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RESUME

Dbp4 est une ARN hélicase de la famille DEAD-box. Elle est hautement
conservée et essenticlle pour la survie de la cellule puisqu'elle participe au processus
de maturation de 'ARN ribosomique (ARNr) 18S. Dbp4 est formée dun cceur
catalytique conservé chez les protéines DEAD-box, d'une courte partic N-terminale et
d'une extension C-terminale qui couvre ~50% de la longueur de la protéine et qui lui
confére sa spécificité. Dans le cadre de ce projet, je voulais identifier, dans la partie
C-terminale de Dbp4, les acides aminés clés pour son fonctionnement ainsi que les
motifs fonctionnels essentiels pour son interaction avec ses partenaires et son
importation nucléaire. A Tlaide d’outils bio-informatiques, il a été possible
d’identifier un motif coiled-coil (CC) impliqué dans les interactions protéine-
protéine, des signaux de localisation nucléaire (NLS) et un domaine DUF4217
présent chez plusieurs ARN hélicases mais dont la fonction demeure inconnue. J'ai
réalisé un criblage génétique et généré des mutants par mutagénese dirigée ou les
motifs NLS1 et NLS2 ont été mutés et les motifs CC et DUF4217 ont ét€ €liminés.
Les premiéres analyses ont démontré un phénotype normal pour les mutants NLS/ et
NLS?2 tandis que tous les autres mutants présentent un phénotype 1étal. Les tests
d'immunoprécipitation ont révélé que l'interaction avec la protéine nucléolaire Bfr2
est perturbée pour les mutants NLS1-2, delta-CC et delta-DUF4217, mais pas pour
les autres mutants.

Le ciblage génétique des mutants aléatoires en C-terminal de Dbp4 a permis
d’isoler ~2% de mutants létaux dont ~61% expriment une protéine de pleine longueur
incapable de complémenter la fonction de Dbp4 endogene.

Dbp4 est essentielle pour la formation de la petite sous-unit¢ du ribosome.
L’identification de mutations létales nous permettra de mieux caractériser DDX10,
’homologue humain de Dbp4, et d’étudier certaines maladies qui sont liés a des
mutations génétiques sur les génes ribosomiques.

Mots clés : DEAD-box, ARN ribosomiques, Coiled-coil, NLS, DUF, Dbp4.



CHAPITRE 1
INTRODUCTION

1.  ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Le nucléole, structure et fonctions

Le nucléole est une composante cellulaire proéminente localisée au noyau. Le
nucléole est considéré comme un organite, bien qu’il ne soit pas entouré par une
membrane qui le définit. Cet organite est considéré comme étant le centre de synthese
et de maturation des ARN ribosomiques (ARNr) ainsi que d’assemblage des sous-
unités du ribosome (Hernandez-Verdun et Louvet, 2004; Feng et al., 2012). Chez les
levures, le nucléole occupe a peu prés le tiers du volume du noyau. Il est adjacent a
la membrane nucléaire (Taddei et Gasser, 2012). On peut identifier trois
compartiments nucléolaires distincts (Figure 1.1), observés par microscopic. Les
zones claires nommées cenires fibrillaires (FC) sont entourées par les centres
fibrillaires denses (DFC) qui sont plus sombres (Goessens et al., 1987). Les DFC sont
des régions hautement contrastées qui forment un réseau entre les FC (Junéra et al.,
1995). Les DFC et FC baignent a I'intérieur de la composante granulaire (GC) qui est
constituée essentiellement de granules de 15 & 20 nanométres de diameire

(Hernandez-Verdun, 2006; Junéra et al., 1995).

Chez la cellule eucaryote, la transcription des génes ribosomiques ainsi que
1’assemblage de la grande et de la petite sous-unités du ribosome s’effectuent au
niveau du nucléole (Olson et al., 2000; Sheer et Hock, 1999).

Le nucléole s’organise autour de plusieurs séquences organisatrices appelées NOR
«Nucleolar Organizer Region». Ces régions sont considérées comme des genes
ribosomiques dont le nombre varie de 100 a plusieurs centaines chez les mammiferes.
Chez I’homme, les 400 copies sont regroupées sur les chromosomes 13, 14, 15, 21 et

22. Cependant, toutes les copies ne sont pas actives.



Figure 1.1 : Microscopie électronique du nucléole et de la chromatine chez la
levure. En A, on observe le nucléole et ces trois compartiments: le centre fibrillaire
(F), le centre fibrillaire dense (D) et la composante granulaire (G), (NP) représente le
nucléoplasme. En B et C, on observe les formes de sapins de Nogl dans un étalement
de chromatine qui permet de visualiser la transcription des génes ribosomiques. Les
fleches en C indiquent les granules terminaux. La téte de fléche pointe 1'extrémité
d’un transcrit suite 4 un clivage co-transcriptionnel qui se manifeste par la libération

du granule terminal. (Raska et al., 2006).

Lors d’une production maximale de ribosomes, on estime que seulement 60% des
génes ribosomiques sont actifs dans les cellules de mammiféres en phase
exponenticlle de croissance et 46% chez la levure (Hernandez-Verdun et Louvet,

2004).

Quelques génes ribosomiques  pourraient se  présenter  sous forme
d’hétérochromatines, favorables au regroupement de génes ribosomiques et a
L)

intégrité du nucléole (Hernandez-Verdun et Louvet, 2004).

La transcription des génes ribosomiques implique toutes les ARN polymérases et
certains facteurs spécifiques des génes ribosomiques (Hernandez-Verdun et Louvet,
2004). Les transcrits nouvellement synthétisés émergent entre les centres fibrillaires
et la composante fibrillaire dense et sont accumulés dans cette dernicre, mais ils ne

sont pas détectés dans la composante granulaire (Casafont et al., 2007).



1.2 La biogenése des ribosomes

1.2.1 Le SSU processome et ses composantes

Le SSU processome (Small Subunit processome) est un large complexe
ribonucléoprotéique de ~2.2 MDa, nécessaire pour le processus de maturation de
I’ ARNr 18S chez les cellules eucaryotes. Il est composé du petit ARN nucléolaire
(snoARN) U3 et d’environ 72 protéines ribosomiques et non ribosomiques (Bernstein
et al., 2004; Dragon et al., 2002; Charette et Baserga, 2010; Lim et al, 2011). Des
travaux antérieurs ont démontré que la perte d’une ou plusieurs composantes du SSU
processome génére un défaut de maturation du pré-ARNr par la perte d’une ou de
plusieurs étapes de clivages aux sites A0, Al et A2, résultant en la perte de I’ARNr
18S mature, sans avoir affecté le clivage au site A3 (Figure 1.2). Ceci se manifeste
par une baisse drastique des ARNr 20S et 18S et I’accumulation d’un précurseur 355,
et/ou 23S, qui lui est généré par le clivage en A3 du pré-ARNr 35S. D’autre part, les
niveaux du précurseur 27SA3 et des ARNr 5.8S et 258 restent inchangés. (Sharma et
Tollervey 1999; Bleichert et al., 2006; Charrette et Baserga, 2010).

L’ordre et la chronologie de I’assemblage du SSU processome sont décrits dans la
littérature comme suit: en premier lieu le sous-complexe UTP-AAUTP (Nanl,
Utp10, Utpl5, Utpd, Utps, Utp8, Utp9) est signalé comme étant le premier sous-
complexe actif et est formé indépendamment du snoARN U3. Ce complexe joue un
role essentiel pour la transcription du pré-ARNr 358 et I’association des autres sous-
complexes. En deuxiéme licu la protéine Rrp5 vient s’associer sur la structure déja
formée, suivie par 1’association du sous-complexe UTP-C (Ckal, Cka2, Ckbl, Ckb2,
Rrp7, Utp22) d’une part et le snoARN U3 et le sous-complexe UTP-B (Dip2, Pwp2,
Utpl3, Utpl8, Utp2l, Utp6) d’autre part. Les 3 sous-complexes Bmsl/Rell,
Mpp10/Imp3/Imp4 et Dbp4/Bfr2/Enp2 viennent s’ associer tardivement.

Les autres composantes du SSU processome sont incorporées plus tard, 'ordre et 1a
maniére par la quelle ils s’assemblent ne sont pas encore établis (Gallagher et al.,

2004; Krogan et al., 2004; Perez-Fernandez et al., 2011; Soltanich et al., 2014).
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Figure 1.2 : Schéma de maturation du pré-ARNr 358 chez la levure. Les clivages
précoces aux sites A0, Al et A2 aboutissent 4 la formation des pré-ARNr 208 et 273
qui seront par la suite clivés en d’autres sites pour former respectivement I’ ARNr 183
etles ARNr 5.8S et 25S. L’ARNr 58S est transcrit de fagon indépendante.

Au niveau de la cellule, le SSU processome est assemblé d’une fagon ordonnée selon
un ordre chronologique bien défini. Son assemblage commence par la formation de
plusicurs sous-complexes formés indépendamment puis ils sont réunis
séquentiellement sur le pré-ARNr naissant pour former le SSU processome de 80S
environ (Kuhn et al., 2009; Perez-Fernandez et al., 2011).

Malgré les travaux scientifiques élaborés durant les 13 dernicres années, peu de
protéines composantes du SSU processome ont été caractérisées. Seulement 31 des

72 composantes ont été caractérisées (Phipps et al., 2011).



1.2.2 Synthése et maturation du précurseur d’ARN ribosomiques

La biogenése des ribosomes chez les eucaryotes est un processus trés conservé qui
demande la contribution de trois ARN polymérases, de prés de 200 protéines et de
plusieurs petits ARN nucléolaires (Phipps et al., 2011; Shah et al., 2013; Zhang et al.,
2013). Le génome de Saccharomyces cerevisiae contient de 100 a 200 copies
d’ ADNIr localisées sur le chromosome XII, chacune d’une longueur d’environ 9.1 kpb
(Karkusiewicz et al., 2004; Taddei et Gasser, 2012).

Le ribosome est un grand complexe ribonucléoprotéique essenticl au mécanisme de
traduction de l'information génétique portée par les ARNm. Chez les eucaryotes, le
ribosome est doté d’une structure complexe : il sédimente a 80S alors que la petite
sous-unité (SSU) fait 408 et la grande 60S (LSU). La SSU est form¢ par I’ ARNr 183
et 33 protéines ribosomiques tandis que la LSU est composée des ARNr 58, 5.8S et
28/25S et 80/79 protéines ribosomiques (Lecompte et al., 2002; Wilson et Doudna
Cate, 2012).

Le processus de production des ribosomes commence au niveau du nucléole ou
’ARN polymérase I génére un long précurseur polycistronique qui est clivé a
Iextrémité 3’ pour produire le pré-ARNr 35S (47S chez I’humain) (Kong et al.,
2011; Taddei et Gasser, 2012). L’ARN polymérase III transcrit indépendamment
I’ ARNr 58S qui entrera ultérieurement dans la composition de la grande sous-unité du
ribosome (Gerbi et al., 2003; Swiatkowska et al., 2012; Sloan et al., 2014). Le pré-
ARNr 358 constitue en lui-méme un fragment polycistronique composé d’ ARNr 188,
5.8S et 25S (28S chez I’humain), intercalés par des régions internes appelées ITS1 et
ITS2 «internal transcribed spacers» et bornés aux extrémités 5° et 3’ par des
séquences externes ou ETS «external transcribed spacers».

L’obtention des ARNr 18S, 5.8S et 25S (28S chez I’humain) matures se fait suite a
une succession de clivages et des modifications chimiques dont la pseudouridylation
et des méthylations de riboses en 2’-OH (Rempola et al., 2006). Le processus de

maturation se fait comme décrit dans le schéma ci-dessous (Figure 1.3) et implique



plusieurs facteurs protéiques et non protéiques. Le pré-ARNr 208 et 27SA2 sont
produits suite aux clivages aux sites A0, Al au niveau de ’extrémité 5’-ETS et A2 de
I’ITS1. Le clivage en position A3 permet de générer le pré-ARNr 27SA3 de manicre
autonome. Au niveau du cytoplasme, le pré-ARNr 20S est clivé au site D en position
3’ et génére un ARNr 18S mature qui entrera dans la composition de la petite sous
unité ribosomique 40S. Les pré-ARNr 27SA2 et 27SA3 sont maturés par une autre
série de clivages et donnent les ARNr 5.8S et 25S qui seront exportés au cytoplasme
et s’associeront avec d’autres protéines ribosomiques pour former la grande sous-
unité 60S du ribosome (Rodriguez Galan et al. 2015).

Le mécanisme de maturation des pré-ARNr implique plusieurs protéines non
ribosomiques (plus que 200), dont des nucléases, ARN hélicases, ainsi que des petits
ARN nucléolaires (snoARN). Chez la levure il a été démontré que I’ARN 35S est
modifi¢ par le biais des snoRNP de la famille C/D et H/ACA (Phipps et al,
2011),tandis que le processus de maturation par les clivages aux sites A0, Al et A2
implique I'intervention de snoRNP U3 et snR30. Les clivages Al et A2 cux font
également intervenir snR10 et U14 (Dragon et al., 2002; Osheim ¢t al., 2004; Lemay
et al., 2011; Lebaron et al., 2013).

La maturation des ARNr 18S, 5.8S et 25S nécessite aussi l’intervention de
I’exosomes et des protéines Rrp6, Rrpl7, Ratl, Xml, Xm2, Nobl et Erbl
(Granneman et al., 2011; Sahasranaman et al., 2011; Preti et al., 2013; Sloan et al,
2013; Axt et al., 2014).
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Figure 1.3: Meécanisme de maturation du pré-ARNr chez Saccharomyces
cerevisige. 1.a structure de I’ ADNr est présentée en haut. En dessous, on voit les

étapes de maturation du pré-ARNr. Le pré-ARNr 35S subit des modifications post-



transcriptionelles par les snoRNP (pseudouridylation et méthylation). Le clivage en
A0 est dépendant de la snoRNP U3 et de protéines potentielles. D’autres snoRNP et
protéines sont impliquées dans la production de I’ ARNr 18S et sont requises de fagon
spécifique pour les clivages aux sites Al et A2. Le clivage en A2 sépare les voies
menant 3 la biogenése de la petite sous-unité d’ARNr (18S) d’une part, et de la

grande sous-unité d’ ARNr (5.8S et 25S) d’autre part (Mullineux et Lafontaine, 2012).

1.2.3 Les petits ARN nucléolaires (snoARN)

Les petits ARN nucléolaires sont des molécules impliquées dans la maturation de
I’ ARNr. Chez les mammiféres, on a pu identifier plus de 200 petits ARN nucléolaires
et aux alentours de 80 chez la levure. Ce sont des transcrits de petite taille qui varient
de 60 a 300 nucléotides et qui fonctionnent dans des complexes ribonucléoprotéiques
(RNP). Des études approfondies ont démontré le réle crucial que joue les snoARN
dans les étapes de maturation des ARNr 18S, 5.8S et 28S (25S chez la levure). Les
snoARN sont généralement transcrits par I’ ARN polymérase II et produits a partir des
introns de certains transcrits codants ou non-codants. Ces molécules sont classées en
deux grandes familles. Cette classification est basée sur les motifs conservés qui les
caractérisent. On peut distinguer les snoARN a boites C et D (C/D) et les snoARN a
boites H et ACA (H/ACA), (Dragon et al., 2006; Mannoor et al., 2012; Nallar et
Kalvakolanu, 2013).

Les snoARN C/D sont caractérisés par la présence de motifs conservés au cours de
1’évolution, soit le motif RUUGAUAG et le motif CUGA localisés aux extrémités 5’
et 3’ et qu'on appellera respectivement boite C et D (Klein et al., 2001; Makarova et
al., 2013). La majorité des membres de cette famille méthyle les pré-ARNr sur le
ribose en 2’-OH. L’appariement des extrémités 5’ et 3’ forme une courte chaine

hélicoidale nommée motif C/D central. On marque souvent la présence de répétitions



des boites C et D, nommées C’ et D’, dans le centre de I'ARN (Makarova et al.,
2013).

Les membres de la famille C/D possédent des extensions de 10 a 21 nucléotides
situées en amont de la boite D ou D’ et s’apparient par complémentarité de base a de
petites séquences conservées au niveau de I’ARNr (Dragon et al., 2006, Mannoor et
al., 2012). Cet appariement permet de former une hélice entre le snoARN et I’ARNr
et permettra la méthylation du ribose en 2’-OH (Kiss et Darzacq, 2001).

La plupart des membres de la famille des snoARN H/ACA participent a la réaction de
pseudouridylation des ARN précurseurs ribosomiques (Makarova et al., 2013). Les
snoARN de la famille H/ACA se lient au pré-ARNr cible, par appariement de basc,

tout en gardant I’uridine libre qui sera par la suite modifice en pseudouridine.

1.2.4 Les ribosomopathies

Les ribosomopathies sont des maladies graves caractérisées par des anomalies
génétiques qui géncrent un dysfonctionnement ribosomique (Narla et Ebert, 2010).
Parmi ses anomalies les plus étudiées, on peut citer le syndrome de Treacher Collins,
une maladie autosomique dominante qui se caractérise par des malformations faciales
au niveau des yeux, des oreilles et des os faciaux, particuliérement au niveau de la
michoire et des joues (Sakai et Trainor, 2009; Freed et al, 2010). En effet, des
mutations dans le géne TCOF1 générent une protéine tronquée qui est essentielle a la

transcription et la méthylation de I’ ARNr (Valdez et al., 2004).

L’anémie de Diamond-Blackfan se manifeste par une macrocytose, unc
réticulocytopénie et une baisse ou unc absence totale de précurseurs érythroides au
niveau de la moelle osseuse. Cette anomalie affecte 4 4 5 personnes par million. Plus
de 40% des patients présentent aussi des malformations cranio-faciales, cardiaques,

urogénitales ainsi qu’aux membres (Lipton et Ellis, 2009; Freed et al., 2010).



10

La dyskératose congénitale est une maladic rare affectant une personne sur 1 million

(Dokal et Vulliamy, 2003; Narla et Ebert, 2010). Elle se manifeste par un retard de la

croissance, des dysfonctionnements au niveau de la mcelle osseuse ainsi que des

anomalies affectant la peau, les muqueuses et les nerfs. Cette maladie résulte d’une

mutation de la protéine dyskérine (géne DKCI) qui fait partie de protéines associées

au snoRNP H/ACA (Liu et Ellis, 2006). Plusicurs autres anomalies génétiques

relatives 4 un dysfonctionnement des ribosomes ou des génes relatifs ont €té décrites

et caractérisées (Tableau 1.1).

Tableau 1.1

Quelques maladies génétiques associées a des ribosomopathies, leurs défauts et

signes cliniques (Freed et al., 2010).

Gene
Doyt n.lolecular Disease Clinical manifestations
function
Humain Yeast
rDNA transcription 3
' il C = r o
TCOF1 - and methylation of 188 g B oL craniofacial abnormalities
syndrome
IRNA
maturation of the 188 RS P
UTPl4c | UTP14 | tRNA of the Male infertility e
40S ribosomal subunit AR AT e
. neonatal jaundice progressing
maturation of the 18S . 3 - e , L
CIRHIA | UTP4 | (RNA of the 408 Na.11ve Ame.ncan ‘I.ndlan to biliary curhf)sm, le1fhal by
1 ; childhood cirthosis adolescence without liver
ribosomal subumit
transplant
growth retardation,
maturation of the 408 | Bowen-Conradi psychomotor delay, skeletal
s = D < ribosomal subunit syndrome abnommalities; lethal by early
childhood
mental retardation,
maturation of the 185 | modifier of craniofacial and connective
HCA66 UTP6 | tRNA of the 408 neurofibromatosis type | tissue abnormalities,
ribosomal subunit 1 congenital heart defects, tumor
predilection
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1.3  Les ARN hélicases

1.3.1 Les familles d’ARN hélicases

Les hélicases sont des enzymes ubiquitaires qui catalysent la dissociation des
duplexes d’oligonucléotides en simple brin. Ces molécules utilisent les nucléotides
triphosphates comme source d’énergic pour I’accomplissement de leurs taches.
Plusieurs hélicases sont dotées d’activité ATPasique augmentée en présence d’ARN
sans avoir une spécificité pour un ARN en particulier (Rocak et Linder, 2004). Selon
la classification réalisée par Gorbalenya et Koonin en 1993 les hélicases peuvent étre
divisées en cinq superfamilles (de SF1 a SF5) dépendamment de leur composition en
acides aminés et la présence de certains motifs. On peut distinguer la superfamille 1
(SF1) et la superfamille 2 (SF2). Les hélicases SF1 et SF2 adoptent généralement la
forme de monoméres ou de diméres et sont constituées de sept motifs et plus. Ces
molécules se replient pour adopter une conformation composée de deux domaines
enchainés par un «linker» formant ainsi leur cceur catalytique (Story et Steitz, 1992).
Les hélicases des superfamilles SF3, SF4 et SF5 adoptent généralement une structure
héxamérique (Patel et Picha, 2000). Elles sont caractérisés par un domaine unique et
contiennent de 2 a 5 motifs conservés. Les hélicases de la SF2 sont les plus répandues
chez les organismes vivants et sont subdivisées en sous-familles dépendamment de
leur composition en certains motifs. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, on
distingue deux familles majeures, soit les «DEAD-box» et les «DEAH-box». Les
membres de la famille «DEAD-box» sont impliqués dans plusieurs aspects de
I’expression génique comme la transcription, la maturation de pré-ARNr et la

biogenése des ribosomes (de la Cruz et al., 1999).

La famille «<DEAD-box» forme la plus grande famille de la superfamille SF2 et ces
enzymes se distinguent par un cceur catalytique composé de 300 a 400 acides aminés.
Ce cceur catalytique est disséqué en 12 motifs conservés au cours de 1’évolution
(Figure 1.4). Les motifs Q, I, II et VI forment les motifs de fixation de I’ATP, les

motifs III et Va sont impliqués dans des interactions intramoléculaires et les motifs
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Ia, Ib, Ic, IV, IVa et V lient I' ARN (Linder et Fuller-Pace, 2013). Le cceur catalytique
est formé de deux domaines globulaires. Le motif II, appelé aussi motif Walker B
porte une séquence caractéristique composée des acides aminés D-E-A-D (Asp-Glu-
Ala-Asp). Le motif I, appelé aussi motif Walker A, adopte une conformation en P-
loop. Le cceur catalytique des hélicases «DEAD-box» est flanqué par deux extensions
N- et C-terminales spécifiques a chaque protéine. Cette spécificité est déterminante
pour la reconnaissance du substrat lors des réactions de catalyse et confére la
spécificité de chaque enzyme (de la Cruz et al., 1999). La reconnaissance du substrat
se fait généralement par interaction structurale ou par I'intermédiaire des cofacteurs.
Les extensions N- et C-terminales peuvent jouer un réle crucial dans la stabilisation
des domaines globulaires du cceur catalytique ainsi que dans la stabilisation
conformationnelle de 1’enzyme (Gustafson et Wessel, 2010; Russell et al., 2013). Au
niveau fonctionnel, les ARN hélicases de la famille «DEAD-box» agissent dans des
complexes et catalysent le déroulement des brins d’acides nucléiques de 10 a 15

paires de bases (Jarmoskaite et Russell, 2014).

Q | ia Ib lc 1]
r |ee_.PT=lQ| [‘A-TGSGKT | |PTRELA Q| |-GG | | TPGR-0 | ['VeDEAD

i v IVa V Va Vi

eSAT | |'wtFa e HGre @ R | |LyaT [ 1ARGYD i__‘;’.vi“&iéﬂ’vxﬂ

Figure 1.4: Présentation schématique des 12 motifs conservés du cceur
catalytique des ARN hélicases de la famille <DEAD-box».On observe les motifs de
fixation et d’hydrolyse d’ATP (Q, I, II et VI), les motifs de liaison d’ARN (Ia, Ib, Ic,
IV, IVa et V) et les motifs III et Va impliqués dans les interactions intramoléculaires

(Linder et Fuller-Pace, 2013).
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Les ARN hélicases de la famille DEAD-box sont impliquées dans plusieurs
mécanismes cellulaires dont celui de 1’assemblage des ribosomes. D’autres
mécanismes font impliquer ces enzymes telles que la régulation des génes, le trafic
nucléo-cytoplasmique, la maturation et la dégradation des ARN, I’apoptose...
(Jarmoskaite et Russell, 2011; Kanig et al., 2013; Lasko, 2013; Russell et al., 2013;
Soto Rifo et Ohlmann, 2013). D’autres études soulignent leur participation dans le
mécanisme de prolifération et de transformation des cellules cancéreuses, dans la
réponse immunitaire ainsi que dans les mécanismes de réplication des virus (Garbelli
et al., 2011; Fullam et Schréder, 2013; Fuller-Pace, 2013).

1.3.2 La «DEAD-box protein 4» (Dbp4)

L’ ARN hélicase Dbp4 appartient a la famille «<DEAD-box». Dbp4 est essenticlle a la
survie cellulaire chez la levure est phylogénétiquement conservée au cours de
1’évolution. Dbp4 a été découverte lors d’une étude réalisée sur le snoARN Ul4 ou
on a pu démontrer que I’effet d’une mutation 1étale dans le domaine Y de Ul4 était
contrecarré par une surexpression de Dbp4 (Liang et al., 1997). Cette étude a permis
de déterminer I’existance d’un lien génétique entre Ul4 et Dbp4. Comme Ul4 est
nécessaire a la maturation de I’ARN 18S, on a suggéré I'implication de Dbp4 dans le
processus de la biogenése de la petite sous-unit¢ du ribosome chez la levure (Venema
et Tollervey, 1999; Maxwell et Fournier, 1995; Liang et al., 1997). Une autre étude
menée en 2005 par Ko§ et Tollervey a démontré que Dbp4 est impliquée dans les
clivages précoces aux sites AQ, Al et A2 et au relichement de Ul4 du pré-ARN
ribosomique 35S, ce qui suggére que I’activité de Dbp4 conceme la dissociation de

cette interaction (Kos et Tollervey, 2005).

Ce phénotype est identique a celui observé suite a la déplétion du snoARN U3 ou des
protéines qui y sont associées (Venema et Tollervey, 1999; Dragon et al., 2002;
Dunbar et al., 1997). Des analyses réalisées sur Dbp4 ont démontré que cette protéine

s’associe au snoARN U3 et sa protéine spécifique MpplO dans un complexe,
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permettant ainsi les clivages aux sites A0, Al et A2 du pré-ARNr 35S. Ceci a été
confirmé par une déplétion de Dbp4 qui conduit & un défaut de clivages aux sites
mentionnés. (Soltanich et al., 2014). Des analyses de coefficients de sédimentation
dans un gradient de sucrose et en coimmunoprécipitation ont permis d’identifier le
snoARN U3 et Mppl0 comme composantes du SSU processome, tandis qu’une
grande fraction de Dbp4 ne cosédimente pas avec ces composantes. Ceci suggere que
1’association de Dbp4 dans ce complexe est instable. D’autre part Dbp4 est essentielle
i la formation et au fonctionnement du SSU processome. La déplétion de Dbp4
génére une réduction drastique dans la formation de I’ARNr 18S. Ceci suggére que
Dbp4 est une composante essenticlle du SSU processome, qui s’associe de fagon
transitoire. (Soltanich et al., 2015).

Pour la compréhension du réle de Dbp4 dans la biogenése des ribosomes, des études
d’interactions ont été élaborés et une interaction entre cette protéine et les protéines
nucléolaires Bfi2 et Enp2, composantes du SSU processome, a ét€ identifié. 1l a ét¢
démontré que Bfr2 se lie directement 3 Enp2, mais non a Dbp4. En effet I’interaction
entre Bfi2 est Dbp4 n’est établie qu’en présence d’ARN. La méme étude a suggéré
que, étant donné que Bfr2 est dépourvue de motif de liaison 4 I’ARN, Dbp4 subit une
modification conformationnelle en liant I’ARN, permet I’interaction avec son

partenaire Bfr2 (Soltanich et al., 2014).

Au niveau structural, Dbp4 est composée d’une chaine de 770 acides aminés avec une
taille prédite de 87 kDa. Son extrémité N-terminale s’étend sur 60 acides aminés, le
cceur catalytique s’étend sur 328 acides aminés répartis en deux domaines, soit les
domaines ATPasique et hélicasique, tandis que la partic C-terminale comprend 382
acides aminés, ce qui représente 4 peu pres la moitié de la longueur totale de la

protéine.

Des prédictions bioinformatiques réalisées sur la partic C-terminale de Dbp4
montrent qu’elle contient un motif coiled-coil impliqué dans les interactions protéine-

protéine, un NLS (signal de localisation nucléaire) et un domaine DUF4217 (Domain
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of Unknown Function) dont la fonction demeure inconnue mais qui est présent dans

la partie C-terminale de plusieurs autres hélicases.

1.4 Transport nucléo-cytoplasmique

La distribution nucléo-cytoplasmique des molécules est l'une des activités
essenticlles pour la cellule eucaryote. Cette distribution implique la présence d’un
réseau de transport des marcromolécules entre les différents compartiments
cellulaires. Ce transport étant crucial, toute anomalie affectant ce mécanisme peut
conduire 3 des altérations qui se traduisent par un dysfonctionnement cellulaire
menant 4 des pathologies graves (Hung et al., 2011; Mor et al., 2014). Certains
facteurs de suppression de tumeurs restent séquestrés dans le cytoplasme et
conduisent par exemple a une division cellulaire incontrélée. Ceci est le résultat d’un
défaut de leur transport au noyau qui peut déteriorer des voies de signalisation et de
contréle du cycle cellulaire (cas de p53) (Hill et al., 2014). Une localisation aberrante
d’oncoprotéines peut aussi conduire 4 une activation inappropriée et mene a la
formation de tumeur, sa propagation ou a la résistance a un traitement; on peut citer
BRCAI1, NF-KB et APC comme des exemples de ce type de dérégulation (Hill et 4.,
2014; Turner et Sullivan, 2008). Au dela des cancers, plusieurs virus tels que, VIH-1,
Fluenza A, le virus respiratoire syncytial, dépendent sur le transport de protéines
virales spécifiques vers le noyau de la cellule héte afin de perturber la réponse
antivirale (Cautain et al., 2014). Le transport des protéines cargo est assuré par le
biais de plusicurs signaux de transport qui sont reconnus par des récepteurs de
transport spécifiques ou des protéines intermédiaires. Ces récepteurs interagissent

avec les composantes formant les pores nucléaires (NPC).

1.4.1 L’enveloppe nucléaire et les complexes protéiques nucléaires (NPC)
Le noyau eucaryote est entouré par unc enveloppe composée de deux bicouches

phospholipidiques qu’on appellera membrane interne et membrane externc, mesurant
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30 nm chacune. Les deux ensembles forment 1’enveloppe nucléaire (EN) qui
constitue une grande barriére physique (Figure 1.5). La membrane nucléaire externe
est en continuité avec le réticulum endoplasmique (Callan et al., 1949) tandis que la
membrane interne est associée a un réseau complexe de filaments intermédiaires
constitués essenticllement de lamine et appelé aussi la lamina nucléaire; ce réseau sert
de réseau d’attachement aux chromosomes, de structure et de support au noyau (Field

et Dacks, 2009).
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Figure 1.5: Structure d’un complexe protéique nucléaire (pore nucléaire)
incrusté au niveau de la membrane nucléaire. La structure générale d’un pore
nucléaire en forme cylindrique incrusté au niveau de l’enveloppe nucléaire est
présentée a gauche. A droite, on voit 1a schématisation d’un pore nucléaire montrant
un anneau central et d’autres protéines formant les filaments cytoplasmiques et le

panier nucléaire (basket) (Cautain et al., 2014, modifi¢).

L’enveloppe nucléaire joue le role d’une barri¢re perméable et contréle les échanges
nucléo-cytoplasmiques des macromolécules via des pores nucléaires. Les pores

nucléaires sont constitués de complexes protéiques nucléaires de grande taille (NPC)
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qui sont ancrés et traversent la membrane nucléaire pour former les canaux d’échange
(Figure 1.5). Ces complexes sont de forme cylindrique et sont largement conservés
chez les eucaryotes. Ils font 125 MDa et sont composés d’une trentaine de protéines
appelées nucléoporines (Neumann et al., 2010). L'échange de sels, nucléotides,
petites molécules et composés essentiels pour la synthése d’ ADN ou d’ ARN diffusent
passivement a travers les NPC. Par contre les protéines >40-65 kDa doivent étre
transportées au noyau a travers les NPC moyennant les récepteurs de transport. Ces
récepteurs reconnaissent des signaux spécifiques présents sur les protéines cargos

permettant leur importation au noyau (Wente SR, 2000).

1.4.2 Les signaux de transport

Afin d’assurer leurs échanges nucléo-cytoplasmiques, les molécules présentent
généralement des signaux de transport spécifiques (Tableau 1.2). Ces signaux sont
connus sous deux noms (ou catégories), les signaux de localisation nucléaire (NLS)

ou les signaux d’exportation nucléaire (NES).

Les récepteurs de transport solubles de la famille des karyophérines, connues sous le

nom d’importine et exportine, reconnaissent ses séquences sur les molécules.

Les NLS et NES peuvent donc étre définis comme des séquences nécessaires et
suffisantes pour étre reconnues et diriger le transport des molécules qui les présentent.
Ses séquences assurent la liaison d'un récepteur de transport, soit directement ou par
I’intermédiaire d’autres molécules appelées adaptatrices permettent la libération du
complexe de transport a la fin de leur déplacement nucléo-cytoplasmique (Lange et
al., 2007).

Les NLS sont classifiés en deux familles, les NLS classiques et les NLS non
classiques. Les NLS classiques eux-mémes sont divisés en deux classes : les mono-
parties et les biparties. La famille des NLS non classiques incluent les proline-
tyrosine NLS «PY-NLS» (Dong et al., 2009; Monecke et al., 2009).
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Exemples des différents types de signaux de transport (Cautain et al, 2014,

modifié)
Amino acid sequence Protein Type of signal
PKKKRKV SV40 T entigen Classical NLS
KRx {10} KKKL Nucieoplasmin Bipartite NLS
VRILESWFAKNIENPYLDT Mata2 Polar/nonpolar residues NLS
PAAKRVKLD cMyc cMyc-NLS
YNDFGNYNNSSNFGPMKGG hnBNP A1 (M2 sequence RPY-NLS
NFGGRSSGPYGGGGQY hydrophobic subclasses)
KVSRRG-GHONSYKPY hnRNP D (basic erviched) bPY-NLS
ROARRNRRRRWR VIH Rev protein Argininesich NLS
DNSQRFTORGGGAVGKNRRG NabZp Arginine/ghycine-rich NLS
GRGGNRGGRNNNSTRFNPLAK
KTPGKKKXKGK Parsthyrod hormone-~ Lysine-rich-NLS
related protein (PTHP)
ODLNSTAAPHPRLSQYKS Snurportini UsnRNPs-NLS
KYSSLEQSERRRRL
LPPLERLTL HIV Rev Hydrophobic-NES
LALKLAGLKI PKi NES
LCQAFSDVIL Cydlin B1 NES
LOKKLEELEL MAPKK NES
LAEMLEDLHI NMD3 NES

Les premier NLS classiques ont

été découverts chez 'antigéne T du virus SV40,

Simian Vacuolating Virus 40 Tag, dont la séquence est PKKKRKV et la
nucléoplasmine AVKRPAATKKAGQAKKKKLD, (Xu et al., 2010); une courte
séquence riche en lysines a été qualifiée de message de localisation nucléaire
classique (Dingwall et al., 1982; Kalderon et al., 1984). Cette séquence se lie au bras
armadillo (ARM) présent en C-terminal de 1’importine-a «Imp-a», qui se lie a son
tour au domaine oIBB de la partic N-terminale du récepteur de transport Imp-(
formant ainsi un complexe ternaire (Tran et al, 2007). Depuis, plusieurs séquences
de NLS classiques ont été identifiées. Ces courtes séquences sont caractérisées
généralement par la présence d’un ou de regroupement(s) d’acides aminés chargés

positivement, soit typiquement les acides aminés lysine et arginine. Les NLS
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classiques mono-partie sont caractérisés par une séquence consensus composée d’une
courte répétition d’acides aminés basiques (arginine, lysine ou histidine). Les NLS
classiques biparties sont composés d’une répétition de séquence riche en acides
aminés basiques séparés par un «linker» de 10 a 12 résidus soit K/R)-(K/R)-X10-12-
(K/R)z5, out (K/R)ys représente 3 lysines ou arginines sur 5 acides aminés X
consécutifs (Robbins et al., 1991). Certain NLS atypiques liant I’Imp-0. comme
protéine adaptatrice présentent une séquence hydrophobique (Marfori et al., 2011;
Lange et al., 2010).

Certaines protéines ne se lient pas a des protéines adaptatrices comme Imp-a, mais se
lient plutdt directement au récepteur de transport par un NLS non classique. Ces
protéines sont directement reconnues par le récepteur de transport Imp-B. C’est le cas
pour les protéines ribosomiques, de CREB «cAMP Response Element-binding
protein», la protéine Rex du HTLV1, les protéines Rev et Tat du VIH, etc. Marfori
et al., 2011). Cette classe de NLS non classiques n’obgit pas a des rcgles ot varient
significativement au niveau de leur charge et taille (Marfori et al., 2011). Ces signaux
sont divisés en de nouvelles sous classes, les PY-NLS (Lee et al., 2006) dont le
consensus se distingue par la perte des résidus hydrophobes ou basiques du coté N-
terminal et du motif RX2-5PY en C-terminal (Xu et al., 2010). Récemment, d’autres
NLS non classiques ont été décrits comme étant des domaines du motif coiled-coil de
la protéine STAT5a «Signal transducer and activator of transcription 5a» (Shin et
Reich, 2013).

Les premiers signaux d’exportation nucléaire «NES» ont ¢té identifiés chez la
protéine Rev du VIH et la protéine Kinase Inhibitor A (Fischer et al., 1995; Wen et
al., 1995). La séquence consensus d'un «NES» est §1-X(z 3~ $2-X (23~ $3-X- $4 [on
$ représente un des acides amines hydrophobes: L, V, L F , M, et X peut étre
n’importe quel résidus préférenticllement chargé, polaire ou un petit acide aminé]

(Bogerd et al., 1996; Henderson et Eleftheriou, 2000; 1a Cour et al., 2004).
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1.5 Structure et roles biologiques potentiels des motifs coiled-coil

Les motifs coiled-coil (superhéliées) sont des structures en forme d’hélice qui ont été
identifiés chez plusieurs protéines et impliqués dans des fonctions biologiques
importantes. Il s’agit de plusieurs hélices-a qui sont enfilées les unes autour des
autres. Cette structure est formée de 3 a 5% des acides aminés totaux de la protéine
(Wolf et al.,1997). C’est en 1953 que Francis Crick a décrit le premier coiled-coil
(Crick, 1953) comme un regroupement de plusieurs hélices-o, alignées, compactées
ensemble avec une inclinaison de 20 degrés les unes par rapport aux autres, avec leurs
chaines latérales qui s’associent en forme de «knobs-into-holes» (Pauling et Corey,
1953). La structure d’un coiled-coil consiste en un enroulement de deux a sept
hélices-a. Les tours d’hélice peuvent étre enroulés dans les deux directions pour
former le supercoil. Un tour d’hélice-a est généralement de 3.6 résidus mais cette
valeur est plus basse dans les hélices du coiled-coil et sont d’environ 3.5 résidus pour
un tour complet. Ces motifs, 4 tour gauche, sont caractérisés par une répétition de 7
résidus a tous les deux tour d’hélices (Landschulz et al.,1988; Lupas 1996), formant
une heptade répétitive hxxhcxc ou ‘h’ est un acide aminé hydrophobe, ‘c’ un
résiduchargé et ‘x’ n’importe quel acide aminé (Mason et Arndt, 2004). Les positions
des acides aminés dans les héptades sont noté a-b-c-d-e-f-g sur une hélice et a’-b’-c’-
d’-e’-f-g’ sur 'autre, ou ‘a’ et ‘d’ sont typiquement des résidus apolaires, alors que
‘e’ et ‘g’ sont des résidus polaires conférant la spécificité de chaque hélice par leur

charge électrostatique (Figure 1.6).

Des similarités sont identifiées chez les rares motifs coiled-coil a hélices a tour droite,

mais avec une répétition de 11 résidus (Harbury et al., 1998; Stetefeld et al., 2000).

Les acides aminés apolaires (hydrophobes), soit en position ‘a’ et ‘d’, sont essentiels
pour l'intégrité de I’hélice-a et contribue énormément a la stabilité des motifs coiled-
coil. En effets, les motifs les plus stables sont ceux qui possédent un plus grand
pourcentage en résidus apolaires dans ces positions (Lau et al., 1984). Des études ou

les résidus en positions ‘a’ et/ou ‘d’ ont été changds par des acides aminés
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synthétiques (ex :5,5,5-trifluoro leucine) de plus grande apolarit¢é ont montré une

augmentation de la stabilité de la superhélice (Tang et Tirrell, 2001).

Figure 1.6 : Schéma de la structure d’un motif coiled-coil dimérique. En (A)
diagramme circulaire de deux hélices-a. En (B), structure latérale de deux hélices-a
avec les positions des différents résidus. C et D représentent une structure déterminée

aux rayons-X (Mason et Arndt, 2004).

La spécificité des motifs coiled-coil dépend énormément de la nature des charges
électrostatiques des résidus en positions ‘e’ et ‘g’. Ces résidus sont généralement la
lysine et 1’acide glutamique. Par la présence de ses résidus, la charge globale sur les
extrémités du coiled-coil sera décisive pour I’appariement des hélices (homo- ou
hétérotypique) ainsi que pour leurs orientations (parall¢le ou antiparallicle). Un
remplacement des résidus en ‘g’ et ‘¢’ par une paire de résidus de charge répulsive

cause une déstabilisation de la conformation du coiled-coil (Kohn et al., 1995).
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Les motifs coiled-coil sont des structures fréquentes pour plusieurs types de protéines
qui sont impliquées dans divers mécanismes d’interaction cellulaires. Par exemple, on
peut citer les facteurs de transcriptions Jun et Fos (Glover et Harrison, 1995)
impliqués dans la croissance et la prolifération cellulaire, Martellins impliqué dans le

développement du cartilage et des os (Frank et a/., 2002) qui présentent ces motifs.

1.6 Les domaines DUF

La compréhension du fonctionnement des systtmes biologiques passe par la
compréhension de la fonction de toutes leurs composantes. Malgré les avancées
scientifiques, plusieurs organismes ont €té trés bien caractérisés mais pour certaines
protéines leurs fonctions restent inconnues. Par exemple, chez Saccharomyces
cervisiae, prés de 1000 protéines (17% du génome) restent non caractérisées (Pena
Castillo et Hughes, 2007). Plusieurs types de protéines sont assemblés dans des bases
de données (ex : Pfam) selon des familles en se basant sur la présence de certains
domaines sur leur chaine (Finn et al, 2008). Ce regroupement de protéines
structuralement homologues peut aider a déterminer leurs fonctions. Par exemple, si
la fonction d’un ou plusicurs membres d’une famille de protéines du Pfam est
expérimentalement caractérisée, cette fonction pourra étre putativement attribuée aux
autres membres de cette famille. En effet, prés de 75% des protéines connues de nos
jours présentent des similarités 4 une ou plusieurs protéines des 10000 familles du
Pfam (Finn et al., 2008).

Le DUF «Domain of Unknown Function» est une grande famille de la base de
données protéomique Pfam. Les premiers DUF ont étés largement identifiés chez les
protéines de signalisation bactériennes (Romling et Simm, 2009). Certaines protéines
ayant des fonctions connues contiennent des domaines DUF. Par exemple,
I’endonucléase Dicer contient un domaine connu sous le nom de DUF283. La
séquence des résidus composant ce domaine est trés conservée, ce qui suggere une
fonction bien définie au DUF283. L’étude de cette séquence montre une grande
similarité au domaine de liaison d’ARN double brin «double-stranded RNA-binding
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domain», ce qui suggére que DUF283 est trés probablement un domaine de liaison
d’ARN double brin de I’endonucléase Dicer (Dlakic, 2006). Un autre domaine,
DUF4217 conservé dans les segments C-terminales de plusieurs ARN hélicases, a été

rajouté sur la liste des bases de données protéomiques.

2 Hypothése et objectifs

Dbp4 est une ARN hélicase ATP dépendante de la famille «DEAD-box» qui est
essentielle pour la survie de la cellule eucaryote. Cette enzyme est composée d’une
courte extension N-terminale (60 résidus), d’un cceur catalytique conservé et d’une
extension C-terminale qui couvre i peu prés la moitié de la longueur totale de la
protéine. Cette extension est essenticlle au fonctionnement de Dbp4 et semble lui

conférer sa spécificité.

Afin de mieux comprendre le réle de I’extension C-terminale de Dbp4, j’ai posé les

hypothéses suivantes :

1) L’extension C-terminale de Dbp4 contient des acides aminés essenticls pour

son fonctionnement.

2) L’extension C-terminale de Dbp4 contient un (ou plusieurs) signal(aux) de
localisation nucléaire, un motif d’interaction protéine-protéine et un domaine de
liaison de I’ ARN.

3) Finalement, des mutations ponctuelles dans ’extension C-terminale de Dbp4
peuvent générer un phénotype létal en affectant le processus de maturation du pré-
ARNr.

Pour répondre a ces hypothéses, j’ai utilisé un systéme de criblage génétique qui m’a
permis d’isoler des mutants 1étaux de Dbp4 a partir d’une banque de mutants
générées par PCR mutagénisante. Les mutants ont été analysés et séquencés afin

d’identifier les acides aminés mutés.



24

Afin d’identifier les motifs fonctionnels de ’extension C-terminale de Dbp4, des
constructions ont été générées par mutagenése dirigée puis analysées par des tests de
complémentation en milicux solide et par des essais de double hybride dans la levure.
De plus, des expériences de coimmunoprécipitation ont permis d’évaluer I’effet de
ces mutations sur l’interaction de Dbp4 avec son partenaire Bfr2. Finalement je
propose de faire une analyse de la population totale d’ARN de chaque mutant va nous
permettre d’identifier les effets sur la maturation de I’ ARNT.



CHAPITRE 11
MATERIEL ET METHODES

2.1 Souches bactériennes et de levures

La souche bactérienne Escherichia coli DH10B (Invitrogen) a été utilisée pour les
clonages et 1a réplication des plasmides recombinants. Le génotype de DH10B est [F-
merA A(mrr-hsdRMS-merBC) p80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A (ara,
lew)7697 galU galK A- rpsL nupG /pMONI14272 / pMON7124], et dérivée de la
souche Escherichia coli MG1655 (Durfee et al., 2008).

La souche de levure Saccharomyces cerevisiae YPH499 [MATa ura3-52 lys2-
801 amber ade2-101_ochre trp1-A63 his3-A200 leu2-A1] (Sikorski et Hieter, 1989)
est la souche parentale utilisée pour générer la souche de déplétion GAL::DBP4.

La souche GAL::DBP4 a été obtenue a partir de YPH499 dont on a remplacé le
promoteur original en amont du géne DBP4 par un promoteur G4L] inductible au
galactose; ceci nous a permis de contrdler l’expression du géne DBP4
chromosomique (endogéne). Cette souche présente en plus un marqueur de sélection
qui est I’histidine (Z753). Donc elle est capable de pousser sur un milieu minimal

dépourvu de cet acide aminé.

La souche de levure BFR2-GFP (Invitrogen) est de génotype [MATa leu2A0
met15A0 ura3A0]. Caractérisé par la présence d’un épitope GFP en C-terminale de la
protéine Bfr2 (Huh et al., 2003).
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2.2 Milieux de culture

Les bactéries DH10B sont maintenues dans du milieu LB (Luria-Bertani) (tryptone
1%, extrait de levure 0.5%, NaCl 85.5 mM), supplémenté selon le cas avec de
1’ampicilline (100 pg/mL) ou de la kanamycine (70 pg/mL).

La souche YPH499 est toujours maintenue en milieu YP (2% de peptone et 1%

d’extraits de levures) additionné de dextrose a 2% comme source de carbone.

La souche GAL::DBP4 est maintenue en milieu synthétique minimal [‘Yeast
Nitrogen Base without amino acids’ (Gibco) a 0.67% complémenté avec un mélange
acides aminés essentiels dépourvu d’histidine 4 une concentration de 0.13%] selon le

cas le dextrose (SDex) ou galactose (SGal) est ajouté 4 2%.

La souche BFR2-GFP présente un marqueur de sélection HIS3 et capable de croitre
sur un milieu minimum auxotrophe en histidine, et en présence du dextrose a 2%

comme source de carbone.

NB : Les deux souches GAL::DBP4 et BFR2-GFP sont maintenues sur les mémes
milieux cités précédemment mais dépourvu d’uracile si elles sont transformées avec

un plasmide exprimant un géne d’autotrophie URA3.

2.3 Plasmides

Le plasmide pCM188-3HAa ét¢ obtenu aprés une modification du plasmide pCM188,
(ATCC 87656~ 87662). On a inséré la séquence codante pour un triple épitope HA
(3xHA). Cette séquence est flanquée du site Kpnl en 5° et Pstl en 3’. Le site de
restriction BamHI original du pCM188 a été détruit. Ce plasmide servira de témoin
négatif 3 nos expériences. Le plasmide pCM188 est muni d’un marqueur de sélection

al'uracile.
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Le plasmide pCM188-DBP4-3HA est un dérivé du pCM188-3HA dans lequel on a
inséré le géne DBP4 entre les deux sites Clal et Kpnl. Ce plasmide servira de
contrdle positif (type sauvage). La présence du triple épitope HA nous permettra de
détecter la Dbp4 exogéne, exprimée a partir du plasmide, par western blot avec des

anticorps anti-HA.

Le plasmide pGBKT7 (Clontech) est caractérisé par la présence d’un &pitope MYC
entre le domaine de liaison a I’ADN du facteur de transcription GAL4 (DNA-BD) et
le site multiple de clonage, ainsi que le marqueur d’auxotrophie TRP/ et un gene de

résistance a la kanamycine.

Le plasmide pGADT7 (Clontech) contient un épitope HA entre le domaine
d’activation du facteur de transcription GAL4 (AD) et le site multiple de clonage,

ainsi que le marqueur d’auxotrophie LEU?2 et un géne de résistance a I’ampicilline.

2.4 Banque de mutants

Nous disposons d’une banque de ~ 60000 mutants DBP4, générés sur le vecteur
pCM188-3HA par PCR mutagénisante ol seulement la partie C-terminale de Dbp4
flanquée par le site BamHI et Kpnl a été ciblée, selon le protocole de «GeneMorph I
Random Mutagenesis Kit » de Stratagene.

La banque a été générée avec une fréquence de mutation « moyenne », soit environ
4,5 3 9 mutations par kpb. La mutagenése a été faite en variant la quantité de INTP
dans chaque réaction, ce qui force l'intégration d’erreurs dans les fragments

amplifiés.
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2.5 Oligonucléotides

Les oligonucléotides utilisés ont été commandés a la compagnie Integrated DNA
Technologies (IDT). Les oligonucléotides F4-DBP4/R2-DBP4-3HA sont utilisés pour
amplifier la cassette contenant le promoteur GAL! et le marqueur d’auxotrophie
histidine (His3MX6) a partir du plasmide pFA6a-His3MX6-PGAL! tandis que les
amorces DBP4checkNtFor/ DBP4checkNtRev ont permis de vérifier I’intégration du
promoteur GALI en amont du géne DBP4 dans I’ADN génomique de la souche
YPH499.

Toutes les mutations dirigées sont réalisées sur le plasmide pCM188-DBP4-3HA. Les
amorces Dbp4-NLS]-For/ Dbp4-NLS1-Rev ont été utilisées pour insérer les
mutations K726 A, K727A et K728A sur le motif putatif NLS1 (a.a. 723 4 734). Les
amorces Dbp4-NLS2-For/Dbp4-NLS2-Rev ont été utilisées pour générer les
mutations K672A et R673A sur le motif putatif NLS2 (a.a. 669 a 677). Les amorces
Dbp4-ACC-For/ Dbp4-ACC-Rev ont été utilisées pour éliminer la séquence putative
coiled-coil de la position 655 a 697. Les amorces Dbp4-1195-1255/ Dbp4-
ADUF42147 ont été utilisés pour déléter le domaine DUF4217 de la position 428 a
491. Les mémes amorces respectives ont été utilisées pour générer les mutants NLS1-
ACC, NLS1-2 par PCR en deux étapes. Les amorces pCM-Dbp4-ACt-Bot/pCM-
Dbp4-ACt-Top ont été utilisées pour déléter la partic C-terminale de Dbp4. Les
amorces Dbp4-MutCC-Up-For/Dbp4-MutCC-Up-Rev sont utilisés pour générer les
mutations R665P et R667P sur le motif putatif coiled-coil tandis que les amorces
Dbp4-MutCC-Down-For/Dbp4-MutCC-Down-Rev sont utilisés pour générer les
mutations R680P et R681P. Les mémes amorces sont utilisées pour générer un

double mutant au coiled-coil par PCR en deux temps.

Pour les tests avec le systéme double hybride, des fragments de Dbp4 ont été générés
puis clonés entre les sites Ndel et Sall dans le vecteur pGBKT?7. Les amorces Dbp4-
Ndel-For/Dbp4-Xhol-Rev ont été utilisées pour amplifier le fragment Dbp4 de type
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sauvage Dbp4-WT. Les amorces Dbp4-Ndel-For/Dbp4-AC-ter-Xhol-Rev ont étcs
utilisés pour amplifier le fragment Dbp4-ACt ou la partic C-terminale a été éliminée.
Les amorces Dbp4-AN395-Ndel-For/ Dbp4-XhoI-Rev ont ét¢ utilisés pour générer un
fragment Dbp4-AN395 ol 395 acides aminés ont été ¢liminds a partir de la position 1.
Les amorces Dbp4-AN490-Ndel-For/ Dbp4-XhoI-Rev ont &t¢ utilisés pour générer un
fragment Dbp4-AN490 ou 490 acides aminés ont été ¢liminés a partir de la position 1.
Les amorces Dbp4-AN560-Ndel-For/ Dbp4-XhoI-Rev ont &té utilisés pour générer un
fragment Dbp4-AN560 ol 560 acides aminés ont &té ¢liminés a partir de la position 1.
Les amorces Dbp4-AN635-Ndel-For/ Dbp4-Xhol-Rev ont ét¢ utilisés pour générer un
fragment Dbp4-AN635 ou 635 acides aminés ont €té éliminés a partir de la position 1.

Tableau 2.1

La liste des oligonucléotides qui ont servi pour amplifier la cassette PGAL1-

His3MX6 et vérifier son intégration dans le génome de la souche YPH499.

Oligonucléotide Séquence

5'-GTATAGAGACTGGGGTTAAGGTACTCAGTAA

F4-DBP4 CAGTGTCATCAATATGCTAGAATTCGAGCTCGT
TTAAAC-3’
5-TGACGTAAAGTCTTTCTTTGAGTTGTGTTCA

R2-DBP4-3HA ATCTATTTTTTTTGGCCATTTTGAGATCCGGGT
TTT-3’

DBP4checkNt-For 5-AGCTTCATACAATTTTCGAGGAGA-3’

DBP4checkNt-Rev 5-GTTATCTTAGGGTCATACTCATC-3’
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Tableau 2.2

Liste des oligonucléotides qui ont servi a générer les mutants dirigés a partir de

la construction pCM188-DBP4-3HA.

Oligonucléotide

Séquence

pCM-Dbp4-ACt-Bot

5’-CACCTCCACCACCTG-3’

pCM-Dbp4-ACt-Top

5’-GATCCAGGTGGTGGAGGTGGTAC-‘3

Dbp4-NLS1-For

5’-GGCCACTTGGCTGCCGCTGCTAGAACTG-3’

Dbp4-NLS1-Rev 5 TCTAGCAGCGGCAGCCAAGTGGCCTIC C-3°
5-CTAAAGAAAAAAAACAAGAGAAGGCGGCA

Dbp4-NLS2-For AAAAGACTAGAAGC-3’
5-ATGGCTTCTAGICITITIGCCGCCTTCICIT

Dbp4-NLS2-Rev GTTTTTTTTCT-3’
5-GAATCTGCAGTAATGGCAGACATTGGAGA

Dbpd-ACCFor TGAAGAAGAAGGGAAGACA-3’

Dbp4-ACC-Rev 5 - TGTCTTCCCTTCTICTTCATCTCCAATGTC

TGCCATTACTGCAGATTC-3’

Dbp4-1195-1255

5-CCA CAA GAG CAG GAA GCGTTC

Dbp4-ADUF4217

5’-CGCGGATCCAATGAAGGGTATGAAGACCA
TTGA-3’

Dbp4-MutCC-Up-For

5’- GCAGGTGGCTCCAGAACCAAAACAAGAGA
AGAAG-3’

Dbp4-MutCC-Up-Rev

5’- CTICTTCTCTTGTTITGGTTCTGGAGCCAC
CTGC-3’

Dbp4-MutCC-Down-For

5’-AAGACTAGAAGCCATGCCACCGGAAATGG
AGGCT-3’

Dbp4-MutCC-Down-Rev

5’-AGCCTCCATTTCCGGTGGCATGGCTTICTAG
TCT T-3’
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Tableau 2.3

Liste des oligonucléotides qui ont servi a générer les fragments de DBP4 pour le

test de double hybride.
Oligonucléotide Séquence

Dbp4-NdeI-For 5’-CCCCATATGGCCAAAAAAAATAGATTGAAC
ACAACTC-3’

Dbp4-Xhol-Rev 5’-CGCCTCGAGACCCTGGATTAATTTAGCTGT
CAAAGATT-3’

Dbp4-ACter-Xhol-Rev 5’-CGCCTCGAGTTCCTGCTCTTGTGGAGTCAA
CAT-3’

Dbp4-AN395-NdeI-For g’-CCCCATATGTTGACTCCACAAGAGCAGGAA—

Dbp4-AN490-Ndel-For | 5-CCCCATATGAAGGGTATGAAGACCATTGAG

CA-3’

Dbpd-AN560-NdeL-For | 5'-CCCCATATGGACGAGGATGACGATTTCATT
TCTG-3

Dbp4-AN635-Ndel-For | 5'-CCCCATATGAGAGGTGATGCGGAGGTACAA
AAG-3’

2.6 Criblage génétique de Dbp4
2.6.1 Construction de la souche de déplétion GAL::DBP4

La souche GAL::DBP4 est obtenue a partir de YPH499 duquel on a remplacé le
promoteur original en amont du géne DBP4 par un promoteur GAL/ inductible au
galactose selon la méthode de Longtine et al. (1998). Une cassette PGAL/-His3 est
amplifiée du plasmide pFA6a-His3MX6-PGAL! matrice 4 I’aide des amorces F4-
DBP4/R2-DBP4-3HA de la maniére suivante : 20 ng de 1’ ADN matrice dans 50 pl de
réaction, contenant 300 mM de chaque amorce et 250 pM de dNTP. L’ADN est
amplifié¢ avec 2.5 U de I'’enzyme Taq DNA polymerase (New England Biolabs). La

réaction commence par une dénaturation a 95°C pendant 5 min suivie de 10 cycles
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(dénaturation 4 95°C pendant 30 sec, hybridation d’amorces 4 55°C pendant 1 min et
une phase d’élongation a 68°C pendant 2.3 min) puis 20 cycles (dénaturation a95°C
pendant 30 sec, hybridation d’amorces 4 64°C pendant 1 min et unc phase
d’élongation A 68°C pendant 2.3 min), puis une derniére phase d’extension pendant 7
min a 68°C.

Le fragment amplifié¢ est vérifié sur gel d’agarose 1% et précipité avec 1/10 de
volume d’acétate de sodium 3 M, 40 pg de glycogéne et 2.5 volumes d’éthanol froid.
Le culot est dissous dans 20 pl d’eau et utilisé pour transformer la souche YPH499.

Les cellules transformées sont étalées sur des géloses SGal(-His).

Les clones positifs sont repiqués sur un milicu liquide SGal(-His) et 1"’ADN
génomique est extrait selon le protocole de Hoffman et Winston, (1987). La
vérification de I'intégration de la cassette est réalisée par PCR sur I’ ADN génomique
de la fagon suivante : 100 ng d’ADN génomique dans 50 pl de réaction, contenant
300 mMde chaque amorce (DBP4checkNtFor/DBP4checkNtRev) et 250 uM de
dNTP. L’ADN est amplifié avec 2.5 U de I’enzyme Taq DNA polymerase (New
England Biolabs). La réaction commence par une dénaturation a 95°C pendant 5 min
suivie de 20 cycles (dénaturation & 95°C pendant 30 sec, hybridation d’amorces a
47°C pendant 1 min et une phase d’élongation a 68°C pendant 2 min) puis 15 cycles
(dénaturation a 95°C pendant 30 sec, hybridation d’amorces a 50°C pendant 1 min et
une phase d’élongation 4 68°C pendant 2 min), puis une derniere phase d’extension
pendant 7 min 4 68°C. Le fragment amplifi¢ est vérifié sur gel d’agarose 1%.

2.6.2 Préparation de levures compétentes et transformation

La préparation des levures compétentes GAL::DBP4 et la transformation par la
banque de mutants aléatoires sont réalisées selon la méthode de transformation au
PEG-lithium acétate (Gietz et al., 1992). La transformation est effectuée a petite

échelle comme suit : afin de préparer les levures compétentes, on inocule une colonie
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de levure a partir de milieu synthétique minimal SGal (-His). Dans 1 ml de SGal (-
His) liquide, on resuspend la colonic dans le milieu de culture puis on transfere
’inoculum dans un erlenmeyer contenant 50 ml de SGal (-His). La culture est
incubée a 30°C a 250 rpm pendant la nuit. Par la suite, on dilue la pré-culture dans
un volume final de 300 ml afin d’obtenir une DOggo <0.2-0.3. Cette dilution est de

nouveau incubée 4 30°C a 250 rpm jusqu’a I’obtention de DOggo de 0.5 +0.1.

On centrifuge la culture i basse vitesse (1000xg) pendant 5 min & température picce,
et on lave le culot dans de I’eau stérile. On centrifuge de nouveau et on resuspend le
culot dans 1.5 ml de TE-LiAc (10 mM Tris HC1 pH 7.5 et 1 mM EDTA, 100 mM
lithium acétate pH 7.5) fraichement prépare.

Pour transformer, on mélange 100 ng d’ADN plasmidique de la banque avec 0.1 mg
d’ADN de sperme de poisson concassé (« carrier DNA ») et 100 pl de levures
compétentes. Au mélange, on rajoute 600 ul PEG-LiOAc (Polyéthylene glycol-4000
4 40%, 10 mM de Tris HCI1 pH 7.5 et 1 mM d’EDTA, 100 mM de lithium acétate pH
7.5) et le mélange est incubé a 30°C a 200 rpm pendant 30 min, puis additionné de
DMSO a 10% final.

Le mélange est soumis a un choc thermique a 42°C pendant 15 min puis refroidi dans
la glace pendant 10 minutes. On centrifuge le tout pendant 30 sec a 14000 rpm puis
on dissout le culot dans 500 ul de TE 1X. On étale 100 pl par plaque de milicu
sélectif SGal (-His,-Ura).

2.6.3 Réplicas

Un réplica est utilisé afin de produire une copie d’une gélose. On produit une copie
des mutants sur le milicu qui empéchera 1’expression de Dbp4 endogéne. On utilise le
milieu minimum SDex (-His,-Ura) qui est un milieu synthétique minimal composé de
source d’azote, de dextrose comme source de carbone mais dépourvu d’uracile et

d’histidine. Sur ce milieu la souche GAL::DBP4 est incapable d’induire le promoteur
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GALI. Ainsi le géne DBP4 n’est pas exprimé et les cellules cessent de croitre sur ce

milieu sauf si la fonction est complémenté par de la Dbp4 exogéne.

Les colonies de transformants obtenues sur les plaques SGal (-His, -Ura) sont
transférées sur un tissu de velour stérile. Par la suite, une plaque de milieu SDex (-
His, -Ura) est appliquée sur ce tissu pour produire une copie de la plaque d’origine.
De plus, on applique une plaque de SGal (-His,-Ura) afin de érifier I'efficacité de
transfert (contrdle positif). La comparaison des deux réplicas SGal (-His,-Ura) et
SDex (-His,-Ura) nous permet de déterminer les mutants 1étaux qui expriment une
Dbp4-3HA recombinante (exogéne) incapable de complémenter la perte de Dbp4

endogene.

2.6.4 Extraction des protéines totales de levures

L’extraction est faite selon le protocole de Kushnirov (2000) directement a partir de
cultures sur milieu solide. On préléve des cellules qu’on inocule dans 100 pl d’cau
distillée, on rajoute 100 pl de NaOH 0.2 M et le mélange est incubé pendant 5 minute
a température piéce. On centrifuge et on dissout le culot dans 50 ul du tampon SDS
(0.06 M de Tris-HC, pH 6.8, 5% de glycérol, 2% de SDS, 4% de B-mercaptocthanol,
0.0025% de bleu de bromophénol) et on fait bouillir pendant 5 minutes a 95°C. Le
mélange est centrifugé, et le surnageant est récupéré et analysé par €lectrophorese sur

gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE).

2.6.5 Détection des mutants exprimant une protéine de pleine longueur par

immunobuvardage (Western blotting)

Les extraits protéiques de levure préparés par la méthode de Kushnirov sont analysés
sur gel d’acrylamide 8% comme suit. On prépare le montage d’électrophorese et on
prépare le gel de migration 4 8% et un gel de concentration a 5%. On dépose 10 pl de
chaque échantillon et on fait migrer 4 100 V jusqu’a ce que le bleu de bromophénol

sorte du gel. Par la suite, on fait le transfert sur membrane de PVDF dans le tampon
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Towbin (0,3% de Tris, 1,44% de Glycine, 2% de méthanol) a 100 V pendant 30
minutes. Aprés transfert, la membrane est incubée pendant 1h avec une solution de
blocage qui contient du lait écrémé 5% et du TBS-Tween (20 mM de Tris-C1 pH 7.6,
136.8 mM de NaCl, 0,2% de Tween-20). On lave ensuite 3 fois avec du TBS-Tween.
La premiére incubation est effectuée avec un anticorps anti-HA 12CAS (1/500)
pendant 1 heure. On lave la membrane 3 fois avec du TBS-Tween et on I’incube 1
heure avec un anticorps secondaire anti-IgG de souris de GE Healthcare (1/10000)
couplé a une peroxydase et relavé 3 fois au TBS-Tween. Ensuite la membrane est
incubée pendant 5 min dans une solution de luminol/peroxyde puis exposée a un film
radiographique HyBlot CL (Denville Scientific Inc) révélé pour la détection de Dbp4-
HA.

Aprés la premiére révélation, la membrane est lavé 3 fois au TBS-Tween et on utilise
par la suite I'anticorps anti-Dbp4 (1/1000) et un anti-IgG de lapin de GE Healthcare
(1/100000) selon la méme méthode afin de révéler la Dbp4 endogéne (Soltanich et
al., 2014).

2.6.6 Extraction de PADN plasmidique de bactérie et de levure

L’ADN plasmidique bactérien est extrait a I’aide d’un kit Mini-prep (QIAprep Spin
Minprep Kit de QTAGEN) en suivant les recommandations du manufacturier.

Pour I’extraction de I’ ADN plasmidique de levure, on utilise le protocole de Ausubel
et al. (1999). Une préculture de 2 ml est incubée pendant la nuit a 30°C a 250 rpm.
On centrifuge et resuspend le culot dans 200 pl de tampon de Iyse (2% de Triton X-
100, 100 mM de NaCl, 10 mM de Tris pH8, 1% de SDS et 1 mMd’EDTA). On
ajoute 0.3 g (~200 ul) de billes de verre lavées a ’acide (SIGMA) et 200 ul de
phénol/chloroform/isoamyl (25 :24 :1) (v/v/v). Le mélange est agité pendant 2 min a
vitesse maximale au vortex puis centrifugé pendant 1 min, La phase aqueuse est alors

récupérée.
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L’ADN est purifié par extraction au phénolchloroforme/isoamyl et précipité a
1’éthanol en présence de 0.3 M d’acétate de sodium pH 5.3. Le culot est resuspendu
dans 20 pl d’eau.

2.6.7 Préparation et transformation de bactéries électrocompétentes

Les bactéries électrocompétentes sont préparées selon le protocole d’Ausubel et al.
(1999). Une préculture de E. coli DH10B est incubée a 37°C pendant la nuit, on
I’inocule dans 500 ml de L-Broth, on laisse croitre jusqu’a 1’obtention d’une DOgpo
entre 0.5¢t 0.7, et on refroidit 20 min sur glace. La culture est centrifugée a 4000xg a
4°C pendant 15 minutes et on reprend le culot aprés chaque étape de centrifugation
dans 250 ml, 20 ml et 2 ml de glycérol 2 10% préalablement refroidi. A la fin, on
distribue 200 pl dans des tubes et on géle dans un bain d’éthanol et de glace seche

pour conservation a -80°C.

La transformation des bactéries électrocompétentes se fait selon le protocole de Bio-
Rad avec le Gene Pulser Xcell. Les bactéries électrocompétentes sont dégelées sur
glace. On dépose 40 ul dans des cuvettes a électroporation avec 1-2 pl d’ADN
plasmidique de levure. Le mélange est incubé dans la glace pendant 1 minute puis
transféré dans des cuvettes a éléctroporation de 2 millimétres qui sont exposces a un
choc électrique & 3000 volts pendant 5 millisecondes avec une capacitance de 25 pF
et une résistance de 200 Q. Ensuite on ajoute 1 ml de LB et on incube 1 heure a 37°C

puis on étale 100 pl sur plaques L-Broth contenant de I’ampicilline (150 pg/ml).

2.6.8 Préparation et transformation des bactéries chimio-compétentes

Pour la préparation des bactéries chimio-compétentes, on utilise la souche
Escherichia coli DH10B qui est incubée pendant la nuit en préculture a 37°C jusqu’a
I’obtention de DOggo= 0.5-0.9. La préculture est diluée jusqu’a 500 ml puis incubée

jusqu’a I'obtention de DOggo= 0.6. A ce moment, on refroidit immédiatement sur
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glace et on centrifuge a 4000 rpm 4 4°C pendant 15 minutes. On reprend le culot dans
100 ml de TFB1 (acétate de potassium a 30 mM, KCl a 100 mM, MnCl, a 50 mM,
CaCl, 3 10 mM, glycérol 4 15% v/v) préalablement refroidi. On centrifuge de
nouveau puis on resuspend dans 20 ml de TFB2 (Na-MOPS a 10 mM, CaCl; a 75
mM, KCl 2 10 mM, glycérol & 15% v/v). Le mélange est resuspendu dans du glycérol
a 50% final puis distribué dans des tubes et conservé a -80°C.

Pour transformer les bactéries, on utilise 10 ng d’ADN plasmidique avec 50 ul de
bactéries. Le mélange est incubé sur glace pendant 20 min puis exposé a choc
thermique 4 42°C pendant 90 secondes. On ¢tale sur un milieu sélectif (plaque L-
Broth contenant de 1’ampicilline a 100 pg/mi).

2.6.9 Confirmation de la létalité des mutants isolés

L’ADN plasmidique extrait des levures est utilis¢ pour transformer des bactéries
électrocompétentes afin d’isoler le clone et vérifier la présence de la mutation par

séquencage.

Les divers plasmides isolés & partir de bactéries sont retournés dans la souche
GAL::DBP4 selon le méme protocole de transformation de levures, qui sont ensuite
étalés sur SGal (-His,-Ura) et SDex(-His,-Ura) pour vérifier que le clone isolé porte

bien une mutation 1étale.

2.6.10 Séquengage et détermination des mutations

Des minipréparations d’ ADN plasmidique des mutants 1étaux de pleine longueur sont
envoyées au Centre Innovation Génome Québec de I'Université McGill pour
séquengage. On utilise deux amorces spécifiques qui permettent de séquencer la

partie C-terminale de Dbp4 a partir du pCM188-DBP4-3HA.

pCM188-rev : 5’-CCT TCC TTT TCG GTT AGA GCG G-3’
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DBP4/1195-1215: 5’-CCA CAA GAG CAG GAA GCG TTC-3’

Les séquences nucléotidiques regues sont analysées in silico pour déterminer leurs
séquences en acides aminés qui sont comparées avec la séquence sauvage
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) afin d’identifier les mutations dans la partie C-
terminale de Dbp4.

2.7 Mutagenéese ciblée

Toutes les constructions ont étés générées par PCR selon le protocole «QuickChange
Site-Directed Mutagenesis» de Agilent. La région encodant 1’extension C-terminale
de Dbp4 a été clonée entre les sites BamHI et Kpnl du vecteur pBlueScript KSII et
cette construction (pBS-DBP4Ct) a été utilisée pour la mutagenese dirigée. Les
produits de PCR sont digérés par I’enzyme Dpnl pendant une heure 4 37°C puis
transformés dans des bactéries chimio-compétentes. Des colonies sont remises en
culture liquide puis des minipréparations de plasmides ont ét¢ faites pour analyse par
séquengage. Les clones portant la mutation désirée ont ét€ digérés avec les enzymes
BamHI et Kpnl, et les fragments portant les mutations ont ét¢ sous-clonés dans le
plasmide pCM-DBP4-3HA préalablement digéré aux mémes sites de restrictions.

La construction pPCM-DBP4-ACt a été obtenue par la méthode «shotgun ligation»
qui consiste a remplacer le fragment BamHI-Kpnl €liminé de pCM-DBP4-3HA par
un court fragment d’ADN double brin qui code pour deux glycines et permet de
maintenir la fusion entre la partie N-terminale de Dbp4 et 1’épitope 3HA.

Le mutant pCM-Dbp4-ACt est généré par hybridation directe des amorces pCM-
Dbp4-ACt-Bot/ pCM-Dbp4-ACt-Top sur I'ADN matrice pCM-Dbp4-3HA
préalablement digéré par les enzymes BamHI et Kpnl.

Le mutant pCM-Dbp4-NLS1 généré avec les amorces Dbp4-NLS1-For/ Dbp4-
NLS1-Rev.
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Le mutant pCM-Dbp4-NLS2 généré avec les amorces Dbp4-NLS2-For/ Dbp4-
NLS2-Rev.

Le mutant pCM-Dbp4-NLS1-2 généré a partir du vecteur pBS-Dbp4-NLS1 avec les
amorces Dbp4-NLS2-For/ Dbp4-NLS2-Rev.

Le mutant pCM-Dbp4-ACC généré avec les amorces Dbp4-ACC-For / Dbp4-ACC-
Rev.

Le mutant pCM-Dbp4-ACC-NLS1 généré a partir du vecteur pBS-Dbp4-NLS1
avec les amorces Dbp4-ACC-For / Dbp4-ACC-Rev.

Le mutant pCM-Dbp4-ADUF4217 généré avec les amorces Dbp4-1195-1255 /
Dbp4-ADUF4217.

Le mutant pCM-Dbp4-ACC-Up généré avec les amorces Dbp4-MutCC-Up-For /
Dbp4-MutCC-Up-Rev.

Le mutant pCM-Dbp4-ACC-Down généré avec les amorces Dbp4-MutCC-Down-
For / Dbp4-MutCC-Down-Rev.

2.8 Amplification des fragments pour essais doubles hybrides

Tous les fragments ont été amplifiés & partir du vecteur pCM-DBP4-3HA puis
digérés avec les enzymes Ndel et Xhol. Les fragments sont clonés dans le vecteur
pBlueScript KSII, séquencés puis digérés de nouveau aux sites Ndel et Xhol pour les

sous-cloner dans le vecteur pGBKT7 préalablement digéré par Ndel et Sall.

Construction pGBK-Dbpd-WT généré avec les amorces Dbp4-Ndel-For/ Dbp4-
Xhol-Rev.

Construction pGBK-Dbp4-ACt généré avec les amorces Dbp4-Ndel-For/ Dbp4-
AC-ter-XholI-Rev.
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Construction pGBK-Dbp4-AN395 généré avec les amorces Dbp4-AN395-Ndel-For/
Dbp4-Xhol-Rev.

Construction pGBK-Dbp4-AN490 généré avec les amorces Ndel-For/ Dbp4-Xhol-
Rev.

Construction pGBK-Dbp4-AN560 généré avec les amorces Dbp4-AN560-Ndel-For/
Dbp4-Xhol-Rev.

Construction pGBK-Dbp4-AN635 généré avec les amorces Dbp4-AN635-Ndel-For/
Dbp4-Xhol-Rev.

2.9 Analyse fonctionnelle des mutants

2.9.1 Courbes de croissance en déplétion cellulaire

Les différentes souches de levures conditionnelles (exprimant DBP4 sous contrble
d’un promoteur G4L/7) sont inoculées dans le milieu adéquat additionné de 2% de
galactose et incubées pendant la nuit a 30°C jusqu’a I’obtention d’une DOgqg entre 0.4
et 0.8. Les cellules sont centrifugées et transférées dans un milicu préchauffé
contenant 2% de dextrose, jusqu’al’obtention d’une DOggo de 0.1. L’absorbance a 600
nm est suivie pendant des intervalles fixes de temps jusqu’a un point de flexion de la

courbe de croissance par rapport a la souche YPH499 de type sauvage (W.T.).

2.9.2 Co-immunoprécipitation

Afin de déterminer I’interaction entre les différentes constructions de Dbp4 et la
protéine Bfr2, la souche BY4741, ou la protéine Bfi2 est couplé a la protéine GFP,
est transformée par les divers plasmides recombinants exprimant une protéine Dbp4
portant une ou plusieurs mutation(s). On utilise une souche transformée avec le
plasmide pCM188-DBP4-3HA de type sauvage comme contrdle positif et une souche

transformée avec pCM188-3HA comme controle négatif. Les transformants sont
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gardés sur un milieu sélectif contenant du galactose comme source de carbone.
L’extrait total de protéines est préparé a partir d’une culture liquide en phase
exponentielle (DOgo = 0,6). Les cellules sont centrifugées, lavées a I’eau distillée
puis brisées avec des billes de verre dans le tampon TMN100 (25 mM de Tris-HCl,
pH?7.5, 100 mM de NaCl, 10 mM de MgCl,, et 0.1% de NP-40). Pour I’analyse des
protéines, P’extrait est mélangé avec le tampon SDS 2X, puis incubés a 65°C pendant

10 minutes.

Cinquante pl de billes d’agarose-A (Roche) sont incubées avec I’anticorps anti-HA
pendant la nuit avec agitation douce a 4°C. Les billes sont lavées trois fois avec du
tampon TMN100 et incubées avec les échantillons pendant 1 heure a 4°C. Ensuite, on
centrifuge a 4°C pendant 30 secondes & 500 x g et on lave cing fois avec du tampon
TMN100. L’élution est faite dans du tampon d’élution (Tris-HCI a 25 mM, pH 7.5,
EDTA 4 10 mM, SDS a 17.4 mM) a 65°C pendant 10 minutes, puis les billes sont
centrifugées a 500xg et & 4°C pendant 30 secondes. Le surnageant est récupéré et la
détection des protéines Bfr2 et Dbp4, co-immunoprécipitées est réalisce par

immunobuvardage tel que décrit par Soltanich et al. (2014).

2.9.3 Test de complémentation en milieu solide

Les souches GAL::DBP4 transformées avec les constructions générés par mutagenése
dirigée, le plasmide pCM188-3HA vide ou la construction pCM-DBP4-3HA été
inoculées dans 50 mL de milieu SGal(-His-Ura) liquide. Les cultures sont incubées a
30°C 4 250 rpm jusqu’a I’obtention d’une DOggo entre 0.5 et 0.7, puis centrifugées a
1000 x g pendant 10 minutes. Le culot est resuspendu et lavé trois fois avec de I'cau
stérile. Les cellules sont centrifugées a 1000 x g puis resuspendues a une DOggo de 1
dans I'eau stérile. Des dilutions en séric 1:10 ont été faites a partir de cette

suspension 5 pl de chaque dilution ont été déposés en ordre croissant sur des géloses
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SGal (-His-Ura) et SD(-His-Ura). Les plaques ont été incubées 4 30°C pendant 3

jours.



CHAPITRE 111
RESULTATS

3.1 Des mutations ponctuelles dans I’extension C-terminale de Dbp4 générent

un phénotype létal.

La «DEAD-box protein 4» Dbp4 est une ARN hélicase ATP-dépendante essentielle
i la survie de la levure. Elle est phylogénétiquement conservée au cours de
I’évolution (Liang et al, 1997), ce qui suggére une fonction cellulaire importante. La
séquence codante de DBP4 est composée de 2313 paires de base (770 acides aminés)
et située sur le chromosome X de Saccharomyces cerevisiae. Soixante acides amings
forment I’extrémité N-terminale, tandis que le cceur catalytique s’étend sur 328 acides
aminés répartis en deux domaines, ATPasique et hélicasique. La partic C-terminale
couvre 382 acides aminés, ce qui représente a peu pres la moitié¢ de la longueur totale
de la protéine. La déplétion de Dbp4 conduit a une réduction drastique de la
maturation du pré-ARNr par perte des clivages aux sites A0, Al et A2. Ceci a prouvé
que Dbp4 est requise pour les clivages précédemment mentionnés (Soltanieh et al.,
2014; Kos et Tollervey, 2005). Une délétion de 1’extension C-terminale de Dbp4
génére également un phénotype 1étal chez la levure (Soltanich et al. 2015), ce qui
suggére que la partie C-terminale de Dbp4 contient des acides aminés essentiels au
fonctionnement de cette enzyme. Afin d’étudier I’effet des mutations portées sur
I’extension C-terminale de Dbp4, j’ai construit une souche de déplétion GAL::DBP4
a partir de la souche Saccharomyces cerevisiae YPHA99. On a éliminé 250 paires de
bases en amont du codon d’initiation (ATG) du géne DBP4, ce qui a permis de
tronquer son promoteur original, cette région a été remplacée par une cassette
contenant le promoteur Pgy;; et un géne de sélection His3MX6 (Figure 3.1). Cette
souche nous permettra de cribler différents mutants de Dbp4. Le systéme de criblage

génétique fonctionne en mode commutateur (ON/OFF), puisque le géne DBP4
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endogéne (chromosomique) peut étre actif (ON) en présence de galactose, ou inactif

(OFF) en absence de galactose (la source de carbone est alors le dextrose).

GENEDBP4.

GENE DBP4

Figure 3.1: Présentation schématique de la construction de la souche
GAL::DBP4. 1.a cassette His3MX6/Pcay4z; est insérée en amont du géne DBP4 par
recombinaison homologue, ce qui entraine 1’¢élimination d’une partic de son

promoteur original.

La souche étant transformée avec divers mutants de Dbp4, les transformants sont
étalés sur deux milieux sélectifs SGal (-His,-Ura) pour la situation ON et SDex (-
His,-Ura) pour la situation OFF.

En situation OFF, les cellules ne sont pas capables de survivre, sauf si leur génome
est complémenté par une Dbp4 exogéne. Pour ceci, on utilise un plasmide pCM188
dans lequel on a inséré le géne DBP4 portant des mutations aléatoires ou dirigées
(selon le cas) dans sa partie C-terminale. Les protéines recombinantes portent un
épitope HA 2 leur extrémité C-terminale ce qui les distingue le la Dbp4 endogene
(d’origine chromosomique). Des tests de viabilité ont permis d’isoler des mutants
1étaux qui ne peuvent pas survivre en situation OFF. Apr¢s avoir vérifi€ I'intégration

de la cassette, on a analysé la croissance de la souche dans les conditions restrictive



45

(OFF) versus des conditions permissives (ON) dans les milicux liquides et solide. La

souche YPH499 a été utilisée comme controle positif (Figure 3.2).
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Figure 3.2 : Croissance de la souche GAL::DBP4 en milieux solide et liquide

comparée a la souche originale YPH499. En (A), la courbe de croissance de la
souche GAL::DBP4 a été déterminée en milieux liquides YP-Gal () et YP-Dex (»).
La courbe de croissance de la souche parentale YPH499 en milieu YP-Dex (%) est

également présentée. En (B), les tests de viabilité des souches GAL::DBP4 et

YPH499 ont été effectués sur milieu solide dans des conditions permissives (YP-Gal,

panneau de gauche) et restrictives (YP-Dex, panneau de droite).
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Les résultats de croissance en milieu liquide (Figure 3.2 A), montrent que pendant les
12 premiéres heures de croissance en YP-Dex, la souche GAL::DBP4 a le méme
rythme de croissance que la souche parentale YPH499 avec un temps de génération
de 2 heures. Au-dela de 12 heures de culture sur le milieu YP-Dex, la croissance de la
souche GAL::DBP4 commence A ralentir progressivement et la courbe s’écarte de
celle de la souche parentale. En milieu YP-Gal la croissance de la souche
GAL::DBP4 est beaucoup plus lente par rapport a la souche parentale, avec un temps
de génération de 4 heures parce qu’elle est en présence d’une source de carbone
moins bonne. Toutefois elle maintient une croissance exponentielle. Sur le milicu
solide (Figure 3.2 B) on peut constater que la souche GAL::DBP4 pousse au méme
rythme que la souche YPH499, mais non pas sur le milieu YP-Dex sur lequel on

remarque une croissance trés ralentie a partir de la dilution g

La souche GAL::DBP4 a été transformée avec les mutants générés par mutagencse
aléatoire et les transformants on été étalés sur une gélose SGal (-His,-Ura). Des
replicas ont été réalisés sur une gélose dans des conditions restrictives Sdex (-His,-
Ura). Sur ces plaques, seuls les mutants viables vont croitre (Figure 3.3 A). En
comparant les plaques on a isolé des mutants Ictaux et je les a ré-étalés sur des
géloses Sgal (-His,-Ura) a partir de la gélose originale Sgal (-His,-Ura). Par la suite,
les plasmides portant des mutations létales ont ét¢ isolcs et retransfectés de nouveau

dans la souche GAL::DBP4 pour confirmer la 1étalité (Figure 3.3 B).
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(A)

Figure 3.3 : Isolement des mutants létaux et vérification de la létalité. En (A),
photographie d’une plaque montrant six mutants €talés sur milieu minimal SDex (-
His,-Ura). Les clones ont €té étalés sur milieu synthétique minimal a 2% de dextrose
et dépourvu d’histidine et d’uracile. Ces clones ont été prélevés a partir d’une plaque
contenant du galactose. Les clones 1 et 2 portent une mutation létale alors que les
clones 3 i 6 sont viables. En (B), exemple de confirmation de la 1étalité de quelques
mutant isolés. Les plasmides ont été isolés,retransformés dans la souche GAL ::DBP4
et étalés sur des géloses SGal (-His, -Ura) a gauche et SDex (-His,-Ura), a droite. Les
mutants 1 3 4 ne sont pas viables sur le milieu restrictif contenant du dextrose comme

source de carbone.

On a criblé 8594 mutants dont seulement 178 se sont avérés Iétaux (~2%). Afin de
distinguer les protéines mutées qui sont tronquées (et nécessairement non-viables) de
celles de pleine longueur, on a fait des analyses par immnobuvardage a ’aide des

anticorps anti-HA et anti-Dbp4 (Figure 3.4).
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Figure 3.4 : Analyse des mutants létaux par immunobuvardage. Les exiraits

12

cellulaires de différentes souches ont été analysés par « western blot ». La membrane
est d’abord soumise i une immuno-détection avec I’anticorps monoclonal anti-HA
(panneau du haut). L’absence de signal indique que la protéine est tronquée. La
membrane est ensuite soumise 4 une deuxiéme immuno-détection avec I’anticorps
anti-Dbp4 (panneau du bas) qui permet de vérifier ’expression du géne DBP4

endogene.

Des 178 mutants 1étaux, 73 ont été analysés par western blot : 28 mutants encodent

une protéine tronquée, tandis que les 45 autres expriment une protéine de pleine

longueur (Figure 3.5).

Whustants $étavx, 178 £2°%)

{A)
: Mutants létaux
| trongqués, 28
(38.36%)
Mutants letaux
Mutants viables, 8416 [98%) / ” pleine fongueur,
& o 45 (61.64%)

Figure 3.5 : Représentation schématique du taux de létalité des clones analysés.
(A) Répartition statistique du nombre total des mutants isolés et (B) distribution des

mutants létaux en deux classes: ceux de pleine longueur et ceux tronques.
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Certains mutants de pleine longueur ont été séquencés et alignés avec la séquence

Dbp4 de type sauvage afin d’identifier les acides aminés mutés (Figure 3.6).

On a pu distinguer plusieurs classes de mutants, les mutants ponctuels qui présentent
une seule mutation, les doubles mutants, les triples et les multiples mutations. La
plupart des mutants portent une seule mutation et ce sont eux qui sont plus
intéressants a étudier afin de déterminer I’effet de chaque mutation sur le

fonctionnement de Dbp4.
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3.2 Le motif coiled-coil et le domaine DUF4217 sont essentiels pour le

fonctionnement de Dbp4.

Dans la section précédente, j’ai montré que certaines mutations aléatoires dans la
partic C-terminale de Dbp4 peuvent altérer son fonctionnement. L utilisation des
outils bioinformatiques est devenue une solution rapide pour prédire des motifs est
des domaines fonctionnels consensus, par un simple alignement de la séquence d’une
protéine dans les bases de données. J’ai réalisé des prédictions bioinformatiges sur
I’extension C-terminale de Dbp4 pour détecter la présence de motifs fonctionnels sur
cette portion de Dbp4 et j’ai trouvé plusieurs motifs et domaines protéiques putatifs

qui sont conservés chez les homologues de Dbp4 (Figure 3.7). Le cNLS-mapper

(http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi) (Kosugi et al,
2009) révéle la présence de deux séquences reconnues comme signal de localisation
nucléaire (NLS) dans I’extension C-terminale de Dbp4. La premicre séquence
correspond 4 GHLKKKARTVDY entre les acides aminés 723-734, tandis que la
deuxiéme est QEKKRKRLE entre les acides aminés 669-677. L'utilisation des outils
Coils d’Expasy (http://embnet.vital-it.ch/software/COILS_form.html) (Lupas et al.,
1991) prédit la présence d un motif coiled-coil entre les acides aminés 657 et 692. La

base de données SMART protein (http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAI =1) (Schultz et al., 1998; Letunic et al.,
2015) permet d’identifier plusieurs domaines et motifs putatifs: le domaine DUF4217

entre les acides aminés 428-491, un motif coiled-coil entre les acides aminés 657-692
et plusieurs régions de faible complexité qui ont une composition biaisée en acides

aminés et trés variables entre les différentes familles de protéines.
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Figure 3.7: Représentation schématique de la protéine Dbp4 et des différents
motifs prédits sur son extension C-terminale. Les motifs Hélic et DEAD-box
forment le coeur catalytique de la protéine. Il sont flanqués par une courte extension
N-terminale et une longue extension C-terminale. L’extension C-terminale de Dbp4
porte des motifs putatifs prédits par des outils bioinformatiques, un domaine
DUF4217, un motif NLS1 et un motif NLS2 intercalé a I’intérieur du motif coiled-

coil.

Afin d’étudier ces composantes fonctionnelles de 1’extension C-terminale de Dbp4,
j’ai voulu altérer la séquence consensus de chaque motif/domaine par la génération de
mutations ponctuelles ciblées ou leur délétion totale, ou la combinaison des
deux. Toutes les constructions réalisées ont été testées par immunobuvardage pour
vérifier I’expression des protéines mutées, puis par des tests de complémentation en

milieu solide «spot assay» dans les conditions permissives et restrictives.

Sur un milieu contenant du galactose, toutes les constructions sont viables puisque
I’expression de Dbp4 endogéne dans ces conditions permet 1a survie des cellules. Par
contre, quand on dépose les mémes quantités de cellules transformés avec les diverses
constructions sur le milieu contenant le dextrose comme source de carbone, seuls les
souches transfectés par les mutants viables vont croitre. C’est le cas de la souche
transfecté par la construction pCM-Dbp4-WT qui sert de contréle positif, et pCM-
Dbp4-MutNLS1, pCM-Dbp4-MutNLS2 et pCM-Dbp4-MutNLS1-2; ces trois
dernieres souches sont capables de survivre méme si ’un ou les deux motifs NLS ont
étés mutés. En ce qui concerne la construction pCM-vide qui sert de contrdle négatif,
pCM-Dbp4-ACC, pCM-Dbp4-ACC-NLS1 et pCM-Dbp4-ADUF4217, les mutations

ont généré un phénotype 1étal dans les conditions restrictives. En effet, la délétion
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totale de I'un ou l'autre des deux domaines coiled-coil et DUF4217 a un effet

drastique sur la survie cellulaire. (Figure 3.8).

SGal (-His, -Ura) SDex (-His, -Ura)
' 1¢ w0 1 160 12 100 04

pomosrewt | SR =

pCMDBRLAEST £ |

pcM-parenLs2 B

pCM-DBPA-VESH2 B ]

pCM-LRpL-ALCNLST

PCM.Dhpd-ADUFI2!,

Figure 3.8 : Tests de complémentation en milieu solide avec divers mutants. Les
mutants générés par mutagénése dirigée sont transfectés dans la souche GAL::DBPA.
Les cellules ont été récoltées par centrifugation puis resuspendues dans 1’eau jusqu’a
I’obtention de 0.1 unité d’absorbance a 600 nm (~2.8 10° cellules/ ml). Des dilutions
en séries, de I’ordre 1:10, ont été réalisées et 5 ul de chaque dilution ont été déposés

sur les géloses.

3.3 La délétion du motif ceiled-coil, DUF4217 et une double mutation des
motifs NLS1 et NLS2 perturbent I’interaction de Dbp4 avec son partenaire Bfr2

in vivo.

Suite aux résultats obtenus par les tests de complémentation en milieu solide, j’ai
voulu vérifier si les mutations/délétions générées sur un ou plusieurs motifs peuvent

nuire a l’interaction de Dbp4 avec son partenaire Bfr2 (Soltanich et al., 2014). A
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cette fin, j’ai utilisé la souche de levure appelée BFR2-GFP. Cette souche a la
particularité d’exprimer la protéine Bfi2 couplée i la GFP «Green Fluorescent
Protein» de fagon constitutive sous contréle du promoteur naturel de Bft2. J'ai
transfecté les constructions dans cette souche et j’ai réalis¢é des tests de co-
immunoprécipitation a I’aide de billes d’agarose-A couplées a I’anticorps anti-HA.
Ici, seules les protéines recombinantes Dbp4-HA vont se¢ lier & I'anticorps anti-HA a
la surface des billes et entrainer avec elles Bfr2-GFP en cas d’interaction. Les extraits
sont analysés sur un gel de protéines et transférés sur membrane, puis la présence de
Bft2 est mise en évidence par une révélation avec I’anticorps anti-GFP. Les
constructions pCM-Dbp4-WT et pCM-vide représentent le contrle positifs et
négatif, respectivement (Figure 3.9).

P

Anti-GFP |

Anti-GFP — —_— | ——

Figure 3.9 : Tests de co-immunoprécipitation de Bfr2-GFP avec les protéines
mutantes Dbp4. L’extrait protéique de chaque mutant est précipité¢ sur des billes
d’agarose-A couplées aux anticorps anti-HA. Trente pg de chaque extrait, précipité
(IP) et non précipité (In) ont étés déposés sur le gel puis transférés sur une membrane
PVDF. Une révélation a I’anticorps anti-GFP permet de détecter la présence de Bft2.
Dans les pistes de 1 a 8 on a déposé respectivement les extraits de protéines des
souches transfectés avec les plasmides pCM-Dbp4-WT, le pCM188-vide, mutant
pCM-Dbp4-NLS1, mutant pCM-Dbp4-NLS2, mutant pCM-Dbp4-NLS1-2, mutant
pCM-Dbp4-ACC, mutant pCM-Dbp4-ACC-NLS1 et mutant pCM-Dbp4-DUF4217.
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L’interaction entre Bf2 et les mutants pCM-Dbp4-NLS1, pCM-Dbp4-NLS2 et pCM-
Dbp4-ACC-NLS1 n’est pas perturbée. Par contre, avec les autres mutants on

remarque une perturbation de 1’interaction avec la protéine partenaire Bfr2.

3.4 Les tests de double hybride chez la levure permettent de mettre en évidence

les zones d’interaction sur I’extension C-terminale de Dbp4

Afin de mieux délimiter les zones d’interactions avec la protéine partenaire Bfi2, j’ai
amplifié¢ plusieurs fragments de la protéine Dbp4 (Figure 3.10) et je les ai clonés dans
le vecteur pGBKT?7 afin de réaliser des tests de double hybride dans la levure. Nous
disposons d’une construction pGADT7-Bfr2 (Soltanich et al, 2014) qui a ét¢
transfectée a chaque fois avec une des constructions réalisées. Puis les transformants
ont été étalés sur un milieu de sélection. Ces constructions vont servir a déterminer

les zones d’interaction de Dbp4 avec Bfr2.

W Dbp4-W.T.

Dbp4-A C-ter
# Dbpd-AN3IIS
Dbp4-AN490
¥ Dbpa-ANSE0

3 Dbp4-AN63S

Figure 3.10 : Présentation schématique des différents fragments amplifiés par
PCR. Les différents fragments de DBP4, Dbp4-W.T. pour le type sauvage, Dbp4-A
C-ter pour une protéine dont I’extension C-terminale est ¢liminée, Dbp-AN395, -
AN490, AN560 et AN635 pour des délétions de 395, 490, 560 et 635 acides amings a
partir de la position 1. Les fragments sont clonés dans le vecteur pGBKT7 entre les
sites Ndel et Sall.



CHAPITRE 1V
DISCUSSION

4.1 L’extension C-terminale de Dbp4 contient des acides aminés essentiels a

son fonctionnement.

L’ARN hélicase Dbp4 est une protéine nucléolaire qui appartient i la famille
«DEAD-box». Elle est essentielle pour la survie cellulaire de la levure et elle est
phylogénétiquement conservée au cours de I’évolution (Liang et al., 1997). Dbp4 est
impliquée dans les clivages précoces aux sites A0, Al et A2 et dans le relichement
du snoARN U14 du pré-ARN ribosomique 35S (Kos et Tollervey, 2005). Dbp4 est
essenticlle 4 la biogenése des ribosomes et au clivage du pré-ARNr (Koss et
Tollervey, 2005). Cette enzyme est dotée d’une extension C-terminale qui couvre
quasiment la moitié de la protéine. Une délétion de la partic C-terminale génére un

phénotype 1étal (Soltanieh et al., 2015).

Dans le cadre de ce projet, j’ai voulu identifier les acides aminés et les composantes
clés de ’extension C-terminale de Dbp4. L’intérét porté a 1’extension C-terminale
provien d’une étude préalable de la protéine. Il s’avére donc intéressant de
comprendre le réle de I’extension C-terminale dans le fonctionnement de Dbp4. En
utilisant un systéme génétique qui nous a permis de contréler ’expression du gene
DBP4 endogéne (Chapitre II, paragraphe 2.6.1) et une banque de clones qui portent
des mutations aléatoires dans ’extension C-terminale de Dbp4, j’ai réussi a cribler
prés de 8600 clones et j’ai trouvé que seulement 2% portent une mutation létale. Des
analyses par western blot de 73 mutants Iétaux ont montré qu’environ 62% d’entre
eux expriment une protéine de pleine longueur; 28 de ces mutants ont ¢té séquenceés
et alignés avec la séquence de type sauvage (Figure 3.6). Pour 17 mutants, un seul

acide aminé a été changé, ce qui suggere que ces résidus sont particulicrement
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importants pour la fonction (ou la structure) de Dbp4. Seuls les mutants qui portent

une seule mutation seront discutés ici.

Pour les mutations K667N, K672N et A686D, on remarque que ces trois acides
aminés ont ét¢ changés aléatoirement par des acides aminés de nature trés différente
ce qui génére un cffet drastique sur la molécule. En effet, les mutations K667N,
K672N et A686D sont localisées dans une séquence qui forme potentiellement un
motif d’interaction protéine-protéine de type coiled-coil (acides aminés 657-692).
Pour les mutants K667N et K672N, le changement de la lysine (K), acide aminé
polaire de charge positive, pour une asparagine (N), acide aminé polaire neutre et
pour le mutant A686D, le changement de 1’alanine (A) apolaire en en acide
aspartique (D) polaire chargé négativement, peut affecter la structure du motif. La
structure des motifs coiled-coil est réguliére et consiste en répétitions d’acides aminés
apolaires en position ‘a’ et ‘d’ de ’héptade et polaires chargés dans les positions ‘¢’
et ‘g’. Ce sont ces derniers qui conférent la spécificité de chaque hélice par leurs
charges électrostatiques (Walshaw J et Woolfson DN, 2003, Harbury et al., 1998;
Stetefeld et al, 2000). 11 est fort probable que le changement des lysines en
asparagine, de charge neutre, cause un défaut de structure menant audéroulement de
la superhélice et/ ou une perte de spécificité de 1’hélice. De méme, I’ajout d’une
charge négative, pour le mutant A686D, peut perturber la charge ¢lectrostatique
globale de ce motif. En faisant une analyse détaillée des résidus formant le coiled-coil
avec le logiciel «COILS», on constate que 1’alanine en position 686 coincide avec la
position ‘d’ qui est caractéristique des résidus apolaires. Le changement de ce résidu
par un autre apolaire chargé négativement a probablement altéré 1a conformation de

I’hélice.

Les mutations A450G, S453P et K490P sont localisées dans un domaine prédit
appelé DUF4217 (entre les a.a. 428-491). Ce domaine est présent chez plusicurs ARN
hélicases. La séquence des résidus composant ce domaine est trés conservée, ce qui

suggére qu’il a une fonction particulicre. L’étude de cette séquence montre une
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grande similarité avec le domaine de liaison d’ARN double brin «double-stranded
RNA-binding domains» (Dlakic, 2006). Les domaines de liaison aux acides
nucléiques sont connus pour étre riches en acides aminés chargés : pour la mutation
A450G ou I’alanine (A) apolaire a été changée en glycine (G) de méme nature, un
défaut de conformation est fortement suggéré puisque la glycine est le seul acide
aminé privé de pouvoir rotatoire et cela suggere un défaut de repliement de la
molécule. Pour le mutant S453P ou la sérine (S), acide aminé polaire neutre, est
substituée en proline (P), acide aminé apolaire, un défaut de repliement et
d’acquisition de conformation est suggéré puisque la mutation change la polarité de
cette région. Dans le cas de la mutation K490P, il s’agit d’un changement d’acide
aminé polaire de charge positive (lysine, K) en acide aminé apolaire (proline, P) et
cette substitution pourrait nuire & aux charges électrostatiques de cette portion de la
protéine ou pourrait avoir aussi un effet sur la conformation de ce domaine et la perte
de la conformation en hélice. En effet, les acides aminés apolaires ont tendance a se

déloger de la surface de la protéine et s’incruster a I’intérieur.

La mutation V732D tombe dans la séquence prédite NLS1 qui s’étend entre les acides
aminés 723-734. Dans ce mutant, la valine (V), apolaire a été changée pour 1’acide
aspartique (D), polaire chargé négativement. Les NLS sont connus pour leur structure
en hélice et la présence d’acides aminés apolaires comme la valine est essenticlle
pour adopter cette conformation; un changement pour un acide polaire chargé
pourrait avoir un effet significatif sur la structure et la charge dans ce motif, et ceci
pourrait affecter sa fonction.

Pour les mutantions 1.546S ou un résidu apolaire est changé pour un résidu polaire
neutre, H574Y ou un résidu polaire chargé positivement est changé pour un résidu
polaire neutre et la mutantion T588I ou un résidu polaire neutre est changé pour un
résidu apolaire, ces mutations pourraient altérer les interactions hydrophobes entre les

acides aminés apolaires pour le premier cas, ou générer respectivementdes nouvelles
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liaisons ioniques et hydrophobe entre les résidus chargés et apolaires dans le

deuxiéme et le troisiéme cas qui pourraient affecter la structure de la protéine.

Pour les mutantions K596G, K699E et Q755H, le changement des résidus polaires
chargé positivement (K) et neutre (Q) sont respectivement changés pour des résidus
apolaire (G), polaire chargé négativement (E) et polaire chargé positivement (H) ce
qui conduit fort probablement au dysfonctionnement de I’enzyme. En effet, 1a charge
de chaque acide aminé est cruciale pour 1’adoption d’une conformation fonctionnelle
de la molécule. Le changement d’un résidu polaire chargé positivement ou neutre par
un résidu chargé positivement ou négativement (cas des mutantions K596G, K699E
et Q755H) peut avoir un effet répulsif entre les acides aminés voisins de méme
charge ce qui conduit 4 un relichement de la structure de la molécule en cette région.
Pour les mutantions A604D, A638E et GTOTR ou des acides aminés apolaires (A et
G) sont changés en résidus polaires ionisables (respectivement D, E et R) conduisent
a un effet drastique qui pourrait étre d’ordre conformationel. En effet, les résidus
apolaires sont connus par leur caractére hydrophobe le milieu aqueux (le solvant) et
étre délogés a I'intérieur de la structure moléculaire. Leur substitution pour d’autres
résidus polaires chargés (+/-) pourrait changer la conformation de la molécule soit par

relaichement ou contraction au niveau de la protéine.

4.2 Les motifs coiled-coil et DUF4217 de I’extension C-terminale sont essentiels.

Afin d’étudier les composantes fonctionnelles de I’extension C-terminale de Dbp4,
j’ai fait des recherches bioinformatiques sur les bases de donnés protéomiques avec la
séquence en acides aminés de Dbp4. J’ai trouvé que plusieurs motifs fonctionnels
sont présents (prédits) dans la partie C-terminale de Dbp4. Ces motifs putatifs ont été
altérés soit par délétion compléte, soit par la génération de mutations ponctuelles
comme suit. Le motif NLS1 qui s’étend des acides aminés 723 a 734 a ¢ét¢ muté de
fagon a ce que la séquence consensus ne soit plus reconnue comme un NLS; les

mutations K726A - K727A - K728A ont été introduites simultanément, et d’apres
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mes analyses avec cNLS mapper (Kosugi et al. 2009), la séquence correspondante
n’est plus reconnue comme un NLS (WT: GHLKKKARTV/ Mutant:
GHLAAAARTV). De méme, le NLS2 qui s’étend des acides aminés 669 a 677 a été
muté de la fagon suivante K672A et R673A (WT: QEKKRKRLE/ Mutant:
QEKAAKRLE) de fagon a « détruire » la séquence NLS (Gao et Wong, 2013;
Bemstein et al., 2006). Ce type de mutation aura eu pour effet de dérouler I’hélice
caractérisant les NLS. Le changement de résidus polaires chargés positivement en
résidus apolaires favorise I'établissement de nouvelles interactions hydrophobes et
permet d’encastrer ce motif & I'intérieur de la molécule pour le camoufler. De cette
fagon il n’est plus accessible aux protéines de transport (importines). En réalisant des
tests de complémentation en milieu solide avec les mutants NLS1, NLS2 et le double
mutant NL.S1-2, nous n’avons remarqué aucun effet sur la croissance. Ces mutants se
comportent comme le type sauvage (WT). Malgré que ces motifs semblent étre
essentiels pour le trafic nucléo-cytoplasmique, les mutations générées n’ont pas altére
la croissance, ce qui suggére la présence d’un autre mécanisme qui permet a leur
importation nucléaire. L’un des mécanismes suggérés est que I'interaction de Dbp4
mutée avec d’autres protéines nucléolaires pourrait étre une deuxicme voie
d’importation nucléaire. En effet, ces protéines peuvent s’associer au niveau du
cytoplasme, par le biais d’un motif coiled-coil, en formant des petits complexes
protéiques qui peuvent étres transportés au noyau (fransport « piggyback »). De ce
fait, j’ai choisi d’éliminer le domaine putatif coiled-coil et j’ai aussi muté le NLSI1
(K726A - K727A - K728A). Comme le domaine coiled-coil s’étend des résidus 655 a
697, cette délétion élimine 2 la fois le motif coiled-coil et le NLS2. La délétion du
coiled-coil avec 1a mutation NLS1 génére un phénotype 1étal chez la levure. J’ai donc
investigué si seule la délétion du coiled-coil géncre le méme phénotype ; pour cela,
j’ai généré un mutant ou seul ce motif a été éliminé (mutant delta-CC), d’une part et
j’ai trouvé que cette mutation géncre un phénotype Iétal, d’autre part la mutation du
NLS1 a elle seule ne génére pas phénotype 1étal. Ces résultats suggérent que le motif

NLS1 n’est pas nécessaire a la survie de la cellule, mais que le coiled-coil, incluant le



65

NLS2, est essenticl. Comme Dbp4 interagit avec la protéine nucléolaire Bfr2
(Soltanich et al., 2014), on peut penser que ’interruption de cette interaction par la
délétion du coiled-coil empéche Dbp4 d’étre importée au noyau pour effectuer sa

fonction biologique.

La présence d’un motif DUF4217 (a.a. 428 a 491) dont la fonction demeure inconnue
mais qui est présent chez les homologues de Dbp4, nous a poussé a investiguer son
role. Le DUF4217 a été retrouvé chez plusieurs ARN hélicases et il posséde une
grande similarité avec des domaines de liaison de I’ARN double brin («double-
stranded RNA-binding domains» ou dsRBD). Les dsRBD sont caractérisés par la
présence de résidus aromatiques, hydrophobes et des acides aminés chargés
positivement adoptant une structure offfpa (Masliah et al, 2013). Dans le cas de
Dbp4, le domaine DUF4217 est constitué a 50% de résidus apolaire et a 16%
d’acides aminés chargés positivement, ce qui suggére que ce domaine pourrait
adopter une structure semblable a un dsRBD. Une délétion du motif DUF4217 génere
un phénotype 1étal chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Ce phénotype s’explique
par la perte d’'un domaine fonctionnel de Dbp4 qui pourrait possiblement €tre le

domaine de reconnaissance du substrat (pré-ARNr).

4.3 La délétion du motif coiled-coil du DUF4217 et une double mutation des
motifs NLS1 et NLS2 perturbent I’interaction de Dbp4 avec son partenaire Bfr2

in vivo.

Afin de déterminer les effets des délétions et des mutations introduites dans les motifs
fonctionnels de Dbp4, des expériences d’immunoprécipitation (IP) ont €t€ réalisées
avec des extraits cellulaires provenant de souches qui expriment divers mutants de
Dbp4 portant un épitope HA a leur extrémité C-terminale et la protéine Bfr2
fusionnée a la GFP (protéine Bfi2-GFP). Les résultats des IP montrent que les

mutantions NLS1 et NLS2 n’ont aucun effet sur !’interaction avec Bfr2, ce qui
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suggére que ces mutants ne sont pas impliqués dans les interactions intermoléculaires.
Pour le double mutant NLS1-2, I’interaction pourrait €tre perturbée par un défaut de
repliement de la protéine de fagon & ce que le motif coiled-coil soit déroulé ou
incrusté a I’intérieur de la structure de la protéine, ce qui le rend moins accessible a
son partenaire. Les résultats de test de complémentations montrent que le double
mutant NLS1-2 est viable, ce qui indique que cette combinaison de mutations
n’affecte pas la fonction de Dbp4 malgré qu’elle modifie I’interaction avec Bfr2. Ceci
suggére la présence d’une tierce molécule qui pourra former un complexe avec Bfr2
et Dbp4 et qui seront transportés au noyau sous forme d’un grand complexe ternaire,
ou que les motifs NLS1 et NLS2 ne s’avérent pas essentiels pour 1’importation au

noyau mais peuvent étres impliqués dans I’interaction avec Bfr2.

L’interaction entre Dbp4 et Bfr2 ne semble étre perturbée quand seulement les deux
motifs NLS1 et NLS2 sont mutés ou encore quand le motif coiled-coil ou le
DUF4217 est éliminé. Le double mutant deltaCC-NLS1, ou le NLS1 est muté et le
motif coiled-coil est éliminé, lui aussi ne semble avoir aucun effet sur ’interaction
entre Dbp4 et Bfr2. Ceci suggére que la combinaison des deux mutations pourrait
induire une nouvelle conformation qui favoriserait une conformation aboutissant a la
formation de nouveaux sites d’interaction. Cette combinaison de mutations génére un
phénotype 1étal observé lors des tests de complémentation, ce qui indique qu’elle
affecte le fonctionnement de Dbp4 malgré qu’elle permette son interaction avec ses
partenaires. Ceci pourra appuyer I’hypothése de la présence d’une tierce molécule qui
favorise I’interaction dans un complexe ternaire. Cette hypothése pourrait étre testée
par cristallographie afin de vérifier les différentes conformations et par des essais
d’interaction in vitro de type «GST-pulldown», ce qui pourrait nous permetire de
Vérifier si I’interaction implique une troisiéme composante. Le mutant deltaCC, ou le
coiled-coil est délété, perturbe I’interaction avec Bfr2. Ceci suggcre que ce motif seul
est responsable de I’interaction entre la protéine Dbp4 avec son partenaire Bfr2. La

délétion du domaine DUF4217 cause un défaut d’interaction avec Bfr2 (Figure 3.9).
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Considérant que ce domaine pourrait &tre responsable de la reconnaissance du
substrat (ARN), sa délétion pourrait endommager le mécanisme de repliementet
amener la protéine soit a un défaut de de conformation qui cause la perte d’interaction
avec Bfi2 ou a une perte de liaison a4 1’ ARN qui semble étre nécessaire a 1’interaction
entre Dbp4 et Bfi2. En effet, la présence d’ARN est nécessaire a I'interaction entre
Dbp4 et Bft2 in vivo et in vitro (Soltanieh et al. 2014). L’ ARN en se fixant sur Dbp4
pourrait changer sa conformation et favoriser I'interaction avec d’autres protéines
(comme Bfi2). Ces résultats supportent I’hypothése que le domaine DUF4217

pourrait étre un domaine de liaison et de reconnaissance d’ ARN.



CHAPITRE V
CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, j’ai pu identifier des composantes fonctionnelles de 1’extension C-
terminale de I’ ARN hélicase Dbp4. Ces composantes sont le domaine DUF4217 et le
motif coiled-coil qui sont possiblement un domaine de liaison a I’ ARN et un motif

d’interaction protéine-protéine, respectivement.

J’ai commencé ce travail par un criblage génétique de mutants 1étaux de Dbp4; cette
technique m’a permis d’isoler divers mutants néfastes pour la cellule ce qui a permis
de se concentrer sur des régions particuliéres de I’extension C-terminale de Dbp4. Par
la suite, j’ai investigué le réle biologique de certains motifs et domaines fonctionnels
prédits par des outils bioinformatiques. J’ai réalisé des constructions par mutagenése
dirigée sur ces motifs, et j’ai analysé les effets des mutations sur I’interaction avec la
protéine Bfr2, un partenaire connu de Dbp4. Les résultats ont montré une perturbation
de I'interaction avec Bfr2 pour certains mutants mais non pas pour d’autres. De ce
fait, je propose de continuer les expériences afin de mieux élucider les aspects étudiés
et trouver plus d’explications. Dans le cas d’étude des interactions avec Bfy2, j’ai
suggéré la présence d’une tierce molécule qui permettrait a certains mutants
d’interagir avec Bf2 et pour mieux comprendre ce complexe ternaire on pourra faire
des tests d’interactions 7 vitro par la technique «GST-pulldown». Cette technique va
nous permetirait de déterminer ’effet direct des mutations sur ’interaction, cette
technique nous permetira de comprendre si I’interaction entre Dbp4 et Bfi2 est
directe ou elle dépend de la présence d’autres molécules tels que I’ARN. Des
constructions pour des tests de doubles hybride dans la levure ont été générées mais
pas encore testées. Ces mutants pourraient nous donner une idée sur la zone
d’interaction avec Bfr2. Donc il serait trés intéressant de continuer les analyses avec

cette méthode. Je propose aussi d’étudier la localisation sub-cellulaire des mutants
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1étaux de Dbp4 afin de comprendre les effets des mutations sur les importations au
noyau. En demnier lieu, je trouve trés intéressant de visualiser I'effet des mutations sur
la maturation de I’ ARNr pour pouvoir déterminer si I’extension C-terminale est dotée
d’un domaine de liaison 4 I’ARN. Afin d’identifier le(s) NLS de Dbp4, je propose
d’amplifier les séquences NLS prédites et de les cloner sur une autre protéine non

nucléaire (comme la GFP) et vérifier sa localisation sub-cellulaire.

On pourrait continuer 1’analyse des mutants Dbp4-ACC-Up et Dbp4-ACC-Down que
j’ai produits par mutagenése ciblée, continuer le criblage génétique et collecter plus
de données qui permetiront de mieux comprendre le fonctionnement de I’extension
C-terminale de Dbp4 par rapport a son interaction avec ses partenaires ou son

substrat.

Puisque les mutants Dbp4-ACC-Up et Dbp4-ACC-Down sont générés en mutant le
motif coiled-coil de part et d’autre du motif NLS2. Ceci nous permetirait d’isoler le
consensus NLS2 et de détruire le motif coiled-coil, et NLS2 ce qui nous permettrait

de mieux comprendre 1’implication de ce dernier dans I'interaction avec Bfi2.
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