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RESUME

Le SSU processome est un grand complexe ribonucléoprotéique nécessaire au traitement des
précurseurs d’ARN ribosomique et a I’assemblage de la petite sous-unité ribosomique dans le
nucléole. L’acétyltransférase Kre33 fait partie de ce complexe. En plus de son role essentiel
dans le traitement du pré-ARNr, Kre33 acétyle des cytidines spécifiques dans I’ARNr 18S et
acétyle les ARNt sérine et leucine. Cependant, la formation de N4-acétylcytidine (ac4C) dans
les ARNt nécessite la participation de la protéine adaptatrice Tanl. On ne sait pas dans quel
compartiment cellulaire Tanl et Kre33 interagissent et on ne sait pas non plus dans quel
compartiment se fait I’acétylation des ARNt. A 1’aide d’outils bio-informatiques, nous avons
identifié un signal de localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NoLS) dans la protéine Tanl
chez Saccharomyces cerevisiae. Ici, nous démontrons par microscopie a immunofluorescence
et essai de ligature de proximité (PLA) que Tanl interagit avec Kre33 dans le nucléole. Nous
avons généré des mutants de délétion dépourvus du NLS et NoLS et avons constaté que ces
mutants ne transitent plus par le noyau et perdent leur interaction avec Kre33. Les expériences
de double hybride (Y2H) ont indiqué que les mutants de délétion maintenaient la capacité
d’interagir avec Kre33. On peut supposer que 1’avantage d’avoir Kre33 et sa protéine
adaptatrice Tanl dans le méme compartiment pourrait permettre une acétylation efficace et
plus spécifique des ARNt sérine et leucine. En somme, cette étude a apporté des connaissances
essentielles concernant les mécanismes moléculaires a I’ceuvre dans I’interaction entre Tanl et
Kre33, et a ouvert des perspectives prometteuses pour de futures recherches visant a
approfondir la compréhension du role de ces deux protéines dans la biologie des ARNt.

Mots clés : nucléole, ARNt, Tanl, ac4C, levure.
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CHAPITRE I
INTRODUCTION

1. ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Le nucléole et la biogenése des ribosomes chez les eucaryotes

1.1.1 Le nucléole

Semblable a d’autres organismes eucaryotes, le matériel génétique de Saccharomyces
cerevisiae est contenu dans 16 chromosomes entourés d’ une double membrane, appelée noyau,
qui les sépare des autres composants cellulaires. Les composants essentiels de cette structure

comprennent I’enveloppe nucléaire (NE), le complexe du pore nucléaire (NPC) et le nucléole

(Kim et al., 2009; Taddei et Gasser, 2012).

Le nucléole constitue un compartiment spécialisé du noyau ou les loci d’ADNr sont regroupés
en plusieurs centaines de répétitions en tandem dans des régions organisatrices nucléolaires
(NOR) (McStay, 2016; Taddei et al., 2010). C’est le compartiment subnucléaire le plus visible
présent dans presque tous les noyaux eucaryotes. Chez Saccharomyces cerevisiae, il a une
forme de croissant et occupe environ un tiers du volume nucléaire. Il est situ¢ a coté de
I’enveloppe nucléaire (NE) et se trouve a I’opposé du corps polaire du fuseau (Bystricky et al.,
2005; Yang et al., 1989). On pourrait considérer que cette zone est une usine spécialisée dans
la création de ribosomes. La structure physique de cette région est fortement influencée par le
taux de croissance de la cellule, probablement en raison d’ajustements effectués dans la
production de ribosomes pour répondre aux besoins de la cellule (Oakes et al., 1993; Powers et

Walter, 1999; Taddei et Gasser, 2012).

La morphologie ultrastructurale du nucléole est bien conservée chez les eucaryotes. Trois
régions nucléolaires de base peuvent étre distinguées par microscopie électronique : le
composant fibrillaire dense (DFC) dans lequel se produit la synthése des pré-ARNr ainsi que
divers événements de traitement précoces, le centre fibrillaire (FC) qui contient des génes
d’ ADNrr inactifs et le composant granulaire (GC) ou I’assemblage des particules ribosomiques
et les événements de traitement tardifs se produisent (Thiry et Lafontaine, 2005).

1



Chez les eucaryotes, la transcription des genes ribosomiques ainsi que 1’assemblage des deux
sous-unités du ribosome s’effectuent au niveau du nucléole (Olson et al., 2000). Le nucléole
est aussi le lieu de la synthese et la maturation des ribosomes et de I’ARN ribosomique (Feng
et al., 2012). C’est une structure sans membrane (Girke et Seufert, 2019), et les interactions
protéine-protéine et protéine-acide nucléique sont importantes afin d’assurer une bonne
coordination des fonctions nucléolaires (Cmarko et al., 2008). Plus de 4000 protéines
nucléolaires humaines ont déja été identifiées et environ 90% possédent des homologues chez
la levure (Ahmad et al., 2009; Andersen et al., 2005). Ceci suggere que le protéome du nucléole
et possiblement ses fonctions sont bien conservés a travers 1’évolution (Boisvert et al., 2007).
Dans le nucléole, le SSU processome commence a s’assembler (Barandun ef al., 2018; Dragon
et al., 2002). C’est un complexe ribonucléoprotéique impliqué dans le traitement, la maturation
et ’assemblage de la petite sous-unité des ribosomes eucaryotes. L’identification de ses
composants est la premiére étape vers la compréhension de son fonctionnement moléculaire

(Phipps et al., 2011).

Les eucaryotes, de la levure a I’homme, présentent les principes de base de 1’organisation
nucléaire. Cela permet de tester les implications fonctionnelles de 1’organisation nucléaire dans
un organisme unicellulaire malgré des caractéristiques nucléaires spécifiques a 1’espéce et au
tissu. Avec les approches génétiques, la microscopie et la cartographie a 1’échelle du génome,
la levure s’est avérée €tre extrémement utile pour évaluer les roles fonctionnels de la structure

nucléaire (Taddei et Gasser, 2012).

1.1.2 La biogenése des ribosomes

La biogene¢se des ribosomes est le processus d’assemblage du complexe ribosomique
(Melnikov et al., 2018). C’est un processus biologique trés complexe, dynamique et hautement
régulé. Il requiert I’expression de génes codant pour des composants du ribosome (ARNT et
protéines ribosomiques) ainsi que des petits ARN nucléolaires (snoRNA) impliqués dans la
maturation, 1’assemblage et 1’exportation de particules pré-ribosomiques. Les snoRNA

représentent un type d’ARN non codant qui sont largement présents dans le nucléole des
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cellules eucaryotes. Ils jouent un role important dans la modification de I’ARNr (Huang et al.,
2022). Des centaines de facteurs d’assemblage sont aussi requis (Olson, 2011; Woolford et
Baserga, 2013). Le processus de fabrication d’un seul ribosome est une tiche extrémement
ardue et représente I’une des activités les plus coliteuses sur le plan métabolique d’une cellule.
Chez Saccharomyces cerevisiae, pres de 7000 nucléotides de pré-ARNr doivent étre transcrits,
clivés, repliés, modifiés chimiquement par des petites ribonucléoprotéines nucléolaires
(snoRNP) dirigeant soit la pseudo-uridylation ou la 2’-O-méthylation et assemblés avec 78
protéines ribosomiques pour produire un ribosome mature. Environ 2000 nouveaux ribosomes

sont produits chaque minute dans la levure Saccharomyces cerevisiae (Warner, 1999).

Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique, qui est a la fois structurellement et
fonctionnellement conservé. Il joue un role essentiel dans la traduction de I’information
génétique contenue dans les ARNm en protéines fonctionnelles, ce qui constitue 1’étape finale
du programme génétique (Thomson et al., 2013). Les structures du ribosome bactérien ont
permis de fournir une meilleure compréhension des mécanismes régissant la synthése des
protéines. Les ribosomes eucaryotes sont plus gros et ont des structures plus complexes que
leurs homologues bactériens. La petite sous-unité 40S est formée par ’ARNr 18S et 33
protéines ribosomiques tandis que la grande sous-unité 60S contient les ARNr 5S, 5.8S et 28S
(25S pour Saccharomyces cerevisiae) ainsi que 47 protéines ribosomiques (46 pour
Saccharomyces cerevisiae) (Wilson et Doudna Cate, 2012). La transcription de I’ADN
ribosomique en ARNTr est la premiére étape de I’assemblage des ribosomes (Figure 1.1). L’ARN
va ensuite subir des repliements couplés a diverses voies de modification de nucléotides, de
liaison aux protéines ribosomiques et d’¢limination de séquences d’espacement. Apres
I’exportation des pré-ribosomes du noyau vers le cytoplasme, ils subissent les derniéres étapes
de maturation avant d’entrer dans le pool des ribosomes fonctionnels. En tout, plus de 200
facteurs d’assemblage et 76 petits ARN nucléolaires s’associent de manicre transitoire a
I’assemblage des ribosomes (Woolford et Baserga, 2013). La fabrication des ribosomes
représente I'une des activités cellulaires les plus énergivores, témoignant de la complexité
remarquable de ce processus (Fromont-Racine ef al., 2003; Thomson et al., 2013; Warner,

1999).



Toutes les protéines ribosomiques interagissent directement avec I’ARN ribosomique dans les
ribosomes matures, bien qu’a différents degrés. Aussi, I’absence d’une quelconque protéine
ribosomique méne a un défaut de traitement du pré-ARNTr. L’assemblage se déroule de maniére
coopérative et hiérarchique, et les protéines primaires de liaison a I’ARN ribosomique sont
nécessaires pour démarrer 1’assemblage et permettre I’association ultérieure des protéines de
liaison secondaires, et ces derniéres sont nécessaires a l’assemblage d’autres protéines
ribosomiques tertiaires. Environ 90 protéines peuvent étre trouvées dans les précurseurs 66S
des sous-unités 60S matures et jouent un role dans I’assemblage. Parmi ces protéines, on peut
citer les ARN hélicases/ATPases, les endo- et exonucléases impliquées dans le traitement du
pré-ARNTr, les protéines de liaison a I’ARN, les enzymes dont le role est de modifier I’ARN ou
les protéines, les protéines AAA, les GTPases, les phosphatases et kinases, les protéines
d’échafaudage putatives. On peut aussi noter la présence de quelques protéines hautement
homologues aux protéines ribosomiques. Le fonctionnement de la plupart de ces facteurs a été
li¢ a une étape particuliere du traitement des pré-ARNr, de 1’exportation nucléaire ou de la
maturation des sous-unités selon les phénotypes observés lors de leur déplétion (Woolford et

Baserga, 2013).

Contrairement aux procaryotes, chez qui les ribosomes sont directement assemblés a partir de
leurs constituants sur leur site d’utilisation, dans le cytosol, les eucaryotes doivent résoudre le
probléme de la compartimentation. Cette compartimentation a nécessité 1’apparition de
mécanismes spécifiques d’import nucléaire des constituants ribosomiques, et d’export des
particules vers le cytoplasme, ainsi que de systémes de contrdle de 1’avancement de la
biogenese entre deux compartiments. Ceci vient augmenter considérablement la complexité de
la voie de biogenése. En contrepartie, il est possible que cette séparation physique des
différentes étapes de la biogenese, et surtout des particules précurseurs et matures, permette la
fabrication de ribosomes plus performants que ceux produits dans le seul compartiment

cytoplasmique (Woolford et Baserga, 2013).
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Figure 1.1 L assemblage des ribosomes chez Saccharomyces cerevisiae. Les ARNm des protéines
ribosomiques sont transcrits par I’ARN polymérase II (Pol II) et traduits dans le cytoplasme. Un grand
nombre de protéines ribosomiques sont importées dans le noyau, tandis que d’autres protéines
ribosomiques s’assemblent en tant qu’intermédiaires de biogenése ribosomique cytoplasmique tardive.
Dans le noyau, les ARN polymérases I et Il effectuent la transcription des précurseurs du pré-ARNr
35S et de I’ARNr 5S. Le pré-ARNr 35S est incorporé dans le SSU processome, ou le clivage A2
dépendant de la snoRNP U3 sépare les grandes et petites sous-unités naissantes. Ces derniéres subissent
ensuite une maturation et une exportation nucléaire indépendantes. La maturation finale se fait au niveau
cytoplasmique. Les facteurs de transport qui voyagent du noyau au cytoplasme li€s aux particules pré-
ribosomiques sont recyclés dans le noyau pour participer & de nouveaux cycles de biogenese des

ribosomes (Greber, 2016).

1.1.3 Le SSU processome

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, 1’assemblage de la petite sous-unité ribosomique
(SSU) nécessite 1’action coordonnée d’environ 75 facteurs d’assemblage pour former le SSU
processome, un complexe ribonucléoprotéique de 6 MDa, précédemment purifié (Dragon et al.,
2002). Ce dernier est nécessaire pour la modification, le traitement et le repliement de I’ARN
pré-ribosomique (pré-ARNr) afin de le préparer a I’incorporation en SSU mature. Le SSU
processome est requis pour le traitement du pré-ARNr et assure la médiation des clivages aux

sites AO, Al et A2 sur le pré-ARNr (Figure 1.2). Plus précisément, le clivage au niveau de ITS1
5



sépare la biogencse des petites sous-unités de la biogencése des grandes sous-unités
ribosomiques (LSU), ce qui va compartimenter le futur ARNr 18S mature de ce qui deviendra
plus tard les ARNr 5.8S et 25S du LSU mature. Quant a I’ARNr 58, il est transcrit par I’ARN
polymérase III individuellement puis incorporé dans le LSU. Aprés 1’exportation vers le
cytoplasme, les sous-unités matures SSU et LSU se réunissent pour procéder a la formation du

ribosome 80S mature.

Les facteurs d’assemblage du SSU processome (SPAF) sont utilisés pour cliver, traiter et
modifier le pré-ARNr. Certains de ces facteurs d’assemblage se réunissent pour former cinq
sous-complexes protéiques : tUtp/UtpA, UtpB, UtpC, Mppl0 et la snoRNP U3. L’une des
premicres étapes de la biogenése des ribosomes est médiée par tUtp/UtpA, qui relie la
transcription du pré-ARNTr au traitement du pré-ARNr et se lie au début de PETS 5° du pré-
ARNr. La snoRNP U3 quant a elle, agit comme un chaperon pour le repliement et
I’incorporation de I’ ARN pré-18S dans le processome SSU en croissance. Les sous-complexes
UtpB, UtpC et Mpp10 sont moins bien caractérisés sur le plan fonctionnel, mais il a néanmoins
¢été proposé qu’ils rejoignent le SSU processome naissant apres les interactions initiales de
tUtp/UtpA et U3 snoRNP avec le pré-ARNr naissant (Vincent et al., 2018). Les mutations
touchant les protéines ribosomiques et les facteurs d’assemblage des ribosomes, et qui ont été

liées a des maladies humaines, illustrent I’importance de ce processus (Singh et al., 2021).
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Figure 1.2 La biogenése des ribosomes de levure. L’ADNr de levure est disposé en 150 a 200

répétitions en tandem sur le chromosome XII. Ce dernier est transcrit sous la forme d’un pré-ARNr

6



précurseur polycistronique qui contient les ARNr matures 5,8S, 18S et 25S par I’ARN polymérase 1. Le
SSU processome est nécessaire pour le clivage en A0 et Al de la séquence ETS en 5° du pré-ARNr 35s
et en A2 au niveau de ITSI, ce qui va séparer la biogenése LSU et SSU. La SSU résultante va étre
exportée vers le cytoplasme, ou un clivage final au site D va se produire. Ici, la SSU est considérée
comme le 40S mature contenant I’ARNr 18S. L’ ARNTr 5S quant a lui est transcrit séparément par I’ARN
polymérase III (Vincent et al., 2018).

Le SSU processome est présent dans presque toutes les lignées eucaryotes et provient
probablement du dernier ancétre commun eucaryote (LECA) par duplication de génes anciens
et divergence fonctionnelle. L’évolution du SSU processome a impliqué non seulement
I’augmentation de ses composants, mais aussi 1’émergence d’autres fonctions nucléolaires et
du compartiment sous-nucléaire (nucléole) dans le LECA. La duplication des genes,
I’émergence de nouveautés génétiques et la perte de genes ont contribué a davantage de

divergences au sein du complexe au cours de 1’évolution des eucaryotes (Feng ef al., 2013).

1.2 L’acétylation des ARN de transfert

Les ARN de transfert jouent un role d’adaptateur en reliant, de maniere spécifique, chaque
codon de I’ARN messager a son acide aminé correspondant pendant la synthése des protéines.
Apres leur transcription, ces ARN sont soumis a des modifications enzymatiques (Suzuki,
2021), avec une variété impressionnante de plus de 100 types de modifications différentes dans
tous les organismes. Chaque molécule d’ARNt est en moyenne modifiée par 13 de ces

modifications (Broly et al., 2022).

A ce jour plus d’une centaine de modifications de nucléotides ont été identifi¢es dans I’ARN,
dont la majorité ont été caractérisées dans les ARN ribosomiques ainsi que dans les ARN de
transfert. Ces modifications sont trouvées dans des sites hautement conservés pouvant
influencer divers processus comme la maturation des ribosomes. Le potentiel régulatoire des
modifications d’ARN a souvent été vu comme analogue a 1’épigénome ou des changements
dynamiques dans 1’acétylation servent de marque de transcription active. L’acétylation de

I’ARN existe sous forme de 3 nucléobases, dont la N4-acétylcytidine (ac4C), qui est présente
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dans tous les domaines de la vie (Figure 1.3). La fonction d’ac4C a bien été étudiée sur les
ARNTt bactériens : par exemple, ’ac4C a été liée a I’adaptation au stress, a la dormance et a la
persistance. Chez Escherichia coli, 1a base « wobble » de 1’élongateur ARNt™® est modifiée en
ac4C afin d’assurer la reconnaissance précise du codon AUG en empéchant une lecture erronée
du codon AUA. TmcA est I’enzyme d’E. coli qui acétyle spécifiquement la base « wobble » en
utilisant I’acétyl-coenzyme A et I’ATP (ou GTP) (Ikeuchi ef al., 2008). Aussi, chez la bactérie
Bacillus subtilis, le géne tmcAL a été identifié comme geéne responsable de la formation d’ac4C.
Les modifications au niveau des anticodons d’ARNt jouent ainsi un rdle essentiel pour
permettre une traduction précise (Taniguchi et al., 2018). Cependant, peu de choses sont
connues a propos du role d’ac4C chez les eucaryotes méme si certaines études ont démontré un
role dans la biogenése des ARNr et dans la stabilit¢ des ARNt (Thomas et al., 2019). Par
exemple, I’absence de TANI chez un mutant de levure a provoqué une diminution d’ ARNtS

mature, indiquant que I’ac4C et/ou la protéine Tanl sont importants pour la stabilité de I’ARNt

(Johansson et Bystrom, 2004).

Les ARNt sont composés de 75 a 95 nucléotides et sont omniprésents dans tous les organismes.
Les principales régions fonctionnelles des ARNt sont le triplet anticodon qui lie les codons de
I’ARNm ainsi que la séquence CCA en 3’ sur laquelle un acide aminé apparenté a I’ARN de
transfert s’attache (Goodenbour et Pan, 2006). Il y a peu d’informations sur la localisation
exacte de la biosynthese précoce des ARNt. En utilisant des hybridations fluorescentes in situ
chez Saccharomyces cerevisiae, 1l a ét¢ démontré que des pré-ARNt nucléaires résident
principalement au nucléole lors de la biosynthese des ARNt (Bertrand et al., 1998). Ceci semble
logique car la sous-compartimentation des précurseurs faciliterait le déplacement des
intermédiaires via la série de clivages nucléolytiques et de modifications de nucléotides. Le
nucléole est le site de traitement et de synthése des ARNr; La colocalisation de ces deux voies
fournirait 1’opportunité de partager des aspects liés a la régulation incluant le transport vers le
cytoplasme. Le pourcentage exact de précurseurs ARNt nucléaires est encore inconnu a ce jour,
mais il est possible que certaines classes de pré-ARNt empruntent des voies nucléoplasmiques

alternatives (Bertrand et al., 1998).
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Figure 1.3 L’acétylation post-transcriptionnelle des résidus d’ARN cytidine donne la N4-
acétylcytidine (ac4C). Il s’agit de la conformation proximale la plus stable qui permet de préserver le

bord natif Watson-Crick de la cytidine (Thomas et al., 2019).

De plus en plus de genes impliqués dans les modifications des ARNt sont associés aux troubles
intellectuels. Il a été démontré que des variants de dix génes différents impliqués dans les
modifications des ARNt sont liés a des troubles neurologiques et neurodéveloppementaux,
soulignant I’importance croissante des modifications des ARNt dans les maladies humaines

(Broly et al., 2022).

1.3 Les superhélices

Les protéines contenant des hélices a sont caractérisées par un motif d’oligomérisation en hélice
o qui se compose d’une répétition heptadique de résidus apolaires comme interface
d’oligomere. Malgré sa simplicité, ce motif de pliage est tres versatile et les protéines contenant
des hélices a peuvent remplir diverses fonctions selon leur architecture de domaine superhélice,
qui influe sur leur état d’oligomérisation, leur rigidité et leur capacité a agir comme un systéme

de reconnaissance moléculaire (Burkhard et al., 2001).

La superhélice est un motif structuré qui se compose de deux a cinq hélices alpha qui
s’enroulent les unes autour des autres dans une hélice gauche qui forme un supercoil (Figure
1.4). Les hélices régulieres possedent 3,6 résidus pour chaque tour complet d’hélice, mais la
superhélice impose une distorsion qui porte cette valeur a 3,5 résidus. Ainsi, une répétition

d’heptade se produit & chaque deux tours d’hélice. Des découvertes récentes ont poussé les
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superhélices sous les projecteurs, car il est devenu clair qu’elles se trouvent au niveau de
structures importantes impliquées dans des interactions, telles que le controle de la
transcription. La superhélice la plus couramment observée est le type gauche, au niveau de
laquelle chaque hélice a une répétition heptade, avec deux a 200 de ces répétitions dans une
protéine. Cette répétition est notée (a-b-c-d-e-f-g), dans une hélice, et (a’-b’-c’-d’-e’-f-g’),
dans I’autre. Dans ce mod¢le, a et d sont généralement des résidus non polaires a I’interface des
deux hélices, alors que e et g sont des résidus polaires exposés au solvant donnant une

spécificité entre les deux hélices avec des interactions électrostatiques (Mason et Arndt, 2004).

Les hélices alpha entrelacées des superhélices fournissent des sites d’interaction protéine-
protéine pour permettre 1’assemblage et le désassemblage dynamiques de complexes
protéiques. La superhélice combine 1’adaptabilité¢ structurelle et la polyvalence avec la
spécificité et la résistance mécanique (Strauss et Keller, 2008). Les superhélices ne sont pas
seulement médiatrices d’interactions protéine-protéine cruciales dans la cellule, mais
constituent aussi un échafaudage attrayant en biologie synthétique et une cible thérapeutique
potentielle (Wang et al., 2012). Les interfaces des superhélices peuvent étre divisées en trois
catégories par rapport a leur stoechiométrie d’interaction. Le premier cas présente un dimere
hélicoidal d’une protéine qui interagit avec un seul partenaire protéique. Dans le deuxie¢me cas,
un dimere hélicoidal d’une protéine établit une interaction avec deux partenaires protéiques
différents. Enfin, dans le dernier cas, un seul motif dimérique hélicoidal se forme a 1’interface

entre les protéines partenaires (Watkins ef al., 2015).
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Figure 1.4 Représentation schématique d’une superhélice Les deux motifs sont parall¢les
dimériques (A et B). Les deux autres (C et D) sont sous forme de tracé en ruban de la structure rayons

X de la glissiére a leucine de GCN4 (Mason et Arndt, 2004).

1.4 Les signaux de localisation nucléaire et nucléolaire

Pour que les protéines synthétisées dans le cytoplasme atteignent les compartiments de
destination, elles doivent étre transportées de maniere sélective et efficace a travers le complexe
du pore nucléaire (NPC). Ce complexe, qui agit comme une barricre de perméabilité entre le
cytoplasme et le nucléoplasme, est une structure multimérique de grande taille. Le transport des
protéines cargos a travers le NPC requiert la présence d’un signal de localisation nucléaire
(NLS) sur ces protéines, signal qui est reconnu par les transporteurs nucléaires afin d’aider les
protéines cargos a atteindre le noyau a travers les NPC (Cautain et al., 2015; Fu et al., 2018;

Lu, Juane et al., 2021; Strambio-De-Castillia et al., 2010).

Un signal de localisation nucléaire (NLS) est une courte séquence d’acides aminés qui assure
le transport des protéines nucléaires vers le noyau. Les mécanismes de reconnaissance des NLS
ont été largement étudiés et beaucoup de NLS ont été identifiés (Boulikas, 1993; Cokol et al.,
2000). Les NLS les mieux décrits expérimentalement sont ceux contenant des motifs
monopartites et bipartites. Le motif monopartite est caractérisé par un cluster de résidus
basiques, tels que I’arginine (R) et la lysine (K), précédé d’un résidu a-helix-breaking, comme
la proline (P) ou la glycine (G) (Imai et Mitaku, 2005). Le motif bipartite se compose de deux
groupes de résidus basiques séparés par 9 a 12 résidus. Cependant, tous les NLS ne respectent
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pas ces « regles de consensus » (Cokol et al., 2000). Quant aux NoLS, ils assurent
I’accumulation de la protéine au niveau du nucléole, et ils contiennent une forte proportion
d’acides aminés basiques, ce qui les rend assez similaires aux NLS. Ceci se manifeste par le
fait que 48% des résidus retrouvés dans les séquences de ces signaux sont des lysines ou des
arginines. En raison de cette similarité, les NLS et NoLS sont souvent considérés comme
analogues et sont utilisés de maniére interchangeable pour I’annotation des protéines. Aussi,
une étude a suggéré que les peptides contenants seulement 6 arginines chargées positivement
avec un point isoélectrique supérieur a 12,6 étaient suffisants pour la localisation nucléolaire

(Martin et al., 2015).

Pour confirmer que ces signaux sont suffisants pour ce ciblage, ils sont généralement fusionnés
a des protéines rapporteuses et visualisés par microscopie. Une analyse du positionnement des
NoLS validés expérimentalement dans des protéines montre que ces derniers se localisent
surtout au niveau des extrémités N-terminale et C-terminale des protéines. Il y a de plus en plus
de preuves que ces deux types de signaux sont discernés par la cellule. Les deux types de
signaux peuvent étre regroupés en trois classes: Les signaux strictement NoLS qui permettent
I’accumulation de protéines au nucléole mais qui ne sont pas capables d’effectuer une
translocation au niveau de 1’enveloppe nucléaire. Ils se trouvent dans des protéines qui
contiennent aussi un signal strictement NLS. Les signaux strictement NLS qui ciblent les
protéines vers le noyau mais ne peuvent pas établir une accumulation importante dans le

nucléole.

1y a aussi les régions conjointes NoLS-NLS qui peuvent a la fois cibler des protéines a travers
I’enveloppe nucléaire et en méme temps entrainer I’accumulation de protéines au niveau du
nucléole. Par exemple, la protéine UTP20 contiendrait des NoLS et des NLS qui se chevauchent
pres de son extrémité C-terminale (Scott et al., 2010). Un autre exemple de régions conjointes
NoLS-NLS peut étre observé chez le virus VIH-1 (Figure 1.5). Le domaine basique (BD) de la
protéine Tat du VIH-1 joue plusieurs roles essentiels, sa fonction principale étant I’activation
de la transcription virale. De plus, le BD fonctionne en tant que NLS, et sa charge nette positive
¢levée entraine inévitablement son fonctionnement en tant que NoLS grace a un mécanisme

spécifique li¢ a la charge. L’intégration du NLS et NoLS au sein de domaines fonctionnels
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riches en acides aminés positivement chargés représente potentiellement un mécanisme
permettant de condenser diverses séquences fonctionnelles dans des régions protéiques
compactes. Par conséquent, cette réduction de la taille des protéines peut influencer

I’émergence et 1’évolution des NLS et NoLS chez les virus.

Evolution of transactivation function

TAR
Sequence-specific
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Figure 1.5 La Coévolution moléculaire des NLS et NoLS au sein du domaine basique de la protéine
Tat du VIH-1. L’évolution de domaines riches en acides aminés chargés positivement peut aboutir a
I’acquisition progressive de fonctions supplémentaires, comme le fonctionnement a la fois comme NLS

et NoLS du domaine basique de la protéine Tat.

Il existe aussi des signaux de localisation nucléaire non classiques (ncNLS) qui different des
signaux classiques et ne contiennent pas nécessairement des résidus d’arginine ou de lysine,
contrairement a ces derniers (Bradley et al., 2007; Lu, Juane et al., 2021). De plus, plusieurs
types de NLS spécifiques existent en dehors des ctNLS et ncNLS, tels que les NLS putatifs, les
NLS d’épitope spatial, les NLS cryptiques et les NLS multiples. Alors que les NLS putatifs
peuvent ou non avoir une fonction de positionnement nucléaire, les NLS d’épitope spatial

nécessitent une interaction protéine-protéine pour former une structure reconnue par le
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récepteur de transport, les NLS cryptiques ne sont exposés que sous des signaux spécifiques et
les NLS multiples permettent la coopération de plusieurs NLS fonctionnels pour favoriser la
localisation nucléaire d’une protéine (Gu et al., 2003; Lu, Juane et al., 2021; Mallet et Bachand,

2013; Meyer et Vinkemeier, 2004).

La voie de transport des protéines via un cNLS comprend quatre étapes : la formation du
complexe d’importation cargo-transporteur dans le cytoplasme, la traversée du NPC, la
dissociation du complexe dans le noyau, et le recyclage de I’importine (Lu, Juane et al., 2021,
Stewart, 2007) (Figure 1.6). Le NLS de la protéine de cargaison est liée a I’importine o, qui est
reconnue par I’importine B1 pour former un complexe trimére. L’importine Bl guide ce
complexe vers le NPC, ou il transloque dans le noyau en interagissant avec des répétitions de
phénylalanine-glycine (FG) présentes sur les nucléoporines (Nup), les composants protéiques
du NPC (Hodel et al., 2001) (Lu, Juane et al., 2021; Terry et Wente, 2009). Une fois a I’intérieur
du noyau, l’interaction avec le RanGTP induit une modification de la conformation de
I’importine B1, permettant la libération de la protéine cargo (Lange et al., 2007; Lu, Juane et
al., 2021). Apres la libération du cargo protéique, I’importine a est exportée du noyau, tandis
que I’importine 1 liée au RanGTP retourne dans le cytoplasme. L ’hydrolyse du GTP libere le
RanGDP, qui peut alors €tre réutilisé pour d’autres processus biologiques (Lu, Juane et al.,

2021; Oka et Yoneda, 2018).
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Figure 1.6 Représentation du mécanisme de transport de la protéime cNLS-cargo dans le

nucléoplasme. Les protéines de cargaison avec un cNLS sont importées par le transporteur importine 31
et la protéine adaptatrice importine o pour former le trimeére cNLS-cargo-importine a-importine 1.
L’importine B1 dirige le complexe trimére vers le noyau en interagissant avec plusieurs répétitions FG

sur le complexe du pore nucléaire (Kapinos et al., 2017; Lu, Juane et al., 2021)

1.5 La protéine Kre33

Parmi les diverses enzymes nucléolaires impliquées dans la biogenése des ribosomes, il y a
Kre33 (NAT10 chez I’humain). Les protéines conservées Kre33 et NAT10 présentent une
homologie limitée avec la protéine TmcA bactérienne (autour de 25 % d’identité), y compris
dans le domaine acétyltransférase et le motif de liaison a I’ARN, qui dans le cas de TmcA se
lie aux ARNtM®t (Sharma et al., 2015). Kre33 est une cytidine acétyltransférase essentielle avec
une spécificité envers I’ARNr 18S et les ARNt>" et ARNt™Y, Elle est impliquée dans la
médiation de ’acétylation de la cytidine dans la tige du bras D des ARNt>" et ARNt*" i la
position 12 ainsi que dans I’hélice 34 et I’hélice 45 de I’ARN ribosomique 18S aux positions
1280 et 1773. Kre33 est donc nécessaire pour ’acétylation de ’ARNr 18S, mais cette
acétylation de I’ARNr 18S n’est pas essentielle a la croissance des cellules de levure. La
présence physique de Kre33 dans les ribosomes précurseurs est nécessaire pour un traitement

efficace du pré-ARNr (Ito et al., 2014; Sharma et al., 2015). Il a aussi été découvert que la
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fonction acétyltransférase de Kre33 sur les ARNt était bien conservée au cours de 1’évolution,
car la protéine humaine NAT10 exprimée de maniere ectopique dans des cellules de levure
kre33A a la capacité d’acétyler les ARNt a 85 % du niveau de type sauvage. De plus, des
expériences de spot assay ont montré que NAT10 complémente la croissance de cellules kre334
dans la méme mesure que des cellules contenant la protéine Kre33 sauvage. Le spot assay est
une technique qui consiste a déposer de petits volumes d’une culture avec des dilutions
variables sur un milieu solide pour évaluer la viabilité, la croissance ou la sensibilité des cellules

face a différentes conditions ou composés (Sharma et al., 2015).

Kre33 est donc active sur les ARNr et les ARNt, deux substrats trés structurés, et dans les deux
cas, les modifications post-transcriptionnelles se retrouvent au sein des hélices des molécules
matures. Il a été montré que le domaine hélicase RecD conservé de Kre33 contribue a son acces
efficace au substrat et donc a 1’acétylation. Ainsi, un domaine hélicase Kre33 fonctionnel est
nécessaire pour une acétylation optimale de I’ARN (Sharma et al., 2015). Kre33 est aussi liée
avec le phénomeéne de résistance a la toxine tueuse K1 d’ou elle tient son nom. La toxine tueuse
K1 est une protéine qui tue les cellules de levures via la formation de pores, et les mutants
hétérozygotes Kre33 présentent une haploinsuffisance dans la résistance a la toxine tueuse K1

(Bussey, 1991; Pagg¢ et al., 2003).

Kre33 est aussi nécessaire aux processus de maturation et d’exportation de la petite sous-unité
40S du ribosome (Grandi et al., 2002; Li et al., 2009), car elle est requise pour les clivages
nucléolaires précoces de I’ARNr précurseur aux sites A0, Al et A2 pendant la synthese de
I’ARNTr 18S (Figure 1.2). De plus, elle fait partie du module Kre33-Enp2-Brf2-Lcp5 qui médie
le compactage final du pré-ribosome 90S (Cheng ef al., 2019). Au cours des dernicres années,
des structures cryo-EM du SSU processome de levure ont révélé que Kre33 forme un dimere
(Kornprobst et al., 2016; Sleiman et Dragon, 2019). Il est possible que cette dimérisation
permette a une sous-unité¢ de rester active en tant qu’acétyltransférase capable de couvrir la
distance jusqu’a son substrat, tandis que 1’autre sous-unité fonctionne en recrutant et en ancrant

le dimére dans la particule 90S en évolution (Cheng et al., 2019).
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NATI10 et ses homologues sont essentielles chez les souris, les humains et les levures, mais de
récentes études indiquent que 1’activité acétyltransférase de NAT10 serait non-essentielle. Par
ailleurs, I’acétylation des ARNtS" et ARNt-" nécessite une protéine adaptatrice (THUMPDI
chez ’homme et Tan1 chez la levure). NAT10 serait aussi parmi les acétyltransférases les plus
abondantes chez I’homme, et sa dérégulation est liée a diverses maladies comme le syndrome
de Hutchinson-Gilford, le cancer ovarien, le cancer colorectal et le cancer du foie (Thomas et
al., 2019). L’acétylation de ’ARNr 18S est bien conservée chez les organismes eucaryotes,
mais la fonction exacte de cette modification reste évasive. La machinerie impliquée dans la
modification de I’ARN (dont Kre33 fait partie) est essentielle aux premicres étapes de
traitement nucléolaire menant a la synthése de I’ARNr 18S. Cette machinerie est donc requise
pour la production des petites sous-unités (Sharma et al., 2015). La Figure 1.7 illustre un mod¢le

hypothétique pour ’acétylation des ARN par ’acétyltransférase Kre33.

Les extensions a I’extrémité N-terminale (NTE) et a I’extrémité C-terminale (CTE) de Kre33
contiennent des motifs putatifs que 1’on ne trouve que dans les paralogues eucaryotes. La NTE
contient au moins un NLS putatif et un motif NoLS possible, et ces deux motifs peuvent se
chevaucher. La CTE contient une superhélice responsable de I’interaction protéine-protéine,

suivi d’un NLS et d’un NoLS qui se chevauchent (Sleiman et Dragon, 2019).
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Figure 1.7 Modéle hypothétique pour I’acétylation des ARN par Kre33. Kre33 catalyse 1’acétylation
de deux cytosines d’ARNr 18S : chaque modification est guidée par un petit ARN nucléolaire (snoRNA)
box C/D différent, snR4 (C1280 dans I’hélice 34) et snR45 (C1773 dans I’hélice 45 (Sleiman et Dragon,
2019).

1.6 La protéine Tanl

Un criblage génétique a révélé qu’un géne nommé TANI (pour Trna AcetylatioN 1) est requis
pour la formation de la N4-acétylcytidine dans les ARNtS et ARN™, 1] a aussi été démontré
que la protéine Tanl interagit avec ces ARNt (Johansson et Bystrom, 2004). L’intégrité
fonctionnelle de I’ARNt est cruciale pour la traduction. C’est pour cela qu’il existe un
mécanisme qui soumet certaines especes de pré-ARNt aberrantes a une surveillance nucléaire,
qui les conduit a une dégradation exonucléolytique en 3°. Ce dernier provoque aussi chez
certaines espéces d’ARNt matures une désintégration rapide (nommée RTD pour rapid tRNA
decay) si elles portent des mutations déstabilisantes spécifiques ou si elles sont hypomodifiées.
Ainsi, il a été démontré que des souches fanlA sont sensibles a la température en raison du

manque d’ac*Ciz et de la RTD conséquente des ARNtS" et ARNt-" (Dewe et al., 2012).

Le complexe de rétention et d’épissage de I’ARNm précurseur (RES) est un complexe du

splicéosome présent chez I’homme et la levure qui est important pour 1’épissage de I’ARN et
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la rétention des pré-ARNm non-€pissés (Wysoczanski et al., 2014). L’inactivation de ce
complexe conduit donc a des niveaux réduits d’ac4C. L’abondance relative d’un nucléoside
modifié dans I’ARNt et I’efficacité d’épissage de certains transcrits individuels constituent deux
phénomenes pouvant étre influencés par des signaux environnementaux. Il est donc possible
que le traitement du pré-ARNm de TANI puisse, dans certaines conditions, contrdler les
niveaux d’ac4C dans I’ARNt. Et comme 1’ac4C est important pour la stabilité de ’ARNt, un
tel mécanisme pourrait étre un moyen de réguler 1’abondance des isoaccepteurs de sérine et de

leucine (Zhou et al., 2013).

Tanl aurait aussi un lien avec le facteur d’initiation eucaryote 2B (e[F2B). Ce dernier controle
la premiere étape de la traduction en catalysant 1’échange de guanine sur le facteur d’initiation
eucaryote 2 (elF2). La surexpression de Tanl supprime des mutations spécifiques de elF2B, ce
qui fait de Tanl un suppresseur extragénique des mutations de elF2B causant le syndrome
CACH. La méme étude a démontré que Tan1 serait impliquée dans la régulation de la traduction

médiée par e[F2B (Sharma ef al., 2017).

Chez Saccharomyces cerevisiae, 1’ac4C est présente au niveau de I’ARNr 18S, et en position
12 chez les ARNt spécifiques pour la leucine et la sérine. L’analyse de I’ARN isolé d’un mutant
tanlA a révélé que 1’ac4C est absente dans les ARNt mais pas dans les ARNr (Sharma et al.,
2015). On observe chez le mutant fan/4 une baisse du taux de ARNt-Ser-CGA indiquant ainsi
que TANI est requis pour la stabilité des ARNt (Johansson et Bystrom, 2004). L acétylation de
I’ARNt chez les levures nécessite donc la protéine adaptatrice Tanl. Tous les organismes ou
I’ac4C a été caractérisée portent un seul géne d’ARN acétyltransférase (Thomas et al., 2019).
Le fait que Tanl ne contienne pas de motif acétyltransférase a suggéré qu’une autre protéine
pourrait &tre impliquée catalytiquement (Johansson et Bystrom, 2004). Tan1 se lie a I’ARNt in
vitro et est strictement requise pour ’acétylation des ARNt in vivo. Comme mentionné
précédemment, Kre33 est responsable de cette acétylation et interagit avec Tanl et NAT10 avec
THUMPDI1 (Sharma et al., 2015). Kre33/NAT10 portent un domaine acétyltransférase et
Tan1/THUMPDI1 abritent un motif de liaison a I’ARN, et tous sont impliqués dans 1’acétylation
des ARNt de la levure et de I’humain, respectivement. Ceci a suggéré que Kre33 et Tanl chez

la levure, et NAT10 et THUMPDI chez I’homme, pourraient agir ensemble dans un complexe.
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I1 a aussi ét¢ démontré que Kre33 et Tanl interagissent en utilisant le systéme double hybride
(Y2H) dans des cellules de levure (Sharma et al., 2015). Le domaine THUMP de la protéine
Tanl est considéré comme un motif de liaison a I’ARN, commun a plusieurs enzymes de
modification (Aravind et Koonin, 2001; Johansson et Bystrém, 2004). Le domaine THUMP
tire son nom de sa présence dans les synthases de thiouridine, les méthylases d’ARN et les

synthases de pseudouridine dans tous les régnes du vivant (Aravind et Koonin, 2001).

Apres I’identification initiale d’une seule personne, 13 individus de 8 familles atteints de retard
mental syndromique ont été étudiés pour évaluer le role du gegne THUMPDI1. Les résultats ont
montré que des variants bi-alléliques dans THUMPD1 provoquent une perte de fonction du
géne, entrainant une perte de la modification ac4C dans les ARNt>* individuellement purifié.
Par exemple, la mutation p.Prol164Ser située dans le domaine THUMP, altere la stabilité de la
protéine et sa capacité de liaison aux ARNtS. En outre, ’étude a montré que la perte de
fonction de THUMPDI1 entraine un manque d’acétylation de I’ARNt, ce qui est lié au
développement du retard mental syndromique. Cette conclusion a été renforcée par ’utilisation
de deux lignées cellulaires THUMPDI1 KO générées par CRISPR-Cas9 qui ont également
montré une perte d’acétylation (Broly et al., 2022; Maddirevula et al., 2019).

1.7 Les ribosomopathies

Les ribosomopathies sont des maladies causées par des défauts dans les constituants
ribosomiques ou dans des facteurs possédant un role dans 1I’assemblage des ribosomes. Un seul
composant défectueux peut avoir un impact majeur sur la fonction cellulaire. Ces
ribosomopathies sont caractérisées par des défauts dans les protéines ribosomiques, les facteurs
d’assemblage des ribosomes ou la maturation de I’ARNr. Compte tenu de la fonction cellulaire
importante des ribosomes en tant qu’usines pour produire les protéines, des altérations non
létales de 1’assemblage ou de la fonction des ribosomes devraient provoquer des
dysfonctionnements cellulaires et potentiellement des maladies (Kampen et al., 2020). Par
exemple, la cirrhose infantile chez les Amérindiens d’ Amérique du Nord est due a une mutation

ponctuelle dans le gene UTP4/CIRH1A. Chez les hommes en développement, des mutations de
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UTP14c, un composant spécifique du SSU processome, peuvent entrainer une infertilité. [l y a
aussi le syndrome de Bowen-Conradi, qui est causé par une mutation ponctuelle dans le géne

EMG1 (Sondalle et Baserga, 2014).

Les lamines nucléaires sont des protéines fibreuses qui fournissent des propriétés fonctionnelles
et structurelles importantes pour la réplication de I’ADN. Plusieurs maladies qu’on nomme
laminopathies sont liées a des mutations du gene LMNA. La plus grave de ces maladies est le
syndrome de Hutchinson-Gilford (HGPS). C’est une maladie rare qui touche un nouveau-né
sur quatre millions et provoque un vieillissement accéléré. Le HGPS est dii 4 une seule mutation

nucléotidique, C1824T, au niveau de I’exon 11 du gene LMNA.

La Remodeline est un composé chimique qui permet la réorganisation des microtubules. Ce
réarrangement conduit a rétablir la forme nucléaire dans les cellules touchées par les
laminopathies. NAT10 est li¢e au HGPS car elle a été identifiée comme étant la cible chimique
de la Remodeline (Larrieu ef al., 2014). THUMPD1 a récemment été proposé comme un gene
causal pour la déficience intellectuelle autosomique récessive. Les phénotypes courants sont
une dysmorphie faciale, un retard d’¢élocution et de développement global et une déficience
intellectuelle. 11 a été rapporté que le manque d’acétylation de I’ARNt di a la perte de fonction
de THUMPDI est associ¢ a une déficience intellectuelle, une perte auditive et des anomalies

comportementales (Broly et al., 2022).

2. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Dans le cadre de cette étude, nous utilisons 1’organisme modéle Saccharomyces cerevisiae qui
a été utilisé pour ’identification de nombreux acteurs protéiques et ARN impliqués dans la
biogenese des ribosomes, dont la majorité sont a la fois nucléolaires et essentiels a la croissance
(Phipps et al., 2011). Les travaux de notre laboratoire sur Kre33 nous ont conduit a considérer
I’étude de la protéine Tanl, car Kre33 nécessite cette protéine adaptatrice de liaison a I’ARNt
pour I’activit¢ ARNt acétyltransférase mais pas pour I’acétylation de ’ARNr 18S (Sharma et
al., 2015). Le compartiment cellulaire dans lequel se fait I’interaction entre Tanl et Kre33 et

I’acétylation des ARNt est encore inconnu. Le but de notre étude est donc de déterminer la
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localisation de cette interaction afin de mieux cerner le role de Tanl et Kre33 chez la levure et
mieux comprendre leur fonctionnement au niveau moléculaire. Ainsi, nos hypothéses sont les

suivantes :

Hypothése #1 : Tanl est nucléolaire.

Hypothése #2 : Kre33 et Tanl interagissent dans le nucléole.

Hypothése #3 : Les mutations ANoOLS/ANLS empéchent Tanl de se localiser au

nucléole/noyau.

Hypothése #4 : Les ARNt>" des souches de levures contenant les mutants ANoLS et ANLS ne

contiennent plus de marque d’acétylation.

Pour répondre a ces hypothéses, des immunoprécipitations ont permis d’évaluer 1’effet des
mutations ANoLS et ANLS sur Dl’interaction de Tanl avec son partenaire Kre33. Des
constructions ont été générées par mutagenese dirigée puis analysées avec le Y2H pour
confirmer I’interaction Kre33/Tanl et démontrer que les mutations effectuées n’altérent pas la
capacité de Tanl a lier Kre33. Des expériences de microscopie confocale ont été réalisées pour
déterminer la localisation de Kre33, de Tanl1 ainsi que des mutants. Enfin, un essai de ligature

de proximité a été utilisé pour démontrer le lieu de I’interaction Kre33/Tanl.
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CHAPITRE II
MATERIEL ET METHODES

2.1 Souches bactériennes et souches de levures

Pour la transformation bactérienne, la souche de bactéries électrocompétentes utilisée est
DH10B (F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) p80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A
(ara-leu)7697 galU galK 1— rpsL(StrR) nupG/pMONI14272/pMON7214) (Invitrogen) dérivée
de la souche K-12 MG1655 d’Escherichia coli (Durfee et al., 2008). Cette souche présente des
modifications génétiques, telles que 1’élimination de mcrA. Ceci améliore sa capacité a absorber

I’ADN étranger, un élément essentiel de notre expérience.

La souche de levure AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal44, gal804,
LYS2::GALIUAS-GALITATA-HIS3,  GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2,  URA3::MELIUAS-
MELITATA-lacZ MELI) a été utilisée pour les expériences de Y2H. Les cassettes GAL de la
souche de levure AH109 régulent I’expression des génes en réponse au galactose ou au

mélibiose, contrélant des geénes spécifiques (HIS3, ADE? et lacZ).

La souche de levure YPH499 (MATa ura3-52 lys2-80 ade2-101, trpl- A63 his3- A200 leu2-
A1) (Sikorski et Hieter, 1989) est une souche Tanl positive qui a été utilisée pour la construction

de la souche KRE33-MYCATANI.

La souche de levure KRE33-MYCATANI est utilisée pour les expériences de transformation
de levures. Elle a été obtenue aprés avoir introduit un épitope 9xMYC fusionné avec le
marqueur de sélection auxotrophe TRPI (MYC/TRP1) (Knop et al., 1999). Cette souche a aussi
été utilisée comme contrdle négatif pour les expériences d’immunoprécipitation. Cette souche

¢tait disponible au laboratoire.
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Les souches YNR1, YNR2, YNR3, YNR4 ont été obtenues par transformation de la souche
KRE33-MYCATANI1 avec les plasmides, pCM188, pCM-FLAG-TANI1, pCM-FLAG-
TANIANOLS et pCM-FLAG-TAN1ANLS respectivement.

Nous avons utilisé une souche de levure dérivée de la souche YPH499, que nous avons désignée
NOP1-mCherry. Cette souche modifiée présente 1’intégration du geéne de la protéine

fluorescente mCherry en conjonction avec le locus NOPI.

Les souches YNRS, YNR6, YNR7, YNRS8 ont été obtenues par transformation de la souche
NOP1-mCherry avec les plasmides, pPCM 188, pPCM-FLAG-TAN1, pCM-FLAG-TANI1ANoLS
et pPCM-FLAG-TANIANLS respectivement.

Les souches YNR9, YNR10, YNRI11 correspondent a la souche AH109 transformée avec le
plasmide pGADT7-KRE33 et avec pGBKT7-TANI1, pGBKT7-TAN1ANoLS et pGBKT7-
TANIANLS (en ordre). Le plasmide pGBKT?7 est utilisé pour introduire la protéine Tanl
fusionnée avec le domaine de liaison a I’ADN (BD) de Gal4, servant d’appat. Le plasmide
pGADT?7 est utilisé pour introduire la protéine Kre33 fusionnée avec le domaine d’activation
(AD) de Gal4, fonctionnant comme proie. Le plasmide pGBKT7 porte le marqueur -Trp
(tryptophane) et le plasmide pGADT?7 contient le marqueur -Leu (leucine).

2.2 Milieux de culture

Les bactéries ont été¢ maintenues dans du milieu LB (Luria-Bertani) (NaCl 85,5 mM, tryptone
1%, extrait de levure 0,5%), supplémenté d’ampicilline (100 pg/mL). La croissance des levures
a été réalisée dans du milieu YPD (2 % de dextrose, 2 % de peptone, 1 % d’extrait de levure).
Des milieux sélectifs SD (« yeast nitrogen base » a 0,67%, dextrose a 2%) avec ou sans
tryptophane (-Trp), histidine (-His), leucine (-Leu) ou uracile (-Ura) ont été utilisés selon les
besoins. Des milieux solides ont été obtenus en ajoutant de 1’agar a une concentration finale de

2%, et les levures ont été cultivées.
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2.3 Prédictions bio-informatiques et analyses statistiques

La prédiction du signal de localisation nucléaire pour réaliser les constructions est faite avec
cNLS Mapper (Kosugi et al., 2009) avec un score cut-off de 6.0. Les prédictions des signaux
de localisation nucléaire ont été accomplies avec NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009). La
prédiction du signal de localisation nucléolaire a été réalisée avec NoD (Scott et al., 2011). La
prédiction des superhélices a été faite avec Parcoil (Berger ef al., 1995). En raison de la forte
similarité dans la composition en acides aminés, notamment une prévalence ¢élevée de résidus

basiques, le logiciel NoD peut erronément classer un NLS comme un NoLS. (Scott et al., 2011).

2.4 Plasmides et oligonucléotides

Le plasmide pGEX-4T-2-TANI1Aintron (Johansson et Bystrom, 2004) a été utilisé lors des
expériences de mutagenese par PCR. Le plasmide pCM 188 (Gari et al., 1997) a été utilisé afin
de réaliser les constructions pPCM-FLAG-TAN1, pCM-FLAG-TAN1ANoLS et pCM-FLAG-
TANIANLS. Le plasmide pCM188 posséde un marqueur URA3. ANoLS et ANLS font
référence a des délétions d’acides aminés réalisées par PCR selon des prédictions bio-
informatiques sur les signaux de localisation nucléolaire et nucléaire. Les acides aminés délétés

sont présentés a la Figure 3.3.

Les oligonucléotides utilisés dans notre ¢tude ont été synthétisés par Integrated DNA

Technologies (IDT). Les oligonucléotides pPCM-FLAG-TANI1-Kpnl-F et pPCM-FLAG-TANI-

PstI-R ont été utilisés pour la mutagenese par PCR afin de réaliser ensuite la construction pCM-
FLAG-TANTI. Les oligonucléotides pPCM-FLAG-TAN1-NoLS-Kpnl-F et pCM-FLAG-TANI-
PstI-R ont été utilisés pour la mutagenese par PCR afin de réaliser ensuite la construction pCM-
FLAG-TANI1ANOoLS. Les oligonucléotides pPCM-FLAG-TAN1-NLS-Kpnl-F et pCM-FLAG-
TANI1-PstI-R ont été utilisés pour la mutagenése par PCR afin de réaliser ensuite la construction

pCM-FLAG-TANIANLS.

Les oligonucléotides pCM188for et pCM188rev qui s’hybrident de part et d’autre du MCS de
pCM188 ont été utilisés lors des PCR sur colonies afin de vérifier que les colonies résultantes

de la transformation bactérienne contiennent 1’insert.
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2.5 Clonage moléculaire et transformation des bactéries compétentes

Afin de réaliser les constructions pCM-FLAG-TANI1, pCM-FLAG-TAN1ANoLS et pCM-
FLAG-TANI1ANLS, 3 réactions PCR ont été faites. Chaque réaction a été préparée dans 50 pL
de volume final avec 10 ng de plasmide pGEX-4T-2-TANI1, 0.5 uM de chaque nucléotide et la
polymérase Phusion Green Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase a une concentration 1X
(Thermo Fisher Scientific). Pour toutes les PCR, un programme de PCR de 30 cycles a été
utilisé avec une étape de dénaturation initiale d’une durée de 30 secondes a 98°C, une
dénaturation de 10 secondes a 98°C, une hybridation de 30 secondes a (59°C pour la
construction du type sauvage, 58,3°C pour le mutant ANoLS et 49°C pour le mutant ANLS),
20 secondes d’extension a 72°C et enfin une extension finale de 7 minutes a 72°C. Les produits
de PCR ont été vérifiés sur un gel d’agarose 1% préparé dans un tampon TAE (Tris-HCI 40
mM pH 8.0, acide acétique 20 mM, EDTA 1 mM), en utilisant un marqueur de poids
moléculaire 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Le produit PCR a été nettoyé avec un PCR
clean-up a I’aide du QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Les produits de PCR ainsi que
le vecteur pCM-188 ont été digérés pendant 2 h a 37°C dans des réactions de 50 pL. Les
enzymes de restriction utilisées étaient Kpnl ainsi que Pstl. Le produit de digestion a été nettoyé
et la ligation a été par la suite réalisée dans des réactions de 10 pL. Cent nanogrammes de
vecteur pCM-188 ont ¢té utilisés ainsi que 32 ng de chacun des inserts, 1 U de ADN ligase T4
(New England Biolabs) a été ajouté avec 1 pL de tampon de réaction ADN ligase T4 10X. Les
produits de ligation ont été par la suite vérifiés par électrophorése avec un gel d’agarose 1%.
Le produit de ligation a ensuite été précipité avec 1/10 de volume d’acétate de sodium 3 M, 40
ug de glycogene et 2 volumes d’éthanol 100% froid. Le culot a été dissous dans 10 pL d’eau.
La précipitation a 1’éthanol a été exécutée afin d’augmenter I’efficacité de transformation pour

que les composants du mélange de ligation n’interfeérent pas avec la transformation.

Pour préparer les bactéries €éléctrocompétentes, la souche Escherichia coli DH10B a été incubée
la nuit en préculture a 37°C. Cette préculture a été diluée puis incubée jusqu’a I’obtention d’une
densité optique a 600 nm (Aeoo) de 0.6. Les cultures ont été centrifugées a 4000 xg pendant 15
minutes a 4°C. Le culot a été resuspendu dans 500 mL de glycérol 10% puis centrifugé a 4000

xg pendant 15 minutes a 4°C. Le culot a ensuite été resuspendu dans 250 mL de glycérol 10%
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puis centrifugé une nouvelle fois a 4000 xg pendant 15 minutes a 4°C. Le culot a encore été
resuspendu dans 20 mL de glycérol 10%, transféré dans un tube Oakridge stérile puis centrifugé
encore une fois a 4000 xg pendant 15 minutes a 4°C. Le culot a été resuspendu dans 2 mL de
glycérol 10%. Pour les transformations, 10 ng de chacun des trois ADN plasmidiques construits
ont été mélangés avec 50 L de bactéries DH10B. Le mélange a été transféré dans des cuvettes
Gene Pulser Electroporation (BioRad) de 2 mm, et le tout a été soumis a un courant de 2500 V
puis incubé pendant 1 heure a 37°C dans 1 mL de milieu LB. Ensuite, 100 pL ont été étalés sur

une gélose LB avec ampicilline puis incubés la nuit a 37°C.

Prédictions bioinformatiques du NoLS et du NLS de Tan1

Conception des amorces

Réactions de PCR utilisant le plasmide pGEX-4T-2-TAN1

PCR clean-up et digestion des produits PCR et du plasmide pCM-188

TITATC. AsTTCTYTITITTT
GanTT ciud

JITET Ligation et précipitation de 'ADN

Og

O\ @ . Préparation des bactéries éléctrocompétentes et transformation

Figure 2.1 Liste des étapes de clonage moléculaire et de transformation des bactéries compétentes.
Aprés les prédictions bioinformatiques et la conception des amorces, les réactions de PCR sont
effecutées. Par la suite, la digestion et ligation sont réalisées. Aprés la préparation des bactéries

¢léctrocompétenes, la transformation des bactéries est faite par électroporation.

2.6 PCR sur colonies et séquencage

Apres croissance, des réactions de PCR sur colonies ont été réalisées pour vérification. Dix
colonies ont été sélectionnées pour chacune des trois expériences, et ces colonies ont été

utilisées comme source d’ADN pour la réaction de PCR. Chaque réaction de 12.5 pL contenait :
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un mélange de dNTP a une concentration finale de 200 uM, 0.625 U de ZmTech Taq
polymérase (ZmTech Scientifique) et 0.2 pM des amorces pCM188for et pPCM188rev. Un cycle
de 5 minutes a 95°C a été utilisé en premier lieu, puis 35 cycles de dénaturation, appariement
et extension ont ét¢ exécutés. La dénaturation a été programmeée pour une durée de 30 secondes
a une température de 95°C. La durée de I’appariement a été fixée a 30 secondes a une
température de 51°C. L’extension a duré 1 minute a une température de 72°C. Le produit PCR
a été vérifié sur un gel d’agarose 1%. Les colonies ayant un plasmide contenant 1’insert ont été
inoculées dans 3 mL de LB contenant 100 pg/ml d’ampicilline puis incubées pour la nuit a
37°C, et des minipréparations d’ADN plasmidique bactérien ont été réalisées avec le QIAprep
Miniprep Kit (Qiagen) en suivant les recommandations du manufacturier. Une digestion avec
I’enzyme de restriction ECoRV qui coupe au niveau de I’insert et du plasmide a été réalisée afin
de confirmer I’obtention de I’insert adéquat. Des réactions de 50 pL ont été utilisées et une
incubation de 2 heures a été faite. La digestion a été vérifiée avec un gel d’agarose 1%. Les
constructions obtenues ont été vérifiées par séquengage au centre d’expertise et de services

Génome Québec, en utilisant les oligonucléotides pCM188for et pCM188rev.

2.7 Préparation de levures compétentes et transformation

La préparation et la transformation des levures compétentes ont été exécutées avec la méthode
au LiOAc (Gietz et al, 1992). Cinquante millilitres d’une culture de levure en phase
exponentielle ont été centrifugés a une vitesse de 1000 xg pendant une durée de 5 minutes. Le
culot a été resuspendu dans 1.5 mL de TE-LiAc (100 mM acétate de lithium pH 7.5, 10 mM
Tris HCl pH 7.5 et 1 mM EDTA) fraichement préparé. Puis 100 ng d’ADN plasmidique ont été
mélangés avec 0.1 mg d’ADN « carrier » (il s’agit d’ADN de sperme de poisson concassé) et
100 pL de cellules compétentes. Apres 1’ajout de 600 pL. d’une solution stérile de PEG-LiOAc
(Tris-HC1 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, PEG 40%, LiOAc 100 mM), le mélange a été incubé
pendant 30 minutes a 30°C avec agitation. Juste avant de procéder a la transformation, le DMSO
a été ajouté a une concentration finale de 10%. Le mélange a ensuite été soumis a un choc
thermique a 42°C pendant 15 min puis mis sur glace pendant 10 minutes. Le tout a été centrifugé
pendant 30 secondes a vitesse maximum puis le culot a ét¢ dissout dans 500 puL de TE 1X.
Finalement, 100 uL du mélange ont été étalés sur un milieu sélectif auxotrophe SD-URA

contenant du dextrose. Les boites de pétri ont été incubées a 30 °C jusqu’a 1’apparition de
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colonies. La liste des étapes de clonage moléculaire et de transformation bactérienne est

illustrée sur la Figure 2.1.

2.8 Extraction des protéines de levures et analyse par « Western blotting »

Les protéines des levures ont été extraites par la méthode de Kushnirov (2000), a partir de
cultures sur milieu solide. Une anse d’inoculation est utilisée pour extraire un fragment d’une
colonie de la taille d’une téte d’allumette. Le fragment est resuspendu dans 200 uL d’eau Milli-
Q avec une breve étape de vortexage. Dans ce mélange cellulaire remis en suspension, 200 pL
de NaOH 0.2N sont introduits. Le mélange a été incubé 5 minutes a température picce. Une
centrifugation a été réalisée pendant une minute, et le surnageant a ét¢ éliminé et le culot a été
dissout dans 50 pL de tampon SDS 2X (2% de SDS, 0.06 M de Tris-HCI, pH 6.8, 5% de
glycérol, 4% de B-mercaptoéthanol et 0.0025% de bleu de bromophénol). Une ébullition durant
5 minutes a 95°C et une centrifugation d’une minute a 14000 rpm sont effectuées. Puis, le
surnageant a €té transféré dans un nouveau tube. Les extraits protéiques ont été analysés sur gel
d’acrylamide 12% comme suit : le montage d’électrophorese a été préparé ainsi que le gel de
migration a 12% (Tris-HCI1 380 mM, pH 8.8, acrylamide/bisacrylamide (37.5:1) 12%, SDS
0.1%, persulfate d’ammonium 0.1% et TEMED 0.05%). La migration a été réalisée a 50 V
pendant 5 minutes, puis a 150 V jusqu’a ce que le colorant bleu de bromophénol ait migré hors
du gel. La migration a été exécutée en utilisant un tampon Tris-glycine (SDS 0.1 %, Tris-base
25 mM, glycine 200 mM, pH 8.3), et en utilisant le standard Precision Plus Protein ™ All Blue
de Bio-Rad comme marqueur de poids moléculaire. Puis, le transfert a été réalisé sur membrane
de PVDF (Immobilon-P, Millipore) préalablement traitée au méthanol. Le transfert a été
entrepris dans un appareil de transfert électrophorétique semi-dry (Bio-Rad) contenant du
tampon Towbin (Tris-base 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 20%, pH 8.3), a 100 V pendant
30 minutes. Le blocage a ¢été effectué en incubant la membrane dans du TBS-Tween (Tris-HCI
100 mM pH 7.5, NaCl 154 mM, Tween-20 0,2%) avec 5 % de lait écrémé a 4°C pendant la
nuit. La détection est conduite en incubant la membrane avec I’anticorps monoclonal anti-
FLAG® M2-Peroxidase (HRP) antibody (Sigma Aldrich) dilué¢ a 1:1000 pendant 1 heure. La
membrane a été lavée 3 fois avec le TBS-Tween et incubée pendant 5 min dans une solution de
luminol/peroxyde suivi de la révélation a 1’aide du systéme d’imagerie par chimiluminescence

Fusion FX (Vilber).
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2.9 Extraction de protéines et co-immunoprécipitation

Cent millilitres d’une culture Ag0=0.5 ont été centrifugés a 1000 xg pendant 5 minutes, puis
lavés avec de I’eau MilliQ et resuspendus dans 1 mL de solution TMN100 (Tris-HCI 25 mM
pH 7.5, NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, NP-40 0.1 % et une tablette d’inhibiteur de
protéase cOmplete (Roche) par 50 mL). Par la suite, 1’équivalent de trois cents microlitres de
billes de verre (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés au mélange et la lyse cellulaire a été conduite en
alternant 45 secondes de vortex et 1 minute dans la glace 7 fois. Les débris cellulaires ont été
¢liminés apres une centrifugation de 5 minutes a vitesse maximale. Le surnageant a été récupéré
et maintenu dans la glace jusqu’a son utilisation pour les expériences d’immunoprécipitation.

Les protéines ont ¢été quantifiées selon la méthode de Bradford.

Des billes anti-FLAG ainsi que des billes anti-Myc ont été utilisées pour les
immunoprécipitations. Les billes anti-FLAG utilisées étaient les anti-FLAG ® M2 Beads
(Sigma Aldrich). Les billes anti-Myc ont été préparées en retirant pour chaque IP 50 pL
(équivalent a 25 pL de billes) de protéine A-agarose (Roche) et en centrifugeant a 500 xg a
4°C. Les billes ont été lavées 3 fois avec du TMN100, et 400 puL d’anticorps anti-Myc 9E10
(ATCC) ont ¢éteé ajoutés pour chaque IP. Le tout a été€ incubé la nuit a 4°C et les billes ont ensuite
¢été lavées 3 fois avec du TMN100. Puis, toutes les étapes ont été réalisées a 4°C. Cinquante
microlitres de billes ont été retirées pour chaque réaction, et les billes ont ensuite été lavées 3
fois avec du TMN100 (avec inhibiteur de protéase). Les échantillons ont ensuite été normalisés
a la méme concentration et incubés avec les billes pendant 2 heures a 4°C. Apres une
centrifugation de 35 secondes a 5000 xg, les billes ont été lavées 6 fois avec du TMN100 puis
I’¢lution a été faite en ajoutant 25 pLL de tampon SDS 2X. Les échantillons totaux ainsi que les
IP ont été bouillis pendant 3 minutes a 95°C, et une centrifugation de 30 secondes a 8000 xg a
été exécutée en récupérant le surnageant. Les protéines immunoprécipitées ont été détectées par
immunobuvardage. Pour 1’expérience visant a identifier Kre33, un blot pour Kre33 a été realisé
avec un gel d’acrylamide 8%. Pour 1’incubation avec I’anticorps anti-Myc, une premicre
incubation de 1 heure a été conduite avec une dilution 1:200; L’anticorps secondaire quant a
lui est le mouse IgG HRP Linked Whole Antibody (Sigma Aldrich) dilué a 1:20000. Pour

I’expérience visant a identifier Tanl ainsi que les mutants, un blot a été réalisé avec un gel
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d’acrylamide 12%. L’incubation a été effectuée avec I’anticorps monoclonal anti-FLAG® M2-
Peroxidase HRP antibody dilu¢ a 1:1000. La révélation a été faite a I’aide du systéme

d’imagerie par chimiluminescence Fusion FX.

2.10 Microscopie a immunofluorescence

Les levures ont été préparées selon le protocole de Gérus et al. (2010). Une culture en phase
exponentielle de croissance contenant autour de 2x10% cellules a été réalisée. Pour la fixation
des cellules, une solution de paraformaldéhyde a une concentration finale de 4% a été utilisée.
Puis, les cellules ont été maintenues a 30°C avec agitation a 250 rpm pendant 30 min. Apres
une centrifugation a 1000 rpm pendant 3 minutes, le culot de cellules a été lavé avec un tampon
B (KoHPO4 8.6 mM, KH>PO4 1.3 mM et sorbitol 1.2 M). Puis le tout a été resuspendu dans 500
uL de solution de digestion composée de tampon B dilué 11 fois avec 1’eau stérile et avec du
vanadium ribonucléoside 181.8 uM, B-mercaptoéthanol 2.6 mM, et 50 unités/mL de lyticase
(Sigma) avec des inhibiteurs de protéases (Roche). Apres 45 min d’incubation a 30°C avec
agitation, 1’efficacité de digestion des parois a été vérifiée avec un microscope a contraste de
phase. Une cellule qui refléte la lumicre n’est pas perméabilisée et une cellule qui arbore une
couleur noire démontre que celle-ci est permeéabilisée. Apres la perméabilisation de 80% des
cellules, une centrifugation a été exécutée et le culot a été resuspendu dans 500 puLL de tampon
B. Une goutte de chaque culture a été¢ déposée sur des lamelles enduites de poly-L-lysine
(Sigma) afin de faire adhérer les levures. Apres 1 heure, I’exces de cellules a été aspiré et les
lamelles ont été incubées avec la solution de blocage contenant 0.1% de BSA dilu¢ dans un
tampon PBS afin de bloquer les sites non spécifiques de fixation de l’anticorps. Une
comparaison a été réalisée entre la localisation du signal de Tan1 et de Nop1. Cette derniére est
une protéine nucléolaire étiquetée avec la protéine mCherry, qui devient fluorescente suite a
une irradiation avec de la lumiere violette a 550 nm (Subach et al., 2009). Pour pouvoir observer
FLAG-Tanl ainsi que les mutants FLAG-Tan1ANLS et FLAG-Tan1ANoLS, I’anticorps utilisé
est Panti-FLAG M2 de souris (Sigma Aldrich) dilué a 1:500 dans la solution de blocage pour
2 heures a température ambiante. L’incubation avec 1’anticorps secondaire a été effectuée avec
I’anti-IgG de souris couplé au fluorochrome vert Alexa Fluor 488 (Invitrogen) dilué a 1:1000

dans la solution de blocage pendant 45 minutes a température piece. Les lamelles ont été
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séchées puis déposées sur des gouttes de glycérol 70% placées sur la lame. Les échantillons ont

¢été observés a 1’aide d’un microscope confocal a un grossissement de 60x.

2.11 Systéme double hybride

Le Y2H est une technique utilisée pour étudier les interactions protéine-protéine. Dans cette
méthode, une protéine d’intérét, dans ce cas Tanl, est fusionnée a un domaine de transcription
(protéine "appat" ou bait), tandis qu’une autre protéine, Kre33, est fusionnée a un autre domaine
de transcription (protéine "proie" ou prey). Ces protéines fusionnées sont exprimées dans des
levures, AH109 dans ce cas. Si Tanl et Kre33 interagissent, les domaines de transcription se
rapprochent, activant ainsi la transcription de genes rapporteurs. Les oligonucléotides pCM-
FLAG-TANI1-Kpnl-F et pCM-FLAG-TAN1-PstI-R ont été utilisés pour amplifier la séquence
qui code pour la protéine Tanl. L’amplification a été réalisée par PCR comme mentionné
précédemment. La séquence a ensuite été digérée avec les enzymes Ncol et Pstl puis clonée
dans le vecteur pGBKT7 (Clontech). La vérification a été effectuée par PCR de colonies. Le
vecteur recombinant obtenu a ét¢ nommé pGBKT7-TANI1. La méme méthode a été¢ employée
pour générer les autres vecteurs recombinants en utilisant les oligonucléotides et les sites de

restrictions correspondants (Briickner et al., 2009). (Voir Tableau 1.1).

Tableau 1.1 Liste des oligonucléotides utilisés.

Nom de Séquence de I’oligonucléotide
’oligonucléotid
e

pCM-FLAG- 5-

TANI1-Kpnl-F CGGGGTACCATGGGTGACTACAAAGACGA
TGACGATAAAGGTGGAGGTGAAAAACGTA
ACCGTAATGGTAAG-3’

pCM-FLAG- | 5'-

TANI- AAAACTGCAGTTATTGTTTTACACTCTTATC

Pstl-R TTCATCCTT-3’

pCM-FLAG- | 5'-

TANI-NoLS- | CGGGGTACCATGGGTGACTACAAAGACGAT

KpnI-F GACGATAA
AGGTGGAGGTGATGCAAATTCCCAAAACAG
GAAGA-3’
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pCM-FLAG- 5’-GGGGTACCATGGGTGAC TACAAAGAC
TANI1-NLS- GATGACGATAAAGGTGGAGGTTTAGACCCT
Kpnl-F GGTACGTCTGGA-3’

pCM188for 5’- CCTTATACATTAGGTCCTTTGTAGCA-3’
pCM188rev 5’-CCTTCCTTTTCGGTTAGAGCGG-3’

The Yeast Two-Hybrid (Y2H) System

AD-Y

|HIS3 - arowth on Sc-His + 3AT media |

Figure 2.2 Représentation schématique du Y2H utilisé pour I’étude des interactions protéine-
protéine entre Kre33 et Tanl ainsi que ses mutants. La protéine bait ou appat utilisée est Tan1 tandis

que la protéine prey ou proie est Kre33 (Girard ef al., 2007).

Les vecteurs recombinants pGBKT7-TANI ont été co-transformés avec le plasmide pGADT7-
KRE33 (disponible au laboratoire) dans la souche de levure AH109. Des combinaisons entre
chacun de ces vecteurs recombinants et les vecteurs pGBKT7/pGADT?7 vides ont été utilisées
comme controles négatifs. Les levures ont ensuite été étalées sur géloses SD-Trp-Leu puis sur
des géloses SD-Trp-Leu-His sans 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT), puis sur des géloses
supplémentées avec des concentrations de 2 mM, 5 mM et 10 mM de 3-AT. Une représentation

schématique du Y2H utilisé est illustré sur la Figure 2.2.

2.12 Expérience de PLA « Proximity ligation assay »

Pour I’expérience de ligature de proximité ou PLA, le Duolink PLA far-red kit (Sigma) a été
utilisé. Apres préparation des cellules suivant le protocole de microscopie a
immunofluorescence jusqu’a 1’étape de blocage, les cellules ont été incubées avec 40 uL de
solution d’anticorps anti-FLAG de lapin (Sigma Aldrich) ainsi qu’avec un anticorps anti-Myc
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de souris (ATCC) pendant 1 heure a 37°C. Les cellules ont été lavées deux fois avec la solution
A (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7.,4) et les cellules ont été incubées avec
40 pL de sondes PLA anti-lapin PLUS et anti-souris MOINS pendant 1 heure a 37°C. Les
cellules ont été lavées deux fois avec la solution A, et 40 uL de la solution de ligation (8 uL de
tampon de ligation 5X, 32 uL d’eau) ont été ajoutés pendant 30 minutes a 37°C. Les cellules
ont été lavées deux fois avec la solution A pendant 2 minutes et 40 pL de solution
d’amplification ont été ajoutés en mélangeant 8 uL. de tampon d’amplification 5x (inclus dans
le kit) avec 31,5 uL d’eau et 0,5 pL de la polymérase fournie. Ensuite, une incubation de 100
minutes a 37°C a été effectuée suivie de deux lavages de 5 minutes avec la solution de lavage
B (Tris 200 mM, NaCl 100 mM, pH 7.,4). L’assemblage a été réalisé comme décrit
précédemment et les cellules ont été observées au microscope confocal avec un laser a 640 nm

(Alberts et al., 2019).
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CHAPITRE III
RESULTATS

3.1 La protéine Tanl contient un NLS. une superhélice et un domaine THUMP.

Afin d’avoir une compréhension approfondie de la protéine Tanl, nous avons effectué une
analyse structurale, qui impliquait la génération d’un mode¢le tridimensionnel (3D) a 1’aide de
I’algorithme AlfaFold (Figure 3.1) et un alignement des séquences de Tanl et de ses homologues

chez diverses espéeces (Figure 3.2).

Figure 3.1 Modélisation de Tanl. Illustration des différents domaines protéiques de Tanl. En rouge
(acide aminé 4 a 27), le signal de localisation nucléaire prédit par NLStradamus. En bleu (acide aminé
64 a 100), le domaine d’interaction avec Kre33 supposé qui est une superhélice dont la prédiction a été

faite avec Parcoil. En vert (acide aminé 146 a 259), le domaine THUMP de liaison aux ARNt.

Levure mi Il

Ver [ B I D e

Drosophile [ | I N .

Souris [ | Il BN I N |

Humain | | I BN I D |
NLS Motif coiled-coil Domaine THUMP

Figure 3.2 Alignement des séquences protéiques de Tanl et de ses homologues chez diverses

especes. En rouge les NLS prédits avec NLStradamus. En bleu, les superhélices (coiled coil) prédites
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par Parcoil. En vert, les domaines THUMP de liaison avec les ARNt (Berger et al., 1995; Nguyen Ba et
al., 2009).

3.2 Les mutations ANoLS et ANLS n’empéchent pas ’interaction Kre33/Tanl.

Afin d’étudier ’interaction entre les protéines Kre33 et Tanl, des délétions de signaux de
localisation nucléaire NLS et nucléolaire NoLS de la protéine Tanl ont été effectuées. Les
délétions ont été réalisées via mutagenese par PCR a partir des prédictions bio-informatiques

réalisées avec cNLS Mapper et NoD. Les acides aminés ¢liminés sont illustrés sur la Figure 3.3.

Tan‘lANoLS Acides aminés

éliminés chez le
mutant Tan1ANolLS

Début de la séquence  \1GEKRNRNGKDANSQNRK
protéique de TanT

Début de la séquence  NGDYKDDDDKGGGDANSQNRK
proteique de TanTANoLS \

Etiquette
FLAG

Tan-l ANLS Acides aminés

éliminés chez le

/ mutant Tan1ANLS

Début de la séquence 1 EKRNRNGKDANSQNRKKFKVSSGFLDPGTSG
proteique de TanT

Début de la séquence MGDYKDDDDKGGGLDPGTSG
protéique de Tan1ANLS e

Etiquette
FLAG

Figure 3.3 Illustration des acides aminés éliminés chez les mutants Tan1ANoLS et Tan1ANLS. Les
délétions de signaux nucléaires et nucléolaires ont été faites selon les prédictions bio-informatiques
réalisées avec cNLS Mapper et NoD. Les acides aminés de Tan1 sont illustrés en bleu. Les acides aminés

¢liminés chez les mutants sont illustrés en rouge. L’étiquette FLAG est illustrée en vert.

Des expériences de Y2H ont été effectués pour étudier 1’effet des mutations ANoLS et ANLS

sur ’interaction entre Kre33 et Tanl. La souche de levure AH109 a été transformée avec

pGADT7-KRE33 et pGBKT7-TANI1, pGADT7-KRE33 et pGBKT7-TAN1ANoOLS, ainsi que
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pGADT7-KRE33 et pPGBKT7-TANITANLS. Les colonies ont ensuite été étalées sur des géloses
SD-Trp-Leu, suivi de géloses SD-Trp-Leu-His sans 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT), et enfin sur

des géloses contenant des concentrations de 2 mM, 5 mM et 10 mM de 3-AT.

L’utilisation du milieu SD-Trp-Leu dans notre conception expérimentale est cruciale. Ce milieu
manque de tryptophane (Trp) et de leucine (Leu), qui sont des acides aminés essentiels. Dans
notre expérience, les cellules de levure ne peuvent croitre que si elles possédent deux plasmides,
I’un avec un marqueur Trp et I’autre avec un marqueur Leu. Par conséquent, le milieu SD-Trp-
Leu garantit que les cellules de levure sélectionnent la présence des plasmides pGADT7-KRE33
et pGBKT7-TANI1 (ainsi que les mutants de Tanl). Il sert de condition sélective initiale pour

assurer la rétention des plasmides dans les cellules de levure.

L’inclusion du milieu SD-Trp-Leu-His dans notre conception expérimentale est aussi
significative. Plus précisément, Le manque d’histidine est essentiel car il permet I’activation d’un
geéne rapporteur uniquement en présence d’une interaction protéine-protéine. Il s’agit d’une
caractéristique clé du systeéme de facteurs de transcription GAL4. Par conséquent, 1’utilisation
du milieu sans histidine a servi de condition sélective permettant la détection et 1’évaluation des
interactions entre Kre33 et Tanl, y compris celles avec les mutations ANoLS et ANLS (Briickner

et al., 2009).

De plus, ’inclusion de 3-AT a différentes concentrations (2 mM, 5 mM et 10 mM) vise a créer
une gamme d’inhibition compétitive. Dans les expériences de double hybride, le 3-AT est utilisé
comme agent s€lectif pour évaluer la force des interactions protéine-protéine. Il est ajouté au
milieu de croissance pour inhiber la biosynthése de I’histidine dans les cellules de levure.
L’histidine est un acide aminé essentiel a la croissance des levures. Lorsque le 3-AT est présent,
les cellules de levure ne peuvent se développer que s’il existe une forte interaction protéine-
protéine, car cette interaction peut surmonter I’effet inhibiteur de la 3-AT et activer le gene

rapporteur (Briickner ef al., 2009).
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La Figure 3.4 montre les résultats des tests double-hybride. On a observé que les interactions
entre Kre33 avec Tanl, Tanl ANoLS et Tan1 ANLS persistaient malgré 1’ajout de concentrations
accrues de I’inhibiteur compétitif 3-AT. Ces résultats suggerent que les mutations ANoLS et

ANLS ne perturbent pas I’interaction directe entre les protéines Kre33 et Tanl.
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Tanl WT -Trp -Leu
Tan1 ANoLS |

Tanl ANLS

Plasmid
Tanl WT
-Trp -Leu -His
Tanl ANoLS

Tanl ANLS

Plasmid

Tan1WT -Trp -Leu -His

2mM 3-AT

Bait
Tanl ANolLS

Tan1 ANLS

Plasmid

Tanl1 WT
-Trp -Leu -His

Tan1l ANolLS 5 mM 3-AT

Tanl ANLS

Plasmid

Tanl WT -Trp -Leu -His
Tanl ANolLS 10 mM 3-AT

Tanl ANLS

Figure 3.4 Les mutants ANoLS et ANLS peuvent interagir avec Kre33. La protéine appat utilisée
est Tanl (ainsi que ses mutants). Le protéine proie utilisée est Kre33. Des concentrations de 3-AT de 2

mM, 5 mM et 10 mM ont été utilisées.
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3.3 Kre33 co-précipite avec la protéine Tanl mais pas avec les mutants ANoLS et ANLS

Le SSU processome est un complexe ribonucléoprotéique nécessaire au traitement des
précurseurs d’ARN ribosomiques et a 1’assemblage de la petite sous-unité ribosomique dans le
nucléole (Phipps et al., 2011). L’acétyltransférase Kre33 fait partie de ce complexe. En plus de
son role essentiel dans le traitement du pré-ARNr, Kre33 acétyle des cytidines spécifiques dans
les ARNt Ser et Leu. Cependant, la formation de N4-acétylcytidine (ac4C) dans les ARNt
nécessite la protéine adaptatrice Tanl. On ne sait pas dans quel compartiment Tanl et Kre33

interagissent pour acétyler les ARNL.

Pour éclaircir cette question, des expériences d’immunoprécipitation (IP) ont été faites. Les
immunoprécipitations ont été réalisées a I’aide d’un anticorps anti-Myc afin d’isoler la protéine
Kre33 marquée avec une étiquette Myc (Kre33-Myc). Le but de I’IP était d’étudier ’interaction
protéique in vivo entre Kre33-Myc et FLAG-Tanl, ainsi que ses mutants. Pour confirmer
I’isolement réussi des protéines et pour détecter les interactions protéine-protéine, une analyse
western blot a été effectuée sur les échantillons immunoprécipités. Deux anticorps primaires
spécifiques contre les étiquettes Myc et FLAG ont permis la détection des protéines cibles, suivis
d’anticorps secondaires conjugués a 1’enzyme de détection peroxydase de raifort (HRP). Les
bandes résultantes ont ensuite été visualisées par chimiluminescence. Le témoin négatif utilisé
était la souche de levure YNRI1 qui exprime Kre33-Myc, mais qui n’exprime pas Tanl. Tanl
WT fait référence a la souche YNR2 qui exprime FLAG-Tanl de facon constitutive.
Tan1ANoOLS et Tan1 ANLS désignent les souches YNR3 et YNR4 (portant 1’épitope FLAG dans
chacun des cas). L’ immunobuvardage a révélé une bande correspondant a la protéine Tanl qui
a co-précipité avec Kre33 (Figure 3.5A, piste IP de Tanl). L’absence de bande chez le contrdle
négatif (Figure 3.5A, piste IP de Negative control) exclut la possibilité d’une interaction non
spécifique. Aucune bande n’a été détectée au niveau des pistes IP de Tan1 ANoLS et Tan1 ANLS.
Ainsi, cette expérience d’immunoprécipitation démontre que le transit de Tanl a travers le

nucléole et/ou le noyau est nécessaire pour une interaction avec Kre33.

40



A Anti-myc IP anti-FLAG blot

Negative Control Tan1 WT Tan1ANoOLS Tan1ANLS
TOTAL IP TOTAL IP TOTAL IP TOTAL P

B Anti-myc IP anti-myc blot
Negative Control Tan1 WT Tan1ANoOLS Tan1ANLS
TOTAL IP TOTAL IP TOTAL IP TOTAL IP

—a—e e — e

Figure 3.5 Co-immunopécipitations illustrant les immunobuvardages anti-FLAG et anti-Myc. Les
extraits cellulaires des souches YNR1 a YNR4 ont été incubés avec des billes de protéine A-agarose
couplées a des anticorps anti-Myc. Les protéines ont été détectées par western blot avec des anticorps
anti-FLAG (A) ou anti-Myc (B). TOTAL : surnageant de départ (5% de DI’extrait cellulaire), IP :

protéines immunoprécipitées.

3.4 Tanl est nucléolaire et les mutations ANoLS et ANLS empéchent Tanl de se localiser au

noyau

Pour confirmer nos précédents résultats et dans le but d’observer la localisation de Tanl et ses
mutants, nous avons procédé a des expériences de microscopie. Nous avons réalisé¢ des
immunofluorescences (IF) de cellules de levure ou Nopl a été étiquetée avec la protéine
fluorescente mCherry. Les souches utilisées sont YNRS, YNR6, YNR7 et YNRS. Nous avons
utilisé le fluorophore Alexa Fluor 488 pour la détection de FLAG-Tanl, et la coloration au DAPI
a été utilisée pour colorer le noyau des levures. La Figure 3.6 illustre les résultats des expériences

d’IF effectuées.

Les résultats ont montré une colocalisation entre Tanl et la protéine nucléolaire Nopl. Cela

indique que Tanl est également localisée dans le nucléole. Cependant les protéines mutées
41



FLAG-Tanl1ANoLS et FLAG-Tan1 ANLS n’étaient pas localisées au nucléole, ni au noyau, ce
qui suggere que les mutations ANoLS et ANLS empéchent la protéine Tanl de se localiser au

noyau.

Nop1 FLAG Overlay Overlay + DAPI

h ....

Figure 3.6 Localisation de Tanl et des mutants ANoLS et ANLS par microscopie a
immunofluorescence. La souche de levure NOP1-mCherry a été transformée avec les vecteurs pCM-
FLAG-Tanl, pCM-FLAG-Tan1ANoLS et pCM-FLAG-Tan1ANLS. Nop! (rouge) est un marqueur du
nucléole. La protéine Tanl (vert) est visualisée a I’aide d’un anticorps primaire anti-FLAG et d’un

anticorps secondaire Alexa Fluor 488. Le noyau (bleu) est identifiable grace a la coloration au DAPI.
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3.5 Kre33 et Tanl interagissent dans le nucléole

Le PLA, une méthode hautement sensible et spécifique pour détecter les interactions protéine-
protéine a des niveaux endogenes. Cette technique repose sur 1’utilisation de paires d’anticorps
primaires provenant de différentes espéces pour cibler les protéines d’intérét, ainsi que de paires
d’anticorps secondaires appelées sondes PLA. Ces sondes contiennent une séquence d’ADN
unique qui, en cas d’interaction des protéines ciblées, permet la formation d’ADN circulaire.
La détection du signal PLA s’opére ensuite grice a des sondes d’oligonucléotides
complémentaires marquées par des fluorochromes. Lorsque ces sondes se lient a I’ADN
circulaire, elles émettent une fluorescence visible sous microscope, facilitant ainsi la

quantification des interactions protéine-protéine dans les cellules (Alam, 2018).

Pour confirmer nos précédents résultats et déterminer la localisation de 1’interaction
Kre33/Tanl, nous avons effectué un PLA. Apres une étape d’hybridation et une amplification
PCR avec des sondes fluorescentes anti-lapin PLUS et anti-souris MINUS, nous avons pu
visualiser des taches rouges par microscopie IF (Figure 3.7). Ce résultat suggere que Kre33 et

Tanl interagissent ensemble au niveau du nucléole.

DAPI Overlay

Figure 3.7 Visualisation de I’interaction nucléolaire Kre33/Tanl par PLA. La souche de levure
utilisée pour cette expérience est la souche KRE33-MYCATANI1 transformée avec le plasmide pCM-
FLAG-Tanl. Les anticorps utilisés pour Kre33 étaient 1’anticorps primaire de souris anti-Myc et la
sonde PLA MINUS anti-souris comme anticorps secondaire. Les anticorps utilisés pour Tanl étaient

I’anticorps primaire de lapin anti-FLAG et la sonde PLA PLUS anti-lapin. Le signal rouge résulte d’ une
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interaction a une distance inférieure a 40 nm entre Kre33 et Tanl. Une coloration au DAPI pendant 5

minutes a été effectuée.

Cependant, il est important de préciser que nous n’avons pas effectué le test PLA sur les mutants
ANLS et ANoLS. Cette décision a été influencée par 1’incertitude inhérente associée a une
potentielle absence de signal chez les mutants. Dans les cas ou aucun signal n’est observé, cela
ne confirme pas de maniére concluante 1’absence d’interaction. Plusieurs variables, telles que
la sensibilit¢ du test, les conditions expérimentales ou des problémes techniques, peuvent
affecter le résultat. Compte tenu de cette incertitude, nous avons donné la priorité a la
confirmation des interactions dans leur forme native. De futures recherches pourraient

envisager d’explorer I’interaction des mutants.
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CHAPITRE IV
DISCUSSION

4.1 Tanl co-précipite avec Kre33 mais pas les mutants ANoLS et ANLS.

Kre33 est une protéine qui possede un domaine acétyltransférase pour acétyler I’ARN. Pour
I’acétylation de ’ARN ribosomique, I’homodimere Kre33 et la protéine Enp2 interagiraient
ensemble dans le nucléole via leurs superhélices C-terminales, avant de rejoindre le SSU
processome ou Kre33 catalyse 1’acétylation de deux cytosines d’ARNr 18S. Toutefois, cette
interprétation implique une interaction entre superhélices dont la preuve empirique reste a étre
¢tablie de maniere définitive (Sharma et al., 2015; Sleiman et Dragon, 2019). Pour 1’acétylation
des ARN, on sait que Kre33 doit interagir avec la protéine adaptatrice de liaison a I’ARNt Tanl
pour son activité acétyltransfréase (Sharma ef al., 2015). Cependant, le mécanisme n’est pas
encore totalement compris. Par exemple, le lieu de 1’interaction entre Kre33 et Tanl est encore
inconnu. L’enzyme nucléolaire Kre33 acétyle les ARNt Ser et Leu avec 1’aide de 1’adaptateur
Tanl, et notre hypothése est que Tan1 est nucléolaire et que I’interaction Kre33/Tanl se fait au
nucléole. Aussi, I’acétylation des ARNt pourrait avoir lieu dans le nucléole car des ARNt ont
déja été détectés dans ce compartiment. En effet, bien que mieux connu pour son rdle dans la
transcription de I’ARNT, le traitement du pré-ARNT et I’assemblage des ribosomes, le nucléole
est ¢galement le site du traitement de I’extrémité 5° des pré-ARNt chez de nombreux
organismes (Phizicky et Hopper, 2010). D’autres études ont montré que certains ARNt
interagissent avec des protéines du SSU processome, telles que Utp8 (Strub et al., 2007). Afin
de déterminer la localisation de I’interaction entre les deux protéines, nous avons effectué des
délétions au niveau des signaux de localisation nucléaire NLS et nucléolaire NoLS de la
protéine Tanl. Les délétions ont été faites a partir de nos prédictions bio-informatiques
effectuées avec cNLS Mapper et NOD. Les prédictions sont illustrées sur la Figure 3.3. Par la
suite, nous avons effectué des expériences d’immunoprécipitation. Le témoin négatif utilisé
exprime Kre33 avec un épitope Myc, et n’exprime pas Tanl. Les résultats de 1’analyse western
blot (Figure 3.5) ont montré qu’il y avait une interaction entre Kre33 et Tan1, ce qui est cohérent
avec des résultats précédemment publiés (Sharma ef al., 2015). L’analyse a aussi montré qu’il
n’y avait pas d’interaction entre Kre33 et I’'un ou l’autre des mutants ANLS et ANOLS.

L’absence de bande pour les deux mutants sur le western blot suggere qu’ils n’ont pas co-
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immunoprécipité avec Kre33, indiquant que I’interaction entre Kre33 et Tanl est dépendante
de la présence des signaux NLS et NoLS. Les expériences de microscopie vont permettre
d’utiliser ce résultat afin d’effectuer des déductions relatives a la localisation de I’interaction
Kre33/Tanl. Les parametres d’exposition ont été méticuleusement optimisés pour garantir une
représentation précise du signal. Les signaux plus faibles observés dans les extraits totaux des
mutants Tanl peuvent étre attribués aux effets potentiels de la mutation sur 1’expression des

protéines.

4.2 Les mutations ANoLS et ANLS ne perturbent pas I’interaction des protéines Kre33 et Tanl.

Pour montrer que 1’absence d’interaction entre Kre33 et les mutants de Tanl dans nos résultats
d’immunoprécipitation était due a la localisation et non a une absence d’interaction causée par
les mutations, nous avons utilis¢ le Y2H chez la levure (Figure 3.4). C’est une méthode qui
permet d’étudier les interactions protéine-protéine in vivo. Elle utilise le facteur de transcription
Gal4 de la levure pour détecter ces interactions. Les séquences d’ADN codant pour les protéines
d’intérét sont clonées dans des vecteurs GAL4-DBD et GAL4-AD pour former 1’appat et la
cible du piege d’interaction. Des cellules hotes sélectionnées permettent de détecter et de
confirmer les interactions. Cette méthode est flexible et peut €tre adaptée a différentes

applications (Osman, 2004).

Kre33 l
954-982
Tan1 l

64-100

Motif coiled coil '

Figure 4.1 Représentation visuelle des protéines Kre33 et Tan1 avec leurs motifs superhélices. Les

superhélices (motif coiled coil) prédites dans les deux protéines sont indiqués par les cylindres rouges.
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Les résultats des expériences double hybride (Figure 3.4) ont indiqué que les mutations ANoLS
et ANLS n’affectent pas I’interaction entre les protéines Kre33 et Tanl. Les interactions
persistantes observées a différentes concentrations de 3-aminotriazole suggerent que les
mutations dans les signaux de localisation nucléolaire et nucléaire ne jouent pas un role critique
dans la liaison entre ces protéines. Les résultats confirment aussi ’interaction entre Kre33 et
Tanl, ce qui est cohérent avec des résultats d’expériences double hybride réalisées
antérieurement (Sharma ef al., 2015). Dans I’ensemble, les résultats suggerent que 1’interaction
Kre33/Tanl n’est pas affectée par 1’absence des signaux de localisation nucléolaire et nucléaire

sur Tanl.

Il se peut que d’autres domaines ou motifs présents dans ces protéines puissent faciliter leur
interaction. En effet, il est possible que I’interaction entre Kre33 et Tanl soit médiée par leurs
superhélices. Les hélices alpha entrelacées fournissent des sites d’interaction protéine-protéine
pour permettre 1’assemblage et le désassemblage dynamiques de complexes protéiques (Strauss
et Keller, 2008). La présence d’une superhélice dans Kre33 a été signalée. Pour vérifier la
présence d’une superhélice dans Tanl, le logiciel de prédiction Parcoil a été utilisé. Ce dernier
a prédit la présence d’un motif dans Tanl. Une représentation visuelle de Kre33 et Tanl avec
leurs superhélices, est présentée sur la Figure 4.1 (Sleiman et Dragon, 2019; Strauss et Keller,

2008).

4.3 Tanl est une protéine nucléolaire et les mutations ANoLS et ANLS empéchent la localisation

nucléaire de Tanl

La protéine nucléolaire Kre33 doit interagir avec la protéine adaptatrice Tanl afin d’acétyler
les ARNt (Sharma et al., 2015). Cependant, comme mentionné précédemment, la localisation
de la protéine Tanl est encore inconnue. Pour tester notre hypothése que Tan1 est nucléolaire,
nous avons réalisé des expériences de microscopie a immunofluorescence dans lesquelles nous
avons comparé la localisation de Tanl et les mutants ANLS et ANoLS avec celle de la protéine

nucléolaire Nop1 (Schimmang et al., 1989).
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Les résultats ont montré une colocalisation entre Nopl et Tanl (Figure 3.6), ce qui démontre
que Tanl est une protéine nucléolaire. Nous observons également que pour le mutant ANLS, le
signal vert de Tanl est localisé en dehors du noyau comme nous 1’attendions. La délétion du
signal de localisation nucléaire empéche donc effectivement Tanl de se localiser au noyau. En
ce qui concerne le mutant ANoLS, le signal vert de Tanl ne se trouve plus au nucléole, mais il

se trouve aussi a I’extérieur de noyau.

Bien que la prédiction bioinformatique puisse étre un outil puissant pour guider la conception
expérimentale, il est important de reconnaitre ses limites. Une limitation est que le logiciel
utilisé pour la prédiction peut ne pas toujours étre précis pour prédire les effets des mutations.
Dans notre étude, nous avons utilis¢ le logiciel NucleOlar localisation sequence Detector
(NOD) pour prédire les effets de la suppression du NoLS de la protéine Tan1. NOD est un outil
bioinformatique spécifiquement congu pour identifier les signaux de localisation nucléolaire
dans les séquences protéiques. Il utilise une approche basée sur les séquences pour prédire la
présence de NoLS, ce qui peut aider a guider la conception expérimentale en identifiant les
mutations potentielles qui pourraient affecter la localisation des protéines (Scott et al., 2011).
Cependant, il est possible que le logiciel NOD ait commis une erreur dans 1’identification de la
région NoLS de Tanl, ce qui a conduit a la localisation inattendue du mutant ANoLS en dehors
du noyau. Une explication possible est que les NoLS et les NLS ont des compositions en acides
aminés tres similaires (une forte prévalence de résidus basiques), ce qui peut avoir conduit le
logiciel a I’identifier a tort comme un NoLS (Scott e al., 2010). Cela pourrait étre di aux limites
de I’algorithme utilisé par le logiciel ou au fait que ’approche basée sur la séquence utilisée
par NOD n’a peut-€tre pas été en mesure de capturer pleinement les caractéristiques

structurelles de la protéine Tanl qui déterminent sa localisation.

De plus, il est plausible que la délétion introduite dans le mutant ANoLS, bien que congue pour
cibler le signal de localisation nucléolaire (NoLS), ait pu affecter dans une certaine mesure le
signal de localisation nucléaire (NLS). Bien que la délétion n’ait pas entierement englobé
I’ensemble du NLS, il est possible que I’intégrité structurelle ou I’accessibilité de la région du
NLS ait été compromise, conduisant a I’absence observée de localisation nucléaire. De tels

signaux complexes de localisation de protéines reposent sur des séquences d’acides amingés
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spécifiques et leur disposition spatiale au sein de la structure de la protéine. Méme des
altérations subtiles de ces séquences, provoquées par des mutations telles que la mutation

ANOLS, peuvent potentiellement interférer avec la fonctionnalité du signal de localisation.

De plus, les mutants Tanl ANoLS et TanlI ANLS ne présentent pas de localisation diffuse dans
le cytosol, mais forment plutdt de petits amas en dehors du noyau. Ce phénomene pourrait étre
attribué a des mécanismes proches de ceux impliqués dans la formation des granules de stress.
Les granules de stress (SG) sont des foyers cytoplasmiques qui représentent une réponse
cellulaire a divers facteurs de stress. Ils servent de compartiments sans membrane ou
convergent les composants cellulaires critiques, notamment les ARNm, les facteurs de
traduction et d’autres protéines (Aulas et al., 2017; Marcelo et al., 2021). Des mutations au
niveau du NLS d’une protéine ont été précédemment associées a 1I’incorporation de la protéine
mutée dans des granules de stress cytoplasmiques (Notaro ef al., 2021). Ainsi, I’incorporation
des mutants ANoLS et ANLS dans des granules de stress pourrait expliquer leur distribution en
amas observée dans le cytoplasme. Cet alignement de nos découvertes avec les processus
cellulaires connus met en lumiére les modeles de localisation intrigants présentés par ces
mutants. Cette observation met aussi I’emphase sur la relation complexe entre les mutations au
sein des signaux de localisation et leur implication dans les réponses liées au stress, soulignant

la nécessité d’une exploration plus approfondie de ce lien intrigant.

Dans I’ensemble, nos résultats de microscopie concordent avec nos résultats
d’immunoprécipitation et confirment que les mutants ANoLS et ANLS sont incapables de lier
Kre33 car ils ne se trouvent plus au noyau. L’interaction Kre33/Tanl est donc dépendante de

la présence de Tanl au noyau.

4.4 L’interaction Kre33/Tanl se fait dans le nucléole

Afin de confirmer la localisation de I’interaction Kre33/Tan1 in vivo, nous avons utilisé un essai
de ligature de proximité ou PLA (Figure 3.7). Le PLA a un avantage sur des techniques telles
que la co-immunoprécipitation (co-IP) en termes de spécificité. Alors que la co-IP peut détecter

les interactions entre les protéines qui ne sont pas nécessairement en contact direct, le PLA ne
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détecte que les interactions entre deux protéines qui sont a proximité 1’'une de [’autre,
généralement a quelques nanometres. Cela permet une détection plus spécifique des
interactions protéine-protéine in situ, car les anticorps conjugués aux oligonucléotides utilisés
dans le PLA ne peuvent se lier qu’aux protéines qui sont en contact direct. Le PLA permet aussi
de révéler les interactions transitoires et la distribution des protéines en interaction au sein des
cellules individuelles. En conséquence, le PLA peut réduire le risque de résultats faussement
positifs et fournir une évaluation plus précise des interactions protéiques. Dans I’ensemble, le
PLA est une technique puissante pour étudier les interactions protéine-protéine et les

modifications protéiques dans les cellules (Alam, 2018; Soderberg et al., 2006).

Les résultats de PLA ont d’abord fourni une confirmation de I’interaction entre Tanl et Kre33.
Cela corrobore nos résultats d’immunoprécipitation (IP), dans lesquels nous avons observé,
entre autres interactions, la présence de I’interaction Kre33 et Tanl. Notamment, cette
interaction avait déja été rapportée dans 1’é¢tude de Sharma et al. (2015). En second lieu, le PLA
a confirmé que les deux protéines interagissent au sein du nucléole, confirmant ainsi notre

hypothéese de départ.

On peut supposer que l’avantage d’avoir I’ARNt acétyltransférase Kre33 et sa protéine
adaptatrice Tan1 dans le méme compartiment pourrait permettre une acétylation efficace et plus
spécifique des ARNt sérine et leucine. La colocalisation pourrait garantir éventuellement que
I’enzyme et la protéine adaptatrice sont a proximité des molécules d’ARNt cibles, ce qui
augmenterait 1’efficacit¢ du processus de modification. De plus, il est possible que ceci
empéecherait la modification de molécules d’ARNt non ciblées, qui pourraient potentiellement
étre délétéres pour la cellule. Etant donné que certaines études chez la levure ont li¢ I’acétylation
de I’ARNt a un role dans la stabilité de I’ ARNt, nous pourrions supposer que ce mécanisme de

colocalisation aurait fourni un avantage évolutif significatif aux cellules.
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CHAPITRE V
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

En conclusion, cette ¢tude a fourni des informations importantes sur les mécanismes
moléculaires sous-jacents a I’interaction entre Tanl et Kre33 dans la biologie des ARNt. Un
signal de localisation nucléaire de Tanl a été prédit par analyses bio-informatiques puis
confirmé par microscopie a immunofluorescence. Ensuite, les résultats des tests de co-IP ont
montré que Kre33 interagit avec Tanl mais pas avec les mutants ANoLS et ANLS. Les tests
double hybride ont confirmé que les mutations ANoLS et ANLS n’empéchent pas I’interaction
avec Kre33. Les résultats de la microscopie et du PLA ont ensuite validé I’interaction entre

Tanl et Kre33 dans le nucléole.

De plus, cette étude ouvre la voie a des pistes potentielles pour de futures investigations. Les
immunofluorescences ont montré que la délétion du NoLS prédit de Tanl excluait Tanl du
nucléole mais du noyau aussi, indiquant qu’il s’agissait probablement d’un NLS, ou que la
délétion a affecté la fonctionnalité du NLS de Tanl. Pour caractériser de maniere exhaustive le
NoLS de Tanl, il serait intéressant d’effectuer une mutagenese par PCR supplémentaire avec
des mutations plus courtes que celle réalisée précédemment. Ceci minimisera ainsi la
perturbation potentielle de la fonctionnalit¢ du NLS de Tanl. Ces mutations doivent
évidemment étre faites aprés analyse bioinformatique avec NOD ou un autre logiciel de
préférence. Effectuer une analyse bioinformatique avec plusieurs outils logiciels améliore la
robustesse et la fiabilit¢ des résultats en atténuant les biais potentiels ou les limitations
inhérentes a une plate-forme logicielle unique. Par exemple : aucun NoLS n’est détecté par
NOD lorsque la séquence de Tanl est entrée avec une délétion des acides aminés EKRNRNG
au début de la séquence. Une construction avec une telle délétion posséderait donc une lysine
en plus de celle réalisée dans le cadre de cette étude. Les lysines jouent un role crucial au niveau
des NLS. Leur charge positive confere aux NLS I’habilité d’interagir avec d’autres molécules
impliquées dans le processus d’import nucléaire comme les importines (Lu, J. et al., 2021).
Ainsi, avec cette lysine, ce nouveau mutant TanlANoLS pourrait avoir un NLS encore

fonctionnel. Une telle mutation ne devrait pas affecter différemment les ARNtS*" et les ARNt-
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car la mutation ne se trouve pas au niveau du domaine THUMP, qui est le domaine de liaison

des ARNt (Aravind et Koonin, 2001).

Dans le cadre de cette ¢tude, nous avons généré des constructions de 7ANI comportant des
mutations au niveau de la séquence codante pour la superhélice, qui serait le motif de Tanl
permettant I’interaction Kre33/Tanl. La mutation E83P chez Tan1 a diminué significativement
le score de la prédiction de la superhélice selon 1’analyse bio-informatique. Un fragment portant
cette mutation a été construit et vérifié par séquencage. Ainsi, I’expression et la fonctionnalité
de la mutation pourront éventuellement étre évaluées par des tests double hybride pour tester
son effet sur I’interaction avec Kre33. D’autres constructions comportant des délétions plus
longues ont aussi ét¢ effectuées. Ces délétions sont aussi basées sur des prédictions de
superhélice de Tanl. Si certaines mutations de superhélice dans ces constructions perturbent
I’interaction entre Kre33 et Tanl, il serait intéressant d’y examiner les profils d’acétylation des

ARNt3" et ARNtEY,

A la lumiére des découvertes récentes concernant des individus présentant des mutations du
géne THUMPDI, analogue a TANI chez la levure, qui entrainent de graves anomalies du
développement neurologique, il est impératif d’envisager les perspectives de nos recherches
dans ce contexte. Dans une approche de recherche globale, nous envisageons de générer des
souches de levure présentant des mutations de TAN! reflétant les variantes bi-alléliques de perte
de fonction observées dans le géne THUMPDI. Nous évaluerons les caractéristiques de
croissance des souches de levure mutantes, en surveillant de pres leurs taux de croissance, leur
morphologie cellulaire et leurs différences phénotypiques observables par rapport aux souches
de type sauvage. La spectrométrie de masse a haute résolution sera utilisée pour analyser les
profils de modification de I’ARNt, avec un accent particulier sur les modifications ac4C dans
PARNtS et ’ARNt™U. Les expériences de réponse au stress examineront 1’impact de ces
mutations sur Saccharomyces cerevisiae dans des conditions de stress, révélant potentiellement
des effets dépendants du stade de développement. En outre, le séquencage du génome entier et
I’analyse transcriptomique seront utilisés pour découvrir les effets potentiels en aval de ces
mutations sur I’expression génique et les réseaux de régulation de la levure. Il est important de

noter que nos résultats seront soumis a une analyse comparative avec des observations
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humaines, mettant en évidence a la fois les similitudes et les distinctions. Nous mettrons en
lumicre les conséquences fonctionnelles des mutations 7AN/ chez la levure et leur pertinence
pour les troubles du développement neurologique associés aux mutations THUMPD1, tout en
contribuant également a une vision plus large afin d’avoir une compréhension de la dynamique

de modification de I’ARNt dans les processus cellulaires (Broly et al., 2022).

De plus, des expériences supplémentaires ont été réalisées (Résultats non présentés) afin de
déterminer le compartiment dans lequel I’acétylation des ARNt se fait. Pour ce faire, nous avons
d’abord analysé I’impact des mutations ANoLS et ANLS sur I’interaction Tan1/ARNtS*" par
Northern blotting. Puis, nous avons analys¢ 1’impact des mutations ANoLS et ANLS sur
’acétylation des ARNt* et ARNt pour éventuellement tirer des conclusions sur le
compartiment dans lequel se fait cette acétylation. Pour réaliser ceci, nous avons utilisé¢ une
approche d’Immuno-northern blotting en utilisant un anticorps anti-ac4C. Cependant, des
problémes techniques ainsi que des résultats contradictoires ont empéché la formulation de
conclusions définitives. De plus, nous avons ¢également tenté des expériences
d’ultracentrifugation sur gradient de densité de sucrose, mais celles-ci ont aussi échoué en

raison de défis techniques. Ainsi, il serait trés pertinent de réitérer toutes ces expériences.

En résumé, cette étude a fourni des informations précieuses sur les mécanismes moléculaires
sous-jacents a I’interaction Tanl/Kre33, et a identifié des pistes potentielles pour de futures
investigations qui pourraient ¢lucider davantage le role de Kre33 et Tanl dans la biologie des
ARNLt. Bien que les implications thérapeutiques de ces découvertes puissent étre incertaines a
ce stade, elles suggerent des orientations prometteuses pour les recherches futures qui
pourraient éventuellement conduire a de nouvelles approches thérapeutiques liées aux

ribosomopathies impliquant Kre33 et Tanl.
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