7ème position (E = acide glutamique, D = acide aspartique), c’est pourquoi 

il a été appelé Two phenylalanines in an Acidic Tract. La position 5 du motif est une alanine 

(A) et la position 6 n’a pas de spécificité (X). Cette courte séquence permet à de nombreuses 

protéines d’interagir avec les protéines du réticulum endoplasmique VAPs et MOSPD2 (fig. 

I5). Cette interaction peut induire le rapprochement des membranes entre le RE et un autre 

organite et ainsi former un SCM et les fonctions qui leurs sont associées. Cependant, de 

nombreuses protéines ont été identifiées comme possédant un motif FFAT différent du 

consensus mais toujours capables d’interagir avec les protéines VAP. Cette différence peut 

être légère comme la protéine VPS13A (Vacuolar protein sorting-associated protein 13A) ou 

ORP1 (Oxysterol-binding protein-related protein 1) qui possèdent respectivement un motif 

FFAT E1F2Y3D4A5L6S7 et E1F2F3D4A5P6C7 (Loewen et al., 2003; Yeshaw et al., 2019). Pour 

VPS13A, la 3ème position du motif est occupée par une tyrosine et le résidu en position 7 est 

une sérine. Ceci ne modifie que très peu la structure et les charges en comparaison au motif 

FFAT consensus. D’autres motifs FFAT fonctionnels sont tellement différents du consensus 

qu’ils sont souvent nommés FFAT-like motif. Par exemple, les protéines KCNB1 et STARD3 



F

  
FFAT sequence: Nir1 :  VESSDD E F F D A R E EMAEGK 
  Nir2 :  ENSSEE E F F D A H E GFSDSE
  Nir3 :  DESSDD E F F D A H E DLSDTE  
  OSBP1 :  DEDDEN E F F D A P E IITMPE  
  STARD11 : SLINEE E F F D A V E AALDRQ 
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  OSBL6 :  MSESVS E F F D A Q E VLLSAS
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Figure I6 : Le motif FFAT conventionnel
A : Les 8 séquences des protéines possédant un motif FFAT consensus strict. Ces protéines possèdent toutes : deux 
phénylalanines en position 2 et 3 du motif et deux acides glutamiques chargés négativement en position 1 et 7 et un 
acide aspartique en position 4. 
Les 5 séquence des protéines possédant un motif FFAT consensus étendu. Ces protéines possèdent toutes : deux 
résidus aromatiques en position 2 et 3 et trois acides aminés chargés négativement en position 1, 4 et 7 du motif FFAT. 
L’alignement des séquences sous forme d’un weblogo montre que le résidu en 6ème position n’est pas spécifique et 
que l’environnement du motif FFAT est globalement chargé négativement.
C : Alignement des séquences des protéines possédant un motif FFAT conventionnel connu pour interagir avec les 
protéines VAPs. Les acides aminés en positions 1 et 7 sont principalement des résidus acides ou phosphorylables. La 
position 3 du motif est plus variable que le motif consensus avec une préférence pour une phénylalanine. La région en 
amont est plus conservée que la région en aval. De plus, elle posséde plus de résidus avec des charges négatives.
Les acides aminés aromatiques, acides et phosphorylables sont en bleu, rouge et vert respectivement. L’absence 
d’acide aminé indique qu’il n’y a pas de résidu spécificité à cette position.
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possèdent des motifs S1F2I3S4C5A6T7 et Q1F2Y3S4P5P6E7 qui dans un cas ne possède qu’un 

résidu aromatique au lieu de deux au niveau des positions 2 et 3, dans l’autre cas le motif ne 

possède pas d’acide aminé chargé en position 1. Ces grandes différences nous questionnent 

sur la véritable composition du motif. L’environnement acide a-t-il un emplacement défini ou 

une charge globale est-elle suffisante ? Quelles sont les résidus réellement indispensables au 

fonctionnement de ce motif ? Pourquoi ce motif possède une aussi grande variabilité de 

séquence ?  

 

 La structure du domaine MSP de la protéines VAP-A en interaction avec le motif FFAT 

de ORP1L, un des premiers motif FFAT découvert, a été résolue par cristallographie (Kaiser 

et al., 2005). L’étude structurale a permis d’identifier que la phénylalanine (acide aminé 

aromatique) en 2ème position s’insère dans une poche hydrophobe du domaine MSP. De plus, 

l’acide aspartique en 4ème position du motif chargé négativement interagit avec la surface 

positive présente sur le domaine MSP constitué de lysine (K) (Furuita et al., 2010). Enfin, la 

surface globale du domaine MSP est globalement chargée positivement. Furuita et 

collaborateurs ont mesuré l’affinité entre le domaine MSP de VAP-A et le motif FFAT de OSBP. 

Lorsque des mutations de la protéine OSBP sont effectuées au niveau des acides aminés en 

amont du motif FFAT par des résidus non chargés ou chargés positivement, l’affinité entre 

OSBP et VAP-A est moins efficace. Une des hypothèses est que le domaine MSP et le motif 

FFAT formeraint un complexe intermédiaire via des interactions électrostatiques puis lorsque 

le motif et le domaine sont assez proches, la phénylalanine interagit avec la poche hydrophobe 

ce qui stabilise l’interaction. 

 

Le nombre de protéines possédant un motif FFAT et leurs fonctions sont en constante 

évolution depuis une vingtaine d’années. Aux vues des connaissances actuelles, ce qui 

caractérisait le motif FFAT via la séquence consensus E1F2F3D4A5X6E7 découverte en 2003 

n’était qu’une partie de la complexité fonctionnelle du motif FFAT.  

 

b) Les protéines à motif FFAT conventionnel 
 

Les protéines à motif FFAT consensus sont les premières protéines à avoir été 

découvertes comme partenaires des protéines VAP. Ces protéines ont permis de caractériser 

et définir le motif FFAT consensus E1F2F3D4A5X6E7 (Loewen et al., 2003). Dans le protéome 

humain, il existe 8 protéines possédant un motif FFAT consensus strict (Nir-1, Nir-2, Nir-3, 

OSBL3, OSBL6, OSBL7, OSBP1, STARD11) (Fig. I6A). Toutes ces protéines sont des 
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partenaires des protéines VAP impliquées dans la formation de SCM entre le RE et la 

membrane plasmique, l’appareil de Golgi ou les endosomes (Amarilio et al., 2005; Hanada et 

al., 2003; Kentala et al., 2015). Ce qu’il y a de plus remarquable, c’est que ces 8 protéines 

possédant un motif FFAT consensus strict possèdent toutes un domaine LTD (lipid transfer 

domain) permettant le transport de lipides. Ceci montre que certaines protéines transportant 

des lipides entre organites ont un avantage sélectif à posséder un motif FFAT. Si l’on regarde 

les protéines ayant des motifs FFAT aux propriétés physico-chimiques similaires, c’est-à-dire 

un autre résidu aromatique que la phénylalanine en position 2 et 3 du motif comme les 

tyrosines (Y), ou des résidus acides en position 1 et 7 comme les acides glutamiques (D) et 

en position 4 des acides aspartiques. Ces modifications n’affectent ni la charge globale du 

motif, ni les résidus aromatiques essentiels pour l’interaction et donnent ce motif 

E/D1F/Y2F/Y3D/E4A5X6E/D7. Chez l’Homme, 13 protéines possèdent ce motif élargi et ces 13 

protéines sont toutes connues pour interagir avec les protéines VAPs (Fig. I6A). D’autres 

protéines ont des séquences plus éloignées du consensus : par exemple, les protéines 

ACBD5 (V1Y2C3D4S5M6E7) ou VPS13A (E1F2F3D4A5P6C7) ne possèdent pas de charge en 

position 1 ou 7. La protéine FAF1 (D1F2E3D4A5T6E7) quant à elle ne possède pas de deuxième 

résidu aromatique en position 3. De plus, Le résidu en position 5 n’est pas toujours une alanine 

comme dans la protéine RAB3-GAP (E1F2F3E4C5L6S7) et pourtant toutes ces protéines sont 

toujours capables d’interagir avec le domaine MSP des protéines VAP (Fig. I6B) (Hantan et 

al.; Hua et al., 2017; Yeshaw et al., 2019). 

Les bases de données d’interaction estiment que les protéines VAPs auraient environ 

500 partenaires (Hein et al., 2015; Huttlin et al., 2015, 2017). Le nombre exact de protéines 

possédant un motif FFAT fonctionnel n’est pas encore identifié et ce nombre augmente 

d’année en année. En effet, des analyses protéomiques de recherche de partenaires des 

protéines VAPs et MOSPD2 et des études in silico afin d’identifier les motifs FFAT dans le 

protéome humain ont été réalisées (Huttlin et al., 2017; Murphy and Levine, 2016; Slee and 

Levine, 2019). Pour valider que le motif FFAT est à l’origine de l’interaction, le motif FFAT est 

muté soit au niveau du résidu aromatique en 2ème position du motif, soit au niveau du résidu 

acide en 4ème position, et l’effet de la mutation sur l’interaction est testé. Ces deux types de 

mutations abolissent l’interaction avec les VAPs et MOSPD2 (Kaiser et al., 2005; Levine, 2004; 

Mikitova and Levine, 2012). De plus, l’affinité entre le domaine MSP et les motifs FFAT est 

plutôt faible et l’interaction est labile. Ce qu’il y a de plus surprenant, c’est que sur ces 500 

partenaires, environs 400 protéines ne possèdent pas de motif FFAT identifié. Une des 

hypothèses serait que ces protéines se lieraient à une autre région de la protéine. Une autre 

hypothèse serait que l’interaction retrouvée par ces méthodes serait due à une interaction 

indirecte dans un complexe protéique. C’est pourquoi, il est primordial d’effectuer d’autres 
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analyses afin d’identifier spécifiquement les protéines pouvant interagir avec les protéines 

VAPs et MOSDP2.  

Un grand nombre de protéines possédant un motif FFAT a été découvert et ces 

protéines forment des contacts avec tous les organites de la cellule. Toutes ces protéines à 

motif FFAT possèdent des fonctions de transport d’ions, de lipides ou de régulation de 

l’autophagie (Murphy and Levine, 2016; Prinz et al., 2020). Les composés lipidiques et 

ioniques étant indispensables au bon fonctionnement cellulaire, une mauvaise régulation de 

ces molécules peut entrainer de graves conséquences pour les cellules et l’organisme.  

 Les SCM associés à des pathologies cancéreuses 

1. Le Cancer du sein  

 

Le laboratoire où j’effectue ma thèse travaille sur la thématique du cancer du sein 

depuis de nombreuses années. Aujourd’hui, le laboratoire travaille plus spécifiquement sur la 

compréhension moléculaire et cellulaire de la maladie en se focalisant sur le rôle du 

microenvironnement tumoral et des protéases de la matrice extracellulaire, et sur les 

mécanismes moléculaires mettant en jeu des gènes altérés dans les cellules épithéliales 

cancéreuses.  

a) Définition du cancer du sein 
 

Le cancer du sein est une maladie caractérisée par la formation d’une tumeur maligne 

dans la glande mammaire. Dans la plupart des cas, ces tumeurs sont des carcinomes, ce qui 

signifie qu’ils ont une origine épithéliale. D’après l’institut national du cancer, on dénombre 

chaque année 58 000 nouveaux cas de cancer du sein en France et une femme sur huit 

développe cette pathologie au cours de sa vie, principalement après 50 ans (INCa, 2016). Le 

cancer du sein est la première cause de mortalité par cancer chez la femme (Ferlay et al., 

2019). La plupart des cancers du sein sont sporadiques ; seuls 5 à 10% sont liés à des facteurs 

génétiques (Shannon and Chittenden, 2012). En France, l’incidence du cancer du sein a 

doublé de 1980 à 2005 et commence seulement à se stabiliser. La mortalité est restée 

pratiquement constante en France depuis les années 80 et représente environ 12 000 décès 

par an (Gautier Defossez et al., 2019). Ce chiffre reste relativement stable avec une tendance 

à diminuer grâce à d'énormes progrès, tant au niveau du dépistage que de la prise en charge 

médicale de la maladie ; plus de 3 cancers du sein sur 4 guérissent.   

b) Caractérisation moléculaire des cancers du sein 
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Le cancer du sein est une maladie hétérogène, notamment d’un point de vue 

histologique et génétique. La caractérisation moléculaire des cancers du sein a permis de 

définir 3 types principaux de cancers du sein (Goldhirsch et al., 2011; Perou et al., 2000) : les 

cancers exprimant les récepteurs aux estrogènes (ER : estrogen receptor) et /ou à la 

progestérone (PR : progesterone receptor) ; les cancers surexprimant HER2 (human 

epidermal growth factor receptor 2), un membre de la famille du récepteur du facteur de 

croissance épidermique (EGFR), et enfin les cancers dits « Triple négatifs » qui n’expriment 

ni les récepteurs hormonaux ER/PR, ni l’oncoprotéine HER2. La caractérisation moléculaire 

des cancers du sein permet une meilleure prise en charge de la pathologie. En effet, après 

diagnostic, les cancers du sein sont traités par chirurgie, associée ou non à une chimiothérapie 

+/- radiothérapie (INCa, 2016). Lorsque le cancer est invasif, c’est-à-dire que les cellules 

cancéreuses ont franchi la lame basale et envahissent le tissu environnant, voire se 

développent à distance au sein de métastases, la pathologie peut être traitée par 

chimiothérapie et/ou thérapie ciblée. Pour les tumeurs exprimant les récepteurs ER/PR et 

celles exprimant HER2, il existe des thérapies ciblées, qui sont des traitements respectivement 

à base d’anti-estrogènes (ex : le Tamoxifène) et d’anticorps ciblant le récepteur HER2 (ex : le 

Trastuzumab) ou d’inhibiteur du récepteur HER2 (ex : Lapatinib) (Abdulkareem and Zurmi, 

2012; Lavaud and Andre, 2014; Segovia-Mendoza et al.). Cependant, de nombreuses tumeurs 

échappent aux traitements : il est donc important d’effectuer des recherches sur la tumeur 

pour identifier de nouveaux acteurs moléculaires impliqués dans le cancer et de nouveaux 

marqueurs moléculaires qui vont pouvoir nous éclairer sur le fonctionnement et l’agressivité 

d’un cancer donné pour mettre en place le plus tôt possible la meilleure thérapie.  

 

2. Le lien avec les SCM impliquant la protéine STARD3 

 

L’objectif de l’équipe est d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires impliqués dans 

la progression des cancers du sein et de déterminer leurs fonctions. La protéine appelée 

STARD3, est une protéine qui a été identifiée du fait de sa surexpression dans les cancers du 

sein HER2+, soit environ 15% des cancers du sein (Moog-Lutz et al., 1997; Tomasetto et al., 

1995). La surexpression de la protéine STARD3 dans les cellules cancéreuses du sein est 

corrélée avec une augmentation du risque de récidive de cancer et une diminution de la survie 

(Vinatzer et al., 2005). De façon intéressante, cette protéine est indispensable à la croissance 

des cellules HER2+ : en effet, la diminution de l’expression de la protéine STARD3 dans des 

lignées de cancers du sein HER2+ réduit la croissance cellulaire (Alpy and Tomasetto, 2014; 

Kao and Pollack, 2006).  
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Afin de comprendre la fonction de STARD3 dans les cancers du sein, le rôle moléculaire 

et cellulaire de cette protéine a été analysé. La protéine STARD3 est ancrée aux endosomes 

tardifs via son domaine MENTAL (MLN64 amino-terminal). De plus, elle possède un FFAT qui 

interagit avec les protéines VAPs et MOSPD2 afin de permettre la formation de SCM entre le 

RE et les endosomes (Alpy et al., 2013; Di Mattia et al., 2018). Au niveau de ce contact, le 

domaine START de la protéine STARD3 transporte le cholestérol du RE aux endosomes (Fig. 

I3B) (Wilhelm et al., 2017). Ce transport de cholestérol se fait au dépend de la membrane 

plasmique. En effet, une surexpression de la protéine STARD3 entraine une redistribution du 

cholestérol intracellulaire avec une accumulation au niveau des endosomes et une diminution 

à la membrane plasmique (Wilhelm et al., 2017).  

Une des hypothèses est que la déplétion de cholestérol à la membrane plasmique liée à 

l’activité de la protéine STARD3 modifie la composition lipidique de la membrane. Dans ce 

cas, les récepteurs HER2 à la membrane plasmique pourraient être plus facilement activés ce 

qui entrainerait une cascade de signalisations qui profiterait à la cellule cancéreuse en 

augmentant sa capacité de migration, d’invasion et de prolifération.  

3. Le Cancer et Nir2  

 

La protéine STARD3 n’est pas la seule protéine à former des SCM et à être dérégulée 

dans les cancers. En effet, la protéine Nir2 (PITPnm1 = Phosphatidylinositol transfer protein, 

membrane-associated 1) permet la formation de sites de contact membranaire entre la 

membrane plasmique et le réticulum endoplasmique (Amarilio et al., 2005; Loewen et al., 

2003). Lors de ce contact, Nir2 transporte des lipides entre ces deux organites. En effet, la 

protéine Nir2 a la capacité de transporter des phosphatidyinositols du RE à la PM et des acides 

phosphatidiques de la PM au RE (Kim et al., 2015). Son rôle de transporteur de lipides est 

impliqué dans l’invasion et la progression tumorale. En effet, l’équipe du docteur Lev a montré 

que l’inhibition de la protéine Nir2 diminue la capacité invasive des cellules cancéreuses 

mammaires et leur capacité à former des métastases dans les poumons. De plus, la 

surexpression de la protéine Nir2 augmente l’invasion et la formation de métastases en 

activant la voie PI3K/AKT et la voie de signalisation ERK. Ces voies lorsqu’elles sont activées 

entrainent une augmentation de la croissance, survie et migration cellulaire ainsi que la 

formation de métastase. Chez l’Homme, une forte expression de la protéine Nir2 est corrélée 

avec un grade tumoral important et un mauvais pronostic de survie (Keinan et al., 2014). Pour 

le moment, le lien direct entre l’activation de ces voies de signalisation et le transport de lipides 

n’est pas encore connu mais comme pour la protéine STARD3, une des hypothèses seraient 
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que la modification de la composition lipidique de la membrane plasmique aiderait à l’activation 

des voies de signalisation. 

4. Le Cancer et CERT 

 

La protéine CERT, (Ceramide Transfert Protein = STARD11) de la même famille que 

la protéine STARD3, forme des SCM entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi 

(Hanada et al., 2003; Kawano et al., 2006). De plus, cette protéine transporte des céramides 

entre ces compartiments afin de convertir les céramides en sphingomyélines au niveau de 

l’appareil de Golgi (Kumagai and Hanada, 2019). L’absence ou la surexpression de la protéine 

CERT modifie l’intégrité et la fluidité des membranes en modifiant la composition de céramides 

et de sphingomyélines. Cette modification a pour conséquence d’influencer la prolifération et 

la migration cellulaire. La protéine CERT peut soit promouvoir ou inhiber la progression 

tumorale en fonction du type de cancer. En effet, lorsque la protéine CERT est inhibée, la 

progression tumorale est augmentée dans les cellules du cancer du sein triple négatifs mais 

réduite dans les cellules cancéreuses du cancer du sein HER2+ (Heering et al., 2012; Lee et 

al., 2012). L’inhibition de la protéine CERT dans les cancers du sein HER2+ permet une 

meilleure réponse aux traitements cytotoxiques (Paclitaxel, Doxorubicine et la Cisplatine) en 

augmentant l’autophagie (Lee et al., 2012). Par contre l’inhibition de la protéine CERT dans 

les cancers du sein triple négatifs, augmente l’activité du récepteur EGF et la voie AKT ce qui 

provoque une augmentation de prolifération cellulaire (Heering et al., 2012). Les effets 

contradictoires entre les différents types moléculaires de cancers montrent que l’identification 

moléculaire des cancers est indispensable à la prise en charge des patients.  

Ces trois protéines, STARD3, Nir2 et CERT révèlent que le transport de lipides au 

niveau de SCM joue un rôle essentiel dans la composition lipidique des membranes ce qui 

modifie l’activité des voies de signalisation impliquées dans les pathologies cancéreuses. 

5. Le Cancer et la protéine à activité phosphatase PTP1B 

 

la protéine PTP1B, comme vu précédemment dans les fonctions associées au SCM, 

est une protéine présente dans le réticulum endoplasmique qui peut déphosphoryler les 

protéines membranaires à activité tyrosine kinase tels que le récepteur à l’EGF au niveau de 

contacts ER-endosomes (Fig. I3E)(Bandyopadhyay et al., 1997; Eden et al., 2010). Dans ce 

contact entre le RE et les endosomes, la protéine PTP1B induit une déphosphorylation du 

récepteur à l’EGF pour qu’ensuite il soit dégradé. Le récepteur à l’EGF est un facteur de 

croissance impliqué dans plusieurs cancers en accélérant la division cellulaire lorsque celui-ci 
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est surexprimé. La formation de contacts entre le RE et les endosomes permet ainsi de 

contrôler la quantité de récepteurs à l’EGF en empêchant son recyclage à la membrane 

plasmique (Eden et al., 2010). Plusieurs études ont été réalisées sur le lien entre la protéine 

PTP1B et les cancers mais les résultats sont contradictoires. Selon les études 

épidémiologiques, dans certains cas l’expression de la protéine est corrélée avec le stade 

tumoral et la présence ou non de métastase et dans d’autres études rien n’est corrélé (Julien 

et al., 2007a; Liao et al., 2017; Soysal et al., 2013; Xu et al., 2019; Yu et al., 2019). Dans les 

études réalisées avec des cellules de cancer du sein exprimant les récepteurs aux estrogènes 

(MCF-7), l’inhibition de la protéine PTP1B réduit considérablement la prolifération et la 

migration des cellules cancéreuses (Liao et al., 2017). De plus, des études sur la souris ont 

montré que les souris n’exprimant pas la protéine PTP1B avaient moins de tumeurs 

mammaires et moins de métastases pulmonaires (Julien et al., 2007b). Ces résultats sont 

contradictoires avec les hypothèses de l’équipe d’Eden mais la protéine PTP1B est une 

protéine qui induit la déphosphorylation d’un grand nombre de protéines comme le récepteur 

à l’insuline (Stuible and Tremblay, 2010). Cette grande diversité de partenaires peut expliquer 

les effets contradictoires observés entre les différentes études. En effet, la surexpression ou 

l’inhibition de la molécule PTP1B va déphosphoryler ou non tous ces partenaires spécifiques. 

Lorsque plusieurs molécules sont modifiées par le même mécanisme, une protéine 

déphosphorylée pourra être bénéfique tandis qu’une autre sera en même temps délétère. Des 

analyses complémentaires sont nécessaires pour comprendre le lien entre la formation de 

SCM médiée par PTP1B et la pathologie cancéreuse. 

 

Toutes ces protéines forment des SCM entre organites et sont impliquées dans une 

pathologie cancéreuse. Dans tous les cas cités ci-dessus, le rôle de la protéine au niveau de 

leurs SCM respectifs serait relié aux effets pathologiques. La possibilité de bloquer ou d’activer 

la formation de contacts via des traitements ciblés serait un moyen de lutter efficacement et 

spécifiquement contre les pathologies cancéreuses. Pour avoir une chance un jour de trouver 

ces nouveaux traitements, il faut commencer par comprendre la dynamique sous-jacente qui 

permet la formation de SCM. 
 

 Dynamique des SCM 

Nous avons vu précédemment que les SCM étaient formés grâce à des interactions 

protéique-protéine et/ou protéine-lipide. De plus, les protéines qui forment les contacts 

membranaires sont capables de transférer des molécules entre ces organites. Ces fonctions 
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de transport sont essentielles à la cellule et un dérèglement de l’expression ou de la fonction 

de ces protéines peut induire des pathologies.  

Une grande question qui n’est pas encore résolue à ce jour est de savoir comment sont 

régulés les SCM. En effet, il a été montré par imagerie sur cellules vivantes que les SCM 

étaient dynamiques (Friedman et al., 2011; Valm et al., 2017). Ils se font et se défont au cours 

du temps mais les mécanismes de régulation en jeu ne sont pas encore bien définis dans la 

plupart des cas.  

Une partie des mécanismes qui régulent la formation de contact a été identifiée pour 

les protéines OSBP (Oxysterol-binding protein) et CERT. La protéine OSBP possède un 

domaine LBD (Lipid Binding Domain), un motif FFAT conventionnel qui lie la protéine au 

réticulum endoplasmique via l’interaction avec les protéines VAPs et un domaine PH 

(Pleckstrin Homology) qui se lie directement aux lipides de la membrane de l’appareil de golgi 

(Lehto and Olkkonen, 2003). La présence de ligand du domaine LBD permet de réguler 

l’activité du domaine PH ce qui entraine son interaction avec les membranes et la formation 

de SCM (Kentala et al., 2015). Au contraire lorsque l’on prive la cellule de son ligand la protéine 

ne se lie plus à l’appareil de Golgi. La présence ou non du ligand est un élément essentiel à 

la formation du SCM ER-Golgi impliquant la protéine OSBP. 

La protéine CERT (Ceramide Transfert Protein = STARD11) possède elle aussi un 

motif FFAT conventionnel, un domaine START et un domaine PH. Cette protéine forme des 

SCM entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi et l’activité du domaine PH est 

quant à lui régulé par une région riche en sérine adjacente qui lorsqu’elle est phosphorylée va 

bloquer le domaine PH en contact avec le domaine START et ainsi empêcher son interaction 

avec la membrane de l’appareil de golgi. Lorsque cette région est déphosphorylée, le domaine 

PH est libre d’interagir avec la membrane de l’appareil de golgi et de former des sites de 

contact. 

Dans le cas de l’interaction STARD3-VAPs, la protéine STARD3 est ancrée via son 

domaine MENTAL à la membrane des endosomes tardifs et la protéine VAP au réticulum 

endoplasmique. Ceci laisse à penser qu’une autre voie de régulation de la formation des SCM 

existe pour ce complexe protéique. Aussi, nous avons cherché par quel mécanisme le 

complexe STARD3-VAP est régulé afin de mieux comprendre son rôle dans le cancer du sein 

HER2+ et par la suite de pouvoir inhiber spécifiquement ce SCM. L’objectif de cette thèse est 

d’apporter des éléments de réponse sur la manière dont sont régulés les SCM. 
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Matériels et méthodes  

 Construction des plasmides d’expression protéique 

1. Obtention des ADN  

 

Les vecteurs d’expressions GFP-VAP-A, GFP-VAP-B, GFP-MOSPD2, Flag-STARD3, 

Flag-STARD3 FA/YA, GST-STARD3 et les plasmides d’expressions des protéines 

recombinantes VAP-A, VAP-A KD/MD, VAP-B et MOSPD2 étaient déjà disponibles au 

laboratoire (Alpy and Tomasetto, 2005; Alpy et al., 2013; Di Mattia et al., 2018). Les vecteurs 

d’expressions des protéines STARD3 S209A, STARD3 S209D, STARD3 S209D/P210A ont 

été clonés dans le vecteur pQCXIP. Les ADN ont été obtenus par amplification par une série 

de réaction de polymérisation en chaine (PCR) à partir de matrices plasmidiques existantes 

au laboratoire. Les amorces oligonucléotidiques suivantes ont été utilisées pour chaque 

constructions : STARD3 S209A : 5’-GACAG TTCTA TGCAC CCCCA GAATC CTTTG C-3’ 

and 5’-GATTC TGGGG GTGCA TAGAA CTGTC CCTCG G-3’; STARD3 S209D: 5’-GACAG 

TTCTA TGATC CCCCA GAATC CTTTG C-3’ and 5’-GATTC TGGGG GATCA TAGAA 

CTGTC CCTCG G-3’; STARD3 S209D/P210A: 5’-TTCTA TGATG CCCCA GAATC CTTTG 

CAGGG TCTGA CAAT-3’ and 5’-TTCTG GGGCA TCATA GAACT GTCCC TCGGA CAGAG 

CACC-3’. Les PCR ont été effectuées dans un mélange réactionnel de tampon HF (Thermo 

Scientific) (4 mM Tris HCl, 0,02 mM EDTA, 0,2 mM DTT, 20 mM KCl, 40 μg/mL BSA et 50% 

glycérol pH 7,4), de dNTP 0,2 mM, de chaque amorce à 0,5 mM, d’une unité de polymérase 

Phusion et 10 ng de matrice. La réaction a eu lieu dans un thermocycleur. 

2. Purification des fragments de PCR 

 

Afin d’éliminer les amorces libres présentes dans la réaction de PCR et d’inactiver la 

polymérase, le milieu contenant les fragments d’ADN d’intérêt a été purifié par 

chromatographie échangeuse d’anions (selon le protocole du kit NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up, Macherey-Nagel). L’ADN a été analysé par électrophorèse sur gel d’agarose 1% 

coloré au BET (Bromure d’éthidium). Les fragments d’ADN ont été visualisés sous lampe UV 

(Ultra-violet). 

3. Insertion des fragments dans le vecteur pQCXIP  

 

Le vecteur pQCXIP (10μg) a été digéré par deux enzymes de restrictions NotI (20 

unités) et BamHI (20 unités) dans un tampon Cutsmart 1X (New England Biolabs) pendant 2 
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heures à 37°C. Le vecteur et l’insert ont ensuite été purifiés (Kit NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up, Macherey-Nagel). Pour l’insertion des fragments dans le plasmide de clonage, un 

ratio de 1/1 molaire de fragment d’ADN et du vecteur pQCXIP digéré à 100 ng sont incubés 

15 minutes à 37°C dans du tampon Slice (50 mM tris HCl pH 7.5 ; 10 mM MgCl2 ; 1 mM ATP ;1 

mM DTT) avec 1 μl d’extrait Slice issu d’E. coli JM109 dans un volume final de 10 μL (Okegawa 

and Motohashi, 2015).  

4. Transformation bactérienne  

 

Cent μL de bactéries SURE compétentes ont été mélangés aux plasmides en présence 

d’une solution KCM 1X (100 mM KCl, 30 mM CaCl2, 50 mM MgCl2). Les bactéries 

compétentes ont été obtenu via le protocole KCM competent cells (Laboratory of Gene 

Therapy Research). Le mélange a été placé 20 minutes sur glace puis 10 minutes à 

température ambiante. Après ajout de 1 mL de lysogeny broth (LB), la solution a été incubée 

30-50 minutes à 37°C. Les bactéries ont été ensuite sélectionnées sur des boîtes de pétri LB 

agar contenant 100 μg/mL d’ampicilline pendant 16 heures à 37°C.  

5. Minipréparation  

 

Afin de valider le clonage, des colonies bactériennes ont été prélevées du milieu solide 

et mises en culture dans 3mL de LB contenant 100 μg/mL d’ampicilline pendant 16 h à 37°C 

sous agitation. 1,5mL de ces cultures a été centrifugé pendant 1 min à 11 600 g, puis le culot 

cellulaire a été suspendu dans 100 μL de surnageant résiduel. Les bactéries ont été ensuite 

soumises à une lyse alcaline par ajout de 300 μL de tampon TENS (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 

mM, NaOH 0,1 M, SDS 0,5 %). L’ADN génomique et les protéines bactériennes ont été 

précipités par l’ajout de 150 μL d’acétate de sodium (3M pH 5,2), suivi d’une centrifugation de 

10 minutes à 11 600 g. 400 μL de surnageant ont été prélevés et l’ADN contenu a été précipité 

par l’ajout de 1 mL d’éthanol 100%. Après centrifugation 10 minutes à 11 600 g, le surnageant 

a été éliminé et le culot a été lavé par 1mL d’éthanol à 70%. L’éthanol a été éliminé et le culot 

d’ADN a été séché et repris dans 50 μL de tampon RB (Tris HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, 

gélatine 0,01%, RNase A 40 μg/mL) à 70°C durant 10 minutes. 5 μL d’ADN plasmidique purifié 

ont été ensuite digérés par des enzymes de restriction dans du tampon Cutsmart 1X (New 

England BioLabs). Le profil de restriction a été analysé par migration de la digestion sur un gel 

d’agarose 1% contenant 2 μL de BET pour 100 mL. Un clone ayant un insert de taille attendu 

a été vérifié par séquençage de l’ADN par la Méthode Sanger (GATC Biotech).  
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6. Midipréparation  

 

Pour obtenir une grande quantité d’ADN plasmidique, une midipréparation a été 

réalisée. L’ADN plasmidique a été extrait de 200 mL de culture bactérienne suivant le protocole 

du kit Nucleobond (chromatographie échangeuse d’anions, Macherey-Nagel). La 

concentration ainsi que la pureté de la préparation d’ADN a été estimée par mesure de 

l’absorbance de 260 nm à 280 nm (NanoDrop 2000, ThermoFisher).  

 Culture cellulaire 

 

Les cellules HeLa obtenues à l’ATCC (American Type Culture Collection, CCL-2) sont 

issues d’une patiente atteinte d’un carcinome du col utérin et constituent la première lignée 

cellulaire immortelle d’origine humaine. Elles ont été cultivées dans un milieu comprenant du 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) avec 1g/L de glucose, 5% de sérum de veau 

fœtal et 40 μg/mL de gentamycine.  

Les cellules 293T sont issues de cellules rénales embryonnaires humaines et ont été 

cultivées dans du milieu DMEM avec 1g/L de glucose, 10% de sérum de veau fœtal, 100 UI/ml 

de pénicilline et 100 μg/mL de streptomycine.  

Pour les entretenir, lorsque la confluence des cellules dépasse 90%, elles ont été 

diluées et repiquées. Pour cela, le milieu a été éliminé par aspiration, les cellules ont ensuite 

été rincées avec de la trypsine diluée puis 2 mL de trypsine diluée ont été ajoutés pour décoller 

les cellules. Pour un entretien de routine les cellules ont été réensemencées au 1/10ème. Les 

cellules ont été incubées en condition d’humidité saturante, à 37°C et 5% CO2.  

1. Transfection 

 

La transfection consiste à introduire un fragment d’ADN dans une cellule. Pour cela, 

les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre une confluence proche de 60%. Ensuite, pour 

une plaque 24 puits, 0,6 μL d’agent de transfection d’X-tremeGENE 9 (Sigma) et 0,4 μg d’ADN 

plasmidique ont été dilués dans 9 μL d’OptiMEM. Le mélange a été homogénéisé puis incubé 

pendant 15 minutes à température ambiante. Enfin, la préparation a été ajoutée dans un puits 

d’une plaque 24 puits où se trouvaient les cellules. Pour les boites P100, 15 μL d’X-

tremeGENE 9 ont été dilués dans 227 μL d’optiMEM, puis 5 μg d’ADN plasmidique ont été 

ajoutés. Les cellules ont ensuite été incubées avec le mélange pendant 24 h.  



 

  

 

28 

2. Établissement de lignées cellulaires stables de surexpression par infection 

rétrovirale 

 

Des lignées de cellules stables ont été produites afin d’obtenir des cellules HeLa 

surexprimant GFP-VAP-A, GFP-VAP-A KD/MD, GFP-VAP-B et GFP-MOSPD2. 

 Les cellules 293T ont été utilisées pour produire des particules virales. Une 

transfection des plasmides exprimant la protéine d’intérêt a été effectuée en ajoutant 1,7 μg 

de vecteur pAmpho permettant l’empaquetage des particules virales. Après 48 heures 

d’incubation à 37°C, le surnageant contenant les particules virales a été purifié à travers un 

filtre ayant des pores de 0,45 μm de diamètre, puis placé en contact sur des cellules HeLa. 

Après 48 heures, les cellules HeLa ont été sélectionnées puis maintenues en culture en 

présence de 0,5 μg/mL de puromycine.  

 Extraction et quantification de protéines 

 

Afin de préparer les extraits protéiques cellulaires, le milieu de culture a tout d’abord 

été aspiré, puis les cellules ont été lavées avec du PBS 1X (phosphate buffered saline ; NaCl 

137 mM ; KCl - 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,76 mM). Le PBS a été aspiré et le tampon 

de lyse protéique (TLP) (50 mM Tris HCl pH 7,5 à 25°C, 75 mM NaCl2, 1mM EDTA, TritonX-

100 1%) a été ajouté. Les cellules ont été re-suspendues dans ce tampon, transférées dans 

un tube de 1,5 mL, puis incubées dans la glace pendant 15 min. Le lysat a été centrifugé à 11 

600 g pendant 10 minutes à 4°C pour culoter les débris cellulaires, et le surnageant a été 

récupéré. 

Les protéines ont été quantifiées par une méthode colorimétrique appelée test BCA 

(BiCinchoninic Acid, Thermo Scientific). Pour cela, une gamme d’étalonnage d’albumine de 

0,1 mg/mL à 2 mg/mL dans un volume de 10 μL a été préparée pour générer une courbe 

d’étalonnage. Dix μL de chaque extrait protéique ont été mélangés à 100 μL de solution 

Pierce® BCA (BiCinchoninic acid Assay) (mélange de 50 fois plus de réactif A que de réactif 

B). Après avoir incubé les échantillons à 37°C pendant 10 min, l’absorbance a été mesurée à 

562 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. Grâce à la courbe d’étalonnage, la concentration en 

protéines de chaque échantillon a été calculée. 

 

 Purification de la protéine GST-STARD3 
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La protéine STARD3 a été purifié par une chromatographie d’affinité appelé GST 

(Glutathione S-transferase) Pull Down. Cette technique permet d’isoler et de concentrer une 

protéine au sein d’un milieu complexe en utilisant une résine Glutathione sepharose 4B (GE 

Healthcare) qui a une très forte affinité pour la GST. Ainsi, les protéines taguées GST vont 

pouvoir être précipitées et purifiées par cette méthode. 

1. Préparation de la résine et des échantillons 

 

La résine Glutathione sepharose 4B est constituée de billes d’agarose (phase solide). 

La résine a été lavée 3 fois dans du tampon T50Na150E1 (Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, 

EDTA 1mM). Des extraits protéiques de cellules HeLa contrôles et transfectées ont été 

préparés dans un volume total de 500 μL de tampon T-GST (Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 

mM, EDTA 1mM, TritonX-100 1% et inhibiteur de protéase et phosphatase (Complete, 

ROCHE)) à partir de trois flasques P100 confluentes.  

2. Précipitation puis élution  

 

La précipitation a été effectuée en mélangeant 80 μl de résine, préalablement lavée, à 

l’extrait protéique de cellule HeLa préalablement préparé puis laissé sous agitation pendant 2 

h à 4°C. Les fractions non fixées à la résine ont été récupérées puis 5 lavages ont été réalisés, 

2 avec du tampon T-GST2 (Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, EDTA 1mM, TritonX-100 1% 

et inhibiteur de protéase et phosphatase) , 2 autres avec du tampon T-GST3 (Tris HCl 50 mM 

pH 8, NaCl 1 M, EDTA 1mM, TritonX-100 1% et inhibiteur de protéase et phosphatase) puis 

un dernier avec du tampon T-GST. Pour l’élution, les billes ont été reprises dans 80 μL de 

tampon de dépôt (300 mM Tris-HCl pH 6,8, 60% glycérol, Bleu de Bromophénol, 12% SDS, 

8,4 M β-mercaptoéthanol). Le mélange a été laissé pendant 10 min à température ambiante.  

 

 Analyse de l’expression des protéines par Western Blot  

1. Électrophorèse en condition dénaturante 

 

Les protéines ont été séparées selon leur masse sur un gel de polyacrylamide SDS-

PAGE. Le gel de polyacrylamide était composé d’un gel de séparation (7,5-12,5% 

d’acrylamide/bis-acrylamide (40/1), 0,375 M Tris HCl pH 8,8 à 25°C, 0,1 % SDS, 0,05% 

d’ammonium persulfate (APS) et 0,1% de tétraméthyléthylènediamine (TEMED)) et d’un gel 

de concentration (4,5% d’acrylamide/bis-acrylamide (40/1), 0,375 M Tris HCl pH 8,8 à 25°C, 
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0,1% SDS, 0,05% d’APS et 0,1% de TEMED). Le gel de concentration avait pour but de 

concentrer les protéines à l’entrée du gel de séparation. Le gel a été placé dans une cuve 

d’électrophorèse contenant du tampon de migration (0,02 M Tris base, 0,2 M Glycine, 0,1% 

SDS). Les extraits protéiques ont été mélangés avec 1/6ème du volume en tampon de dépôt 

(300 mM Tris-HCl pH 6,8, 60% glycérol, Bleu de Bromophénol, 12% SDS, 8,4 M β-

mercaptoéthanol) puis déposés sur le gel. Les protéines ont migré pendant environ 1h30 sous 

une tension de 100 V.  

2. Transfert des protéines 

 

Après migration, les protéines du gel ont été électrotransferées sur une membrane de 

nitrocellulose selon la méthode du sandwich. Pour cela, 6 feuilles de papier Whatman et 1 

membrane de nitrocellulose sont préalablement imbibées de tampon de transfert (0,02 M Tris 

base, 0,1M Glycine, 20% Éthanol), et le montage suivant a été effectué : 3 feuilles de papier 

Whatman, 1 membrane de nitrocellulose, le gel et 3 feuilles de papier Whatman. Les protéines 

ont été électro-transférées par transfert semi-sec (Trans-Blot SD, BIO-RAD) pendant 30 min 

à 1h à 240 mA. 

3. Blocage des sites aspécifiques et immunoréaction 

 

Pour vérifier l’efficacité du transfert, les protéines sur la membrane ont été colorées 

avec du rouge Ponceau (0,1% de Ponceau S (Sigma), acide acétique 5%). Ensuite la 

membrane a été lavée avec du PBS 1X, Tween 0,1% et les sites aspécifiques ont été bloqués 

avec une solution saturante en protéines de lait (Régilait écrémé 3%) sous agitation pendant 

30 min. Une immunoréaction a été effectuée avec des anticorps, anti-actine (2D7-IGBMC), 

anti-VAP-A (4C12, Santa Cruz Biotechnology), anti-VAP-B (don du Dr. L. Dupuis(Kabashi et 

al., 2013)) ou anti-MOSPD2 (4E10, IGBMC). Les anticorps primaires anti-VAP-A et anti-VAP-

B dilués au 1 000ème dans du PBS 1X, Tween 0,1% ont été ajoutés. L’anticorps primaire anti-

MOSPD2 a été quant à lui dilué au 15éme. Ensuite, les membranes avec les anticorps ont été 

mises sous agitation toute la nuit à 4°C pour former les complexes antigène-anticorps. Le 

lendemain, 2 lavages ont été effectués avec du PBS 1X, Tween 0,1% pendant 10 min sous 

agitation pour éliminer l’excès d’anticorps primaires. Les anticorps secondaires couplés à la 

peroxydase (Jackson ImmunoResearch), spécifiques de l’espèce animale de l’anticorps 

primaire, ont été dilués au 10 000éme dans du PBS 1X Tween 0,1% puis incubés avec la 

membrane pendant 30 min. Enfin, 2 lavages ont été effectués avec du PBS 1X, Tween 0,1% 

pendant 10 min pour éliminer l’excès d’anticorps secondaires. 
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4. Révélation du WB 

 

Pour la révélation, un mélange volume/volume des solutions A et B du kit ECL 

(enhanced chemiluminescence, GE Healthcare) a été déposé sur la membrane. Ce mélange 

a libéré des photons en réaction à l’oxydation du luminol par la peroxydase. La lumière émise 

par chimioluminescence a ainsi été captée par une caméra CCD (charge coupled device) d’un 

appareil Imager600 (GE Healthcare).  

 

 Production et purification de protéine recombinante 

1. Production  

 

Des vecteurs d’expression bactérienne codant les domaines MSP des protéines VAP-

A, VAP-A KD/MD, VAP-B et MOSPD2 couplés avec un tag 6-Histidine ont été transformés 

dans des bactéries E. coli BL21 (DE3)(Di Mattia et al., 2018; Mesmin et al., 2013; Wilhelm et 

al., 2017). Une induction de l’expression des protéines recombinantes a été réalisée par l’ajout 

d’1mM d’IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) pendant une nuit à 20°C. 

2. Purification 

 

Les bactéries ont été lysées sous haute pression (Cell Disruptor TS SERIES, Constant 

Systems Ltd) dans un tampon de lyse (50 mM phosphate de sodium à pH 8, 300 mM NaCl, 

10 mM imidazole et inhibiteur de protéase (cOmplete, Roche)). Les débris bactériens ont été 

éliminés par plusieurs centrifugations allant de 3 500 g à 50 000 g et une filtration de l’extrait 

sur une membrane de 0,22 μm. Une purification d’affinité a été réalisée en utilisant le système 

de chromatographie AKTA Start (GE Healthcare Life Science) et une colonne HisTrap HP de 

1 ml (GE Healthcare). Les protéines recombinantes possédant un tag 6-Histidine ont été 

retenues par la colonne d’affinité. Après lavage, les protéines ont été éluées par ajout d’une 

solution d’élution (20 mM phosphate de sodium, 250 mM imidazole, pH 7,4). Pour les éliminer 

les protéines contaminantes restantes, une purification supplémentaire sur une colonne de gel 

filtration (HiLoad 16/60 Superdex 200 ; GE) dans un tampon de 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 

mM NaCl a été effectuée. Et pour finir, les protéines ont été concentrées par centrifugation 

dans des Amicon Ultra-15 10 kDa (Merck) selon les recommandations du fabricant. 
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3. Analyse de l’expression des protéines recombinantes 

 

La migration des protéines est effectuée par une électrophorèse condition dénaturante. 

Le gel après migration a été lavé avec de l’eau ultra pure 2 fois pendant 10 min. Ensuite, une 

solution de bleu de Coomassie (PageBlue Protein Staining Solution ; Thermo Fisher Scientific) 

a été ajoutée pour colorer les protéines présentes. Après une nuit, le gel a été lavé à l’eau 

ultra pure puis fixé dans une solution 30% éthanol 5% glycérol. 

 Co-précipitation peptidique 

 

La co-précipitaion peptidique est une technique permettant d’étudier l’interaction d’un 

peptide avec une protéine. Ainsi des protéines données peuvent être isolées et concentrées 

à partir d’un milieu complexe en utilisant des peptides fixés à une résine. Les peptides 

synthétiques utilisés possèdent une biotine au niveau de leur extrémité N-terminale. Cette 

biotine permet de fixer les peptides sur une résine de bille magnétique Streptavidin 

(PureProteome Streptavidin Magnetics beads, EMD Millipore Corp.). En effet, la biotine 

possède une forte affinité pour le Streptavidin. Ensuite, la résine couplée aux peptides a été 

ajoutée à un extrait protéique ou à des protéines recombinantes afin d’identifier les interactions 

peptides-protéines. 

1. Co-précipitation avec un extrait protéique  

a) Préparation de la résine  
 

La résine d’affinité a été préparée en incubant 60 nmol de peptide biotinylé avec 15 μl 

résine Streptavidin, sous agitation pendant 1 h à 4°C, dans un volume total de 1 ml de tampon 

Précipitation Peptide (T-PP1) [Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 75 mM, EDTA 1mM TritonX-100 

1% et inhibiteur de protéase (cOmplete, Roche)]. Ensuite, la résine a été lavée une fois avec 

du T-PP2 [Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, EDTA 1mM TritonX-100 1% et inhibiteur de 

protéase] puis deux fois avec du T-PP1.  

b) Co-précipitation puis élution  
 

La co-précipitation a été effectuée en ajoutant, à la résine préalablement préparée, 1 

mg d’extrait protéique de cellule HeLa dans un volume total de 1 ml de T-PP3 [Tris HCl 50 mM 

pH 8, NaCl 75 mM, EDTA 1mM TritonX-100 1%, inhibiteur de protéase et du PhosSTOP 
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(Roche)] sous agitation pendant 2 h à 4°C. Trois lavages ont ensuite été réalisés avec du T-

PP3, puis la résine a été éluée dans 80 μL de tampon de dépôt.  

1. Co-précipitation avec des protéines recombinantes  

c) Préparation de la résine  
 

La résine d’affinité a été préparée en incubant 20 nmol de peptide biotinylé avec 15 μl 

de résine Streptavidin, sous agitation pendant 1 h à 4°C, dans un volume total de 1 ml de T-

PP4 [Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 75 mM, EDTA 1mM TritonX-100 1%, inhibiteur de protéase 

et 1mM DTT]. Ensuite, la résine a été lavée trois fois avec du T-PP4. Un blocage des sites 

aspécifiques a été effectué en ajoutant 20 μg de BSA sous agitation pendant 1 h à 4°C, puis 

la résine a été lavée trois fois avec du T-PP4. 

d) Co-précipitation puis élution  
 

La co-précipitation a été effectuée en ajoutant 30 μg de protéines recombinantes et 20 

μg de BSA sous agitation pendant 2 h à 4°C, dans un volume de 1 ml de T-PP5 [Tris HCl 50 

mM pH 8, NaCl 75 mM, EDTA 1mM TritonX-100 1%, inhibiteur de protéase et 0,25 mM DTT]. 

Cinq lavages ont été réalisés avec du T-PP5, puis la résine a été éluée dans 40 μL de tampon 

de dépôt. 

 Immunofluorescence 

1. Préparation des lamelles 

 

Cinquante mille cellules ont été ajoutées sur une lamelle en verre de 12 mm 

(Marienfield, No. 1.5H) déposée dans un puits d’une plaque 24 puits contenant 1 mL de milieu 

de culture frais. Le lendemain, les cellules ont été transfectées si nécessaire. 

2. Fixation, perméabilisation des cellules et blocage des sites aspécifiques 

 

Un jour après la transfection, les cellules ont été fixées. Pour cela, le milieu a été 

remplacé par un mélange PBS 1X, paraformaldéhyde (PFA) 4% (Electron Microscopy 

Sciences) pendant 10 à 15 min. Puis plusieurs rinçages ont été effectués avec du PBS 1X 

pour éliminer les traces de PFA. Ensuite, les cellules ont été perméabilisées avec du Triton 

0,1%, PBS 1X pendant 10 min avant de rincer avec du PBS 1X. Après, les sites aspécifiques 

ont été bloqués avec 300 μl d’albumine sérique bovine (BSA) 1% PBS 1X pendant 30 minutes. 
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3. Immunoréaction 

 

Les anticorps primaires anti-Flag (F7425, Sigma) dilués au 1 000éme dans une solution 

BSA1%, PBS 1X, ont été ajoutés sur la lamelle, puis le mélange a été incubé sous agitation 

douce à 4°C toute la nuit. Le lendemain, 2 lavages de 5 min ont été effectués avec du PBS 

1X. Par la suite, les anticorps secondaires couplés avec un fluorochrome ont été dilués au  

1 000éme dans du PBS 1X puis ajoutés sur la lamelle. Les fluorochromes suivants ont été 

utilisés : AlexaFluor 488 et AlexaFluor 555. Les noyaux ont été marqués avec du Hoechst 

33258. 

4. Montage, conservation et imagerie 

 

Pour finir, après les 2 lavages de 10 min avec du PBS 1X, un montage entre lame et 

lamelle a été réalisé avec du prolong gold (Invitrogen). Ces lames ont été conservées à 4°C à 

l’abri de la lumière. Après 24H à 4°C les lamelles ont été observées par microscopie confocale. 

Des images ont été prises au microscope à fluorescence confocal SP5 UV (Leica) avec un 

objectif à immersion à l’huile 63X (1,40-0,60 HCX PL APO Oil). Les images ont été analysées 

avec le logiciel ImageJ.  
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Résultats 
 

L’objectif de ce projet est d’identifier de nouveaux mécanismes permettant la régulation 

des sites de contact membranaire. Au cours de ces dernières années, de nombreux 

complexes protéiques formant des SCM ont été identifiés. Ces protéines sont largement 

impliquées dans les fonctions essentielles de la cellule telles que le transport de lipides, d’ions 

et la régulation des voies de signalisation (Prinz et al., 2020; Wu et al., 2018). De plus, ces 

protéines sont associées dans plusieurs maladies telles que le cancer. La compréhension de 

la fonction des protéines formant des SCM et les mécanismes associés est un réel enjeu pour 

mieux appréhender le fonctionnement cellulaire et ses perturbations dans les pathologies, et 

éventuellement identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.  

 

Certaines protéines ont un rôle prépondérant dans la formation de SCMs. Ainsi, les 

protéines du réticulum endoplasmique VAP-A, VAP-B et MOSPD2 sont des acteurs majeurs 

de la formation de contacts entre le RE et les autres organites cellulaires. Le domaine MSP 

de ces protéines leur permet d’interagir avec de nombreuses autres protéines portant une 

courte séquence d’acides aminés appelée motif FFAT (Loewen et al., 2003). Ce motif possède 

une séquence consensus E1F2F3D4A5x6E7 composée de deux résidus aromatiques en position 

2 et 3 et d’un environnement acide. La position 4 du motif est quant à elle classiquement 

occupée par un acide aspartique (D) ou un acide glutamique (E). La mutation de ces résidus 

en 2ème et 4ème position du motif en un acide aminé non aromatique pour la position 2 ou non 

acide pour la position 4 empêche l’interaction avec le domaine MSP (Loewen et al., 2003). De 

façon intéressante, nous avons identifié que certaines de ces protéines possèdent au sein du 

motif FFAT un acide aminé en 4éme position pouvant être phosphorylé (serine ou thréonine). 

Ces protéines possédant un résidu phosphorylable en position 4 sont capables d’interagir avec 

les protéines VAPs (Alpy et al., 2013; Dong et al., 2016; Freyre et al., 2019; Johnson et al., 

2018). De plus, la phosphorylation d’une sérine ou de la thréonine entraine d’un point de vue 

électrostatique une charge globalement équivalente aux acide aspartique et acide glutamique. 

Nous avons donc émis l’hypothèse que la phosphorylation des motifs FFAT possédant une 

sérine ou une thréonine en position 4 pourrait moduler l’interaction de ces protéines avec les 

protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2. Nous nous sommes donc demandé si la 

phosphorylation en position 4 pouvait réguler la formation de sites de contact membranaire. 

 

Pour tester cette hypothèse de travail, nous avons choisi d’étudier dans un premier 

temps une seule protéine pour ensuite pouvoir généraliser ce nouveau mécanisme de 

régulation de contact aux autres protéines connues. Le choix s’est porté sur la protéine 
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Figure R1 : La protéine STARD3 possède un motif FFAT phosphorylé in vivo
A : représentation schématique de la protéine STARD3. Le domaine MENTAL, le motif Phospho-FFAT et le domaine 
START sont représentés en bleu, rouge et rose, respectivement. En dessous, la séquence du motif FFAT est alignée 
avec le motif FFAT consensus. Sur cette séquence, les résidus aromatiques sont en bleu, les résidus acides en rouge 
et les résidus phosphorylables en vert. Les sérines ainsi que la probabilité que celles-ci soient phosphorylées sont 
indiquées au-dessus de cette séquence. 
B : Les peptides identifiés par spectrométrie de masse sont représentés ainsi que les spectres qui leur sont associés. 
Sur chaque peptide et spectre, les ions « y » retrouvés sont en bleu et les ions « b » sont en rouge. Le poids moléculaire 
de chaque peptide est indiqué par MH+.
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STARD3 qui possède un motif FFAT-like avec une sérine en 4ème position (Q1F2Y3S4P5P6E7). 

Ce motif FFAT-like interagit avec VAP et MOSPD2 ce qui entraine la formation de SCM entre 

le réticulum endoplasmique et les endosomes tardifs (Alpy et al., 2013). Ces contacts 

permettent le transport de cholestérol du RE aux endosomes tardifs (Wilhelm et al., 2017). 

C’est pourquoi nous avons étudié les effets de la phosphorylation de la sérine en position 4 

sur la formation de SCM entre les endosomes tardifs et le RE.  

 

 La phosphorylation permet de réguler les SCM entre le réticulum 

endoplasmique et les endosomes 

1. La protéine STARD3 est phosphorylée in vivo 

 

Pour commencer, nous nous sommes demandé si les sérines du motif FFAT de 

STARD3 étaient phosphorylées in vivo. En effet, la protéine STARD3 possède 6 serines 

autours du motif FFAT : deux serines avant le motif FFAT en position 199 et 203, une serine 

au centre du motif en position 209 et trois serines après le motif FFAT en position 213, 217 et 

221. Pour répondre à cette question, la protéine STARD3 a été isolée et analysée par 

spectrométrie de masse pour identifier les sites de phosphorylation. Pour cela, la protéine 

STARD3 en fusion avec un tag GST (glutathione S-transferase) a été surexprimée dans des 

cellules HeLa. Ensuite, la protéine a été précipitée afin de l’isoler de l’extrait protéique en 

utilisant une résine glutathion sepharose 4B qui possède une grande affinité pour la GST. Et 

pour finir, avec l’aide de la plateforme de protéomique de l’IGBMC, une analyse par 

spectrométrie de masse a permis d’identifier les résidus phosphorylés de la protéine STARD3.  

 

La complexité de cette expérience est due à la présence de plusieurs sites 

potentiellement phosphorylés au niveau de la séquence FFAT de STARD3 (fig. R1A). La 

recherche de phosphorylation par spectrométrie de masse n’a pas la capacité d’analyser plus 

de 2 phosphorylations sur un même peptide. Nous avons préalablement digéré la protéine 

STARD3 avec de la trypsine et/ou chymotrypsine afin de cliver la protéine en plusieurs 

peptides. Ensuite, l’échantillon a été soumis à une chromatographie liquide puis une analyse 

par spectrométrie de masse en tandem (Ultimate nano-LC et LTQ Orbitrap, Thermo Fisher). 

Nous avons pu identifier que les sérines S209, S213, S217 et S221 possèdent une probabilité 

de phosphorylation de 99%, 80%, 99% et 100% respectivement (fig. R1)(Taus et al., 2011). 

Ce taux de probabilité de phosphorylation est calculé via le logiciel phosphoRS qui associe un 

score entre les masses obtenues et les masse calculées pour une ou deux phosphorylations 
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au sein d’un même peptide (Taus et al., 2011). Ces pourcentages de probabilité étant très 

élevés, nous pouvons conclure que ces 4 serines existent sous la forme phosphorylée in vivo. 

De plus, les autres peptides analysés montrent que la protéine STARD3 est à la fois dans un 

état phosphorylé et non phosphorylé in vivo. Les sérines S199 et S203, possédant une 

probabilité de phosphorylation nulle via le logiciel PhosphoRS, sont quant à elles non 

phosphorylées (fig. R1A). Les fragments analysés ainsi que les spectres obtenus pour 

chacune des sérines S209, S213, S217 et S221 sont représentés figure R1B. L’identification 

d’un peptide analysé par spectrométrie de masse est donnée par plusieurs ions. Le peptide 

est décomposé en plusieurs fragments qui sont ionisés. Les ions représentés sur la figure 

R1B, sont les ions retrouvés lors de l’analyse. Les ions b, en rouge, sont les ions issus des 

séquences allant de l’extrémité amino-terminale à l’extrémité carboxy-terminale alors que les 

ions y, en bleu, sont les ions allant de l’extrémité carboxy-terminale à l’extrémité amino-

terminale. De plus, les ions ayant perdu leur phosphate lors de l’analyse sont annotés y-P ou 

b-P. Lors de la recherche d’une phosphorylation, il est important de retrouver les ions bordant 

le site de phosphorylation. Pour la phosphorylation de la sérine 209, tous les ions proches de 

la phosphorylation sont présents. Les ions b10 et y6, représentant les fragments 

SGALSEGQFY et pSPPESF respectivement, possèdent une grande intensité de signal ce qui 

démontre que le fragment avant la sérine 209 n’est pas phosphorylé et qu’à partir de la sérine 

209 le fragment est phosphorylé.  

 

 Ce premier résultat, nous indique que la protéine STARD3 possède plusieurs états de 

phosphorylation et que la sérine S209 en 4ème position du motif FFAT est phosphorylée ainsi 

que les sérines suivantes : S213, S217 et S221. Après avoir confirmé que la protéine STARD3 

est phosphorylée in vivo, nous avons recherché si la phosphorylation du motif FFAT de 

STARD3 modifie l’interaction avec ses partenaires protéiques VAPs et MOSPD2. 

2. STARD3 interagit avec VAPs et MOSPD2 seulement lorsqu’elle est 

phosphorylée  

 

Il a été identifié que la protéine STARD3 interagit via son FFAT avec les protéines 

VAPs et MOSPD2 (Alpy et al., 2013; Di Mattia et al., 2018). Les motifs FFAT sont constitués 

d’une région acide chargée négativement. La séquence du FFAT de STARD3 quant à elle 

possède peu d’acide aspartique ou d’acide glutamique mais plusieurs serines (Fig. R2A). Nous 

avons voulu observer l’effet de la phosphorylation des sérines sur l’interaction avec ces 

partenaires VAPs et MOSPD2 dans différentes situations : avant le FFAT : S203 même si 
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celle-ci ne semble pas phosphorylée in vivo, au centre du FFAT : S209 et après le FFAT : 

S213.  

 

Pour cela, des peptides synthétiques ont été fabriqués (Fig. R2B). Ces peptides sont 

constitués d’une biotine en partie N-terminale, puis des séquences de STARD3 non 

phosphorylées, mono-phosphorylées, bi-phosphorylées et tri-phosphorylées aux sérines 203, 

209 et 213. Deux autres peptides ont été synthétisés, un contrôle négatif comprenant une 

séquence aléatoire de même taille et un contrôle positif constitué de la séquence de la protéine 

ORP1. La protéine ORP1 est une protéine qui possède un motif FFAT (E1F2Y3D4A5L6S7) 

conventionnel connu pour interagir avec les protéines VAPs et MOSPD2 (Di Mattia et al., 2018; 

Loewen et al., 2003). Ces peptides, grâce à la biotine, ont été fixés sur une résine 

Streptavidine. Avec ce système, les interactants de chacun de ces peptides ont été précipités 

et identifiés par Western Blot ou SDS-Page suivi d’une coloration au Bleu de Coomassie.  

 

Dans un premier temps, un extrait protéique de cellules HeLa a été utilisé pour identifier 

la capacité des peptides à précipiter les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 au sein d’un 

milieu complexe. Les peptides fixés sur une résine Streptavidine sont mélangés à un extrait 

protéique total de cellules HeLa. Les fractions non précipitées et précipitées ont été 

récupérées puis analysées par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre les 

protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 (Fig. R2C). L’extrait protéique utilisé, identifié sur la 

figure par input, possède les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2. De plus, l’utilisation d’une 

condition sans peptide et une condition peptide contrôle négatif montre que les protéines VAPs 

et MOSPD2 sont présentes seulement dans la fraction non précipitée. Le peptide contrôle 

positif constitué du FFAT de ORP1 précipite VAP-A, VAP-B et MOSPD2. Ceci valide l’efficacité 

de ce système, le motif FFAT de ORP1 peut interagir avec les protéines VAPs et MOSPD2 

alors que l’absence de peptide ou une séquence aléatoire ne le peut pas. Ensuite, le peptide 

non phosphorylé de STARD3 ne précipite aucune de ces trois protéines. Lorsque le peptide 

est entièrement phosphorylé, les protéines sont précipitées. L’interaction entre la protéine 

STARD3 et les protéines VAPs et MOSPD2 est donc dépendante de la phosphorylation du 

motif FFAT de STARD3. Ensuite, nous avons voulu savoir si certains sites de phosphorylation 

sont plus importants dans ces interactions protéiques. Lorsque le motif FFAT n’est 

phosphorylé qu’une seule fois, les protéines VAPs et MOSPD2 sont précipitées seulement 

dans le cas où la phosphorylation se situe au centre du FFAT, sur la sérine 209. Si deux 

phosphorylations sur le motif sont présentes, les protéines sont précipitées seulement si la 

sérine 209 est phosphorylée. La phosphorylation de la sérine S209 est donc indispensable à 

l’interaction. De plus, l’intensité des bandes précipitées est plus importante lorsque plusieurs 
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sérines sont phosphorylées. L’interaction entre le motif FFAT de la protéine STARD3 et les 

protéines VAPs et MOSPD2 est dépendante de la phosphorylation de la sérine 209 et l’affinité 

entre le peptide et les protéines VAPs et MOSPD2 augmente si les sérines à proximité du 

motif sont phosphorylées. 

 

Après avoir montré l’importance de la phosphorylation du motif FFAT de STARD3 dans 

un milieu complexe, nous avons vérifié ce résultat in vitro en utilisant des protéines 

recombinantes de VAPs et MOSPD2. Cette expérience permet de mettre en évidence une 

interaction directe dans un milieu contrôlé. Pour cela, des protéines recombinantes des 

domaines MSP de VAP-A, VAP-B, MOSPD2 et VAP-A KD/MD, mutation du domaine MSP qui 

empêche l’interaction avec les motifs FFAT en modifiant la poche hydrophobe qui permet de 

lier l’acide aminé aromatique en position 2 du motif, ont été produites (Fig. R2D)(Kaiser et al., 

2005). Pour cette expérience, nous avons choisi d’utiliser les peptides possédant des 

phosphorylations existantes dans la protéine STARD3 in vivo, c’est-à-dire les sérines 209 et 

213. Ces peptides ont été fixés sur une résine Streptavidine puis la protéine recombinante a 

été ajoutée au milieu. Ensuite, la résine ayant précipité ou non les protéines recombinantes a 

été lavée puis éluée. Le peptide contrôle négatif n’a pas retenu les protéines VAPs et MOSPD2 

alors que le motif FFAT de ORP1 a précipité les trois protéines recombinantes VAP-A, VAP-

B et MOSPD2 et n’a pas précipité la protéine VAP-A KD/MD. Comme attendu, le motif FFAT 

d’ORP1 interagit de manière directe avec les domaines MSP des protéines VAPs et MOSPD2. 

Le motif FFAT non phosphorylé de STARD3 comme le contrôle négatif ne précipite pas les 

protéines recombinantes. Le peptide entièrement phosphorylé, bi-phosphorylé en S209 et 

S213 de STARD3, quant à lui précipite ces protéines. La phosphorylation est donc primordiale 

à l’interaction directe entre le motif FFAT de STARD3 et les domaines MSP des protéines 

VAPs et MOSPD2. De plus, la phosphorylation en position 209 est indispensable à l’interaction 

car seul le peptide mono-phosphorylé en cette position peut interagir avec ces protéines. La 

mutation de la protéine VAP-A KD/MD au niveau du domaine MSP bloque l’interaction avec 

les peptides d’ORP1 et STARD3 phosphorylé, ce qui nous indique que les motifs FFAT 

phosphorylés interagissent avec la poche hydrophobe du domaine MSP des protéines VAPs 

et MOSPD2. Ces données montrent que l’interaction entre la protéine STARD3 et les protéines 

VAPs et MOSPD2 est directe et que celle-ci est dépendante de la phosphorylation de la sérine 

209. 

 

Les premiers résultats d’interaction montrent des différences d’affinités en fonction de 

la présence d’une ou de plusieurs phosphorylations sur le motif FFAT de STARD3. Pour 

évaluer cette différence, nous avons mesuré la constante d’affinité entre le motif FFAT de 
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Figure R3 : La protéine STARD3 permet le recrutement du réticulum endoplasmique au niveau des endosomes 
lorsque celle-ci est phosphorylée.
A-D : Images de cellules Hela co-exprimant la protéine GFP-VAP-A ou GFP-VAP KD/MD (D) avec la protéine 
Flag-STARD3 (A), Flag-STARD3 S209A (B), Flag-STARD3 S209A/P210A (C). La protéine GFP-VAPA et Flag-STARD3 
sont représentées en vert et en magenta, respectivement. Une superposition des deux canaux ainsi qu’un grossisse-
ment de l’image (3,5X) sont indiqués à droite. La barre d’échelle est de 10 µm.
E : Image de cellule Hela exprimant seulement la protéine GFP-VAP-A.
F-H : Coefficient de corrélation de Pearson entre Flag-STARD3 et ses mutants avec GFP-VAP-A (F), GFP-VAP-B (G), 
GFP-MOSPD2 (H). Chaque point est la représentation d’une cellule issue d’au moins trois expériences indépendantes. 
Les comparaisons de chaque conditions sont statistiquement différentes **P < 0.01; ***P < 0.001. 
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STARD3 et les domaines MSP des protéines VAPs et MOSPD2 par résonance des plasmons 

de surface, en collaboration avec le Docteur Nominé (Fig. 2E). Pour ce faire, les peptides de 

STARD3 ont été fixés sur une surface (CM5 sensor surface, GE Healthcare). L’ajout d’une 

phase mobile constituée de plusieurs concentrations de protéines recombinantes VAP-A, 

VAP-B ou MOSPD2 va faire onduler les charges à la surface de la membrane en fonction de 

l’affinité de ces protéines avec le peptide. Cette oscillation des charges va être mesurée pour 

identifier les constantes de dissociation de chacun des partenaires. Les motifs FFAT de 

STARD3 non phosphorylés ou ayant une phosphorylation en S213 n’interagissaient pas avec 

les protéines VAPs et MOSPD2, ce qui est cohérent avec les résultats préalablement obtenus. 

Le peptide phosphorylé en S209 a une affinité, de l’ordre de 6 µM et 1 µM respectivement, 

pour les protéines VAPs et MOSPD2. La double phosphorylation S209 et S213 diminue ces 

constantes de dissociation à environ 4 µM et 0,35 µM. L’ajout d’une phosphorylation permet 

d’augmenter l’affinité du motif avec les domaines MSP des protéines VAPs et MOSPD2. De 

plus, l’affinité du peptide pour la protéine MOSPD2 est supérieure à celle des protéines VAPs. 

Cette information sous-entend que les protéines à motif FFAT auraient des partenaires 

protéiques de prédilection. Cette expérience montre que la phosphorylation de la serine en 

position 4 du motif FFAT est indispensable et que l’affinité est de l’ordre du micromolaire. 

 

Pour conclure, le motif FFAT de la protéine STARD3 interagit avec les protéines VAP-

A, VAP-B et MOSPD2 de façon directe et de l’ordre du micromolaire. La phosphorylation de 

la sérine 209 est obligatoire pour permettre l’interaction et, plus l’environnement du motif est 

phosphorylé plus celui-ci gagne en affinité. 

3. STARD3 phosphorylée est recrutée au niveau des sites de contact 

membranaire ER-endosomes  

 

Les études réalisées jusqu’à maintenant se concentraient sur le motif FFAT de 

STARD3 dans un milieu contrôlé sans prendre en compte la protéine entière dans son 

environnement. C’est pour cela que nous avons voulu vérifier si la phosphorylation de la 

protéine STARD3 pouvait réguler la formation de SCM. Nous nous sommes donc intéressés 

à la formation de SCM entre la protéine endosomale STARD3 et les protéines du réticulum 

VAP-A, VAP-B et MOSPD2 in cellulo. Dans un premier temps, une co-expression des 

protéines GFP-VAP-A et FLAG-STARD3 dans des cellules HeLa a été effectuée pour 

visualiser la localisation de ces protéines. La surexpression seule de la protéine VAP-A 

fusionnée à une GFP montre un marquage réticulaire présent dans l’ensemble du cytoplasme 

de la cellule, cette localisation dans la cellule correspond au RE (Fig. R3E). Lorsque l’on co-
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exprime la protéine STARD3 et la protéine VAP-A, la localisation de la protéine GFP-VAP-A 

change (Fig. R3A) : alors qu’elle est présente de manière uniforme dans le RE lorsqu’elle est 

exprimée seule, VAP-A s’accumule dans des sous-domaines du RE en contact avec les 

endosomes positifs pour STARD3 lorsque VAP-A et STARD3 sont co-exprimées. (Alpy et al., 

2013). Si l’on surexprime la protéine STARD3 et la protéine VAP-A KD/MD, le mutant 

incapable d’interagir avec les motifs FFAT, la protéine VAP-A reste localisée uniformément 

dans le réticulum endoplasmique (Fig. R3D). En regardant la localisation de la protéine VAP-

A et en quantifiant la co-localisation des protéines VAP-A et STARD3, nous pouvons observer 

indirectement l’interaction entre ces deux protéines ainsi que la formation de SCM.  

 

La protéine STARD3 étant in vivo dans plusieurs états de phosphorylation, des 

mutations phospho-mimétiques ont été utilisées. Une mutation phospho-mimétique consiste 

en un remplacement du résidu phosphorylé, sérine ou thréonine chargée négativement par la 

phosphorylation, par un résidu acide, acide aspartique ou acide glutamique. Un contrôle 

négatif de l’expérience a été réalisé en utilisant le mutant FA/YA qui est connu dans la 

littérature pour inhiber l’interaction entre un motif FFAT et le domaine MSP (Kaiser et al., 2005; 

Loewen et al., 2003; Mesmin et al., 2013; Wilhelm et al., 2017). En effet, les deux résidus 

aromatiques, phénylalanine 207 et la tyrosine 208, ont été changés en alanine pour empêcher 

l’interaction du motif FFAT de STARD3 avec la protéine VAP-A. Ce mutant ne recrute pas la 

protéine GFP-VAPA (Fig. R3F). Puis, deux mutants phospho-mimétiques et une mutation de 

la protéine dans un état non-phosphorylable ont été réalisés. Le premier, STARD3 S209A, est 

un mutant non-phosphorylable du motif FFAT : la sérine 209 a été remplacée par une alanine 

non chargée et non-phosphorylable. La protéine STARD3 S209A possède la même 

localisation que la protéine STARD3 (Fig. R3B). Par contre, la protéine GFP-VAP-A n’est pas 

recrutée au niveau de STARD3 S209A. Cette mutation empêche l’interaction entre les deux 

protéines. Le second mutant, STARD3 S209D, est un mutant phosphomimétique du motif : 

l’acide aminé 209 a été remplacé par un acide aspartique chargé négativement. La localisation 

de la protéine VAP-A reste inchangée et l’étude de la co-localisation ne montre pas de 

corrélation (Fig. R3F). La mutation S209D dans STARD3 n’a pas permis de restaurer 

l’interaction. Ce résultat très surprenant, nous a poussé à regarder plus en détail la structure 

cristallographique de l’interaction entre le domaine MSP de VAP-A et un peptide constitué de 

la séquence du motif FFAT de la protéine STARD3 phosphorylée afin de trouver une mutation 

qui permettrait d’obtenir un phospho-mimétique convenable (données non publiées au 

laboratoire). Nous avons constaté que l’acide aspartique n’avait pas exactement la même taille 

et la même conformation qu’une sérine phosphorylée. En effet, la sérine phosphorylée 

possède une charge négative plus éloignée que l’acide aspartique. De plus, La présence de 
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deux prolines successives après la sérine induit une rigidité conformationnelle du motif FFAT 

de STARD3. Ces différences permettent à la sérine d’interagir plus facilement qu’un acide 

aspartique avec les résidus chargés positivement du domaine MSP de VAP-A. Nous avons 

alors fait un troisième mutant, S209D/P210A, dans lequel, en plus de la mutation S209D, nous 

avons remplacé la proline 210 par une alanine pour diminuer la rigidité conformationnelle du 

motif FFAT de STARD3. Nous avons à nouveau co-transfecté les mutants de la protéine 

STARD3 avec la protéine GFP-VAPA et observé leurs localisations intra-cellulaires. La 

localisation de la protéine GFP-VAP-A présente des enrichissements ponctiformes au niveau 

de la protéine STARD3 S209D/P210A (Fig. R3C), ce qui montre que cette mutation restaure 

l’interaction entre les deux protéines. La co-localisation entre tous ces mutants et la protéine 

VAP-A a été mesurée par un test de corrélation entre les signaux acquis dans le vert pour 

GFP-VAPA et dans le rouge pour STARD3 (Fig. R3F). Ces résultats montrent que la protéine 

VAP-A est recrutée au niveau de la protéine STARD3 que lorsque celle-ci est sous une forme 

qui mime l’état phosphorylé de la protéine.  

 

Les mêmes expériences ont été effectuées avec la protéine VAP-B (Fig. R3G). La 

protéine STARD3 entraine un recrutement de la protéine VAP-B. Le mutant S209D/P210A 

conserve cette capacité alors que les protéines STARD3 S209A, S209D et FA/YA ne sont plus 

capables d’induire une relocalisation de la protéine VAP-B. Ce résultat est similaire à la 

protéine VAP-A. Pour finir, nous avons testé le mutant S209A, mimant STARD3 non-

phosphorylée, avec la protéine MOSPD2. Comme avec les protéines VAP-A et VAP-B, la 

mutation de la sérine en alanine de la protéine MOSPD2 empêche l’interaction avec STARD3.  

 

Ces expériences utilisant des mutants non-phosphorylables ou mimant un état 

phosphorylé de la protéine STARD3 suggèrent que la protéine STARD3 non phosphorylée est 

dans l’incapacité d’interagir avec les protéines du RE et n’induit plus la formation de SCM entre 

le RE et les endosomes alors que la protéine STARD3 phosphorylée peut interagir et former 

des contacts.  

 

 La phosphorylation permet de réguler les SCM entre le réticulum 

endoplasmique et les autres organites 

 

La découverte des motifs FFAT est récente (Kaiser et al., 2005; Levine, 2004; Loewen 

et al., 2003). La définition et les algorithmes pour les identifier sont issus de la connaissance 

des partenaires protéiques des protéines VAP-A et VAP-B. Dans la majorité des cas de ces 
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1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6 + 7
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F Y 1 0 0 4 2 0 1
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≥4 3 2 1,5
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 SCORE2 positions de -6 à -1
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SCORE3 positions de 8 à 9
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D/E 1 1
S/T 1 1

autres 0 0
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SCORE1 + Minimun (SCORE2; SCORE3; SCORE4) + SCORE5
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Figure R4 : Identification de nouvelles protéines possédant un motif Phospho-FFAT potentiel
A-C : algorithme permettant de calculer un score prédictif de motif Phospho-FFAT d’une séquence de 13 acides aminés. 
Le calcul de ce score prédictif est composé de plusieurs malus : un pour le corps du motif (A), un pour les charges 
autours du corps du motif (B) et un pour la présence d’une charge en fin du motif FFAT (C). Les résidus aromatiques, 
acides et phosphorylables sont colorés en bleu, rouge et vert, respectivement.
D : Diagramme de Venn des protéines identifiées possédant un Phospho-FFAT et/ou un FFAT conventionnel parmi la 
liste de protéines interagissant avec les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2. Les séquences des motif FFAT ont été 
compilées sous forme d’un web-logo.
E : Liste de protéines connues dans la littérature comme interagissant avec les protéines VAPs et possédant un résidu 
phosphorylable en 4ème position du motif FFAT. Ces protéines ont toutes été retrouvées dans notre analyse avec un 
score de prédiction de motif Phospho-FFAT inférieur à 2,5. Le score, la position du motif au sein de la protéine ainsi que 
la séquence sont indiqués pour le meilleur Phospho-FFAT et FFAT conventionnel identifié par notre analyse.
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partenaires, le résidu en 4éme position du motif est un acide aspartique, comme illustré dans la 

séquence du motif consensus du FFAT : E1F2F3D4A5x6E7 (Loewen et al., 2003). Les analyses 

in silico recherchant de nouveaux motifs FFAT réalisés se sont basées sur ces connaissances 

et n’ont pas pris au même niveau de considération les acides aminés chargés négativement 

(acide aspartique et acide glutamique) et les résidus pouvant être phosphorylés tels que la 

serine ou la thréonine. Étant donné que le motif FFAT de STARD3 Q1F2Y3S4P5P6E7 n’a pas 

été identifié par ces analyses, nous avons donc fait une recherche in silico afin de déterminer 

si d’autres protéines comme STARD3 possèdent un motif FFAT avec un résidu 

phosphorylable en position 4  qui pourraient être régulés par phosphorylation. Si d’autres 

protéines possèdent ce motif Phospho-FFAT et qu’elles sont régulées comme la protéine 

STARD3, cela permettra ensuite de généraliser le concept d’une régulation de la formation de 

SCM par phosphorylation à l’ensemble des protéines possédant un motif phosphorylable.  

1. Identification de nouvelles protéines possédant un Phospho-FFAT par une 

analyse in silico  

 

Le motif FFAT a été défini par plusieurs critères : le premier est sa capacité à interagir 

avec les protéines VAPs ; le deuxième est sa séquence cœur de 7 acides aminés, ayant pour 

consensus E1F2F3D4A5x6E7 et possédant en amont une séquence riche en acides aminés 

acide. Afin de trouver de nouvelles protéines à motif FFAT, des algorithmes de recherche de 

courtes séquences ont été utilisés sur l’ensemble des protéines identifiées chez l’Homme et 

répertoriées dans la base de donnée SwissProt (Mikitova and Levine, 2012; Murphy and 

Levine, 2016). Les analyses in silico scannent et découpent virtuellement chaque protéine en 

plusieurs séquences de 13 acides aminés, 7 résidus pour le corps du motif et 6 pour 

l’environnement acide en amont du corps. Pour ce faire, à chaque résidu du corps du motif est 

attribué un score compris entre 0 et 4 en fonction de la nature de ce résidu (Fig. R4A). Le but 

de ce système est d’identifier les protéines humaines qui possèdent un motif FFAT potentiel. 

En effet, les données de la littérature permettent d’avoir une idée de la composition en acides 

aminés du motif FFAT (Kaiser et al., 2005; Loewen et al., 2003; Murphy and Levine, 2016). 

Celui-ci doit contenir obligatoirement un résidu aromatique en position 2 et un résidu chargé 

négativement en position 4 et un autre en position 7 et/ou 8. Dans la plupart des motifs 

identifiés, un résidu aromatique est aussi présent en position 3 et des acides aminés chargés 

négativement sont présents en position 1 et 7. Sachant que parmi les 21 acides aminés qui 

composent les protéines, 3 possèdent un cycle aromatique (phénylalanine F, tyrosine Y et 

tryptophane W), 2 possèdent une charge négative (acide aspartique D et acide glutamique E), 

3 possèdent une charge positive (arginine R, histidine H, lysine K) et 3 peuvent être 
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phosphorylés (serine S, thréonine T et tyrosine Y). Nous pouvons ainsi créer des 

combinaisons de séquences ayant plus ou moins de probabilité de se comporter comme un 

motif FFAT, c’est-à-dire d’interagir avec VAP et MOSPD2. Pour cela, des malus allant de 0 à 

4 sont ajoutés pour chaque acide aminé différent du motif FFAT consensus. Ces malus sont 

ensuite additionnés pour donner un score au cœur du motif. Un score de 0 représente le 

meilleur score et nous indique que le motif a de grande chance d’être un véritable motif FFAT. 

Une addition de malus supérieur ou égal à 4 exclue la possibilité pour le motif d’être un motif 

FFAT. Par exemple : pour la première position du motif FFAT, nous savons que dans un grand 

nombre de motifs FFAT fonctionnels le premier acide aminé du motif est chargé négativement 

puisque le domaine MSP possède en surface des charges positives. Un acide aspartique D 

ou un acide glutamique E chargé négativement en position 1 n’ajoutera pas de malus alors 

qu’une histidine H ayant une charge opposée positive ajoute un malus de 1,5. Pour la 

deuxième position une phénylalanine F ou une tyrosine Y étant indispensable au 

fonctionnement de ce motif, aucun malus n'est ajouté si ces résidus sont présents à cette 

position, par contre un autre acide aminé aura un malus de 4, et élimine cette séquence de la 

liste des FFATs potentiels. Ceci est réalisé sur chacune des positions du corps du motif FFAT 

allant de 1 à 7 puis tous les malus sont additionnés afin de donner le score du cœur du motif 

(fig. R4A). Les protéines possédant des FFAT ayant des scores proches de 0 sont les 

protéines ayant le meilleur potentiel et les motifs supérieurs ou égaux à 4 sont considérés 

comme ne possédant pas de motif FFAT. En partenariat avec le docteur Timothy Levine et 

John Slee (University College London, UK), nous avons exécuté une nouvelle recherche en 

choisissant les malus pour chacune des positions des 7 acides aminés qui composent le motif 

FFAT. 

 

Cette nouvelle recherche comporte quelques différences comparées aux précédentes 

expériences déjà réalisées par l’équipe de Timothy Levine. Nous avons fait deux algorithmes, 

un pour identifier les motif FFAT consensus (E1F2F3D4A5x6E7) possédant un acide aminé acide 

en position 4 et un pour identifier les Phospho-FFAT (E1F2F3S4A5x6E7) qui possèdent un résidu 

phosphorylable en position 4 du motif. De plus, nous avons ajouté de nouvelles règles pour le 

calcul de l’environnement acide du FFAT, car la protéine STARD3 possède plus de charge 

dans sa partie après le FFAT qu’avant, or les études in silico précédentes ne prenaient en 

compte que la partie en amont du FFAT (Fig. R4B). Pour cela, nous avons fait le calcul de 

score en scannant et découpant les protéines en séquences de 19 acides aminés successifs, 

7 pour le corps du motif, 6 pour la région en amont et 6 pour la région en aval. Le calcul du 

score final pour une séquence donnée est un résultat de 5 scores différents (Fig.4A-C). Le 

premier score représente le corps du motif FFAT. C’est une addition des malus pour chacun 
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des 7 acides aminés en fonction de leur position (Fig. R4A). Pour obtenir deux listes différentes 

pour les FFAT conventionnels et les Phospho-FFAT, nous avons défini en position 4 du motif 

soit un score de 0 pour les résidus phosphorylables et 4 pour les acides aminés acides, soit 

l’inverse. Ceci permet d’avoir une idée de l’importance des Phospho-FFAT dans le protéome 

comparé aux FFAT conventionnels déjà très étudiés. Les scores 2, 3 et 4 sont des scores 

donnés à l’environnement du motif. Les alignements de séquence des motifs FFAT connus 

montrent que les régions bordant le motif FFAT sont chargées négativement. C’est pourquoi 

nous avons choisi d’étudier les 6 acides aminés en amont et en aval du motif (Fig. R4B). Si 

les régions possèdent une majorité d’acides aminés chargés négativement alors aucun malus 

n’est ajouté. Par contre si les régions bordant le motif ne sont pas chargées ou chargées 

positivement alors un malus sera ajouté. Le score 2 représente la séquence en amont, le score 

3 en aval et le score 4 la totalité. Le score qui donnera le moins de malus entre le score 2, 3 

et 4 est ajouté au score du cœur du motif. Le dernier, le score 5 est quant à lui au niveau de 

la position 7 ou 8 du motif, un acide aminé chargé négativement doit être présent (Fig. R4C). 

C’est pour cela qu’un malus de 4 est ajouté si ce résidu est manquant. Le score final est 

l’addition du premier score avec le score 5 et le score le plus petit entre les scores 2, 3 et 4. 

Ces méthodes permettent d’analyser toutes les protéines connues chez l’Homme mais ne 

permettent pas de valider l’interaction avec les protéines VAPs qui est le critère principal de 

ce motif. Ceci fait que les protéines possédant une séquence FFAT identifiée in silico n’ont 

pas forcément un motif FFAT fonctionnel. Ce sont des motifs FFAT potentiels. Des 

expériences in vitro ou in vivo sont indispensables pour valider le motif FFAT identifié par ces 

algorithmes. 

 

Grace à cette analyse, sur les 20 373 protéines humaines testées, nous avons identifié 

3 442 protéines possédant un Phospho-FFAT potentiel ayant un score inférieur ou égal à 3. 

Nous avons choisi le score de 3 pour être le plus sélectif possible. Sur ces 3 442 protéines, 

très peu ont été définies dans la littérature comme interagissant avec les protéines VAPs et 

encore moins le fait que le motif Phospho-FFAT soit à l’origine de cette interaction. Pour 

réduire cette liste de Phospho-FFAT potentiels, nous avons utilisé les bases de données 

d’interactions de Biogrid et d’IntAct ainsi que nos propres analyses protéomiques. Sur les 488 

protéines connues comme partenaires des VAPs et MOSPD2, 110 possèdent un Phospho-

FFAT, 94 possèdent un FFAT-conventionnel et 42 de ces protéines possèdent deux motifs : 

un potentiel Phospho-FFAT et FFAT-conventionnel. Les séquences des Phospho-FFAT et des 

FFAT-conventionnels ont été condensées dans un weblogo (Fig R4D). La quantité de 

Phospho-FFAT identifiée avec cette analyse est similaire aux motifs Conventionnels. La 

plupart des motifs connus dans la littérature sont des FFAT conventionnels, ce qui laisse à 



A

B

FFAT consensus
1 2 3 4 5 6 7 
E F F D A x E 

Biotin–G A M R G A D W P M E M R G Q A N A D A GPeptide controle

FFAT de Kv2.2
Biotin–G A M R S T S S I D S F T S C A T D F T E Non phosphorylé
Biotin–G A M R S T S S I D S F TpS C A T D F T E S608P

FFAT de MIGA2
Biotin–G A M R S L T S E D S F F S A T E L F E S  Non phosphorylé
Biotin–G A M R S L T S E D S F FpS A T E L F E SS295P

FFAT de Kv2.1
Biotin–G A M R S M S S I D S F I S C A T D F P ENon phosphorylé
Biotin–G A M R S M S S I D S F IpS C A T D F P E  S593P

FFAT de STARD3
Biotin–G A M R G A L S E G Q F Y S P P E S F A GNon phosphorylé
Biotin–G A M R G A L S E G Q F Y pS P P E S F A GS209P

FFAT de FIP200
Biotin–G A M R A E S P E S D F M S A V N E F V I  Non phosphorylé
Biotin–G A M R A E S P E S D F MpS A V N E F V IS734P

FFAT de PTPIP51
Biotin–G A M R S T G S S S V Y F T A S S G A T F Non phosphorylé
Biotin–G A M R S T G S S S V Y FpT A S S G A T FT160P

209 160

VAP-B

VAP-A

MOSPD2

Actin

In
pu

t STA
RD3 p

S

Kv2.
2 p

S608

MIGA2 p
S295

Kv2.
1 p

S593

FIP200
 pS

734

PTPIP51 
pT

Précipité
Ctrl N

eg

STA
RD3

FIP200
MIGA2

PTPIP51

Kv2.
1

Kv2.
2

Figure R5 : Les protéines possédant un Phospho-FFAT régulent leurs interactions via la phosphorylation
A : Séquence des peptides biotinylés des motif Phospho-FFAT des protéines STARD3, FIP200, MIGA2, PTPIP51, 
KV2.1 et KV2.2 utilisés pour les expériences de peptide pull down. Le résidu en position 4 est sous forme phosphorylée 
ou non phosphorylée. 
B : Western Blot de l’expérience de peptide pull down utilisant les peptides en R5A. L’input est un extrait de cellule HeLa 
WT. Des anticorps anti-VAP-A, anti-VAP-B, anti-MOSDP2 et anti-Actine permettent d’identifier quel peptide précipite 
chacune de ces protéines. L’actine est utilisée comme contrôle de charge. Les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 
sont précipitées seulement quand les peptides sont phosphorylés.
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penser qu’un grand nombre de nouvelles protéines possédant un Phospho-FFAT reste à 

découvrir. De plus, ces protéines seraient régulées en fonction de leur état de phosphorylation.  

 

2. MIGA2, PTPIP51, FIP200, Kv2.1 et Kv2 .2 interagissent seulement lorsqu’ils 

sont phosphorylés  

 

Afin de valider le fait que d’autres protéines puissent posséder un motif Phospho-FFAT 

régulé par phosphorylation, nous avons sélectionné des protéines présentes dans la liste 

obtenue par notre analyse in silico (Fig. R4E). Nous les avons choisies selon trois critères : 

connues dans la littérature comme une protéine interagissant avec VAPs ; que le motif FFAT 

qui lie cette protéine aux protéines VAPs soit connu et pour finir que ce motif possède un 

résidu phosphorylable en 4ème position. Avec ces critères de sélection, nous avons identifié 5 

protéines. La protéine MIGA2 (Mitoguardin2) est une protéine présente à la membrane externe 

de la mitochondrie qui est impliquée dans la dynamique mitochondriale (Freyre et al., 2019). 

Les protéines Kv2.1 et Kv2.2 (Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily B Member 1 et 2 

(KCNB1 et KCNB2) sont des protéines membranaires impliquées dans le transport du 

potassium au niveau des neurones principalement (Johnson et al., 2018; Kirmiz et al., 2018; 

Lim et al., 2000). La protéine PTPIP51 (RMD3 Microtubule Dynamics Protein 3) forme des 

contacts entre la mitochondrie et le RE et est impliquée dans l’homéostasie calcique (De Vos 

et al., 2012; Stoica et al., 2014). Cette protéine possède deux FFAT un conventionnel et un 

Phospho-FFAT. La protéine FIP200 (RBCC1 RB1-Inducible Coiled-Coil Protein 1) est une 

protéine cytoplasmique impliquée dans la formation des autophagosomes (Hara et al., 2008; 

Zhao et al., 2018). Toutes ces protéines possèdent un motif FFAT avec une sérine ou une 

thréonine en 4éme position de leurs motifs. 

 

Pour vérifier la capacité des motifs FFAT de ces protéines à interagir avec les protéines 

VAPs et MOSPD2, nous avons généré de nouveaux peptides biotinylés comme pour STARD3. 

Deux peptides ont été synthétisés pour chacune des protéines, l’un des peptides est 

phosphorylé au niveau du 4éme résidu du Phospho-FFAT potentiel, et l’autre est non 

phosphorylé (Fig. R5A). Afin de tester la capacité de ces peptides à interagir avec les protéines 

VAPs et MOSPD2, une expérience de peptide Pull down a été effectuée avec un extrait 

protéique de cellule HeLa. Les fractions d’élution ont été analysées par Western blot en 

utilisant des anticorps dirigés contre les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 (Fig. R5B). Les 

peptides de STARD3 phosphorylé et non phosphorylé ont été utilisés en tant que contrôle de 

l’expérience. Comme attendu, le peptide phosphorylé de STARD3 interagit avec les protéines 
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VAPs et MOSPD2 alors que le peptide non phosphorylé n’en est pas capable. Pour ce qui est 

des Phospho-FFAT des protéines FIP200, MIGA2, PTPIP51, KV2 .1 et KV2.2, ils ont tous 

précipité les protéines VAP-A et VAP-B lorsque phosphorylés. Les peptides non phosphorylés 

ne sont pas capables de précipiter les VAPs. La phosphorylation est donc indispensable pour 

l’interaction entre les Phospho-FFAT et les protéines VAP-A et VAP-B. En ce qui concerne 

MOSPD2, seulement FIP200 et MIGA2 précipitent la protéine MOSPD2 lorsque les peptides 

sont phosphorylés. Le domaine MSP de MOSPD2 ne possède que 30 % d’identité de 

séquence avec les protéines VAP-A et VAP-B. Cette différence pourrait influencer l’affinité du 

domaine MSP pour un motif FFAT spécifique. C’est surement pour cela que sur un extrait 

protéique complexe les peptides phosphorylés de PTPIP51, KV2.1 et KV2.2 n’ont pas précipité 

la protéine MOSPD2. Cette expérience montre que les protéines possédant un Phospho-FFAT 

peuvent réguler l’interaction qui existe avec les protéines VAPs et MOSPD2 en jouant sur la 

phosphorylation du motif. De plus, ces protéines étant pour la plupart ancrées au niveau 

d’organelle spécifique, mitochondrie, membrane plasmique et endosomes, l’interaction de ces 

protéines avec les protéines du réticulum endoplasmique VAP-A, VAP-B et MOSPD2 peut 

potentiellement former des SCM entre ces organites. Ces SCM peuvent se former et se défaire 

en fonction de la phosphorylation du motif.  
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Conclusion et Discussion 
 

L’objectif de cette thèse était d’identifier un mécanisme de régulation de la formation 

de sites de contact membranaire impliquant la protéine STARD3 et les protéines VAP-A, VAP-

B et MOSDP2 puis d’en étendre le concept à d’autres contacts. L’idée était que le motif 

Phospho-FFAT (Q1F2Y3S4P5P6E7) de la protéine STARD3 qui interagit avec ces trois protéines 

possède un résidu phosphorylable (sérine S) en 4ème position du motif, ce qui diffère des FFAT 

conventionnels qui possèdent un acide aminé acide (acide aspartique E ou acide glutamique 

D) à cette position. Les résidus phosphorylables possèdent deux états soit non phosphorylé 

avec une charge globalement neutre ou soit phosphorylé ce qui amène des charges négatives 

à ce résidu. L’hypothèse était que la phosphorylation de l’acide aminé en 4ème position du motif 

Phospho-FFAT peut réguler l’interaction du motif avec les protéines VAP-A, VAP-B et 

MOSPD2 et ainsi contrôler la formation de SCM. 

 

Pour répondre à cette question, nous avons tout d’abord déterminé si le motif Phospho-

FFAT de la protéine STARD3 était phosphorylé in vivo. Après avoir analysé la phosphorylation 

de la protéine par spectrométrie de masse, nous pouvons affirmer que la protéine est 

phosphorylée dans son motif Phospho-FFAT ainsi que les trois résidus phosphorylables après 

le motif. 

Ensuite, nous nous demandions si la phosphorylation de la protéine STARD3 peut 

influencer l’interaction de celle-ci avec les protéines VAP-A, VAP-B et MOSDP2. En utilisant 

des peptides composés de la séquence du motif Phospho-FFAT de la protéine STARD3 sous 

sa forme non phosphorylée ou phosphorylée aux différents sites de phosphorylation possibles, 

nous avons identifié que l’interaction entre la protéine STARD3 et les protéines VAP-A, VAP-

B et MOSDP2 était dépendante de la phosphorylation de la sérine en 4ème position du motif 

Phospho-FFAT de STARD3. En effet, lorsque la sérine est phosphorylée les peptides co-

précipitent les trois protéines alors que lorsque la sérine est sous sa forme non phosphorylée 

l’interaction ne se produit pas. De plus, l’affinité de l’interaction est plus importante lorsque les 

sérines environnantes du motif sont phosphorylées que ce soit en amont ou en aval du motif. 

Ces expériences confirment que l’interaction qui existe entre le motif Phospho-FFAT et le 

domaine MSP est contrôlée par des interactions électrostatiques globales faisant intervenir les 

charges négatives qui composent la séquence. De plus, la phosphorylation au niveau du 4ème 

acide aminé du motif est obligatoire afin de permettre l’interaction protéique.  

Pour finir, avec la caractérisation de notre modèle utilisant la protéine STARD3, nous 

avons voulu savoir si la phosphorylation de la protéine pouvait réguler la formation de SCM 

ER-endosomes. Pour cela, j’ai généré des protéines mimant un état non phosphorylé et un 
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Figure C1 : Les sites de contact impliquant un Phospho-FFAT sont régulés par phosphorylation 
Représentation schématique de notre modèle de régulation de SCM par phosphorylation. La protéine STARD3 et les 
protéines VAPs et MOSPD2 sont ancrées à la membrane des endosomes tardifs et à la membrane du réticulum endo-
plasmique, respectivement. L’interaction entre ces protéines, via le motif Phospho-FFAT de la protéine STARD3 et le 
domaine MSP des protéines MOSPD2 et VAPs, permet le rapprochement des membranes et la formation de SCM entre 
ces deux organites. Le motif Phospho-FFAT de la protéine STARD3 possède deux états : non phosphorylé ou phospho-
rylé au niveau de la serine au centre du motif. Si le motif n’est pas phosphorylé alors l’interaction entre les protéines 
STARD3 et VAPs ou MOSPD2 est impossible. Par contre lorsque le motif est phosphorylé alors l’interaction entre les 
protéines STARD3 et VAPs ou MOSPD2 se réalise ce qui forme un contact entre le réticulum endoplasmique et les 
endosomes tardifs.
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état phosphorylé de la protéine, puis nous avons surexprimé les protéines deux à deux afin de 

regarder par immunofluorescence le recrutement des protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 

induit par la protéine STARD3. Les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 ne sont pas 

recrutées au niveau de la protéine STARD3 lorsque celle-ci est sous sa forme non 

phosphorylée alors que sous la forme qui mime la phosphorylation les protéines VAP-A et 

VAP-B co-localisent avec la protéine STARD3. Ceci nous indique que la phosphorylation de 

la protéine STARD3 est un moyen de contrôler la formation de SCM et par la même occasion 

d’inhiber la fonction de la protéine au niveau de ces contacts. En effet, des expériences 

fonctionnelles de la protéine STARD3 ont été effectuées et seule la protéine phosphorylée 

continue de transporter du cholestérol entre le RE et les endosomes (données non montrées). 

 

Grâce à toutes ces expériences, un modèle de fonctionnement de la régulation de SCM 

impliquant la protéine STARD3 est proposé (Fig C1). La protéine STARD3, ancrée aux 

endosomes via son domaine MENTAL, est présente sous deux formes au sein de la cellule, 

une non-phosphorylée et une phosphorylée. Cette protéine peut transporter du cholestérol au 

sein de SCM entre le RE et les endosomes (Alpy et al., 2013; Di Mattia et al., 2018; Wilhelm 

et al., 2017). Dans certaines conditions physiologiques, la cellule accumule du cholestérol 

dans les endosomes via une ou des kinases qui phosphorylent la protéine STARD3. La 

protéine ainsi phosphorylée peut interagir avec les protéines du réticulum endoplasmique 

VAPs et MOSPD2. L’interaction entre ces protéines induit un rapprochement des membranes 

et la formation d’un SCM ER-endosomes. La protéine STARD3 au niveau de ces contacts 

transporte alors du cholestérol du RE aux endosomes. Dans une autre condition 

physiologique, des phosphatases pourraient être activées afin de déphosphoryler la protéine 

STARD3 et ainsi empêcher la formation de SCM et le transport de cholestérol. 

Nous savons que la protéine STARD3 est une protéine surexprimée dans les cancers 

du sein HER2+ et que l’inhibition de la protéine diminue grandement la prolifération cellulaire 

(Alpy and Tomasetto, 2014; Kao and Pollack, 2006; Tomasetto et al., 1995). De plus, la 

surexpression de la protéine entraine une accumulation de cholestérol au niveau des 

endosomes et une diminution au niveau de la membrane plasmique (Wilhelm et al., 2017). 

Cette modification de composition lipidique serait possiblement une des causes de la 

prolifération cellulaire des cancers du sein HER2+. En identifiant les kinases et phosphatases 

responsables de la phosphorylation et déphosphorylation du motif Phospho-FFAT de la 

protéine STARD3 nous pourrions inhiber la formation de SCM ER-endosome dans ces cellules 

cancéreuses et potentiellement réduire les échanges de lipide ainsi que la croissance cellulaire 

liée à l’activité de la protéine. Pour le moment les kinases et phosphatases agissant sur la 

protéine STARD3 n’ont pas encore été identifiées mais les kinases spécifiques de la protéine 
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STARD3 seraient de très bons candidats à étudier comme potentiel traitement additionnel aux 

inhibiteurs du récepteur HER2 pour les patientes atteintes de cancer du sein HER2+. En effet, 

des inhibiteurs de kinases empêcheraient la phosphorylation de la protéine STARD3 ce qui 

bloquerait l’activité de la protéine en empêchant la formation de SCM entre le RE et les 

endosomes ce qui équivaudrait à inhiber la protéine STARD3 et entrainerait probablement une 

diminution de la croissance cellulaire. Pour tester cette hypothèse, il faudrait identifier les 

kinases et phosphatases responsables de la phosphorylation et déphosphorylation du motif 

Phospho-FFAT de la protéine STARD3. Après les avoir identifiées, des tests sur lignées 

cancéreuses HER2+ seraient à réaliser. Pour commencer on pourrait surexprimer et inhiber 

les kinases afin de phosphoryler ou d’empêcher la phosphorylation de la protéine STARD3 et 

montrer son impact sur la croissance, migration et invasion cellulaire. Dans un deuxième 

temps, une recherche d’un inhibiteur de la kinase pouvant spécifiquement bloquer l’activité de 

la phosphorylation de la protéine STARD3 serait à entreprendre puis ensuite de tester son 

action in vitro et in vivo. 

 

La protéine STARD3 n’étant pas la seule à posséder un motif Phospho-FFAT, d’autres 

SCM peuvent potentiellement être régulés par ce même système. En effet, nous avons montré 

que 6 protéines interagissent avec les protéines VAPs via un motif Phospho-FFAT. D’après 

les études d’interaction effectuées avec les protéines VAPs et les analyses in silico de l’équipe 

du Docteur Levine, sur les 500 partenaires des protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2, au 

moins une centaine de protéines devraient interagir avec les protéines VAPs via un motif FFAT 

(Alli-Balogun and Levine, 2019; Mikitova and Levine, 2012; Murphy and Levine, 2016; Slee 

and Levine, 2019). Ces 20 dernières années, une trentaine de protéines possédant un motif 

FFAT conventionnel a été découverte. De plus, lors des analyses in silico précédentes, les 

motifs Phospho-FFAT n’ont pas tous été identifiés du fait de la présence d’une serine ou 

thréonine en position 4. Au vue des connaissances des protéines à motif Phospho-FFAT qui 

interagissent avec les protéines VAPs et MOSPD2, nous avons voulu identifier de nouvelles 

protéines possédant un motif Phospho-FFAT via une nouvelle analyse in silico.  

Pour cela, un nouvel algorithme a été créé afin d’identifier de façon différentiel les 

motifs FFAT conventionnels et les Phospho-FFAT du protéome humain. En effet, deux 

analyses ont été faites sur les 20 373 protéines humaines identifiées dans la base de données 

SwissProt avec pour seule différence un acide aminé acide ou phosphorylable en 4ème position 

du motif. Nous avons identifié 3 442 protéines possédant un Phospho-FFAT potentiel et 2927 

protéines possédant un FFAT conventionnel potentiel. Pour réduire ce nombre, nous avons 

choisi de nous intéresser aux 488 protéines identifiées, via les bases de donnée Biogrid, IntAct 

et analyse protéomique, comme partenaire des protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2 (Di 
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Mattia et al., 2018; Huttlin et al., 2015, 2017). Sur ces protéines, 110 possèdent un Phospho-

FFAT, 94 possèdent un FFAT-conventionnel et 42 de ces protéines possèdent les deux motifs. 

Sur les 110 protéines identifiées avec un Phospho-FFAT, nous avons retrouvé les 6 protéines 

déjà connues pour posséder un motif Phospho-FFAT fonctionnel ce qui valide notre analyse. 

Cette nouvelle analyse montre que dans le protéome humain et parmi les partenaires identifiés 

de VAPs et MOSPD2, la proportion de motif Phospho-FFAT et FFAT conventionnel serait 

similaire. Pour confirmer ce résultat, il faudrait identifier avec certitude que les motifs sont bien 

à l’origine de l’interaction. Ce résultat est assez surprenant car, durant ces 20 dernières 

années, 3 fois plus de protéines possédant un motif FFAT conventionnel que de protéines 

possédant un motif Phospho-FFAT ont été identifiées alors que l’analyse montre que la 

quantité de Phospho-FFAT serait similaire au motif FFAT conventionnel. Cela laisse à penser 

que de nombreuses protéines possédant un motif Phospho-FFAT n’ont pas encore été 

étudiées ainsi que les SCM qui y sont liés et leurs fonctions au niveau de ces sites. De manière 

intéressante, l’étude in silico révèle aussi que 42 protéines possèdent deux motifs potentiels, 

un Phospho-FFAT et un FFAT conventionnel. Si les deux FFAT peuvent réellement interagir 

avec les protéines VAP-A, VAP-B et MOSDP2, on pourrait supposer que le FFAT 

conventionnel étant toujours actif formerait le contact et le Phospho-FFAT supplémentaire 

pourrait permettre une régulation plus fine en augmentant l’interaction avec les protéines VAPs 

et MOSPD2 afin de renforcer l’interaction en fonction des conditions physiologiques. 

 

Afin d’étendre le modèle d’étude réalisé sur la protéine STARD3, nous avons choisi de 

confirmer le résultat sur 5 autres protéines possédant un Phospho-FFAT fonctionnel. De plus, 

ces protéines sont présentes à la surface de plusieurs organites de la membrane plasmique 

(Kv2.1, Kv2.2), de la mitochondrie (MIGA2, PTPIP51), de l’autophagosome (FIP200)(De Vos 

et al., 2012; Freyre et al., 2019; Johnson et al., 2018; Kirmiz et al., 2018; Zhao et al., 2018). 

Toutes ces protéines forment des SCM avec le RE et ces différents SCM sont impliqués dans 

le transport d’ions, de lipides et dans l’autophagie. Une des questions est de savoir si ces 

protéines possèdent le même mécanisme de régulation que la protéine STARD3. Est-ce que 

la phosphorylation du 4ème résidu de leur motif Phospho-FFAT permet de réguler l’interaction 

avec les protéines VAPs et MOSPD2 et ainsi de contrôler la formation de SCM et les fonctions 

associées aux protéines ?  

Pour cela comme avec la protéine STARD3, nous avons étudié la capacité des motifs 

MIGA2, PTPIP51, FIP200, Kv2.1 et Kv2.2 à interagir avec les protéines VAP-A, VAP-B et 

MOSPD2. Des peptides comprenant les différents motifs Phospho-FFAT phosphorylé ou non 

au niveau du 4ème acide aminé des protéines MIGA2, PTPIP51, FIP200, Kv2.1 et Kv2.2 ont 

été générés. Nous avons identifié que seuls les peptides phosphorylés pouvaient interagir 
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avec les protéines VAP-A et VAP-B et que les peptides non phosphorylés n’interagissaient 

pas avec les protéines VAP-A, VAP-B et MOSPD2. De façon surprenante, La protéine 

MOSPD2 ne se comporte pas exactement de la même manière que les protéines VAPs. Même 

phosphorylés, les peptides des protéines PTPIP51, Kv2.1 et Kv2.2 n’interagissent pas avec 

MOSPD2. Les domaines MSP des protéines VAP-A et VAP-B possèdent une similarité de 

séquence d’environ 90% alors qu’avec MOSPD2 cette similarité est d’environ 50%. De plus, 

cette expérience a été réalisée au sein d’un milieu complexe en utilisant des extraits protéiques 

de cellules HeLa comprenant de nombreuses protéines dans des proportions très variables. 

Nous pouvons supposer que ces différences entre les domaines MSP et la compétition qui 

existe au sein de l’extrait protéique sont à l’origine des affinités différentes du domaine MSP 

des protéines VAPs et du domaine MSP de la protéine MOSPD2. Les protéines VAPs et la 

protéine MOSPD2 formeraient des SCM différents avec des partenaires privilégiés au sein de 

la cellule. Les trois protéines qui n’ont pas été co-précipitées sont impliquées dans des 

transports d’ions. La protéine MOSPD2 possédant un domaine CRAL-TRIO pouvant surement 

interagir avec des lipides aurait peut-être moins d’affinité pour ces protéines et plus d’affinité 

pour des protéines à motif FFAT impliquées dans le transport de lipides comme la protéine 

STARD3. Grace aux expériences avec ces différents peptides, nous pouvons affirmer que les 

motifs Phospho-FFAT des protéines STARD3, MIGA2, PTPIP51, FIP200, Kv2.1 et Kv2.2 

interagissant avec VAPs et MOSPD2 peuvent être régulés par la phosphorylation du 4ème acide 

aminé.  

Cette nouvelle découverte questionne sur l’utilité physiologique d’un système de 

régulation de la formation des SCM par la phosphorylation. En effet, nous savons que les SCM 

sont dynamiques (Valm et al., 2017). Sur les 6 protéines possédant un motif Phospho-FFAT, 

5 d’entre elles sont des protéines ancrées dans la membrane d’un organite via un domaine 

transmembranaire. Les protéines du RE VAP-A, VAP-B et MOSPD2 sont elles aussi fixées 

dans une membrane, celle du RE. L’interaction entre deux protéines membranaires bloquerait 

le SCM et empêcherait une dynamique de contact. Nous pouvons supposer que le seul moyen 

de réguler ces interactions et la formation de SCM était le site de liaison entre le domaine MSP 

et le motif FFAT et plus spécifiquement la phosphorylation du motif Phospho-FFAT. De plus, 

la possibilité que la protéine possède d’autres interactants et d’autres fonctions lorsqu’elle 

n’est pas sous la forme de SCM avec le RE est envisageable. En effet, la protéine MIGA2 

possède un domaine de liaison aux gouttelettes lipidiques présentes dans la cellule qui lui 

permet de former des contacts entre la mitochondrie et les gouttelettes lipidiques en absence 

de RE (Freyre et al., 2019). Ainsi la phosphorylation permettrait de réguler la balance entre 

ces 2 contacts : si le motif Phospho-FFAT est phosphorylé, il y a formation de contact avec le 

RE et si le motif n’est pas phosphorylé, il y a formation de SCM avec les gouttelettes lipidiques. 
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Cette thèse a permis d’identifier un nouveau mode de régulation des SCM. En effet, 

les protéines qui possèdent un motif Phospho-FFAT et qui forment des SCM peuvent être 

régulées par la phosphorylation du 4ème résidu de leur motif. La phosphorylation permet 

l’interaction avec les protéines du réticulum endoplasmique VAP-A, VAP-B et MOSPD2 ce qui 

va rapprocher les membranes des organites et créer un SCM. Au sein de ces contacts 

membranaires, les protéines qui les composent vont pourvoir transporter des molécules entre 

les organites. De nombreuses protéines possédant un motif Phospho-FFAT restent à être 

découvertes et étudiées et la surexpression ou l’inhibition de ces protéines de transport 

pourraient être liées à des pathologies. Grâce à ce travail, nous comprenons mieux comment 

certains SCM sont régulés et les possibilités d’action pour les contrôler. Le contrôle de certains 

SCM ouvre de nombreuses possibilités de recherche sur de potentiels nouveaux traitements 

ciblés qui induiraient ou inhiberaient des sites de contact membranaire pour favoriser la prise 

en charge de patients. 
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