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RESUME

Les génes YGR283C et YMR310C codent pour deux enzymes paralogues de la
levure bourgeonnante Saccharomyces cerevisiae, Ces enzymes que nous appelons
YGR et YMR sont conservées des archéobactéries aux mammiféres, mais elles ne
sont pas essentielles a la survie chez la levure. YGR et YMR appartiennent a la
superfamille SPOUT d’ARN méthyltransférases. Elles ont chacune un domaine
catalytique SPOUT responsable de I'activité ARN méthyltransférase qui contient un
nceud o/ et un domaine OB-fold pour Iinteraction avec les acides nucléiques.

Dans mon projet de recherche, j’ai montré que la souche de double délétion ygrA
ymrA est viable et que cefte délétion n’affecte pas la croissance des levures.
Cependant seule la simple délétion ygrA ralentit légerement la croissance des levures.
L’observation microscopique des protéines YGR et YMR fusionnées a la protéine
GFP a montré que les deux paralogues colocalisent avec la protéine Garl, un
marqueur du nucléole. La vérification de ID’expression des protéines par
immunobuvardage montre une 1égére diminution du taux d’expression de YGR en
absence de YMR. De plus, j’ai effectué un criblage génétique synthétique 1étal, dans
le but d’isoler des mutants qui deviennent dépendants du géne YGR283C ou
YMR310C. Le criblage génétique nous permettra d’élaborer de nouvelles recherches
pour mieux comprendre la fonction de ces enzymes.

Mots clés : nucléole, S. cerevisiae, ARN méthyltransférase, criblage génétique
synthétique Iétal.



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 La méthylation

La méthylation est I'une des modifications biochimiques covalentes les plus
courantes chez les organismes vivants. Elle consiste au transfert d’un groupe méthyle
d’un donneur 3 un substrat par l’intervention d’une enzyme méthyltransférase
(MTase). Les substrats de la méthylation varient des plus petites molécules (comme

I’arsénite et la glycine) aux macromolécules (ADN, ARN, lipides et protéines).
1.2 Structure des MTases

La premiére structure d’une MTase dépendante de S-adénosyl-méthionine (AdoMet)
a été publiée en 1993 pour M.Hhal, une ADN MTase qui catalyse la méthylation
d’une cytosine en C5. Depuis, avec la mise en évidence d’autres structures de MTases
il était évident que toutes les MTases partagent la méme structure de base. En effet,
les MTases partagent une structure commune de sept brins B mixtes (6| 71 5| 4] 1}
2] 3]) connue sous le nom de « repliement de MTases dépendant de AdoMet », a
I’exception d’une arginine MTase qui contient un repliement consensus compact ot il
mangque les deux brins antiparalléles (6] 71). La méme structure existe dans les
différentes classes de MTases qui agissent sur des petites molécules (glycine ou

arsénite) ou sur des macromolécules (ADN, ARN et protéines), que leur cible
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atomique soit un carbone, oxygéne, azote, sulfure ou méme un halogénure de métal

(Schubert et al., 2003).

Malgré leur similarité, les MTases, comme la plupart des enzymes, présentent une
promiscuité enzymatique, cela veut dire qu’elles présentent une analogie de structure
et donc différentes structures du domaine catalytique peuvent effectuer une méme
réaction. En méme temps, elles peuvent étre pluripotentes et donc une méme structure
peut étre impliquée dans des réactions catalytiques différentes. Cette flexibilité peut

étre due a la nécessité d’un cofacteur commun, AdoMet dans ce cas.
1.3 Mécanisme de la méthylation

AdoMet est le substrat le plus utilisé par les enzymes aprés ’ATP (adénosine
triphosphate). AdoMet est le plus souvent utilisé par les MTases comme donneur du
groupe méthyle, cela en résulte S-adénosyl-homocystéine (AdoHcy) (Schubert et al.,
2003). La méthylation est souvent accomplie par un mécanisme du transfert direct
d’un groupe méthyle au substrat aprés I’attaque d’un nucléophile actif sur le groupe
méthyle d’AdoMet avec une libération concomitante d’AdoHcy. Certaines réactions
de méthylation effectuées sur des carbones électrophiles, et non nucléophiles,
nécessitent une étape intermédiaire de formation d’un radical 5’-dAe produit d’un
clivage d’une deuxiéme molécule AdoMet (Grove et al., 2011) (Schubert et al., 2003).
Le mécanisme du transfert direct est le plus répandu, mais, selon la polarisabilité de
’atome cible, I’activation du nucléophile différe méme dans la méme classe de

MTases (Schubert ef al., 2003).

Le mécanisme d’action des MTases de I’ADN était un mystere, car ce n’était pas clair
comment la MTase pouvait agir sur le nucléotide. Etant positionné dans le duplex
d’ADN par I’appariement de bases, le nucléotide semble inaccessible pour le site actif
de I’enzyme. L’étude de la structure de ’ADN MTase M.Hhal liée a 'ADN

synthétique cible a montré que I’enzyme effectue une rotation de ~180° sur la base



cible sur ce qui permet a la base d’étre placée dans le site catalytique (Cheng et
Roberts, 2001).

1.4 Classification des MTases

Les MTases peuvent étre classées seclon plusieurs parameétres : la structure du
domaine catalytique, leurs points isoélectriques, leur profil d’expression et la nature
de leurs substrats. Tous ces paramétres sont reliés et permettent de définir chaque
groupe de MTases. En fait, I’étude de la relation entre le profil d’expression pendant
le cycle métabolique de levure (YMC pour yeast metabolic cycle), le point
isoélectrique maximal (max PI), la localisation subcellulaire, la structure du domaine
catalytique et le type du substrat pour les MTases avec un substrat connu montre une
bonne corrélation ce qui a permit 1’élaboration d’une nouvelle approche de prédiction

de substrat des MTases inconnu (Wlodarski et al., 2011).

La nature du substrat est liée au point isoélectrique de la MTases. En effet, environ 96%
des MTases d’ARN ont un point isoélectrique maximal élevé parce que leurs
domaines de liaison a 1’acide nucléique sont riches en acides aminés chargés
positivement; au contraire, les MTases de protéines ont un point isoélectrique
maximal faible (Wlodarski et al., 2011). La localisation cellulaire permet de
déterminer si deux protéines, qui peuvent, potentiellement, interagir, ont la possibilité
d’étre & proximité (dans le méme organite) in vivo. Cela a pour exemple les MTases

de lipides qui se localisent au réticulum endoplasmique (RE).

Le profil d’expression aussi peut donner des indications sur la possibilité
d’interaction entre deux protéines, car les génes avec une fonction similaires
s’expriment en méme temps pendant le cycle métabolique. En fait, plus de la moitié
des génes (~3552) de la levure S. cerevisiae présentent un profil d’expression
synchronisé¢ au cours du cycle métabolique des levures (en saturation avec des

concentrations limitées de glucose). Le YMC dure ~300 min et commence par une
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réductive non-respiratoire suivie d’une phase oxydative respiratoire

synchronisée avec une consommation rapide d’oxygéne par les levures (Tu et al.,

2005). Les MTases de la levure présentent généralement une expression périodique

au cours du YMC (Figure 1.1), a I’exception de cinq MTases.

spécificité du substrat
connu prédit  inconnu

@ rrotéine @22 protéine
@ RN @2 ARN

@ petite molécule

D lipide

Temps (minutes)

Figure 1.1. L’expression des MTases périodiques pendant le cycle métabolique de la

levure S. cerevisiae. Chaque MTase est placée au moment du pic d’expression de son

géne pendant le YMC. Les MTases sont indiquées selon leur spécificité du substrat.

On distingue les MTases de protéines (bleu), d’ARN (rouge) de petites molécules

(vert), de lipides (jaune) ou de spécificité inconnu (blanc). Adaptée de Wlodarski et al.
(2011).

Ici, je vais me concentrer sur des classes de MTases trouvées chez la levure S.

cerevisiae. L’équipe de Ginalski, en comparant les différentes structures chez les

homologues, a trouvé que le méthyltransférome de la levure S. cerevisiae contient 86

MTases (53 bien identifiées et 33 putatives avec des substrats inconnus) (Wlodarski
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et al, 2011). Les MTases de la levure S. cerevisiae peuvent étre classées en neuf
grandes catégories. La plus répandue est RFM (pour Rossman-like fold MTases) qui
regroupe 56 MTases, puis les MTases avec un domaine SET (12 MTases), SPOUT (7
MTases), TIM p/a-barrel (3 MTases), transmembranaires (3 MTases), tétrapyrrole
méthylase (2 MTases), DNA/RNA-binding 3-helical bundle (1 MTase), SS00622-like
(1 MTase) et thymidylate synthétase (1 MTase) (Wlodarski et al., 2011).

1.4.1 La famille des Rossman-like fold MTases (RFM) ou classe I

Les protéines de cette famille ressemblent dans leurs structures aux protéines avec le
domaine NAD (P)-binding Rossman fold domain, a I’exception du brin 7. Dans les
deux familles, le point de changement topologique central forme un creux pour la
fixation d’AdoMet ou de NAD(P) (Figure 1.2.a). La nomination par classe (I-V) a été
utilisée selon ’ordre de découverte des MTases (Schubert ef al,, 2003). Cependant,
cette nomenclature n’est pas couramment utilisée. Les MTases RFM sont caractérisés
par le motif GXFXG (ou au moins GxG) a I’extrémité du premier brin Bl et d’un
résidu acide a la fin du deuxiéme brin B2 qui forme des liaisons hydrogene avec les
deux groupes hydroxyles d’AdoMet. Les protéines de cette famille peuvent former
des homodiméres ou des tétrameéres, mais la plupart sont des monomeéres (Schubert et
al., 2003). Certaines protéines de la famille RFM n’ont pas d’activité MTase, mais
plutdt une activité méthyléne transférase, spermidine synthase, nicotianamine

synthase ou une activité hydroxylase (Kozbial et Mushegian, 2005).

1.4.2 La famille des MTases avec un domaine SET ou classe V

Nommée, famille SET, d’aprés une protéine de la drosophile ou elle a ét€ identifié la
premiére fois (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax). A ce jour, les membres
de cette famille sont des MTases de protéines qui catalysent, essentiellement, la

méthylation de lysine dans I’extrémité flexible des histones. Ces enzymes sont
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caractérisées par trois petits feuillets B (Figure 1.2.c) qui forment un petit creux ou se

fixe le cofacteur d’AdoMet.

Figure 1.2. Diagramme topologique représentatif de la structure générale
caractéristique des trois principaux groupes de MTases. (a) Classe I : la famille RFM :
la plupart des structures déja étudiées présentent un feuillet p avec sept brins et des
hélices a de chaque co6té. (b) Classe IV: la famille SPOUT qui contient un nceud o/
du coté C-terminal dans le domaine MTase. (c) Classe V : la famille SET caractérisée

par la combinaison des trois feuillets B de petite taille (Schubert ef al., 2003).

1.4.3 Les MTases de la famille SPOUT ou classe IV

La superfamille SPOUT d’ARN MTases est la fusion de deux familles connues
d’ARN MTases qui sont représentées par la protéine SpoU (TrmH) et la protéine
TrmD de la bactérie E. coli. Selon la nomenclature des génes, le nom du géne SpoU
est remplacé par trmH (la huititme ARNt MTase identifiée chez la bactérie) et SpoU

est utilis¢ seulement comme le nom de la famille. La protéine TrmH catalyse le
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transfert d’un groupe méthyle a partir d’AdoMet au ribose de G18 en position 2’-OH
(Gm18) chez la bactérie E. coli et la levure S. cerevisiae. Alors que les enzymes de la
famille TrmD sont responsables de la méthylation d’ARNt N'-methylguanosine a la
position 37 (m'G37) spécifique des bactéries.

TrmH (SpoU)

TrmD —

C-terminal domain

Figure 1.3. Structure topologique des domaines catalytique de la protéine TrmH
(SpoU) et TrmD. Les cercles, triangles et AdoMet représentent les hélices a, le
feuillet B et le site de liaison d’AdoMet, respectivement. Les motifs conservés sont

présentés en vert (motifs 1, 2, 3) et le site de liaison d’AdoMet en rouge (Hori, 2017).

En 1996, Gustafsson et al. ont comparé la séquence d’acide aminé de la protéine
TrmH de la bactérie E. coli avec deux autres MTases d’une bactérie et de levure et
ils ont remarqué la présence de trois motifs conservés (Gustafsson et al., 1996; Hori,
2017). En 2002, des analyses bio-informatiques ont démontré que les enzymes de la
famille SpoU partagent des séquences homologues avec les enzymes de la famille
TrmD et depuis, les deux familles ont été réunies en une seule superfamille
appelée SPOUT (Anantharaman et al., 2002). Avec d’autres enzymes qui ont été
ajoutées, la superfamille de SPOUT méthyltransférase est divisée en quatre familles,
SpoU, TrmD, YbeA et AF2226. De ces familles, la famille AF2226 spécifique des

archéobactéries peut étre liée aux adaptations particulieres a la température. Les
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eucaryotes ne possédent que des MTases de la famille SpoU; cela pourrait étre di a

un transfert horizontal par les bactéries (Anantharaman et al., 2002).

Les enzymes de la superfamille SPOUT sont caractérisées par les motifs de leurs
séquences protéiques et la formation d’un nceud topologique au niveau du domaine
catalytique; ce neeud est formé par enfilage des chaines de polypeptide a travers une

boucle et il est communément appelé neeud o/p (Hori, 2017).

La sous-classification des enzymes de la superfamille SPOUT en plusieurs familles
est basée sur le nucléoside cible modifié et sa position sur ’ARN. Ainsi, la structure
du site de modification refléte le site catalytique et le mécanisme de la réaction
catalytique et ’organisation des domaines et/ou des sous-unités. Cela a permis de
distinguer cing familles; 2°-O-méthyltransférases, m'G37 MTase, m'¥54 MTase,
m'G9 MTase et m'A9/m’'G9 MTase (ou m'A9 MTase). La premiére famille de 2°-O-
méthyltransférases peut étre sous-divisée en 4 groupes TrmH, TrmJ, TrmL et Trm56
(Tkaczuk et al., 2007).

1.4.3.1 Le groupe 2’-O-ribose MTases

La 2’-O-méthylation est la conversion du groupement 2°-OH & un groupement 2’-O-
méthyle sur le ribose de ’ARN. Ce groupe est représenté par Mrm1 et Trm3 chez les
levures. La structure cristalline de la protéine RrmA de Thermus thermophilus montre
que deux des trois résidus catalytiques conservés dans ce groupe sont situés au nivean
du neeud, sur la chaine de nouage et sur ’extrémité C-terminale nouée (Nureki ef al.,
2002). Leur extrémité N-terminale est géométriquement similaire aux protéines

ribosomiques qui interagissent avec une boucle interne d’ARN.

1.4.3.2 Le groupe COG2428

Ce groupe est représenté par la protéine Yor021c de la levure, la premiére SPOUT

MTase connue pour méthyler une protéine. Elle catalyse la méthylation au niveau de
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I’arginine-146 de la prot€ine Rps3 de la petite sous-unité du ribosome (Young ef al.,
2012). En fait, la protéine Yor021llc (appelée SFMI1, pour SPOUT family
methyltransferase 1) est la seule MTase avec un substrat connu parmi les membres de
ce groupe. Ce groupe a des similarités avec le groupe qui contient la protéine Trm10,
qui catalyse la méthylation d’ARNt sur une guanine en position N1. L’azote en
position 1 de la guanine modifiée par Trm10 est structurellement similaire a I’azote
sur le groupe guanidine de I’arginine. Cette variabilité de substrat est aussi observée
dans la famille HemK de sept brins p (SPOUT) MTases qui comprend des enzymes
qui catalysent la méthylation des atomes d’azote similaires dans [’adénine et la

glutamine (Young et al., 2012).

1.43.3 Le groupe COG2106

Dans ce groupe, on peut classer les MTases Ygr283c et Ymr310c de la levure. Tous
les membres de ce groupe ont une fonction inconnue. Ces MTases sont caractérisées
par I'insertion d’un domaine OB-fold dans le domaine SPOUT. Comme cela a été
montré par ’étude de la structure cristalline de la protéine MT1 de I’archéobactérie
Methanothermobacter thermautotrophicus (Zarembinski et al., 2003), ces protéines
dimérisent d’une facon perpendiculaire comme les 2°-O-MTases. Il y a aussi une Arg
commune comme ’Arg catalytique des 2’-O MTases et le résidu T243 qui est
similaire au résidu catalytique (S150) de TrmH, et donc la méthylation du ribose peut
étre la fonction de MT1 et des autres membres de COG2106.

1.5 Fonctions biologiques de la méthylation
1.5.1 Laméthylation des protéines

La méthylation des protéines est catalysée généralement sur les résidus lysine,
arginine, histidine ou sur le groupe carboxyle. Mais on peut aussi trouver la

méthylation des isoaspartates convertis des résidus aspartates qui a pour rble de
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renverser la conversion isoaspartates en aspartates due au vieillissement (Stallcup,
2001)

La méthylation la plus étudiée est la méthylation des histones, connue pour son role
dans la régulation épigénétique de 1’expression des génes. On trouve la méthylation
de Phistone H3 sur la lysine 4 (H3K4), H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 et H4K20 et
les méthylations d’arginine H3R2, H3R8 et H4R3. L’effet de la méthylation varie
selon le site, le résidu méthylé et le nombre de groupe méthyles transférés (mel, me2
ou me3). Par exemple, la méthylation H3K4me3 augmente I’expression des geénes,
alors que la méthylation H3K27me3 qui est associée a la répression de I’expression
génique et la méthylation H3K4mel est associée a la fonction enhancer pour
amplifier Pexpression des génes (Greer et Shi, 2012). La méthylation et la
déméthylation des histones régule le profil d’expression des genes, mais cela n’est
qu’une pi¢ce parmi plusieurs autres impliquées dans la régulation épigénétique de

I’expression des génes (Dimitrova et al., 2015).

1.5.2 La méthylation de ADN

La méthylation d’ADN a été décrite la premiére fois par Hotchkiss (1948) et les
groupes méthyles étaient considérés comme des bases « mineures » alors que les
MTases n’ont été observées qu’en 1963 chez les bactéries, puis, chez les animaux et
chez les plantes (1968). Le role de la méthylation dans la régulation de I’ADN a été

suggéré la premicre fois en 1964 par Sirinivasan et Borek (Razin et al., 1984).

La méthylation de ’ADN fait partie des mécanismes épigénétiques de la régulation
de I’expression des génes. Plusieurs sites de méthylation existent, la plus fréquente
est la méthylation en position 5 de la cytosine (SmC) dans les ilots CpG, mais elle
peut aussi arriver a d’autres sites (CpA, CpT et CpC). On trouve aussi la méthylation
6mA. Ces modifications ont pour but la régulation de I’expression des génes par le
recrutement des protéines impliquées dans I’expression d’un géne ou en empéchant le

recrutement des facteurs de transcription. La méthylation au niveau des promoteurs
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de génes est associée a la répression de I’expression des génes cibles et le profil de
méthylation est conservé dans une méme lignée cellulaire par la méthylation de novo
aprés duplication de matériel génétique. La méthylation de ’ADN peut aussi étre
induite sous certaines conditions comme dans la réponse au stress abiotique qui induit
un changement du profil de méthylation parmi d’autres mécanismes de régulation de

I’expression de genes chez le mais (Waters et al., 2017).

1.5.3 Laméthylation de ’ARN

Les modifications d’ARN contribuent a la diversité de structure et de fonction des
ARN. Cette modification post-transcriptionnelle est 1'une des plus courantes,
similaire 3 la pseudouridylation et la thiouridylation. Ainsi, & partir des quatre
ribonucléosides de base qui constituent I’ARN (adénosine, guanosine, cytidine et
uridine), plus de 100 formes ont €té identifiées dans plusieurs organismes (Grosjean,
2005; Limbach et al., 1994). Parmi les modifications d’ARNTr, la 2’-O-méthylation
est la plus répandue, elle est effectuée au moment de la transcription sur des cibles
spécifiques reconnues par les snoRNA (small nucleolar ARN) de type a boite C/D,
qui peuvent reconnaitre plus que deux cibles grice a leur flexibilités (Watkins et

Bohnsack, 2012; Yang et al., 2015).

Aussi, Vintroduction des groupes 2’-O-méthyle dans les siARN (pour small
interfering ARN) stabilise les siARN dans le sérum sans affecter leurs activités dans
les cellules de mammiferes. Chez les plantes, la méthylation de miARN au niveau du
ribose du dernier nucléotide protége les miARN des exonucléases et facilite la
reconnaissance du miARN pour 1’assemblage du complexe RISC (pour RNA4-induced
silencing complex) (Yu et al., 2005). On trouve aussi la méthylation de ’ARNm en
position 6 de ’adénosine (m6A) impliquée dans la traduction et la dégradation de
I’ARNm apres liaison a des protéines « readers » d’une fagon directe ou indirecte

(m6A altére la structure de I’ARNm pour le rendre accessible). La méthylation m6A
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est associée a la prolifération non contrdlée des cellules cancéreuses et a leur

résistance a la chimio et radiothérapie (Dai et al., 2018).

Les ARNt, aussi, sont méthylés surtout au niveau de la région de I’anticodon de base
flottante en position 34 ou sur le coté, en position 37 (3 de I’anticodon), alors que la
tige acceptrice de 'acide aminé est dépourvue de méthylation. La méthylation au
niveau de |’anticodon est nécessaire pour le renforcement de 1’interaction codon-

anticodon et la prévention du décalage de I’appariement (Hori, 2014).
1.6 La méthylation pendant la biogéné¢se des ribosomes

Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique dont la principale fonction est la
traduction des ARNm et la synthése des protéines. Chez la levure S. cerevisiae, le
ribosome est constitué de I’assemblage de deux sous-unités : la petite sous-unité 40S
et la grande sous-unité 60S. La biogénése des ribosomes est un processus complexe
qui comporte plusieurs événements de modifications, clivages et assemblages des
différents composants du ribosome. Plusieurs modifications post-transcriptionnelles
et post-traductionnelles sont effectuées sur les ARNr ou les protéines constituants le
ribosome, mais souvent la fonction de ces modifications n’est pas connue. Certaines
ont pour rle de stabiliser la structure ou de faciliter 1’assemblage du ribosome ou

bien pour augmenter la fiabilité de traduction (Chow et al., 2007).

Les enzymes qui interviennent dans la maturation du ribosome sont, essentiellement,
des ribonucléases qui clivent les précurseurs d’ARNr, des kinases ou des MTases qui
modifient ’ARNTr et les protéines du ribosome. I.’analyse du profil de transcription,
sous différentes conditions, a montré que ces protéines sont co-régulées avec les
protéines ribosomiques et les ARNT et ensemble forment un régulon de la biosynthése
des ribosomes et d’ARNr (RRB pour »rRNA and ribosome biosynthesis regulon)
(Wade et al., 2006).
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1.6.1 Roles de la méthylation pendant la biogénése des ribosomes

La méthylation de I’ADNr est impliquée dans la régulation de ’expression des ARNr
et des protéines ribosomiques qui sont cruciales pour la biogénése des ribosomes. La
méthylation des ARNTr est importante pour leur structure (figure 1.4), notamment la
prévention de la formation de liaisons hydrogénes entre les nucléotides
complémentaires, mais aussi pour leur fonction. En effet, la plupart des modifications
sont regroupées principalement autour des domaines fonctionnels, tel que I’ARNr du
centre peptidyltransférase de la grande sous-unité du ribosome et I’ ARNr du centre de
décodage de la petite sous-unité. Cela souligne un réle important de la méthylation
d’ARNr pour la fidélité et ’efficacité de la traduction de I’ARNm par le ribosome de
méme que les méthylations au niveau de la région de I’anticodon sur ’ARNt
(Motorin et Helm, 2011). Une autre méthylation importante de I’ARNr est la
diméthylation des adénines prés de Dextrémité 3’ du pré-ARNr 20S. Cette
modification est indispensable pour la formation de I'ARN 18S de la petite sous-unité
408 du ribosome (Schifer ef al., 2003).

La protéine Rps3 de la petite sous-unité 40S est méthylée par la protéine Yor021c
(famille SPOUT), au niveau de I’arginine 146. Cette modification est située dans le
site d’interaction de la protéine Rps3 avec ’ARNr 18S. Cependant cette méthylation
n’a pas ét¢ associée a ses fonctions au niveau du ribosome (fiabilité de la traduction et
transport cytoplasmique du ribosome) ou en dehors du ribosome (tel que son activité

endonucléase sur I’ADN abasique) (Young ef al., 2012).
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Saccharomyces cerevisiae

408

Figure 1.4. Sites de méthylation de I’ARNTr chez la levure. L’étude de la structure du
ribosome a révélé la distribution spatiale des méthylations de I’ARNr dans la petite

(gauche) et la grande (droite) sous-unité du ribosome (Figure tirée de Sergiev et al.
(2018)).

Un autre exemple de la méthylation des protéines ribosomique, la protéine Rps27a,
une protéine non-essentielle du ribosome impliquée dans la synthése de I’ARNr 18S,
est méthylée en position 39 du résidu cystéine (Baudin-Baillieu et al., 1997). La
protéine Rps27a posséde une structure au doigt de zinc similaire a celle de la protéine
Ada chez la bactérie E. coli qui répare les dommages au niveau des liaisons
phosphodiester de I’ADN avec la fixation d’un groupe méthyle. La méthylation de la
protéine Rps27a pourrait étre impliquée dans la réparation des lésions de I’ADN

(Young et al., 2012).

1.6.2 Pathologies liées a la méthylation des ribosomes

La dérégulation de la méthylation de I’ADNr est associée a plusieurs pathologies.
L’hyperméthylation des promoteurs de ’ADNr déstabilise le génome et elle est
associée au vieillissement et & la maladie d’Alzheimer (Pietrzak et al., 2011). Aussi,

I’hyperméthylation des ilots CpG de plusieurs génes suppresseurs de tumeurs, mais
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aussi jusqu’a 50% d’hypométhylation des oncogenes cellulaires est associée a
plusieurs cancers (Bacalini et al., 2014; Chan et al., 2005; Durso ef al., 2017; Gumy-
Pause ef al., 2012; Ren et al., 2015). Curieusement, tandis que la croissance des
cellules tumorales nécessite une activité €levée des ribosomes, certaines tumeurs sont
associées a une hyperméthylation de I’ ADNTr alors que d’autres tumeurs sont associés

a une hypométhylation de I’ADNr (Bacalini et al., 2014).
1.7 Le transport nucléaire et la localisation nucléolaire

Les protéines ribosomiques et les protéines impliquées dans la maturation des
ribosomes sont traduites et maturées dans le cytoplasme puis transportées vers le

noyau & travers le pore nucléaire.

Gréce a un signal de localisation nucléaire (NLS pour nuclear localisation signal), les
protéines cytoplasmiques sont reconnues par les importines dans le cytoplasme pour
étre transportées a travers le complexe du pore nucléaire (NPC pour nuclear pore
complex) vers le noyau (Figure 1.5). Une fois dans I’intérieur du noyau, les protéines
nucléolaires doivent étre dirigées vers le nucléole, la structure la plus proéminente du
noyau eucaryote qui constitue le site de biogénese et d’assemblage des ribosomes
(Figure 1.6).
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Figure 1.5. Le NPC. A (gauche): tomographie cryo-électronique de sections
effectuées sur des NPC des cellules HeLa. L’endroit de la section est indiqué par une
ligne pointillée rouge. A (droite) : Schéma d’une section verticale au niveau du NPC.
Le pore est constitué de plusieurs couches, de I’extérieur vers I’intérieur, le manteau
de nucléoporines (jaune), I’adaptateur (vert), le canal de nucléoporines et les
nucléoporines adaptatrices (rouge). Sur le cOté cytoplasmique, des filaments
cytoplasmiques sont émis vers I’extérieur et les peptides riches en répétition de
phénylalanine-glycine émis au centre du pore. Sur le c6té nucléaire du pore, des
filaments sont regroupés pour former une structure en forme de panier. Les deux
groupes de fibrilles sont impliqués dans I’import et ’export des protéines. Figure
tirée de Dannheisig (2017).

Au contraire du noyau, le nucléole n’est pas un organite entouré par une membrane,
mais plutét une structure qui est formée par plusieurs molécules d’ARN et de
protéines regroupées autour des organisateurs nucléolaires (NOR pour nucleolar
organizer regions) qui consiste en des tandems de I’ADNr. Chez la levure S.
cerevisiae, les génes de I’ARNr sont portés par le bras droit du chromosome XII en
tandem de 150-200 copies (Tsekrekou et al., 2017). Pour que les complexes

protéiques du nucléole soient stables, des protéines hub sont chargées d’interagir avec
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plusieurs protéines en méme temps. On peut distinguer les protéines sub dynamiques,
qui peuvent agir a différents moments & plusieurs localisations, et les protéines hub

statiques, qui peuvent interagir avec plusieurs protéines en méme temps.

L’ADNr est transcrit dans le nucléole par I’ARN polymérase I pour donner I’ARNr
qui sera assemblé avec les protéines ribosomiques pour former le ribosome. Les
génes qui codent pour les 274 ARNt, distribués sur les 16 chromosomes de la levure,
sont regroupés & proximité du nucléole et transcrits par ’ARN polymérase III.
L’hétérochromatine, tel que ’ADN télomérique, se regroupe dans des régions du
noyau lié 4 des protéines SIR (pour Silent Information Regulator). Les genes
fortement exprimés sont localisés au pore nucléaire, cela angmente I’efficacité de
transcription et d’exportation des ARNm au cyfoplasme pour la traduction. Les
isolateurs permettent la répression de certains génes dans un site & un taux
d’expression élevé ou, au contraire, I’expression d’un géne dans un site de répression

de ’expression (Ishii et al., 2002).

Plusieurs motifs NoLS nécessaires ou suffisants pour la localisation nucléolaire de
protéines ont ¢té identifiés. Ils sont composés principalement des résidus chargés
positivement, Arg et Lys, et leur taille peut varier de sept & huit acides aminés jusqu’a
trente résidus. A cause de ces observations, les chercheurs pensaient que les motifs
NoLS permettent !’interaction avec I’ADNr et par conséquent la localisation
nucléolaire de la protéine. D’autres observations plus récentes sur I’importance
fonctionnelle de certains résidus, Trp ou Pro, et aussi de certaines modifications,
(phosphorylation ou SUMOylation a proximité des motifs NoLS), ont aidé a la
compréhension du réle des interactions protéiques dans la localisation nucléolaire,

surtout les interactions avec les protéines Aub nucléolaires (Emmott et Hiscox, 2009).



18

compartiments de transcription
470 Le nucléole
" transcription de I'ADNr

Site de transcription par
I'ARN Pol il

Sites de répression de
transcription des téloméres
et des protéines SIR.

L'ADN de certains génes est
localisé au pole nucléaire pour
un taux d'expression optimal.

promoteur a transcription
dépendante de Pol |l

150 - 200 repoats

RNA Pol it RNA Pol |

- NTS
—— A
SETS . e — 3 ETS

188

Figure 1.6. Le nucléole : site de transcription de I’ADNr et de la biogénese des
ribosomes. A. Les sous-compartiments de la transcription dans le noyau des levures.
NPC : nuclear pore complex, SPB (spindle pole body ou corps a pole-fuseau). Figure
adaptée de Taddei et Gasser (2012). B : Organisation du locus de I’ADNr chez la
levure. L’ ADNr est transcrit par I’ARN polymérase 1 pour donner le pré-ARNr qui
sera clivé pour donner I’ARN mature 18S, 5.8S et 25S (fleche dirigée vers la droite).
L’ARN polymérase Il (fleche dirigée vers la gauche) synthétise I’ARN 5S. NTS

(nontranscribed spacer), ETS (external transcribed spacer) Figure tirée de Woolford
et Baserga (2013).
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Souvent, les motifs NLS et NoLS se chevauchent sur ’extrémité de la protéine, mais
ils peuvent aussi étre indépendants ou localisés dans un autre domaine fonctionnel tel
que le domaine d’interaction avec I’ADN (Emmott et Hiscox, 2009; Meder et al.,
2005).

1.8 Les protéines Ygr283c et Ymr310c

Chez la levure S. cerevisiae, Ygr283c et Ymr310c sont deux ARN MTases putatives
(Wlodarski et al., 2011). Les génes YGR283C et YMR310C sont deux paralogues
issus de la duplication du génome (Byme et Wolfe, 2005). Malgré qu’elles soient des
paralogues, les protéines Ygr283c et Ymr310c (qu’on appelle ici YGR ¢t YMR)
présentent seulement 34% d’identité et 51% de similarité au niveau de leurs

séquences protéiques.

Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer le phénomeéne de la duplication du
génome ainsi que la divergence de structure entre les paralogues et la raison pour
laquelle seulement certains paralogues sont retenus. En effet, le génome des levures a
subi plusieurs duplications suivi d’un réarrangement qui a causé la délétion de la
plupart des genes en double pour restaurer la fertilité des levures. On pense que les
séquences des paralogues les plus divergentes sont issues des duplications les plus
anciennes. Une autre théorie suppose que la derniére duplication du génome a été
précédée par la conjugaison, ce qui irhplique, selon cette théorie que les paralogues
étaient plut6t des homologues dans deux especes différentes de levure et que leur
existence dans une cellule a fait d’eux des paralogues qui ont été conservés aprés la
duplication et le réarrangement. Les chercheurs pensent que le réarrangement avait
pour but de restaurer la fertilité car la duplication a été précédée d’une fusion entre
deux espéces de levures, ce qui a causé "accumulation de quatre copies du génome et
la cellule a réorganisé le génome en éliminant une grande partiec de génes pour

restaurer la fertilit€ (Marcet-Houben et Gabaldon, 2015; Wolfe, 2015).
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YGR et YMR sont deux ARN MTases paralogues non essentielles & la survie des
levures (Giaever et al., 2002). La délétion du géne YGR283C induit une résistance au
fluconazole (Anderson et al, 2003), une sensibilit¢ & la streptomycine, la
paromomycine (Alamgir et al., 2010) et a ’acide borique (Schmidt et al., 2012;
Uluisik et al., 2011) ainsi qu’une légére perturbation dans le processus de
fragmentation de la vacuole (Michaillat et Mayer, 2013). La délétion de YMR
perturbe la croissance dans des conditions d’anaérobie (Samanfar et al, 2013) et
diminue le taux de mortalité cellulaire (Teng ef al., 2011). La délétion de YGR
confére un phénotype résistant au fluconazole pour les levures (Anderson et al,
2003). Une des choses qui reflétent la divergence entre YGR et YMR est leur
localisation subcellulaire. Alors que la protéine YGR fusionnée a la protéine GFP se
localise au nucléole (Huh et al., 2003) et interagit avec les protéines ribosomiques
(Fleischer et al., 2006), la protéine YMR se localise au noyau (Huh et al., 2003).
Toutefois, YGR et YMR font toutes les deux partie du RRB (Wade e¢ al., 2006).

Le substrat de méthylation de YGR et YMR est inconnu, mais des prédictions basées
sur la séquence et les propriétés physicochimiques des protéines montrent que YGR
et YMR sont des ARN MTases de la famille SPOUT (Wlodarski ef al., 2011). Dans
un essai in vitro, les protéines YGR et YMR ont été incapables de méthyler des
protéines ce qui suggére que leurs substrats soit des acides nucléiques (Szczepinska
et al., 2014). Par rapport aux SPOUT MTases, la séquence de YMR est plus
divergente que celle de YGR, ce qui peut étre dii a une autre fonction catalytique ou &

une fonction de régulation pour la protéine YMR (Figure 1.7) (Tkaczuk et al., 2007).

Les protéines YGR et YMR, comme les MTases de la famille SPOUT, possédent le
domaine SPOUT constitué du nceud o/f et d’un domaine OB fold. En plus, I’analyse
bioinformatique de la séquence protéique indique la présence d’une séquence NLS et
d’un motif NoLS dans I’extrémité N-terminale des protéines YGR et YMR (Figure
1.8).
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YGR283C DFHYDEELSKYH-KVET-KLPYIAKLKKSNILLIFGKW-GHLKRCFRRSD-LESSSLHHYFSGQLQFP---
YMR310C TQSVYVPLTTRDTSIPE-LSSLPTAETNPHILLVESTW-DTLARAFKLDQDQFVDCQGPQEFFDAQL-PCP
MT1 DVVVATSRNASP—ITSILDEVKTRMRGAREAAILFGGPYKGLPEI--D-A-—————=—=— D—IWVNTLP--
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YMR310C V----SNSDVADAIPMTLTTLSTVE-
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Figure 1.7. Alignement multiple de la séquence du nceud o/f des protéines YGR,
YMR et MTI. Les résidus typiques de la fixation d’AdoMet sont soulignés. Les
résidus catalytiques typiques sont indiqués en vert. Le site catalytique conservé Thr
(mais pas invariant) est indiqué en vert et en caractére gras. L’alignement a été
effectué par T-Coffee Homology extension (PCI-COFFEE); (Di Tommaso et al.,
2011).

C9orf114 (appelé aussi CENP-32), I’homologue humain de YGR et YMR est une
MTase putative qui interagit avec I’ARNm (Castello et al., 2012) et le miR-145
(Treiber et al., 2017). Des études effectuées sur des cellules HEK montrent que
C9orf114 est important pour la maturation post-transcriptionelle de mi-R145 mais pas
pour la régulation de la traduction par miR-145 qui est un anti-oncomiARN (Ye et al.,
2018). C9orfl114 n’a pa été testé pour son activité putative MTase sur miR-145, mais
cette modification a été étudiée pour son role important dans la maturation de miR-
145. En effet, une autre MTase, BCDIN3D, catalyse la diméthylation de pre-miR145
a son extrémité 5’-monophosphate et cela résulte en une perte de la charge négative
du pré-miARN. Cette charge négative est nécessaire pour I’interaction, et par
conséquent, la modification par Dicer. L’inhibition, in vitro, de la protéine BCDIN3D
dans les cellules MCF-7 du cancer de sein induit la diminution du taux de pré-miR-
145, I’augmentation du taux de miR-145 et la perte de la capacité des cellules a

croitre indépendamment de I’ancrage (Xhemalce et al., 2012).
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Figure 1.8. Représentation schématique des domaines fonctionnels des protéines
YGR, YMR, leur homologue humain C9orfl14 et leur homologue chez les
archéobactéries MT1. Le domaine catalytique SPOUT (ligne grise) est caractérisé par
le nceud o/ (rouge), et le domaine OB-fold (bleu) qui lie I’acide nucléique (ARN). Le
motif NLS (jaune), et le motif de localisation nucléolaire NoLS est en vert (pour
YGR et YMR, le motif NoLS est prédit par NOD (Nucleolar localization sequence
detector) (Scott et al., 2011). Le schéma est construit par DOG 1.0 (Ren e al., 2009).



23

La protéine C9orfl14 a été localisée au kinétocore & cHté de CLASP1 et CLASP2,
deux paralogues impliqués dans la régulation de la dynamique des microtubules, et
Uinhibition de CY9orfl14 par des siARN cause des problémes d’alignement des
chromosomes et le détachement des centrosomes du fuseau mitotique. Ce phénotype
est similaire a la perturbation du fuseau induit par la déplétion de I"homologue de
CLASP chez Drosophila (Ohta et al., 2010). Dans une autre étude, le traitement a
froid des cellules, avec [D'inhibition de C9orfll4, accentue Dinstabilité des
centrosomes, ce qui induit la formation des fuseaux mitotiques acentrosomiques
fragmentés, non concentrés ou robustes, contrairement aux cellules normales qui ne

présentent qu’une petite partie des cellules avec des centrosomes fragmentés (Ohta ef
al., 2015).
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1.9 Hypothéses et objectifs

Les protéines YGR et YMR sont deux ARN MTases non essentielles a la survie des
levures. Bien qu’elles soient deux paralogues, la protéine YGR se localise au nucléole

alors que YMR se localise au noyau.
Hypothése #1 : L’absence des deux génes est Iétale.
Objectifs :

e Vérifier si la double délétion est viable.

o Vérifier ’effet des délétions sur la croissance des levures.
Hypothése #2 : Les fonctions de YGR et YMR sont reliées
Objectifs :

o Déterminer I’effet de la déiétion du paralogue sur le taux d’expression de la
protéine YGR ou YMR.

o Déterminer I’effet de la délétion du paralogue sur la localisation de la protéine
YGR ou YMR.

Hypothese #3 : D’autres génes peuvent remplacer YGR et YMR.
Objectif :

¢ Isoler un mutant dépendant de YGR et YMR.



CHAPITRE Il

MATERIEL ET METHODES

2.1 Souches bactériennes et souches de levures

Les souches bactériennes DH10B (FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) o80lacZA.M15
AlacX74 recAl end Al araDJ39 Afara, lew) 7697 galU galK i- rpsL nupG/
PMON14272/ pMON7124) et DH5a. (F- endAl, hsdR17, (He-, mk-), supE44, thi-1, /-,
recAl, gyrA96, relAl, laclqZ-M15 (lacproAB)), dérivées de la souche Escherichia coli
(Durfee et al., 2008), ont été utilisées pour le clonage et la réplication des plasmides

recombinants.

L’organisme utilis€ comme modele dans cette étude est la levure bourgeonnante
Saccharomyces cerevisiae YPH499 (MATaura3-52 Ilys2-801_amber ade2-
101 _ochre trpl-463 his3-4200 leu2-A1) (Sikorski et Hieter, 1989).

La souche ygrA a été obtenue a partir de la souche parentale YPH499 dont on a délété
le géne YGR283C par recombinaison homologue avec le géne de sélection TRPI
porté par le plasmide pFA6a-TRP1. Aprés transformation, les levures étaient étalées

sur un milieu sélectif dépourvu de tryptophane (Longtine et al., 1998).

La souche ymrA a été obtenue par insertion de la séquence qui code pour le
marqueur de sélection HIS3, codé par le plasmide pFA6a-His3MX6 (Longtine et al.,
1998), dans I’ORF (pour open reading frame) en aval du géne YMR3I0C pour le
déléter et permettre la sélection des cellules ymrA sur un milieu sélectif dépourvu
dhistidine. |

La souche de double délétion ygrA ymrA a été obtenue par remplacement des génes
YGR283C et YMR310C par les marques de sélection TRPI et HIS3, respectivement,
en utilisant les plasmides pFA6a-TRP1 et pFA6a-His3MX6 (Annexe A).
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La souche GAR1-CH a été obtenue suite & I’introduction d’une protéine mCherry
fusionnée en C-terminal au marqueur de sélection KanMX6 amplifié a partir d’une
souche BY4741 GARI-mCherry-kanMX6 (kan') qui a été gracieusement fournie par
Dr Vikram Panse (ETH Zurich). Et pour ajouter la protéine GFP aux protéines YGR
et YMR dans la souche GAR1-CH, le géne yEGFP a ¢été fusionné en aval du géne
YGR283C et YMR310C pour obtenir les souches GAR1-CH YGR-GFP et GAR1-CH
YMR-GFP, respectivement. Le plasmide utilisé pour la fusion GFP est pFA6a-
GFP(S65T)-TRP1 (Longtine ef al., 1998).

Pour la vérification de I’expression des protéines YGR et YMR par
immunobuvardage, les protéines ont été modifiées par I’ajout d’un épitope HTP
(His6-TEV-ProtA) en C-terminal par recombinaison homologue de la séquence
codante pour I’épitope HTP-tag avec le marqueur de sélection URA3, porté par le
plasmide pBS1539-HTP-URA3, en aval du géne YGR283C ou YMR310C dans la
souche parentales YPH499 pour obtenir des souches YGR-HTP et YMR-HTP,
respectivement (Annexe A). L’épitope HTP est dérivé de I’épitope TAP ou la
séquence codante pour le site de fixation de calmoduline (CBP pour Calmodulin
Binding Peptide) a été remplacée par une séquence codante pour six histidines (His6)

(Granneman et al., 2009).

©
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Figure 2.1. Les épitopes HTP et TAP. Représentation schématique d’une protéine
fusionnée soit & un HTP-tag (en haut) ou TAP-tag (en bas). Prot A: domaine A de
Staphylococcus aureus, qui sert comme domaine de fixation d’IgG. Figure tirée de

Granneman et al. (2009).
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2.2 Milieux de culture

Le milieu de culture utilisé pour la croissance des bactéries est le LB (Luria-Bertani)
constitué de tryptone 1%, d’extrait de levure 0.5% et de NaCl 85.5 mM. Le milieu
sélectif contient de 1’ampicilline & une concentration finale de 50-100 png/ml; pour les
géloses solides, I’agar est ajouté & une concentration finale 2%. Afin de faciliter
I’identification des colonies porteuses d’insert dans le vecteur aprés transformation
d’un produit de ligation, le X-gal est ajouté au milieu solide & une concentration
finale de 2%.

Les levures ont été cultivées dans le milieu riche YP (peptone 2%, extrait de levure
1%) ou un milieu minimal synthétique (Yeast Nitrogen Base without amino acids
(Wisent) a 0,67% complémenté avec un mélange d’acides aminés complet pour le
milieu minimum complet SC ou dépourvu de I’acide aminé utilisé comme marqueur
de sélection pour les milieux sélectifs -His, -Trp, -Ura, -Leu et -Lys selon le protocole
de Ausubel ef al. (Ausubel et al., 1999). Le milieu de culture est supplémenté avec
une source de carbone dextrose ou galactose a 2%. A moins d’indication contraire, la
température optimale de croissance des levures est 30°C. Les cultures en milieu

liquide ont été incubées avec agitation 4 250 rpm.

Les souches porteuses d’un marqueur de sélection autotrophe (TRP1, HIS3, URA3,
LEU2, LYS2 ou ADE2) ont été maintenues sur un milieu synthétique minimum

dépourvu de I’acide aminé de sélection.

La souche GARI1-CH, porteuse du géne de sélection KanMX6, est sélectionnée sur
milieu YPD supplémenté avec la généticine (G418) & une concentration finale de 200
ug/mL.

Le milieu minimum de sélection contre URA3 contient du S5-FOA (acide 5-
fluoroorotique de GoldBio) 4 1mg/ml ainsi que 16 mg/mL uracile sans ajuster le pH,
car le NaOH désactive le 5-FOA.
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Pour la sélection négative contre LYS2, des géloses a-AA (a-aminoadipic acid) ont
été utilisées (YNB-AA/AS pour yeast nitrogen base without amino acid without
ammonium sulfate 0.17 % (w/v), 2% dextrose, 2% agar, 0,2% a-AA (Sigma). La
poudre de a-AA est dissoute avec YNB-AA/AS et les acides aminés nécessaires pour
la souche utilisés et le pH est ajusté & ~6 avec du KOH 1 M. La solution filtrée est
ajoutée a I’agar stérilisé par autoclave quand sa température descend a ~60°C pour ne
pas dégrader le a-AA. Les acides aminés nécessaires ont été ajoutés a partir des
préparations & une concentration 100x pour chaque acide aminé. La présence des
acides aminés a des concentrations élevées dans le milieu falsifie les résultats, car la

plupart des acides aminés peuvent étre utilisés comme sources alternatives d’azote.
2.3 Oligonucléotides et plasmides

Les oligonucléotides utilisés dans cette étude ont ¢té synthétisés par la compagnie
Integrated DNA Technologies (IDT).

Pour la délétion du géne YGR283C dans la souche YPH499, la partie codante du gene
(ORF) a été remplacée par un marqueur 7RP! par recombinaison homologue en
utilisant une cassette amplifiée par les oligonucléotides A (Annexe B) a partir du
plasmide pFA6a-TRP1. L’intégration de la cassette a été vérifiée par PCR
(polymerase chain reaction) en utilisant les oligonucléotides J (Annexe B). La
cassette utilisée pour la délétion du gene YMR3I0C a ét¢ amplifiée par les
oligonucléotides B & partir du plasmide pFA6a-His3MX6 et I’intégration de la

cassette a été vérifiée avec les oligonucléotides K.

La séquence codante pour la protéine fluorescente mCherry a €té amplifiée a partir
d’une souche BY4741 GARI-mCherry::KanMX6 (Fischer et al., 2015) en utilisant
les oligonucléotides C (Annexe B). Aprés transformation dans la souche YPH499,
I’intégration de la cassette est vérifiée par les oligonucléotides L. L’amplification de

la cassette qui code pour la protéine GFP utilisé dans le marquage des protéines YGR
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et YMR a partir du plasmide pFA6a-GFP(S65T)-TRP1 a été éffectuée en utilisant les
oligonucléotides D et E, respectivement. L’intégration des cassettes a été vérifiée par

les oligonucléotides J et K, respectivement.

L’amplification de 1’épitopes HTP pour le marquage des protéines YGR et YMR a
été effectuée par les oligonucléotides des catégories F et G, respectivement. La
vérification de 1’intégration des cassettes YGR-HTP et YMR-HTP a été effectuée par

les oligonucléotides J et K.

Pour le clonage des génes YGR283C et YMR310C dans les plasmides YCplac33GFP
et YCplacl11GFP, respectivement, I’amplification des génes YGR283C et YMR310C
avec 500 pb en amont du geéne a été effectuée par les oligonucléotides H et 1,
respectivement. Les génes YGR283C et YMR310C ont été clonés dans les sites Kpnl-

Sall et Sacl-Sall, respectivement.
2.4 Manipulations des bactéries

2.4.1 Préparation et transformation des bactéries chimio-compétentes

Pour la préparation des bactéries chimio-compétentes, le protocole d’Ausubel et
al.(1999), a été utilisé. Brie¢vement, environ 400 mL de culture de bactéries DH10B,
qui a été incubée a 37°C avec agitation jusqu’a une Agg ~ 0.6, a ét€ centrifugée et les
cellules ont été resuspendues dans 10 mL de TFBI1 froid (KOAc 30 mM, MnCl, 50
mM, KCl 100 mM, CaCi; 10 mM, glycérol 15% (v/v)). Aprés une autre
centrifugation, les cellules ont été resuspendues dans 2 mL TFBII froid (MOPS 10
mM, CaCl, 75 mM, KC1 10 mM, glycérol 15% (v/v)). Les cellules sont distribuées

dans des tubes pour étre conservées a -80°C.

Pour la transformation des bactéries, 50 pL de bactéries chimio-compétentes ont été
mélangés avec 10 ng d’ADN plasmidique ou 50-100 ng de produit de ligation. Le

mélange a ét¢ incubé sur glace pendant 20 min, puis a 42°C pendant 1 min et par la
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suite sur glace pendant 10 min. Aprés refroidissement, 1 mL de milieu de culture LB
a été ajouté au mélange, le tout est incubé 1h & 37°C avec agitation. Les bactéries
transformées ont ét€ par la suite étalées sur des géloses avec ampicilline 100 pg/mL

et incubés pendant la nuit a 37°C.

2.4.2 Préparation et transformation des bactéries électro-compétentes

Pour la préparation des bactéries électro-compétentes, une préculture de DHSa a été
incubée & 37°C avec agitation a 250 rpm pendant la nuit. La préculture a été ensuite
inoculée a 500 mL de milieu LB et incubé dans les mémes conditions jusqu’a
I’obtention d’une Aggy = 0.5-0.7, puis incubée pendant 20 min sur glace. La culture
est ensuite centrifugée a 4000xg pendant 15 min a 4°C et le culot a été soumis a4 une
séric de resupension/centrifugation dans différents volumes de glycérol 10%
préalablement refroidi. Le culot a été finalement resuspendu dans 2 mL de glycérol

10% et aliquoté dans des tubes puis conservé a -80°C.

Pour I’éléctroporation, 40 pL. de bactéries électro-compétentes dégelées sur glace puis
mélangées avec 1-5 ng d’ADN plasmidique. Le mélange a été incubé sur glace
pendant 1 min puis transféré dans une cuvette a électroporation de 0.2 cm et exposé a
un choc électrique de 3000 volts pendant 5 millisecondes. Aprés le choc électrique,
les bactéries ont été diluées avec 1 mL de SOC (tryptone 2%, yeast extract 0.5%,
NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl; 10 mM, MgSO, 10 mM, et glucose 20 mM) puis
incubées a 37°C pendant 1h avec agitation. Le mélange a été finalement étal€ sur des

géloses contenant de I’ampicilline (100 pg/mL).
2.5 Extraction de I’ADN plasmidique des bactéries

L’ADN plasmidiques a ét€ extrait soit en utilisant le kit de Mini-prep (QIAprep Spin
Miniprep Kit de QIAGEN) en suivant les recommandations du fournisseur, soit par la

méthode de mini-prep a la terre diatomée. Une culture de bactéries, incubée pendant
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la nuit & 37°C avec agitation, a été centrifugée puis le culot a €té resuspendu dans 100
uL de tampon P1 (Tris-HC1 50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM et RNase A 100 pg/mL).
Ensuite, 100 pL du tampon P2 (NaOH 0.2 M et SDS 1% (w/v)) ont €té ajoutés et les
tubes ont été mélangés par inversion puis incubées 5 min. Ensuite. 100 pL du tampon
P3 (acétate de potassium 3 M et acide acétique glacial 2 M) a été ajouté et les tubes
incubés a -20°C pendant 10 min. Les tubes ont ét€ centrifugés & vitesse maximale
pendant 10 min et le surnagent est mélangé a 300 pL du tampon de liaison (Tris-HCl
500 mM, EDTA 200 mM et guanidine-HCl 6 M) avant d’étre déposé sur des
colonnes de terre diatomée. Les colonnes ont été incubées & température ambiante
pour permettre I’adhésion de I’ADN a la terre. Aprés centrifugation a vitesse
maximale, le surnageant a été jeté et les colonnes ont ét€ lavées avec une solution de
lavage (Tris-HCl 14.28 mM pH 7.5, EDTA 3.57 mM pH 8.0, NaCl 142.8 mM et
éthanol 58% (v/v)). Finalement, le tampon TE a été ajouté sur les colonnes, et les

tubes ont été centrifugés pour récupérer I’ADN plasmidique.
2.6 Préparation et transformation des levures compétentes

Le protocole utilisé pour la transformation des levures est la méthode au LiOAc
développé par Gietz et al. (1992). Pour chaque transformation, un volume
correspondant & 10 Agy d’une culture de levure en phase exponentielle a été
centrifugé. Le culot a été lavé dans I’eau ultrapure stérile puis resuspendu dans 500-
1000 pL. d’une solution TE/LiOAc (Tris-HC1 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, LiOAc
10 mM). Puis, 100 pl de ce mélange de cellules compétentes a été ajouté a un tube
contenant 100 ng de 'ADN a transformer, 100 pg d’ADN de sperme de hareng
concass¢ (10 mg/mL) préalablement bouilli pendant 3 min. Puis 600 pL de
PEG/LiOAc (Tris-HC1 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, PEG 40%, LiOAc 100 mM) et
le mélange a été incubé & 30°C pendant 30 min avec agitation. Du DMSO a été ajouté
a une concentration finale de 10%, puis les cellules ont été incubées a 42°C pendant

15 min et ensuite transférées sur glace pendant 10 min. Le mélange a été centrifugé et
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les cellules transformées ont ét€ resuspendues dans 500 uL. de TE stérile (Tris-HC1 10
mM pH 7.5, EDTA 1 mM) pour étre étalées sur un milieu sélectif. Finalement, les

géloses ont été incubées a 30°C jusqu’a ’apparition des colonies.
2.7 Réplica

Le réplica est utilisé afin de produire une copie d'une gélose. Cela permet de vérifier
les colonies porteuses de génes de sélection négative (URA3 ou LYS2). Il est aussi
utilisé aprés la transformation de cellules de levures par des cassettes portant le géne
de sélection KANMX6 codant pour un géne de résistance a I’antibiotique généticine
G418 parce que I’étalement sur des géloses G418 directement apres la transformation
donne un faible rendement, car les cellules ont besoin de temps pour exprimer le géne

de la résistance a la généticine (Scorer et al., 1994),

Pour faire un réplica, la plaque qui contient les colonies a tester est transférée sur un
tissu de velours stérilisé par autoclave, puis la gélose de sélection (5-FOA, a-AA ou
G418) est appliquée sur le velours pour produire une copie de la gélose initiale. Les
géloses ont ét¢€ incubées & 30°C jusqu’a |’apparition des colonies et chaque réplica est

ensuite comparé avec la gélose originale.
2.8 Extraction de I’ADN génomique des levures

L’ADN génomique des levures a été extrait selon le protocole de Hoffman et Winston
(1987). Une culture de levure dans un milieu YPD ou milieu sélectif en phase
stationnaire a été centrifugée a température ambiante pendant 5 min 4 1200xg. Le
culot a été lavé dans 1’eau ultrapure stérile, puis resuspendu dans 400 nL tampon de
lyse (Tris-HC1 10 mM pH 7.8, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, SDS a 1%, Trion X-100
2%). Le mélange est ajouté a 300 pg de billes de verre de 425-600 pm de diamétre
lavées a I’acide (Sigma) et 400 puL d’une solution de phénol-chloroforme-alcool

isoamyligue (25:24:1). Le mélange a été agité au vortex pendant 3 min puis



33

centrifugé 3 vitesse maximale pendant 5 min et la phase aqueuse a été transférée dans
un autre tube pour mélanger de nouveau avec le phénol-chloroforme-alcool
isoamylique. L’ étape de vortex et de centrifugation est répétée, puis la phase aqueuse
a été mélangée a une solution chloroforme-alcool isoamylique (24:1) pour éliminer
les traces de phénol. Apres agitation au vortex et centrifugation, la phase aqueuse est
mélangée a 1 mL d’éthanol 100% et centrifugée. Le culot a été resuspendu dans 400
pl. du TE (Tris-HC1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) puis 30 pg de RNase A ont été
ajouté et le mélange est incubé & 37°C pendant 30 min. Apres la dégradation de
I’ARN, 1 mL d’éthanol 100% et acétate d’ammonium 0.04 mM ont été ajouté et le
mélange a été centrifugé & vitesse maximale pendant 3 min. Le culot a été lavé avec
Péthanol 70% puis séché et resuspendu dans 400 pL. de tampon TE. L’ADN a été

dosé a I’aide d’un NanoDrop OneC (Thermo Fischer Scientific).
2.9 Extraction des protéines de levures

Pour I’extraction des protéines de levures, quelques colonies de la souche de levure
ont été inoculées et incubées a 37°C avec agitation & 250 rpm jusqu’a I’obtention
d’une culture en phase exponentielle (ODggo = 0.5-0.8). La culture a été centrifugée et
le culot a €t€ lavé deux fois avec S mL d’eau ultrapure froide. Le culot est resuspendu
dans 300 pL de TMN150 (Tris 25 mM pH 7.6, MgCl, 10 mM, NaCl 150 mM, 1 uL
NP-40 supplémenté des inhibiteurs de protéases cOmplete™ de Roche) et 300 pL de
microbilles de verre de 426-600 um de diamétre lavées a I’acide (Sigma). Le mélange
a été soumis A une agitation a vitesse maximale pendant 45 secondes puis incubé 45
secondes sur glace, puis I’étape de vortex et incubation sur glace a €té répétce cing
fois. Aprés centrifugation d vitesse maximale pendant 5 minutes a température
ambiante, la phase soluble contenant Pextrait de protéines a été récupérée et
quantifiée par la méthode de Bradford (Bio-Rad) et tous les échantillons ont été dilués

a une concentration finale de 2 pg/pl.
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2.10 Analyse des protéines par immunobuvardage

De 20 a 50 pg d’extraits protéiques de levure ont ét€ mélangés avec un volume
équivalent du tampon Laemmli 2x (SDS 2%, glycérol 16% (v/v), Tris-HCl 60 mM
pH 6.8, B-mercaptoéthanol 0.57 M, bleu de bromophénol 1%) et chauffés a 95°C

pendant 3 min pour dénaturer les protéines.

Les échantillons de protéines ont été chargés sur gel d'acrylamide 8% (Tris-HCI 380
mM pH 8.8, acrylamide:bis-acarylamide (37.5:1) 8%, SDS 0.1 %, APS (pour
Ammonium persulfate) 0.1 % et TEMED 0.06%) avec le marqueur de poids
moléculaire Precision Plus Protein All Blue de Bio-Rad, et migrées dans un tampon
d’électrophorése SDS-PAGE (Tris-base 25mM, glycine 200 mM, SDS 0.1 % pH 8.3)
a 100 V pendants 15 min puis & 120 V pendant 60 min. Les protéines du gel ont été
transférées sur une membrane PVDF (Polyvinylidene Difluoride) dans un tampon
Towbin (Tris-base 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 20%) a 100 V pendant 60 min
ou a 16 V pendant 16h a 4°C. Aprés le transfert, la membrane a €té incubée avec une
solution de Ponceau S (Ponceau S 0.1%, acide acétique 2%) pendant 5 min, puis
I’excés de Ponceau S a été lavé pour vérifier la qualité du transfert. La membrane a
été incubée pendant la nuit a 4°C dans une solution de blocage (lait 5% dans du
tampon TBS-Tween (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, NaCl 154 mM, Tween-20 0.2%)). La
membrane a été incubée pendant 1h avec les anticorps primaire PAP (pour
peroxidase anti-peroxidase) de Sigma dilué¢ a 1:200 ou I’anticorps anti-GAPDH
(MédiMabs) dilué¢ & 1:2000, dans la solution de blocage puis lavée par incubation
cing fois pendant 5 min avec du tampon TBS-Tween. Ensuite, la membrane a été
incubée pendant 1h avec les anticorps secondaires couplés a I’enzyme HRP, soit un
anti-IgG de lapin (Sigma; dilué 1:1000) ou un anti-IgG de souris (GE Healthcare;
dilué & 1:10000). Un deuxiéme lavage a été effectué pour enlever ’excés d’anticorps
non liés. Finalement, la membrane a été traitée pendant 3 min avec un mélange de

péroxydase/tuminol (1:1) et le signal chimioluminescent a été détecté avec le systéme
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Fusion FX7, puis I’intensité des bandes a ¢té quantifiée par FIJI (Schindelin et al.,
2012).

2.11 Tests de croissance cellulaire

2.11.1 Test de croissance en milieu liquide (courbe de croissance)

Cinquante mL de chaque culture de levure ont ét¢ incubés dans un milieu riche YPD
a 30°C avec agitation a 250 rpm jusqu’a obtention d’une Agyde0.5. Les cultures ont
été diluées a une Agg de 0.1 puis incubées de nouveau a 30°C avec agitation. La
densité optique est mesurée chaque 2h et les cultures ont été maintenu a une Agy =
0.1-0.6 pendant 30h en faisant, périodiquement, des dilutions dans du milieu frais

pré-incubé a 30°C.

2.11.2 Test de croissance sur milieu solide

Les souches a tester ont été inoculées dans un milieu riche YPD et incubées a 30°C
avec agitation a 250 rpm jusqu’a phase exponentielle de croissance Aggo de 0.5. Un
volume correspondant a 10 Agy est centrifugé et le culot est lavé puis ajouté de ’eau
ultrapure stérile pour obtenir une dilution correspondant a 0.1 Agg. Des dilutions en
série 1:19 ont été effectuées et une goutte de 5 pL. de chaque échantillon est déposée
sur des plaques YPD ou YPGal puis incubée a 37°C, 30°C et 16°C jusqu’a

I’apparition des colonies.
2.12 Microscopie confocale

2.12.1 Observation des constructions GFP

Les souches GAR1-CH YGR-GFP et GAR1-CH YMR-GFP, exprimant des protéines
fusionnées aux protéines autofluorescentes mCherry et GFP, ont ét¢ incubées jusqu’a

phase exponentielle dans un milieu riche YPD. La culture est centrifugée puis lavée



36

avec I’eau ultrapure stérile et resuspendue dans un milieu SC Dex pendant 3h pour
diminuer le bruit de fond causé par le milieu riche YPD. Le paraformaldéhyde
(Electron Microscopy Science) est ajouté a 3-5 mL de culture en phase exponentielle
a une concentration finale de 4% et les cultures ont été réincubées a 30°C avec
agitation 250 rpm pendant 30 min. Les cultures ont été lavées dans du PBS
(Phosphate-buffered saline) puis resuspendues avec du DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole) 2.5 ng/ml dilué dans du PBS. Aprés une incubation de 30 min avec
agitation & 30°C, les cultures ont été centrifugées puis resuspendues dans du glycérol
dilué avec du PBS 4 une concentration finale 70% de glycérol pour étre déposées sur
la lame. Les lamelles ont été déposées par-dessus puis scellées et conservées a 4°C

avant de les observer au microscope confocal.

2.12.2 Immunofluorescence indirecte

Les levures ont été préparées selon le protocole de (Gérus ef al., 2010). Une culture
de cellule en phase exponentielle de croissance a €té ajoutée de paraformaldéhyde a
une concentration finale a 4% puis maintenu aux conditions optimales de croissance
(30°C avec agitation a 250 rpm) pendant 30 min. La culture a ét¢ ensuite centrifugée
a4 1000 rpm pendant 3 minutes puis lavée avec un tampon B (K,;HPO4 8.6 mM,
KH,PO4 1.3 mM et sorbitol 1.2 M) et le culot est resuspendu dans 500 pl de la
solution de digestion (tampon B dilué jusqu’a 11x avec I’eau ultrapure stérile et
ajouté de vanadium ribonucléoside 181.8 uM, 2.6 mM B-mercaptoéthanol, et 50
unités/mL lyticase (Sigma) ajouté d’inhibiteurs de protéases) et incubé pendant 45
min a 30°C avec agitation. L’efficacité de la digestion des parois a été vérifiée au
microscope a contraste de phase; les cellules perméabilisées sont noires ou grises
translucides, alors que les cellules éclatantes qui reflétent la lumiére ne sont pas
perméabilisées. Une fois que 80% des cellules sont perméabilisées, les cultures ont
été centrifugées et le culot a été resuspendu dans 500 pL tampon B, puis une goutte

de chaque culture est déposée sur des lamelles recouvertes de poly-L-lysine (Sigma)
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pour permettre ’adhésion des levures. L’exceés de cellules a été aspiré apreés 1h et les
cellules ont été incubées avec du BSA 0.1% dilué dans du tampon PBS pour bloquer
les sites non spécifiques de fixation de I’anticorps. Pour marquer le nucléole, un
anticorps monoclonal anti-fibrillarine de souris 17C12 (Yang et al., 2001) a été utilisé
a une dilution 1:9 pendant 1h a température ambiante. Les lamelles ont été lavées par
la solution de BSA 0.1% trois fois pendant 5 min, puis incubées avec |’anticorps
secondaire anti-IgG de souris Alexa Fluor 568 (Invitrogen) dilué a 1:1000 pendant 1h
a4 température ambiante. Les lamelles ont été lavées trois fois puis incubées 5 min
avec le DAPI (1 pug/ml). Les lamelles bien séchées ont été déposées sur des gouttes de
glycérol 70% préalablement placées sur la lame, et ’exces de glycérol a €té enlevé
pour sceller les lamelles. Finalement, les échantillons ont ét¢ observés & I’aide d’un

microscope confocal & un grossissement de 60 x.
2.13 Criblage génétique synthétique Iétal

Le criblage génétique synthétique 1étal a pour but de rendre la cellule dépendante a un
géne non essentiel aprés mutation d’un autre géne par mutagenése aléatoire. Les
cellules mutées ont été testées pour leur dépendance au géne étudié (YGR283C et
YMR310C). Le mutant dépendant est finalement transformé par une banque

génomique pour identifier le géne muté.

Dans mon projet, j’ai effectué un criblage génétique de YGR et de YMR dans la
souche double ygrA ymrA. Ici, je résume les étapes du crible génétique pour le géne
YGR seulement, mais les méme étapes s’appliquent au criblage génétique du géne
YMR. La souche double mutée ygrA ymrA a été transformée par un plasmide pAD13
URA3-ADE2-YGR (appelé ici pADG) qui a été irradiée aux rayons UV (100 j/m?).
Seules 20-25% des cellules survivent & cette irradiation. Aprés irradiation, trois types
de colonies ont été observées sur les géloses; les colonies blanches, les colonies
rouges et les colonies avec secteurs rouges/blancs. La pigmentation rouge est due a la

polymérisation de phosphoribosylamino-imidazole (un intermédiaire dans la
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biosynthése d’adénine qui s’accumule en absence de la phosphoribosylamino-
imidazole-carboxylase, I’enzyme codé par le géne ADE?2). Cela permet de distinguer
les colonies rouges, non-dépendantes du plasmide pADG, des colonies blanches,
porteuses du plasmide. Lors de la premiére étape de sélection, les colonies blanches

sont repiquées sur des plaques SC Dex.

Pour la deuxieéme sélection, un réplica est effectué sur des plaques contenant du 5-
FOA. En présence du géne URA3, le 5-FOA est converti en un produit toxique, la 5-
fluorodésoxyuridine, et les levures doivent se débarrasser du plasmide pADG pour
survivre. Les colonies qui ne poussent pas sur les plaques 5S-FOA sont dépendantes du
plasmide. Les colonies sélectionnées sont transformées par un autre plasmide
pRS317-YGR (appel€ ici pRSG) puis repiquées sur des plaques 5-FOA pour les
forcer a perdre plasmide pADG. La troisi¢éme sélection est effectuée sur milieu a-AA
contre le géne LYS2 porté par le plasmide pRSG. Les levures utilisent a-AA comme
sources alternatives d’azote en absence de sulfate d’ammonium et d’acides aminés,
mais son accumulation en grande quantité dans les souches LYS2 est toxique. Les
colonies dépendantes du plasmide pRSG, ne pousseront pas sur milieu a-AA. Apres
les étapes de sélection, la colonie de levures dépendantes du géne YGR283C est
transformée par une banque génomique et le plasmide de la banque qui restaure la
viabilité en absence du plasmide pADG est séquencé pour identifier le géne qui

complémente la perte de YGR283C.
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RESULTATS

3.1 Lasouche ygrA ymrA est viable

YGR283C et YMR310C sont des paralogues dont chacun n’est pas essenticl a la
survie des levures (Giaever et al., 2002). Comme ce sont deux copies d’un seul gene
qui sont conservées, j’ai voulu tester si la délétion des deux génes dans une seule

souche est Iétale pour la croissance des levures.

Pour vérifier cette hypothése, j’ai construit une souche de double délétion (ygrA ymrA)
en remplagant d’abord I’ORF YGR283C et YMR310C par un géne de sélection TRP!

et HIS3 pour construire la souche ygrA, et la souche ymrA, respectivement. Par la

suite, dans la souche ygrA, j’ai remplacé I’ORF YMR310C par le géne de sélection

HIS3 pour obtenir la souche ygrA ymrA (Figure 3.1).

Les colonies transformées, capables de pousser sur le milieu de sélection, ont été
testés par PCR pour vérifier I’intégration des cassettes de délétion TRP! et HIS3 dans
PORF YGR283C et YMR310C, respectivement. Pour la vérification de I’intégration
de la cassette de délétion TRP! de 1036 pb inséré par recombinaison homologue pour
remplacer le géne YGR de 1026 pb, j’ai utilisé les oligonucléotides du groupe K, (414,
406) puis (414, 432). Comme la cassette de délétion a presque la méme taille que le

géne, les oligonucléotides (414, 406) ont révélé une bande de la méme taille.
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Figure 3.1. Construction des souches ygrA, ymrA et ymrA ygrA. A. Les délétions ont
été effectuées par recombinaison homologue en remplagant les ORF YGR283C et
YMR310C par le geéne de sélection TRPI et HIS3, respectivement. B. sites
d’hybridation des oligonucléotides utilisés pour la vérification de I’intégration des
cassettes de délétion dans I’ADN génomique. C. Vérification de I’intégration de la
cassette de délétion TRP! au niveau de I’ORF de YGR. Comme I’insert (TRPI)
possede la méme taille que le géne YGR283C, un oligonucléotide interne du gene
YGR (432) a été utilisé pour vérifier la délétion du géne YGR. D. Vérification de la
délétion du gene YMR. Les paires d’oligonucléotides utilisés pour 1’amplification de

I’ADN génomique sont indiquées sous les pistes.

Les oligonucléotides 414 et 432 ont été utilisés, car (432) s’hybride dans la région

codante du gene YGR avant le codon STOP. Dans les souches transformées, le géne
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YGR est remplacé par TRP1 et I’oligonucléotide 432 ne peut pas s’hybrider dans le

génome. Donc, I’absence d’une bande indique la délétion du géne (Figure 3.1).

37°C 30°C 16°C

2]

YPH499

ygraymrd

Galactose

Figure 3.2. La double délétion est viable. Test de viabilité des souches ygrA, ymrA et
ygrA ymrA. Des dilutions en série (1/20) préparées a partir des cultures en phase
exponentielle ont été déposées en gouttes sur des géloses YP avec dextrose ou

galactose comme sources de carbone.

Les souches de délétion simple (ygrA et ymrA) et la souche de délétion double (ygrA
ymrA) ont été soumises a un test de viabilité sur milieu YP additionné de dextrose ou
de galactose et incubées a différentes température pour tester I’effet des mutations sur
la survie des levures. L’incubation a différentes températures peut révéler une
thermo-sensibilité alors que I’incubation avec du galactose peut révéler des Iétalités
dues au phénotype de croissance ralentie causée par le galactose par rapport au

dextrose, qui représente la source de carbone optimale pour la croissance des levures.

Dans ce test de viabilité, les colonies des souches ygrA, ymrA et ygrA ymrA ont été

similaires aux colonies de la souche parentale YPH499 utilisée comme contrdle. Ce
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résultat confirme que ygrA et ymrA sont viables (Giaever ef al, 2002) et montre que la
délétion double (ygrA ymrA) est également viable. De plus, cette expérience montre
que le changement de source de carbone ainsi que ’augmentation (37°C) ou la
diminution (16°C) de la température n’affecte pas la croissance des différentes

souches de levures mutantes (Figure 3.2).
3.2 Courbes de croissances en milieu liquide

Comme le test de viabilité sur milieu solide n’a montré aucun phénotype I€tal (taille
de colonies et nombres de colonies) (Fig 3.2), j’ai évalué la croissance en milieu
liquide car les courbes de croissance ont ’avantage d’étre faites sur une longue
période, en diluant a4 chaque fois les cultures pour garder les levures en phase
exponentielle continue, ce qui permet 1’observation des différences de croissances
mineures qu’on ne peut détecter avec le test de viabilité sur gélose. Pour tracer les
courbes de croissance de chaque souche, les cultures sont incubées dans les
conditions optimales de croissance et la densité optique (Agy) des cultures est

mesurée a des intervalles réguliers de temps.

Les résultats des courbes de croissances montrent que les souches ygrA, ymrA et la
souche ygrA ymrA poussent de la méme fagon que la souche parentale YPH499, alors

que la souche ygrA présente un léger retard de croissance (Figure 3.3).
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tracer la courbe de croissance, les

cultures ont été maintenues en phase exponentielle de croissance pendant 28 h a 30°C

pour stimuler la division continue de levure. B. La durée de cycle (Dt pour doubling

time) est calculée a partir de 1’équation de la courbe de tendance exponentielle. La

courbe de croissance est effectuée a partir de deux expériences indépendantes (n = 2).
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3.3 Les interactions génétiques de YGR et YMR

Le criblage génétique synthétique létal est utilisé pour I'étude des génes non
essentiels. Il a pour but de rendre les cellules dépendantes au géne étudié et de révéler
des génes qui interagissent génétiquement avec le géne étudié. Les génes identifiés
aprés le criblage génétique sont généralement impliqués dans le méme processus
biologique que le géne délété. Brievement, le criblage génétique synthétique 1étal
consiste & introduire des mutations al€atoires dans le génome d’une souche déiétée
pour le géne a étudier (mais qui le porte sur un plasmide). La souche est mutée
aléatoirement pour la rendre dépendante au géne étudié. Aprés I’isolement une
souche mutante dépendante du géne a I’étude, cette derniere est transformée par une
banque génomique ou une banque d’ADNc (ADN complémentaire) et les plasmides
de la banque qui restaurent ’indépendance de la souche au géne étudié sont
séquencés pour identifier les geénes qui interagissent génétiquement avec le gene
étudié.

Dans mon projet j’ai commencé par une souche délétée pour les deux genes YGR et
YMR, car je supposais qu’ils sont reliés fonctionnellement et je souhaitais identifier
d’autres génes. La souche ygrA ymrA a été transformée par un plasmide pADG ou
pADM contenant le géne YGR ou YMR, respectivement, et portant deux génes de
sélection ADE2 et URA3 (Figure 3.5). Les souches obtenues ygrA ymrA pADG et
yerA ymrA pADM ont été utilisées pour effectuer un criblage génétique pour des
interacteurs des génes YGR et YMR, respectivement. Afin de simplifier le texte je
mentionnerai les étapes du cible génétique pour le géne YGR seulement, mais les

mémes €tapes ont été effectuées pour le crible génétique du géne YMR aussi.

La souche ygrA ymrA pADG a subit des mutations aléatoires en |’exposant aux
rayons UV (100 j/m%). Dans ces conditions d’irradiation, seulement 20 a 25% des
levures survivent (Figure 3.4). Aprés la mutagenese aléatoire, j’ai effectué trois

étapes de sélection pour chercher un mutant dépendant de YGR. La sélection par
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ADE?2 est basée sur la couleur de colonies (seulement les colonies blanches sont
dépendantes du plasmide qui contient 4ADE2). La sélection par URA3 nécessite
Putilisation de 5-FOA dans le milieu de culture pour la contre sélection. L’enzyme
codée par le géne URA3 convertit le 5-FOA 4 un métabolite toxique, ce qui force les
cellules a dégrader le plasmide pour croitre sur milieu 5-FOA. Les cellules mutées
qui sont devenues dépendantes du gene YGR ne peuvent pas croitre sur milieu 5-
FOA (Figure 3.5). Comme c’est une contre sélection, les réplicas sont utilisés pour
produire une copie des géloses SC Dex sur des géloses 5-FOA; les colonies qui
poussent sur milieu SC Dex et ne poussent pas sur milien 5-FOA sont les colonies
dépendantes du plasmide pADG, et elles seront utilisées pour le reste du crible

génétique (Boeke et al., 1987).

Aprés les deux premieres sélections par ADE2 et URA3 qui sont portés par le
plasmide pADG, j’ai fait une troisiéme sélection en utilisant un autre plasmide pRSG
pour éviter des problémes qui peuvent survenir a cause des éventuelles mutations qui
peuvent altérer la séquence du plasmide. Le plasmide pRSG porte la séquence
codante pour le géne YGR ainsi qu’un marqueur de sélection LYS2 qui a la
particularit¢ de permettre la sélection négative sur milieu a-AA (Winston et
Bhattacharjee, 1982). Aprés la transformation des cellules avec le plasmide pRSG, les
cellules sont étalées sur milieu 5-FOA pour dégrader le plasmide pADG, puis les
cellules sont testées sur milieu a-AA pour leur dépendance au plasmide pRSG. Seules
les souches non dépendantes du plasmide pRSG peuvent pousser sur milieu a-AA
(Winston et Bhattacharjee, 1982). Les cellules qui ne poussent pas sur a-AA sont
utilisées pour la suite de I’expérimentation qui consiste & les transformer avec une
banque génomique (Figure 3.5). Dans ce projet, j’ai choisi une banque génomique et
pas une banque d’ADNc, car cette derni¢re contient seulement les génes transcrit en
ARNm alors que la banque génomique comprend tout le génome et peut révéler une

relation fonctionnelle avec des ARN non codants (Yoo et Wolin, 1997).
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colonies non-irradiées  colonies irradiées (20-25 % de survie)

Figure 3.4. Mutagenése aléatoire et sélection par ADE2. A. Environ 500 cellules sont
étalées sur chaque gélose, la gélose non irradiée (gauche) et les géloses irradiées
(droite) sont incubées jusqu’a 1’apparition des colonies. B. Le géne de sélection
ADE2 code pour la phosphoribosylamino-imidazole-carboxylase, une enzyme
impliquée dans la biosynthése d’adénine. Les colonies ade2” qui n’ont pas gardé le
plasmide pADG ont une pigmentation rouge due par la polymérisation d’un
intermédiaire 5'-phosphoribosyl-aminoimidazole (ex. colonie 1). Les cellules qui
gardent le plasmide sont blanches (ex. colonie 3). Les colonies qui forment des
secteurs rouges/blancs comportent une partie de cellules qui ont gardé le plasmide et

d’autres cellules qui I’ont perdu (ex. colonie 2).
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La souche dépendante du géne YGR ou YMR est transformée par une banque
génomique et le plasmide est séquencé pour identifier le gene qui
complémente la souche mutée.
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Figure 3.5. Les étapes de criblage génétique synthétique létal. Une souche de double
délétion ygrA ymrA est transformée par un plasmide pADG puis irradiée 4 100 j/m?
pour muter aléatoirement son génome. Les colonies blanches son repiquées et un
réplica est effectué sur milieu 5-FOA, qui est converti en un métabolite toxique en
présence du géne URA3 présent sur le plasmide pADG, pour forcer les cellules a
perdre le plasmide. Les cellules qui ne poussent pas sur 5-FOA sont dépendantes du
plasmide. Elles ont ¢té par la suite transformées par un deuxiéme plasmide pRSG et
le plasmide pADG a ¢té dégradé sur milieu 5S-FOA, puis un autre réplica a été
effectué sur milieu a-AA qui permet la sélection négative contre le marqueur de
sélection LYS2 porté par le plasmide pRSG. Seulement les colonies qui ne peuvent
pas pousser sur a-AA sont récupérées pour étre transformées par la banque
génomique et le géne de la banque qui restaure I’indépendance au géne YGR (en
permettant & la cellule de croitre sur milieu a-AA) est séquencé pour identifier le géne

qui, une fois muté, induit la dépendance au YGR.

Tableau 3.1. Tableau récapitulatif pour les résultats des cribles génétiques. Apres
irradiation par UV, environ 36000 colonies ygrA ymrA pADG et 20500 colonies ygrA

ymrA pADM ont été testées pour leur dépendance aux plasmides en trois étapes.

Criblage Criblage
YGR YMR
Apres irradiation UV & 20-25% survie ~ 36000 ~ 20500
Sélection (1) par ADE2 1314 954
Sélection (2) par 5-FOA 6 8
Sélection (3) par LYS2 1 N.D
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Dans mon projet, j’ai effectué le crible YGR et YMR et la colonie dépendante de
YGR a €t¢ isolée. Pour le criblage génétique de YMR, huit colonies ont été isolées,
mais elles n’ont pas été sélectionnées contre le marqueur LYS2 (étape de sélection 3)
(Tableau 3.1).

3.4 Ladélétion de YMR diminue légérement le taux d’expression de YGR

La présence d’une relation fonctionnelle entre YGR et son paralogue YMR peut
impliquer un mécanisme de régulation au niveau de I’expression des protéines YGR
et YMR qui soit dépendante du paralogue. Afin de vérifier cette hypothése, j’ai voulu
vérifier le taux de I’expression des protéines YGR et YMR en présence et en absence
de YMR et YGR, respectivement. Pour cela, j’ai introduit par recombinaison
homologue la séquence codante pour Iépitope HTP (dérivé de 1’épitope TAP)
fusionnée au marqueur de sélection URA3 en aval des génes YGR et YMR pour
obtenir des souches YGR-HTP et YMR-HTP, respectivement. Les souches YGR-
HTP et YMR-HTP ont été, par la suite, délétées pour le paralogue du géne marqué
dans chaque souche pour obtenir des souches YGR-HTP ymrA et YMR-HTP ygrA.
Les souches YGR-HTP et YGR-HTP ymrA ont été utilisées pour la vérification de
I’expression de YGR. Les souches YMR-HTP et YMR-HTP ygrA ont été utilisées

pour la vérification de I'expression de YMR.

L’expression des protéines recombinantes a été vérifice par immunobuvardage avec
des anticorps PAP et ’anticorps anti-GAPDH a été utilisé pour détecter la présence
de la protéine GAPDH comme contrble (Fig. 3.6). Les bandes détectées d’environ
58.5 kDa et 35 kDa correspondent aux protéines YGR-HTP et GAPDH,
respectivement. L’analyse quantitative de ’intensité des bandes montre une légére
diminution au niveau de I’expression de la protéine YGR en absence de son

paralogue YMR.
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Des problémes avec les constructions YMR-HTP et YMR-HTP ygrA ont empéchés
d’avoir des résultats concluants sur I’effet de la délétion du géne YGR sur le taux

d’expression de la protéine YMR.
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Figure 3.6. La délétion de YMR diminue le niveau d’expression de la protéine YGR.
A. Construction des souches YGR-HTP et YGR-HTP ymrA. B. Vérification de
I’expression de la protéine YGR par immunobuvardage en présence et en absence de
son paralogue, YMR. C. La variation de I’expression est présentée en histogramme

par rapport a I’expression de GAPDH (n = 4; p = 0.007).
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3.5 YGR et YMR se localisent au nucléole

Des études de localisation subcellulaire des protéines couplées a la protéine GFP ont
montré que la protéine YGR se localise au nucléole tandis que YMR se localise au
noyau (Huh et al., 2003). Cependant, I’analyse bioinformatique de la séquence des
protéines YGR et YMR (Fig. 1.5) montre que la protéine YGR posséde un motif
NoLS (79-100 aa) au niveau du nceud o/B, alors que YMR possede elle aussi un motif
NoLS (1-21 aa). De plus, des études des interactions protéiques de la levure & haut
débit ont révélé des interactions physiques de la protéine YMR avec les protéines
nucléolaires Garl (Krogan et al., 2006) (Krogan et al., 2004), Cbf5 (Schwer et al.,
2011) (Gavin et al., 2006) ainsi que la protéine Hek2 qui peut étre nucléaire ou
cytoplasmique (Gavin et al., 2006; Hasegawa et al., 2008). En se basant sur ces
données, j’ai posé I’hypothése que la protéine YMR pourrait étre localisée au
nucléole et j’ai voulu vérifier la localisation des protéines YGR et YMR, et aussi
vérifier si la délétion du géne YGR induit la localisation de YMR au nucléole, et si la

protéine YGR peut changer de localisation en absence de son paralogue YMR.

Afin de vérifier cetie hypothese, j’ai construit des souches GAR1-CH YGR-GFP et

GARI1-CH YMR-GFP (section 2.1 et Annexe A) ou les protéines YGR et YMR sont

fusionnées a la protéine GFP en C-terminal. La protéine Garl est un composant du

complexe de la pseudouridylation d’ARNr utilisée pour le marquage du nucléole des

levures. Dautres constructions, utilisant des souches ygrA et ygrA ymrA transformées

par le plasmide YCplac33 GFP-YGR (avec le promoteur génomique de YGR, -500 pb)
ou les souches ygrA ymrA et ygrA ymrA transformées par le plasmide YCplacl11

GFP-YMR (avec le promoteur génomique de YMR, -500pb), ont été utilisées pour

vérifier la localisation des protéines YGR et YMR en absence du paralogue (Section

2.1 et Annexe A).

Les souches ont été cultivées sur YPD pour favoriser I’expression des protéines YGR

et YMR (Waern et Snyder, 2013). Comme le milieu YPD cause un niveau élevé de
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bruit de fond en microscopie a fluorescence, les cultures sont lavées avec de I’eau
ultrapure stérile puis resuspendues dans un milieu minimum contenant du dextrose et

incubées pendant 3h avant la préparation a I’observation microscopique des levures.

AYGR V\/ AYGR AYMR v AYMR

' Fp
Plasmide YGR-GFP Finsmide YMR-G

Figure 3.7. Constructions utilisées pour I’observation microscopique des fusions GFP.
Le plasmide YCplac33 GFP-YGR (abrégé YGR-GFP) a été transformé dans les
souches ygrA et ygrA ymrA pour permettre I’observation de la protéine YGR en
présence et en absence de YMR, respectivement. Le plasmide YCplac111 GFP-YMR
(abrégé YMR-GFP) a été transformé dans les souches ymrA et ygrA ymrA pour
permettre 1I’observation de la protéine YMR en présence et en absence de YGR,

respectivement.
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Vert (YGR-GFP) | - - Rouge (mCherry)

Vert+rougel] —— Vert+rouge+bleu

Vert+rouge+bleu

Figure 3.8. Les protéines YGR et YMR se localisent au nucléole. L’observation au
microscope confocal (60x) montre que la protéine YGR (A) ainsi que YMR (B),
fusionnées a la protéine eGFP (vert), se localisent au nucléole marqué ici par la

protéine nucléolaire Garl fusionnée en C-terminal avec la protéine mCherry (rouge).



CHAPITRE IV

DISCUSSION

4.1 Lasouche ygrA ymrA est viable

YGR et YMR sont deux ARN MTases de la levure S. cerevisiae. Bien que les génes
YGR et YMR soient conservés dans I’évolution et que le génome de la levure en
comprend deux copies, YGR et YMR ne sont pas essentielles a la survie des levures.
Dans ce projet, j’ai montré que méme la délétion simultanée des deux génes dans la
méme souche n’affecte pas la viabilité des levures. Le niveau de divergence élevé au
niveau de la séquence génomique des paralogues peut refléter une duplication plus
ancienne que la derniecre WGD des levures ou, selon I’hypothése de
allopolyploidisation, une fusion entre deux espéces différentes de levures a précédé la
WGD et le réarrangement du génome, et ainsi, YGR et YMR auraient une origine

différente (Marcet-Houben et Gabaldon, 2015; Wolfe, 2015).

Le fait que les protéines YGR et YMR ne sont pas essentielles a la survie des levures
suscite certaines questions : pourquoi deux copies du géne? Pourtant, YGR et YMR
font partie du RRB; seraient-elles impliquées dans la maturation des ribosomes? Ou
peut-&tre dans d’autres fonctions extra-ribosomique du nucléole? YGR et YMR sont
issus d’un seul géne, mais leur divergence au niveau de la séquence, la structure et les
phénotypes associés a la délétion de chaque protéine peuvent refléter (1) différentes
fonctions ou (2) des fonctions en commun avec quelques particularités pour chaque

protéine (tel que le lieu d’action, le substrat d’action ou le moment/contexte d’action).
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Quant & la viabilité des cellules, on définit un géne essentiel quand sa délétion est
1étale. Mais les cellules montrent une capacité d’adaptation élevée aux aberrations
génétiques. La perturbation du nucléole étant un bon exemple, en effet, méme
I’absence de 'organisation en tandem de I’ADNTr, considérée comme la structure
primordiale pour la construction du nucléole, n’affecte que partiellement les fonctions
du nucléole méme si ¢a a changé complétement la structure du nucléole (Trumtel et
al., 2000).

4.2 Ladélétion de YGR ralentit légérement la croissance des levures

Dans ce projet j’ai montré aussi que la double délétion n’affecte pas la croissance des
levures et que seulement la simple délétion ralentit 1égérement la croissance des
levures et par conséquent augmente la durée de cycle cellulaire. Cependant I’écart
type est trés grand entre seulement deux expériences indépendantes effectuées et c’est
donc important d’effectuer d’autres expériences pour vérifier si le résultat est

reproductif et statistiquement significatif.

Le ralentissement de croissance en absence de YGR pourrait étre expliqué par (1) une
effet toxique de la protéine YMR en absence de son paralogue YGR ou (2) si on
suppose que YMR est une protéine qui régule la fonction de la protéine YGR de
fagon négative. Un mécanisme d’inhibition par la dimérisation avec le paralogue non-
fonctionnel (ici YMR) a ét¢ proposé par Tkaczuk et al. (2007) notamment en formant
un hétérodimére YGR-YMR, qui empéche 'homodimere fonctionnel (YGR-YGR)
d’agir sur les substrats (Figure 4.2) (Tkaczuk et al., 2007).

On pense que YGR est la protéine fonctionnelle, car la séquence de YMR est la plus
divergente dans la sous-famille COG2106 de SPOUT MTases. YMR est
phosphorylée sur $190, au début de son domaine OB-fold (Figure 4.1) (Albuquerque
et al., 2008). Cette phosphorylation peut jouer un role (1) d’inhibition de la liaison

avec le substrat ou (2) de changement du substrat cible de la modification.
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Figure 4.1. Modele de la structure des protéines MT1, YGR et YMR. A. La structure
cristalline d’un homodimére MT1 (Zarembinski et al., 2003). Les brins B des nceuds
o/p (rouge) illustrent le mode de dimérisation (MT1) et la structure en sandwich du
nceud o/f. Les brins B du domaine OB-fold (bleu) constituent le site de
reconnaissance du substrat. B. Prédiction de la structure tridimensionnelle de YGR. C.
Prédiction de la structure tridimensionnelle de YMR. Le site de phosphorylation de
YMR (S190) est indiqué en jaune. Les structures tridimensionnelles de YGR et YMR
ont été prédites par Phyre2 en se basant sur la structure de MT1 et de I’homologue
chez I’humain C9orfl14 (Kelley et al, 2015). PyMOL a été utilis¢ pour la

modélisation des structures.

La phosphorylation de Ser au niveau du domaine de liaison de 1’acide nucléique n’est

pas courante. Un exemple décrit dans la littérature est celui de la phosphorylation
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S111 de la protéine télomérique TPP1 chez I"humain. Cette phosphorylation induit le
recrutement de la télomérase pendant la phase S du cycle cellulaire pour favoriser la

prolongation des télomeéres (Hirai ef al., 2016).
4.3 Ladélétion de YMR diminue légérement le taux d’expression de YGR

Mes résuitats montrent aussi que la délétion du géne YMR diminue légérement le taux
d’expression de la protéine YGR. Ce résultat méne a conclure que YMR ne régule
pas négativement I’expression du géne YGR pour inhiber sa fonction MTase putative.
De plus, si YMR inhibe la méthylation des substrats par YGR, cela sera seulement
une inhibition au niveau de la dimérisation de la protéine. D’un autre c6té, ce résultat
combiné aux données sur le taux d’expression de I’ARNm peut étre expliqué par une
corégulation de YGR et YMR pendant la phase M qui peut signifier une
augmentation d’expression des deux protéines pour former un hétérodimere
responsable de la méthylation d’un substrat autre que le substrat méthylé par

I’homodimére YGR-YGR pendant G2/M (Figure 4.2).

Le pic d’expression de ’ARNm de YGR est observeé pendant la transition G2/M,
mais YGR est aussi exprimé pendant la phase M en méme temps que le pic
d’expression de ARNm de YMR (Santos et al., 2015). L’expression du géne YGR
en transition G2/M peut donc donner la protéine homodimere YGR-YGR, tandis que
pendant la phase M la protéine YGR se dimérise avec son paralogue YMR pour
former un hétérodimére inhibiteur (Fig 4.2). Cependant, ces résultats montrent le taux
d’expression d’ARNm qui peut avoir ou pas une corrélation avec le taux des
protéines exprimées et donc ces informations ne peuvent pas étre utilisées pour
expliquer la variation de I’expression de la prot€éine YMR en absence de son

paralogue YGR.
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YMR-YMR
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YGR- YM

) ¢

YGR- ve@ qn
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Figure 4.2. Différents diméres : différentes fonctions. L’homodimére YGR-YGR peut

étre le dimere fonctionnel. La formation d’hétérodimére YGR-YMR peut inhiber la
méthylation par YGR-YGR ou changer la spécificité du substrat grace au domaine
OB-fold de YMR. La phosphorylation de S190 pourrait aussi étre impliquée dans

I’interaction avec le substrat. A ce jour, ’homodimére YMR-YMR n’a pas été détecté.
4.4 YGR et YMR se localisent au nucléole

J’ai montré que YGR et YMR se localisent au nucléole, site de la biogenése des
ribosomes, qui est aussi impliqué dans la réponse au stress, la régulation du cycle
cellulaire et de la prolifération cellulaire. En plus des protéines impliquées dans la
biogénese des ribosomes et des protéines nucléolaires, d’autres protéines peuvent étre
localisées au nucléole transitoirement, comme dans les mécanismes utilisés par le
nucléole dans la régulation de différents processus par la séquestration des protéines
effectrices (Thoms et al., 2007), ceci indique que c’est de plus en plus difficile

d’associer la localisation nucléolaire a une fonction précise. Curieusement, YGR et
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YMR font tous deux partie du RRB et interagissent avec la protéine nucléolaire Garl
et la protéine CbfS qui peut se localiser au nucléole et qui lic les centroméres. Ces
résultats, avec les données sur I’homologue humain, suscitent des questions sur le
rble qui peut étre joué par ces ARN MTases dans la stabilité des fuseaux mitotiques

et si cela est un rdle principal ou secondaire.
4.5 Conclusions et perspectives

Les ARN MTases sont importants pour la régulation de la structure et la fonction des
ARN codants et non codants. L’association de C9orf114, ’homologue chez I’humain
des protéines YGR et YMR, avec plusieurs cancers poussent les scientifiques a
investiguer plus sur les mécanismes derri¢re son réle dans la maturation des miRNA

et dans la stabilité de fuseau mitotique lors des divisions cellulaires.

Dans mon projet de recherche, j’ai étudié ’homologue chez la levure de C9orfl 14,
qui n’est pas une, mais plutdt deux protéines paralogues : YGR et YMR. Chez la
levure, les génes YGR et YMR ne sont pas essentiels & la survie des levures et méme

la délétion double n’affecte pas la viabilité et la croissance des cellules.

La délétion du geéne YGR ralenti légérement la croissance des levures et augmente la
durée de leur cycle de vie. Mes résultats montrent aussi que les protéines YGR et
YMR se localisent au nucléole. Aussi, j’ai montré que la délétion du géne YMR
diminue légerement le taux d’expression de la protéine YGR. Dans des travaux futurs,
on peut étudier I’effet de la délétion de YMR sur le taux de I’ARNm codant pour la
protéine YGR afin de vérifier si la régulation se fait au niveau de 1’expression
génétique. Dans ce cas, la protéine YMR exprimée en phase M de mitose peut induire
I’expression du géne YGR et son absence affecterait I’expression de la protéine YGR
pendant la phase M.

La vérification de I’expression des génes au niveau de I’ARNm est crucial surtout

dans le cas du crible génétique ou cela permet de vérifier que le plasmide est bien
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exprimé méme si on est sir que le promoteur en amont (-500 pb) est capable

d’exprimer les protéines fonctionnelles YGR et YMR.

Le criblage génétique, qui n’a pas été achevé pendant mon projet, pourra révéler des
interactions génétiques qui vont permettre une meilleure compréhension de la
fonction des protéines YGR et YMR. Généralement, dans les cribles d’un géne non
létal on s’attend & identifier un géne impliqué dans le méme processus biologique ce
qui peut donner une meilleure idée sur la fonction de la protéine étudiée. Comme ici
on étudie deux paralogues, on s’attend aussi a identifier le géne YGR dans le crible du
géne YMR et vice versa. Le géne a I’étude (par exemple YGR) doit aussi étre identifié

et cela sert de contrdle de la fiabilité de I’ensemble des étapes du criblage génétique.

On peut aussi étudier la cinétique de dimérisation (YGR-YGR, YGR-YMR et YMR-
YMR, si ce dernier existe) au cours de cycle cellulaire pour élucider la régulation de
la fonction de la méthylation par les paralogue YGR et YMR chez la levure. Aussi, la
vérification de I’effet de la délétion du géne YGR sur le taux d’expression de la
protéine YMR pourra donner plus d’information pour mieux comprendre la relation

fonctionnelle entre YGR et son paralogue YMR.

Finalement, afin d’identifier les substrats de la méthylation de YGR et YMR, on veut
aussi faire un CRAC (cross-linking and analysis of cDNA) qui consiste a identifier les
interactions des protéines YGR et YMR avec les molécules d’ARN cibles,
éventuellement pour la méthylation. Cela nous permettra par la suite de vérifier

Pactivité méthyltransférase de YGR et YMR.



ANNEXE A

Liste des souches de levures utilisées

Nom de la . Plasmide S
souche Génotype utilisé Utilisation
Mé;}‘a WZ3-5aZ dlyzs 2 Souche parentale pour les
YPH499 _amber ages- - transformations et contrble
101 _ochre trpl-A63 his3- ot
4200 leu2-41) 8
Tests de viabilité et
YPH499 . . .
ygrA - pFA6a-TRPI | microscopie (avec le plasmide
AYGR283C::TRP1 33GFP-YGR)
ymrA YPH499 pEAGa- microzzzzg e(:\/l:}:) lllétglztsmide
AYMR310C::HIS3 His3MX6 1 1GFP-¥ M)
mCherry-
YPHA499 GARI-mCherry- KanMX
%1;1(}%}; KanMX YGR283C-GFP- |  pFA6a-
TRPI GFP(S65T)- | Localisation des protéines sous
TRP] microscope confocal
GARL.CH | YPH499 GARI-mCherry- pFAGa-
YMR-GFP KanMX YMR310C-GFP- GFP(S65T)-
TRPI TRP1
YPH499 YGR283C-HTP- pBS1539-
YGR-HTP URA3 HTP-URA3
pBS1539-
YGR-HTP | YPH499 YGR283C-HTP- HTP-URA3
AYMR URA3 AYMR310C::HIS3 et pFA6a-
HIS3MYG immunobuvard
uvardage
YMR-HTP YPH499 YMR310C-HTP- pBS1539- &
URA3 HTP-URA3
pBS1539-
YMR-HTP | YPH499 YMR310C-HTP- HTP-URA3
AYGR URA3 AYGR283C::TRP] et pFA6a-

TRPI




ANNEXE B

Les oligonucléotides utilisés pour ’amplification des cassettes et la vérification de

leur intégration dans le génome de levures.

catégorie

Nom

Séquences

F1-YGR283 (413)

5’CAATGAGGTGAAACACATCTACCAAGGGAA
GTGTAGCATAATAGGGGAAGCGGATCCCCGG
GTTAATTAA

A
5 GATGATTATATAACATAAATAGTAATATCA
RI-YGR283 (404)  |GTTATTAATTGCTATTTATTGAATTCGAGCTCG
TTTAAAC
5 TGCGTCTCTAATATATACGTACTTATCCATT
RI-YMR310 (408)  |GCATGAAGGTAATTTGGGAGAATTCGAGCTC
5 GTTTAAAC
5" GTCCCAGGAATATATACTACTGACCACAAA
FI-YMR310C (990) |GCTGTGTATCACTTAGTTTGCGGATCCCCGGG
TTAATTAA
gﬁl)'” 8-Cherry-F 5. A GAGGTGGATCTCGTGGCGGATC
C
8“;‘?71)‘716‘%"'“7'1‘ 5'CGACGTTAGACGTGCTTCGGCAG
2 vGRa8ICnew |5 GATAGCCTACCCATAGCTCCTACCATGTTTC
: AGCGTTGGGCAAGTGGTGGACGGATCCCCGG
(+2aa) (1230) GTTAATTAA
D
5"GATGATTATATAACATAAATAGTAATATCA
RI-YGR283 (404)  |GTTATTAATTGCTATTTATTGAATTCGAGCTCG
TTTAAAC
VMRS L10Cocw |F GCAGATGCAATCCCCATGACACTGACAACT
(aaa) (1231) CTTTCAACTGTATTTGGTGGACGGATCCCCGG
E GTTAATTAA

RI-YMR310 (408)

5’TGCGTCTCTAATATATACGTACTTATCCATT

GCATGAAGGTAATTTGGGAGAATTCGAGCTC
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GTTTAAAC

YGR-HTP-F (1226)

S’TTCAAGATAGCCTACCCATAGCTCTTACCAT
GTTTCAGCGTTGGGCAAGTGGTGGAGAGCAC
CATCACCATCACC

YGR-HTP-R (1227)

S’GATGATTATATAACATAAATAGTAATATCA
GTTATTAATTGCTATTTATTTACGACTCACTAT
AGGG

YMR-HTP-F (1228)

5’ACGTTGCAGATGCAATCCCCATGACACTGA
CAACTCTTTCAACTGTATTTGGTGGAGAGCAC
CATCACCATCACC

YMR-HTP-R (1229)

STGCGTCTCTAATATATACGTACTTATCCATT
GCATGAAGGTAATTTGGGATACGACTCACTAT
AGGG

YGR283C-Kpnl-F
(1250)

5’CCGGGTACCGCTTTCAATACCCTGCTAGCT

YGR283C-Sall-R
(1251)

S CAGGTCGACTCCACCACTTGCCCAACGCTGA
AACATGGT

YMR310C-Sacl-F
(1252)

5S’TTCGAGCTCGGTGCTGTGGACCCTCACGGGG

YMR310Cc-Sall-R
(1253)

5’CAGGTCGACTCCACCAAATACAGTTGAAAG
AGTTGT

YMR310CheckNtFOR
(416)

5’ATATGCACTGTTTGTTATCACGCG

YMR310CheckCtREV
(410)

5S’CAAGTGCAACTGCGAACCTGT

YMR310-EcoRI-Rev
(434)

S’CGCGAATTCTTAAAATACAGTTGAAAGAGT
TGTCAG

YGR283CheckNtFOR
(414)

S’CTCTTTAGCAACTATTGTAAACCGC

YGR283CheckCtREV
(406)

S’CTCTTTTTCAGGGCGAAAAACTGA

YGR283C-EcoRI-Rev
(432)

5’ CGCGAATTCTCAACTTGCCCAACGCTGAA

GAR1-461-checkCt-F
(1118)

5’GCGGTGGTAGCAGAGGAGGTTTC

GAR1-865-checkCt-R
(1119)

SCCGTGGTCGTTTGTTTAACTACGGCG
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