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RESUME

Les ribosomes eucaryotes sont structurellement hétérogénes. Notamment, la composition en protéines
ribosomiques varie d’un ribosome a |'autre. Cette diversité a conduit a I'hypothése que des «ribosomes
spécialisés» sont capables de traduire préférentiellement certains sous-ensembles d’ARNm. La levure
Saccharomyces cerevisiae est un excellent modele pour explorer cette hétérogénéité, car la plupart de ses
protéines ribosomiques sont encodées par des genes dupliqués. Parmi ceux-ci, les paralogues RPS18A et
RPS18B codent pour la protéine universellement conservée uS13. Bien que leurs séquences nucléotidiques
different (promoteurs, introns, 3’UTR), les protéines uS13a et uS13b qu’ils produisent ont des séquences
en acides aminés identiques. Toutefois, la délétion de RPS18A entraine des défauts de croissance et des
déséquilibres dans le ratio des sous-unités ribosomiques plus séveres que celle de RPS18B, suggérant des
fonctions distinctes. Pour distinguer uS13a et uS13b, nous avons inséré des séquences encodant les
épitopes HA et Myc dans RPS18A et RPS18B, respectivement. Les protéines HA-uS13a et Myc-uS13b
marquées ont été exprimées a partir de plasmides. La fonctionnalité des protéines recombinantes a été
confirmée par complémentation d’'une souche délétée pour les deux génes. La complémentation a été
réalisée avec des plasmides centromériques (simple copie) ou 2 microns (multicopies) pour contrdler le
dosage génique de HA-RPS18A et de MYC-RPS18B. L'analyse de I'abondance des pré-ARNm et ARNm
épissés suggere que RPS18A est régulé au niveau transcriptionnel, tandis que RPS18B serait régulé a
I’étape de I'épissage. Les outils moléculaires créés pour ces travaux permettront éventuellement de
réaliser des analyses complémentaires telles que I'immunoprécipitation des protéines HA-uS13a et Myc-
uS13b et le profilage des ribosomes qui contiennent I'une ou I'autre de ces protéines.

Mots clés : Protéines ribosomiques, paralogues, ribosomes spécialisés, Saccharomyces cerevisiae
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ABSTRACT

Eukaryotic ribosomes are structurally heterogeneous. In particular, the composition in ribosomal proteins
varies from one ribosome to another. This diversity has led to the hypothesis that “specialized ribosomes”
are able to preferentially translate certain subsets of mMRNAs. The yeast Saccharomyces cerevisiae is an
excellent model to explore this heterogeneity, as most of its ribosomal proteins are encoded by duplicated
genes. Among these, the paralogs RPS18A and RPS18B encode the universally conserved protein uS13.
Although their nucleotide sequences differ (promoters, introns, 3’ UTRs), proteins uS13a and uS13b have
identical amino acid sequences. However, deletion of RPS18A results in more severe growth defects and
imbalance of ribosomal subunits ratio than deletion of RPS18B, suggesting distinct functions. To
distinguish uS13a and uS13b, we inserted sequences encoding the HA and Myc epitopes into RPS18A and
RPS18B, respectively. The tagged HA-uS13a and Myc-uS13b proteins were expressed from plasmids. The
functionality of recombinant proteins was confirmed by complementation of a strain deleted for both
genes. Complementation was performed using centromeric (single-copy) or 2-micron (multi-copy)
plasmids to control gene dosage of HA-RPS18A and MYC-RPS18B. Analysis of the abundance of pre-mRNAs
and spliced mRNAs suggests that RPS18A is regulated at the transcriptional level, whereas RPS18B is
regulated at the splicing step. The molecular tools generated in this work will ultimately enable additional
analyses, such as immunoprecipitation of the HA-uS13a and Myc-uS13b proteins and profiling of
ribosomes that contain one or the other.

Keywords : Ribosomal proteins, paralogs, specialized ribosomes, Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCTION

La traduction de I'information génétique en protéines repose sur I'activité des ribosomes, des complexes
ribonucléoprotéiques hautement conservés. Longtemps considérés comme des machines moléculaires
uniformes, les ribosomes eucaryotes se révelent structurellement tres diversifiés. Cette hétérogénéité
souléve des questions fondamentales quant a ses conséquences fonctionnelles. Notamment, des maladies
génétiques rares nommées ribosomopathies sont causées par des défauts dans I’'assemblage ou la
fonction des ribosomes. Bien que ces derniers soient ubiquitaires, les patients souffrant de ces maladies

présentent souvent des symptomes restreints a des tissus ou organes spécifiques, selon les génes affectés.

Dans ce travail, nous nous concentrons sur une source majeure de variation d’un ribosome a l'autre : les
protéines ribosomiques. Pour ce faire, nous utilisons I'organisme modele Saccharomyces cerevisiae qui
partage de nombreux génes impliqués dans la biogenése des ribosomes avec I'"humain. La protéine
ribosomique universellement conservée uS13 est encodée par deux genes paralogues chez la levure, soit
RPS18A et RPS18B. Pourtant, les séquences en acides aminés de uS13a et uS13b sont parfaitement
identiques. Nous nous interrogeons sur |'avantage évolutif conféré par cette apparente redondance
génétique. Pour répondre a cette question, nous évaluons les différences fonctionnelles entre ces
paralogues a I'aide d’analyses de la croissance cellulaire et de I'assemblage des ribosomes. Nous étudions
aussi la régulation de leur expression. Les outils moléculaires développés dans ce cadre pourront ensuite
étre utilisés pour d’autres analyses complémentaires. Dans I’'ensemble, cette recherche vise a améliorer

notre compréhension de I’hétérogénéité des ribosomes.

Ce mémoire est divisé en quatre chapitres. Le premier chapitre présente le cadre théorique général
nécessaire pour comprendre le contexte de cette recherche ainsi que les hypothéses et objectifs. Le
deuxieme chapitre décrit le matériel, les constructions génétiques et les approches expérimentales utilisés.
Le troisieme chapitre aborde les résultats obtenus, notamment les différences fonctionnelles entre les
paralogues RPS18A et RPS18B et leur régulation différentielle. Finalement, le quatrieme chapitre constitue
une discussion intégrative des résultats obtenus et propose des perspectives pour approfondir cette

recherche a I'aide de futures analyses.



CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

1.1 Le ribosome

Le ribosome est le complexe ribonucléoprotéique fondamental qui effectue la traduction dans toutes les
cellules vivantes. Durant la synthése des protéines, le ribosome décode I'information génétique contenue
dans I’ARN messager (ARNm) et catalyse la formation des liaisons peptidiques entre les acides aminés qui
composent la protéine. Cette machine cellulaire est extrémement conservée au cours de |'évolution, ce

qui témoigne de son role essentiel (Petrov et al., 2015).

1.1.1 La structure du ribosome

Figure 1.1 Structure du ribosome (80S) de Saccharomyces cerevisiae.

Cette structure a été obtenue par cristallographie aux rayons X & une résolution de 4.15 A (Ben-Shem et
al., 2010). L’ARNr et les protéines de la sous-unité 40S sont indiqués en bleu pale et bleu foncé,
respectivement. L'ARNr et les protéines de la sous-unité 60S sont en jaune pale et jaune orangé,
respectivement. Les segments d’extension des ARNr (présents dans les ribosomes eucaryotes mais absents
chez les procaryotes) sont représentés en rouge. Figure tirée de Ben-Shem et al. (2010).

Les ribosomes possédent deux sous-unités: une petite sous-unité (SSU) qui contient le centre de décodage

et une grande sous-unité (LSU) dans laquelle se trouve le centre peptidyl-transférase (Figure 1.1). Chacune



de ces sous-unités est composée d’ARN ribosomique (ARNr), responsable de I'activité catalytique, et de
protéines ribosomiques (RP), qui ont un role structural (Ban et al., 2000; Nissen et al., 2000; Wimberly et

al., 2000).

Chacune des sous-unités ribosomiques est divisée en plusieurs structures. La petite sous-unité contient la
téte, le bec, la plateforme et le corps (Figures 1.2A, B). La grande sous-unité possede la protubérance

centrale, la tige L1 et la tige acide (Figures 1.2C, D).
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Figure 1.2 La structure des sous-unités ribosomiques de Saccharomyces cerevisiae.

La structure a été obtenue par cristallographie aux rayons X a une résolution de 3.0 A (Ben-Shem et al.,
2011). PDB: 3U5B, 3U5C, 3U5D, et 3USE. Les sous-unités 40S (A, B) et 60S (C, D) sont composées d’ARNr
(en gris) et de protéines (en bleu et orange, respectivement). Les SSU et LSU sont positionnées du c6té de
I'interface (A, C) ou du solvant (B, D). CP : protubérance centrale. Figure tirée de de la Cruz et al. (2015).

Bien que leurs composantes individuelles varient selon les espéces, la structure tridimensionnelle des
ribosomes demeure extrémement conservée (Melnikov et al., 2012). Par exemple, les ribosomes

procaryotes et eucaryotes different par la taille de leurs sous-unités, le nombre d’ARNr qu’ils contiennent



et la diversité de leurs protéines (Tableau 1.1). Toutefois, les ribosomes procaryotes et eucaryotes ont une

forte homologie structurale, traduisant une conservation fonctionnelle essentielle (Ben-Shem et al., 2011).

Tableau 1.1 Composantes des sous-unités ribosomiques procaryotes et eucaryotes.

Ribosome procaryote (70S) de E. coli Ribosome eucaryote (80S) de S. cerevisiae
1 ARNr (16S) 1 ARNr (18S)
SSU (308) SSU (408)
21RP 33 RP
2 ARNrr (5S et 235) 3 ARNTr (5S, 5.8S et 25S)
LSU (50S) LSU (60S)
33RP 46 RP

Les ribosomes de la bactérie Escherichia coli contiennent trois ARNr et 54 protéines (Shoji et al., 2011). Les
ribosomes de la levure Saccharomyces cerevisiae possédent quatre ARNr et 79 protéines (Ban et al., 2014).

1.1.2  Latraduction chez les eucaryotes

L’ARN messager eucaryote contient généralement une coiffe en 5 formée d’un résidu de 7-
méthylguanosine (m’G) (Cowling, 2010) et une queue poly(A) d’environ 50 a 250 répétitions d’adénine a
I’'extrémité 3’ du transcrit (Rodriguez-Molina & Turtola, 2022). En plus des séquences codantes pour une
protéine, les ARNm contiennent aussi certaines régions non-codantes. Les séquences non traduites (UTR)
se retrouvent aux extrémités 5’ et en 3’ de I’ARNm. Les UTR font partie du transcrit mature. La longueur
du 3’UTR est déterminée par un signal de polyadénylation. Toutefois, certains ARNm possedent plusieurs
sites de polyadénylation menant a des variants des transcrits avec des 3’UTR de longueurs différentes (Guo
& Lin, 2021). Les introns ne font pas partie des transcrits matures. lls sont éliminés par le processus
d’épissage avant leur exportation au cytoplasme. Les trois étapes de maturation de 'ARNm (ajout de la
coiffe, polyadénylation et épissage) ont toutes des réles importants dans la régulation de I'expression des

genes.

La traduction de 'ARNm en protéine est divisée en trois grandes étapes : l'initiation, I’élongation et la
terminaison. Chez les eucaryotes, I'initiation de la traduction nécessite au moins 12 facteurs (Jackson et
al., 2010). LUinitiation de la traduction débute par le recrutement d’un complexe de pré-initiation (PIC) de
43S a la coiffe 5’ de ’ARNm. Ce complexe est constitué de la petite sous-unité (40S) du ribosome, de
plusieurs facteurs d’initiation de la traduction (elF) et de I’ARNt initiateur porteur d’'une méthionine. Le
PIC se déplace le long de FARNm a la recherche du codon initiateur AUG. Ce mouvement de balayage
permet au ribosome de tester la complémentarité des codons avec I'anticodon de I’ARNt initiateur. Les

facteurs elF1 et elF1A assurent la fidélité en bloquant I'initiation aux codons non AUG (Basu et al., 2022).



Lorsque le codon initiateur se retrouve au site peptidyl (P), le facteur elF1 est libéré et le PIC subit un
changement de conformation. Il y a ensuite formation du complexe d’initiation de la traduction (48S) et la
liaison de la grande sous-unité ribosomique (60S). Toutes ces étapes nécessitent I'action coordonnée des

elF et facteurs auxiliaires (Jackson et al., 2010).

Il existe des mécanismes alternatifs d’initiation de la traduction. Par exemple, les sites d’entrée interne du
ribosome (IRES) sont des régions structurées dans le 5’UTR de I'ARNm qui recrutent directement le
ribosome de facon indépendante de la coiffe 5’ (Filbin & Kieft, 2009; Leppek et al., 2018). La réinitiation
de la traduction aprés un uORF est un autre mécanisme non-canonique de l'initiation de la traduction. Un
UORF est un cadre de lecture ouvert (ORF) court en amont de I’ORF principal d’'un ARNm. La réinitiation a
lieu lorsqu’un ribosome initie la traduction de I'ORF principal directement aprés la terminaison de la
traduction de "'uORF qui le précede sur 'ARNm (Jackson et al., 2010). Les mécanismes alternatifs de
I'initiation de la traduction contribuent a la régulation de la synthése protéique, particulierement dans des

conditions de stress.

La phase d’élongation débute une fois le ribosome entier (80S) positionné au codon AUG initiateur de
I’ARNm. Le facteur eEF1A guide I’ARN de transfert (ARNt) portant un acide aminé spécifique vers le site
aminoacyl-ARNt (A) du ribosome. La correspondance entre I'anticodon de I’ARNt et le codon de ’ARNm
déclenche I'hydrolyse de la GTP et la libération de eEF1A. L’activité catalytique de 'ARNr de la grande sous-
unité du ribosome permet la formation d’une liaison peptidique entre I'acide aminé couplé a I’ARNt au
site A et I'acide aminé ou le peptide associé a I’ARNt au site peptidyl-ARNt (P). Le facteur d’élongation eEF2
contribue au décalage de I’ARNm de trois nucléotides et a la translocation des ARNt qui passent des sites
A et P aux sites P et E, respectivement. L’ARNt désacylé qui se retrouve au site exit (E) est relaché et le

cycle se répete avec I'arrivée d’un nouvel aminoacyl-ARNt au site A (Dever & Green, 2012).

La terminaison de la traduction a lieu lorsque le ribosome atteint un codon UAA, UAG ou UGA au site A.
Les facteurs eRF1 et eRF3 reconnaissent ces codons d’arrét et catalysent la libération de la chaine
polypeptidique. Apres la terminaison, les sous-unités du ribosome, 'ARNm et I’ARNt désacétylé doivent
étre dissociés et recyclés pour une nouvelle ronde de traduction (Dever & Green, 2012). Cette dissociation

est parfois partielle, ce qui peut mener a la réinitiation d’un second ORF sur le méme ARNm (Kozak, 1984).



1.2 La biogenese des ribosomes eucaryotes

La biogenese des ribosomes eucaryotes est un processus trés complexe nécessitant la coordination des
trois ARN polymérases et de centaines de protéines et de petits ARN nucléolaires (snoRNA) (Fromont-
Racine et al., 2003). Les différentes étapes pour synthétiser les ribosomes ont lieu dans le nucléole, dans

le nucléoplasme et dans le cytoplasme (Kressler et al., 2010).

Le nucléole est un sous-compartiment du noyau contenant, dans la levure, environ 150 répétitions en
tandem d’ADNTr situées sur le chromosome XlI (Petes, 1979). Ces unités de transcription observées par
microscopie électronique forment des structures nommées Christmas tree (Miller & Beatty, 1969). Le
tronc de cet arbre correspond a ’ADNr et les branches sont les brins de pré-ARNr activement transcrits.
Des ornements ou granules observés aux extrémités de ces branches sont composés de protéines et de
RNP qui commencent a s’assembler a I'extrémité 5’ des pré-ARNr de facon cotranscriptionnelle (Osheim

et al., 2004).

1.2.1 Lasynthese et la maturation des ARNr

Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, le pré-ARNr 35S est transcrit par I’ARN polymérase | dans le
nucléole. Il est le précurseur des ARNr 18S, 5.8S et 25S. Cet ARN polycistronique de 6,6 kb contient des
espaceurs externes (ETS) en 5’ et en 3’ et des espaceurs internes (ITS) qui séparent les séquences des ARNr
18S, 5.8S5 et 25S (Figure 1.3). L'ARNr 5S est transcrit séparément par 'ARN polymérase Il dans le
nucléoplasme et les génes encodant les protéines ribosomiques sont transcrits par ’ARN polymérase Il
puis traduits dans le cytoplasme. Les protéines sont ensuite importées dans le noyau afin d’étre

incorporées dans les sous-unités ribosomiques pendant la transcription et la maturation des ARNTr.

La maturation des ARNr inclut les modifications chimiques d’environ 200 nucléotides et des clivages
successifs de I’ARNr précurseur. Les modifications covalentes du pré-ARNr dans le nucléole sont guidées
par des petits ARN nucléolaires (snoRNA). La 2’-O-méthylation est guidée par des snoRNA de la famille C/D
associés a la méthyltransférase Nopl. La pseudouridylation, c’est-a-dire la conversion d’uridines en
pseudouridines (W), est guidée par les snoRNA de la famille H/ACA et est catalysée par la pseudouridine
synthase Cbf5 (Gerbi et al., 2003). Ces étapes de maturation peuvent avoir lieu de fagon

cotranscriptionnelle (Kos & Tollervey, 2010; Osheim et al., 2004).
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Figure 1.3 Structure de I’ADNr et voies de maturation du pré-ARNr de la levure Saccharomyces cerevisiae.

Les séquences correspondant aux ARNr 18S, 5.8Ss et 5.8S,, 25S et 5S sont représentés par des cylindres
noir, gris foncé, gris clair et blanc, respectivement. Les ETS et ITS sont représentés par des lignes noires.
Figure tirée de Woolford & Baserga (2013).

La RNase Il est responsable du clivage en 3’ qui génére le pré-ARNr 35S (Kufel et al., 1999). Les clivages
aux sites A0 et Al éliminent le 5’ETS. L'ITS 1 est clivé au site A2, séparant I'intermédiaire 32S en pré-ARNr
20S et 27SA2 (Figure 1.3). Le pré-ARNr 20S est exporté au cytoplasme et clivé en 3’ au site D par
I'endonucléase Nobl afin de générer ’ARNr 18S mature. La majorité (environ 85 a 90%) du pré-ARNr
27SA2 est clivé au site A3 (Henry et al., 1994). L'extrémité 5’ de cet intermédiaire est retirée par les
exonucléases Ratl et Rrpl7 jusqu’au site Bls. Le reste (environ 10 a 15%) du pré-ARNr 27SA2 est clivé
directement au site B1,. Les deux intermédiaires générés, 27SBs (90%) et 27SB, (10%), sont ensuite clivés
au site C2. Les ARNr 25S et 5.8S sont générés apres quelques étapes de maturation. L’ARNr 5.8S est divisé
en deux formes : La forme courte, 5.8Ss et la forme longue, 5.8S, qui different de seulement six nucléotides.

L'une ou l'autre des formes peut étre intégrée au ribosome (Woolford & Baserga, 2013).



1.2.2 Le SSU processome

Le SSU processome est une grande ribonucléoprotéine (environ 80S) nécessaire pour les premieres étapes
de la maturation de la sous-unité 40S (SSU) du ribosome eucaryote (Dragon et al., 2002; Phipps et al.,
2011). Il est constitué du petit ARN nucléolaire (snoRNA) U3 et d’environ 72 protéines ribosomiques et
non ribosomiques (Dragon et al., 2002; Grandi et al., 2002; Lim et al., 2011). Les composantes du SSU
processome peuvent stabiliser et protéger I’ARN de la dégradation, empécher la formation de structures
secondaires prématurées, guider le positionnement d’autres facteurs ou avoir une activité enzymatique

(Chaker-Margot, 2018).

Le SSU processome se forme progressivement a I'extrémité 5° du pré-ARNr pendant sa transcription et
initie le repliement et le clivage du précurseur de 'ARNr 18S (Figure 1.4). Les composants du SSU
processome sont assemblés de facon coordonnée, selon une hiérarchie bien définie (Pérez-Fernandez et
al., 2007; Zhang et al., 2016). lls sont rassemblés en cing sous-complexes : UtpA, UtpB, UtpC, Mpp10 et U3
snoRNP (Barandun et al., 2018). Des protéines ribosomiques sont également incorporées au SSU
processome (Barandun et al., 2018). Certaines de ces protéines ont des fonctions de stabilisation et de

repliement de ’ARNTr, de chaperonne ou de site de liaison pour d’autres protéines (Kovacs et al., 2009).

Le SSU processome joue un réle essentiel dans la biogenese des ribosomes eucaryotes. |l est essentiel aux
clivages du pré-ARNr 35S aux sites A0, Al et A2 (Bernstein et al., 2004; Dragon et al., 2002; Dunbar et al.,
1997). Il est aussi indispensable pour la transcription, la modification et I'assemblage de I’ARNr (Phipps et
al., 2011). Des mutations dans les composants du SSU processome causent des défauts dans la biogenése
des ribosomes. Chez I’humain, ces mutations causent des maladies génétiques rares nommées

ribosomopathies (Sondalle & Baserga, 2014).
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Figure 1.4 Assemblage cotranscriptionnel du SSU processome dans le nucléole.

Les sections 5’ETS et ITS1 sont indiquées en jaune, I

ARNr 18S est en rouge (domaine 5’), vert (domaine

central) et en gris (domaine 3’). Les facteurs transitoires sont colorés selon le domaine d’ARNr auquel ils

s’associent. Figure tirée de Barandun et al. (2018).

1.3 Les ribosomopathies

Les ribosomopathies sont des maladies génétiques causées par des défauts dans I'assemblage ou la

fonction des ribosomes. La ribosomopathie la plus étudiée est 'anémie de Diamond-Blackfan (DBA) ou

érythroblastopénie congénitale. Dans cette maladie, les globules rouges sont particulierement affectés

par les défauts dans la biogenese des ribosomes.

Les patients atteints de DBA ont également des

malformations des membres, du visage et de plusieurs organes (Danilova & Gazda, 2015).




L’haploinsuffisance de certaines protéines ribosomiques est la cause de plusieurs ribosomopathies (Dutt
et al., 2011). Notamment, des mutations dans le géne RPS19 sont détectées dans 25% des cas de DBA
(Draptchinskaia et al., 1999; Dutt et al., 2011). L’haploinsuffisance de plusieurs protéines ribosomiques
(RP), comme ulL18, est associée a plusieurs types de cancers (Fancello et al., 2017; Kang et al., 2021;
Keersmaecker et al., 2013). De plus, les patients atteints de ribosomopathies sont plus susceptibles de
développer des cancers (Kampen et al., 2020). Dans les ribosomopathies, |'activation de la voie p53 est

fréquente en raison du stress causé par les ribosomes défectueux (Kang et al., 2021).

D’autres ribosomopathies, telles que le syndrome de Shwachman-Diamond, la dyskératose cogénitale ou
le syndrome de Treacher Collins sont causées par des mutations dans d’autres génes aussi impliqués dans

la biogenese des ribosomes : SBDS, DKC1 et TCOF1 (Narla & Ebert, 2010).

Il est intéressant de noter que, bien que les ribosomes soient présents partout dans le corps, les
phénotypes des ribosomopathies sont souvent localisés dans certains tissus spécifiques (McCann &
Baserga, 2013). Par ailleurs, différents tissus sont affectés par différentes ribosomopathies (Narla & Ebert,
2010). Les phénotypes spécifiques aux tissus pourraient étre expliqués par I’hypotheése de la spécialisation

des ribosomes (Nakhoul et al., 2014).

1.4  Les protéines ribosomiques
1.4.1 Les fonctions des protéines ribosomiques

Les protéines ribosomiques jouent un role structural dans le ribosome. Elles sont nécessaires non
seulement pour la traduction, mais aussi pour la maturation et I’assemblage des ribosomes. Dans la levure
Saccharomyces cerevisiae, 64 des 79 protéines ribosomiques sont essentielles pour la croissance (Steffen

etal., 2012).

Durant la biogenése du ribosome, I'incorporation des RP est cruciale pour la maturation des sous-unités.
Elles affectent le repliement de I’ARNr ce qui peut créer des nouveaux sites de liaison pour d’autres
protéines ou facteurs d’assemblage (Ramaswamy & Woodson, 2009). Les RP agissent parfois comme
chaperonnes en protégeant des sections d’ARNr d’'un mauvais repliement et en stabilisant les bonnes
conformations (Kovacs et al., 2009; Semrad et al., 2004). La délétion de protéines ribosomiques

essentielles cause des défauts de clivage aux sites A0, Al et A2 du pré-ARNr (Guthrie et al., 1969).
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Plusieurs protéines ribosomiques font partie du SSU processome (Bernstein et al., 2004). Elles sont
ajoutées aux sous-unités selon une hiérarchie précise (Kruiswijk et al., 1978). Les RP situées dans le corps
de la sous-unité 40S sont généralement importantes pour des étapes précoces de la maturation du pré-
ARNIr, alors que celles situées pres de la téte de la SSU sont souvent plus importantes pour des étapes
tardives (Woolford & Baserga, 2013). Certaines RP de la sous-unité 40S sont également nécessaire pour

I’exportation de I'intermédiaire 20S au cytoplasme (Ferreira-Cerca et al., 2005).

Une fois le ribosome formé, les protéines ribosomiques stabilisent les structures d’ARNr et sont
responsables d’interactions entre les sous-unités (Rhodin & Dinman, 2011). Elles peuvent servir de sites
de liaison pour des facteurs impliqués dans la traduction. Par exemple, la protéine uS2 (SO) interagit
directement avec la sous-unité Tif32 du facteur d’initiation de la traduction elF3 (Kouba et al., 2012;
Valasek et al., 2003). Les RP sont également nécessaires pour assurer la fidélité de la traduction (Stansfield

et al., 1998; Synetos et al., 1996).

Plusieurs protéines ribosomiques ont également des réles en dehors du ribosome. Par exemple, la
phosphorylation de la protéine ribosomique eS6 régule la taille cellulaire par la voie mTOR chez la souris
(Ruvinsky & Meyuhas, 2006). Un autre exemple est la protéine ulL30 (L7) qui interagit directement avec le
récepteur de la vitamine D et corégule son activation (Berghéfer-Hochheimer et al., 1998). Plus d’une
douzaine de RP, lorsqu’elles sont hors du ribosome, activent la voie p53 en réponse au stress ribosomique
(Deisenroth et al., 2016; Zhou et al., 2015). En plus d’activer des suppresseurs de tumeurs, plusieurs RP
inactivent directement des oncoprotéines comme c-Myc (Zhou et al., 2015). Certaines RP peuvent lier des

ARNm spécifiques et moduler leur traduction en dehors du ribosome (Lindstrom, 2009).

1.4.2 La paralogie des genes encodant des protéines ribosomiques

Chez les mammiféres, la majorité des protéines ribosomiques sont encodées par un seul géne. Toutefois,
dans plusieurs organismes tels que la levure, les plantes et la drosophile, de nombreuses protéines
ribosomiques sont encodées par des génes paralogues (Xue & Barna, 2012). Les genes paralogues sont des

geénes homologues issus de la duplication d’un gene ancestral.

Chez la levure, 59 des 79 protéines ribosomiques sont encodées par des genes dupliqués (Planta & Mager,

1998; Simoff et al., 2009). Deux hypothéses peuvent expliquer le dédoublement de nombreux génes de la
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levure. La premiere et la plus populaire est celle d'un événement ancestral de duplication du génome

entier datant d’environ 100 millions d’années (Figue 1.5) (Kellis et al., 2004; Wolfe & Shields, 1997).

S. cerevisiae

Whole Genome
Duplication

S. castellii
C. glabrata
K. waltii
S. kluyveri
K. lactis

A. gossypii

Figure 1.5 Estimation de la relation phylogénétique entre différentes especes de levure.

La duplication du génome entier est représentée par un cercle gris (pas a I'échelle). Figure tirée de Byrne
& Wolfe (2005).

Une autre hypotheése, proposée plus récemment, est I’'hybridation de deux espéeces de levure apparentées
(Marcet-Houben & Gabalddn, 2015). Lors d’un croisement entre deux espéeces ayant des génomes
différents, une duplication devrait tout de méme avoir lieu (Figure 1.6) pour restaurer la fertilité de la

nouvelle espece hybride (Wolfe, 2015).

Puisqu’il est encore difficile de distinguer I'origine évolutive exacte des génes dupliqués, I'appellation «

paralogues » sera utilisée pour désigner les paires de génes encodant des protéines ribosomiques.
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Figure 1.6 Schéma des scénarios de duplication du génome aprés le croisement entre deux espéeces de
levure.

Les bandes colorées sur les chromosomes représentent des génes. Les paires de genes de la méme couleur
sont des paralogues. Hypothése A : Il y a fusion de deux cellules diploides pour former I'allotétraploide.
Hypothese B : Il y a fusion de deux cellules haploides, formant un hybride diploide. Par la suite, une
duplication du génome entier génere l'allotétraploide. La partie de droite représente les différentes
modifications du génome (réplication induite par cassure (BIR), translocation, conversion totale ou
partielle de génes, perte de génes) qui peuvent suivre I’hybridation en haut et le génome actuel (diploide
homozygote) de la levure en bas. Figure tirée de Marcet-Houben & Gabaldén (2015).

Selon I'hypothése de Ohno (2013), la duplication du génome est I'une des sources principales de

nouveauté évolutive. Lorsqu’un géne est dupliqué, il existe trois destins pour les paralogues qui sont
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conservés dans le génome au cours de I’évolution : 1) Les deux copies peuvent conserver la méme fonction,
créant une redondance génétique; 2) Une copie peut conserver la fonction ancestrale pour que la
deuxieme en acquiere une nouvelle a travers des mutations; 3) Si le géne ancestral avait plusieurs
fonctions, chaque paralogue peut conserver et méme optimiser une partie de ces fonctions. Des
ohnologues sont des paralogues conservés suite a un événement de duplication du génome entier, mais
pas aprés de plus petits événements de duplication (Wolfe, 2000). Les ohnologues sont fréquemment des
génes encodant des kinases, des facteurs de transcription et des protéines ribosomiques (Evangelisti &
Conant, 2010). Les ohnologues appartiennent souvent a ces mémes classes de genes dans plusieurs
organismes (Aury et al., 2006; Blanc & Wolfe, 2004; Seoighe & Wolfe, 1999). IlIs sont présents chez de
nombreuses especes. Notamment, chez I’"humain, ils sont particulierement associés a des maladies de

dosage des génes telles que le syndrome de Down (Makino & McLysaght, 2010).

Parmi les 59 paires de RPG de la levure, 38 générent des protéines légérement différentes et 21 générent
des séquences d’acides aminés identiques. Malgré cette apparente redondance génétique, la délétion de
I’'un ou I'autre des paralogues de RPG mene parfois a des phénotypes différents, suggérant une différence
fonctionnelle. Par exemple, la localisation et la traduction de ’ARN messager du géne ASH1 dépend de
I’expression de certaines RP mais pas de leur paralogue (Komili et al., 2007). La délétion de plusieurs RPG
mais pas de leurs paralogues causent aussi des défauts du site de bourgeonnement (Ni & Snyder, 2001),
de I'organisation de I'actine (Haarer et al., 2007) et de la sporulation (Enyenihi & Saunders, 2003). Donc,
I’avantage évolutif de posséder plusieurs copies de ces genes n’est peut-étre pas uniqguement attribuable
a l'augmentation du dosage génique, mais aussi a une néo-fonctionnalisation ou a une sous-
fonctionnalisation de ces genes par rapport au géne ancestral (Ohno, 2013). Toutefois, les mécanismes

expliquant ces différences fonctionnelles n’ont pas encore été élucidés.

1.4.3 Larégulation de I'expression des protéines ribosomiques

L’expression des protéines ribosomiques est étroitement régulée. La biogenese des ribosomes, incluant la
synthése des ARNr et des protéines ribosomiques, est directement liée au cycle cellulaire et a la voie TOR
(Warner, 1999). Dans une cellule en croissance, environ 50% de la transcription par I’ARN polymérase Il
est reliée aux génes encodant des protéines ribosomiques (Warner, 1999). La transcription des RPG est
une étape cruciale pour le contréle de I'abondance des protéines ribosomiques. Dans la levure, tous les
RPG sont transcrits de fagon indépendante. La majorité de ces genes possede un promoteur composé de

deux sites de liaison pour la protéine Rapl suivis d’'un élément riche en T (Planta, 1997). Quelques RPG
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ont un seul site de liaison pour la protéine Abfl a la place des deux sites Rap1. Aucune corrélation n’a pu

étre établie entre ces deux types de promoteurs et I'abondance des transcrits (Petibon et al., 2021).

La régulation post-transcriptionnelle joue également un réle central dans I'expression des RPG. La
longueur du 3’UTR et les sites de terminaison alternatifs ont été associés avec un contréle de I'abondance
des RP et surtout avec une hiérarchie d’expression des génes dupliqués (Parenteau et al., 2015). Les
isoformes de protéines ribosomiques produites par deux génes paralogues ne sont pas produites en
quantités égales. Il y a généralement une forme majeure et une forme mineure (Ghulam et al., 2020). Ces
abondances différentes ne sont pas directement liées a I'architecture de leurs promoteurs ou a
I'abondance de leurs transcrits respectifs (Petibon et al., 2021). Une explication est que les RPG sont
parfois régulés transcriptionnellement, post-transcriptionnellement et/ou post-traductionnellement

(Ghulam et al., 2020).

Les introns et les 3’'UTR des génes paralogues encodant des protéines ribosomiques sont souvent
responsables de leur régulation différentielle (Petibon et al., 2021). Les RPG contiennent prés de 40% des
introns de la levure, bien que ces génes ne représentent que 2% du génome (Hooks et al., 2014).
Considérant I'abondance de leurs transcrits, les RPG sont responsables d’environ 90% des événements
d’épissage (Warner, 1999). L’efficacité de I'épissage des RPG est variable et influence leur expression, mais
les mécanismes qui expliquent ces différences ne sont pas encore entierement connus (Petibon et al.,

2021).

Il existe plusieurs preuves de |'autorégulation de I'épissage des RPG. Par exemple, la protéine elL30 lie le
site d’épissage 5’ sur I’ARNm RPL30, bloquant ainsi I'assemblage du splicéosome et diminuant la
production de cette méme protéine (Macias et al., 2008). Le méme mécanisme d’autorégulation par
inhibition de I'épissage est employé par plusieurs RPG et dans plusieurs organismes (Fewell & Woolford,
1999; Gabunilas & Chanfreau, 2016; Malygin et al., 2007; Petibon et al., 2016; Plocik & Guthrie, 2012).
Dans le cas des RPG dupliqués, I'un des paralogue peut avoir un effet activateur ou inhibiteur sur I'autre

ou sur lui-méme, notamment par la présence de leurs introns respectifs (Parenteau et al., 2011).

La régulation des RPG dépend aussi de leurs 3’'UTR. Par exemple, la protéine uL6 (L9) en exces lie une
structure dans le 3’-UTR du transcrit RPLIB et empéche la polyadénylation de son extrémité 3’ (Gudipati

et al., 2012). De fagon similaire, les RPG dupliqués qui ne contiennent pas d’introns ont des 3’UTR de tailles
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différentes qui sont influencées par des sites de terminaison de la transcription alternatifs (Parenteau et

al., 2015).

1.5 La spécialisation des ribosomes
1.5.1 L’évolution du concept des ribosomes spécialisés

Les ribosomes ont été observés pour la premiere fois par microscopique électronique (Palade, 1955).
Quelques années plus tard, I’hypothése « un gene - un ribosome - une protéine » a été émise (Crick, 1958).
Selon Crick, chaque protéine serait traduite par un ribosome unique, suggérant une spécialisation totale
des ribosomes. Cette hypothese a toutefois été abandonnée lorsque I'existence de I’ARN messager a été
découverte (Brenner et al., 1961). Depuis, les ribosomes sont typiquement décrits comme des machines

uniformes qui peuvent traduire différents ARNm afin de synthétiser différentes protéines.

En 2002, I’hypothése du « filtre ribosomique » a été proposée. Selon cette hypotheése, les sous-unités du
ribosome agissent elles-mémes comme des régulateurs de la traduction en s’associant préférentiellement
a certains ARNm (Mauro & Edelman, 2002). L’idée du filtre ribosomique est que les ARNm sont tous en
compétition pour [Iinitiation de Ila traduction. Les interactions issues des séquences d’ARNr
complémentaires a 'ARNm ou des différences structurales entre les sous-unités ribosomiques de

différents types cellulaires seraient a I'origine de cet effet de « filtre ».

Quelques années plus tard, I’hypothése du « code des ribosomes » a été émise (Komili et al., 2007). Selon
cette hypotheése, la combinaison de protéines ribosomiques, d’ARNr et de leurs modifications respectives
forment un «code» de fagcon analogue au code des histones qui régule I'expression de génes au niveau de
la transcription. La composition précise de chaque ribosome pourrait calibrer la traduction de sorte a

ajouter une complexité supplémentaire dans la régulation de I’'expression des genes.

Plus récemment, il a été proposé que des populations de ribosomes « spécialisés » seraient capables de
moduler plusieurs aspects de la traduction de sous-ensembles d’ARNm (Gilbert, 2011; Xue & Barna, 2012).
L'hétérogénéité fonctionnelle des ribosomes a été définie comme des variations dans la composition du

ribosome qui influencent son activité et donc le résultat de la traduction (Ferretti & Karbstein, 2019).

Selon I’hypotheése de la spécialisation des ribosomes, similairement aux concepts de filtre ribosomique et

du code des ribosomes, ceux-ci sont des éléments régulateurs de I'expression des génes. La cellule pourrait

16



méme modifier la composition de ses ribosomes (par exemple avec différentes protéines ribosomiques)
pour réguler l'expression de ses genes en réponse a un contexte particulier (tissus, processus
développementaux, conditions de stress, etc.) (Norris et al., 2021). Les changements dans divers aspects

de la traduction par les ribosomes spécialisés auraient un impact direct sur le protéome.

L'hypothése de la spécialisation des ribosomes a beaucoup évoluée depuis 1958. De plus en plus de
preuves de I'hétérogénéité structurale et fonctionnelle des ribosomes contribuent a une compréhension
grandissante de cette machine cellulaire, mais le concept de la spécialisation des ribosomes est encore

controversé (Barna et al., 2022).

1.5.2 L’hétérogénéité structurale des ribosomes

De nombreuses preuves de |'hétérogénéité structurale des ribosomes ont été trouvées dans divers
organismes au fil des années (Genuth & Barna, 2018). Plusieurs sources de variations dans la structure des

ribosomes ont été identifiées (Figure 1.7).

Etant donné qu’il y a plusieurs répétitions d’ADNr dans tous les organismes, il est probable que des
mutations modifiant la fonction du ribosome surviennent dans ces séquences (Ferretti & Karbstein, 2019).
Il'y a certainement une pression sélective contre les ribosomes non-fonctionnels mais pas nécessairement
contre les ribosomes fonctionnellement différents (Ferretti & Karbstein, 2019). Des variations dans les
séquences d’ARNr ou dans leurs modifications post-transcriptionnelles ont été trouvées dans plusieurs
organismes. Par exemple, des séquences d’ARNr différentes ont été identifiées a différents stades du cycle
de vie du parasite Plasmodium berghei responsable de la malaria chez les rongeurs (Gunderson et al.,

1987).
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Figure 1.7 Les différentes sources d’hétérogénéité structurale des ribosomes.

L'hétérogénéité structurale des ribosomes peut étre liée a leur composition en protéines ribosomiques
(paralogues, stoichiométrie ou modifications post-traductionnelles), a des protéines associées au
ribosome ou a leur composition en ARNr (séquence ou modifications post-transcriptionnelles). Figure tirée
de Norris et al. (2021).

Les variations structurales entre les ribosomes sont majoritairement attribuées aux protéines
ribosomiques et a leurs modifications (Genuth & Barna, 2018). Par exemple, les deux paralogues RPL16A
et RPL16B encodant une protéine ribosomique de la grande sous-unité sont respectivement exprimés dans
des tissus différents de la plante Arabidobsis thaliana (Williams & Sussex, 1995). Chez la levure, la
dégradation des ARNm par la voie du No-go-decay nécessite la présence de la protéine non-essentielle
Ascl (lkeuchi & Inada, 2016). Les ribosomes ne possédant pas cette protéine sont déficients dans ce
mécanisme de contrble de qualité des ARNm (Ferretti & Karbstein, 2019). De nombreuses protéines
associées aux ribosomes sont aussi des sources d’hétérogénéité notamment chez les mammiféres (Simsek

etal., 2017).
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1.5.3 L’hétérogénéité fonctionnelle des ribosomes

Plusieurs observations suggerent que I’"hétérogénéité structurale meéne a une spécialisation fonctionnelle.
Par exemple, un défaut de pseudouridylation diminue la fidélité de la traduction et l'initiation de la
traduction dépendante des IRES dans la levure (Jack et al., 2011). La délétion de certains génes encodant
des protéines ribosomiques ou de leurs paralogues causent des phénotypes différents dans la levure
(Komili et al., 2007; Ni & Snyder, 2001). Or, les protéines ribosomiques ont des fonctions en dehors du
ribosome qui pourraient expliquer ces différences. Ces phénotypes ne sont donc pas directement des

preuves d’hétérogénéité fonctionnelle des ribosomes, ni de leur spécialisation.

Afin de vérifier I'impact direct de la composition des ribosomes sur la traduction, les ARNm activement
traduits doivent étre identifiés. Le fractionnement des polysomes combiné au séquencage d’ARN a permis
de déterminer que I'acétylation de uL30b favorise la traduction d’ORF longs en condition de stress (Ghulam
etal., 2022). Le profilage ribosomique (Ribo-Seq) est une autre méthode qui permet de séquencer encore
plus précisément les portions précises d’ARNm activement traduites (Ingolia et al., 2009) et de déterminer
si des types d’ARNm sont préférentiellement traduits par des ribosomes spécialisés ou si la vitesse
d’élongation est modifiée selon la composition des ribosomes (Shi et al., 2017). Ces méthodes permettront

de trouver de plus en plus de preuves de spécialisation des ribosomes.

La spécialisation des ribosomes pourrait influencer la sélection des ORF traduits, la préférence pour
certains ARNm ou l'efficacité de la traduction de certains codons (Ferretti & Karbstein, 2019). Toutefois,
les mécanismes par lesquels la composition des ribosomes modulerait la traduction ne sont pas encore
bien compris. Les mécanismes potentiels incluent des changements dans le recrutement de la sous-unité
40S au 5'-UTR de I'ARNm, la sélection du codon initiateur, la vitesse de I’élongation, la fidélité de la

traduction et la reconnaissance du codon d’arrét (Figure 1.8) (Genuth & Barna, 2018; Norris et al., 2021).

Jusqu’a maintenant, seulement certains de ces mécanismes ont été validés par des preuves
expérimentales (Norris et al., 2021). Il a été démontré que la traduction peut étre modulée par des
ribosomes avec une préférence modifiée pour certains éléments cis-régulateurs, comme des internal
ribosome entry sites (IRES) (Hertz et al., 2013; Shi et al., 2017). Les IRES sont des séquences d’ARN situées
au 5’UTR qui peuvent recruter le complexe de pré-initiation de fagon indépendante de la coiffe 5’
(Sonenberg & Hinnebusch, 2009). IIs ont d’abord été découverts chez les virus a ARN, mais ces structures

ont par la suite été trouvées dans les ARNm cellulaires (Xue & Barna, 2012). Environ 10% des ARNm
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eucaryotes ont la capacité de faire initier leur traduction par des mécanismes alternatifs (Spriggs et al.,
2008). Il a été démontré que certaines protéines ribosomiques peuvent reconnaitre des IRES. Par exemple,
la protéine eS25 est requise pour lier des IRES et pour l'initiation de la traduction de certains ARN viraux

tels que I’ARN du virus de I’hépatite C (Landry et al., 2009).

(a) Cap-dependant initiation

Start codon
selection
5 : Rate of
\ elongation

A
Main ORF \Termfnal‘r’on

= %.)'

)
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; Termination
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Reinitiation

e.g. Auxin synthesis mRNAs

Figure 1.8 Mécanismes potentiels de régulation de la traduction par des ribosomes spécialisés.

Cette figure schématise (a) le recrutement de la sous-unité 40S au 5’UTR, la sélection du codon initiateur,
le taux d’élongation, la reconnaissance du codon d’arrét, (b) le recrutement des ribosomes par des IRES
ou des structures similaires au 5’UTR, (c) la régulation de la traduction par un uORF. Figure tirée de Norris
etal. (2021).
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La régulation de la traduction par les uORF est également modifiée par la composition des ribosomes. Par
exemple, la protéine elL24 améliore I'efficacité de la traduction chez la levure (Dresios et al., 2000) et
contribue a la réinitiation de la traduction des ORF subséquents sur un ARNm polycistronique dans la
plante (Park et al., 2001). Chez Arabidopsis thaliana, I’haploinsuffisance résultant de la délétion de I'un
des paralogues encodant eL24 diminue la traduction d’un second ORF sans modifier I'initiation de la

traduction de I'ORF qui le précede (Nishimura et al., 2005).

1.6 Les génes RPS18A et RPS18B

Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, les génes RPS18A et RPS18B sont des genes paralogues qui
encodent la protéine ribosomique uS13. lls sont situés sur les chromosomes IV et Xlll, respectivement
(Goffeau et al., 1996). Ces genes sont essentiels a la survie et a la prolifération cellulaire. La délétion de

I’'un ou l'autre des paralogues est viable, mais la double délétion est Iétale.

Ces paralogues different principalement dans leurs régions régulatrices. Notamment, leurs promoteurs,
leurs UTR (5’ et 3’) et leurs introns ont des séquences nucléotidiques différentes. Les séquences codantes
de RPS18A et de RPS18B sont identiques a 95% (Figure 1.9). Les quelques substitutions qui se retrouvent
dans ces deux ORF ne modifient pas I'acide aminé qui est incorporé. En effet, en raison de la
dégénérescence du code génétique, la protéine produite par RPS18A (uS13a) et celle produite par RPS18B

(uS13b) possedent exactement la méme séquence d’acides aminés (Figure 1.10).
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Figure 1.9 Alignement des séquences codantes de RPS18A et RPS18B.
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Les identités sont marquées d’une étoile. L'absence d’étoile signifie qu’il y a une substitution entre les

deux séquences.

Malgré leur apparente redondance génétique, la délétion de I'un ou I'autre de ces genes mene a des

phénotypes différents. La perte de RPS18A ralentit davantage la croissance cellulaire que celle de RPS18B

(Chiocchetti et al., 2007; Steffen et al., 2012). Le site de bourgeonnement est affecté par la délétion de

RPS18B mais pas de son paralogue (Ni & Snyder, 2001). RPS18B est nécessaire pour la traduction localisée

de I’ARNm de Ash1 (Komili et al., 2007). Ces observations suggerent que les paralogues RPS18A et RPS18B

ont des fonctions légerement différentes. Ces différences pourraient découler du role de la protéine

ribosomique uS13 dans la biogenése des ribosomes, dans la traduction, ou encore de fonctions a

I'extérieur du ribosome.
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De plus, les paralogues RPS18A et RPS18B pourraient produire des quantités différentes de protéines,
selon leurs mécanismes de régulation respectifs. En effet, la plupart des paires de paralogues produisent

des quantités inégales de protéines (Ghulam et al., 2020).

us13a MSLVVQEQGSFQHILRLLNTNVDGNIKIVYALTTIKGVGRRYSNLVCKKADVDLHKRAGE

00 i O 0 1 R
uS13b MSLVVQEQGSFOHILRLLNTNVDGNIKIVYALTTIKGVGRRYSNLVCKKADVDLHKRAGE

uS13a LTQEELERIVQIMONPTHYKIPAWEFLNRONDITDGKDYHTLANNVESKLRDDLERLKKIR

Lrrrrrerrrrrerrrerrererrrrrererrerrrerrr et rr ey
uS13b LTQEELERIVQIMONPTHYKIPAWFLNRONDITDGKDYHTLANNVESKLRDDLERLKKIR

uS13a AHRGIRHEWGLRVRGOQHTKTTGRRRA

L EELLL ELLLELEL LT EEEL L LLE] |
uS13b AHRGIRHFWGLRVRGQHTKTTGRRRA

Figure 1.10 Les protéines uS13a et uS13b ont des séquences d’acides aminés parfaitement identiques.

La séquence de uS13a est présentée en rouge et celle de uS13b est en bleu. Les traits verticaux
représentent une identité entre deux acides aminés alignés.

Les introns et UTR de ces deux génes ont des tailles et des séquences différentes (Figure 1.11). La délétion
de I'intron de RPS18A diminue la valeur sélective (cell fitness) alors que la délétion de I'intron du géne

RPS18B améliore sa capacité a compétitionner avec des cellules de type sauvage (Parenteau et al., 2011).

Les introns des génes RPS18A et RPS18B contribuent non seulement a leur propre régulation, mais aussi a
celle de leur paralogue (Parenteau et al., 2011). Plus précisément, les introns de RPS18A et RPS18B
augmentent leur propre expression et celle de leur paralogue. En effet, la délétion de I'intron dans I'un ou
I'autre de ces génes diminue la quantité d’ARNm détectée pour RPS18A et RPS18B (Parenteau et al., 2011).
Toutefois, le mécanisme par lequel ces génes sont régulés de facon dépendante de leurs introns n’a pas

encore été élucidé.
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Figure 1.11 Structure des ARNm de RPS18A et RPS18B.

Il existe deux formes de transcrits pour chacun de ces génes. Les exons des genes RPS18A et RPS18B sont
représentés en rouge et en bleu, respectivement. Les régions 5'UTR, introns et 3’'UTR sont représentés (a
I’échelle) en gris et leurs tailles respectives sont indiquées dessous. Numéros d’identification des
transcrits SGD : S000288813, 5000293760, S000291099 et S000295927 (Engel et al., 2025).

1.7 Les protéines uS13a et uS13b

La protéine ribosomique uS13 est universellement conservée (Ban et al., 2014). Cette composante
essentielle de la petite sous-unité ribosomique est homologue aux protéines S18 chez les mammiferes et
S13 des bactéries (Jenner et al., 2012; Planta & Mager, 1998). Le nom uS13 lui a été attribué afin de faciliter
I’'analogie avec ses homologues dans d’autres organismes (Ban et al., 2014). La protéine uS13 de 146 acides
aminés se trouve dans la téte de la sous-unité 40S, du c6té de I'interface avec la sous-unité 60S (Figure

1.12).

Bien que les protéines uS13a et uS13b possédent des séquences primaires identiques (Figure 1.10), des
modifications post-traductionnelles pourraient expliquer leurs potentielles différences fonctionnelles.
D’aprés les annotations retrouvées sur les bases de données Saccharomyces Genome Database (SGD),
Uniprot et BioGRID, les protéines uS13a et uS13b auraient des modifications post-traductionnelles

différentes, notamment plusieurs sites de phosphorylation (voir Tableau S.1, Annexe A).
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Figure 1.12 Sous-unité 40S du ribosome de Tetrahymena thermophila.

La protéine uS13 (rpS18) de la levure, homologue de S13 dans la bactérie, est colorée en rouge. PDB:
2XZM (Rabl et al., 2011). Figure tirée de Klinge et al. (2012).

L’homologue bactérien de uS13 est une protéine de liaison secondaire pendant I'assemblage in vitro de la
sous-unité 30S (Held et al., 1974; Sykes & Williamson, 2009). Chez les eucaryotes, uS13 est présente dans
le SSU processome (Figure 1.13) (Grandi et al., 2002; Zhang et al., 2016). La protéine uS13 est I'une des
trois protéines ribosomiques (avec eS6 et uS23) qui adoptent des sites de liaison légérement différents
dans le SSU processome que leur conformation finale dans la sous-unité 40S mature (Barandun et al.,
2017). Ceci suggére que uS13 joue un rble dans I'assemblage et la maturation de la sous unité 40S en plus
de sa fonction structurale dans la sous-unité mature. En effet, il a été démontré que la protéine uS13 de
la levure est essentielle pour le clivage du pré-ARNr 35S au site A2 (Léger-Silvestre et al., 2004). La
déplétion de uS13 cause aussi des défauts de clivage aux sites AO et Al (Léger-Silvestre et al., 2004) mais
pas au site D, derniére étape de maturation de ’ARNr 18S qui a lieu dans le cytoplasme (Tabb-Massey et
al., 2003). Cette protéine est donc nécessaire pour les étapes précoces de la maturation du pré-ARNr. De

plus, 'absence de protéine uS13 empéche I'export nucléaire du précurseur 20S (Ferreira-Cerca et al., 2005;
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Léger-Silvestre et al., 2004). Cette protéine pourrait donc jouer un réle dans la maturation nucléaire
tardive de la sous-unité 40S ou dans une étape de controle de qualité précédent son transport au

cytoplasme (Ferreira-Cerca et al., 2005).

rpS1i

rpS4

ribosomal
proteins

Figure 1.13 Structure du SSU processome de la levure.

Les protéines ribosomiques sont identifiées en gris foncé, les facteurs d’assemblage non-ribosomiques
sont en gris transparent, le snoRNA U3 est en rouge, le pré-18S est en gris clair et le 5’ETS est en jaune.
Figure tirée de Barandun et al. (2018).

Chez les procaryotes, la protéine uS13 (S18) forme le pont Bla avec I’'hélice 38 de ’ARNr 23S (aussi appelée
A-site finger) et les ponts Blb/c avec la protéine ul5 (L11) (Komoda et al., 2006). Dans le ribosome
eucaryote, le pont Bla dépend de I'interaction de uS13 avec uS19 (S15) plutdt qu’avec I’hélice 38 (Bowen
et al., 2015). Les ponts Blb/c qui relient les deux sous-unités restent formés par I'interaction entre uS13
et uL5 dans les ribosomes eucaryotes (Rhodin & Dinman, 2011). Les ponts B1lb et Blc subissent un grand
changement de conformation pour accommoder le mouvement de translocation du ribosome pendant
I’étape d’élongation (Rhodin & Dinman, 2010). Les ponts B1 sont trés conservés puisqu’ils ont le réle
essentiel de lier la téte de la petite sous-unité a la protubérance centrale de la grande sous-unité (Bowen
et al., 2015). Ces ponts, en plus de stabiliser la structure du ribosome, transmettent également de
I'information entre des régions distales du ribosome comme le centre de décodage de la SSU et le centre
peptidyl-transférase de la LSU (Rhodin & Dinman, 2011). Ainsi, la protéine ribosomique uS13 est non
seulement essentielle pour la biogenese des ribosomes, mais elle possede aussi une fonction majeure

durant la traduction.
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1.8 Hypotheses et objectifs

Les paralogues de protéines ribosomiques et leurs modifications post-traductionnelles sont des sources
d’hétérogénéité importantes dans les ribosomes. RPS18A et RPS18B sont des genes essentiels, c’est-a-dire
gu’une cellule dépourvue de ces deux genes ne peut pas survivre. Toutefois, la levure peut survivre et
croitre avec seulement I'un ou I'autre de ces paralogues. Des souches délétées pour I'un ou I'autre de ces
geénes ont des phénotypes différents, suggérant qu’ils sont fonctionnellement différents (Chiocchetti et al.,
2007; Komili et al., 2007; Ni & Snyder, 2001). Notre hypothése de départ est que I'incorporation de la
protéine uS13a ou uS13b dans le ribosome lui confére une spécialisation fonctionnelle. Dans cette

perspective, nos objectifs sont de:

e Comparer les effets de la délétion de RPS18A ou de RPS18B sur la croissance cellulaire et sur
I’'assemblage des polysomes.

e Créer des outils moléculaires pour distinguer les protéines uS13a et uS13b.

Les genes RPS18A et RPS18B sont issus de la duplication d’un géne ancestral, comme plusieurs paires de
geénes encodant des protéines ribosomiques dans la levure. L'un des avantages évolutifs de maintenir deux
genes paralogues dans le génome d’un organisme est le dosage génique (Voordeckers & Verstrepen, 2015).
Les génes impliqués dans la biogenese des ribosomes sont étroitement régulés et ils représentent une
proportion importante de la transcription dans les cellules en croissance (Warner, 1999). En ce sens, notre
hypothése est que le dosage génique naturel de RPS18A et RPS18B est avantageux pour la régulation de

leur expression. A cet effet, nos objectifs sont de:

e Evaluer l'effet du dosage génique sur la régulation de I'expression des paralogues RPS18A et
RPS18B.

e Déterminer I'effet du dosage génique de RPS18A et RPS18B sur la croissance cellulaire.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1 Souches de bactéries et de levures

La souche bactérienne DH10B (F—mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/lacZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A (ara-leu)7697 galU galK A= rpsL(Str?) nupG), dérivée de la souche K-12 MG1655 (Durfee et al.,

2008) a été utilisée pour le clonage et la réplication des plasmides recombinants.

La souche de levure Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0), dérivée de
$288C (Brachmann et al., 1998), ainsi que les mutants rps18al (BY4741, rps18a::kanMX6) et rps18bA
(BY4741, rps18b::kanMX6) ont été utilisées pour les courbes de croissance et les gradients de densité de

saccharose.

La souche de déplétion Pga-RPS18A-rps18bA (rps18bA, Pgaii-RPS18A::his3MX6) (Lemay, 2013) a été

utilisée pour les tests de complémentation avec HA-RPS18A et MYC-RPS18B.

Pour obtenir la série de souches YFS18AA (BY4741, rps18a::kanMX6, rps18b::his3MX6), la souche de
départ rps18al a d’abord été complémentée avec un premier plasmide porteur du gene RPS18A, puisque
la double délétion (RPS18A et RPS18B) est létale. Par la suite, son géne RPS18B a été délété par
recombinaison homologue avec I'insertion de la cassette His3MX6 au locus RPS18B (Longtine et al., 1998).
La souche YFS18AA a ensuite été transformée a I'aide d’autres plasmides pour créer les souches YFS18AA1

a YFS18AA9 (Tableau 2.1).
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Tableau 2.1 Série de souches YFS18AA avec plasmides correspondants.

Nom Plasmides Notation abrégée
YFS18AA1 YCplac33-URA3-HA-RPS18A AB
YCplac111-LEU2-MYC-RPS18B
YFS18AA2 YCplac33-URA3 (vide) A
YCplac111-LEU2-HA-RPS18A
YFS18AA3 YCplac33-URA3-HA-RPS18A AA
YCplac111-LEU2-HA-RPS18A
YFS18AA4 YEplac195-URA3-HA-RPS18A AA*
YCplac111-LEU2-HA-RPS18A
YFS18AAS5 YCplac33-URA3 (vide) B
YCplac111-LEU2-MYC-RPS18B
YFS18AA6 YCplac33-URA3-MYC-RPS18B BB
YCplac111-LEU2-MYC-RPS18B
YFS18AA7 YEplac195-URA3-MYC-RPS18B BB*
YCplac111-LEU2-MYC-RPS18B
YFS18AA8 YEplac195-URA3-MYC-RPS18B AB*
YCplacl111-LEU2-HA-RPS18A
YFS18AA9 YEplac195-URA3-HA-RPS18A BA*
YCplacl111-LEU2-MYC-RPS18B

Dans la notation abrégée, I'astérisque représente le plasmide multicopies YEplac195 porteur du paralogue
indiqué.

2.2  Milieux de culture

Les bactéries ont été cultivées dans le milieu LB (Luria-Bertani) (tryptone 1%, extrait de levure 0.5%, NaCl
85.6 mM) avec agar 1.5% pour les milieux solides et ampicilline 100 pug/mL au besoin.

Les levures ont été cultivées en milieu riche YPD ou YPGal (peptone 2%, extrait de levure 1%, dextrose ou
galactose 2%) ou en milieu minimal synthétique SD composé de yeast nitrogen base without amino acids
0.17% (Wisent), (NH4),SO4 0.5% et de dextrose 2%, le tout complémenté par un mélange d’acides aminés
dépourvu de tryptophane (-Trp), histidine (-His), leucine (-Leu) et/ou uracile (-Ura) (Ausubel et al., 1999).
L’agar 2% a été ajouté pour les milieux solides et la généticine 200 pug/mL (Wisent) a été utilisée au besoin

pour sélectionner les souches rps18aA et rps18bA.

2.3 Préparation et transformation des cellules compétentes

Les bactéries E. coli DH10B chimiocompétentes ont été préparées selon la méthode de Hanahan (1983).
Pour la transformation, 10 ng de plasmide ou 100 ng de produit de ligation ont été mélangés a 50 uL de

bactéries chimiocompétentes. Le mélange a été incubé sur glace pendant 30 minutes. Un choc thermique
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de 90 secondes a été réalisé a 42°C. Le mélange a été refroidi sur glace pendant 5 minutes, puis 1 mL de
milieu LB a été ajouté. Les bactéries ont ensuite été incubée 60 minutes a 37 °C. Par la suite, 200 pL du
mélange ont été étalés sur une gélose sélective de LB-ampicilline et incubés a 37 °C jusqu’au lendemain

(environ 16 heures).

Les levures compétentes ont été préparées et transformées selon la méthode a I'acétate de lithium de
Gietz et al. (1992). Pour la transformation, 100 uL de levures compétentes ont été transformées avec 100
ng de plasmide. La procédure avec choc thermique de 15 minutes a 42 °C a été suivie (Gietz et al., 1992).
Finalement, 100 uL du produit de transformation ont été étalés sur la gélose sélective appropriée (SD
dépourvu d’un ou de plusieurs nutriments) et incubés a 30 °C jusqu’a la formation de colonies (trois a cing

jours).

2.4 Courbes de croissance

Les levures (BY4741, rps18aA et rps18bA ou YFS18AA1 a 9) ont été incubées a 30 °C avec agitation a 225
rpm jusqu’a la phase exponentielle (Asoo de 0,5-0,8). Des dilutions ont été réalisées lorsque nécessaire a
I'aide de milieu de culture (YPD ou SD-Ura-Leu) préincubé a 30 °C afin de maintenir les cultures en phases
exponentielle. La densité optique a 600 nm (DOswo) a été mesurée a chaque heure pour un total de 4a 5
heures d’incubation. Le temps de doublement a été calculé selon le modéle de croissance exponentielle a

I'aide du logiciel Graphpad Prism 8.

2.5 Mutagenese dirigée et sous-clonage

Les plasmides pGEM-T (Promega) contenant les génes RPS18A ou RPS18B et leurs régions flanquantes
respectives (-500 pb et +300 pb) ont servi d’ADN modeéle pour la mutagénese dirigée. Les séquences
encodant les étiquettes biologiques HA et Myc ont été introduites a la suite de I’ATG initiateur dans les
génes RPS18A et RPS18B, respectivement. Les paires d’amorces HA-RPS18A-F, HA-RPS18A-R et MYC-
RPS18B-F, MYC-RPS18B-R (Tableau 2.2) ont été utilisées pour réaliser la mutagénese dirigée a I'aide de la

méthode QuickChange (Agilent Technologies).
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Tableau 2.2 Oligonucléotides utilisés pour la mutagenéese dirigée.

Nom Séquence
HA-RPS18A-F 5'-TATCCATATGATGTTCCAGATTATGCTGGTGGTTCTTTAGTTGTCCAAGAACAAGGTTCC-3’
HA-RPS18A-R 5’-CCAGCATAATCTGGAACATCATATGCATATGGATACATCTTTTATCCGCTCTTGTGTATACG-3’

MYC-RPS18B-F

5-GAACAAAAATTGATTTCTGAAGAAGATTTGGGTGGTTCTTTAGTTGTACAAGAACAAGGTTCCTT-3’

MYC-RPS18B-R

5’-ACCCAAATCTTCTTCAGAAATCAATTTTTGTTCCATCTTTACCACTTTCTGCTCTATTGG-3’

Les séquences correspondant aux épitopes HA et Myc sont soulignés. Le codon CAT en gras correspondent
a 'ATG initiateur sur le brin complémentaire.

Les plasmides pGEM-T-HA-RPS18A et pGEM-T-MYC-RPS18B obtenus par mutagénése dirigée ont été

validés par séquencage de Sanger. Les génes RPS18A et RPS18B avec ou sans les étiquettes biologiques

ont par la suite été sous-clonés dans les plasmides YCplac33, YCplac111 ou YEplac195 (Figure 2.1, Tableau

2.3) au site de restriction BamHI. Les plasmides contenant les différentes constructions ont été validés par

des digestion enzymatique, puis transformés dans la levure.

YCplac33 YCplacilil
5603 bp 6103 bp

Mcs

YEplac195

5241 bp

Figure 2.1 Plasmides YCplac33, YCplaclll et YEplac195.

Les constructions HA-RPS18A et MYC-RPS18B ont été insérées dans les plasmides YCplac33, YCplalll et
YEplac195 au site de restriction BamHI (dans le MCS).
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Tableau 2.3 Plasmides utilisés pour I'expression dans la levure et leurs caractéristiques.

Nom Marqueur de sélection (levures) Origine de réplication (levures)
YCplac33 URA3 Centromérique (CEN/ARS)
YCplacl11 LEU2 Centromérique (CEN/ARS)
YEplac195 URA3 2 microns (2p)

L'origine de réplication CEN/ARS permet aux levures de répliquer une copie du plasmide par cellule,
contrairement a l'origine de réplication 2 microns (multicopies). Tous les plasmides présentés dans ce
tableau possedent également un marqueur de sélection bactérien Amp" ainsi qu’une origine de réplication
bactérienne.

2.6 Test de complémentation en milieu solide

La souche de déplétion Psai-RPS18A-rps18bA a été transformée a I'aide des différentes constructions dans
le plasmide YCplac33. Les plasmides YCplac33 vide (controle négatif), YCplac33-HA-RPS18A, YCplac33-
RPS18A, YCplac33-MYC-RPS18B ou YCplac33-RPS18B ont été utilisés. Les levures transformées et la souche
sauvage BY4741 ont été cultivées en milieu liquide YPGal. Les cellules en phase exponentielle ont été
lavées et remises en suspension dans I'eau stérile a une Asoo de 1. Quatre dilutions en série de facteur 10
ont été réalisées et 3 pL de chaque dilution ont été déposés sur des géloses YPGal et YPD. Celles-ci ont été

incubées a 30 °C jusqu’a I'apparition de colonies.

2.7 Préparation de la souche YFS18AA

Les amorces F1-RPS18B et R1-RPS18B (Tableau 2.4) ont permis I'amplification de la cassette HIS3 a partir
du plasmide pFA6a-His3MX6 (Longtine et al., 1998). La réaction de PCR a été réalisée dans un volume final
de 50 ulL a I'aide du DreamTaq PCR Master Mix (Thermofisher). Un volume de 2 uL du produit de PCR a été
prélevé pour valider 'amplification par électrophorése et tout le produit de PCR restant (48 uL) a été
précipité, puis remis en suspension dans 10 plL d’eau stérile. Les levures rps18aA complémentées avec un
plasmide YCplac33-HA-RPS18A ont ensuite été transformées a I'aide de la totalité du produit de PCR remis
en suspension et cultivées en milieu SD-His-Ura. Le gene RPS18B délété par recombinaison homologue est
remplacé par le marqueur auxotrophe HIS3. L’ADN chromosomique a été extrait au phénol-chloroforme
selon la procédure de Hoffman (1997). Les amorces de validation RPS18B-KOcheck-F et RPS18B-KOchech-
R (Tableau 2.4) ont été utilisées pour valider la délétion. Les réactions de PCR ont été réalisées dans un

volume final de 20 ulL a partir du DreamTaq PCR Master Mix (Thermofisher) et avec 200 ng d’ADNg.
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Tableau 2.4 Oligonucléotides utilisés pour la délétion du gene RPS18B.

Nom Séquence

F1-RPS18B 5-TAGTGAAAAACCGATCTTACGAAAAGCCAATAGAGCAGAAAGTGGTAAAGCGGATCC
CCGGGTTAATTAA-3’

R1-RPS18B 5’-
ATAAAAACGAAAATAGCGTACAATTATTACTGATAATTTCCTTAATTGATGAATTCGAGCT
CGTTTAAAC-3’

RPS18B-KOcheck-F | 5-GCGCGGAAACTGGTTGATGCCTG-3’

RPS18B-KOcheck-R | 5-GTACTTTCTCACCCCGGTTGAGTGATG-3’

Les régions des amorces de délétion F1-RPS18B et R1-RPS18B complémentaires au plasmide pFAG6-
His3MX6 sont en gras. Le reste de la séquence est spécifique au géne RPS18B.

2.8 Rétrotranscription et PCR quantitative en temps réel
2.8.1 Extraction de I'’ARN

Les souches de levures YFS18AA1 a YFS18AA9 (Tableau 2.1) ont été utilisées pour les analyses d’expression
génétique. Les levures ont été cultivées jusqu’a une Agoo de 0.5-0.8. Les cellules ont ensuite été lavées avec
de I'eau froide et conservées a -80 °C jusqu’a I'extraction de I’ARN. L’ARN total a été extrait selon le
protocole au phénol acide chaud de Collart & Oliviero (1993). Afin d’éviter toute contamination par 'ADN
génomique, les échantillons ont été traités avec la DNase | Amplification grade (Invitrogen) selon les

recommandations du manufacturier.

2.8.2 Rétrotranscription

La rétrotranscription (RT) a été réalisée a I'aide du SensiFAST cDNA Synthesis Kit (Meridian Bioscience)
selon les instructions du manufacturier. Pour chaque réaction de 10 uL, 250 ng d’ARN ont été utilisés.

L’ADNCc a été dilué d’'un facteur 100 dans I'eau et conservé a -20 °C jusqu’a son utilisation pour la PCR.

2.8.3 PCRentemps réel

La PCR en temps réel (QPCR) a été réalisée a I'aide du SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Meridian Bioscience)

selon les instructions du manufacturier. Un protocole de PCR en deux étapes suivant a été utilisé : 2
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minutes de dénaturation initiale a 95 °C suivies de 35 cycles de 5 secondes a 95 °C et 20 secondes a 63 °C.
La fluorescence a été lue aprés chaque cycle par le thermocycleur CFX96 (Bio-Rad). A la suite des 35 cycles,
une courbe de fusion de 65 °Ca 95 °C a été complétée. L'acquisition des données et les calculs d’expression
relative ont été faits a I’aide du logiciel CFX Maestro. L'efficacité des différentes paires d’amorces (Tableau
2.5) a été calculée dans le logiciel CFX Maestro a partir d’une courbe standard (voir Figure S.2, Annexe B).
La spécificité des amorces a également été validée a I'aide de courbes de fusion et par électrophorése sur

gel d’agarose.

Tableau 2.5 Oligonucléotides utilisés pour la RT-gPCR

Gene cible Nom Séquence Efficacité (%)
gPCR-ACT1.2-F 5-AGAGTTGCCCCAGAAGAACACC-3’

ACT1 105,1
gPCR-ACT1.2-R 5-GGCTTGGATGGAAACGTAGAAGG-3’
gPCR-ALGY.2-F 5-TAAGCTGGCATGTGCTGCATTC-3’

ALGY 106,9
gPCR-ALGY.2-R 5’ -TTTGCATGATTCGGTTGATTGG-3’
gPCR-HA-RPS18A-F 5’-GATGTTCCAGATTATGCTGGTGGT-3’ -

HA-RPS18A gPCR-HA-RPS18A-int-R 5’- GTCATAGCTCACTAGTAATAATAAACATAC-3’ 100,2

gPCR-HA-RPS18A-ex1-2-R 5’- CAACGTTAGTGTTCAACAAACGTAAAATG-3’ 100,8

gPCR-MYC-RPS18B-F 5’-CAAAAATTGATTTCTGAAGAAGATTTGGGT-3’ -
MYC-RPS18B | qPCR-MYC-RPS18B-int-R 5’-TATCTGCACTGTACTCGTAAAACATAC-3’ 102,2
gPCR-MYC-RPS18B-ex1-2-R | 5'-GTGTTCAACAAACGTAAAATGTGTTGG-3’ 102,9

Les amorces ciblant ACT1 sont modifiées de Cankorur-Cetinkaya et al. (2012) et celles qui ciblent ALG9
sont tirées de Mendoza-Ochoa et al. (2019). Les deux amorces antisens différentes ciblant le géne HA-
RPS18A sont utilisées avec la méme amorce sens (qPCR-HA-RPS18A-F). Les deux amorces antisens ciblant
MYC-RPS18B sont utilisées avec I'amorce sens gPCR-MYC-RPS18B-F.

2.8.4 Analyse quantitative

Les résultats représentent la moyenne et I'écart-type de trois réplicas biologiques pour chaque souche.
Les moyennes ont été comparées a I'aide du test T non apparié. Une valeur P inférieure a 0,05 a été
considérée comme statistiquement significative. Le logiciel GraphPad Prism 8 a été utilisé pour les analyses

statistiques.
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2.9 Extraction et analyse des protéines par immunobuvardage

Les protéines ont été extraites dans le tampon de Laemmli suite a une lyse alkaline selon la procédure de
Kushnirov (2000). Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE (acrylamide 15%) puis ont été transférées
sur membrane de PVDF (Immobilon-P; MilliporeSigma). Les membranes ont été incubées avec les
anticorps primaires et secondaire pendant une heure a température de la pieéce avec agitation. Les
anticorps primaires utilisés sont I'anticorps monoclonal de souris anti-HA (provenant du surnageant de
I’hybridome 12CAS5), I'anticorps monoclonal de souris anti-Myc (provenant du surnageant de I’hybridome
9E10) et I'anticorps monoclonal de souris anti-GAPDH (GA1R; MédiMabs). L’anticorps secondaire utilisé
est I'anti-IgG de souris couplé a I'enzyme HRP (Cytiva, NA931). Les membranes ont été traitées avec le
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (MilliporeSigma) et la chimiluminescence a été

détectée a I'aide du systeme Fusion FX7.

2.10 Gradients de densité de saccharose

La procédure d’analyse des ribosomes et polysomes a été adaptée de Foiani et al. (1991). Les cultures de
levure ont été incubées a 30 °C avec agitation jusqu’a la phase exponentielle (Aso de 0,5-0,8). De la
cycloheximide a été ajoutée aux cultures pour les 15 derniéres minutes d’incubation a une concentration
finale de 100 pg/mL. L’équivalent de 30 unités Asoo de cellules ont été lavées avec de I’eau contenant 100
pg/mL de cycloheximide et remises en suspension dans 300 pL du tampon d’extraction TMK100 froid (25
mM Tris-HCl pH 7.9, 10 mM MgCl,, 100 mM KCl, 0.1% Nonidet P-40, 1 mM DTT) supplémenté avec de la
cycloheximide 100 pug/mL et avec le cocktail inhibiteur de protéases cOmplete (Roche). Par la suite, 0,3 g
de billes de verre (Sigma-Aldrich) ont été ajoutées aux suspensions. La lyse a été réalisée en alternant 45
secondes de vortex a vitesse maximale et 45 secondes sur glace pour un total de 7 répétitions de chacune
des étapes. Les lysats ont été centrifugés a 5000 g a 4 °C pendant 5 minutes. L'équivalent de 8 unités Ay
du surnageant ont été chargées sur un gradient linéaire de saccharose 7-47% préparé dans le méme
tampon (TMK100). Les gradients ont été centrifugés a 39 000 RPM a 4 °C pendant 2h45 (Kressler et al.,
1997). L'absorbance a 254 nm a été lue en continu a I'aide d’un détecteur UA-6 pour obtenir les profils de

polysomes.

2.11 Immunoprécipitation et détermination des modifications post-traductionnelles

Les cultures de levure YFS18AA1 ont été incubées a 30 °C avec agitation jusqu’a la phase exponentielle

(Aso0 de 0,5-0,8) puis lavées avec de I'eau. Les cellules ont été conservées a -80°C jusqu’a I’extraction.
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Pour I'extraction, I'équivalent de 50 unités Asoo de cellules ont été remises en suspension dans 500 pL de
tampon d’extraction froid (25 mM Tris-HCIl pH 7.9, 150 mM NaCl, 0.1 % Nonidet P-40, cOmplete protease
inhibitor cocktail (Roche) et PhosStop phosphatase inhibitor cocktail (Roche)). La lyse a été réalisée selon
la méme procédure décrite pour les gradients de saccharose. Les lysats ont été centrifugés a 5000 g a 4°C

pendant 5 minutes. Le surnageant a été utilisé pour I'immunoprécipitation.

Les billes magnétiques anti-HA ou anti-MYC (MedChemExpress) ont été remises en suspension. Un volume
de 20 pL a été prélevé et les billes ont été lavées 3 fois 500 pL du tampon TBST (50 mM Tris-HCl pH 7.4,
150 mM NacCl, 0.5% Tween 20). Elles ont ensuite été incubées avec 500 UL de I'extrait protéique pendant
un minimum de deux heures a 4 °C avec agitation. Les billes ont ensuite été lavées 5 fois avec 500 uL de
TBST. Une partie des billes (1-2 % du volume total) a été prélevée et bouillie 5 minutes dans le
tampon Laemmli pour une analyse par immunobuvardage. Le reste de I’échantillon a été remis en
suspension dans 100 pL de tampon (50 mM Tris-HCI, pH 7.9) et a été envoyé au Centre d'analyses
protéomiques avancées (CAPA) ou les modifications post-traductionnelles ont été détectées par

spectrométrie de masse.
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CHAPITRE 3
RESULTATS

3.1 Legéne RPS18A a une contribution majeure dans la cellule.

Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, les paralogues RPS18A et RPS18B encodent la protéine
ribosomique uS13, une composante essentielle de la petite sous-unité (40S) du ribosome. Malgré leur
apparente redondance génétique, la délétion de I'un ou I'autre de ces genes a mené a I'observation de
phénotypes différents (Chiocchetti et al., 2007; Komili et al., 2007; Ni & Snyder, 2001). Nous nous sommes
particulierement intéressés aux effets de RPS18A et de RPS18B sur la croissance cellulaire et sur la

biogenése des ribosomes.

3.1.1 Le géne RPS18A contribue davantage a la croissance cellulaire que son paralogue RPS18B

Nous avons tout d’abord déterminé I'impact de la délétion de RPS18A ou de RPS18B sur la croissance de
la levure (Figure 3.1). Pour ce faire, la densité optique a 600 nm a été mesurée a chaque heure pendant la
phase de croissance exponentielle. Les souches délétées avaient toutes les deux une croissance ralentie
par rapport a la souche parentale BY4741. La souche rps18aA montrait une croissance plus lente que la

souche rps18bA.

Le temps de doublement de chaque souche a été calculé a partir des mémes données de densité optiques.
Le temps de doublement de la souche sauvage BY4741 était de 116 + 10 minutes (Tableau 3.1). Lorsque le
géne RPS18A était délété, le temps de doublement augmentait, passant a 149 + 13 minutes, ce qui
représente un ralentissement de 28,4%. La souche rps18bA avait un temps de doublement 135 + 9 minutes,
c’est-a-dire un ralentissement de 16,4% par rapport au type sauvage. Le ralentissement de croissance est
donc plus important lorsque le gene RPS18A est éliminé plutot que son paralogue RPS18B. Ce résultat
suggere que, dans les conditions expérimentales utilisées, le gene RPS18A est plus important pour la

croissance cellulaire que son paralogue RPS18B.
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Figure 3.1 Ralentissement de croissance des souches rps18aA et rps18bA.

L’absorbance a 600 nm a été mesurée pendant la croissance exponentielle a 30 °C dans un milieu riche
(YPD). La souche BY4741 et ses dérivées rps18al et rps18bA ont été cultivées en paralléle. Les points
correspondent a la moyenne de quatre réplicas biologiques pour chaque souche. La densité optique a 600
nm est représentée selon une échelle logarithmique.

Tableau 3.1 Ralentissement de croissance des souches rps18al et rps18bA.

Souche Temps de doublement (min) Ecart-type (min) Ralentissement (%)
BY4741 116 110 -

rps18al 149 +13 28,4
rps18bA 135 +9 16,4

Le temps de doublement et I'écart-type ont été calculés a partir de quatre expériences indépendantes. Le
ralentissement a été calculé par rapport a la souche parentale BY4741.
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3.1.2 Le gene RPS18A est plus important pour I'assemblage des ribosomes que son paralogue RPS18B.

Afin de poursuivre la comparaison des paralogues RPS18A et RPS18B, nous avons examiné |'effet de leur
délétion respective sur leurs profils de polysomes. Des extraits cellulaires de levures BY4741, rps18aA et
rps18bA ont été fractionnés sur des gradients de saccharose (Figure 3.2). Le profil d’absorbance a 254 nm
obtenu a partir de la souche BY4741 (WT) montre un pic marqué pour chacune des sous-unités (40S et
60S) et pour le ribosome entier (80S). Lors de la délétion de I'un ou I'autre des genes encodant la protéine
ribosomique uS13, il n’était plus possible de distinguer la sous-unité 40S du signal de fond. De plus, le pic
correspondant a la sous-unité 60S est beaucoup plus important pour ces souches délétées que dans le
profil de type sauvage. Cet effet d’accumulation de la sous-unité 60S est particulierement marqué pour la
souche rps18al, dont le signal de la sous-unité 60S dépasse celui des monosomes (80S). Ce résultat

suggere que le géne RPS18A est plus important pour I'assemblage de la sous-unité 40S.

80S 1

Polysomes 1

408

60S v

Figure 3.2 Défauts d’assemblage des ribosomes de souches rps18al et rps18bA.

Le profil correspondant a la souche BY4741 (WT) est en noir. Les profils des souches rps18al et rps18bA
sont représentés en rouge et en bleu, respectivement. Le profil de sédimentation des souches rps18a et
rps18bA révele une diminution de la sous-unité 40S (pointe de fleche) et une accumulation importante de
la sous-unité 60S (fleche) par rapport a la souche parentale BY4741.

3.2  Création d’outils moléculaires pour étudier les paralogues RPS18A et RPS18B.

Pour étre en mesure de distinguer les protéines uS13 issues des génes RPS18A et RPS18B, nous avons créé
une série d’outils moléculaires. Pour ce faire, les séquences codantes de chacun des genes ainsi que leurs
promoteurs naturels et séquences non-codantes ont d’abord été clonés dans un vecteur. Plus précisément,
500 paires de base en amont de I'ATG initiateur et 300 paires de bases en aval du codon d’arrét des deux

genes ont été inclus dans toutes les constructions (Figure 3.3). Ces ajouts servent a utiliser les promoteurs
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et terminateurs naturels qui distinguent les deux paralogues pour leur expression. Les introns des génes

RPS18A et RPS18B ont également été inclus dans ces constructions (Figure 3.3).

Exon 1 Exon 2

RPS18A | -500pb || Intron T T

ATGTATCCATATGATGTTCCAGATTATGCTGGTGGTTCT...
Etiquette HA Espaceur (Gly-Gly)

Exon 1 Exon 2

RPS188 | Soomb ] e D

ATGGAACAAAAATTGATTTCTGAAGAAGATTTGGGTGGTTCT...
Etiquette Myc Espaceur (Gly-Gly)

Figure 3.3 Constructions HA-RPS18A et MYC-RPS18B.

Les séquences (en noir) qui encodent les étiquettes biologiques HA et Myc ont été insérées a la suite des
codons initiateurs de RPS18A et de RPS18B, respectivement suivies des séquences (en violet) encodant
deux acides aminés glycine.

Les séquences nucléotidiques encodant les épitopes hémagglutinine (HA) et Myc ont été ajoutées par
mutagénese dirigée aprés I'ATG initiateur des genes RPS18A et RPS18B, respectivement (Figure 3.3). Les
constructions HA-RPS18A et MYC-RPS18B ont finalement été sous-clonés dans trois plasmides différents
permettant leur expression dans la levure : YCplac33, YCplac111 et YEplac 195. Les deux épitopes (HA et
Myc) se retrouvent en N-terminal de la protéine uS13. La protéine HA-uS13a débute donc avec les acides
aminés MYPYDVPDYA(GG) et la protéine Myc-uS13b débute avec la séquence MEQKLISEEDL(GG). La
méthionine initiale est normalement clivée post-traductionnellement (Arnold et al., 1999). Les deux
résidus glycine indiqués entre parenthéeses correspondent a I'espaceur entre I'étiquette biologique et le

premier acide aminé de uS13.

Les constructions HA-RPS18A et MYC-RPS18B ont été insérés dans les plasmides centromériques YCplac33
et YCplacl11 possédant les marqueurs auxotrophes URA3 et LEU2, respectivement (voir Figure 2.1). Le

plasmide multicopies YEplac195 possede le marqueur auxotrophe URA3. Le site de restriction unique
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BamHI a été utilisé pour sous-cloner les différentes constructions dans les trois plasmides. Il est donc
possible que les inserts se retrouvent dans I'une ou l'autre des orientations. Puisque les promoteurs et
terminateurs naturels sont inclus dans les inserts, nous supposons que I'orientation de ces derniers dans

les plasmides n’a pas d’impact sur I'expression des génes.

Pour valider I'expression des protéines HA-uS13a et Myc-uS13b a partir des plasmides, un test de
complémentation a été réalisé. La souche Pga-RPS18A-rps18bA permet de valider I'expression de
protéines uS13 fonctionnelles, car son gene RPS18B est délété et son gene RPS18A est controlé par le
promoteur inductible GAL1 (Figure 3.4). Ainsi, la croissance en présence de galactose active I'expression
de RPS18A endogene. Par contraste, la croissance en YPD (dextrose) ne permet pas I'expression de RPS18A
endogeéne. Ceci simule la délétion létale des deux paralogues RPS18A et RPS18B (Lemay, 2013). Dans ce
contexte, la seule fagon de restaurer la survie et la croissance cellulaire est la complémentation avec un
géne encodant une protéine uS13 fonctionnelle. Les constructions avec et sans étiquettes biologiques ont

été testées a I'aide de ce systeme.

Galactose Dextrose

Promoteur
GAL1

RP&18B

RPS18A

HA
YCplac33
URA3 N

Promoteur
e RPS18A

RPL18B

RPS18A

HA
YCplac33
URA3 ™

RPS18A

Figure 3.4 Souche de déplétion Pga-RPS18A-rps18bA.

Le géne RPS18B est délété et I'expression du gene RPS18A endogeéne est contrblée par le promoteur
inductible GALI. La protéine uS13a endogéne (en violet) est uniquement produite en présence de
galactose. Dans cet exemple, la souche Pga-RPS18A-rps18bA est complémentée avec le plasmide
YCplac33-HA-RPS18A, permettant la synthése de HA-uS13a (en rouge).

Pour le test de complémentation en milieu solide, la souche de type sauvage BY4741 a servi de controle
positif et la souche Pga-RPS18A-rps18bA contenant le vecteur YCplac33 vide a été utilisée comme contréle

négatif (Figure 3.5). La souche BY4741 croit dans les milieux YPGal et YPD, alors que la souche Pga-RPS18A-
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rps18bA contenant le vecteur vide ne croit qu’en YPGal. La souche Pgai-RPS18A-rps18bA a aussi été
transformée avec les constructions RPS18A, HA-RPS18A, RPS18B ou MYC-RPS18B. Ces quatre plasmides
ont permis la croissance sur la gélose de YPD. La croissance de toutes les souches complémentées était
comparable a celle de la souche BY4741, car les colonies avaient des tailles similaires (Figure 3.5). Ainsi,
toutes les constructions testées ont permis de complémenter la souche de déplétion. Ce résultat confirme

I’expression de la protéine uS13 a partir des plasmides et que toutes les versions de uS13, marquées ou

non, sont fonctionnelles.

Galactose Dextrose

BY4741 (WT)

Plasmide vide

RPS18A

HA-RPS18A

RPS18B

PGAL-RPS18A-rps18bA

MYC-RPS18B

Figure 3.5 Test de complémentation en milieu solide.

La souche Pgai-RPS18A-rps18bA a été complémentée avec les constructions RPS18A, HA-RPS18A, RPS18B
et MYC-RPS18B. Les colonnes correspondent a des dilutions en séries de facteur 10 des mémes cultures.

La colonne de gauche est non-diluée et celle de droite correspond & une dilution de 10™*. Galactose : milieu
YPGal; Dextrose : milieu YPD.

L'expression des protéines HA-uS13a et MYC-uS13b a également été confirmée par immunobuvardage
(Figure 3.6). La détection a été réalisée a I'aide d’anticorps spécifiques anti-HA et anti-Myc, respectivement.

Ce résultat confirme la présence des épitopes permettant la distinction des deux versions de uS13.
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Figure 3.6 Détection des protéines HA-uS13a et Myc-uS13b par immunobuvardage.

La souche Pga-RPS18A-rps18bA a été utilisée pour exprimer les constructions RPS18A, HA-RPS18A, RPS18B
et MYC-RPS18B. Les protéines HA-uS13a et Myc-uS13b n’ont pas pu étre détectées lorsque les cellules
étaient cultivées en présence de galactose (YPGal). Toutefois, elles ont été détectées dans les extraits de
cultures en dextrose (YPD).

La complémentation a également été testée dans les souches rpsi8alA et rps18bA a différentes
températures (Figure 3.7). Le nombre de colonies pour chaque souche varie selon I'exécution des dilutions.
Les colonies avaient la méme taille lorsque les levures étaient transformées avec des plasmides portant
RPS18A ou HA-RPS18A et ce a des températures de 16 °C, 22 °C, 30 °C et 37 °C. Le méme résultat a été
observé pour les levures possédant les genes RPS18B ou MYC-RPS18B. Ce test de complémentation en
milieu solide confirme que la présence des étiquettes biologiques a I'extrémité N-terminale de uS13

n’affecte pas la croissance cellulaire méme en conditions de stress thermique.

La souche rps18aA préalablement complémentée avec la construction HA-RPS18A a été utilisée pour
générer la souche YFS18AA. Pour ce faire, la cassette HIS3 a été amplifiée par PCR a I'aide d’amorces
contenant des extensions spécifiques au locus RPS18B (voir Tableau 2.4). Les levures ont été transformées
a I'aide de ce produit de PCR et la cassette a été intégrée au génome par recombinaison homologue. Les
levures ayant intégré la cassette ont été sélectionnées sur des géloses SD-His. L’élimination du gene
RPS18B a par la suite été validée par PCR a partir de '’ADN génomique extrait des différents clones (voir
Tableau 2.4). Le produit de PCR du locus RPS18B pour les clones 5 et 6 avait une taille d’environ 1200 pb,
tout comme le contrdle négatif BY4741 (Figure 3.8). Cette taille correspond a la présence du géne RPS18B,
ce qui suggere que la cassette HIS3 a été intégrée ailleurs dans le génome. Le produit de PCR pour le clone
7 avait une taille plus grande, soit environ 1700 pb (Figure 3.8). Cette taille correspond a la présence du
géne HIS3 au locus RPS18B. Ce résultat confirme la délétion du gene RPS18B. Le clone 7 a été sélectionné

pour générer les souches YFS18AA1 a 9.
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BY4741 (WT)

Vecteur vide
rps18ah RPS18A

HA-RPS18A

BY4741 (WT)
Vecteur vide

rps18bA RPS18B
MYC-RPS18B

Figure 3.7 La température n’a pas d’impact sur la complémentation avec les constructions marquées.

Les colonnes correspondent a des dilutions en séries de facteur 10 des mémes cultures. La colonne de
droite correspond a une dilution de 10, Les levures ont été cultivées sur des géloses SD -Ura. La souche
BY4741 a aussi été transformée avec un plasmide YCplac33 vide pour permettre sa croissance en milieu
sélectif.

Echelle de poids
moléculaire1kb+
BY4741 (WT)

2000 pb
1500 pb

1000 pb

Figure 3.8 Vérification de la délétion du gene RPS188B.

La souche BY4741 (WT) a été utilisée comme contréle négatif. 'ADN génomique de BY4741 et des clones
5, 6 et 7 a été amplifié par PCR a |'aide des amorces RPS18B-KOcheck-F et RPS18B-KOcheck-R. S’il n’y a pas
eu de recombinaison au locus RPS18B, la taille de I'amplicon devrait étre de 1237 pb. Si la cassette
His3MX6 de 1403 pb (Longtine et al., 1998) a été intégrée a ce locus, la taille de I'amplicon serait de 1798
pb.
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La souche YFS18AAl est complémentée avec les plasmides YCplac33-HA-RPS18A et YCplaclll-MYC-
RPS18B (voir Tableau 2.1). Cette souche permet I'expression des protéines marquées HA-uS13a et Myc-
uS13b & partir des plasmides sans contribution endogéne. A I'aide de cet outil, nous avons réalisé des
immunoprécipitations (Figure 3.9). Nos résultats confirment que les épitopes HA et Myc peuvent étre

utilisés pour précipiter spécifiquement HA-uS13a et Myc-uS13b a partir d’un extrait cellulaire.

IP anti-HA
IP anti-Myc

Myc-uS13b

4

5] O
= =
@& 8 HAUS130 | ae

Figure 3.9 Immunoprécipitation des protéines HA-uS13a et Myc-uS13b.

Les extraits cellulaires préparés a partir d’'une culture en phase exponentielle de la souche YFS18AA1 ont
été immunoprécipités a I'aide de billes magnétiques anti-HA ou anti-Myc. Les protéines HA-uS13a et Myc-
uS13b ont été détectées par immunobuvardages a I’aide d’anticorps anti-HA ou anti-Myc, respectivement.
WCE : extrait cellulaire total.

3.3 Régulation intergénique des paralogues HA-RPS18A et MYC-RPS18B.

Différentes combinaisons des plasmides YCplac33, YCplacl11 et YEplac195 portant les génes HA-RPS18A
ou MYC-RPS18B ont été transformées dans la souche YFS18AA afin de produire les souches YFS18AA1l a
YFS18AA9. Ces levures possédent différents dosages des génes HA-RPS18A et MYC-RPS18B. Nous avons
étudié I'impact du dosage de ces genes sur leur expression en mesurant I'labondance relative de leurs

ARNm respectifs par RT-gPCR.

La souche contrdle YFS18AA1 (AB) a un dosage génique normal, c’est-a-dire une copie du géne HA-RPS18A
et une copie du gene MYC-RPS18B. L'abondance relative de ses transcrits a été normalisée a 1.
L'expression relative des genes HA-RPS18A et MYC-RPS18B a d’abord été mesurée dans les souches
YFS18AA2 (A) et YFS18AAS (B), respectivement (Figure 3.10). Ces souches possedent chacune une copie
de I'un des deux paralogues, ce qui simule les souches rps18bA et rpsi8al, respectivement. Dans les
souches A et B, 'ARNm mature correspondant était environ deux fois plus abondant que dans la souche

contrdle (p =0,0172 et p = 0,0476).
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Figure 3.10 Surexpression des genes HA-RPS18A et MYC-RPS18B en absence de leur paralogue respectif.

L’abondance moyenne des transcrits pour trois réplicas biologiques est normalisée aux genes de référence
ACT1 (Cankorur-Cetinkaya et al., 2012) et ALG9 (Mendoza-Ochoa et al., 2019) et comparée a la souche
contrdle YFS18AA1 (AB) a I'aide de la méthode AACt. Les niveaux d’ARNm épissé du géne (A) HA-RPS18A
dans la souche YFS18AA2 (A) et du gene (B) MYC-RPS18B dans la souche YFS18AA5 (B) sont représentés.

Ensuite, 'abondance relative des transcrits a été mesurée dans des souches qui possédent de multiples
copies de HA-RPS18A ou MYC-RPS18B (Figure 3.11). La présence d’un plasmide 2 microns (multi-copies)
est représentée dans la notation abrégée des souches a 'aide d’un astérisque (Voir Tableau 2.1). Il a été
estimé que les plasmides 2 microns sont répliqués en 40 a 60 copies par cellule (Chan et al., 2013).
L’augmentation du dosage génique de HA-RPSI8A a mené a une augmentation de son expression
d’environ 3,5 fois (p = 0,0057) par rapport a la souche contrdle (Figure 3.11A). Le géne HA-RPS18A est
davantage surexprimé dans la souche YFS18AA4 (AA*) lorsque ce gene se trouve sur un plasmide 2 micron

que dans la souche YFS18AA2 (A) qui n’en possede qu’une copie (p = 0,0492).

L’ARNm détecté dans la souche YFS18AA9 (BA*) montrait une surexpression comparable en présence
d’une copie du gene MYC-RPS18B qu’en son absence, dans la souche YFS18AA4 (AA*) (p =0,6429) (Figure
3.11A). Par contraste, I'augmentation du dosage génique de MYC-RPS18B a mené a une augmentation de
son expression relative d’environ 5 fois (p < 0,0001) dans la souche YFS18AA7 (BB*) mais a une diminution
d’environ 10 fois (p = 0,0006) en présence d’une copie de son paralogue HA-RPS18A dans la souche

YFS18AA8 (AB*) (Figure 3.11C).
Afin de déterminer si cette régulation de MYC-RPS18B est transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle,

nous avons comparé l'abondance des pré-ARNm (possédant encore l'intron) de ce géne dans les

différentes souches (Figure 3.11D). Tout comme avec le transcrit mature, le pré-ARNm de MYC-RPS18B
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était surexprimé dans la souche multicopies YFS18AA7 (BB*). Or, dans la souche YFS18AA8 (AB*), le pré-
ARNmM MYC-RPS18B était environ 64 fois (p = 0,0087) plus abondant que dans la souche contrdle
contrairement a I’ARNm mature qui était 10 fois moins abondant (AB*). Ce résultat suggere que la
transcription n’est pas inhibée par la présence d’une copie de HA-RPS18A dans cette souche, mais que la

régulation de MYC-RPS18B a lieu post-transcriptionnellement.

ARNmM épissé Pré-ARNm
A HA-RPS18A B HA-RPS18A
5 2.0+
% 4] ‘c% 1.5
- ®
§ S 1.0
@ 5] o
a S 0.5+
[E 0.0-
AB AA* BA* AB AA* BA*
Souche Souche
ARNmM épissé Pré-ARNm
MYC-RPS188B MYC-RPS18B
C 8 D 128
° 4 = ® 64~ L
E 2 E 32
= 14 c 16—
S 2
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AB BB AB* AB BB* AB*
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Figure 3.11 Régulation post-transcriptionnelle du gene MYC-RPS18B.

L’abondance moyenne des transcrits pour trois réplicas biologiques est normalisée aux génes de référence
ACT1 (Cankorur-Cetinkaya et al., 2012) et ALG9 (Mendoza-Ochoa et al., 2019). L’abondance relative des
transcrits des souches YFS18AA4 (AA*), YFS18AA7 (BB*), YFS18AAS8 (AB*) et YFS18AA9 (BA*) a comparée
a la souche contrdle YFS18AA1 (AB) a I'aide de la méthode AACt. L’astérisque indique des plasmides 2
microns (multi-copies) portant le paralogue indiqué. Les niveaux d’ARNm mature de (A) HA-RPS18A et (C)
MYC-RPS18B et de pré-ARNm de (B) HA-RPS18A et (D) MYC-RPS18B sont représentés selon une échelle
logarithmique.
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La méme expérience a été répétée avec les souches YFS18AA4 (AA*) et YFS18AA9 (BA*) possédant de
multiples copies de HA-RPS18A. Dans ces deux souches, I’'abondance des pré-ARNm était comparable a la
souche contrdle (AB) (p =0,2921 et p =0,8865) (Figure 3.11B). Ce résultat suggere que le géne HA-RPS18A
est régulé transcriptionnellement et que la présence de son paralogue MYC-RPS18B n’a pas d’'impact sur

la maturation de son ARNm.

L'expression relative des genes HA-RPS18A et MYC-RPS18B a été comparée a |'aide de la méthode de RT-
gPCR pour différents dosages géniques. Afin de vérifier si la quantité de protéines HA-uS13a et Myc-uS13b
produites correspond a l'abondance des ARNm, des extraits protéiques ont été analysés par
immunobuvardage (Figure 3.12). La souche BY4741 transformée avec les plasmides YCplac33 et YCplac111
vides a été utilisée comme contréle négatif. Elle ne possede aucune version marquée de uS13 avec les
étiquettes biologiques HA et Myc. Les souches YFS18AA1 a YFS18AA9 possédant différentes doses de HA-
RPS18A et MYC-RPS18B ont été comparées. Les anticorps anti-HA et anti-Myc ont été utilisés pour détecter
les protéines HA-uS13a et Myc-uS13b, respectivement. L'anti-GAPDH a été utilisé comme contréle de

chargement (Wu et al., 2012).

Les souches YFS18AA2 (A), YFS18AA3 (AA) et YFS18AA4 (AA*) ont un plus grand signal pour HA-uS13a que
la souche controle YFS18AA1 (AB), ce qui est cohérant avec la surexpression de HA-RPS18A en absence de
son paralogue (Figures 3.10 et 3.11A). La souche YFS18AA9 (BA*) a un signal pour HA-uS13a comparable
a la souche controle (AB) alors que I’ARNm mature de HA-RPS18A était environ 3,5 fois plus exprimé dans
cette souche (Figure 3.11A). Ce résultat pourrait étre d(i a une moins grande efficacité de traduction ou a

de la dégradation protéique.

Les souches YFS18AAS (B), YFS18AA6 (BB), YFS18AA7 (BB*) ont un signal plus fort que la souche contréle
YFS18AA1 (AB) pour la protéine Myc-uS13b. Ce résultat est cohérent avec la surexpression de MYC-RPS18B
en absence de son paralogue (Figures 3.10 et 3.11C). Le signal pour la souche YFS18AA6 (BB) possédant
deux doses du géne MYC-RPS18B est le plus abondant pour la protéine Myc-uS13b. La souche YFS18AAS8
(AB*) n"avait aucun signal pour la protéine Myc-uS13b. Ce résultat est cohérent avec la diminution d’ARNm
mature de MYC-RPS18B mesuré dans cette souche (Figure 3.11C). La protéine HA-uS13a a tout de méme

été détectée dans cette souche avec une intensité comparable au controle (AB).
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Figure 3.12 Immundétection des protéines HA-uS13A et Myc-uS13b dans les souches YFS18AAl a
YFS18AA9.

L'astérisque représente la présence du plasmide multicopies YEplac195 portant le paralogue indiqué. Les
protéines ont été extraites de cultures faites en milieu SD-Ura-Leu. La souche BY4741 (WT) complémentée
des vecteurs YCplac33 et YCplac111 vides a été utilisée comme contrdle négatif.

3.4 Le dosage génique affecte la croissance cellulaire de fagon non-linéaire.

Les souches rps18aA et rps18bA ont été complémentées avec les constructions RPS18A et RPS18B (sans
étiquette biologique). Un test de croissance en milieu solide SD-Ura a été réalisé (Figure 3.13). La souche
BY4741 avait les plus grandes colonies. Les souches rps18aA et rps18bA (vecteur vide) avaient les plus
petites colonies. La complémentation a I'aide des constructions RPS18A ou RPS18B augmentait la taille
des colonies, particulierement avec les plasmides multicopies. En somme, 'augmentation du nombre de

copies de RPS18A et RPS18B semble avoir un effet bénéfique pour la croissance cellulaire en milieu solide.
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Figure 3.13 Effets du dosage génique des paralogues RPS18A et RPS18B sur la croissance cellulaire.

Les souches rps18al et rps18bA ont été complémentées avec les plasmides YCplac33-RPS18A et YCplac33-
RPS18B, respectivement. L'astérisque signifie que le plasmide multicopies YEplac195 a été utilisé pour
introduire les mémes genes. Les levures ont été cultivées sur des géloses SD-Ura. La souche BY4741 a aussi
été transformée avec un plasmide YCplac33 vide pour permettre sa croissance dans ce milieu sélectif. Les
colonnes correspondent a des dilutions en séries de facteur 10 des mémes cultures. La colonne de droite
correspond a une dilution de 10*.

Les souches YFS18AA1 a YFS18AA9 possedent différents dosages de HA-RPS18A et MYC-RPS18B. La
croissance cellulaire des souches YFS18AA1 a YFS18AA9 cultivées en milieu liquide SD-Ura-Leu a été
évaluée a partir de courbes de croissance et le temps de doublement moyen de chaque souche a été
calculé. La souche YFS18AA1 (AB) est utilisée comme contréle puisqu’elle possede une copie de HA-
RPS18A et une copie de MYC-RPS18B, ce qui correspond au dosage génique du type sauvage. Cette souche

avait un temps de doublement de 148,0 + 8,6 minutes (Tableau 3.2).

Les souches YFS18AA2 (A) et YFS18AAS (B) avaient des temps de doublement de 159,7 + 15,9 minutes et
de 150,5 £ 15,5 minutes, respectivement (Tableau 3.2). Ces levures ont des dosages géniques équivalents
aux souches rps18bA et rps18al. Leur ralentissement de 7,9% et de 1,7%, respectivement avec la souche
contrdle suggére que la perte d’un gene encodant uS13 engendre un léger défaut de croissance. La souche
YFS18AA2 (A) ne possédant pas le géne MYC-RPS18B a une croissance davantage ralentie par rapport au

controle.
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Tableau 3.2 Temps de doublement des souches YFS18AA1 a YFS18AA9 en milieu SD-Ura-Leu.

Souche Notation abrégée Temps de doublement (min) Ecart-type (min)  Modification (%)

YFS18AA1 AB 148,0 8,6 0,0
YFS18AA2 A 159,7 15,9 -7,9
YFS18AA3 AA 147,1 13,7 0,6
YFS18AA4 AA* 137,3 8,3 7,2
YFS18AAS5 B 150,5 15,5 -1,7
YFS18AA6 BB 140,9 12,4 4,8
YFS18AA7 BB* 254,6 7,7 72,1
YFS18AA8 AB* 186,9 15,0 -25,1
YFS18AA9 BA* 183,3 24,0 -27,9

L’astérisque correspond a la présence d’un plasmide multicopies portant le paralogue indiqué. Les temps
de doublements moyens ont été calculés a partir de courbes de croissance tracées pour un minimum de
trois expériences indépendantes. Le pourcentage de modification a été calculé par rapport a la souche
controle YFS18AA1 (AB).

Les souches YFS18AA3 (AA) et YFS18AA6 (BB) avaient des temps de doublement de 147,1 + 13,7 minutes
et de 140,9 + 12,4 minutes, respectivement (Tableau 3.2). Ces souches possédent chacune deux copies
d’un géne encodant uS13, tout comme la souche contréle YFS18AA1 (AB), mais a la différence que c’est le
méme paralogue qui est présent en deux exemplaires. Leur croissance légerement plus rapide que la
souche controle (0,6% et 4,8%) suggére que la présence de I'un ou l'autre des génes en deux copies

compense pour |'absence de son paralogue.

Les souches YFS18AA4 (AA*) et YFS18AA7 (BB*) possedent de multiples copies d’un des paralogues et
aucune de I'autre. De multiples copies de HA-RPS18A ont mené a un temps de doublement de 137,3 £ 8,3
minutes, ce qui représente une croissance 7,2% plus rapide que le controle (Tableau 3.2). Les levures
possédant de multiples copies du gene MYC-RPS18B ont doublé aprés 254,6 + 7,7 minutes, ce qui
correspond a un ralentissement de 72,1% par rapport a la souche YFS18AA1 (AB) (Tableau 3.2). Ces
résultats indiquent que I'augmentation du dosage de HA-RPS18A a des niveaux dépassant la dose naturelle

a un effet bénéfique pour la croissance cellulaire, alors que I"'augmentation de la dose de son paralogue
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MYC-RPS18B a ce méme niveau nuit a la croissance cellulaire. La croissance ralentie de la souche YFS18AA7

(BB*) suggére qu’une surdose de MYC-RPS18B peut avoir un effet toxique pour la cellule.

Les souches YFS18AAS8 (AB*) et YFS18AA9 (BA*) possédent une copie de I'un des paralogues et de multiples
copies de l'autre. Leurs temps de doublement étaient de 186,9 + 15,0 minutes et de 183,3 + 24,0 minutes,
respectivement (Tableau 3.2). Ces deux souches avaient une croissance ralentie (25,1% et 27,9%) par
rapport a la souche controle (AB). Ce résultat montre que I'augmentation du dosage génique de I'un ou
I'autre des paralogues nuit a la croissance cellulaire. La présence d’une copie de MYC-RPS18B a renversé
I’effet positif du surdosage de HA-RPS18A observé dans la souche YFS18AA4 (AA*). A I'inverse, la présence
d’une copie de HA-RPS18A a diminué l'impact négatif du surdosage de MYC-RPS18B observé dans la
souche YFS18AA7 (BB*). Ceci suggere que les paralogues HA-RPS18A et MYC-RPS18B modulent

I’expression I'un de I'autre.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

4.1 Contribution inégale des paralogues RPS18A et RPS18B dans la cellule

Les genes paralogues encodant des protéines ribosomiques contribuent de facon inégale dans
Saccharomyces cerevisiae, car la quantité de protéine produite par deux paralogues est asymétrique en
conditions normales (Ghulam et al., 2020). Les génes RPS18A et RPS18B encodent respectivement les
protéines uS13a et uS13b qui ont des séquences d’acides aminés identiques. Or, la délétion de RPS18A ou
de RPS18B a mené a des phénotypes différents (Chiocchetti et al., 2007; Komili et al., 2007; Ni & Snyder,
2001).

4.1.1 Le gene RPS18A est plus important que RPS18B pour la croissance cellulaire.

Pour débuter notre étude des génes paralogues RPS18A et RPS18B, nous avons commencé par évaluer
I'impact de la délétion respective de ces paralogues sur la croissance cellulaire. Les souches délétées ont
toutes les deux une croissance ralentie par rapport a la souche de type sauvage BY4741. La souche rps18al
croit plus lentement que la souche rps18bA (Figure 3.1), ce qui correspond aux observations de Steffen et
al. (2012) en milieu solide. La souche BY4741 avait un temps de doublement de 116 minutes (Tableau 3.1),
ce qui est plus lent que la croissance attendue en conditions optimales. En effet, la levure de type sauvage,
comme les souches S288C et BY4741, a normalement un temps de doublement d’environ 90 minutes
lorsqu’elle croit dans un milieu riche (YPD) a 30 °C (Long et al., 2024). Puisque le temps de doublement de
la souche BY4741 était plus grand que 90 minutes, nous soupgonnons que les conditions expérimentales
réelles n’étaient pas parfaitement optimales. Toutefois, toutes les souches ont été cultivées
simultanément et dans les mémes conditions. Les données recueillies pour les trois souches restent

comparables entre elles pour ces conditions.

La souche rps18aA avait un ralentissement de croissance de 28,4% par rapport au type sauvage (Tableau
3.1). Ce résultat est comparable au ralentissement calculé par Chiocchetti et al. (2007) avec des levures
cultivées a 24 °C dans le milieu YPD. Leurs observations ont montré que des levures rps18aA dérivées de
la souche BY4742, une autre souche haploide de Saccharomyces cerevisiae similaire a BY4741, avaient un
ralentissement de 27,68% par rapport a la souche parentale. Notre résultat confirme I'importance du gene

RPS18A pour la croissance cellulaire dans de nouvelles conditions, c’est-a-dire a 30 °C.
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La souche rps18bA avait une croissance ralentie de 16,4% par rapport a la souche BY4741 lorsque cultivée
a 30 °C (Tableau 3.1). Ce résultat est similaire au ralentissement de 13,39% calculé par Chiocchetti et al.
(2007) pour des cultures a 24 °C. Ensemble, ces résultats confirment que le gene RPS18B est important

pour la croissance cellulaire de la levure, mais moins que son paralogue RPS18A.

4.1.2 Le gene RPS18A est plus important que RPS18B pour la biogenése des ribosomes.

Faisant suite a nos résultats observés sur la croissance cellulaire, nous avons comparé I'impact de la
délétion de RPS18A ou de RPS18B sur I'assemblage des ribosomes. L'élimination des génes RPS18A ou de
RPS18B causait un débalancement dans les sous-unités ribosomiques. En effet, lorsque I'un ou I'autre de
ces génes était délété, le signal des sous-unités 40S n’apparaissait plus sur les profils de sédimentation sur

gradient de saccharose (Figure 3.2).

Les génes RPS18A et RPS18B codent tous les deux pour la protéine ribosomique uS13 qui joue un réle dans
la biogeneése de la sous-unité 40S (Léger-Silvestre et al., 2004; Tabb-Massey et al., 2003). Le type de profil
observé est attribuable au réle de uS13 dans la maturation de la sous-unité 40S et/ou dans sa stabilité
(Chiocchetti et al., 2007). Les profils de sédimentation suggérent que la délétion de I'un ou I'autre des

paralogues encodant uS13 cause un déficit de sous-unités 40S libres.

De plus, le signal correspondant aux sous-unités 60S était plus fort lorsque RPS18A ou RPS18B était délété
(Figure 3.2). L'augmentation du pic correspondant a la sous-unité 60S est cohérente avec une
accumulation de la grande sous-unité libre, conséquence attendue d’un défaut de synthese de la sous-
unité 40S. En effet, si les sous-unités 40S libres ne sont pas disponibles, les sous-unités 60S ne peuvent pas
s’y lier pour former un complexe de 80S. L'augmentation du signal correspondant aux sous-unités 80S est
donc une conséquence de la diminution des ribosomes entiers (monosomes et polysomes). Ce résultat
concorde avec des observations précédentes (Chiocchetti et al., 2007; Komili et al., 2007). Toutefois,
I’'accumulation de sous-unités 60S est plus marquée dans la souche rps18aA. Ce résultat suggére que la
délétion du géne RPS18A cause un défaut plus important pour I'assemblage de la sous-unité 40S que la
délétion de RPS18B. Cette observation correspond aux profils de sédimentation obtenus par Komili et al.
(2007). Toutefois, Chiocchetti et al. ont rapporté une accumulation identique de la sous-unité 60S pour les
souches rps18al et rps18bA (2007). Cette différence pourrait résulter de la température de croissance de
24°C utilisée par Chiocchetti et al.. Nous avons répété |'expérience de sédimentation sur gradient de

saccharose au moins trois fois pour chague souche. Dans tous les réplicas, le défaut d’assemblage
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ribosomique observé chez rps18al était systématiquement plus marqué que celui de la souche rps18bA.
Ceci démontre que le géne RPS18A jour un role plus important dans la biogenése des ribosomes que son

paralogue RPS18B.

En somme, nous avons validé que la délétion de RPS18A ralentit davantage la croissance cellulaire a 30 °C
que la délétion de son paralogue RPS18B. Nous avons noté un défaut d’assemblage de la sous-unité 40S
plus marqué pour la souche rps18aA que la souche rps18bA. Ensemble, ces résultats indiquent que le gene
RPS18A a une contribution majeure dans la croissance cellulaire et I'assemblage des ribosomes. Ceci
pourrait étre expliqué par la production inégale de protéine uS13 a partir des deux paralogues qui
I’encodent, comme cela a été démontré pour d’autres protéines ribosomiques (Ghulam et al., 2020). Pour
éventuellement vérifier si la protéine uS13a est produite en plus grande quantité que la protéine uS13b, il
faut d’abord étre en mesure de les distinguer. C’'est pourquoi la création de nouveaux outils moléculaire

est nécessaire a la progression de I'étude des paralogues RPS18A et RPS18B.

4.2  Création d’outils moléculaires pour distinguer uS13a et uS13b

Les protéines uS13a et uS13b ont des séquences d’acides aminés parfaitement identiques (voir Figure
1.10). Afin de les distinguer, nous avons introduit les séquences encodant les épitopes HA et Myc dans les
génes RPS18A et RPS18B, respectivement. Ces épitopes agissent comme des étiquettes biologiques
détectables par des anticorps spécifiques. Les constructions HA-RPS18A et MYC-RPS18B ont été

introduites dans des plasmides qui permettent leur expression dans la levure.

4.2.1 Expression et détection des protéines marquées

L'expression des protéines HA-uS13a et Myc-uS13b fonctionnelles a été validée a I'aide d’un test de
complémentation en milieu solide (Figure 3.5). La présence des épitopes HA ou Myc n’affectait pas la taille
des colonies en absence d’expression de uS13 endogene, ce qui indique que I'ajout de ces étiquettes
biologiques n’a aucun impact sur la fonction de uS13. De plus, la température d’incubation n’avait aucun
effet sur la complémentation de souches rpsi8aA ou rpsi8bA (Figure 3.7). Ensemble, ces résultats

indiquent que les constructions plasmidiques permettent I'expression de protéines uS13 fonctionnelles.

Afin de valider la présence des épitopes HA ou Myc dans les protéines, les protéines HA-uS13a et Myc-
uS13b ont été détectées par immunobuvardage a I'aide d’anticorps spécifiques anti-HA ou anti-Myc,

respectivement (Figure 3.6). Toutefois, les protéines marquées ont seulement été détectées dans les
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extraits de cellules cultivées en milieu YPD. Dans la souche de déplétion utilisée, le promoteur GAL1
contrdle I'expression du géne RPS18A (Figure 3.4). En présence de galactose, ce promoteur est tres actif
et induit rapidement la surexpression du gene qu’il contréle (Longtine et al., 1998; Peng et al., 2015).
Lorsque les cellules étaient cultivées en milieu YPGal, les protéines HA-uS13a et Myc-uS13b n’ont pas été
détectées parimmunobuvardage (Figure 3.6). Nos observations suggerent que la surexpression de RPS18A
a partir du promoteur GAL1 bloque I'expression des versions marquées de uS13 a partir des plasmides.
Les constructions plasmidiques utilisent les promoteurs constitutifs naturels de RPS18A et RPS18B pour
exprimer les protéines marquées (Figure 3.3). Nous présumons qu’'un mécanisme de rétro-inhibition
contrdle la quantité totale de protéine uS13 produite dans la cellule. D’autres études seront nécessaires

pour valider cette hypothése et pour déterminer le mécanisme précis.

Lors des expériences d’'immunoprécipitation et d'immunobuvardage, le signal correspondant a la protéine
Myc-uS13b était généralement plus faible que celui de HA-uS13a (Figure 3.9). Le signal faible pourrait étre
représentatif d’une plus faible expression du paralogue Myc-uS13b. Cette interprétation est cohérente
avec la contribution majeure de RPS18A observée dans la croissance cellulaire et la biogenéese des
ribosomes. Or, les deux protéines sont marquées a l'aide d’étiquettes biologiques différentes. Les
anticorps anti-HA et anti-Myc utilisés pour I'immunoprécipitation et pour I'immunobuvardage peuvent
avoir des efficacités différentes. Il est donc impossible de poser des conclusions sur I'abondance des
protéines uS13a et uS13b a partir de ces résultats. Produire des constructions complémentaires HA-
RPS18B et MYC-RPS18A pour inverser les étiquettes biologies associées a chacun des paralogues

éliminerait cette limite.

4.2.2 Constructions plasmidiques et contréle du dosage génique

Les constructions HA-RPS18A et MYC-RPS18B incluent les séquences chromosomiques qui se trouvent 500
pb en amont et 300 pb en aval des genes ainsi que leurs introns naturels (Figure 3.3). Ainsi, la régulation
de I'expression des versions plasmidiques de RSP18A et RPS18B se veut comparable a leur régulation dans
le génome de la levure. Les plasmides YCplac33, YCplac111 et YEplac195 (voir Figure 2.1) ont été utilisés
pour contrbler le dosage génique de HA-RPS18A et MYC-RPS18B. Les différentes combinaisons de ces
plasmides ont été utilisées pour complémenter une souche dépourvue des deux génes qui encodent uS13
(Figure 3.8), générant les souches YFS18AA1l a YFS18AA9 (voir Tableau 2.1). Ces souches possédent
différentes quantités, ou doses, des génes HA-RPS18A et/ou MYC-RPS18B. La souche YFS18AA1 a deux

plasmides centromériques, chacun portant I'un des paralogues. Cette souche posséde donc une copie de
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HA-RPS18A et une copie de MYC-RPS18B, ce qui correspond au dosage génique du type sauvage. Cette

souche est utilisée comme controle pour la détermination des effets du dosage génique.

4.2.3 Systéme génétique pour étudier la spécialisation des ribosomes

La souche YFS18AA1 (AB) permettra la réalisation de plusieurs analyses complémentaires futures. Par
exemple, des expériences d’'immunoprécipitations ont été effectuées pour caractériser les protéines

uS13a et uS13b de facon indépendante (Figure 3.9).

Nous savons que les protéines peuvent étre modifiées co-traductionnellement, particulierement a leur
extrémité N-terminale (Gamerdinger & Deuerling, 2024). Le ribosome sert de plateformes pour le contréle
spatial et temporel de ces modifications (Kramer et al., 2009). Ces derniéres sont guidées par des protéines
associées aux ribosomes responsables du repliement et de modifications enzymatiques des polypeptides.
De plus, la structure de I’ARN messager influence sa vitesse de traduction. La vitesse de la traduction a un
impact sur I’accessibilité des sites de modifications post-traductionnelles de la protéine (Faure et al., 2017).
Ainsi, la séquence nucléotidique des transcrits influence les modifications post-traductionnelles de la
protéine mature. Les protéines uS13a et uS13b pourraient subir des modifications post-traductionnelles
différentes malgré leurs séquences d’acides aminés identiques, puisque leurs transcrits ont des séquences
différentes. Il serait pertinent de comparer leurs modifications, puisque celles-ci pourraient influencer leur
fonction dans le ribosome (Xue & Barna, 2012). Les bases de données SGD, BioGRID et UniprotkB
répertorient plusieurs modifications post-traductionnelles pour uS13a et uS13b (voir Tableau S.1, Annexe
A). Certaines de ces modifications ont été identifiées seulement pour une des deux versions de uS13. Des
analyses préliminaires en spectrométrie de masse ont révélé la phosphorylation du résidu T62 de la
protéine HA-uS13a (voir Figure S.1, Annexe A), une modification précédemment répertoriée seulement
pour uS13b (voir Tableau S.1, Annexe A). D’autres modifications post-traductionnelles de chacune des
versions de uS13 pourront étre déterminées et comparées a I'aide du systéme génétique YFS18AA1 avec

des analyses plus approfondies en spectrométrie de masse.

Le profilage des ribosomes (Ribo-seq) permet de déterminer les séquences d’ARNm activement traduites
par les ribosomes (Ingolia et al., 2009). Si les protéines uS13a et uS13b ont des fonctions légérement
différentes, le profilage des ribosomes combiné a I'immunoprécipitation des complexes contenant I'une
ou l'autre des versions de uS13 pourra révéler si ces ribosomes ont des fonctions spécialisées. La souche

YFS18AA1 est un bon outil pour réaliser cette analyse parce que les protéines HA-uS13a et Myc-uS13b
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peuvent étre distinguées a I'étape d'immunoprécipitation grace a leurs épitopes spécifiques alors qu’elles

sont produites dans la méme cellule.

En somme, la souche YFS18AAL1 et les constructions plasmidiques HA-RPS18A et MYC-RPS18B permettent
de distinguer uS13a et uS13b a l'aide d’étiquettes biologiques spécifiques. Les souches YFS18AA1l a
YFS18AA9 possédant différents dosages de HA-RPS18A et MYC-RPS18B ont été utilisées pour étudier la
régulation de I'expression de ces genes paralogues. Ces outils moléculaires pourront aussi servir a
plusieurs analyses futures, telles que la quantification des protéines uS13a et uS13b, la détermination de
leurs modifications post-traductionnelles respectives et le profilage des ribosomes qui contiennent I'une

ou I'autre de ces protéines.

4.3  Larégulation des paralogues HA-RPS18A et MYC-RPS18B selon leur dosage génique

Dans le but de mieux comprendre comment les genes RPS18A et RPS18B sont régulés, nous avons mesuré
I’abondance relative de leurs transcrits dans les souches YFS18AA1 a YFS18AA9. Ces souches possedent
différentes combinaisons de plasmides, permettant le controle du dosage des genes HA-RPS18A et MYC-
RPS18B. ’abondance relative a été déterminée par PCR en temps réel (RT-qPCR) a I'aide d’amorces
spécifiques aux genes d’intérét (voir Tableau 2.5). Les génes ACT1 (Cankorur-Cetinkaya et al., 2012) et
ALG9 (Mendoza-Ochoa et al., 2019) ont été sélectionnés comme genes de référence pour leur stabilité a
travers les différentes souches. Les génes HA-RPS18A et MYC-RPS18B sont surexprimés en absence de leur

paralogue.

Lorsque la souche YFS18AA était complémentée avec un seul des paralogues, ce dernier était surexprimé.
En effet, 'abondance relative de I’ARNm de HA-RPS18A et MYC-RPS18B était environ doublée dans les
souches YFS18AA2 (A) et YFS18AAS5 (B), respectivement, par rapport a la souche contréle YFS18AA1 (AB)
(Figure 3.10). Ceci peut étre expliqué par un effet compensatoire, c’est-a-dire qu’un seul géne doit étre
deux fois plus exprimé pour produire autant de protéine uS13 totale que deux genes (Dean et al., 2008).
Nous avons présumé jusqu’ici que les cellules contiennent une seule copie de chaque plasmide
centromérique. Toutefois, nous savons que les cellules peuvent maintenir une a deux copies d’un plasmide
centromérique (Clarke & Carbon, 1980). Par conséquent, le doublement de I'expression de HA-RPS18A et
MYC-RPS18B dans les souches YFS18AA2 (A) et YFS18AAS5 (B) pourrait étre di au doublement de leur

dosage génique. Pourtant, malgré le doublement de I'expression de I'un des paralogues, la croissance
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cellulaire demeurait plus lente que la souche controle (Tableau 3.2). Ce résultat suggere que ces deux

paralogues sont fonctionnellement différents.

La croissance cellulaire de la souche YFS18AA2 (A) était plus lente que celle de la souche YFS18AAS (B)
(Tableau 3.2). Ce résultat est opposé aux taux de croissance des souches rps18aA et rps18bA (Figure 3.1).
Par exemple, la souche YFS18AAS (B) possede un plasmide centromérique (une copie) avec la séquence
MYC-RPS18B et ne possede aucun gene RPS18A. Ce dosage génique est équivalent a la délétion du gene
RPS18A d’une souche de type sauvage. Or, cette souche avait une croissance ralentie de seulement 1,7%
par rapport au controle YFS18AA1l (AB) (Tableau 3.2). En comparaison, la souche rps18aA avait une

croissance 28,4% plus lente que la souche parentale BY4741 (Tableau 3.1).

Plusieurs facteurs font en sorte que les souches YFS18AA complémentée par des plasmides ne soient pas
parfaitement équivalentes aux souches possédant le méme dosage génique dans leur génome.
Premiérement, la nature plasmidique ou chromosomique de I’ADN peut influencer I'expression des génes
(Da Silva & Srikrishnan, 2012). De plus, les constructions utilisées incluent 500 pb en amont et 300 pb en
aval des séquences codantes de RPS18A et RPS18B. Une des limites de ce systéme génétique est I'absence
de régions distales dans 'ADN qui jouent un réle régulateur tel que des amplificateurs ou upstream
activating sequences (Petrascheck et al., 2005) et la forme la plus longue du 3’UTR ne soit pas incluse (Voir
Figure 1.11). Deuxiémement, les souches BY4741 (WT), rps18aA et rps18bA ont été cultivées dans un
milieu riche (YPD) alors que la série de souches YFS18AA1 a YFS18AA9 ont été cultivées dans un milieu
synthétique (SD-Ura-Leu). De ce fait, la croissance cellulaire de la souche controle (AB) en milieu sélectif
était déja ralentie (temps de doublement de 148 minutes) par rapport a la souche BY4741 cultivée en
milieu riche (temps de doublement de 116 minutes). Les souches avec différents dosages géniques
peuvent avoir une sensibilité altérée a ces conditions de culture. Notamment, en réponse a un
changement dans les conditions environnementales, 'expression des génes encodant des protéines

ribosomiques est sujette a des variations importantes (Levy et al., 2007).

De plus, nous suspectons que les courbes de croissance pour la série YFS18AA ont été réalisées en déficit
de bases azotées (0.043% a la place de 0.17%) et en surplus de sulfate d’ (0.63% a la place de 0.5%) en
raison d’une erreur de matériel. Un déficit d’azote contribuerait a la dégradation rapide des ribosomes
(Huang et al., 2015). Toutefois, la source principale d’azote retirée lors de ces expériences est le sulfate

d’ammonium. Dans notre cas, le sulfate d’ammonium était potentiellement en léger surplus, ce qui ne
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correspond pas aux conditions expérimentales d’un déficit d’azote. L'équilibre entre les bases azotées et
le sulfate d’ammonium demeure important. Le sulfate d’ammonium devient toxique et cause I'arrét
complet de la croissance lorsqu’il est maintenu en concentration normale (0.5%) alors que les autres
nutriments tels que les bases azotées sont en déficit (0.00034%) (Yusof et al., 2021). Le sulfate
d’ammonium ne semble pas toxique lorsque les bases azotées sont plus concentrées (0.0085% et 0.017%),
mais la croissance cellulaire n’est toutefois pas optimale (Yusof et al., 2021). Si les courbes de croissance
ont été réalisées avec un déficit de bases azotées d’environ 25% par rapport aux conditions optimales,
cela peut représenter un stress pour les cellules et ralentir la croissance cellulaire. Il est possible que les
paralogues RPS18A et RPS18B contribuent différemment a la croissance dans des conditions de stress,
comme c’est le cas pour d’autres paires de paralogues encodant des protéines ribosomiques (Ghulam et
al., 2022). Si RPS18A et RPS18B agissent de fagon spécialisée pour moduler la traduction dans des
conditions de stress, le milieu de culture pourrait avoir un impact important sur la croissance cellulaire

mesurée pour les différentes souches.

La croissance des souches YFS18AA3 (AA) et YFS18AA6 (BB) était 0,6% et 4,8% plus rapide que la souche
controdle, respectivement (Tableau 3.2). Ce résultat suggére que la présence de deux génes encodant uS13
est avantageuse pour la croissance cellulaire, méme si ce sont deux fois le méme paralogue. Ceci supporte
I’explication que le dosage génique est responsable du maintien des deux paralogues au cours de
I’évolution et qu’ils ont des fonctions redondantes (Ohno, 2013). En somme, nous avons déterminé que
I’élimination de I'un ou l'autre des paralogues encodant la protéine uS13a mene a la surexpression de
I'autre géne. Cette surexpression correspond a une compensation pour la diminution du dosage génique
total, mais ne permet pas une croissance optimale. La présence de deux genes, identiques ou non,

encodant uS13 est plus avantageuse qu’un seul pour la croissance cellulaire.

4.3.1 Le gene HA-RPS18A est régulé transcriptionnellement.

D’aprés nos observations par immunobuvardage (Figure 3.6), il semble qu’'un mécanisme de rétro-
inhibition empéchait la production de uS13 d’origine plasmidique lors de la surexpression artificielle de
uS13 endogéne. Pour mieux comprendre la régulation des paralogues RPS18A et RPS18B, nous avons
complémenté une souche dépourvue des deux paralogues avec des plasmides multicopies qui fournissent
les genes HA-RPS18A ou MYC-RPS18B en quantités beaucoup plus élevées que leur dosage génique naturel.
La stabilité des niveaux de pré-ARNm et d’ARNm mature de HA-RPS18A lorsque son dosage génique était

augmenté (Figures 3.11A et 3.11B) est représentative d’'une régulation transcriptionnelle (Ponzio et al.,
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2007). En comparaison, I'abondance relative du pré-ARNm MYC-RPS18B augmentait significativement
lorsque le nombre de copies du géne était augmenté (Figure 3.11D). Ce résultat suggere que MYC-RPS18B

n’est pas régulé de la méme facon que son paralogue lors de la transcription.

4.3.2 Le gene MYC-RPS18B est régulé post-transcriptionnellement.

La souche YFS18AA8 (AB*) possédant de multiples copies de MYC-RPS18B et une copie de HA-RPS18A avait
une accumulation importante de pré-ARNm MYC-RPS18B et une diminution importante de son transcrit
mature contrairement a la souche YFS18AA7 (BB*) ne possédant que de multiples copies de MYC-RPS18B
(Figures 3.11Cet 3.11D). Ce résultat suggere que la présence du géne HA-RPS18A dans cette souche inhibe
la maturation de '’ARNm de MYC-RPS18B.

Certaines protéines ribosomiques, comme eL30 et uS11, lorsqu’elles ne sont pas associées au ribosome
ou sont en exces dans la cellule, inhibent I'épissage de leur propre transcrit (Fewell & Woolford, 1999;
Vilardell & Warner, 1994). La régulation intergénique de RPS18A et RPS18B dépend de leurs introns
(Parenteau et al., 2011). Les tailles et séquences des introns de RPS18A et RPS18B sont différentes. Pour
ces raisons, nous pensons que la régulation post-transcriptionnelle de MYC-RPS18B a lieu a I'étape de
I’épissage. De plus, le complexe d’épissage, nommeé splicéosome, a la capacité de distinguer les paires de
génes paralogues encodant des protéines ribosomiques (Pleiss et al., 2007). Il semble donc que le
processus d’épissage des ARNm de ces deux genes paralogues soit régulé différemment. Puisque la
présence du géne HA-RPS18A est requise pour bloquer la maturation du transcrit de MYC-RPS18B, nous
supposons que les transcrits interagissent directement entre eux ou que la protéine uS13a interagit

spécifiqguement avec I’ARN messager de MYC-RPS18B afin de réguler sa maturation.

4.3.3 Effets de multiples copies de HA-RPS18A ou MYC-RPS18B sur la croissance cellulaire.

Les souches YFS18AA8 (AB*) et YFS18AA9 (BA*) avaient des croissances 25,1 % et 27,9 % plus lentes que
la souche controle (AB) (Tableau 3.2). Ce résultat indique que la présence des plasmides multicopies est
nuisible a la croissance cellulaire. Toutefois, bien que ces deux souches aient un ralentissement de
croissance similaire, elles n’avaient pas le méme profil d’expression des genes HA-RPS18A et MYC-RPS18B.
Le vecteur YEplac195 utilisé n’est pas en lui-méme la source de ce défaut de croissance puisque les souches
YFS18AA4 (AA*) et YFS18AA7 (BB*) possédant également des plasmides multicopies n’avaient pas le
méme ralentissement. En effet, la souche YFS18AA4 (AA*) avait une croissance 7,2 % plus rapide que la

souche contrdle (AB) (Tableau 3.2). Il semble donc que la présence du géne HA-RPS18A en multiples copies
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soit bénéfique pour la croissance cellulaire, mais uniguement en absence du gene MYC-RPS18B. Par
contraste, la souche YFS18AA7 (BB*) avait une croissance 72,1 % plus lente que la souche contréle (AB)
(Tableau 3.2). Les cellules possédant de multiples copies de MYC-RPS18B avaient un grand défaut de
croissance. La surexpression de Myc-uS13b pourrait étre a 'origine de ce défaut de croissance (Figure
3.11C). Les protéines ribosomiques sont de petites protéines chargées positivement et qui lient des acides
nucléiques. Leur surplus est dangereux pour la cellule lorsqu’elles ne sont pas associées au ribosome
(Warner, 1999). Ensemble, ces résultats montrent qu’'une augmentation du dosage génique n’est pas
automatiquement favorable a la croissance cellulaire. D’une part, I'interaction entre les deux paralogue
nuit a la croissance cellulaire lorsque I'un ou l'autre est présent en multiples copies. De plus, I'effet
contraire de multiples copies de HA-RPS18A ou MYC-RPS18B suggeére que les deux paralogues ne sont pas

équivalents.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les paralogues de protéines ribosomiques et leurs modifications post-traductionnelles sont une des
sources principales d’hétérogénéité structurale des ribosomes. Selon I'hypothése des «ribosomes
spécialisés», ces différences structurales peuvent mener a la traduction préférentielle de certains types
d’ARNm (Xue & Barna, 2012). Les génes paralogues RPS18A et RPS18B de la levure Saccharomyces
cerevisiae produisent respectivement les protéines uS13a et uS13b dont les séquences d’acides aminés
sont identiques. Pourtant, la délétion de I'un ou l'autre de ces genes entraine des phénotypes distincts

(Chiocchetti et al., 2007; Komili et al., 2007; Ni & Snyder, 2001).

Nous avons montré que la délétion de RPS18A cause un ralentissement de croissance plus marqué que la
suppression de son paralogue RPS18B. Similairement, le défaut d’assemblage de la sous-unité 40S est plus
sévere pour la souche rps18al que pour la souche rps18bA. Ces observations indiquent que RPS18A a une
contribution plus importante pour la biogenése des ribosomes et la croissance cellulaire que son paralogue
RPS18B dans les conditions testées. |l semble donc que le géne RPS18A soit le paralogue d’'importance
principale en conditions optimales. De futures études pourraient étre réalisées dans des conditions de

stress thermique, osmotique, de carence nutritionnelle et d’exposition a des antifongiques.

Nous avons développé plusieurs outils moléculaires tels que la série de souches YFS18AA1 a YFS18AA9 et
les constructions plasmidiques HA-RPS18A et MYC-RPS18B. Nous avons démontré que les protéines HA-
uS13a et Myc-uS13b marquées a leur extrémité N-terminale a l'aide d’épitopes spécifiques sont
parfaitement fonctionnelles. De plus, les étiquettes biologiques HA et Myc permettent
I'immunoprécipitation des protéines HA-uS13a et Myc-uS13b. Le systéme génétique YFS18AA1 sera utile
pour de futures analyses complémentaires visant a caractériser I'impact fonctionnel des protéines uS13a
et uS13b dans le ribosome. Par ailleurs, la série de souches YFS18AA1 a YFS18AA9 nous a permis d’évaluer
I'effet du dosage génique de HA-RPS18A et MYC-RPS18B sur leur régulation respective et sur la croissance

cellulaire.

Les analyses d’expression relative de HA-RPS18A et MYC-RPS18B par RT-qPCR ont révélé une
surexpression compensatoire de chacun des genes en absence de leur paralogue. La présence de deux
geénes encodant uS13 restait tout de méme nécessaire pour une croissance optimale dans les conditions

testées. Il serait pertinent de faire de nouvelles analyses avec des cellules cultivées en conditions de stress.
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L’abondance relative des pré-ARNm et ARNm matures a révélé que I'expression de HA-RPS18A semble
principalement contr6lée au niveau transcriptionnel, tandis que le géne MYC-RPS18B est soumis a une
régulation post-transcriptionnelle, probablement liée a I'épissage, et nécessitant la présence du gene HA-
RPS18A. Les effets opposés de multiples copies de HA-RPS18A ou de MYC-RPS18B ainsi que les interactions

entre les deux paralogues suggéerent qu’ils ne sont pas fonctionnellement équivalents.

Afin de mieux comprendre le réle des introns dans la régulation de I'expression des genes RPS18A et
RPS18B, nous avons créé des constructions sans introns. Nous prévoyons éventuellement interchanger les
introns de ces deux genes, c’est-a-dire intégrer I'intron de RPS18B dans le gene RPS18A et vice versa. Ainsi,
nous pourrons vérifier si les introns sont responsables des différences de régulation entre les deux
paralogues. Il sera également intéressant de comparer les effets de la délétion de RPS18A ou RPS18B sur
la croissance cellulaire et la biogenese des ribosomes lorsque leurs introns seront interchangés avec les
résultats présentés ici. Les promoteurs et les UTR offrent également des pistes intéressantes pour explorer

davantage la régulation de ces deux génes.

Finalement, les outils moléculaires développés dans le cadre de cette recherche pourront servir a éclairer
les roles spécifiques de uS13a et uS13b dans la traduction. Nous pensons que uS13a et uS13b pourraient
avoir des modifications post-traductionnelles différentes qui influencent leur fonction dans les ribosomes.
L'immunoprécipitation de ces protéines a partir de la souche YFS18AA1 et leur analyse par spectrométrie
de masse permettront de comparer leurs modifications respectives. Par la suite, 'immunoprécipitation en
combinaison avec la méthode de profilage des ribosomes permettra de déterminer si les ribosomes
contenant I'une ou l'autre des versions de uS13 ont des fonctions spécialisées. Ces travaux contribueront
a I'avancement des connaissances sur I'hétérogénéité des ribosomes en plus d’apporter un éclairage sur

le phénomeéne évolutif de la duplication de nombreux RPG de la levure.

Les mutations dans des protéines ribosomiques sont responsables de défauts d’assemblage et de fonction
des ribosomes, causant des maladies appelées ribosomopathies (Narla & Ebert, 2010). Ces maladies ont
des manifestations cliniques distinctes qui peuvent étre attribuées a la spécialisation des ribosomes dans
les différents tissus de I’organisme (McCann & Baserga, 2013). En comprenant mieux I’hétérogénéité et la
spécialisation des ribosomes, nos travaux pourront guider de futures recherches pour I'éventuel

traitement de ces maladies génétiques.
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ANNEXE A

Modifications post-traductionnelles répertoriées de us13

Tableau S.1 Modifications post-traductionnelles répertoriées des protéines uS13a et uS13b de

Saccharomyces cerevisiae

Acide aminé | Position Modification Paralogue | Bases de données Références
Méthionine 1 Clivage AetB UniprotKB (Arnold et al., 1999)
Sérine (S) 2 Phosphorylation | B SGD (Lanz et al., 2021)
Sérine (S) 2 Acétylation AetB UniprotKB (Arnold et al., 1999)
Lysine (K) 27 Ubiquitination AetB BioGRID (Mayor et al., 2005, 2007)
Thréonine (T) | 33 Phosphorylation | A SGD (Swaney et al., 2013)
Lysine (K) 36 Acétylation A SGD (Henriksen et al., 2012)
Lysine (K) 36 Ubiquitination A SGD, BioGRID, (Beltrao et al., 2012; Mayor et al.,
UniprotKB 2005, 2007; Starita et al., 2012;
Swaney et al., 2013)
Lysine (K) 36 Succinylation A SGD (Weinert et al., 2013)
Sérine (S) 43 Phosphorylation | A SGD, BioGRID (Holt et al., 2009; MacGilvray et al.,
2020; Swaney et al., 2013)
Lysine (K) 48 Sumoylation B SGD (Bhagwat et al., 2021)
Lysine (K) 48 Me¢éthylation AetB SGD, UniprotKB (Couttas et al., 2012)
Lysine (K) 48 Ubiquitination AetB BioGRID (Beltrao et al., 2012; Mayor et al.,
2005, 2007; Swaney et al., 2013)
Lysine (K) 49 Sumoylation B SGD (Bhagwat et al., 2021)
Lysine (K) 49 Ubiquitination AetB BioGRID, (Beltrao et al., 2012; lesmantavicius et
UniprotKB al., 2014; Mayor et al., 2005, 2007;
Starita et al., 2012; Swaney et al.,
2013)
Lysine (K) 56 Ubiquitination AetB BioGRID (Beltrao et al., 2012; Mayor et al.,
2005, 2007)
Thréonine (T) | 62 Phosphorylation | B SGD (Lanz et al., 2021)
Lysine (K) 80 Ubiquitination AetB BioGRID, (Beltrao et al., 2012; Mayor et al.,
UniprotKB 2005, 2007; Starita et al., 2012;
Swaney et al., 2013)
Lysine (K) 96 Ubiquitination AetB SGD, BioGRID, (Back et al., 2019; Beltrao et al., 2012;
UniprotKB lesmantavicius et al., 2014; Mayor et
al., 2005, 2007; Starita et al., 2012;
Swaney et al., 2013)
Lysine (K) 96 Sumoylation B SGD (Bhagwat et al., 2021)
Sérine (S) 107 Phosphorylation | A BioGRID (Gnad et al., 2009; Soufi et al., 2009)
Lysine (K) 108 Sumoylation B SGD (Bhagwat et al., 2021)
Lysine (K) 108 Ubiquitination AetB BioGRID (Beltrao et al., 2012; lesmantavicius et
al., 2014; Mayor et al., 2005, 2007)
Lysine (K) 117 Sumoylation B SGD (Bhagwat et al., 2021)

Identifiants SGD et BioGRID : YDR450W et YML0O26C. Identifiants UniprotKB : POCX55 et POCX56. Les bases
de données ont été consultées en janvier 2024.
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Figure S.1 Phosphorylation de la Thr62 de la protéine uS13a.

La protéine HA-uS13a a été immunoprécipitée a |'aide des billes magnétiques anti-HA (MedChemExpress)
tel que recommandé par le manufacturier. Les billes ont été envoyées au Centre d'analyses protéomiques
avancées (CAPA) pour la détection des modifications post-traductionnelles. La phosphorylation du résidu
T62 a été détectée dans deux échantillons préparés indépendamment a I'aide d’une approche ciblée (bas).
Cette forme est la plus abondante (normalisée a 100%). La forme non phosphorylée du peptide a
également été détectée, avec une abondance d’environ 85% par rapport a la forme phosphorylée (haut).
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ANNEXE B

Courbe standard des réactions de qPCR

Standard Curve
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ACT1 E=105.1% R*2=0.999 Slope=-3.206 y-int=36.661

—— ALGY9 E=106.9% R*2=0.999 Slope=-3.167 y-int=40.830
RPS18A mRNA E=100.8% R"2=1.000 Slope=-3.304 y-int=36.909
RPS18A pre-mRNA E=100.2% R*2=0.999 Slope=-3.318 y-int=41.836
RPS18B mRNA E=102.9% R"2=0.999 Slope=-3.254 y-int=36.648
RPS18B pre-mRNA E=102.2% R*2=0.998 Slope=-3.270 y-int=41.417

Figure S.2 Courbe standard de I'efficacité des réactions de qPCR.

La courbe standard a été réalisée avec des dilutions en série d'un «pool» d’échantillons d’ADNc
représentatif. L'efficacité des réactions de PCR avec les différentes amorces a été calculée a I'aide du
logiciel CFX Maestro.
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