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RESUME

DDX10 est une ARN hélicase de la famille «DEAD-box». Ces enzymes sont
caractérisées par la présence de neuf motifs conservés formant un cceur catalytique,
lequel est flanqué par des extensions qui varient en longueur et en composition
d’acides aminés. Des mutations dans I'extension C-terminale de DDX10 ont été
associées au cancer du sein (Sjoblom et al., 2006). Ces deux mutations consistent en
une mutation ponctuelle du 566° acide aminé et une délétion de 25 acides aminés. Pour
examiner l'effet de ces mutations sur la fonction de DDX10, nous avons fait des
expériences d’'immunomicroscopie et d'immunobavardage et les résultats montrent que
le plasmide pcDNA3.1 n'est pas un bon choix pour I'expression de la protéine 3FLAG-
DDX10, ce qui dirige le travail vers I'utilisation du plasmide pBact-FLAG-DDX10. Pour
appuyer le choix de ce dernier, des expériences dimmunoprécipitation et
d'immunofluorescence ont été réalisées et les résultats montrent que les protéines
DDX10 et Che-1/AATF interagissent ensemble et qu'elles se co-localisent dans le
nucléole. De plus, les deux formes mutées de DDX10 ne semblent pas avoir d’effet sur
l'interaction de DDX10 avec Che-1 ainsi que sur leur co-localisation dans le nucléole.
Nous avons aussi étudié la prolifération cellulaire a I'aide des expériences de FACS qui
ont montrées que la majorité des cellules HeLa se trouvent en phases S et G2/M en
présence des deux formes mutées de DDX10 comparé avec la forme sauvage. Par
aileurs, des expériences reéalisées par quantification de la fluorescence en
immunomicroscopie du marqueur de prolifération Ki-67 ont confirmé que les deux
mutants de DDX10 stimulent la prolifération cellulaire. Finalement, nous avons réussi a
exprimer la protéine recombinante GST-DDX10 in vitro dans les bactéries Rosetta,
mais sans étre capable de la purifier pour s’en servir pour des expériences de «GST-
Pulldowny.

Mots clés : Nucléole;biogenese des ribosomes; cancer du sein ; ARN hélicases; DDX10




CHAPITRE |- INTRODUCTION

1.1. Etat des connaissances

1.1.1. Le nucléole

Le nucléole est un petit compartiment a l'intérieur du noyau dans lequel se manifestent
plusieurs activités biologiques importantes. En effet, ces activités incluent la biogenése
des ribosomes, la sénescence et la régulation de la télomérase, la progression du cycle
cellulaire, la suppression de tumeurs, I'activité oncogénique et le contréle de l'infection
virale (Boulon et al., 2010 ; Raska et al., 2006). Le nucléole est composé de plus que
5000 protéines organisées dans trois sous compartiments ; le centre fibrillaire (FC)

entouré par la composante fibrillaire dense (DFC) qui sont tous les deux intégrées dans

la composante granulaire (GC) (Figure 1.1.A) (Raska, Shaw et Cmarko, 2006).




Figure 1.1. Structure du nucléole et de la chromatine nucléolaire. (A) Micrographie électronique de
nucléole in situ. Le FC, DFC et GC sont respectivement désignés par F, D et G. (B) et (C) Etalement de
la chromatine «chromatin spread» dans le nucléole chez la levure sous forme d'arbres de Noél. Les
fleches montrent les granules terminaux « terminal knobsy». Figures tirée de Raska et al, 2006.

1.1.2. Structure de Miller

La structure de Miller est caractérisée par une bonne visualisation de la transcription
des ARN ribosomiques (ARNr) dans le nucléole. Ce modéle présenté par Miller et
Beatty (1969) a I'aide du microscope électronique (Figure 1.1.B) montre la transcription
des génes d'ARNr en forme d’arbres de Noél (CT). L’axe (le tronc) d’ADN est composé
des génes d’ARNr et on voit les branches qui sont les ARNr transcrits. Les ARN
polymérase | se lient a la molécule d’ADN pour permettre sa transcription en ARN. A
I'extrémité 5 des transcrits, la premiere structure qui apparait correspond a une large
ribonucléoprotéine, composée de molécules d’ARN et de protéines. Avec la continuité
de la transcription de 'ARNr, cette structure grossit pour former une structure appelée
«SSU processome» (small subunit processome) qui participe a la biogenése de 'ARNr
18S et correspond au «terminal knob» vu au microscope électronique (Dragon et al.,

2002).

On appelle «terminal knob» I'ARNr en cours de transcription associé au snoRNA U3 en
complexe avec d’'autres protéines, tout cela correspond au SSU processome. Un
clivage permet de libérer la petite sous-unité pré-40S pour continuer, par la suite, la

transcription en associant d’autres facteurs responsables de la maturation de la grande




sous-unité. Ce complexe est appelé LSU processome (large subunit processome)

(Osheim et al., 2004).
1.1.3. Biogeneése des ribosomes eucaryotes

La biogenése des ribosomes est la principale activité réalisée dans le nucléole. En effet,
la génération des ARNr 28S, 18S et 5.8S commence par la synthése du précurseur
commun 45S (pre-ARNr) a l'aide de 'ARN polymérase |. Le pre-ARNr 45S est clivé
avec l'assistance de plusieurs facteurs incluant des snoARNs (petits ARN nucléolaires)
faisant parties des complexes ribonucléoproteines (snoRNPs) pour obtenir les
précurseurs des ARNr 28S, 18S et 5.8S qui, a leur tour, subiront des méthylations et
des clivages puis arriver a leur maturation. Cependant, la synthése et la maturation du
précurseur de 'ARNr 5S est synthétisé par 'ARN polymérase Ill a ['extérieur du
nucléole (Osheim et al., 2004). Ce dernier est subit a plusieurs étapes de maturation
pour s'assembler dans la sous-unité pré-60S dans le nucléole. A la toute fin, les trois
ARNr 288, 5.8S et 5S sont assemblés avec 46 protéines ribosomales (RPL) pour former la
grande sous-unité ribosomique (60S). De méme, la petite sous-unité (40S) combine I’ARNr 18S
et 33 autres protéines ribosomales (RPS) et atteint sa maturation (Carmo-Fonseca ef al., 2000)
(Ben-Shem ef al., 2011). L’assemblage des ribosomes requiert la participation de plusieurs
facteurs incluant des snoARNSs, des nucléases et d’autres protéines non ribosomales qui recrutent
le nucléole (Osheim et al., 2004) (Ben-Shem et al., 2011) (Carmo-Fonseca, Mendes-Soares

et Campos, 2000).




1.1.4. Ribosomes et code génétique

Apres la transcription, le pré-ARNm subit quelques étapes d’'épissage pour arriver a sa
maturation. Plusieurs facteurs sont intégrés durant I'exportation nucléocytoplasmique
de 'ARNm et sa maturation ainsi que durant la traduction. On trouve parmi ces facteurs
des protéines associées a 'ARN, des ARN hélicases, des kinases et des facteurs
d’initiation et d’élongation (Andreou et Klostermeier, 2012). Le facteur d'initiation elF4A
est une ARN hélicase qui joue un role trés important dans l'initiation de traduction et le
recrutement de plusieurs autres facteurs participants a 'assemblage des deux sous-
unités ribosomiques. En effet, elF4A s’associe aux protéines elF4E et elF4AG pour
former un complexe qui lie le 5°-cap de 'ARNm suivi par le recrutement de la sous-unité
ribosomique 40S (Jackson et al., 2010). La lecture de la région 5-UTR active le
recrutement de la grande sous-unité ribosomique (60S) pour continuer avec
I'élongation. Cette derniere est responsable de la synthése des liens peptidiques entre
les acides aminés, tandis que la sous-unité 40S posséde un role d'initiation et de
décodage (Linder et Jankowsky, 2011). Finalement, TARNm mal épissé est dirigé vers
la dégradation ou la réparation empruntant une des voies de recyclage de 'ARN ou
beaucoup de facteurs sont intégrés Tomme les protéines associées aux «processing
bodies» ou les ARN hélicases. Les ARNm réparés se dirigent de nouveau vers la

traduction (Parsyan et al., 2011).




1.1.5. Les hélicases et la famille « DEAD-box»

Les hélicases sont des enzymes qui utilisent I'énergie dérivée de I'hydrolyse du
nucléoside triphosphate (NTP) pour catalyser la séparation des doubles brins d’ADN ou
d’ARN (Singleton et al., 2007). Elles sont divisées en six superfamilles (SF1-SF6) dont
les plus larges, SF1 et SF2, contiennent le plus de motifs conservés parmi toutes les
superfamilles. Elles sont en formes monomeres ou diméres dont chaque sous-unité
posseéde deux domaines «RecA-like».Les superfamilles SF3-SF6 possédent moins de
motifs conservés et elles fonctionnent en formes hexamériques ou double
hexameériques dont chaque monomere contient un seul domaine «RecA-like» (Byrd et
Raney, 2012). La SF2 est parmi les plus larges superfamilles constituée d’au moins dix
familles intégrées dans le métabolisme d’ADN et d’ARN. La famille DEAD-box fait partie
des plus grandes familles de SF2 et posséde au moins 35 membres chez les humains.
Elle contribue a plusieurs fonctions biologiques dans la cellule incluant la biogenéese des
ribosomes, la transcription, I'épissage de 'ARNm et son transport, la traduction,
'assemblage des complexes ARN/protéines et la dégradation de 'ARN (Byrd et Raney,
2012 ; Montpetit et al., 2012). Ces protéines changent de conformation aprés la liaison
et I'hydrolyse de I'ATP. Ces variations de conformations se manifestent durant la
synthése de novo de 'ARN et I'association a des complexes contenant 'ARN (Russell
et al., 2012). Les hélicases DEAD-box sont caractérisées par neuf motifs conservés
(fig.1.2) participants a la régulation de ses activités et formants le coeur catalytique
(Tanner et al., 2003). Le nom de cette famille dérive de la séquence d’acides aminés D-

E-A-D (Asp-Glu-Ala-Asp) qui correspond au motif [l. Ces protéines sont caractérisées




par deux domaines séparés par un «linker» qui interagissent avec 'ARN et ATP. Dans
le domaine N-terminal, le motif Q (site de liaison a I'ATP) assure la spécificité pour
I'adénine nucléotide (Tanner et al., 2003). Ce domaine contient aussi le motif | (Walker
A, liaison a 'ATP), le motif Il (Walker B, liaison a I'ATP), le motif Ili (liaison a 'ATP) et
les motifs la et Ib (liason a 'ARN). Le domaine C-terminal comporte le motif IV, qui
promeut la liaison a I'ARN, et les motifs V et VI qui coordonnent I'activité ATPasique et
séparent le double brin d’ARN (dbARN). Le cceur catalytique des hélicases DEAD-box
est flanqué par des extensions N- et C-terminales qui varient en longueur et en
constitution d’acides aminés et donnent une fonction spécifique a la protéine. Ainsi, les
hélicases DEAD-box posseédent un cceur catalytique hautement similaire avec deux
domaines «RecA-like» mais distinguées par leurs extensions N- et C-terminales
(Andreou et Klostermeier, 2012). En absence de la liaison d’ARN et I’ATP, le coeur
catalytique de I'hélicase et normalement ouvert. Aprés la liaison des deux molécules,
I'hélicase change de conformation pour avoir une forme plutdét fermée permettant
d’hydrolyser 'ATP et de catalyser la séparation des deux brins d’ARN. Chez certaines
hélicases, la séparation de double brin d’ARN ne nécessite pas I'hydrolyse de 'ATP
mais seulement sa liaison; et que I'hydrolyse permet la dissociation des deux simples
brins d’ARN (Russell, Jarmoskaite et Lambowitz, 2012). L'étude de Peck et Herschlag
(2003) et celle de Theissen et al. (2008) montrent que la liaison d'une des trois
molécules ATP, ADP ou ARN ne change pas la conformation de I'hélicase, alors que la
liasison d’ATP et d’ARN ensemble permet d’activer son activité hélicasique (Peck et

Herschlag, 2003 ; Theissen et al., 2008).



Q-motif motif | motif la motif Ib motif I motif il motif IV motif V motif Vi

| Fi GaccPohlQ AXTGOGKT PTRELA }TPGR I ’5 DEAD SAT I1F hxT+cx TDVUARGID HRIGRTGR

Figure 1.2. Les ARN hélicases DEAD-box sont constituées de deux domaines «RecA-like» composés de
séquences de motifs conservés formants le coeur catalytique. Les motifs Q, |, la, Ib et Il font partie du
domaine 1, tandis que les motifs IV, V et VI forment le domaine «RecA-like» 2. Le motif |l aussi appelé
Walker B est constitué des acides aminés (D, E, A et D) générant le nom de cette famille. Tirée de Crodin

et al. (2006).

De l'autre coté, TARN hélicase DEAD-box peut catalyser la séparation des protéines
associees a 'ARN (activité RNPasique). Par exemple, 'ARN hélicase ATP-dépendant
Ded1 réarrange linteraction ARN/protéine indépendamment de la séparation de double
brin d’ARN (Fairman et al., 2004). Tout ensemble, les hélicases DEAD-box sont
intégrées dans plusieurs aspects du métabolisme de 'ARN incluant la biogenése des
ribosomes, la transcription, la traduction et la dégradation. En effet, TARN hélicase
DDX31 joue un rble important pendant la transcription de I’ARNTr et inhibe I'activation de
la réparation de 'ADN en s’associant a la protéine p53 connue comme suppresseur
d’oncogeéne (Fukawa ef al., 2012). De méme, d'autres ARN hélicases sont associées a
la biogenése des ribosomes et la prolifération cellulaire comme DDX56, DDX5, DDX3
DDX24 (Bates et al., 2005 ; Chao ef al., 2006 ; Kanno et al., 2012 ; Naji et al., 2012 ;
Zagulski et al., 2003). D’autre part, certains ARN hélicases agissent dans la régulation
du cycle cellulaire comme DDX26, DDX6 et DDX39 (Filleur et al., 2009 ; Thomas ef al.,

2011 ; Weston et Sommerville, 2006). Plus encore, plusieurs RNA hélicase participent




dans I'exportation de 'ARNm et son épissage ainsi que sa translation incluant des
facteurs d'initiations et de transportation (elF4A, DDX39 et DDX3) (Oshiumi et al., 2010
; Shibuya et al., 2004 ; Sugiura et al., 2007). D’autres participent aussi dans le
métabolisme des médicaments incluant DDX56 agissant au niveau de ['‘enveloppe
nucléaire (Kanno et al, 2012 ; Rajendran et al., 2003). Enfin, l'intérét de notre

recherche est basé sur la protéine DEAD-box DDX10 chez les mammiféres.

1.1.6. L'ARN hélicase DDX10

Dans ce mémoire, I'étude est concentrée sur ATP-dépendent ARN hélicase putative
DDX10 appartenant a la famille DEAD-box. Le géne DDX10 a été identifi¢ a 400 kb
(kilo base) du géne d'ataxia-telangiectasia situé dans le chromosome 11 q22-923
(Savitsky et al., 1996). Puisque les protéines DEAD-box intégrées dans I'épissage de
FARN et dans la traduction sont généralement ubiquitinées, il est suggéré que cette
protéine ubiquitinée (DDX10) participe dans la biogenése des ribosomes (Savitsky et
al., 1996). La fusion du géne DDX10 avec le gene NUP98, par translocation inversée
du chromosome 11 (p15qg22), a été trouvée chez des patients sous thérapie contre la
myéloidie maligne (Arai et al.,, 1997). Il a été montré que cette fusion augmente la
prolifération et le propre renouvellement des cellules humaines primaires CD34+. Les
motifs de DDX10 responsable de I'association a 'ATP et ARN et a I'activité hélicasique
donnent la capacité de transformation de la fusion Nup98-DDX10 et indique un réle
important dans la leucémogenése (Yassin et al., 2010). Dbp4, 'homologue de DDX10

dans la levure, joue un réle trés important dans la biogenése des ribosomes. Cette




protéine nucléolaire est impliquée dans la libération et le déroulement de plusieurs
snoARNSs incluant la snoARN U14. Elle peut participer dans le déroulement des
séquences pré-ARNr pour permettre la modification. En étant un membre du complexe
bUTP et MPP10, Dbp4 est intégrée dans les étapes précoces et tardives de la
maturation du pré-ARNr associée avec snoRNA U3 dans le SSU processome. (Turner
et al., 2009). Deux mutations du gene DDX10 ont été trouvées dans des patientes
atteintes du cancer du sein (Sjoblom et al., 2006). Ces deux formes consistent en une
mutation ponctuelle du 566'*™ acide aminé (la leucine en valine) et une délétion de 25
acides aminés dont une partie dans le motif «Coiled-Coil» qui a son tour aide a former

les interactions entre les protéines.
1.1.7. Le cancer du sein et le marqueur de prolifération Ki67

Le cancer du sein est la maladie la plus commune entre les femmes de toutes les races
causant le déceés par cancer. Selon le centre de control des maladies (CDC), cette
maladie est la deuxiéme plus fréquente cause du décés de cancer chez les nord-
américaines (Kontzoglou et al., 2013). Il existe plusieurs causes du cancer du sein
incluant des facteurs risques importants. L’histoire familiale ou hérédité est le facteur
risque le plus connus dont l'origine de la maladie vient a partir de 'ADN de la mére ou
de la tante. De 'autre coté, la cause de la maladie peut provenir, tout simplement, d’'un
changement protéomique de certains facteurs participants a la prolifération cellulaire
(Meads et al,, 2012). Des études montrent la présence excessive du marqueur de

prolifération Ki-67 dans plusieurs types de cancer incluant le cancer du sein. Son rdle
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est déterminé surtout dans le cycle cellulaire. Durant la mitose, cette protéine est
trouvée a périphérie des chromosomes condensés. Tandis que pendant l'interphase,
elle est associée au cortex et a la fibrillaire dense du nucléole. L’inhibition de Ki-67
conduit la cellule vers 'arrét sa prolifération (Kontzoglou et al., 2013). Bref, Ki-67 est

utilisée comme un biomarqueur pour la pronostique du cancer du sein.

1.1.8. Che-1/AATF

Che-1/AATF est une protéine nucléolaire qui interagit avec 'ARN polymérase Il (Pol II)
participant ainsi a la régulation de la transcription. Elle s’associe a la protéine
rétinoblastome (Rb) et inhibe son travail de suppression de la croissance cellulaire
(Fanciulli et al., 2000). De plus, I'expression de cette protéine est réduite en apoptose
tout en ayant une fonction importante durant la réparation de 'ADN endommagé.
Cependant, elle posséde parfois une activité anti-apoptotique grace a son interaction
avec les protéines MDM2 et NRAGE qui, tout les deux, jouent un réle important en
réponse de 'ADN endommagé (De Nicola et al., 2007 ; Guo et Xie, 2004). Il a été
démontré par I'équipe de Dr Fanciulli (Bruno, T et al. 2010) que Che-1 soutient
I'expression de p53 mutée dans plusieurs lignées celliulaires cancéreuses et séquestre
la forme sauvage de p53 pour accélérer le cycle cellulaire et stimuler la prolifération; et
ainsi la diminution de I'expression de Che-1 dans la cellule induit I'apoptose in vitro et in
vivo (Bruno et al., 2006 ; Bruno et al., 2008 ; Page et al., 1999). Comme Che-1 est une

protéine nucléolaire anti-apoptotique, il est intéressant d'étudier son interaction avec
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'ARN hélicase DDX10 et de déterminer son effet sur la prolifération et la croissance

cellulaire.

1.2. Hypothéses de travail et objectifs

Tout d’'abord, DDX10 interagirait avec la protéine Che-1/AATF au niveau du motif
«Coiled-Coil» situé entre le 564°°™ et le 604°™ acide aminé. Une délétion de 25 acides
aminés touchant une partie du motif «Coiled-Coil» ainsi qu’une mutation ponctuelle
substituant le 566°™ acide aminé affecteraient I'association entre ces deux protéines.
Aussi, DDX10 et Che-1 localiseraient normalement dans le nucléole mais pas pour les

deux mutants de DDX10.

Par ailleurs, les mutants de DDX10 accéléraient |a prolifération cellulaire. En effet, le
marqueur de prolifération (Ki-67) montrerait une accélération du cycle cellulaire avec les

mutants de DDX10.

Nos objectifs sont de trouver une interaction directe ou indirecte entre les protéines
DDX10 et Che-1 en effectuant des expériences d'immunoprécipitation et
d’'immunomicroscopie. De plus, nous voulons déterminer I'effet des mutants de DDX10
sur la prolifération cellulaire, réalisé par I'observation du marqueur de prolifération et en

analysant le nombre de cellules dans chacune des phases du cycle cellulaire.




CHAPITRE ll- METHODOLOGIE

2.1. Construction des plasmides

Dans le but de créer une lignée stable de cellules HelLa en présence de DDX10
sauvage ou mutées, il est important de choisir un plasmide possédant un géne de
sélection, comme la néomycine pour éliminer toutes les celluies dépourvues de notre
protéine d’intérét. Dans notre cas, c'est le plasmide pcDNA3.1 qui a été choisi
contenant le site de résistance a la néomycine. Par la suite, trois plasmides pcDNA-
3FLAG-DDX10, pcDNA-3FLAG-DDX10A et pcDNA-3FLAG-DDX10-L566V ont été
construits pour réaliser les expériences. En effectuant le protocole de ligation «Shot
Gun ligation» (Grundstrom et al., 1985), un triple tag FLAG (3FLAG) a été ajouté dans

le plasmide pcDNA3.1. Les séquences des amorces utilisées sont les suivantes :

Sens:

Top 1:5-TCGAGGCCGCCATGGACTACAAAGAC-3’
Top2: 5’-CATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGAC-3’
Top 3 : 5’-TACAAGGATGACGATGACAAGTTAATTAATG-3’'

Antisens:

Bottom 1 : 5>~ ACCGTCATGGTCTTTGTAGTCCATGGCGGCC-3’
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Bottom 2 : 5>-GTAGTCGATGTCATGATCTTTATAATC-3’
Bottom 3: 5'-AATTCATTAATTAACTTGTCATCGTCATCCTT-3’

Chaque séquence citée est commandée sous forme de trois petites séquences
(amorces) pour faciliter la ligation de 6 petites amorces au total. Un groupement
phosphate a été ajouté a chaque amorce a l'aide de la T4 polynucléotide kinase durant
30 minutes a 37°C. Cela a été suivi par 'ajout de la spermidine pour garder le tout a
37°C pendant une heure. Cette étape sert a hybrider les amorces ensemble. Enfin, on a
ligué les amorces hybridées a notre plasmide (pcDNA3.1) entre les sites Xhol et EcoRI
en utilisant la T4 DNA ligase pour 1 heure a 16°C. Pour vérifier cette insertion du triple
FLAG, on a transformé ce nouveau plasmide dans les bactéries compétentes DH10B.
En effet, 10 pl du mélange total de ligation (20 pl) ajoutés a 50 ul de bactéries
compétentes pendant 30 minutes sur la glace permettent d’amplifier ce plasmide.
Ensuite, un choc thermique a 42°C pendant 45 secondes excite les bactéries. Puis, 1
ml de milieu LB (L-Broth, extrait de levure 5 g/l, trypton 10 g/l et chlorure de sodium 5
g/, Wisent Inc.) est ajouté sur le mélange pour incuber le tout a 37°C avec agitation
pendant 1 heure. Par la suite, étalées sur une plaque contenant du LB agar (milieu de
croissance solide) et de 'ampicilline (antibiotique de sélection), les bactéries croissent
de 16 a 20 heures a 37°C. Le plasmide est purifié, aprés avoir sélectionné des colonies
isolées, a l'aide du kit «mini-prep» de la compagnie Feldan. Le séquengage a (Génome
Québec) a confirmé la ligation du triple FLAG au plasmide pcDNA3.1. Et ainsi, le

plasmide pcDNA-3FLAG a été bien obtenu.
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Il a fallu, tout d’'abord, sortir les inserts DDX10, DDX10A et DDX10-L566V qui sont
initialement clonés dans le plasmide pBluescript. Les mutations de DDX10 ont eté
préalablement réalisées par PCR en utilisant des amorces contenant la mutation
ponctuelle permettant de substituer la leucine en valine ou des amorces avec 75 paires
de base de moins pour avoir une délétion de 25 acides aminées de DDX10. En effet, on
a digéré pBluescript a I'aide de I'enzyme EcoRI pour une heure a 37°C pour sortir
I'insert et avec Pvul durant le méme temps pour couper le reste du plasmide en deux et
ne pas nuire a 'isolement de la bande. Le mélange a été mis sur gel d'agarose 1% pour
pouvoir isoler la bande autour de 2600 pb (DDX10). A l'aide du kit de «gel extraction

kit» de la compagnie Feldan, les bandes demandées ont été purifiées.

Pour ajouter les génes DDX10, DDX10A ou DDX10-L566V dans le plasmide pcDNA-
3FLAG, ce dernier a été digéré avec I'enzyme EcoRI| pendant une heure a 37°C, suivi
d’'une ligation de 10 minutes ala température de la piéce. Les séquences DDX10,
DDX10A ou DDX10-L566V isolés du plasmide pBluescript sont trouvées liguées au
plasmide pcDNA-3FLAG catalysés par la T4 DNA ligase. Par la suite, pour amplifier le
plasmide construit, le produit de ligation a été transformée dans des bactéries
compétentes DH10B et étaler sur des plaques de gélose contenant (100 pg/ml)
d’ampicilline (voir méthode a la page 13). Le gene de résistance a I'ampicilline est
activé par un promoteur procaryote pour permettre sa purification a partir des bactéries
résistantes a cet antibiotique et qui sont présentes en majorité sur la gélose. Cependant
le géne de résistance a la néomycine est activé par un promoteur eucaryote pour servir

comme sélection dans les cellules Hel a.
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2.2. Transfection des cellules HelLa avec le plasmide pcDNA-3FLAG-DDX10

Les cellules HelLa ont été cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) contenant 10% de FBS (Fetal Bovine Serum) et 1% de Pen/Strep (Penicilline
et Streptomycine) et incubées a 37°C avec un environnement humide contenant 5% de
CO..

D’abord, la transfection transitoire est linsertion d’'un plasmide quelconque dans les
cellules au hasard pour une courte durée de temps. Pour le réaliser, des cellules HelLa
ont été ensemencées dans une plaque a 6 puits contenant déja des lamelles carrées
stériles. Le lendemain, 2 pg de chaque plasmide construit (pcDNA-3FLAG-DDX10,
pcDNA-3FLAG-DDX10A et pcDNA-3FLAG-DDX10-L566V) est mélangé avec du milieu
DMEM sans antibiotique pour un volume total de 100 uyl et 6 pl de lagent de
transfection FUGENE HD (Roche) est ajouté sur le mélange et incubé pendant 15
minutes sous la hotte. Pendant ce temps, les cellules HelLa sur la plaque sont lavées
avec du PBS. Par la suite, le mélange de transfection est ajouté sur les cellules Hela
et incubé pendant 48 heures dans l'incubateur de culture cellulaire. De I'autre c6té, pour
créer des lignées stables de cellules HelLa possédantes un des plasmides construits
plus haut, le protocole pour la transfection transitoire a été utilisé sauf que plusieurs
détails y sont ajoutés. Les cellules HelLa incubées pendant 48 heures sont lavées avec
du PBS et le milieu est remplacé par un autre plus frais et contenant 500 uyg/ml de
généticine (G418) pour sélectionner les cellules transfectées. Les cellules ont été
gardées pour deux semaines dans l'incubateur en lavant les cellules au deux jours et

en ajoutant le milieu de sélection. Une fois rendue a 70-80% de confluence, les cellules
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sont diluées 10 fois et placées dans une plaque de 10 cm. Les cellules ont été incubées
pour plusieurs jours jusqu'a formation de colonies isolées. Par la suite, six clones de
ces derniers ont été isolés individuellement puis cultivés dans des puits d’'une plaque a
24 puits avec le méme milieu de sélection jusqu’a se rendre a confluence. Ces
différents clones ont été testés, plus tard, par western blot et par immunofluorescence
pour Vvérifier si les protéines 3FLAG-DDX10, 3FLAG-DDX10A et 3FLAG-DDX10-L566V
sont bien exprimées. Des cellules HelLa non transfectées ont été utilisées comme

contréle négatif.
2.3. Immunofluorescence des cellules Hel a.

Aprés avoir effectué la transfection transitoire des cellules HelLa avec les plasmides
pcDNA-3FLAG-DDX10, pcDNA-3FLAG-DDX10A et pcDNA-3FLAG-DDX10-L566V,
elles sont rincées trois fois avec du PBS. Deux millilitres de paraformaldéhyde (3.7%)
ont été ajoutés sur les lamelles pendant 20 minutes, cela a permis de fixer les cellules.
Ensuite, les cellules ont été rincées avec du PBS puis 2 ml de Triton X-100 (0.5%) est
ajouté pendant 10 minutes. Par la suite, on a enlevé le Triton et on a bloqué les sites
non spécifiques avec 100 pl de BSA (3%) dans du PBS. Un microgramme d’anticorps
primaire (anti-FLAG de souris, Sigma) pour 1 & 2 heures avec un autre anticorps
primaire (1/1000 anti-Che1 lapin, (Bruno et al., 2010)). Dans le cas du control positif
FLAG-DDX10, un puits additionnel a été incubé avec les anticorps primaires (anti-FLAG
de lapin et 1/1000 anti-Fibrillarine de souris). Aprés l'incubation, la solution de blocage

est utilisée pour le laver les lamelles trois fois pendant 10 minutes. Par la suite, on a
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ajouté 1/2000 de l'anticorps secondaire (Alexa-488 anti-lapin, Invitrogen) et 1/1500 de
I'anticorps secondaire (Alexa-555 anti-souris, Invitrogen) pendant une heure dans la
chambre noir et humide puis on a rincé 2 fois avec la solution de blocage et une fois au
PBS pendant 10 minutes. Enfin, le colorant nucléaire (DAPI, 4'.6'-diamidino-2-
phénylindole) a été ajouté en dilution de 1/1000 pendant 20 minutes suivi par le ringage
trois fois avec du PBS. On a monté les lamelles sur des lames a 'aide d’'une goutte de
la solution de montage (Prolong, Invitrogen) puis, le lendemain, elles sont scellées avec
du vernis a ongle pendant 30 minutes pour, plus tard, analyser les cellules en

microscopie a fluorescence.

2.4. Immunoprécipitation et Western Blot

Aprés avoir transfecté les cellules HelLa pendant deux jours avec les plasmides
construits (pcDNA-3FLAG-DDX10, pcDNA-3FLAG-DDX10A et pcDNA-3FLAG-DDX10-
L566V), elles ont été lavées avec du PBS puis le fond des pétris a été gratté pour
récupérer le maximum de cellules. Ces dernieres resuspendues dans 3 ml de PBS ont
été transférées dans des tubes de 15 ml et centrifugées pendant 10 minutes a une
vitesse de 500 xg. Les culots ont été lavés 3 fois avec 3 ml de PBS et ils ont été
resuspendus avec 1 ml de NET-2 (20 mM Tris, 150 mM NaCl et 0.05% NP-40, pH 7.5)
contenant du «Complete cocktail» (inhibiteur de protéase, Roche) et du RNasin
(inhibiteur de RNase, Promega). Les solutions ont été soniquées 6 fois durant 15
secondes a l'aide du sonicateur puis elles sont centrifugées pendant 10 minutes a une

vitesse de 15000 xg a 4°C. Pour garder un controle positif constitué de protéines
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totales, 50 pl est extrait de chaque solution. Les protéines totales ont été dosées puis
350 pg d'extrait protéique a été incubé avec les billes d'agarose anti-FLAG (M2, Sigma)
déja lavées 3 fois avec du NET-2. Le mélange de billes et d’'extrait protéique a été
incubé dans le Nutator (agitateur) pendant une heure a 4°C. Ensuite, les billes ont été
lavées 3 fois avec 1 ml de NET-2 et centrifugées pendant une minute a une vitesse de
500 xg. Pour analyser les protéines liées aux billes, 30 pl de tampon SDS 2X a été
mélangé par inversion avec les billes et 5 yl de SDS 6X pour les extraits totaux puis ils
ont été incubés a 95°C pendant 5 minutes. Les billes ont été centrifugées a une vitesse
de 500 xg pendant 5 minutes et les surnageant et les extraits protéiques ont été
installés sur le gel SDS-PAGE (gel d’acrylamide de 8%). Aprés la migration, les bandes
de protéines ont été transféréeé sur une membrane de PVDF pendant 30 minutes.
Ensuite, la membrane a été traitée avec le rouge de ponceau pour visualiser les bandes
et I'état de transfert puis la membrane a été séchée dans un papier Whatman pendant
toute la nuit. Le lendemain la membrane a été bloquée pendant 30 minutes avec 5% de
lait dans du PBS. Par la suite, on a ajouté I'anticorps primaire (anti-FLAG, souris) dans
la solution de blocage pendant une heure avec agitation suivi par le ringage 3 fois avec
du PBS puis l'incubation avec 'anticorps secondaire (anti-souris d’une dilution 1/20000)
couplé a la peroxidase (HRP) pendant une heure avec agitation. La membrane a été
lavée 4 fois pendant 5 minutes avec du TBS-Tween et incubée avec la solution de
chemiluminescence (Millipore) pendant 5 minutes. Dans la chambre noire, la membrane
a été exposée a un film autoradiographique dans une cassette protégeant contre la

lumiére pendant une durée spécifique selon lintensité du signal. Le lendemain, la
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membrane a été lavée fortement avec du TBS-Tween pendant une a deux heures et le
méme processus est répété en bloguant la membrane 30 minutes avec 5% de lait dans
du PBS mais cette fois I'anticorps primaire anti-Che1 lapin et I'anticorps secondaire

anti-lapin (1/100000) sont ajoutés pour la détection de la protéine Che1.

Pour comparer lI'expression de FLAG-DDX10 dans deux différents plasmides, les
cellules Hela ont été transfectées avec les plasmides pBact-FLAG-DDX10 (construit a
partir de pBact-Myc) ou pcDNA-3FLAG-DDX10 pendant deux jours. Pour construire le
plasmide pBact-FLAG-DDX10, le vecteur pBact-FLAG est linéarisé a I'aide de 'enzyme
de restriction EcoRI et le fragment de DDX10 amplifié par PCR est ligué au vecteur. De
méme, les cellules HeLa ont été transfectées avec les plasmides pcDNA-3FLAG-DKC1
(exprimant la protéine Dyskérine taguée a 3FLAG) ou pBact-FLAG-DKC1 (Pogacic et
al., 2000) utilisés comme contr6les positifs. Cette transfection a été suivi par I'extraction
protéique et 10 ug de protéines de chaque extrait ont été ajoutés dans un gel
d’'acrylamide. En immunobavardage, des anticorps anti-FLAG ont été utilisés pour
détecter 'expression de FLAG-DDX10 en utilisant le méme protocole de celui a la page

précédente.

2.5. Double Hybride

Le systéme de double hybride est utilisé pour déterminer une interaction directe entre
deux protéines. Pour évaluer l'interaction entre DDX10 et Che-1, la souche de levure
AH109 a été employée dans laquelle les deux protéines mammiféres sont exprimées.

Cette souche contient trois genes rapporteurs (ADE2, HIS3 et MEL1), qui peuvent étre
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activés par linteraction des deux protéines (proie et appat) (Fig.2.1). Le cadre de
lecture ouvert (ORF) de la protéine «appéat» a été clonée dans le plasmide pGBKT7 de
Clontech qui contient le géne de résistance a la kanamycine et le marqueur TRP1. La
protéine «proie» a été clonée dans le plasmide pGADT7 contenant le géne de
résistance a I'ampicilline et le marqueur LEU2. Les deux génes (ORF) DDX10 et Che-1
ont été respectivement clonés entre les sites de restriction Xmal et Sall des plasmides

pGBKT7 et pGADT7 aprés avoir amplifié les séquences par PCR.

s hiybrid of tha GAl4 DNA-binding domain {BD} .nd in X
n bim ta the GAL1 UAS (umt.m acﬁvuln{g SRR
bant witha {3 mmu domain (AD).

"'"‘ GALY UAS ! PHOMOTER - | IacZ (orHiS® reporier ge

The hyhivid of the GALA {RD) swd p Y
cannot localize to the UAS snd thus does not octivats transcription,

~ GALTUAS | PrOMOTER | | I=cZ for WIS3) roporier gone.

Ineraction betveser the X acd ¥ ponions af the twe rid proteing in vive
¢ e e M e L e Tk

= & L

transcription

_ lac? for HIS3) vaporiery gene

GALI UAS | PROMOTER

Figure 2.1. Le systéme de double hybride chez la levure. A) La protéine «bait» fusionnée au domaine de
ligison de 'ADN (DNA-binding domain) qui se lie a GAL1 UAS. Mais cela ne peut pas activer la
transcription sans le domaine d’activation. B) et C) La protéine «prey» associée au domaine d’activation
se lie a la protéine «bait» pour permettre d’activer la transcription. Tirée du manuel de Clontech.

Les deux plasmides pGBK-DDX10 et pGAD-Che-1 sont co-transformés dans la souche
AH109. Le traitement chimique LiOAc a été utilisé avec la recommandation de la
compagnie «Clontech» (Gietz et al., 1992). Ensuite, les cellules ont été resuspendues

dans le tampon TE (Tris et EDTA) puis étalées sur des plaques SD-Leu-Trp (milieu
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contenant des acides aminés en absence de la leucine et le tryptophane) et incubées
pour plusieurs journées a 30°C. Quatre colonies de chaque plaque ont été
sélectionnées et étalées de nouveau sur le méme type de milieu (SD-Leu-Trp) pendant
quelques jours a 30°C. Par la suite, un amas de colonies a été prélevé et étalé sur un
milieu SD-Leu-Trp-His (milieu contenant des acides aminés a I'exception de la leucine,
tryptophane et histidine). Si les colonies poussent dans le milieu dépourvu d'histidine,
donc linteraction entre les deux protéines est présente. (Réf. Matchmaker™ GAL4

Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual de Clontech (Maple et Moller, 2007)).

2.6. GST-PuliDown

Cette technique permet de vérifier une interaction directe entre les protéines DDX10 et
Che-1. Tout d’abord, il a fallu cloner le géne DDX10-AN (portion C-terminal de DDX10)
et ses mutants dans le plasmide pGEX-4T-1 entre les sites de restriction Xmal et Xhol
en aval du géne gst (Glutathione S-Transferase), pour finalement obtenir le plasmide
pGEX-DDX10-AN. Par la suite, ce plasmide a été transformé dans les bactéries E. coli
«Rosetta, Novagen) pour I'expression des protéines recombinantes et étalé sur une
plaque de gélose en présence d’ampicilline et de chloramphénicol a 37°C toute la nuit.
Une colonie a été sélectionnée le lendemain et incubée dans 3 ml de LB avec
ampicilline et chloramphénicol & 37°C avec agitation afin d’obtenir une densité optique
d’environ 0.5. Une solution de 1 mM d'IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) a

été ajoutée dans le milieu pour continuer l'incubation pendant une heure a 30°C. Les
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bactéries ont été installées sur la glace et soniquées 5 fois pendant 15 secondes.
Ensuite, elles ont été centrifugées pendant 10 minutes a 8000 rpm et le surnageant a
été récupéré contenant les protéines recombinantes. L’extrait protéique contenant GST-
DDX10 a été ajouté aux billes de glutathione-sépharose (Pharmacia) préalablement
lavées avec du NET-2 a 4°C pendant une heure sur le Nutator. Cette étape a été suivie
par un lavage avec du NET-2 et I'ajout de I'extrait protéique sur les billes pendant une
heure a 4°C sur le Nutator. On a élué avec le tampon d’élution (50 mM Tris-HCI, 10 mM
reduced glutathione, pH 8.0) et I'éluat a été déposé sur un gel de protéine pour vérifier
la qualité de purification en ayant un contrble négatif d’extrait protéique de bactéries
«Rosetta» non induites. (GST Gene Fusion System, Amersham Biosciences) (Klinga-

Levan et al., 1993).

2.7. Régulation de I'expression de la protéine DDX10

Dans le but de réguler I'expression de la protéine DDX10, la séquence correspondante
a siRNA5 «small interfering RNA» (Qiagen) dirigé contre TARNm de DDX10 a été
clonée dans le plasmide pSingle-tTS-shRNA (Clontech) en digérant avec 'enzyme de
restriction Hindlll pour obtenir la séquence en aval du promoteur pTRE-U6. La
production du siRNA5 se manifeste seulement en ajoutant la doxycycline ou la
tétracycline (0.5-2 yg/ml) dans le milieu. Cela permet de contréler la suppression de
DDX10 dans la cellule. Cependant, siRNAS a été dirigé seulement envers la séquence
3'UTR de 'ARNm DDX10 endogeéne. Théoriguement, /ARNm DDX10 exogéne ne

devrait pas étre altéré parce qu'il contient une séquence 3'UTR différente de celle de
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I'endogéne. Ainsi, une lignée stable de cellules HelLa a été créée (selon le protocole de
la section 2.2) a partir du plasmide construit (pSH-DDX10) contenant le marqueur a la
néomycine (neo") et code pour le suppresseur tTS. En paralléle, une lignée stable a été

créée a partir du plasmide pSingle-tTS-shRNA utilisée comme contrdle négative.

Pour étudier les mutants de DDX10, cette lignée stable dérivée de cellules HelLa (HelLa-
pSH-DDX10) a été transfectée avec les plasmides (pcDNA-3FLAG-DDX10, pcDNA-
3FLAG-DDX10A et pcDNA-3FLAG-DDX10-L566V) et incubée pendant 48 heures avec
1 ug/ml de doxycycline. Des cellules non transfectées ont été utilisées comme contrdles
induites ou non a la doxycycline. Par la suite, on a trypsinisé les cellules et centrifugé a
1500 rpm pendant 10 minutes. Les culots ont été lavés avec du PBS et resuspendus
dans du Trisol (Invitrogen) (1 ml pour 10 million de cellules) puis incubés pendant 5
minutes a la température de la piéce. Ensuite, 0.2 ml de chloroforme ont été ajoutés a
chaque ml de Trizol. Aprés quelques minutes d’incubation, les échantillons ont été
centrifugés pendant 10 minutes a une vitesse de 15000 xg a 4°C. La phase aqueuse
(surnageant) est mélangée avec de l'isopropanol (0.2 ml par ml de Trizol) et centrifugée
pendant 10 minutes a une vitesse de 12000 xg a 4°C. Le culot a été lavé avec de
I'éthanol et resuspendu dans de I'eau (RNase free). On a procédé, par la suite, avec
une RT-PCR aléatoire en utilisant un «Master Mix» du kit «TagMan» de la compagnie
Invitrogen contenant I'enzyme reverse transcriptase (RT) pour obtenir des séquences
d’ADN a partir ’ARN. Par la suite, un PCR a été réalisé en utilisant des amorces
dirigées contre DDX10 en amont de I'extension C-terminale. Des amorces dirigées

contre GAPDH ont été utilisées dans le but d’avoir un contréle de chargement sur gel.
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Aussi, un contréle sans RT est utilisé pour déterminer si une contamination d’ADN a eu

lieu dans I'échantillon d’ARN.

2.8. FACS et prolifération cellulaire

Des cellules HelLa ont été ensemencées dans une plaque de six puits (100000
cellules/puit) et transfectées, le lendemain, avec les constructions pBact-FLAG-DDX10,
pBact-FLAG-DDX10A, pBact-FLAG-DDX10-L566V et le plasmide EGFP en utilisant
'agent de transfection Fugene HD (voir méthode section 2.2). Deux jours plus tard, les
cellules ont été comptées a 'hématimetre et centrifugées a 1500 rpm pendant 10
minutes. Le culot a été resuspendu dans 200 pl de PBS froid ajouté par 4 ml d’'éthanol
70% froid pour les garder réfrigérées pour une durée de 24 a 72 heures. Ensuite, les
cellules ont été centrifugées pendant 5 minutes a 1000 rpm et le culot a été resuspend
avec 1 ml de solution de Propidium (40 pg/ml de Propidium lodide et 10 pl de RNase A
/950 pl de PBS). On a incubé pour une durée de 30 minutes a 3 heures et on a lu les

échantillons au FACS «Fluorescence-activated cell sorting».

Finalement, la prolifération cellulaire a été étudiée en immunofluorescence a I'aide de la
protéine Ki-67. Cette derniére, trouvée majoritairement dans le nucléole, est utilisée
comme un marqueur de prolifération. Des cellules HeLa ont été transfectées avec les
constructions pBact-FLAG-DDX10, pBact-FLAG-DDX10A et/ou pBact-FLAG-DDX10-
L566V et incubées pendant 2 jours (voir méthode de la section 2.2). Par la suite, des
expériences d’'immunomicroscopie ont été réalisées en utilisant I'anticorps anti-Ki-67

comme anticorps primaire et un anticorps secondaire (alexa 488) anti-lapin selon le




protocole de la section 2.3. Des quantifications, avec le programme ImageJ, ont été
effectuées pour calculer la quantité de fluorescence sur chaque lamelle et faire la

comparaison avec les différentes constructions utilisées.
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CHAPITRE Ill: RESULTATS

3.1. Détection de la protéine 3FLAG-DDX10 dans les cellules HelLa par

immunomicroscopie.

Le but de 'expérience suivante est de déterminer la distribution de la protéine DDX10

dans les cellules Hela.

Aprés avoir obtenu la lignée stable de cellules HelLa possédant la protéine 3FLAG-
DDX10wt, 3FLAG-DDX10A et/ou 3FLAG-DDX10-L566V, les cellules ont été installées
sur des lamelles et gardées pendant 48 heures a 37°C. Par la suite, les lamelles ont été
révélées en immunomicroscopie en utilisant I'anticorps anti-FLAG de lapin et anti-
Fibrillarine de souris (contrfle pour le nucléole). Dans la Figure 3.1, on observe
seulement quelques nucléoles en vert (DDX10) comparativement au contréle positif
(rouge, Fibrillarine). Ce résultat était surprenant compte tenu qu’il est attendu d’avoir
tous les nucléoles en vert dans la lignée stable possédant la construction 3FLAG-

DDX10 résistante a la néomycine.

Fibrillarine Merge DAPI

- - - - o
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Figure 3.1. Immunomicroscopie de la lignée stable possédant la construction FLAG-DDX10. Les
anticorps anti-FLAG (vert) et anti-Fibrillarine (rouge) ont été utilisés respectivement pour la détection de

FLAG-DDX10 et du marqueur de nucléole (Fibrillarine). Le bleu représente DAPI colorant les noyaux.

3.2. Détection de la protéine 3FLAG-DDX10 exprimée dans les cellules Hela par

immunobavardage.

Dans l'objectif d’analyser I'expression de DDX10 en provenance des deux plasmides
pBact-FLAG et pcDNA3.1, des cellules HeLa ont été transfectées transitoirement avec
les plasmides pcDNA-3FLAG-DDX10wt, pBact-FLAG-DDX10wt, pcDNA-3FLAG-DKC1
et/ou pBact-FLAG-DKC1 dont les deux deriers encodent pour la Dyskérine. Les
plasmides d’origine pcDNA3.1 possédent un promoteur CMV différent de celui dans le
plasmide pBact. Dans la figure 3.2, on remarque I'absence de la bande correspondant a
Dyskérine, lorsqu'on transfecte les cellules avec le plasmide pcDNA-3FLAG-DKCH1.
Tandis qu'elle est présente dans le cas de la transfection avec le plasmide pBact-
FLAG-DKC1. Aussi, on observe que DDX10 est beaucoup moins exprimée lorsqu’on
transfecte les cellules avec le plasmide pcDNA-3FLAG-DDX10wt comparativement a la
transfection avec le plasmide pBact-FLAG-DDX10wt. L'expression de FLAG-DDX10wt
est présentée par une bande autour de 105 kDa et celle de la protéine FLAG-dyskérine

est a I'entour de 60 kDa.
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Figure 3.2. Expression de la protéine 3FLAG-DDX10 dans les cellules HeLa. Inmunobavardage
montrant 'expression de la protéine 3FLAG-DDX10 en provenance des plasmides pcDNA-3FLAG-
DDX10 et pBact-FLAG-DDX10 dans les cellules HelLa. La protéine Dyskérine (DKC1) est exprimé

similairement en utilisant les mémes plasmides pcDNA-3FLAG et pBact-FLAG.

3.3. Etude de la lignée stable HeLa-pSH-DDX10 transfectée avec les mutants de

DDX10.
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Le but de cette expérience est de tester I'effet de l'induction de la lignée stable (HelLa-
pSH-DDX10) a la doxycycline sur I'expression de DDX10. Aussi, on veut observer I'effet
de sauvetage des mutants de DDX10 lorsque I'expression de DDX10 endogéne est
bloquée. La lignée stable pSH-DDX10 est transfectée avec les constructions pBact-
FLAG-DDX10wt, pBact-FLAG-DDX10A et/ou pBact-FLAG-DDX10-L566V pendant 48
heures en ayant des cellules contrbles non transfectées. Dans toutes les conditions, les
cellules sont induites avec 1 pg/ml de doxycycline sauf la moiti€ des cellules non
transfectées. Dans la Figure 3.3, on analyse la quantitt dARNm de DDX10 en
effectuant un RT-PCR avec des amorces dirigées contre la partie codante de DDX10.
Deux clones de la lignée stable HeLa-pSH-DDX10 sont analysés en RT-PCR dont un
exemple est celui de la figure 3.3. L'ARNm de la GAPDH est utilisée comme contrdle de
chargement pour normaliser les bandes de DDX10. Aussi, les controles négatifs (-RT)
sont utilisés pour observer le taux de contamination de I'échantillon d’ARN du départ
avec de 'ADN. Pour bien analyser les résultats, il faut soustraire la bande négatif (-RT)
de la bande positif (+RT) et normaliser la derniere avec la bande de GAPDH. Il est trés
clair que les échantilions d'ARN du départ sont contaminées avec de I'ADN, ceci est
observé dans les puits —RT. Aprés la normalisation des deux bandes de DDX10 dans
les cellules non transfectées induites ou non, il est remarquable que les bandes ont
presque la méme intensité. De plus, les bandes correspondantes aux mutants de
DDX10 sont plus intenses comparé a DDX10wt ou les non transfectées, surtout la

bande du mutant DDX10-L566V une fois hormalisée avec la bande de GAPDH.
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Figure 3.3. Etude de la lignée stable HelLa-pSH-DDX10 en présence des mutants de DDX10.
Comparaison de la quantité de TARNm de DDX10 dans la lignée stable HeLa-pSH-DDX10 transfectée
avec les constructions DDX10wt, DDX10A et/ou DDX10-L566V étudié en RT-PCR. L'analyse de TARNm
de GAPDH est utilisée comme un contrdle de chargement. Des amorces dirigées contre DDX10 et contre
GAPDH ont été utilisées pour effectuer cette expérience. Toutes les conditions sont induites a la
doxycycline a I'exception d'un des contrdles non transfectée (N/T).PM (poids moléculaire), N/T (non
transfectée), N/T ind. (non transfectée et induite a la doxycycline), WT (pcDNA-3FLAG-DDX10wt), A

(pcDNA-3FLAG-DDX10A), L566V (pcDNA-3FLAG-DDX10-L566V) et RT (reverse transcriptase).

3.4. Localisation de DDX10 et de ses mutants avec Che-1 dans les cellules Hel a.

Dans le but d’étudier la co-localisation de DDX10 et ses deux formes mutées avec Che-
1, des cellules HelLa ont été transfectées avec les constructions pBact- FLAG-DDX10,
pBact-FLAG-DDX10A et/ou pBact-FLAG-DDX10-L566V et analysées par
immunomicroscopie en utilisant les anticorps anti-FLAG et anti-Che-1. Le colorant bleu
(DAPI) est utilise comme marqueur du noyau. Dans la figure 3.4, on observe que

FLAG-DDX10 co-localise avec Che-1 dans les nucléoles des cellules transfectées. De
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plus, cette co-localisation des deux protéines apparait aussi avec les deux mutants de

DDX10. Cette co-localisation est indiquée par la couleur jaune (Merge).

FLAG Che-1 Merge

L566V

Figure 3.4. Immunomicroscopie des cellules HelLa transfectées avec les constructions pBact-FLAG-
DDX10 et les mutants. Les protéines FLAG-DDX10 wt, FLAG-DDX10-L566V et FLAG-DDX10A sont
indiquées en rouge, Che-1 en vert et la co-localisation des deux protéines en jaune (Merge). Les noyaux

sont colorés en bleu avec le DAPI.

3.5. Etude de l'immunoprécipitation de FLAG-DDX10 avec Che-1/AATF.
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L’objectif de la prochaine expérience est d'analyser linteraction entre DDX10 et ses
deux formes mutées avec Che-1 en immunoprécipitation. Des celiules HelLa ont été
transfectées avec les constructions pBact-FLAG-DDX10, pBact-FLAG-DDX10A et/ou
pBact-FLAG-DDX10-L566V pendant 48 heures a 37°C. Les extraits protéiques sont,
ensuite, incubés avec des billes d’agarose couplées a des anticorps anti-FLAG. Les
protéines immunoprécipitées avec les billes sont chargées sur un gel de protéine et
transférées sur une membrane de PVDF. Cette derniére a été analysée par
immunobavardage (Western blot) a I'aide des anticorps anti-Che-1/AATF ou anti-FLAG.
Dans la Figure 3.5, Che-1 est présent dans tous les puits sauf dans celui des cellules
HeLa non transfectées (N/T) incubées avec des billes anti-FLAG. L’anticorps anti-FLAG
est utilisé comme controle positif pour confirmer la présence de FLAG-DDX10. On
remarque la présence de cette derniére dans tous les puits sauf dans ceux qui

correspondent aux cellules HeLa non transfectées.

L566V A WT N/T

IP d P T IP T e T

WB: Che-1

WBRB: FLAG
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Figure 3.5. Immunobavardage de l'interaction entre FLAG-DDX10 et Che-1. Un extrait de cellules HeLa
exprimant FLAG-DDX10wt, FLAG-DDX10A et FLAG-DDX10-L566V a été utilisé pour des
Immunoprécipitations (IP) anti-FLAG. Che-1 est présent dans tous les puits sauf dans celui
correspondant a I'extrait protéique dépourvu de FLAG-DDX10 et incubé avec les billes. Western blot

(WB), extrait total (T), immunoprecipitation (IP) et extrait des cellules non transfectées (N/T).

3.6. Etude du cycle cellulaire des cellules HelLa transfectées avec les mutants de

DDX10.

Des cellules HelLa ont été transfectées avec les constructions pBact-FLAG-DDX10wt,
pBact-FLAG-DDX10A et/ou pBact-FLAG-DDX10-L566V pendant 48 heures suivies par
une analyse par FACS «Fluoresence-activated cell sorting». Cette expérience a permis
d’étudier les différentes phases du cycle cellulaire et de déterminer la proportion de
cellules dans chacune des phases et conclure I'état de la cellule (sénescence, division,
etc.). Dans la Figure 3.6, on voit qu'avec le mutant DDX10-L566V, plus de cellules sont
présentes en phase G2/M et en phase S. Un cas un peu différent est celui du mutant
DDX10A : la présence des cellules en phase S est plus grande qu’en phase G1 ou G2,
mais cela n’est pas tres significatif. Ces données ne sont pas considérables parce que
la différence entre les colonnes n’est pas assez grande. Des cellules Hela transfectées
avec les plasmides EGFP et pBact-FLAG-DDX10wt sont utilisées comme contrbles.

est évident de voir le chevauchement des résultats entre les colonnes, surtout en
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présences des barres d'erreurs; ce qui est difficile de tirer une conclusion aprés

lanalyse.
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Figure 3.6. Effet des mutations de DDX10 sur le cycle celiulaire. Les cellules HelLa ont été transfectées

avec différents plasmides pendant 48 heures. Elles sont ensuite fixées et colorées avec le propidium

iodide (PI) et analysées en «Fluoresence-activated cell sorting» (FACS). Les cellules HelLa transfectées

avec pBact-FLAG-DDX10-L566V se trouvent plus en phase G2/M et en phase S (violet). Tandis que les

cellules transfectées avec pBact-FLAG-DDX10A (vert) accumulent [égérement en phase S, comparés a

des cellules Hela transfectées avec les plasmides EGFP ou pBact-FLAG-DDX10wt (bleu et rouge,

respectivement). WT: pBact-FLAG-DDX10wt, Delta: pBact-FLAG-DDX104, L566V: pBact-FLAG-

DDX10-L566V. (n=3)

3.7. Effet des mutants de DDX10 sur la prolifération cellulaire.
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Des celiules HeLa (100 mille cellules/puits) ont été transfectées avec les constructions
pBact-FLAG-DDX10wt, pBact-FLAG-DDX10A ou pBact-FLAG-DDX10-L566V et elles
sont incubées pendant 2 jours. Les cellules vivantes sont comptées avec 'hématimétre
sous le microscope pour étudier le taux de prolifération des cellules transfectées avec
les différents plasmides. Dans la Figure 3.7, le nombre de cellules HelLa transfectées
avec EGFP et FLAG-DDX10wt diminue due, probablement, a 'agent de transfection qui
est legéerement toxique pour la cellule. Malgré cette mortalité, les cellules HelLa
transfectées avec FLAG-DDX10A proliferent 1.6 fois plus que les celiules HelLa
controles. De méme, les cellules Hela transfectées avec FLAG-DDX10-L566V
accélérent leur prolifération de 1.8 fois comparativement aux cellules HelLa contrdles.
Cependant, il aurait été préférable de réaliser un test d’efficacité de la transfection des

différents plasmides en utilisant un plasmide codant pour lacZ.
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Figure 3.7. Effet des mutations de DDX10 sur la prolifération cellulaire. Des cellules HelLa transduits avec
les constructions EGFP, pBact-FLAG-DDX10 (WT), pBact-FLAG-DDX10A (delta) ou/et pBact-DDX10-
L566V (LV) ont été compté deux jours aprés la transfection. Le bleu de trypan a été utilisé pour colorer en
bleu les cellules mortes et pouvoir compter les cellules blanches. Le nombre de cellules Hela
transfectées avec DDX10A ou DDX10-L566V est plus grand comparé a celui des cellules contenant les
plasmides EGFP ou FLAG-DDX10. Aprés avoir répété |'expérience trois fois (n=3), la moyenne des
valeurs obtenues montre que les cellules possédant DDX10-L566V sont 1.8 fois plus nombreuses que
les cellules controles. De méme, les cellules avec DDX10A sont présentes 1.6 fois plus comparativement

aux controles.

3.8. Etude du marqueur de prolifération cellulaire (Ki-67) dans les cellules Hela

transfectées avec les mutants de DDX10.

Les cellules HelLa ont été transfectées avec les constructions pBact-FLAG-DDX10,
pBact-FLAG-DDX10A et/ou pBact-FLAG-DDX10-L566V et analysées par
immunomicroscopie. L’anticorps anti-Ki-67 détecte le marqueur de prolifération
cellulaire localisé majoritairement dans le nucléole. Un anticorps anti-fibrillarine est
utilis€ comme marqueur du nucléole. Le but de cette expérience est de détecter la
fluorescence moyenne de plusieurs champs microscopiques et de pouvoir comparer les
valeurs entre autres. La figure 3.8 est une image exemple parmi plusieurs utilisées pour
faire la quantification de la fluorescence; on observe ainsi la protéine Ki-67 en vert et
fibrillarine en rouge. La co-localisation des deux protéines est représentée par la
couleur jaune (Merge). Le Tableau 3.1 représente la quantification moyenne de Ila
fluorescence en couleur vert de cing champs microscopiques. Les valeurs ci-dessous

représentent celles mesurées dans toutes les cellules incluant celles dépourvu de
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plasmide. La valeur la plus élevée est celle des cellules transfectées avec le mutant
DDX10-L566V (21.91), comparativement aux cellules Hela transfectées avec FLAG-
DDX10 (9.15). Cependant, en ce qui concerne le mutant DDX10A, la valeur moyenne
est de 14.79, indiquant deux fois plus d’intensité comparativement aux cellules
transfectées avec DDX10 sauvage. Les cellules Hel.a transfectées avec FLAG-DDX10
sont utilisées comme contréle. Pour améliorer I'expérience, on aurait pu utiliser des
anticorps anti-FLAG pour identifier les cellules ayant recu le plasmide et ainsi faire la

quantification sur ces cellules en particulier.
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Figure 3.8. Etude de la prolifération cellulaire chez les cellules HeLa en immunomicroscopie. Des
anticorps anti-Ki-67 (facteur de prolifération) ont été utilisés en immunomicroscopie des cellules HelLa

transfectées avec des constructions DDX10wt, DDX10A et/ou DDX10-L566V.

Tableau 3.1. Valeur moyenne de l'intensité de la fluorescence de chaque cellule

exprimant Ki67.

DDX10wt | DDX10A | DDX10-L566V | incertitude

Moyenne 9.15 14.79 21.91 (+/-) 2.8

3.9. Expression de la protéine recombinante GST-DDX10AN dans les bactéries

Rosetta.

Le but de cette expérience est de déterminer la température et le temps d’incubation
convenables de linduction de la protéine recombinante GST-DDX10 par I'lPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) et avoir la meilleur expression dans les
bactéries E.coli «Rosetta». La température est variée de 30°C a 37°C en changeant
aussi le temps d’incubation de 0, 30, 60 et 120 minutes et pour permettre d’analyser
laquelle des conditions est la meilleure pour obtenir une expression maximale et le
minimum de dégradation. Cing ug d’extrait de protéines obtenu pour chaque condition a
été chargé dans le gel d'acrylamide et détecté par immunobavardage en utilisant
I'anticorps anti-GST. Dans la Figure 3.9, on observe |la bande la plus haute autour de 95

kDa qui représente la protéine de fusion GST-DDX10AN. Le reste des bandes sont des
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dégradations de cette protéine. On remarque qu'aprés une heure d’incubation,
I'expression de la protéine recombinante est maximale, mais les dégradations sont trés
importantes. La condition idéale est celle de 2 heures d'induction a 30 °C, pour laguelle
le ratio (expression/dégradation) est au maximale comparativement a toutes les pistes.
Un controle de Rosetta dépourvue de plasmide pGEX-DDX10AN est utilisé comme

contrble négatif.
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Figure 3.9. Expression de la protéine DDX10 dans les bactéries Rosetta. Ces derniéres ont été
transformées avec le plasmide pGEX-DDX10AN et induites avec I'lPTG sous différentes conditions en
alternant la température entre 30 Wea37°C. 1 temps d’incubation est varié de 0 & un maximum de
deux heures. L'extrait bactérien de chaque condition est chargé sur gel d’acrylamide et détecté par un
immunobavardage en utilisant 'anticorps anti-GST. Les bandes autour de 95 kDa représentent la
protéine recombinante GST-DDX10-AN. Des bactéries Rosetta non induites ont été utilisées comme

contréle négatif.
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CHAPITRE IV- DISCUSSION

4.1. Le plasmide pcDNA-3FLAG est un mauvais choix pour I'étude de DDX10.

Le plasmide pcDNA3.1 posséde le géne de résistance a la néomycine. Le choix de ce
plasmide a permis de créer une lignée stable avec les constructions pcDNA3.1-3FLAG-
DDX10, pcDNA3.1-3FLAG-DDX10A et/ou pcDNA3.1-3FLAG-DDX10-L566V. Aussi, la
lignée stable permet de compter les cellules pour évaluer la prolifération. Un des clones
de cellules HeLa pcDNA-3FLAG-DDX10 est étudié en immunomicroscopie en utilisant
les anticorps anti-FLAG et anti-fibrillarine (Fig. 3.1). On s’attendait a observer des
nucléoles en vert qui co-localisent avec la fibrillarine. Cependant, en ignorant le bruit du
fond, on remarque que la plupart des nucléoles ne sont pas colorés. Ces cellules
proliferent dans un milieu contenant de la néomycine, ce qui montre que les cellules ont
recu le géne de résistance. Mais la protéine DDX10 n’est pas exprimée, vu en
microscopie, ce qui suggere le fait que le géne de cette protéine a été intégré dans le
génome dans un mauvais endroit empéchant son expression. Aussi, il se peut que le
promoteur CMV soit méthylé inhibant ainsi I'expression de FLAG-DDX10 dans la lignée

stable. Tout cela suggére que pcDNA3.1 n'est pas un bon choix pour exprimer DDX10.

Lorsqu’'on procéde avec la transfection transitoire avec le plasmide pcDNA3.1-3FLAG-
DDX10 et/ou ses mutants, la présence de FLAG-DDX10 est clairement détecté dans le
nucléole par immunomicroscopie a l'aide de l'anticorps anti-FLAG (données non

présentées). En utilisant 'agent de transfection FUGENE HD, 55% des cellules Hela
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recoivent le plasmide. Des résultats presque similaires sont obtenus en transfectant les
cellules Hela avec le plasmide pBact-FLAG-DDX10. On voit que FLAG-DDX10 est
présente dans le nucléole d’environ 65% des cellules (Fig. 3.4). Aprés avoir effectué
immunobavardage avec ['anticorps anti-FLAG, les résultats montrent que FLAG-
DDX10 et FLAG-dyskérine (FLAG-DKC1) sont exprimées fortement avec les plasmides
pBact-FLAG-DDX10wt et pBact-FLAG-DKC1, tandis que I'expression de FLAG-DDX10
avec le plasmide pcDNA-3FLAG-DDX10 est beaucoup plus faible (Fig. 3.2) ou parfois
inexistante (données non présentées). De méme, I'expression de FLAG-dyskérine dans
les cellules avec le plasmide pcDNA-3FLAG-DKC1 est toujours absente. Tout cela
permet de confirmer que le plasmide pcDNA3.1 n’est probablement pas un bon choix
pour I'expression de FLAG-DDX10. Ceci nous a obligés a continuer le projet de

recherche avec le plasmide pBact-FLAG-DDX10.
4.2. Créer une lignée stable avec le plasmide pSH-DDX10 dans les cellules Hel a.

Dans le but de réguler I'expression de DDX10 d’'une maniére constante et contrélable,
une lignée stable a éte créée a partir du plasmide pSH-DDX10 qui code pour un siRNA
dirigé contre TARNm de DDX10. Lorsqu'on ajoute la doxycycline dans le milieu, le
promoteur est induit et permet la production du siRNA-DDX10. Cependant, le pSH-
DDX10 construit n'est pas assez efficace pour produire des siRNA contre DDX10. Ceci
est observé dans la figure 3.3 qui montre qu’'en présence de la doxycycline, (induction
du promoteur et production de siRNA), 'TARNm de DDX10 est produit en quantité égale

comparable au non induit (N/T ind. et N/T, respectivement). Les bandes du bas
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représentent TARNm de GAPDH utilisé comme contréle de chargement. De plus, la
lignée transfectée avec la construction FLAG-DDX10wt devrait donner une bande
beaucoup plus intense car le siRNA-DDX10 est dirigé contre TARNm de DDX10
endogéne en ciblant seulement la région 3'UTR. De plus, le contrble de chargement
indique un signal fort, et donc, on s’attendait a voir une bande plus intense que le non
transfectée induit (N/T ind.). C’est le principe de sauvetage «rescue» qui permet de
produire la méme quantité ’ARNm de DDX10 perdue lors de l'induction. Pour les deux
mutants de DDX10, le cas est différent. En se basant sur le contréle de chargement, les
bandes qui représentent les ARNm de DDX10A et DDX10-L566V sont plus intenses
que le contréle (N/T ind.). Le DDX10-L566V attire I'attention parce qu'on a chargé une
quantité minime puis la bande sort d’'une intensité assez forte. Donc le principe de
sauvetage fonctionne pour les deux mutants de DDX10. Des contréles négatifs ont été
utilisés dans chaque cas, réaction sans la reverse transcriptase (RT), indiquant ici la
contamination des échantillons d’ARN de départ en ADN. En conclusion, cette lignée
n'est pas fiable puisqu'en cas d’induction de la production de siRNA, la quantité
d’ARNm DDX10 ne semble pas d’avoir diminuée. Malgré 'effet de sauvetage du cas du
mutant DDX10-L566V, il est évidant de se baser sur une lignée stable assez solide

dans le contexte de la réduction de I'expression de DDX10.

4.3, Che-1/AATF est associé a DDX10 dans le nucléole.
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Chez la levure, il a été démontré en co-immunoprécipitation que I'homologue de
DDX10 (Dbp4) et 'homologue de Che-1 (Bfr2) sont associées (données non
présentées). Le but de cette expérience est de déterminer si cette association existe
aussi chez les mammiféres et d’étudier si les mutations de DDX10 affecteraient cette
association. Dans la Figure 3.4, des cellules HelLa sont transfectées avec les
constructions FLAG-DDX10wt, FLAG-DDX10A et/ou FLAG-DDX10-L566V. Des
expériences d'immunomicroscopie ont été faites aprés 2 jours de transfection en
utilisant les anticorps anti-FLAG (rouge) et anti-Che-1 (vert). Dans le «Merge» la
couleur jaune indique une co-localisation de DDX10 et Che-1. Les images montrent que
DDX10 et Che-1 co-localisent dans le nucléole. Aussi, la méme chose est observée
chez les deux mutants de DDX10, ce qui indique que la présence des mutations ne

change pas le fait que DDX10 co-localise avec Che-1 dans le nucléole.

Les expériences d'immunoprécipitation sont effectuées pour déterminer I'association
entre les deux protéines. On remarque que les bandes autour de 95 kDa sont présentes
dans toutes les pistes sauf dans celle de I'lP avec de l'extrait provenant des cellules
non transfectées. Donc, Che-1 est associée a la forme sauvage de DDX10 de méme
gu’avec les formes mutées. Ainsi, les mutations de DDX10 dans I'extension C-terminale
n'affectent pas l'association de DDX10 avec Che-1. L’anticorps anti-FLAG est utilisé
pour confirmer les données et démontrer la présence de FLAG-DDX10 autour de 105
kDa. Le signal fort dans I'lP DDX10A et du faible signal de Che-1 comparativement au
autres IP suggere une diminution de I'association entre les deux protéines en cas de ce

mutant 1a. Enfin, il est trés remarquable le signal fort dans les IP comparativement aux
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extraits totaux «input» avec l'anticorps anti-FLAG, qui peut s’expliquer par le fait que la
protéine recombinante est plus pure dans les IP, ce qui permet une meilleure liaison de
I'anticorps sur la protéine. Il aurait été idéal d'employer des anticorps IgG non-
spécifiques pour déterminer la spécificité du signal. Ceci aurait pu améliorer la qualité

de I'expérience.

4.4. Effet des mutations de DDX10 sur la prolifération cellulaire.

Les deux mutations de DDX10 ont été trouvées chez des patientes atteintes du cancer
du sein. Des expériences de FACS «Fluorescence-activated cell sorting» ont été faites
pour déterminer |'effet des deux mutations de DDX10 sur le cycle cellulaire. Dans la
Figure 3.6, les cellules HelLa ont été transfectées avec les constructions FLAG-
DDX10wt, FLAG-DDX10A et/ou FLAG-DDX10-L566V ainsi que le plasmide EGFP puis
on a procédé avec le FACS apreés 2 jours. Dans la population de cellules transfectées
avec DDX10A, le pourcentage de cellules en phase G1 diminue de 2.27% et de 40.7%
en G2/M, et augmente de 14.8% en phase S et diminue comparativement au contréle
DDX10wt. Ces résultats suggerent que la présence de DDX10A dans la cellule permet
sa rentrée en phase S. Pour DDX10-L566V, le cas est un peu différent; le pourcentage
de cellules diminue de 11.7% en G1, augmente de 10.5% en S et de 68.5% en G2/M.
Cela nous permet de suggérer que la mutation ponctuelle conduit les cellules vers la
phase S et vers la phase G2/M du cycle cellulaire. Ces derniers résultats sont plus
significatifs que ceux obtenus avec la transfection au DDX10A parce que les cellules

ont tendances a se trouver plus dans la phase de division cellulaire.
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Le test de comptage cellulaire est effectué en parallele avec I'expérience de FACS. |l
permet de comparer le nombre de cellules de chaque population étudiees et de voir si
les mutations de DDX10 affectent le nombre de cellules. Comme pour le FACS, au jour
0, les cellules ont été ensemencées et au jour 1, les cellules HeLa ont été transfectées
avec les trois constructions de DDX10 et/ou le plasmide EGFP (Fig. 3.7). Deux jours
apres, les cellules possédant la mutation DDX10A proliférent 1.6 fois plus rapidement
que les cellules possédant DDX10 sauvage ou EGFP. La mortalité cellulaire est prise
en considération puisque I'agent de transfection est Iégérement toxique. De plus, les
cellules possédant la mutation DDX10-L566V poussent en moyenne 1.8 fois plus vite
que les cellules exprimant DDX10 sauvage. Toutes ces données montrent que les
mutations jouent un réle important dans la croissance cellulaire et dans 'accélération de
la prolifération cellulaire. Cependant, les deux expériences précédentes ne sont pas
suffisantes pour permettre de faire le lien direct avec la prolifération. Nous avons réalisé
'immunomicroscopie pour vérifier la présence du marqueur de prolifération (Ki67) qui
est plus présent lorsque la cellule est en division. Dans la Figure 3.8, les cellules HelLa
sont toujours transfectées avec les trois constructions de DDX10. En
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