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Résumé :Le produit de I'oncogéne humain dne210est apparenté, par sa structure primaire, auxipestéypt/Rab GAP
(GTPase Activating Proteinspécifiques des Ypt/Rab GTPases). En effet, sa méfiderminale, qui est fortement
homologue aux deux GAP @accharomyceserevisiadMsb3p et Msh4p, renferme le domaine catalytique TigCitement
conservé, des Ypt/Rab GAP. Les protéines Msh3p dt4pisie Saccharomyceserevisiaefont partie de la famille des
GTPase activating protein (GAP) spécifigue aux Rpbi GTPase. Elles sont primordiales au trafic végieuet sont
impliquées dans la régulation de I'exocytose esdamganisation du cytosquelette d'actine. Masyd roles biologiques
exacts n'ont jamais été déterminés. La délétiouksamée des 2 gen&sSB3etMSB4dans la levur&. cerevisiaénduit une
inhibition de croissance de la levure sur un miliieuculture contenant du DMSO et/ou de la café@eeurbe I'organisation
du cytosquelette d’actine, produit une anomaliebdargeonnement dans la levure diploide et affexteélgrégation des
noyaux. Pour trouver des composants qui interagfisgénétiquement avec les produits des gé&ng83 et MSB4 nous
avons criblé une banque génomique pour des supiressomologues extragéniques multicopies restalaanoissance du
double mutant levuriemsb3 msb4n présence de DMSO et/ou de caféine. Sept génhesnsi été identifiés aprés une série
de vérifications. Ces 7 suppresseurs peuvent &ssé&d pour la fonction biologique de leurs prodentglusieurs classes :
transport vésiculaire, cycle cellulaire, chaperasléuulaire, protéasome et ARN ribosomial. Ces résulous permettent
d'identifier les voies physiologiques ou les deust@ines Msb3p et Msb4p seraient impliquées. Lalygitade I'oncogéne
oncTre210est impliqué dans différents cancers humains osarcome d'Ewing. Pour I'étude des partenairesagissant
avec I'une ou l'autre des deux parties de la pnetéie fusion oncTre210p, nous avons utilisé leesystdouble-hybride en
levure en utilisant différentes banques d'expressldn grand nombre de partenaires protéiques aisété comme
interagissant avec l'oncoprotéine. Deux protéimagliquées dans I'organisation et la structure dwstyelette ont été
choisies parmi les partenaires de I'oncoprotéing ptre étudiées. L'interaction de ces deux pregéavec la partie GAP de
oncTre210p a été confirmée par les techniques dE @@down, de co-immunoprécipitation et de co-leztion. Ces
protéines identifiées comme interagissant avecaléiggGAP sont la chaine Iégére régulatrice de yasine Il (Myl2) et
LOC91256, protéine contenant des motifs ankyrinepaktir de ces observations un nouveau rdle de djmocéine
oncTre210p a été suggéré. L'ensemble de nos rssaitesi que des données expérimentales acquiseBapéres équipes
internationales nous a permis de proposer un matt&on pour l'oncoprotéine oncTre210p.

Dechamps Christophe (2008)Functional study of an oncogene implicated in Ey@rsarcomagncTre210,a
human homologue of two yeast gen®ksB3 and MSB4 (Thesis in French). Gembloux, Belgium, Gembloux
Agricultural University, 173 p., 12 tabl., 40 fig.

Summary : The ondre210oncogene product is structurally related to the/Rab GTPase-Activating Proteins (Ypt/Rab
GAPs). Particularly, the N-terminal region of thecoprotein shares with the yeast proteins Msb3pMsio4p the highly
conserved TBC domain, forming the catalytically astddlomain of Ypt/Rab GAPs. The Msb3p and Msh4p pmeteif
Saccharomyces cerevisiaee members of the Ypt/Rab-specific GTPase aatigairotein (GAP) family. They are important
to vesicular trafficking and involved in the regiida of exocytosis and in the organization of théracytoskeleton, but their
exact biological roles have yet to be determindae Tsb3 msb4 yeast double mutation causes growthition in the
presence of DMSO and/or caffeine, affects the dregaion of the actin cytoskeleton, produces a ramtbadding pattern in
diploid cells, and affects segregation of the nugléro find cell components that interact gendiioaith the products of the
MSB3andMSB4genes, we screened a genomic library for multicappressor genes restoring normal growth of thubleo
mutant in the presence of DMSO and caffeine. Shegavere identified, and the extent to which eaategorrects specific
growth defects of the msb3 msb4 mutant is describbd encoded suppressors were classified on tsie b&functional
features into five groups: vesicular transport] délision, molecular chaperon, proteasome andsobeal RNA. These
results allow us to identify the physiologic waykexe the Msb3p and Msb4p proteins are implicatée groduct of the
oncTre210o0ncogene is involved in various human cancerdudicg Ewing’s sarcoma. In order to identify protei
interacting with the two parts of this protein, performed yeast two-hybrid screening of variousalites. A large number
of proteins was identified to be partners of theagene product. Two components of the cytoskeletere chosen to be
studied, whose interaction with the GAP region wamfirmed by GST-pulldown, co-immunoprecipitatioand
colocalisation experiments. The proteins foundnteriact with the GAP region are the light regulatohain of myosin I
(Myl2) and LOC91256, a protein containing ankyrirpeats. From these observations a new role for tiedre210p
oncoprotein in cytokinesis was suggested. Our tesud data from other international teams allowoysropose a model for
the action of the off@de210oncogene product.

Copyright. Aux termes de la loi belge du 30 juin 1994, sudieit d'auteur et les droits voisins, seul l'auteude droit de reproduire
partiellement ou complétement cet ouvrage de qeefaicon et forme que ce soit ou d'en autoriseef@aduction partielle ou compléte de
quelque maniere et sous quelque forme que ceTsnite photocopie ou reproduction sous autre forstedenc faite en violation de la dite
loi et des modifications ultérieures.






REMERCIEMENTS

Au terme de ce travail de doctorat réalisé au deif’Unité de Biologie animale et
microbienne de la Faculté Universitaire des Scigmagronomiques de Gembloux et financé
par une bourse FNRS-Télévie, je tiens tout d’alzordmercier mes promoteurs, le Professeur
Daniel Portetelle et le Docteur Micheline Vandenhkamur m’avoir accueilli au sein de leur
équipe.

Pour ses conseils précieux et sa patience, je digamercier le Professeur Daniel Portetelle.
C'est une personne que j'estime énormément.

Que le Professeur Micheline Vandenbol trouve iekpression de ma reconnaissance pour
tout ce qu'elle a pu faire pour moi durant ces leg) années. Son enthousiasme, ses
nombreux conseils, sa patience et sa disponiliitint permis de m’enrichir que ce soit au
point de vue professionnel qu’humain.

Pour leur accueil, je ne peux oublier le DocteurrdVi®idal et le Docteur Chistopher
Armstrong, qui m’ont permis de vivre une grandeésignce dans leur laboratoire aux Etats-
Unis.

J'exprime ma gratitude envers les professeurs RicKattman et Jean Vandenhaute pour
avoir accepté le role de rapporteur de cette theés® que pour leurs remarques permettant
d'enrichir le texte.

Je remercie également Séverine et Caroline pouireastissement dans ce travail.

Je voudrais aussi remercier Jean-Claude et Framaklpur expertise et leurs conseils dans
les domaines de la culture des cellules de mamesifétrla microscopie confocale.

Je songe également a Christelle, Anne-lise, "MartiINuts", Aurore, Jean-Marc, Julien,
"Maitre" Michel et "Fred" qui ont réussi a me sugipodurant ces longues années. Je garderai
toujours un trés bon souvenir de cette période itapte de ma vie. J'espére que nous ne
couperons pas les liens forts que nous avons tissast toutes ces anneées.

Je n'oublie pas ma famille, mes amis, ma femmee=t deux enfants pour le soutien et la joie
gu’ils m’'ont apportés tout au long de ce travail.

Enfin, je tiens a remercier le Professeur ArsenmBpour son enthousiasme et pour m’avoir
donné I'amour de la science dés ma premiére anf@sriloux.

Cette these n'aurait certainement pas vu le jows gatre aide.
Merci.

Christophe.



Table des Matieres

INTRODUCTION 1
BIBLIOGRAPHIQUE 1
l. Introduction : de la levure & I’homme 3
IIl.  Des GAPs aux tumeurs 5
1. Les GAPs (GTPase Activating Proteins) et le cyels @TPases 5
2.  L’implication d’'un déreglement du cycle des GTPadass la tumorigénicité 10
a) Le cancer 11
b) Le déreglement du cycle des GTPases et la tumarsgen 13
Il Le sarcome d’Ewing 15
1. Le sarcome d’Ewing 15
2. L'oncogéne Tre2 16
3. L'oncoprotéine oncTre210p 18
4. Le domaine GAP 19
V. Le cytosquelette d’actine 24
1. Introduction 24
2. L’actine 25
3. Lamyosine 32
4. Lachaine légére régulatrice de la myosine 35
a) Régulation de la chaine Iégere de la myosine 35
b) Régulation de Myl dans la cytokinése 37
5.  Conclusions 38
PRESENTATION DU SUJET 40
ETUDES DES INTERACTIONS GENETIQUES DE MSB3P ET MSB4P 44
I.  Introduction 46
II. Isolement des suppresseurs homologues extragéniques multicopies 47
1.  Criblage de la banque génomique pour des supprasseilticopies 47
III. Observation des corrections des autres phénotypes associés a la double mutation 51

1. Introduction 51



AN A

Morphologie des cellules et organisation du noyau

Organisation du cytosquelette d’actine

Sensibilité au cadmium

Présentation des suppresseurs

Classe :
Classe :
Classe :
Classe :

Classe :

Trafic vésiculaire (3 candidats)
Cycle cellulaire (1 candidat)
Chaperon moléculaire (1 candidat)
Protéasome (1 candidat)

ARN ribosimal (1 candidat)

V. Conclusions

ETUDE DES PARTENAIRES PROTEIQUES DE ONCTRE210P

L

II.

avec les différentes banques d’ADNc selon la premiére approche
1.

g 0N

III.

Introduction

Principe de I'approche

Efficacité de conjugaison et nombre total de cefiudriblées

Nombre de clones positifs aprées criblage

Elimination des partenaires pouvant activer seutsanscription des génes rapporteurs

Identification des partenaires protéiques potentiel

51
52
54

56
56
58
59
60
61

63

65

67

Recherche des partenaires potentiels des domaines Tre-GAP et Tre-REN-60 de oncTre210p

68
68
68
69
70
70

Recherche des partenaires potentiels des parties GAP et REN-60 de oncTre210p avec les

différentes banques d’ADNc¢ selon la seconde approche

1.

Al

Ll

Principe de I'approche

Efficacité de la transformation de la levure awebdnque

Nombre de clones positifs

Identification des partenaires protéiques potentiel

Evaluation des intensités d'interaction des paiteagrotéiques potentiels

Etude de deux partenaires interagissant avec Tre-GAP : Myl2 et Loc91256

Introduction

Vérification des interactions par GST pulldown

Vérification des interactions par co-immunopréapdn

Vérification des interactions par co-localisation

V. Conclusions

CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

72
72
72
73
75
84

89
89
89
91
92

95

97



l. Conclusions générales 98

Il.  Fonctions biologiques de MSB3 et MSB4 99
Il Tre-2 et le cytosquelette 104
V. Mot de la fin 110
MATERIEL ET METHODES 112
I.  Présentation des souches levuriennes et bactériennes utilisées 114
II. Présentation des cellules de mammiféres utilisées et milieu de culture 116
111 Présentation des vecteurs utilisés 117
Iv. Composition des milieux de culture pour bactérie et levure 122
1.  Milieux de culture pour bactérie 122
2. Milieux de culture pour levure 122
a) Milieu riche 122
b) Milieu minimum 122
c) Dropout (DO) 122
d) L’ajout en acide aminé et autres éléments nutritifs 123
e) L’ajout d’antibiotique 123
f) L'ajout de 3-AT 123
g) L'ajoutde 5FOA 124
h)  L'ajout de 5-Bromo-4-chloro-3-indoly-D-galactopyranoside (X-gal) 124
V. Oligonucléotides 125
VI Méthodes relatives aux manipulations d’acides nucléiques 130
1. Extraction d’ADN plasmidique 130
2.  Extraction d’ADN total de levure 130
3.  Transformation des cellules de bactérie 131
4.  Transformation des cellules de levure 131
5.  Transfection des cellules HEK293 131
a) Préparation des cellules 131
b) Transfection des cellules 132
c) Récolte et lyse des cellules (a froid) 132

6. Transfection des cellules HeLa pour observatiomauwoscope 132
7. Restriction des fragments d’ADN 133
8.  Marqueur de poids moléculaire 133
9.  Purification de fragments d’ADN 133



VI

VI

10.
11.
12.
13.
14.

I

II.

IX.

1.

1.

SR S

Traitement a la phosphatase alcaline
Ligation

Amplification de fragments d’ADN par PCR
Séquencage de fragments d’ADN

a) Principe du systéme Gateway

b) Préparation des séquences Tre-GAP et Tre-REN-60
c) Réaction BP

d) Réaction LR

Méthodes relatives aux manipulations des protéines
Séparation des protéines sur gel SDS-Page
Détection des protéines par coloration au bleu @entassie

Détection des protéines par Western blot

Technique du double-hybride en levure

Construction de la banque ’ADN génomique du double mutant haploide YNL2b
Extraction de 'ADN génomique du double mutant losgé

a) Culture Cellulaire

b) Formation des protoplastes

c) Lyse des protoplastes

d) Précipitation des protéines et débris cellulaires

e) Précipitation et purification de 'ADN
Traitement de ’ADN génomique du double mutant bigs

a) Restriction de 'ADNg par Sau3Al

Ligation des fragments d’ADNg dans le vecteur YEp@btransformation en bactéries

Recherche de suppresseurs homologues
Transformation de la levure doublement mutée dijg@vec la banque génomique
a) Préparation des cellules de levures compétentes
b)  Electroporation
c) Sélection des levures FyBLT3-YN transformées pdalaque
Criblage des levures transformées
Isolement des plasmides induisant un effet suppuess
Analyse phénotypique de I'effet de suppression

Identification des protéines suppresseurs

Marquage fluorescent et analyses microscopiques
Marquage de 'actine en levure avec du ALEXA Fl488 phalloidine
Marquage de 'ADN de levure au DAPI

Microscopie a fluorescence

133
133
134
134

Technique Gateway pour la construction d’un plagneithle pour le double-hybride en levure 134

134
136
136
136

137

137
137

137

138

139
139
139
139
139
140
140
140
140
141

142
142
142
142
143
143
143
144
144

145
145

145

145



XII. Méthodes d’identification de complexe formé par les protéines partenaires
Description de la technique du GST pulldown

2.  Description de la technique de co-immunoprécimtati

XIII. Outils informatiques

TRAVAUX PUBLIES DANS LE CADRE DU DOCTORAT

REFERENCES

146
146
146

148

150

155



Abréviations

3-AT
SFOA
A

aa
ADN
ADNc
ARN
ARNmM
ATP

b

BSA
CGP
Da
DAPI
DAPK
DMF
DMSO
DO
DTT
EDTA
EGF
EIG
EPP

g

GAP
GDF
GDI

GDP
GEF
GFP
GGTase
GST
GTP
GTPase
h

HBS
HSP

IB

ILK
IPLS
IPTG

L

LB

M

Mam
MAP

3-amino-triazol
5-fluoro-orotique
Ampére
acide aminé
acide désoxyribonucléique
ADN complémentaire
acide ribonucléique
ARN messager
adénosine triphosphate
base
Bovine serum albumin
Conclusions générales et perspectives
Dalton
4’, 6-diamidino-2-phénylindole dihydrochide
death-associated protein kinase
Diméthylformamide
diméthyl sulfoxyde
densité optique
dithiothréitol
ethylenediaminetetraacetic acid (acide &g diamine tétra-acétique)
Epidermal growth factor (facteur de croissaépithélial)
Etudes des interactions génétiques
Etudes des partenaires protéiques
Gramme
GTPase Activating Protein (protéine acticatde GTPase)
GDI dissociation factor (facteur dissociEnGDI de la GTPase)
Guanine dissociation inhibitor (inhibiteus th dissociation des
nucléotides guanylés)
guanosine 5’-diphosphate
Guanine exchange factor (facteur d'écharigfe/ GTP)
Green Fluorescent Protein
geranyl-geranyl-transferase
Glutathione S-transferase
guanosine 5'-triphosphate
guanosine triphosphatase
heure
Hepes buffer solution
Heat shock proteins
Introduction bibliographique
Integrin-linked kinase
Tamponde lyse cellulaire
isopropylB- D-galactopyranoside
Litre
Luria Bertani medium (milieu riche pour baoés)
molaire (moles/litre)
Milieu minimum ammonium
Mitogen-Activated Protein



MAPK
min
MLCK
MT
Myl
MYP
MYPT1
MSB
NPC
ORF
PAK
pb
PBS
PCR
pH
PI3K
PKC
PRC17
RAC
RBD
REP
rpm
RN-tre
ROCK
S

SAP
SCF
SDS
SDSPAGE
TBC

TBST

TE

Tre
Tre-GAP
Tre-REN-60
\Y

WT

X-a-gal
YPD

Mitogen-Activated Protein Kinase

Minute
Myosin Light Chain Kinase

Matériel et méthodes
Myosin light chaine

Myosin phosphatse

Myosin phosphatase targeting subunit 1

Multicopy Suppressor of Bud emergence mutant
Nuclear pore complex

Open reading Frame (phase ouverte de l¢cture
p21-activated kinase

paire de bases

Phosphate buffer solution

Polymerase Chain Reaction

potentiel hydrogene

phosphatidylinositol-3-kinase

Protéine kinase C

Prostate cancer gene 17

Ribosome-associated complex

Receptor Binding Domain

Rab escort protein

revolutions per minute (tours par minute)

Related to the N-terminal of tre

Rho kinase

seconde

Sit4p-associated proteins

Skplp - Cullin - F-box protein

sodium dodecyl sulfate

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Bettrophoresis
domaine conservé qui est notamment présaTs ks produits des
genes : Tre2 BUB2 CDC16

Tampon contenant du Tris-HCI, du NaCl etwleen 20
Tampon tris EDTA

Transfection recombined DNA molecules

Partie "GAP" de oncTre210p

Partie "REN-60" de oncTre210p
Volt

Wild Type (type sauvage)
5-bromo-4-chloro-3-indolyk-D-galactopyranoside
Yeast extract Peptone Dextrose medium (mifiehe pour levures)



rXTIOTMMmMOoOO>

Codes 1 lettre et 3 lettres des acides aminés

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu

alanine

cystéine

acide aspartique
acide glutamique
phénylalanine
glycine

histidine

isoleucine

lysine

leucine

-
<< 10 DZS

Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

méthionine
asparagine
proline
glutamine
arginine
sérine
thréonine
valine
tryptophane
tyrosine






INTRODUCTION
BIBLIOGRAPHIQUE







Introduction : de la levure a ’lhomme

La levure,Saccharomyces cerevisjaest depuis plusieurs millénaires exploitée pamrtime
pour sa capacité de fermentation dans beaucoupl@agons aussi quotidiennes que la
production du pain, de la biere et du fromage. @zayorganisme, utilisé dans l'industrie, est
aussi I'objet d’un tres grand intérét dans le milseientifique. En effet, en 1996, son génome
a pu étre complétement séquencé, ce qui a éeté nameleg avancée scientifigue dans ce
domaine car la levure fut alors le premier orgaeigucaryote dont le matériel génétique était
totalement séquencé. Un travail colossal qui a [seda décrypter plus de 12 millions de
paires de bases représentant quelques 6000 ganesrE40 % des protéines du protéome
levurien présentent une séquence en acides anfiingstane certaine homologie avec celle
des protéines humaines. La levure constitue amsnodéle expérimental puissant permettant
I'étude de génes de fonctions inconnues, des eslielicaryotes supérieurs. De cette maniére,
la levure ouvre un grand nombre de perspectivesrdasantes pour la compréhension de
certaines maladies, tels que les cancers, impliqies génes particuliers pouvant avoir une
homologie avec des génes levuriens. C'est un csganidans lequel la fonction d'un
ensemble de génes conservés dans tous les eusaggbEn cours d'étude par utilisation des

nouvelles technologies de la génomique et postygéane.

En plus d’étre un organisme modele, la levure dtuestin véritable tube a essai. En effet, en
1989, Fields et Song ont mis au point une technigppelée le double hybride, qui étudie les
interactions entre protéines et cela dans la ectl@ levure. L'identification de partenaires
protéiques d’'une protéine de fonction inconnue érde mieux comprendre son role, sa

fonction et de connaitre la voie physiologique e iatervient.

L'utilisation de la levure comme modele est frequéiest en 1987, que I'équipe de Nurse a
isolé pour la premiére fois un homologue humain @amplémentation en fonction et en
structure d'un mutant levurien (Lee, M.G. et NurBe, 1987). Il s'agit du mutant cdc2
impliqué au point START de la division cellulaif@ar ailleurs, le laboratoire de Biochimie
physiologique de I'Université catholique de LouviarNeuve emploie la levure pour étudier
des maladies humaines et certaines fonctions agbsl dont les processus se localisent au
niveau mitochondrial (Foury, F. et Kucej, M., 2002oury, F., 1997 ; Lecrenier, Nt al,
1997). De méme, au sein de I'Unité de Biologie at@ret microbienne de la Faculté des



Sciences Agronomiques de Gembloux (FUSAGX), I'étdeld'oncogéne humaioricTre210
passe par deux homologues chez la leviiSE3 et MSB9 (Bach, S.et al, 2000 ;
Bizimungu, C., 2001 ; Bizimungu, C., 2002 ; Bizinguny C. et Vandenbol M., 2005). Dans
ces laboratoires, l'optique est d’étudier un ou Hemologues de génes humains dans la

levure, un organisme simple et plus facile a mdeipgue des cellules humaines.



. Des GAPs aux tumeurs

1. Les GAPs (GTPase Activating Proteins) et le eydés GTPases

Les GTPases qui catalysent I'hydrolyse du GTP e @Buvent se retrouver sous deux
formes : une forme active ou elles sont liées al @T une forme inactive liant du GDP.
C’est sous sa forme active que la GTPase engendreffet biologique en agissant sur ses
effecteurs. L’hydrolyse du GTP en GDP régénermime inactive. Le cycle des GTPases
(voir figure IB-1) est régulé par différentes piiots : les GAPs_(GPase Ativating Rotein)

et les GEFs_(Ganine Nucleotide ¥change BEctor). L’hydrolyse du GTP par la GTPase est
trés lente, mais peut-étre accélérée d'un factelvia une GAP. Le GDP est ensuite dissocié
de la GTPase pour étre remplacé par du GTP. Cejpe,&comme la précédente, est tres lente

mais peut étre accélérée grace a lI'action d'unepre GEF.

GrpP GDOP

Dssociation du GDP

Forme Inactive Forme Active

Hydrobyse du GTP
GAP

Figure IB-1 : Cycle des GTPases. Activation de [BP@se par dissociation du GDP par

I'intermédiaire d'une GEF et hydrolyse du GTP eégance d'une GAP.

Les GAPs sont classées selon la GTPase sur laglielteagissent : les protéines G (forme

hétérotrimérique) et les protéines similaires REgme monomérique). Cette derniére



superfamille comprend 154 membres chez I'hnommeeat ptre divisée en familles : les
protéines Ras, Rho, Rab, Arf, Ran (Wennerbergptial, 2005).

La famille Ras (Bos, J.L., 2000) : Les protéines Ras contrélartransduction de signaux

d’un récepteur sur la surface cellulaire vers ubkdntracellulaire. Les RasGTPases ont pris
de I'importance dans les années 1980 avec la dédeugue 15% des tumeurs contenaient un
point de mutation dans un des geRes Cette mutation maintient la GTPase sous sa forme
active et devient incapable d’hydrolyser le GTPs lRas ont conservé fortement leur

structure et leur fonction durant I'évolution.

La famille Rha(Ridley, A.J., 2000) : Les protéines Rho ont é@ntifiées pour la premiere
fois en 1985, elles peuvent induire des changemamtsorphologie dans des cultures de
tissus cellulaires de mammiféres et interviennamtsda régulation du cytosquelette d’actine
dans les cellules eucaryotes. De plus, nous reroasgqu’elles participent a I'activation du
complexe enzymatigue NAPDH oxydase chez les csllpleagocytaires et a la cascade
MAPK. Elles régulent aussi des facteurs de trapson, la sécrétion, I'endocytose, la
polarité cellulaire et le cycle cellulaire. Enfirglles jouent un rdéle crucial dans le

développement des organismes multicellulaires.

La famille Ral(Collins, R.N. et Brennwald, P., 2000) : Cette ilfarest un groupe de petites

protéines monomériques liant le GTP, proche des Ras protéines interviennent dans le
transport vésiculaire, du bourgeonnement a la fusi@mbranaire avec le compartiment de
destination. Il apparait que les composants de oatichinerie, tels que les RabGTPases, sont

conserveés dans toutes les cellules eucaryotes.

La famille Arf(Roth, M.G., 2000) :_BP-nbosylation f&ctor. Chez la levure, elles

interviennent dans les fonctions de sécrétion @tsda croissance végétative. Chez les
mammiféres, elles régulent une variété de procdgsugau transport membranaire. Elles ont
d’autres fonctions comme [lactivation de I'enzymbogpholipase D, la régulation du
cytosquelette d’actine et I'implication dans I'asd#age des vésicules liées au COPII (pour le
transport membranaire entre le réticulum endoplasenet I'appareil de Golgi).



La famille Ran(Macara, 1.G.et al., 2000) : Les Ran, qui ne subissent pas de modditst

post-traductionnelles, sont concentrées dans léeoplasme et y jouent un rble dans le
transport actif nucléocytoplasmique a travers IB€Nnuclear pore complex).

De plus, d'autres protéines régulent ce cycle :soat les GDI (®Ganine Nucleotide
Dissociation _hhibitor) et les GDF (Gl Dissociation _Rctor). La premiéere inhibe la
dissociation du GDP en se fixant sur le complexggique, tandis que la deuxiéme dégage le

GDI de cette association.

Le GDI a une fonction importante dans certains ph#&nes biologiques. C’est par exemple
le cas pour les RabGTPases qui sont impliquées ¢tmngansport vésiculaire entre
compartiments cellulaires (voir figure I1B-2). Ceald&TPases sont régulées par des protéines
déja citées (GAP et GEF) mais aussi par des GIBD#t. Le GDI permet le transport de la
forme inactive de la RabGTPase, fixée a la membc#trle du compartiment accepteur ou
une vésicule a fusionné grace a I'hydrolyse du Gid?s la membrane du compartiment
(figure 1B-2/a) d’'ou la vésicule bourgeonnera. Ld®ICGest dissocié de la GTPase par
I'intermédiaire d’une protéine membranaire : le GDEa RabGTPase pourra alors retrouver
sa forme active par l'intermédiaire d’'une GEF (figulB-2/b). La GTPase, sous sa
conformation active, voyagera liée a la vésiculesva membrane cible (figure I1B-2/c). La
fusion pourra ensuite se dérouler accompagnée diydeolyse du GTP en GDP a l'aide
d’'une GAP (figure IB-2/d).

Compartiment accepteur

Fusion

Compatrtiment donneur

Figure IB-2 : Cycle des RabGTPases impliquées tatrainsport vésiculaire.
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Les RabGTPases se retrouvent a plusieurs momentyatiel accrochées a une membrane.
Cette association est réalisée par une double ygéanylation sur des motifs cystéines C-
terminal. Les protéines Rab contiennent habituedl@nplusieurs motifs cystéines : -CXC, -
CC, -CCX, -CCXX et -CCXXX. Cette machinerie de pyation nécessite également une
séquence conservée en amont du motif C-terminaiogs(Collins, R.N. et Brennwald, P.,
1999). Deux protéines jouent un réle capital dan®aturation de la GTPase : Rab GGTase Il
(Rab GéranylGranyl Transféraseet REP-1 (Rb Escort Rotein). Rab GGT Il est I'enzyme,
hétérodimere de sous-unit@®t 3, qui isoprényle la protéine Rab (Seabra, MeCal, 2002).
REP-1 est un transporteur qui recrute la RabGTRPas@ature fraichement synthétisée et qui
la présente a I'enzyme géranylgéranyl transférase [a prénylation (Seabra, M.@t al,
2002). Apres le transfert lipidique, la GTPaseaetteminée vers la membrane donneuse en
libérant REP-1 capable de se lier a nouveau sutrds Rabs immatures (Seabra, Me€Cal,
2002). En I'absence de REP et de RabGGT, les GSRasteront dans le cytosol a I'état
inactif (Seabra, M.Cet al,, 2002) (voir figure 1B-3/a).

Le GDI décroche la GTPase de la membrane en refidgnit lipidique de la prénylation
indisponible, solubilisant la GTPase dans le cyt@sgermettant son transport. Lorsque la
GTPase est arrivée a destination, il y a dissacialu complexe GDI-GTPase (voir figure IB-
3/b).

(a) REP cycle (b) GDI cycle

Target membrane
Rab
GDP.
GDP. 1 2
ﬁ—' GDP ﬁ

Q 2 L)
=———>| Rab |——= @
GDP. RabGAP | GTP RabGAP

Donor membrane

Figure IB-3 : Localisation membranaire des RabGTé%apar I'intermédiaire des cycles REP
et GDI (Seabra, et al., 2002).



La déphosphorylation du GTP est une réaction ddlyse tres lente sur la GTPase. Cette
réaction passe par une étape de transition (filg#A). Pour une hydrolyse efficace, il est
nécessaire d'avoir une interaction avec une GARftenl'interaction GAP-GTPase permet le
recrutement de la molécule d'eau au niveau du eitd, de son orientation et de la

stabilisation de I'étape de transition de la réacti'hydrolyse (figure I1B-4/B).

A
Educts Transition state Products
£ | A
GDP—O—P*“'O + OH, — GDP—O»—pP—==QH, — GDP—O + O~p-0H + H'
N ’ /\ Ve
O O
O O

B Subunit_of heterotrimeric Ras/ RasGAP

-G-proteins jabﬁﬂabGAP

GAP—

y Jo
4 K,

| £
GMP = 0 = P = Ow—P—=i0H,
| /\

Ras/RasGAP Rho/RhoGAP Ran/RanGAP Rab/RabGAP

Figure IB-4 : Mécanisme de I'hydrolyse du GTP inelygar les GAPs (Bos, J.L. et al., 2007).
(A) Représentation schématique de I'hydrolyse dB.@B) Différentes approches qu'utilisent
les GAPs pour contribuer a I'hydrolyse du GTP. k&sidus des GTPases et des GAPs qui
contribuent directement a la catalyse sont repré&&emespectivement en bleu et rouge. (C)

Diversité de la structure des GAPs.



Comme les GAPs des différentes familles ne sontcoaservées, elles utilisent diverses
approches dans l'augmentation de l'activité desasd$ Par exemple, dans le complexe
RasGTPase/RasGAP (Scheffzek, & al, 1997), la GAP stabilise la GTPase par sa
glutamine 61 qui, a son tour, permet l'attaqueadmdlécule d'eau sur le GTP. De plus, une
arginine de la GAP, appelée doigt d'arginine, esitpnnée au niveau du site actif liant les
phosphates et stabilise I'étape de transition detdation d'hydrolyse en neutralisant les
charges négatives des phosphates. Par contre|gpoaomplexe RabGTPase/RabGAP (Pan,
X. et al, 2006), la glutamine qui oriente et recrute laéoale d'eau appartient a la GAP et la
glutamine de la GTPase est quant a elle positioartxtérieur du site actif et est impliquée
dans la liaison avec la GAP. Enfin, nous ajoutons tgs GAPs ont des structures trés

diverses comme le montre la figure précédente (Eitgr4/C).

2. L'implication d’un déréglement du cycle des GTPagsiEns la tumorigénicité

Dans notre organisme, il existe 6000 milliards ekutes qui remplissent chacune la fonction
qui lui a été assignée en maintenant en plus umenemication quasi constante entre elles.
Pour cela, elles regoivent une multitude de signdexleur environnement. Une fois
interprétés, ces signaux vont permettre aux celldie déterminer leur position et leur réle
dans l'organisme. lls sont indispensables a laifpration, a la différenciation, a la
morphologie et a la mobilité des cellules. Au nivedes organes, ces signaux assurent le

maintien harmonieux de la taille et de la fonciil@s tissus.

Un systéme extrémement bien rédé dont la moindrailidce peut conduire a la
catastrophe : si I'une des cellules échappe awan&mes de surveillance, elle peut alors
devenir immortelle et proliférer de facon anarcleigce qui peut conduire a I'apparition d’une

tumeur.

Un déréglement du bon fonctionnement du cycle dé®aSes peut donc engendrer la

formation de tissus tumoraux.
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a) Le cancer

La prolifération cellulaire est un processus cdetigui répond a des besoins particuliers de
I'organisme. Ce contréle, qui est un ajustemenicdékntre la multiplication cellulaire et la
mort cellulaire, dépend de I'dge de l'individu et tssu ou se retrouve la cellule. Si une
défaillance de ce contrdle se manifeste, dans seuce cellule grossit et se divise, et il suffit
gue cette prolifération incontrdlée se transmett@ descendants de cette cellule pour
gu’'apparaisse un clone de cellules immortelles léppemeur. Tant que la tumeur reste
circonscrite, elle ne menace pas l'organisme etqastifiée de bénigne. A ce niveau les
cellules peuvent fonctionner comme des cellulesmates auxquelles elles ressemblent
fortement. Les molécules superficielles de recawaaice qui assurent la cohésion des tissus
maintiennent la tumeur bénigne a ce niveau. livardque ces cellules commencent a se
disperser dans l'organisme en perdant leur faaldté&ohésion, elles font désormais partie
d’'une tumeur maligne. Les cellules quittent lete si'origine, par I'intermédiaire du systeme
circulatoire, pour envahir un autre tissu et formee métastase (voir exemple figure IB-5),
ces cellules pouvant retrouver leur faculté de smmépar un phénomeéne encore inconnu.

Figure IB-5 : Métastases dans un poumon de rat5/8-certaines métastases sont indiquées
avec les fleches sur l'organe du rat. 1B-5/B: caloyn d'une section du poumon du rat

malade observée par microscope (Kalinich,. &fFal, 2005).
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Il existe donc plusieurs stades dans les canceogi,\par exemple, la description des
différents stades d'un cancer du sein.

Stade |
La taille du cancer ne dépasse pas 2 centiméttescahcer ne s'est pas propagé en dehors du

sein.

Stade Il

Ce stade est atteint dans l'une des conditionsustas :

- Le cancer ne dépasse pas 2 centimétres maistijgbpagé aux ganglions axillaires.

- Le cancer a une taille comprise entre 2 et Simgttes avec ou sans propagation vers les
ganglions de l'aisselle.

- Sa taille dépasse 5 centimétres mais sans prijpagars les ganglions de l'aisselle.

Stade Il

Le Stade Il est divisé en stade IlIA et I1IB.

Le Stade IlIA est défini par une des conditionvantes:

- Le cancer est plus petit que 5 centimeétres st gmpagé aux ganglions axillaires et les
ganglions sont attachés entre eux ou a d'autiesstes.

- Le cancer est plus gros que 5 centimeétres dt@gsagé vers les ganglions axillaires.

Le Stade IlIB est défini par une des conditionsauies:

- Le cancer s'est propagé vers les tissus voisinseih (la peau ou la paroi thoracique,
incluant les cotes et les muscles du thorax).

- Le cancer s'est propagé vers les ganglions lytitples situés a lintérieur de la paroi

thoracique.

Stade IV
Le cancer s'est propagé vers d'autres organes rgs, gouvent les o0s, les poumons ou le
cerveau. Ou encore, la tumeur s'est propagée foealevers la peau et les ganglions

lymphatiques internes du cou.

Comme pour les cellules normales, le classementcelsles tumorales malignes se base

d’apres le tissu embryonnaire (endoderme, ectodetnmeésoderme) dont elles sont issues.
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Les tumeurs appelées carcinomes dérivent de I'earduelou de I'ectoderme, les sarcomes du
mésoderme et les leucémies sont un type de sarmomaosé de cellules sanguines libres.

Les événements déclenchant la transformation tumodgcoulent généralement de
I'expression d’'un ou plusieurs genes défectueupgelis oncogenes. Un oncogéne est un géene
dont le produit est impliqué dans la tumorigenéseplupart des oncogenes sont a l'origine
des genes cellulaires normaux qui participent autroéte de la prolifération cellulaire. I
existe cing types de protéines impliquées dang cégulation : les facteurs de croissance, les
récepteurs de ceux-ci, les transducteurs intrdegtis de signaux, les facteurs de
transcription nucléaires et les protéines réglamtytle cellulaire.

b) Le déréglement du cycle des GTPases et |la tgemEse

Quand nous étudions les voies biologiques régylaese cycle des GTPases, nous pouvons
conclure que son déreglement peut engendrer umeripaiion au niveau cellulaire qui peut
aller jusqu’a I'apparition d’'une tumeur. Des modifiions fonctionnelles ou structurales des
protéines du cycle des GTPases peuvent engendpgrafition d’'un effet "oncogéne". Dans
ce chapitre, plusieurs exemples d’oncoprotéinesd(t de I'oncogene) vont étre décrits.

Premierement, les RasGTPases sont les premiers-g@mobgenes (génes normaux d’ou
dérivent les oncogénes) identifiés. Les protéineass, Ractivées via des récepteurs
membranaires, ont un rdle dans le déclenchemeptudéeurs cascades protéiques : la voie
des MAPK qui régule la prolifération, la voie deR&K qui inhibe I'apoptose et la voie Ral

qui intervient dans I'exocytose et I'endocytose.

Les oncogenes Ras, provenant d’'une mutation qui leurs produits continuellement actifs,
sont retrouvés en bonne proportion dans un grambr®de cancers (tableau I1B-1).
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Type de tumeur Fréquence approximative en %

Adénocarcinome du poumon 30
Adénocarcinome du pancréas 90
Adénocarcinome du colon 50
Leucémie Myéloide 30

Tableau IB-1 : Fréquence des mutations des proséRas dans différents cancers commun
de 'lhomme (Bos, J.L., 1989).

Hatas et Ki-ras sont deux oncogenes Ras présents dans les ragov@sponsables
respectivement des sarcomes murins de Harvey &irdgen. Le premier est aussi présent
dans les cancers de la vessie, du sein et de la Beaas se retrouve également dans les

cancers du poumon et du colon (Donovaret@l.,2002 ; Grunicke, H.H. et Maly, K., 1993).

Deuxiémement, une perte de fonction d’'une GAP p® mutation dans son gene peut
participer a l'apparition de tumeur. L'exemple laugp connu est la neurofibromine, une
RasGAP codée par le proto-oncogene NF1 tumor sspmregene (TSG) qui, mutée, est
impliquée dans la neurofiboromatose de type 1 gédigspose a une variété de tumeurs
bénignes et malignes (Donovanegal.,2002 ; Grunicke, H.H. et Maly, K., 1993).

De plus, une RabGAP a été identifiée dans un cadeda prostate comme une oncoprotéine
codée par I'oncogereRC17(Pei, L.et al, 2002). Ce géne du chromosome 17 est surexprimé
dans les tumeurs de la prostate, d'ou son pastate cancer gene 17 (PRC1PEI, L.et al,
2002). 1l code pour une protéine de 549 acides @snilont 84% sont identiqued ee-2 (Pei,

L. et al, 2002). Ce dernier, qui est étudié dans le cddreette thése, contient une ORF,
oncTre21Q considérée comme étant un oncogéne codant unéARalet impliquée dans le

sarcome d’Ewing.
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lll. Le sarcome d’Ewing

1. Le sarcome d’Ewing

Le sarcome d’Ewing, membre de la famille des tumellEwing avec la tumeur primitive
neuroectodermale, est la deuxiéme tumeur osseubgnmdaprés l'ostéosarcome) la plus
commune chez I'enfant et I'adolescent. La famiks dumeurs d’Ewing appartient au groupe

des néoplasmes habituellement appstall round cell tumors.

Plus de la moitié des patients atteints du sarcdEeing ont entre 10 et 20 ans et 70% ont
moins de 20 ans (Grier, H.E., 1997). L'incidencawslle de la maladie aux Etats-Unis est de
2,7 par million d’enfants en dessous de 15 ans {(\WR<£., 2000). Cette tumeur atteint
principalement les personnes de race blanche atestchez les sujets d’origine noire et
asiatique (Joyce, M.&t al, 1984 ; Grier, H.E., 1997). De plus, la maladielégérement plus
commune chez les hommes que chez les femmes (tappoviron 1,5 : 1) (Zamora, Rt

al., 1986 ; Burchill, S.A., 2003). Le sarcome d’Ewing parait pas étre impliqué dans un
syndrome cancéreux familial (Hutter, R.Vd®.al, 1964 ; Joyce, M.xt al, 1984 ; Zamora,
P.et al, 1986).

Les tissus malades ont été initialement décritd ¥l par James Ewing comme une tumeur
d’origine endothéliale composée de petites cellblesies arrondies (Ewing, J., 1921). Plus
tard, il a été remarqué que ces cellules bleutéésvamt de cellules primitives

neuroectodermales.

Le sarcome d’Ewing peut affecter tous les os, mo@itains sont plus couramment atteints que
d’autres. La distribution des sites primaires aogs& été observée dans une étude qui portait
sur 303 patients atteints de la maladie : 20% waeiani des os du bassin, 45,6% pour diaphyse,
12,9 pour épiphyse, 12,9 pour les os de la colmentbrale et les cotes et 2,3% pour les 0s
du visage (Grier, H.E., 1997). Les différents syonpts de la maladie sont des douleurs
locales (84%), des tuméfactions (63%), de la fig2&%) et de la paraplégie (3%) (Grier,
H.E., 1997).
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Les différents traitements du cancer sont la chieyrla radiothérapie et la chimiothérapie.
Cette derniere est la plus efficace d’aprés legatra de I'équipe de Kotz (Sluga, Mt al,
2001). Il faut préciser gu'actuellement, la malaghe soignée par une combinaison des trois
traitements et que les résultats restent pauve®8a de survie a 5 ans (25% si présence de
métastases au diagnostic) et moins de 30% a 1@QRaggi, N. et Stamenkovic, 1., 2007).
Enfin, il a été montré tres récemment qu'aprésetrant il y avait un risque élevé de rechute
(Navid, F.et al, 2008)

Dans la plupart des tumeurs du sarcome d’Ewing, @gaint de vue de la génétique
moléculaire, une translocation résultant d’'un @Eagement entre le geBaVS(chromosome
22) et un gene de la famille dE§ Sa été observfAurias, A.et al, 1984 ; May, W.Aet al,
1993). Les membres de la famille d€BSsont des facteurs de transcription connus pour leu
régulation dans I'expression dEGFBR2 codant le récepteur a TGF-de type Il (un
suppresseur de tumeur). Le cas le plus fréquetd éstnslocation t(11 ; 22) (q24 ; q12) avec
comme gen&TSimpliqué, le genéLI-1 (chromosome 11) dans 85% des sarcomes d’Ewing
(Burchill, S.A., 2003). Le mécanisme de EWS-FLIst &es bien décrit dans une revue de
Riggi et Stamenkovic publiée récemment dans Cabetters (Riggi, N. et Stamenkovic, |.,
2007). D’autres réarrangements des gEN&S-ETSnt éteé identifies dans 15% des tumeurs :
fusion du gené&EWSavec le gend&RG (dans 10% des cas), le geB&V1 E1AF et FEV
(Burchill, S.A., 2003). Ces translocations spécifig, résultant de la fusidBWSet ETS

présentent un intérét particulier dans le diagoastila maladie.

2. L’'oncogéne Tre2

Lors d’essais de transfection-tumorigénicité, Nakemet son équipe ont isolé un locus
d’origine humaine, |&re (Transfection reombined DNA),capable de provoquer I'apparition
de tumeurs (Nakamura, €t al, 1988). Ce locus est composé de trois élémemstigéies
recombinés : TRES5, provenant du chromosome 5, I&IBRayant son origine sur le
chromosome 18 et le TRE17 (dwe? provenant du chromosome 17. Suite a un épissage
alternatif, Tre2 est transcrit en deux ARN : Tee210et le Tre213,chacun composé de deux
ORFs (voir figure 1) (Nakamura, &t al, 1992).

Il est apparu lors d’expériences de transfectiéalisées par Nakamura et son groupe, que

'ORF1 deTre210contient un pouvoir tumoral tandis que 'ORF2Tde213détient un role
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de suppresseur de tumeur (figure IB-6). LORF1Tde210a été appelé&ncTre210étant

donné qu'’il contient le pouvoir tumoral.

tre210
it madais ORF1 786 aa ORF2 586 aa
feos 1 (code pour oncTre210p) | |
AMAMMAMA | Diétient le pouvoir tumoral |
tre213
ORF1 376 aa ORF2 1089 aa
ANV\A/WVV*i | I Role potentiel de suppresseur de tu1neur|

Figure IB-6 : Les deux messagers bicistroniquebateogene Tre2 (d’apres Bach, S., 2000).

L’'oncogéneoncTre210est exprimé dans les cellules du sarcome d’Ewimgjs aussi dans

d’autres types de cellules cancéreuses indiquéesldaableau suivant.

Nature du cancer (lignée cellulaire) Référence

Lignée cellulaire monoblastique THP-Institut fur Humangenetik, Ruprecht-Karls-
(leucémie aigué) Universitat, Heidelberg, Germany.1999
(Janssen, J.Wet al., 1999)

Leiomyosarcoma (LMS) Institut fur Pathologie, Unisiéat
Heidelberg, Germany.1998
(Otano-Joos, Mgt al, 1998)

Sarcome d’Ewing (lignée cellulaire IARCLaboratoire dissous : Laboratory of Cellular

EW1) and Molecular Biology, CNRS, Villejuif,
Rhabdomyosarcome (A204) France.1992
Carcinome de la vessie (T24) (Nakamura, T.et al, 1992)

Ostéosarcome (Tes)

Carcinome cervical (HelLa)

Sarcome d’Ewing, ostéoblastomeliveira, A.M., et al., 2005
myofibrome, adénocarcinome du sein et de

'’endometre, mélanome

Carcinome cervical (HelLa), cancer du seBhen, C.et al, 2005
(MSF7), leucémie érythrocytaire (HEL)

Tableau IB-2 : Expression de oncTre210 dans diffisreancers.
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Par la suite, la transcription excessiveateTre210a aussi été observée dans des kystes
0sseux anévrysmaux résultant d’'une translocatiaoonobsomique (Oliveira, A.Met al,
2004a/b ; Oliveira, A.M.et al, 2005). Dans ces réarrangements, il a été mame
juxtaposition de la phase codante de l'oncogene ales promoteurs hautement actifs
(promoteurs de CDH11 (cadhérine 11), COL1A1l (calfemy 1A1), OMD (ostéomoduline),
ZNF9 (zinc finger 9) et TRAP150 (thyroid receptssaciated protein 150)) qui induirait une
dérégulation de la transcription de I'oncogenev@ia, A.M.et al, 2005; Panagopoulos,dt

al., 2008)).

De plus, le géne levurien DOA4, codant une désitimgse, présente une homologie de
séquence avec 'ORF2 dee213dont il a été démontré expérimentalement qu'aiefdartie
de cette méme classe d’enzymes (Papa, F.R. et thasder, M., 1993). Deux modules de
désubiquitination sont nécessaires pour que I'emzgoit fonctionnelle, comme c’est le cas
pour DOA4 et TORF2 dére213 Mais oncTre210p ne contient qu’un seul modulggsuant
que oncTre210p serait une forme tronquée du prodoimal deTre2 (Papa, F.R. et
Hochstrasser, M., 1993).

3. L’oncoprotéine oncTre210p

Sur base des comparaisons de séquence de la @rpamaire de oncTre210p avec celles
des banques de données, il a été remarqué queopmiéine (786 aa) a une structure
bipartite (figure IB-7).

En effet, la partie N-terminale (499 aa) contientdbmaine TBC des Ypt/RabGAP, protéine
activatrice de RabGTPase, et la partie C-termi(28& aa) est identique (92% d’identité) a la
partie centrale de I'oncoprotéine NY-REN-60 (1/5ladotalité de la protéine), une protéine
désubiquitinase, impliquée dans un carcinome du (@tanlan, M.Jet al, 1999 ; Paulding,
C.A. et al, 2003). En raison des homologies de séquencesrégisns seront appelées
respectivement GAP (499 aa) et REN-60 (287 aa).
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OncTre210p
786 aa
(2361 pb)
GAP
NY-REN-60
1604 aa
(4987 pb) 702270 987(3134)
jon identique
N-ferm rtie C-terminal C-term
5] ldeoncTrelel:] (3)

Figure IB-7 : Structure bipartite de oncTre210p.

D’aprés des recherches effectuées par I'équiperdGhu, I'oncoprotéine est décrite comme
un effecteur de la RhoGTPase Cdc42 et Racl dargafisation du cytosquelette (Masuda-
Robens, J.Met al, 2003) et comme un activateur de I'Arf6é dansylsté&me de recyclage des

membranes plasmiques (Martinu,dt.al, 2004).

4. Le domaine GAP

Vu que l'oncoprotéine oncTre210p contient I'enti@érge la séquence du domaine catalytique
des Ypt/RabGAPs (le domaine TBC), nous pouvons téeigiypothese que la protéine serait

une protéine GAP.

Le domaine TBC a été mis en évidence en 1995 petmaRison qui a isolé un fragment
d’ADNCc, Thcl. La protéine correspondant au géndienhun domaine de 180 aa conservé
chez oncTe210p et deux protéines levuriennesubBp et @cl6p, d’'ou son appellation TBC
(Richardson, P.M. et Zon, L.I., 1995). Une homodode séquence est observée avec deux
autres protéines levuriennes (Gyp6p et Gyp7p)i guiavec la protéine humaine RN-Tre qui
est fortement similaire a oncTre21(fdatoskova, B., 1996). Enfin, I'activité catalytigwu
domaine TBC a été démontrée comme étant celle atéipes GAPs par des études menées
en 1999 (Albert, Set al.,1999b).

De plus, I'Unité de Biologie animale et microbierdela FUSAGx a mis en évidence, lors de
sa participation au programme de séquencage durggdeSaccharomyces cerevisjagne
protéine de 492 acides aminés, Msb4p (492 aaprgsente une forte homologie de séquence

(23% d’identité et 47% de similarité sur 453 aag@Voncoprotéine humaine oncTre210p
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(Vandenbol, M.et al, 1995) et avec une seconde protéine levurienn®3p$633 aa). A
partir de ce moment, le laboratoire a alors enisdarcaractérisation de la fonction biologique
du domaine GAP de I'oncoprotéine humaine par apatgsnparative avec les deux protéines
de levure Msb3p et Msbh4p.

Enfin, des études biochimiques ont permis de cmddirbiochimiqguement que Msh3p (Albert,
S.et al, 1999a) et Msb4p (Albert, 8t al, 2000) sont deux protéines GAPs spécifiques des
GTPases appartenant a la famille Ypt/Rab. Ces ipestéapparaissent impliquées dans
I'exocytose et la polarisation du cytosquelettectitee (Bi, E.et al, 2000 ; Gao, X.Det al,
2003). La co-délétion d&MSB3 et MSB4 induit différents phénotypes a la levure comme
I'inhibition de croissance sur milieu contenant ldecaféine ou du DMSO, un profil de
bourgeonnement aléatoire des cellules diploideg désorganisation du cytosquelette
d’actine (Bach, Set al, 2000) et un défaut dans la ségrégation desuxopas de la mitose
(Bi, E. et al, 2000)

Plusieurs observations ont été faites dans I'Unité été remarqué par des expériences de
complémentation du double mutant levuriaeb3 msb4jue le domaine TBC de oncTre210p
est non fonctionnel. Par contre, I'hnomologue humautif, RN-Tre, peut remplacer
fonctionnellement les deux protéines levurienneiingu, C.et al, 2003). Ceci fait
supposer que oncTre210p a perdu intrinsequemenadonté catalytique GAP. Ceci est la
base d'un premier modeéle d'action pour I'oncopneténcTre210p proposé par le Dr.Bach en
2000 : celle-ci se fixerait de maniere compétiteir les GTPases sans les activer. La
cancérisation des cellules pourrait étre expligpae I'action de oncTre210p sur une ou
plusieurs GTPases (Bach, S., 2000) (figure IB-8).
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1 Cellules normales

Maintien de fa concentration
intracellulaire en GTP

2 Cellules cancéreuses

Forme
“active”,

@ @ D Augmentation de la concentration
oncTre210p oncTre210p intracellulaire en GTP : cancérisation
| '

Figure IB-8 : Modele d’action de I'oncoprotéine arre210p. PnX est une GTPase et X,Y,Z

sont trois GAPs pouvant amplifier son activité GSigae (d’apres Bach, S., 2000).

Le Dr. Bizimungu a ensuite montré que deux régisasblent importantes pour l'activité

catalytigue GAP de l'oncoprotéine oncTre210p (Bimigu, C. et Vandenbol, M., 2005;

Bizimungu, C.et al, 2007). Tout d'abord, le domaine TBC (résiduss23} ou la mutation de

deux résidus hautement conservés au sein de ceirdorpaurrait expliquer sa non-

fonctionnalité. En effet, I'arginine catalytiquet @emplacée par un résidu thréonine, et un
résidu glutamine, important pour la stabilité dee sictif, est changé en arginine. L'importance
du mécanisme en doigt arginine a été décrite petwgtent dans le paragraphe 1.1 décrivant
les GAPs. Cependant, ces mutations ne sont paala sause de I'absence d'activité GAP,
puisque la restauration des résidus conservésrmeeppas de rétablir son activité catalytique
en levure. La seconde région, qui semble influehaetivité catalytique de l'oncoprotéine, est
formée de 93 acides aminés situés directementardavdomaine TBC (résidus 316-408). La
structure secondaire est prédite comme totaleméswrdonnée. Une telle désorganisation
traduit une certaine flexibilité de la structurelimensionnelle. Il a été aussi montré que la
partie REN-60 n'influence pas l'activité GAP etetla' pourrait étre impliguée dans d'autres

fonctions d'oncTre210p (Bizimungu, €t al, 2007).

Le modéle proposé par le Dr. Bizimungu est basé'idée que oncTre210p se lierait sur les
mémes GTPases que RN-Tre, Rab5 et Rab41l et quinmaétition existerait entre les deux
GAPs pour la fixation. Dans les cellules maladeB-9/B), une dérégulation de la

transcription entrainerait une surexpression decdigéne. OncTre210p se fixerait alors de
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maniere compétitive sur les deux GTPases mais aetnger I'hydrolyse du GTP, ce qui

perturberait les fonctions ou RN-Tre est impliquée.

A
Cellules saines : expression de Tre2 éteinte
Recyclage de la GTPase Recyclage de la GTPase
;abs RN-tre .
Dom GAP | Cerm Rab5

Interaction
actine et ACTN4 =
L]
Role dans Endocytose
réorganisation actine du RTK
“rides circulaires” =

B
Cellules malades : expression de 'oncogéne et compétition entre Tre2 et RN-tre

Tre2 RN-tre Tre2 RN-tre

N __Nq
\TE-L;H;;;)H Tre2/RN-tre \Tfoo;;e:;on Tre2/RN-tre

Fonction? R6 ns Endocytose
reorganisafion actine du RTK
“rides circylaires™

Figure IB-9 : Modéle de compétition entre oncTrg2X RN-Tre pour la fixation sur les
GTPases Rab5 et Rab41l. IB-9/A: cellules sainesamcdgene n'est pas exprimé. IB-9/B:
Cellules malades synthétisant I'oncoprotéine. ACTabtinine, RTK: récepteur a tyrosine

kinase (d’apres Bizimungu, C., 2006).

Dans les cellules saines (IB-9/A), il n'y auraéggnce que de RN-Tre qui régulerait l'activité
de Rab41 et Rab5. La fonction de Rab41 qui estrennoonnue se localiserait dans une voie

impliquée dans le contréle du trafic vésiculairenaweau du Golgi (Haas, A.ket al, 2005).
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Il est intéressant de préciser que I'équipe de Hasentré en 2007 que RN-Tre est une GAP
pour Rab43 et contrdle le transport rétrograde #a@olgi (Haas, A.Ket al, 2007; Fuchs,

E. et al, 2007). L'interaction de RN-Tre avec Rab5 pemagttie contréler l'internalisation
du récepteur a I'EGF et a la formation des ridesuldires d'actine par l'interaction directe de
RN-Tre avec l'actine et I'actinine (Di Fiore, Pa®.Scita, G., 2002; Lanzetti, ket al, 2000;
Lanzetti, L.et al, 2004). De plus, il a été montré que RN-Tre est cible physiologique de
la phosphatase humaine Cdcl14A impliquée dans thimerie du cycle cellulaire (Lanzetti,
L. et al, 2007).
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IV. Le cytosquelette d’actine

1. Introduction

Les premieres cellules eucaryotes étaient probariermmobiles et se déplacaient selon les
courants et les mouvements du milieu. La diffussoffisait a disperser les éléments de la
cellule au sein de celle-ci. Mais les cellules stautenues plus volumineuses et ont développé
des systemes de transport intra-cellulaire etrt@gré un appareil locomoteur pour coloniser

des sites plus favorables.

Les cellules subissent des changements de formmedancontraction cellulaire, la naissance
de protusions superficielles (ex. microvillositéd) I'étranglement au niveau du sillon de
clivage lors de la cytokinése. De plus, certairedhiles ont le pouvoir de se déplacer comme
lllustre par exemple I'ébauche d’organe qui semfe par migration de cellules venues de

divers endroits de I'embryon.

Le constituant responsable de ces phénomeénes egtolquelette, un systeme de fibrilles

tendues a travers le cytoplasme. Il sert de soudtiEnmembrane plasmique ou de guide aux
organites ou aux autres éléments qui se meuverst ldaoytosol. Le cytosquelette est une

structure dynamique soumise a de continuels régeraants.

Le cytosquelette est un réseau formé de trois tgpdibres cytosoliques : les microfilaments,

les filaments intermédiaires et les microtubuless Imicrofilaments et les microtubules, les

seuls a intervenir dans la motilité, s'allongent palymérisation respective de protomeres
d’actine et tubuline, les filaments intermédiaisemt des polyméres plus complexes, formés

d’un protomérax-hélicoidal commun.

Nous décrivons dans ce chapitre le cytosquelettetide car d’une part, c’est le mieux connu
et d'autre part, il intervient dans tous les tymes motilité, de la migration cellulaire au
transport a travers le cytosol. De plus, nous aebiessi de commencer par une description en
forme de rappel des deux grands composants dugeygliette qui sont I'actine et la myosine.

Enfin, nous décrirons une voie complexe d'activatle la myosine.
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2. L’actine

L’actine est une protéine prépondérante dans lbdeseucaryotes et fortement conservée a
travers les especes (Sheterline, P., Sparrow, 1994). Par exemple, I'actine dans les
cellules musculaires compte pour 10-20 %, et daastrés cellules de 5 a 10 %, de la
quantité totale de protéine cellulaire. L'acting ese protéine globulaire de 42 kDa de 375
acides aminés identifiée la premiere fois commeaf#i partie du complexe actomyosine
(Straub, F.B., 1942).

Chez 'homme, nous connaissons actuellement sejpteac quatre sont des actines
chacune propre a un type de muscle, deux acyinaspremiere se trouve dans les muscles
lisses de la paroi intestinale et l'autre est noisaulaire, et I'actingd non musculaire (point

isoélectrique variant de 5.4 pawa 5.9 pouy) (Zechel, K. et Weber, K.,1978).

L’actine se présente sous forme d'un monomere Hwbwappelé actine G et sous forme d'un
polymére hélicoidal d’'une demi-période de 37 nmspdant une polarité structurale et

fonctionnelle appelée actine F, formé d’'une chamenonomeres d’actine G.
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Figure IB-10 : Représentation graphique de l'actiBeATP avec ses quatre sous-domaines

(I-1V), 'ATP en rouge et I'ion métallique en jaudans linterstice.
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Le monomere d’actine est composé de deux lobef @t-1I-1V) eux-mémes divisés en deux
sous-domaines de | a IV (figure IB-10). Au nivea@ Kinterstice entre les quatre sous
domaines, réside un complexe métal-nucléotide itndsle K+, Ca2+ ou Mg séquestré par
'ATP ou I'ADP. La présence d’ATP dans le site indhce la conformation de l'actine en
arrimant les deux lobes de la protéine. Ainsi, lature du nucléotide influence
significativement les propriétés biochimiques darfient d’actine et plus particulierement les

meécanismes de polymérisation.

A force ionique physiologique, les actines G s’adslent spontanément en actine F en quatre
étapes (Kasai, Met al, 1962) (figure 1B-11):

-L’activation : les monomeres se lient au catiortati@ue, en induisant un changement de
conformation.

-La nucléation : formation de noyau de 3 monomeres.

-L’allongement : croissance rapide du filament.

-L’état stationnaire : phase d’équilibre du filarhen

o
o
® e
o® @
0

Actine G

Nucléation Allongement Etat stationnaire

Figure IB-11 : Représentation de la polymérisatida I'actine divisée en quatre étapes :

I'activation, la nucléation, I'allongement et I'dtatationnaire.
L’actine F est une protéine asymétrique. Nous poswvdistinguer les deux extrémités en

partant du bout - (ou bout pointu) ou I'actine po8rise plus lentement et du bout + (ou bout

barbé) ou la croissance du filament est rapiden@dB-12).
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(b) actin molecule

plus end
I 37 nm !

minus end

Figure IB-12 : (a) filament d’actine vu au microgmélectronique (b) structure en hélice de
I'actine avec le bout +(plus end) et le bout — (nsrend)

Le filament d’actine constitue une chaine dynamicmestamment en équilibre avec la forme
monomérique présente en solutidn. vitro, la vitesse d’association des actines G a une
extrémité donnée est proportionnelle a la concgoireen actine G du milieu. Au fur et a
mesure de la consommation en actine monomériqueés aoivons a un point critique de
concentration ou un équilibre entre polymérisatbualépolymérisation apparait et le filament
arréte de croitre. En présence d’ATP (figure IB;1&) sont les actines G-ATP qui vont
préférentiellement polymeériser. Dans le filamehtai tout d’abord avoir un clivage de I'ATP
en ADP-Pi puis un relargage du phosphate. Ce psasesst lent, ainsi au bout + ou la
croissance est rapide, il peut se former une caoifhetine-ATP (Carlier, M.Fet al, 1984).
Nous pouvons retrouver ainsi de I'actine-ADP autboet de I'actine ADP-Pi au centre du
filament (Carlier, M.F., 1991).

ACTIN POLYMERIZATION

0 TIME

Figure IB-13 : Composition d’un filament d’actiner de la polymérisation
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Signalons que l'actine-ADP a moins d’affinité paes voisins que l'actine-ATP. Ainsi, au
bout - du filament d’actine nous aurons une dépéhysation plus importante qu'au bout +.
En effet, au moment de I'équilibre, la cinétique dout + est dominée par I'ajout de
monomeres alors qu’'a l'autre bout les monomeresd&achent. Nous avons donc un

mécanisme de tapis roulant (Alberts,eBal, 2002).

In vivo, les cinétiques de l'actine sont tres differerdegpeuvent étre supérieures a celles

observée vitro. Ceci est dU a I'action de protéines régulatraesa cellule.

La polymérisation de l'actine au sein de la cellest influencée par la présence de diverses
protéines comme la thymosifig et la profiline qui se lient aux actines G. Lafpime se lie
préférentiellement aux monomeres actine-ADP etriagd’échange ADP/ATP (Theriot, J.A.
et al, 1994). Elle permet d’augmenter la vitesse dgmeélisation du bout + en élevant le

taux d'actine G accessible a cette extrémité. Dés,pklle agit comme une protéine

séquestrante lorsque le bout + est occupé parrat&ine dite coiffante.

La thymosine3, a une forte affinité pour les actines G-ATP etoarpeffet de séquestrer les
monomeres et de tamponner la quantité d’actine Ignpisable (Marchand, J.Bet al,
1995).

La polymérisation de l'actine peut aussi étre iaflcée par des protéines agissant directement

sur le filament.

La gelsoline coiffe le filament d’actine en son beuwet favorise ainsi sa dépolymeérisation au
bout - (Pantaloni, Det al, 2001). De plus, la concentration en actine Qrearge et favorise

la polymérisation des filaments non-coiffés (PamalD. et al, 2001).

L’ADF (actin depolymerizing factor)/cofiline se lia I'actine-ADP et lorsqu’elle se lie au
filament, elle diminue le pas de I'hélice d’envirdb% et fragilise les liaisons entre
monomeres (McGough, Aet al, 1998) (figure IB-14). Nous avons ainsi une augtagon

des dissociations des monomeres au bout - (Cavliér., et al, 1997).
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a

Figure IB-14 : Influence de la cofiline sur le pde I'hélice d’'un filament d’actine : (a)
filament d’actine seul et (b) filament d’actine &da cofiline (McGough, A. et al., 1997)

Des toxines fongiques peuvent déstabiliser I'éqrelimonomeére-polymere. La cytochalasine
B et D, des alcaloides de champignon, en s’attaéhan bout du filament d’actine, engendre
une dépolymérisation de I'actine F. La phalloidide,'amanite phalloide, a I'effet opposé
car elle empéche les filaments d'actine de se gépamiser et gele I'assemblage des
monomeres. La phalloidine rendue fluorescente &ertolorer les filaments pour la

microscopie optique a fluorescence car elle néxsegu’a I'actine.

Le cytosquelette d’'actine se compose de faiscetde eéseaux de filaments. Les filaments
assemblés en faisceaux, notamment la ou la memifa@ngaillir ses replis, se prolongent
vers l'intérieur de la cellule, ou ils s’écarteas luns des autres pour se fondre dans le réseau
de filaments. Dans les faisceaux, les filaments$ aocolés parallelement de fagon compacte,
tandis que dans les réseaux les filaments se otpiseuvent & angle droit. Il existe deux
sortes de réseaux d’actine dans la cellule, uratésglimensionnel, plan, réticulé, associé a la
membrane plasmique et, au sein de la cellule, sgarétridimensionnel de filaments d’actine
qui donne un aspect gélatineux au cytosol. Dans tes cas les filaments d’actine sont
maintenus par des protéines de pontage de l'acfinedoivent comporter deux sites de
liaisons a l'actine. Selon la longueur et la fleli® de cette protéine de réticulation, il se
formera un faisceau ou un réseau. Par exempldinitae a, la fimbrine et la fascine forcent
les filaments a s’arranger en faisceau et la spectdystrophine et filamine se rencontrent

dans les réseaux.
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L’actinine a force les filaments d’actine a se placer paraielet mais pas orientés dans la
méme direction et la structure formée est suffisemntache pour permettre aux myosines
d’interagir avec l'actine (Alberts, Bt al, 2002) (figure 1B-15/a).

La fimbrine arrange parallélement les filamentsctifee de facon tres serrée et tous orientés
dans le méme sens (Alberts,@.al, 2002) (figure 1B-15/b).

filaments d'aciine et
o-actining

(a)

faisceau contractile

I'assemblage lache permet
& la myosine Il d'entrer
dans le faisceau

filaments dactine et
fimbring

(b)

50 nm

faisceau paralliéle

l'assemblage serré empéche
fa myosine || d'entrer dans
|& faisceau

Figure IB-15 : Représentation graphique de I'ageneat en faisceaux par I'intermédiaire de

I'actinine a (a) et la fimbrine (b)

La filamine est une protéine qui favorise la forimatde gel réticulé lache ou les filaments

d’actine ont une grande liberté de mouvement (A#hd.et al, 2002) (figure 1B-16).

filamin

A
. 50 nm

(B)

Figure 1B-16 : Liaisons tridimensionnelles de l&fine avec les filaments d’actine (Alberts

et al.,, 2002). (A) Liaison d'un dimere de filamiagec deux filaments d’actine. (B) Vue

d’ensemble du réseau d’actine formé par la préseleclamine.
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Les faisceaux et réseaux d'actine sont arrimésverabrane par des protéines de pontage de
la membrane aux microfilaments qui servent de sauduatre le feuillet membranaire et le
cytosquelette. Quand la membrane se lie a un faisde filaments, elle prend la forme d’un
doigt, quand elle s’arrime a un réseau plan demblats, elle reste plane. L’arrimage
membranaire de I'actine est trés variable : lemnegions les plus simples sont assurées par
des protéines membranaires qui s’attachent diresteaux filaments, mais en général, nous
rencontrons des liaisons plus complexes unissastfilaments d’actine aux protéines

membranaires intrinséques par l'intermédiaire adgimes membranaires.

Ainsi, la cellule a élaboré divers processus pasembler le cytosquelette cortical d’actine.
Par exemple, la membrane des érythrocytes doésatance et sa souplesse au réseau plan
de filaments d’actine qui borde la face interndadmembrane. Le cytosquelette est composé
principalement de spectrine, une longue protéibeetise, qui se retrouve sous forme de
tétrameres. Ces tétrameéres forment un réseau ehlés par un pontage au niveau d'un
complexe de jonction contenant un petit filamemictihe consolidé par la tropomysosine et la
tropomoduline, I'adducine et la protéine de la arddl (figure I1B-17). La spectrine se
retrouve liée a la membrane plasmique par l'intelimiée du couple formé par la protéine
adventice ankyrine et le dimere de bande 3, tratesmod’anions. Le complexe de jonction
est lié a la protéine membranaire intrinseque gifiooine qui se lie directement a la protéine
de la bande 4.1. C’est ainsi que le cytosqueladtéédythrocyte forme une coque fibrillaire

dense sur laquelle la membrane plasmique s’appusager.
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Figure IB-17 : Organisation du cytosquelette caatiérythrocytaire (Lodish, H. et al., 1997
d’'aprés Lux, 1979 et Luna et Hitt, 1992).

3. La myosine

Les filaments d’actine offrent un réseau qui saitia membrane plasmique et structure le
cytosol et par sa polymérisation ils produisent cegaine motilité aux cellules. Cependant,
dans beaucoup de cellules, l'actine n’interviers paule dans les mouvements, il y a une
interaction entre les filaments d’actine et la niges un moteur protéique fonctionnant

comme ATPase.

La myosine est une enzyme mécanochimique qui colipldisation d’ATP avec des
changements de conformation ce qui permettra wssagiient sur le filament d’actine. La
myosine est une ATPase qui est activée par I'actirectivité ATPase de la myosine est

multipliée par 300 dans le complexe myosine-aqgtigaerapport a la myosine seule.
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La myosine est composée de plusieurs protéinest Qe complexe comprenant une ou

plusieurs chaines lourdes et plusieurs chainesdgge

Il existe trois domaines structuraux et fonctiosradns la myosine.

ATP Binding

Neck Domain

‘\\ Regulatory
Light Chain

" -\
Binding Region

Essential

Motor Domain | gichan s Niy

Figure IB-18 : représentation de la téte et du cmula myosine II. En bleu, la chaine lourde
de la téte et du cou; en rouge, la chaine légéssemtielle et en vert, la chaine légere
régulatrice. ATP binding site = site de liaison’ATP et Actin binding region = région de

liaison a l'actine.

Le premier domaine est la téte de la myosine dqueasoteur moléculaire. Il a été montré en
1987,in vitro, que des tétes de myosines isolées sont capabliesrel@éeplacer le filament
d’actine (Toyoshima, Y.Yet al, 1987). Lors de l'identification de la structt8B de la téte
de la myosine (Rayment, ét al, 1993), des domaines morphologiquement différgigsre
IB-18) ont été identifiés : le domaine moteur (Eeta proprement dite) et le domaine
régulateur (aussi appelé le cou). Le domaine maepnésente la partie globulaire de la téte
qui contient l'activité ATPase et le site de liaisa I'actine. Aprés le 780° résidu, le
domaine moteur devient le domaine régulateur quues longue hélicen rigide stabilisée
par I'association non-covalente a deux chainegdggé&ne essentielle et une régulatrice, ou a
la calmoduline. L’action motrice de la téte de lgyosine est un cycle comprenant des
changements de conformation, d’hydrolyse d’ATPeetigison a I'actine. La téte agit comme
un levier sur l'actine. Spudich expliqgue en 1994 ¢tpidomaine de régulation, le cou, agirait
comme un bras de levier en induisant une rotatienviton 60 par rapport au domaine
moteur. Le domaine régulateur détermine la distalecdéplacement du filament d’actine par
sa longueur (Anson, Met al, 1996). En effet, I'insertion et la délétion degle liaison aux
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chaines légéres par mutagenese resultent respeetiveen une augmentation ou une
diminution de la vitesse du déplacement de I'actihgeda, T.Qet al, 1996).

Le dernier domaine est la queue, partie C-termidal&a myosine. Contrairement a la téte de
la myosine qui est fortement conservée dans Iééréiftes myosines, les queues de myosine
sont tres diverses selon leur taille et leur ségadBellers, J.Ret al, 1996 ; Cheney, R.E. et
Mooseker, M.S., 1992). La spécificité des fonctides differentes myosines est influencée
par les variabilités de cette queue. La partier@itgale de la myosine peut contenir des sites
de liaison s’attachant a la membrane ou a d’aujtesues pour former des filaments de

myosine.

Il existe 18 classes de myosines différentes (Befet al, 2001). Les plus connues sont les
myosines |, Il et V. Les myosines | et V, posséddes chaines légéres de calmoduline,
participent aux interactions cytosquelette-membrametamment dans le transport des
vésicules issues des membranes. La myosine & t$e de la myosine V, ne forme pas un
dimére mais un monomere. La myosine Il est le mopeatéique qui assure la contraction

musculaire et la cytokinése. Cette derniere forméilament dont chaque monomeére possede
une chaine légére essentielle et une chaine |éggukatrice. L'activité ATPase de la myosine

est régulée par les chaines légeres réegulatrides gx la présence d’ions calcium ou a la

phosphorylation par la kinase de chaines myosisitpgeres.

L’actine et la myosine Il sont essentielles dansdasion des cellules, la cytokinése, par la
formation d’'un anneau contractile au niveau deldaye équotoriale de la cellule en fin de
mitose. Cet anneau est un faisceau contractildlaiments d’actine et de myosine dont le
diamétre diminue lors de la cytokinese et la cellest étranglée par un sillon de clivage
(figure 1B-19). En désactivant la myosine Il ch&libe Dictyostelium, nous obtenons des
cellules multinucléées puisque seule la cytokingstebloguée (de Lozanne, A. et Spudich,
J.A., 1987 ; Wessels, D. et Soll, D.R., 1990).
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Figure IB-19 : Photographie d’'une cellule lors de tytokinése. En rouge, la myosine Il

concentrée au niveau de I'anneau contractile.

4. La chaine légere régulatrice de la myosine

a) Réqulation de la chaine légére de la myosine

La phosphorylation au niveau Serl9/Thrl8 de larshddgere régulatrice de la myosine I
(Myl ou MLC) a pour but d’activer la myosine Il (Mesavi, R.Set al, 1993). Le site de
phosphorylation le plus important est Serl9 quinmgra la myosine Il d’interagir avec
'actine, de former le complexe d'actinomyosine dtinitier la contraction. La
phosphorylation Serl9/Thrl8 permet 'assemblagélament de myosine (lkebe, Met al,
1988). Donc, la phosphorylation de Myl contréle sauBien I'assemblage de I'appareil
contractile de I'actinomyosine que sa contractidaes expériences génétiques ont également
montré que cette phosphorylation est cruciale peulivision cellulaire (Komatsu, St al.,
2000).

Deux groupes d’enzymes contrdlent la phosphorylatie la chaine Iégére : le premier est
composeé de kinases qui par phosphorylation actiMghit le deuxieme de phosphatases qui

déphosphorylent Myl en inhibant son activité.

Il a été montré que plusieurs kinases peuvent poogler Myl au niveau Serl9/Thrl8 :
MLCK "myosin light chain kinase", ROCK "Rho-kinasePAK "p21l-activated kinase",
cintron-K, ILK "integrin-linked kinase", MRCK "myainic dystrophy protein kinase" et
DAPK "death-associated protein kinase comprenaRKZI(Somlyo, A.P. et Somlyo, A.V.,
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2003 ; Matsumura, Fet al, 2001 ; Shohat, Gat al, 2002 ; Leung, Tet al, 1998 ; Komatsu,
S. et Ikebe, M., 2004). Ces kinases sont réguléeane variété d’autres molécules.

La principale phosphatase MYP (myosin phosphataqsiefiéphosphoryle Myl est composée
de trois sous-unités : une grande sous-unité denvi30kDa MYPT1 (Mgsin Fhosphatase
Targeting subunit )1 une sous-unité catalytique de 38kDa PP1c etpatiée sous-unité de
20kDa M20 (Hartshorne, D.&t al, 2004). La fonction de M20 est encore inconnuésma
MYPTL1 relie la myosine et la sous-unité catalytidqRielc (Alessi, Det al, 1992). MYPT1
contient des motifs ankyrines qui seraient implgjuans la liaison des protéines cibles
(Sedgwick, S.G. et Smerdon, S.J., 1999 ; Hartshinket al, 2004).

Il est important de noter que certains régulatqositifs de la phosphorylation de Myl
permettent aussi cette phosphorylation par intbitie la myosine phosphatase. En effet,
I'activité de MYP est inhibée par la phosphorylatide MYPT au niveau Thr695 par des
kinases telles que ROCK, ZIP kinase, ILK, PAK et &R (Kimura, K. et al, 1996 ; Endo,
A. et al, 2004 ; Kiss, Eet al, 2002 ; Takizawa, Net al, 2002 ; Muranyi, Aet al, 2001). De
plus, ROCK phosphoryle MYPT1 au niveau Thr850 qrrinpet la dissociation de la myosine
de MYP (Velasco, Cet al, 2002).

Les multiples kinases contrélant la chaine légarelad myosine et la phosphatase sont

régulées par une variété de molécules, ce qui mdatcomplexité du systeme comme le

illustré figure 1B-20.
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Figure IB-20 : Complexité de la régulation de laggphorylation de la chaine Iégére de la

myosine./ : activateur;//: inhibiteur. (Matsumura, F., 2005).

b) Régulation de Myl dans la cytokinese

Il existe un grand nombre de molécules pouvantlegga phosphorylation de Myl mais
actuellement seulement quelques candidats peuvéeinpdre a la réegulation de Myl lors de la

division cellulaire.

Quatre enzymes ont été identifiées comme localisgéesiveau de I'anneau contractile :
MLCK, ROCK, citron-K et MYP (Chew, T.Let al, 2002 ; Poperechnaya, At al, 2000 ;
Eda, M.et al, 2001 ; Kosako, Het al, 1999 ; Madaule, Ret al, 1998).

- MLCK a deux isoformes, une longue et une courte, cantde domaine catalytique et le
domaine régulateur Ca2+/calmoduline dans leur @dttiterminale, et dans la partie N-
terminale des modules IgG et des motifs de liaigdractine (Kamm, K.E. et Stull, J.T.,
2001). Il a été remarqué que MLCK se retrouve Iséahu niveau du faisceau de clivage
(Poperechnaya, Aet al, 2000). De plus des analyses ont montré qu'deardnstitution du
faisceau contractile, il y avait un enrichissematMLCK suivi d’'une activation de celle-ci
qui reste durant la cytokinese (Chew, Tdt. al, 2002). Ces observations suggéerent que

MLCK est impliqguée dans l'assemblage de l'anneantrestile et dans sa contraction.
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Cependant il faut préciser que des recherchesajdelde souris mutées pour les isoformes de
MLCK, ont montré que MLCK n’est pas l'unique kinagai active la myosine lors de la

division cellulaire (Somlyo, A.Vet al, 2004).

- ROCK, une "Rho-effector kinase", peut activer la myesihpar inhibition de MYPT1 et
directement en phosphorylant Myl. ROCK et son atéur RhoA, celui-ci connu comme
essentiel dans la cytokinese (Drechsel, @M\al, 1997), sont localisés au niveau du faisceau
contractile (Kosako, Het al, 1999 ; Yonemura, St al, 2004). De plus, la voie RhoA-
ROCK est activée par une RhoGEF (ECT2) (Somers,.\WtGaint, R., 2003 ; Tatsumoto, T.
et al, 1999). Dans diverses especes animales, l'iignibite la RhoGEF induit un blocage de
I'initiation de la cytokinése (Prokopenko, Séd.al, 1999 ; Sonnichsen, Bt al, 2005). Par
contre, dans les cellules de mammifere, linitiatioest pas bloquée mais c'est plutot
I'accomplissement de la cytokinése qui est blogaés(imoto, Tet al, 1999), ce qui suggére
que la cellule de mammifere utilise d'autres atéives que RhoA (Matsumura, F., 2005).

- Cintron-K , une "Rho-effector kinase", a une activité redonelaa ROCK et phosphoryle
Myl aux niveaux Serl9 et Thrl8 (Yamashiroggal, 2003).

- MYP est une phosphatase qui agit sur Myl. Son unité®MY peut étre phosphorylée par
deux kinases, ROCK et Aurora-B qui induiront deec@baniere une inhibition de la myosine

phosphatase et une activation de Myl (Kawanagt\al, 1999 ; Yokoyama, Tet al, 2005).

5. Conclusions

Comme discuté brievement dans ce chapitre, nougopsuemarquer que le cytosquelette est
complexe. Il apparait qu'un grand nombre de moéscibnt partie de ce cytosquelette et
gu'elles sont régulées par encore un plus grandoreate voie de régulation. Ce qui nous
amene a la conclusion que dans ce domaine, ilncare beaucoup de voies de régulation et

d'intervenants protéiques a découvrir.
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PRESENTATION DU SUJET
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Le sujet de cette thése est axé sur la caraciérisde la fonction cellulaire de I'oncoprotéine,
oncTre210p, impliqguée dans différents cancers tmstarcome d’Ewing, pour laquelle peu
d'information était accessible. Cette oncoprotémussédant le domaine catalytiqiieC des
RabGAPs, est fortement similaire a deux protéipgariennes Msb3p et Msb4p. En utilisant
la levure Saccharomyces cerevisiaeomme organisme modele, plus facile a utiliser
expérimentalement, le laboratoire a entrepris lejeprvisant a caractériser la fonction
cellulaire de oncTre210p par analyse comparatigepdeduits protéiques homologues Msb3p

et Msb4p.

C’est dans cette optique que la premiére partigralwail a été de rechercher les interactions
génétiques des produits des gel&B3et MSB4 Afin d'isoler les protéines impliquées dans
les mémes processus cellulaires que Msb3p et Msbdpproche de lisolement de

suppresseurs extragéniques, largement utilisée ldagEnétique levurienne, a été appliquée.
L’isolement de suppresseurs est fondé sur la diorecle phénotypes du mutant levurien
msb3 msb4ar transformation génétique avec une banque d’Ag@hbmique de levure. Les

suppresseurs isolés ont été testés pour les différphénotypes de la levure délétée
simultanément pour les deux genBkSB3 et MSB4 Nous avons ainsi pu isoler des
suppresseurs homologues extragéniques multicopiesays indiguent dans quelles voies
physiologiques les deux protéines levuriennes suoptiquées. Ca qui nous laisse supposer

que I'oncoprotéine oncTre210p pourrait aussi @@iquée dans l'une ou l'autre de ces voies.

Dans la deuxieme partie, la levure n’est plus sé#di comme modele mais comme outil
d’étude. En effet, nous avons recherché les iniere directes de oncTre210p et plus
particulierement de ses deux domaines (« Tre-GAR x Tre-REN-60 ») a l'aide de la
technique double-hybride en levure. Ces expérienmeis permis de cibler les voies
physiologiques dans lesquelles la protéine oncTezkt impliquée (I'apoptose cellulaire, la
transmission de signaux, l'organisation du cytosejtes I'adhérence cellulaire et le trafic
vésiculaire). De plus, nous avons choisi deux paites et vérifié la réalité des interactions

identifiées.

L'entiéreté des résultats nous a permis de mielpterciles fonctions biologiques de

oncTre210p ainsi que de Msb3p et Msb4p.

De plus, chacune de ces parties a fait I'objetedfwurblication.
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ETUDES DES INTERACTIONS
GENETIQUES DE Msb3p ET Msb4p
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A Introduction

Les protéines Msb3p et Msb4p de la levBeecharomyces cerevisiaent des membres de la
famille des protéines « Ypt/Rab-GTPase activatinggin » (Ypt/RabGAP). Ces protéines
sont essentielles dans le trafic vésiculaire et sopliquées dans la régulation de I'exocytose
et dans l'organisation du cytosquelette d’actinaidylleurs rbles biologiques exacts n’ont
jamais été déterminés. La délétion simultanée dgen2sMSB3et MSB4dans la levuré.
cerevisiaeinduit une inhibition de croissance de la levure @ milieu de culture contenant
du DMSO et/ou de la caféine, perturbe I'organisatiol cytosquelette d’actine, produit une
anomalie de bourgeonnement dans la levure dipleidaffecte la ségrégation des noyaux
(Bach, S.et al, 2000 ; Bizimungu, Cet al, 2003). Pour trouver des composants qui
interagissent genétiquement avec les produits dassiISB3 et MSB4 nous avons criblé
une banque génomique pour des suppresseurs horaslogxtragéniques multicopies
restaurant la croissance normale du double mutantienmsb3 msb£n présence de DMSO
et de caféine. Sept genes ont ainsi été idenafeés une seérie de vérifications. De plus ces
suppresseurs ont été testés pour les correctionsaukees phénotypes du double mutant

levurienmsb3 msb4
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II. Isolement des suppresseurs homologues extragéniques

multicopies

1. Criblage de la bangue génomique pour des suppresseulticopies

Le double mutanimsb3 msb4diploide (souche FyBLT3-YN), montre une inhibitiate
croissance en présence de DMSO et caféine (Baah, 2000, Bizimungtet al, 2003). La
sensibilité a la caféine est souvent associéedetaut au niveau de la voie des MAP kinases
(Hampsey, 1997). L'effet biologigue du DMSO danddeaure n’est pas encore clair, mais
serait impliqué dans le clivage de la cellule mem deux cellules filles chez
Schizosaccharomyces pomligBoloni et Simanis, 2002), faciliterait la biodyase des
phospholipides et la prolifération de la membraekutaire chezS. cerevisiadMurataet al,
2003). Afin d’identifier les protéines qui interagent génétiguement avec Msb3p et Msbh4p,
la souche FyBLT3-YN a d’abord été transformée ddéad’'une banque génomique
multicopie deS. cerevisiae/NL2b ou MSB3et MSB4sont délétés. Une premiére sélection
des souches transformées a été réalisée sur wgurdei culture minimum complémenté avec
les éléments requis pour un développement spéeifides cellules URA3ayant donc

incorporé un plasmide.

Le criblage a été ensuite entrepris par I'étalenttumd minimum d’environ 100 000 clones
URA3" sur un milieu riche YPD contenant simultanémentDdiSO (4%) et de la caféine
(10mM) de maniere a augmenter le pouvoir de sélectfin de diminuer I'apparition de
résistance naturelle due a des mutations spontahéssclones positifs résistants ont été
repiqués sur milieu de sélection afin d’'identifiarprésence du plasmide. Les plasmides ont
alors été récupérés et transformés de nouveau ldadsuble mutant pour retester les
phénotypes de résistance en présence de caféide DPMSO. Seuls 25 clones ont présenté
une forte correction des deux phénotypes de crissa

Etant donné que dans deux clones (S8 et S18),gknes sont présents simultanément sur le
méme fragment d'ADN, des expériences de sous-atoaagété réalisées pour identifier les

genes responsables de la suppression d'inhibiteorrdissance sur milieu contenant de la
caféine et du DMSO (tableau EIG-1).
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Clone Geéne Sous-clonage Amorces
Taille ORF
S8 VPS35 3066 pb 1-2301 VPS35-3'/
(2900 pb) YEP356-5'
FBP26 1359 pb 1760-2900 FBP26-5' /
YEP356-3'
S18 COX6 447 pb 1-1233 COX6-3'/
(2310 pb) YEP356-5'
cic1l 1131 pb 968-2310 CIC1-3'/ YEP356-
3

Tableau EIG-1 : Les sous-clonages réalisés surclepes S8 et S18. La colonne «sous-

clonage» correspond a la position des sous-cloaesapport a I'insert de départ.

Le sous-clonage des deux clones S8 et S18 (figi@ 1l indique que seuVPS35est
responsable de la suppression d’inhibition de sasise pour le clone S8 @tC1 (YHRO52wy

pour le clone S18.
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Figure EIG-1 : Tests de croissance des sous-clanager les candidats S8(a gauche) et S18

(a droite) en présence de DMSO et caféine.
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Sept inserts indépendants ont été identifiés apoes-clonage et séquencage. Les ORFs

identifiées sont reprises dans le tableau suivant.

Classe Nom du clone Nom du gene Catégorie fonctiosite
1 S6 SEC7 Transport vésiculaire
S8 VPS35
S22 USO1
2 S3 SAP155 Cycle cellulaire
3 S24 SSZ1 HSP70 chaperon moléculaire
4 S18 CiC1 Protéasome
5 S9 25S ARNr ARN ribosomial

Tableau EIG-2 :Génes en copies multiples supprimant I'inhibiti@natoissance sur DMSO
et caféine du double mutamisb3 msh4

La figure de la page suivante illustre les testénpliypiques de croissance en présence de

DMSO et caféine pour les souches transforméesgsar Isuppresseurs. Comme controles,

nous avons utilisé la souche diploide sauvage (A@let la souche doublement mutée

(FyBLT3-YN). Nous avons aussi utilisé comme corgrdégatif le double mutant transformé

par le vecteur multicopie YEp356 et par le plasmiathétisant oncTre210p (pYX-

oncTre210); et comme contrdle positif le mutantrempnt Msb4p (pYX-MSB4).
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Figure EIG-2 : Tests de croissance des 7 candidafgpresseurs levuriens en présence de

DMSO et caféine.
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III. Observation des corrections des autres phénotypes associés a la

double mutation

1. Introduction

Comme précédemment cité, d’autres phénotypes &mntilla double mutation. En effet, la
souche diploide FyBLT3-YN observée sous microscopeprésente plus des cellules de
forme ellipsoidale (caractéristique des cellulededeire développant un axe de polarisation
de la croissance) avec maximum un bourgeon. De pkite souche montre un défaut de

ségrégation du noyau lors de la mitose et une gasmation de cytosquelette d’actine.

La correction de ces difféerents phénotypes liéa délétion simultanée ddSB3et MSB4a

éte vérifiee pour chaque suppresseur isolé.

Enfin, un phénotype lié a I'inactivation seule BkSB3 a savoir la sensibilité au cadmium

présent dans le milieu de culture, a été testé lesutifférents suppresseurs multicopies.

2. Morphologie des cellules et organisation du noyau

La morphologie des cellules diploides FyBLT3 au reodle la phase de croissance
exponentielle montre des cellules ellipsoidalesgméant en majorité un seul bourgeon. Par
contre, les cellules diploides mutéesMBB3et MSB4 (FyBLT3-YN) ainsi que ces cellules
contenant le vecteur YEp356, arborent plusieursdemns et ont une forme plus ronde et
moins réguliere que les cellules sauvages. Nousgmsuvoir que Msb4p complémente bien
la double mutation en rétablissant la morphologievage. Lors de I'observation de la souche
FyBLT3-YN exprimant les différents suppresseursléso une correction parfaite de la
morphologie de la levure a été remarquée (figu@-E)l.

La visualisation des cellules sauvages, par maeguwag DAPI, nous montre une bonne
ségrégation des noyaux lors de la mitose : unrsmydu par cellule, une bonne migration vers
le site de bourgeonnement et a la fin de la mitose bonne séparation afin de donner un
noyau aux deux cellules filles apres cytokinésda Geest pas le cas pour le double mutant ou

nous observons un phénomene d’endomitose. Commelgauorphologie, une correction
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parfaite du défaut est observée suite a I'exprassiogéneMSB4et des génes suppresseurs
(figure EIG-3).

FyBLT3 FyBLT3-YN FyBLT3-YN + pYX-oncTre210

FyBLT3-YN + YEp356 FyBLT3-YN + pYX-MSB4 FyBLT3-YN + YEp-S3 (SAP155)

FyBLT3-YN + YEp-S6 (SEC7) FyBLT3-YN + YEp-S8 (VPS35) FyBLT3-YN + YEp-S9 (255 ARNI)

FyBLT3-YN +YEp-518 (CICT) FyBLT3-YN + YEp-522 (USQ1) FyBLT3-YN + YEp-524 (55Z1)

Figure EIG-3 : Observation de la morphologie dedutes et de I'organisation du noyau
(marquage DAPI)

3. Organisation du cytosquelette d’actine

Afin d’observer I'organisation du cytosquelette ctiae, I'actine des levures a été marquée et
observée au microscope a fluorescence. La figurta gege suivante montre les résultats
obtenus.

Pour la souche sauvage FyBLT3, I'actine se coneenimiveau de I'’émergence du bourgeon,

au sein des bourgeons de petite et moyenne taiiesfilaments d’actine orientés vers le
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bourgeon. A linverse, la souche diploide FyBLT3-Y{hutant msb3 msby et celle
transformée par le vecteur YEp356 présentent ufeecaésation de I'actine, le déséquilibre

entre cellule mére et bourgeon n’est plus observé.

Les levures doublement mutées qui expriment lepregpeurs présentent une organisation du

cytosquelette d’actine comparable a celle de lals®gauvage.

FyBLT3-YN

FyBLT3-YN + YEp-59 (255 ARNr) FyBLT3-YN + YEp-518 (CICT)

FyBLT3-YN + YEp-522 (USOT) FyBLT3-YN + YEp-524 (5527)

Figure EIG-4 : Observation de l'organisation du cgtiuelette d’actine (marquage

phalloidine)
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4. Sensibilité au cadmium

Les phénotypes mentionnés précédemment sont obtes\seulement qualMSB3et MSB4
sont délétés simultanément. Jusqu’a maintenang n@wons pas été capable de dissocier les
rébles de ces deux genes levuriens, que ce soitivaawn des phénotypes associés au

cytosquelette d’actine, du cycle cellulaire et’dgdcytose.

Lors d’expérience a grande échelle de recherchg@hdgmotypes associés a des délétants
levuriens, il a été montré que la croissance dlemare haploide mutée éiSB3est inhibée

en présence de cadmium (Bianehal, 2001).

Dans une premiere étape, les différentes souclpdsidis disponibles au laboratoire ont été
testées sur milieu contenant du cadmium : il s’dgitFyBLT3 (la souche sauvage diploide),
FyBLT3-Y (mutantmsb4, FyBLT3-N (mutantmsb3 et FyBLT3-YN (double mutantsb3
msb4. Dans la figure EIG-5/A, les résultats ont méngue les observations faites par
Bianchi et al. étaient aussi valables pour nos souches diploldess voyons donc que
I'inhibition de croissance sur cadmium requierséle mutation du gendSB3 Le produit
du génaeViSB4ne peut complémenter la délétionM8B3en présence de cadmium. Ceci fait

penser qu®ISB3aurait un role supplémentaire.

La seconde étape a été de vérifier si les suppnessmlés corrigent le phénotype liM&B3
Comme le montre la figure EIG-5/B, aucune correcti® I'inhibition de croissance n’est
observée. Ce qui renforce l'idée gMESB3 pourrait aussi agir au sein d'une autre voie

cellulaire.
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1V. Présentation des suppresseurs

1. Classe : Trafic vésiculaire (3 candidats)

Dans cette classe, trois suppresseurs indépenglavisnant des clones S6, S8 et S22 ont été
isolés. Sur la figure suivante, les cartes straddgr des séquences des trois candidats
levuriens suppresseurs sont illustrées. Nous pauveoir que les genes impliqués dans la
suppression solBEC7 VPS35 etUSOL1

o Y e
A . Chromosome IV (cosmid 9489) .

Chromosome X (cosmids 7,31) |

B ] 21
s S
[ T |

Chromosome IV ORF YDLO58w

‘ ) o 554 o
[ Chremosome IV ORF YDLO57w

Figure EIG-6 : Cartes structurales des séquencestdus suppresseurs de la classe trafic
vésiculaire. A : clone S6 (Sec7); B : clone S8 @Rt C : clone S22 (USO1). lllustré en
vert : I'insert; en rouge, jaune ou gris : les ORFER blanc : la séquence située par rapport

au chromosome et en encadré couleur, les inseus-slonés.
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Le produit du gen&SECT une ArfGEF (Arf Guanine nucleotide Exchange Fgctmue un
réle dans le trafic vésiculaire en interagissamicayptlp, une YptGTPase, entre le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi ainsi que dangansport intra-Golgi (Bacoet al,
1989). De plus, dans un mut&3EC7 le transport protéique au sein de I'appareil dégGest
bloqué (Franzusoff et Schekman, 1989). Sec7p jouedle central dans la régulation des
transitions nécessaires a la biogenése et a laatiatudu Golgi levurien (Deitet al, 2000).

Vps35p est une protéine membranaire impliquée arscrutement et la sortie de protéines
cargos spécifiques du compartiment prévacuolaifie iBtervient dans le contréle de la

localisation et du recrutement intracellulaire digsjgurs protéines comme Vps10p qui est un
récepteur de sortie pour des hydrolases vacuolsiebles (Seamaet al, 1997 ; Seamaet

al., 1998). En effet, il a été démontré que cinq é@nmas membranaires (Vps35p, Vps29p,
Vps26p, Vps5p et Vpsl7p) s'assemblent au nivealadeembrane de I'endosome pour
former un complexe multimérique, dit rétromeére (fig EIG-7). Ce complexe membranaire
récupere directement et sélectivement les molécalggs vesiculaires de 'endosome vers le
Golgi. Ce rétromére se subdivise en deux sous-@mapl: un sous-complexe avec les
protéines Vps35p, Vps29p, Vps26p qui sont impliguéans le recrutement et la sortie de
protéines cargos spécifiqgues au niveau du compamtimprévacuolaire et un sous-complexe
avec les protéines Vps5p et Vpsl7p qui jouent ue sfructural dans la formation et le

bourgeonnement des vésicules (Seastal, 1998).

[ |
Cargo selection —» Vesicle budding — Vesicle docking/fusion o

(Vps10p, Kex2p, etc.) /—b
Vps5p/Vps17p subcomplex % @
(Self ussembly activity
drives vesicle budding.) @ @

Vps35p/Vps26p/Vps29p subcomplex
(May bind cytoplasmic tails 2] ves3sp
via aromatic retrieval motifs.)
< Vps26p D Vps17p
Vps10p

Q@ Vps29p D VpsSp

A Prevacuolar endosome Late-Golgi E]/_: 521 w
/’w

Figure EIG-7 : (A) Modele schématique du mécanisteela formation des vésicules (B)
Schéma des deux sous-complexes du rétromere stdaserau niveau de la membrane de

'endosome (emprunté a Seaman et al., 1998).
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Usolp est nécessaire dans le ciblage et la fusem wésicules dérivées du réticulum
endoplasmique avec la membrane de l'appareil dgiGdans lequel Yptlp joue un réle
(Sappersteiret al, 1996). Usolp active le v-SNARE permettant adfesformer le complexe
v-SNARE/t-SNARE (Sapperstest al, 1996).

2. Classe : Cycle cellulaire (1 candidat)

Le clone S3 a été identifié comme étant le g&gAP155qui code une protéine impliquée dans

le cycle cellulaire (figure EIG-8).

Chromosome VI

3000

Figure EIG-8 : Carte structurale de la séquenceussiu candidat levurien suppresseur
SAP155. lllustré en vert: l'insert; en rouge : RP et en blanc : la séquence située par

rapport au chromosome

Sapl55p est une phosphoprotéine de la famille ddé%s §St4p-Associated mteins), des
protéines de haut poids moléculaire qui s'assopieygiqguement avec Sit4p au cours du cycle
cellulaire. La protéine Sit4p, sous-unité catalyiqd'une protéine phosphatase 8e
cerevisiag va intervenir dans l'exécution du point START (#m de phase G1) et la
progression au cours de la phase S du cycle aedu(&uttonet al, 1991). Sit4p est
nécessaire pour les fonctions biologiques de PKdipla Torre-Ruizet al, 2002), une
protéine kinase C impliquée dans le bourgeonnentermirogression du cycle cellulaire, la

régulation du métabolisme des parois cellulaird®ajanisation du cytosquelette.

Différentes observations montrent que les protel®A®s fonctionnent positivement et de

facon interdépendante avec Sitdp. En effet, chaale® protéines SAPs surexprimées
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supprime le phénotype thermosensible du musétdtet I'inactivation des geneSAPsou

SIT4 dans les cellules engendre un phénotype |étal otaux de croissance lent avec un
retard en phase G1. Ces différentes données suggknec que les protéines SAPs sont non
fonctionnelles en l'absence de Sit4p et inverseméd protéines SAPs sont donc soit des

activateurs positifs de la phosphatase Sit4p desiteffecteurs de Sit4p (Lukéal, 1996).

De plus, le gen8AP155a été identifié comme étant le seul g&#dPa pouvoir conférer une
résistance a la zymocine, un inhibiteur qui blokpsecellules en phase G1 du cycle cellulaire

antérieurement au bourgeonnement et a la réplicdgd’ADN (Jablonowskét al, 2001).

3. Classe : Chaperon moléculaire (1 candidat)

Dans cette classe, Le clone S24 a été identifié nbmmétant le geneSSZ1 (ou
HSP70/YHRO064aui code pour un chaperon moléculaire (figure B)G

Chromosome Vil (cosmid 8025)

L4
[ G pe——
1 251
[ HRO64C sume s procs
1 134
DYHRGM( FUTH + partial ey

1 1719

Figure EIG-9 : Carte structurale de la séquence chndidat levurien suppresseur S24.
lllustré en vert : l'insert; en rouge : 'ORF; erajne : les UTRs et en blanc : la séquence

située par rapport au chromosome
Ssz1p, chaperon moléculaire, est un membre demidldaHSP70 des Heat Shock Proteins

montrant une activité ATPase (Hundley et al., 2002)s chaperons moléculaires sont

impliqués dans plusieurs processus cellulaires itapts de repliement de la chaine
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polypeptidique en cours de synthése, de transtotdts protéines au travers des membranes,
d'assemblage et désassemblage de complexes ajrddatéon des protéines (Hartl, 1996).

Ssz1p a été identifié comme étant un régulateutippde Pdrlp, facteur transcriptionnel qui
contrble et régule I'expression des geRER5 et YOR] appartenant a la superfamille des
ABC (ATP-Binding Cassette) codant des facteurs dsistance a différentes drogues
(Hallstromet al, 1998).

Ssz1p forme un complexe stable avec Zuolp, protiria famille des HSP40. Ce complexe
est associé aux ribosomes via la sous-unité zudera protéine Zuolp. Ce complexe RAC
(Ribosome-Asociated _@mplex) stimule la translocation dans les mitochi@sd d'une
protéine précurseur mitochondriale liee au ribosohes deux protéines Sszlp et Zuolp
constituent ainsi une nouvelle paire fonctionnalke chaperons partenaires Hsp70:Hsp40
(Michimoto et al, 2000 ; Gautsclet al, 2001). Hsp40 fixe les protéines déployées etidd
I'activité ATPase de Hsp70 (Hundleyal, 2002).

4. Classe : Protéasome (1 candidat)

Dans cette classe, le clone S18 a été identificre@mtant le gén€IC1 (ou YHRO52W qui

code pour un protéine impliquée dans le protéaqfimee EIG-10).

1 2310

a1zae sy
Chromosome VIl (cosmid 8179) ]

Figure EIG-10 : Carte structurale de la séquence aindidat levurien suppresseur S18.
lllustré en vert : I'insert; en rouge et jaune :sI®ORFs; en blanc : la séquence située par

rapport au chromosome et en encadré couleur, lesrta sous-clonés.
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Ciclp (Qre-Interacting @mponent) est une protéine localisée dans le nelagsociée avec
le protéasome 26S (Jagrral, 2001). Ce protéasome 26S (complexe protéiqua4MDa),

qui a la capacité de dégrader les protéines pajyitinylées, est essentiel pour assurer les
fonctions vitales de la cellule, notamment la rapan de I'ADN, lI'apoptose, I'endocytose et
la régulation du cycle cellulaire (Hershko A. ete€hanover A., 1998 ; Schwartz A.L. et
Ciechanover A., 1999).

Ciclp est impliquée dans la dégradation de deuxées F-box, Cdcdp et Grrlp, qui
permettent l'interaction entre les protéines quiveltt étre dégradées et la machinerie
d'ubiquitination. Ces protéines Cdc4p et Grrlp stes composants instables du complexe
SCF (Skplp — Cullin — F-box protein) qui sont raoigent dégradés vivo via le systeme
protéasome ubiquitine-dépendante durant le cydlelaee (Li et Johnston, 1997 ; Kislet

al., 1998 ; Zhou P. et Howley P., 1998 ; Galan JeMPeter M., 1999 ; Mathiag al, 1999).

D'apres ces différentes observations, il a étéliégaie Ciclp jouerait un rbéle d'adaptateur
entre le complexe SCF et le protéasome 26S (ddger2001). La fonction d'un adaptateur
peut résider dans la garantie d'une dégradatianettnapide d'un certain nombre de protéines
régulatrices en dehors de la multitude de substmdbéquitinylés, lesquels, plus
particulierement sous des conditions de stresadat la machinerie protéolytique

5. Classe : ARN ribosimal (1 candidat)

Dans cette classe, le clone S9 a été identifié codtant les ARNSs ribosomiaux 25S rRNA et
26S rRNA (figure EIG-11).
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. 3614
(I 31462 35075 _wm

Chromosome XlI (cosmid 9634)

Chromosome XlI (cosmid 9634)

Figure EIG-11 : Carte structurale de la séquence ahndidat levurien suppresseur S9.
lllustré en vert : I'insert; en rouge : les ARNsast blanc : la séquence située par rapport au

chromosome

Le ribosome est un complexe composé de molécufdRNl’et de plus de 50 protéines, toutes
réparties en un gros (60S) et un petit élément)(4D&s notre cas, ’ARNr 25S fait partie du
gros €lément avec les ARNr 5,8S et 5S. Tandis,'guNr 18S est présent dans le petit
élément 40S. Les ARNr 25S, 5,8S et 18S sont preduitsein du nucléole a partir d'un méme
transcrit appelé transcrit primaire pré-ARNr 35S6(&b) grace a 'ARN polymérase |I.
L’ARNr 5S est formé par I'ARN polymérase |l dares hucléoplasme entourant le nucléole.
Cet ARNr migrera ensuite dans le nucléole pour &aria gros élément ribosomial avec les
ARNr 25S et 5,8S.

De plus, il a été découvert que le brin anti-seas’ADN ribosomal 25S de la levure
Saccharomyces cerevisiagode une petite protéine mitochondriale de 124 (Barlp,
Transcript _Adtisense to_Rosomal RNA) dont la surexpression corrige lesadéf de
respiration d’'une souche portant une mutation diengéne codant ’ARN polymérase
mitochondriale (Coelho et al., 2002).
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V.  Conclusions

Afin d’identifier des composants qui interagissgahétiguement avec les produits des genes
MSB3 et MSB4 dont les rdles biologiques exacts n’ont jamais d&terminés, nous avons
criblé une banque génomique pour des suppressemslégues extragéniques multicopies
restaurant la croissance normale du double mutantienmsb3 msb£n présence de DMSO
et de caféine. Sept genes suppresseurs, corrigeast les autres phénotypes du double
mutant levuriermsb3 msb4ont ainsi été identifiés. Ces 7 suppresseurs pewdten classés
pour la fonction biologique de leurs produits enclasses : transport vésiculaire, cycle
cellulaire, chaperon moléculaire, protéasome et AiRbsomial.

Notre étude a aussi montré que les 7 suppressaligs compenseraient la délétionMisB4

en présence de DMSO et caféine. En effet, il an&étré que les suppresseurs n'avaient
aucun effet sur un défaut de croissance sur cadroanactéristique des mutantssb3 De
plus, le produit du gén®ISB3aurait un rdle supplémentaire de celuiM8B4 étant donné
que ce dernier ne peut complémenter le mutastt3lors de I'inhibition de croissance sur
milieu contenant du cadmium. Ceci pourrait constitune nouvelle approche afin d'étudier

les actions cellulaires de chacune de ces deugipest
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ETUDE DES PARTENAIRES
PROTEIQUES DE oncTre210p
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A Introduction

Pour I'étude des partenaires interagissant avee lau I'autre des deux parties de la protéine
de fusion oncTre210p, nous avons utilisé le systdmele-hybride en levure. Le systéme
double-hybride, élaboré initialement par FieldSehg en 1989, est une méthode de clonage
par interactiorin vivo chez la levures. cerevisiaeEn bref, ce systéme offre la possibilité de
déterminer I'interaction entre deux protéines (ambdroie) et, en parallele, de cloner le géne
codant la protéine partenaire. Depuis, de hombsevmseantes du systeme double-hybride ont
vu le jour mais dans notre étude, seul le systenndéaire classique utilisant le facteur de
transcription levurien Gal4p fut utilisé et celandde cadre de deux approches différentes.

La premiere que nous avons utilisée, est basédesprotocole mis au point au sein du
laboratoire de J.C. Jauniaux (Heidelberg, DKFZeAlagne) inspiré des recommandations de
la firme BD Clontech et amélioré a I'Unité de Bigie animale et microbienne (FUSAGKX).
Dans cette premiére phase de recherche, les paetedas parties Tre-GAP et Tre-REN-60
de I'oncoprotéine ont été étudiées a partir de bas@l’ADNCc issues de cellules HelLa et du

muscle squelettique d’origine humaine.

Ensuite, la deuxiéme approche, pratiquée au seilalthratoire de M. Vidal (Dana-Farber
Cancer Institute de Boston-USA) dans le cadre daareographie des interactions protéiques
chezC. elegansa été mise au point par Christopher M. Armstr@igjing Li et Marc Vidal.
Cette technique a été mise en ceuvre lors de moars&@j sein de I'équipe de Marc Vidal a
Boston. Pendant ces quelques semaines, les basgjyastes ont été testées avec les deux
parties d’'oncTre210p comme appat : banques d’ADNd'@RF deC. elegans banques

d’ADNc d’embryons de souris, de cellules HelLa efale humain.
Cette partie présente les différentes étapes deida en ceuvre de la technique du double-

hybride, depuis le criblage de banques avec lex gaunties du genencTre210jusqu’a

I'identification et vérification des interactiongsi partenaires de oncTre210p.
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II.  Recherche des partenaires potentiels des domaines Tre-GAP et
Tre-REN-60 de oncTre210p avec les différentes banques d’ADNc

selon la premiere approche

1. Principe de I'approche

La recherche des partenaires protéiques provenamt tissu humain sain et malade
susceptibles d'interagir avec oncTre210p ou unesds parties, a été effectuée par
conjugaison de la souche Y187, contenant soit pGBP- ou pGBT-RENG60, avec la souche
AH109 intégrant d’'une part la banque d’ADNc de neisguelettique humain et d’autre part

celle d’ADNCc de cellules HelLa.
Les cellules diploides obtenues contiennent leegeaspporteurMEL1, ADE2 etHIS3 ainsi
que les vecteurs appat et proie contenant respentint les marqueurs de sélectidRP1 et

LEU2

2. Efficacité de conjugaison et nombre total de cebutriblées

Le calcul de I'efficacité de la conjugaison et cambre de cellules testées lors des différents
criblages donne de tres bonnes valeurs (tableadllERbhe efficacité de conjugaison de 2%
et un nombre de cellules criblées de 5.§6nt considérés comme acceptables selon les
recommandations de la firme BD Clontech.

Appat Proie (Banque Nombre total de Efficacité de
d'ADNCc) cellules testées conjugaison
GAP Lignée Cellulaire HeLa 12,9 .10 6,13%
GAP Muscle squelettique 18 .%0 10%
REN-60 Lignée Cellulaire HeLa 24 .10 25%

Tableau EPP-1 : Résultats du test d’efficacité dejugaison et calcul du nombre de cellules

criblées
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3. Nombre de clones positifs aprés criblage

Apres les sélections successives pour les troisggapporteurs de I'interactiodIS3 ADE?2

et MEL1), 32 clones ont été obtenus pour le criblage déaaque d’ADNc du muscle
squelettique avec la partie Tre-REN-60 de oncTrp2®0clones pour le criblage de cette
méme banque mais avec la partie Tre-GAP de l'omtépre et 1 clone présentant une
possible interaction entre la partie Tre-GAP et pnetéine provenant d'une banque de la

lignée cellulaire HelLa (figure EPP-1).

AH109 Mata Y187 Mat o AH109 Mat a Y187 Mat o

CONJUGAISON

Cellules
Hela

SELECTION DES CANDIDATS

"CRIBLAGE"
28 clones Ade+ 6 clones Ade+ 2 clones Ade+
35 clones His+ 3 clones His+ 12 clones His+
SELECTION CROISEE
22 clones Ade+ et His+ 6 clones Ade+ et His+ 2 clones Ade+ et His+
22 clones His+ et Ade+ 3 clones His+ et Ade+ 12 clones His+ et Ade+
DETECTION DE L'ACTIVITE
a-galactosidase
|32 clones Ade+, His+ et agal+| | 1 clone Ade+, His+ et agal+ |

| 9 clones Ade+, His+ et agal+ |

Figure EPP-1 : Evolution des sélections successlioes des criblages selon la premiére
approche double-hybride en levure
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4. Elimination des partenaires pouvant activer seués tkanscription des geénes

rapporteurs

Cette étape permet de supprimer des facteurs @gppabtux seuls d’induire la transcription
des génes rapporteurs sans qu'il y ait eu intena&ntre I'appat et la proie, donnant ainsi des

faux positifs.

La premiére étape a été d'isoler le plasmide pdaechacun des clones positifs, issu des
différents criblages, par transformation bactéreemvec I’ADN total et par sélection des
bactéries ayant incorporé le plasmide en amplifiargert par PCR avec les amorces pGAD
GH5’ et pGAD GH3'’ pour la banque issue de celliet a et les oligonucléotides OlIACT?2

et 3AD pour la banque issue du muscle squelettique.
La deuxieme a été d’incorporer le plasmide darsvare Y187 et enfin de faire croitre ces
levures sur un milieu contenant duoXgal pour observer si la protéine exprimée est ldapa

a elle seule, d’activer le gene rapporteur corredpot.

Nous avons remarqué que seuls 2 clones prenneotilaur bleue caractéristique d’activation

du géne rapporteur. Ces 2 clones ont été élimiaéslpa suite du travail.

5. Identification des partenaires protéigues potestiel

Premierement, les inserts ont été amplifiés par BGRADN total extrait des clones positifs
en utilisant les oligonucléotides pGAD GH5’ et pGAIM3’ pour la banque de cellules HelLa
et les amorces OlIACT2 et 3AD pour la banque deahusquelettique. Ensuite, les inserts
ont été purifiés par extraction sur gel d’agaroseomet été séquencés avec les deux

oligonucléotides utilisés lors de I'amplificatioe tinsert.

L’analyse des séquences a montré que la partie @Asente 1 et 3 partenaires potentiels
indépendants provenant respectivement des banqgaeeseliules HelLa et du muscle
squelettique. La partie REN-60 interagirait ave@aftenaires potentiels indépendants dont 2
sont des séquences inconnues en daté liltet 2005 et une séquence du chromosome 3 est

non annotées. Ces différents partenaires sontmigsselans le tableau EPP-2. Sur base de
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banques de données, comme celle du site intevmet.incyte.comou il est possible de

préciser les fonctions potentielles des protéidentifiées lors de ce travail.

Proie Origine Appat  Fonction

Ubiquitously-expressed Hela GAP Protéine liée au cytosquelette d’actine
transcript (UXT)

Chaine légére de la myosine IMuscle GAP Protéine impliquée dans I'organisation du

(Myl2) squelettique cytosquelette.

Activating transcription factor 5 Muscle GAP Protéine qui régule le cycle cellulaire

(ATF5) squelettique

CD74 antigen Muscle GAP Protéine intervenant dans le transport de
squelettique protéine dans la cellule, jouant alors un

réle dans la croissance et la maintenance

cellulaire
Créatine kinase (CKM) Muscle REN-60 Enzyme qui catalyse de la conversion de
squelettique la créatine en phosphocréatine, impliquant

la conversion de l'adénosine triphosphate

(ATP) en adénosine diphosphate

FLJ44603 fis Muscle REN-60 Protéine fortement similaire au Delta3,5-
squelettique delta2,4-dienoyl-CoA isomerase, dans la

mitochondrie

Sodium channel beta-2 subuniMuscle REN-60 Protéine importante dans I'assemblage,
precurso(SCN2B) squelettique I'expression et la modulation

fonctionnelle du complexe du canal a

sodium
Cytochrome c oxydaseMuscle REN-60  Protéine pour la biosynthése du noyau
assembly protein (COX10) squelettique héme A (farnésyltransférase)
Récepteur nucléaire de la sousvluscle REN-60  Co-répresseur transcriptionnel qui régule
famille 1, groupe D, membrelsquelettique le métabolisme des lipoprotéines
(NR1D1)
AMP-activated protein kinaseMuscle REN-60 Protéine importante dans ’homéostasie de
gamma subunit (PRKAG3) squelettique I'énergie via le stockage du glucose et du
glycogéne
Troponine C slow (TNNC1) Muscle REN-60 Protéine impliqguée dans la régulation de la
squelettique contraction du muscle squelettique
Mortality factor 4 like 1 Muscle REN-60 Facteur de transcription impliqué dans le
(MORF4L1) squelettique vieillissement cellulaire et la sénescence

Tableau EPP-2 : tableau récapitulatif des résultattenus avec la premiére approche du
double-hybride. Séquences décrites au 01/07/2005.
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III. Recherche des partenaires potentiels des parties GAP et REN-
60 de oncTre2l10p avec les différentes banques d’ADNc selon Ia

seconde approche

1. Principe de 'approche

La recherche des partenaires protéiques des detiespae I'oncoprotéine oncTre210p
provenant de différents tissus humains (foie, tedliHelLa), de tissu d’embryon de souris et
de l'organisme model€. elegans(banque d’ORF et d’ADNc), a été effectuée par co-
transformation de la levure MaV203 par les plassiglgprimant les protéines appat et proie.
Les cellules MaV203 ainsi obtenues contiennengéases rapporteutd|S3 URA3 et LacZ
ainsi que les vecteurs appat et proie contenapiectisement les marqueurs de sélection
LEU2 et TRP1

2. Efficacité de la transformation de la levure avadhnque

Les cellules transformées avec la banque sontpesdses par ajout d’eau stérile dans un
volume total de 7,2 ml pour les criblages avecligjues d’ADNc et dans un volume de 0,9
ml pour la banque d’ORF de. elegans Les solutions sont étalées par volume de | 8Gur
boites de Petri contenant le milieu 3-AT. Lesceftités de transformation sont décrites dans
le tableau EPP-3.

Appat Proie (Banque d'ADN) Total de cellules criblés
GAP C. elegans (ADN) 5,59 .%0
REN-60 C. elegans (ADNCc) 4,71 .°10
GAP C. elegans (ORF) 2,64 .10
REN-60 C. elegans (ORF) 1,8 .41 1,14 . 10
GAP Foie 9,12 .10
REN-60 Foie 7,8.10
GAP Lignée Cellulaire HeLa 2,64 .716t9,6 . 10
REN-60 Lignée Cellulaire HeLa 1,7 .71€:¢8,9.10
GAP Embryon de souris 6,24 .”10
REN-60 Embryon de souris 1,5 .°10

Tableau EPP-3

banques d’ADNCc et 4g pour les banques d’ORF.
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Dans certains cas, comme le montre le tableau ERB-Gue la premiéere transformation n'a

pas donné un bon rendement, une deuxieme trangfomaaété entreprise.

3. Nombre de clones positifs

Apres les sélections successives pour les troisgg@apporteurs de I'interactiodIS3 URA3
etLac2), 10 et O clones ont été obtenus respectivemantipariblage des banques d’ADNc
et d'ORF deC.elegansavec la partie Tre-GAP de oncTre210p, 7 et 4 dqur le criblage

de ces méme banques mais avec la partie Tre-REd-806ncoprotéine (figure EPP-2).

eeg
' RF

CO-TRANSFORMATION \/ \/ \/ \/
SELECTION DES CANDIDATS
"CRIBLAGE"

58 clones His+ 61 clones His+ 15 clones His+ 8 clones His+
DETECTION DE L'ACTIVITE
a-galactosidase et sur 5SFOA
10 clones His+, 5FOA et Bgal+| | 4 clones His+, 5FOA et Bgal+ I
I 7 clones His+, 5FOA et Bgal+ | | 0 clones His+, 5FOA et Bgal+ |

Figure EPP-2 : Evolution des sélections successioes des criblages des banques de C.
elegans. Remarque : les détections de [I'activitgalactosidase et sur 5FOA se sont

déroulées en paralléle.

De méme, 17 et 31 clones ont été obtenus respedivepour le criblage des banques
humaines d’ADNc de foie et de la lignée cellulalleLa avec la partie Tre-GAP de
oncTre210p, 15 et 28 clones par le criblage demo&wmes banques mais avec la partie Tre-
REN-60 de I'oncoprotéine (figure EPP-3).
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CO-TRANSFORMATION \/ \/ \/ \/

@ .

SELECTION DES CANDIDATS
"CRIBLAGE"

50 clones His+ 65 clones His+ 291 clones His+ 313 clones His+

DETECTION DE L'ACTIVITE
a-galactosidase et sur 5SFOA

18 clones His+, 5FOA et Bgal+| |33 clones His+, 5FOA et ﬁgal+|

|15 clones His+, 5FOA et Bgal+| |35 clones His+, 5FOA et Bgal+|

Figure EPP-3 : Evolution des sélections successiles des criblages des banques
humaines. Remarque : les détections de I'activitgalactosidase et sur 5FOA se sont

déroulées en paralléle.

Enfin, 4 clones ont été obtenus pour le criblagéadsnque d’ADNc de souris avec la partie
Tre-GAP de oncTre210p, 21 clones par le criblagealee méme banque mais avec la partie

Tre-REN-60 de I'oncoprotéine (figure EPP-4).
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CO-TRANSFORMATION

SELECTION DES CANDIDATS
"CRIBLAGE"

62 clones His+ 72 clones His+

DETECTION DE L'ACTIVITE
a-galactosidase et sur 5FOA

| 4 clones His+, 5FOA et Bgal+ |

|22 clones His+, 5FOA et Bgal+|

Figure EPP-4 : Evolution des sélections succesdimessdes criblages de la banque d'ADNc

de souris

4. Identification des partenaires protéigues potemstiel

Premiérement, les inserts ont été amplifiés par B@RADN total des clones.

L’analyse des séquences a montré que la parti€SAfe-présente 9, 12, 28 et 4 partenaires
potentiels indépendants provenant respectivemesitbdeques d€. elegans d'/ADNc du
foie, des cellules HelLa et de 'embryon de souasgdis que la partie Tre-REN-60 interagirait
avec 8, 12, 21 et 11 partenaires potentiels inddgEn. Ces différents partenaires sont
présentés dans le tableau EPP-4. A partir de bardpidonnées, comme celle du site internet

www.incyte.com il est possible de préciser les fonctions posties des protéines identifiées.
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Proie Origine Appat Fonction

S-adenosyl methionine C. elegans GAP Protéine qui intervient dans la yit®se

decarboxylase 1 (SMD1) des polyamines

i-90 protein precursor family C. elegans GAP Protéine de fonction inconnue

member

tRNA-Arg/glu/phelleu, C. elegans GAP Protéine qui intervient dans l'asdage de

Cytochrome b  (CYTB), complexe protéique, l'organogenéese, la

cytochrome oxydase subunit respiration et le transport d’électron

1l (COll)

Essential ribosomal proteinC. elegans GAP Constituant structural des ribospnips

large subunit (RPL-9) interviennent dans la biosynthése des
protéines.

Ribosomal protein large C. elegans GAP Constituant structural des ribospnips

subunit (RPL-11.2) interviennent dans la biosynthése des
protéines.

NAD-dependent glycerol-3- C. elegans GAP Protéine qui contréle la lipogerssaiveau

phosphate dehydrogenase cytosoliqgue en catalysant la réaction

dihydroxyacétone phosphate vers le G3P

RabGDP dissociation C. elegans GAP Protéine qui intervient dans le sfierh
inhibitor family GDI-1 (GDI- vésiculaire, inhibe la dissociation des GDP a
1) partir des protéines Rab et joue un réle dans

la gamétogenese

Cuticle collagen precursorC. elegans GAP Protéine qui intervient dans laymiti®se de
family member la cuticule

Regulator of calcineurin 1, C. elegans GAP Protéine qui intervient dans la &iom de
calcipressine/human  down la cuticule, la croissance et la maturation.
syndrome candidate region 1 Identité de 39% sur les 207 aa avec
like (DSCR1L) DSCR1L1 chez I'Homme dont son réle

principal est la transduction de signaux

Elongation factor 2 (eft2) C. elegans REN-60 Pr@éiqui a la méme activité qu'une
GTPase en liant le GTP. Similaire a la

protéine humaine EEF2, GTPase hydrolase

60S Ribosomal proteinC. elegans REN-60 Constituant structural des ribmes) qui

L44/L41 interviennent dans la biosynthése des
protéines.

Essential pre-mRNA factor C. elegans REN-60 Preté&ini joue un rdle dans I'expression
protéique

Essential ribosomal protein,C. elegans REN-60 Constituant structural des ribmes) qui

la petite unité interviennent dans la biosynthése des
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protéines.

Prion-like Q/N-rich domain C. elegans REN-60 Protéine de fonction encore imgen

protein (PQN-64)

Elongation factor 2 (eft2) C. elegans ORF  REN-60 jaité ci-dessus

Homeobox (ceh-23) C. elegans ORF REN-60 Facteutratescription. Intervient dans la
neurogenese

Protein kinase C-binding C. elegans ORF REN-60 Protéine qui intervient danga

Pick1-like communication cellulaire

CDW92 antigen Foie GAP Transporteur choline

Methionine Foie GAP Protéine qui permet la réaction entre la

adenosyltransferase | alpha méthionine et I'ATP qui donne le S-

(MAT1A) adenosylmethionine, a une activité de liaison
avec I'ATP.

Protein tyrosine phosphatasek-oie GAP Protéine impliquée dans la régulation

non receptor Tpl (PTPN1) négative de la signalisation des récepteurs a
insuline, peut-étre associé au diabéte de type
Il et & I'obésité

Heat shock 70 kDa protein 8Foie GAP Chaperon moléculaire de la famille des

(HSPABS) HSP70 marqueur pour la cardiomyopathie
hypertrophique, la maladie d’Alzheimer et de
l'arthrite rhumatoide. Délétion corrélée avec
le carcinome du sein sporadique

Vitronectin (VTN) Foie GAP Ligand intégrine qui esmpliqué dans
'adhésion cellule-substrat, contribue au
remodelage et a I'inflammation des tissus. La
surexpression est associée a la maladie
d’Alzheimer, l'artériosclérose et au cancer
colorectal.

ATP synthetase, aspartatd-oie GAP ATP synthetase

aminotransferase 2

Actin related protein complex Foie GAP Protéine qui peut contribuer au niveau du

subunit 4 (ARPC4) cytosquelette d’actine comme intermédiaire
dans la formation du complexe Arp2/3.

Ras-related C3 botulium Foie GAP RhoGTPase qui régule la prolifération

toxin substrate 1, RhoGTPase cellulaire, Il'apoptose, I'organisation du

(RAC1) et
dismutase 2 (SOD2)

Super oxyde

cytosquelette d’actine et contribue aussi dans
la prolifération des cellules tumorales. Elle

répond a un stress oxydatif
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Interferon  consensus sed-oie GAP Facteur de transcription pour IFN. Exprimé

binding protein 1 (ICSBP1) faiblement lors d'une leucémie chronique
myéloide

Suppression of tumerigenicityFoie GAP Suppresseur de tumeur et elle interagit av

13 (ST13) HSP70

Poly(rC)-binding protein 1 Foie GAP Protéine qui joue un rdle dans la stabiie

(PCBP1) I'’ARNmM

Inhibitor of apoptosis protein Foie GAP Inhibiteur d’apoptose, activité ligase ptas

1 (MIHC, HIAP1) ubiquitin-protein

Small inductible cytokine Foie REN-60 Protéine qui régule [linfiltration des

subfamily B (Cys-X-Cys), leucocytes dans les tissus inflammés et peut

member 14 (CXCL 14) jouer un rbéle dans la sénescence et
limmortalisation des cellules

Serum amyloid Al (SAA1) Foie REN-60 Apolipoprotéinde la phase aigué qui
intervient comme chimioattractant pour les
leucocytes et induit la formation de la
matrice métalloprotéases

Phytanoyl-CoA hydroxylase Foie REN-60 Enzyme qui intervient dans le métabudis

(PHYH) des lipides

V-crk avian sarcoma virus Foie REN-60 Protéine qui agit dans de multiplesesaie

CT10 oncogene homologue transmission des signaux, est notamment
impliguée dans la régulation du cycle
cellulaire

NADH dehydrogenase Foie REN-60 Protéine qui a une fonction dans la

subunit 6 (ND6) phosphorilation oxydative

Heat shock 70kDa protein 1AFoie REN-60 Membre des chaperons HSP70 qui module |

(HSPA1A) réponse au stress

Composé 7 du complement-oie REN-60 Protéine faisant partie de la voiesitage et

(C7) du complément qui est impliquée dans la
liaison des complexes a la membrane
cellulaire et inhibe I'apoptose

Sirtuine 2 (silent mating type Foie REN-60 Protéine qui fonctionne comme histone

information regulation désacétylase dépendante de NAD+, et génere

2)transcript variant 2 (SIRT2) I'O-acétyl ADP-ribose

Human cytochrome P-450 S+oie REN-60 Protéine jouant un réle dans le métsinal

mephenytoin  4-hydroxylase des stéroides, des acides gras et des

(P450_MP-4) xénobiotiques

Hexose-6-phosphate Foie REN-60 Protéine intervenant dans le métabelides

déshydrogénase (H6PD)

carbohydrates et du glucose. Transporteur
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d’électrons

Vitronectine (VTN) Foie REN-60 Ligand de lintéganqui intervient dans
I'adhésion des cellules et dans leur migration.
Contribue a I'inflammation

Orosomucoide 1 (ORM1) Foie REN-60 Glycoprotéinesplue qui joue un role
dans la phase aigué et dans les réponses
inflammatoires

Ribosomal protein S3 (RPS3) Hela GAP Composant da petite sous-unité
ribosomomale 40S. Intervient dans la
prolifération cellulaire

Ribosomal protein S4 X- HelLa GAP Idem RPS3 avec une action de régulation du

linked (RPS4X) cycle cellulaire

Ribosomal protein  S25HelLa GAP Composant de la petite sous-unité

(RPS25) ribosomomale 40S. Intervient dans la
biosynthése protéique

Ribosomal  protein  L30 HelLa GAP Composant de la grande sous-unité

(RPL30) ribosomomale 60S. Intervient dans la
biosynthése protéique

Ribosomal protein  L24 HelLa GAP Idem RPL30

(RPL24)

Ribosomal protein L13aHelLa GAP Idem RPL30 avec une action de régulation

(RPL13A) négative de la croissance et prolifération
cellulaire. Induit 'apoptose

COP9 constitutive HelLa GAP Protéine qui peut médier la dégradatiod p5

photomorphogenic homolog et est impliquée dans la transition G2-M du

sb6 (COPS6) cycle cellulaire

Tubulin alpha 6 (TUBAG) HelLa GAP Protéine qui centiun domaine GTPase

Homeobox C10 (HOXC10) HelLa GAP Facteur de tranfionp  régulant
positivement la prolifération cellulaire

FLJ22729 Hela GAP Protéine de fonction inconnue

Pre-mRNA processing factorHelLa GAP Membre de la famille des PRP38, impliquée

38 domain containing B dans I'épissage

(PRPF38B)

Transgelin 2 (TAGLN2) Hela GAP Protéine de liaisohactine

Glutamate receptor, HeLa GAP Protéine qui est impliguée dans la

ionotropic, N-MethyID- neurotransmission excitatoire

Aspartate-likelA (GRIN1)
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Mesothelin (MSLN) HelLa GAP Antigéne de surface dection inconnue qui
pourrait jouer un rdle dans I'adhésion
cellulaire et est présent dans les
mésothéliomes et dans le cancer de I'ovaire.

Enolase 1 alpha (ENO1) Hela GAP Enzyme de la ggeol

Actin related protein 2/3 HelLa GAP Protéine qui est impliquée dans

complex subunit 1A I'organisation du cytosquelette d’actine

(ARPC1A)

Claudin-1 (CLDN1) HelLa GAP Protéine qui est res@ims du maintien de
la polarisation cellulaire et contribue dans
I'adhésion entre cellules

Williams beuren syndrome Hela GAP Protéine qui augmente Il'activité ATPase et

chromosome region 1 interagit avec le virion de I'herpés

(WBSCR1)

Prion protein (PRNP) HelLa GAP Protéine qui induapbptose et agit sur
I'adhésion cellulaire

Glyceraldehyde-3-phosphate HelLa GAP Protéine qui intervient dans l'apoptose et

dehydrogenase (GAPD) contrdle la glycolyse et la glycogénolyse

Primase, polypeptide 1HelLa GAP Protéine qui intervient dans la réplicatou

(PRIM1) DNA pour la synthese du fragment
d’Okazaki.

Secretory carrier membraneHelLa GAP Protéine qui intervient dans le trafic et

protein 3 (SCAMP3) recyclage vésiculaire

Hight mobility group AT- Hela GAP Protéine qui intervient dans I'établissetret

hook 1 (HMGA1) le maintien de la chromatine, inhibiteur
d'apoptose, croissance et maintenance
cellulaire

Diazepam binding inhibitor HelLa GAP Protéine qui intervient dans le métabatism

(DBI) des acides gras

Protein tyrosine kinase 2 betaHelLa GAP FAK (Focal Adhesion Kinase) qui active la

(PTK2B) voie des kinases MAP. Intervient dans la
mobilité et I'apoptose cellulaire. Elle a aussi
une activité d'une protéine de liaison du
cytosquelette

T-Lak cell-originated protein HelLa GAP Protéine qui active les MAPK et régule le

kinase (TOPK)

cycle cellulaire
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FLJ13855 HelLa GAP Protéine qui contient un « ubiqui
conjugating enzyme domain » et est similaire
a BIRCS, inhibiteur d'apoptose dans des
lignées cellulaires cancéreuses

KIAA1522 HelLa GAP Protéine qui a une faible simii@ravec la
mucine qui est impliquée dans l'adhésion
cellulaire

FLJ21919 Hela GAP Protéine de fonction encore inoen

Effecteur de Rab9, p40HelLa REN-60 Protéine associée a Rab9, qui jouedlm r

(RAB9P40) dans le transport des récepteurs mannose-6-
phosphate de I'endosome jusqu’au Trans
Golgi et peut jouer un réle dans le docking
des vésicules

Homeobox C10 (HOXC10) HelLa REN-60 Facteur de trmdpsen qui influence la
régulation de la progression mitotique et peut
lier la régulation du développement au
contrdle du cycle cellulaire

RNA binding motif protein HelLa REN-60 Protéine avec le motif protéinique isatla

X-linked-like 1 (RBMX) 'ARN du chromosome X. C’est un facteur
de transcription alternatif qui peut jouer un
réle dans les fonctions des testicules

DnaJ (Hsp40) subfamily A, HelLa REN-60 Molécule co-chaperon pour Hsc70, faclg

member 1 (DNAJA1) transport des  protéines dans les
mitochondries. Reconnait et renature les
protéines mal reployées.

Récepteur laminine (LAMR)  Hela REN-60 Protéine muie un réle dans la transduction
des signaux, adhésion cellulaire et la
migration, Il'apoptose et la prolifération
cellulaire

Cyclin-dependent kinase 2-HelLa REN-60 Protéine qui pourrait interagir avecs de

interacting protein (CINP) kinases cyclines dépendantes pour réguler
l'activité de la kinase et la progression du
cycle cellulaire. Pourrait aussi réguler la
réplication de 'ADN

KIAA0101 HelLa REN-60 Protéine qui interagit avec NPT

Surexprimer dans un certain nombre de

tumeurs
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DKFZp761D0211 HelLa REN-60 Protéine qui est similair KIAA1467 qui
contient deux domaines intégrine alpha, qui
intervient dans I'adhésion cellulaire

Thioredoxin-like p19 protein HelLa REN-60 Protéine impliquée dans la régulatian d

(TLP19) potentiel rédox, transporte les électrons au
niveau du réticulum endoplasmique

MGC25181 HelLa REN-60 Similaire a DId2p de S. cesiad, qui est
une D-lactate déshydrogénase mitochondriale

Splicing factor HelLa REN-60 Protéine qui régule le choix du site de

arginine/serine-rich 3 I'épissage

(SFRS3)

Homeobox C11 (HOXC11) HelLa REN-60 Facteur de trdpson qui peut activer la
protéine HNFlalpha (TCF1) et peut jouer un
rble dans le développement précoce et la
différentiation de l'intestin

Pyruvate kinase (PKM2) HelLa REN-60 Enzyme glycoyé qui convertit le
phosphoénolpyruvate en pyruvate. Peut
intervenir dans la différentiation cellulaire

Ubiquitine-conjugate enzymeHelLa REN-60 Protéine qui intervient dans le coetréé la

E2 variant 2 (UBE2V?2) différentiation et peut exercer ses effets dans
l'altération de la distribution du cycle
cellulaire

Facteur eucaryotique deHelLa REN-60 Sous-unité du complexe de translation-

translation-élongation 1 élongation qui se lie a la cystéinyl-ARNt

gamma (EEF1G) synthétase cytoplasmidique et au GTP

Guanine nucleotide bindingHelLa REN-60 Protéine kinase C (PKC), sous-unité

protein, beta polypeptide 2- d’ancrage qui intervient dans la transmission

like 1 (GBN1L2) des signaux par les intégrines

Protéine  ribosomale  S2HelLa REN-60 Composé putatif de la sous-unité ribwde

(RPS2) 40S, peut participer a la liaison ARNt-
aminoacyl au niveau des ribosomes

Cell division cycle associatedHelLa REN-60 Protéine similaire au produit du gengrim

4, transcript variant 2 AB041541, régulateur transcriptionnel

(CDCA4)

Protéine 265 en doigt de zindHelLa REN-60 Protéine impliquée dans I'épissage rate

(ZNF265)

Ribosomal protein, large, POHelLa REN-60 Phosphoprotéine acide, qui joue un dales

transcript variant 1 (RPLPO)

la traduction
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Phosphoglycérate kinase IHelLa REN-60 Enzyme qui génere de I'ATP quand Il

(PGK1) convertit le 1,3-diphosphoglycérate en 3-
phosphoglycérate dans la glycolyse

Annexin | (ANXA1) Souris GAP Protéine qui activesldMAPK, action anti-
inflammatoire par l'inhibition de
I'accumulation des neutrophiles

Decidual trophoblast Souris GAP Protéine qui interagit avec [I'héparine,

prolactin-related protein intervient dans la gestation

(DTPRP)

Homeobox D10 (HOXD10) Souris GAP Protéine qui adle dans le développement
des membres et du squelette lors de
I'embryogenése

Crumbs homolog 2 Souris GAP Protéine qui joue Ul dans la maintenance
structurelle et le développement neuronal
dans la rétine

Décorine (DCN) Souris REN-60 Protéine qui régule gaiement la
croissance cellulaire et qui peut avoir un rdle
dans l'ontogenése, la régulation de
l'apoptose, le cycle cellulaire et
I'organogenese

Thioredoxin domain Souris REN-60 Isomérase putative du réticulum

containing 4 (TXNDC4) endoplasmique qui peut réguler I'activité des
oxidoréductines de réticulum endoplasmique
pendant le reploiement des protéines

Proliferin (PIf) Souris REN-60 Membre  de la  famille de la
prolactine/hormone de croissance (GH) qui
influence positivement I'angiogenése et a un
rble dans la régulation de la prolifération
cellulaire...

ATPase subunit 6 Souris REN-60 ATPase

Cytotoxic T Ilymphocyte- Souris REN-60 Protéine associée aux lymphocytesvet a

associated protein 2 alpha des régions de cystéines protéases.

(CTLA2A) La transcription du gene peut étre inhibée par
le biais de I'oncogéne v-src, contribuant a
I'établissement d’une tumeur

Homeobox A9 (HOXA9) Souris REN-60 Facteur de traiption qui peut réguler la
morphogenése et la différentiation

Homeobox D9 (HOXD9) Souris REN-60 Facteur de trepton
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Hemoglobin  Z, beta-like Souris REN-60 Protéine qui transporte |'oxygéne let

embryonic chain dioxyde de carbone entre les poumons et les
tissus
Elongation factor-like protein ~ Souris REN-60 Proiqui interviendrait dans la synthése

des protéines

Phosphofructokinase type BSouris REN-60 Protéine qui catalyse la phosphaopatu
(PFKL) fructose-6-phosphate en fructose-1,6-
biphosphate dans la glycolyse

ATP synthetase subunit D Souris REN-60 ATP syntigétensporteuse d’ions H

Tableau EPP-4 : Tableau récapitulatif des résultatdenus avec la seconde approche du
double-hybride. Séquences décrites au 01/07/2005.

5. Evaluation des intensités d’interaction des pariegmprotéigues potentiels

Pour évaluer les intensités d’interaction protéjquaus avons testé les partenaires potentiels,
répartis sur deux boites de culture 96 puits, pexpression des trois genes rapporteurs
(HIS3 URA3etLac?). Les résultats sont illustrés dans le tableau-EFPour les deux genes
rapporteursHIS3 et URA3 une note de 0 a 10 a été donnée. La valeur lI@spmnd au
maximum attendu pour une interaction forte a sauoé forte croissance sur milieu 3-AT ou
inhibition totale de croissance sur 5-FOA. Dantet du gene bactériemcZ tous les clones
sélectionnés montrent une coloration bleue moyese@s deux clones présentent une forte

coloration bleue, illustrés par un fond bleu dantableau EPP-5.

Les partenaires correspondant aux annotationshieaia EPP-5 sont décrits dans le tableau
EPP-6.

Nous pouvons observer qu’il n'y a aucun cas poquée I'interaction serait annotée avec
deux 10 et un fond bleu. La regle au laboratoirevidec Vidal, quand la souche de levure
MaV203 est utilisée, est de conclure a une intemadorsque 2 des 3 genes rapporteurs

exprimes.

Nous voyons, dans le tableau suivant, parmi l€gréifits candidats positifs un ensemble de
clones présentant une intensité d’interaction enrke plus forte. Ces différents partenaires
semblent intéressants pour la poursuite du tramalgré qu’une intensité faible dans le test

double-hybride en levure ne permet pas de conéuweae faible interaction. Nous pouvons
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aussi voir plusieurs cas de figure quand nous aoaly/les tableaux : une méme protéine qui
ressort plusieurs fois lors d’'un méme criblage (HE1R criblage de la banque d’ADNc de

cellules HelLa avec la partie Tre-REN-60), une pneté’'une méme banque qui interagit avec
les deux parties de I'oncoprotéine (Vitonectindalbanque d’ADNc de foie humain) et une

protéine que nous retrouvons lors de deux cribld@&srents mais de banque provenant d’'un
méme organisme (eft-2 interagit avec Tre-REN-6@ [du criblage de la banque d’'ORF et

d’ADNCc deC. elegany

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A|lO 10/0 10(/0 10{5 100 10{0 10|5 100 10(0 10{0 10| 6 10| 0 10
B|6 100 102 101 10(2 100 10|0 100 10({0 100 10|1 10| 6 10
c|o0 100 100 10/0 10f(0 101 100 10{4 10|11 100 10(0 10|1 10
b|j9 100 100 105 105 101 100 10{0 100 10|0 100 10f{1 10 z
E|6 100 100 1040 10{0 100 10|0 101 10({0 100 10|1 10| 0 10 "g
F|5 100 100 10(0 120({0 10{0 10{0 10|{0 100 100 10|0 10|1 10
G|0 10{0 10{9 101 10(4 109 10|0 10| 0 10 0 10
H 0 10
A|lO 10/0 10(0 10{0 10(10 10{0 100 100 10(0 10(1 10|00 10| 0 10
B|O0O 100 100 100 10{0 100 10|0 100 10({0 10| 0 10| 0 10| 6 10
cf0 100 10{0 100 10|0 100 10{0 100 10| 0 100 100 10
bjo 100 120{7 9|0 101 100 10(0 10{0 100 10{0 100 10| 0 10 %
E|10 100 10| 0 100 10{0 10|5 10|0 100 10({0 101 10|0 10| 0 10 "g
F|9 105 10
G
H

Tableau EPP-5 : Intensité des interactions obterpaesl’utilisation de la seconde approche
double-hybride. En noir se trouve les notes pouctaissance sur 3-AT (géne rapporteur
HIS3) ; en rouge, les notes pour l'inhibition deissance sur 5-FOA (géne rapporteur
URAB3) et en fond bleu sont repris les cas ou laration bleue (géne rapporteur LacZ) est

plus forte que la moyenne.
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Boite 1

Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9

A10

A1l

A12
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9

B10

B11

B12
c1
c2
c3
c4
Cc5
Cc6
c7
c8
c9

C10

Elongation factor eft-2
Homeobox ceh-23
Protein Kinase C-Binding PICK1 like
?
s-adenosyl Methionine Decarboxylase smd-1
i-90 protein family member
Cytochrome b, tRNA-arg, gln, phe, leu, COIlIl
Ribosomal protein rpl-9
Down Syndrome Cand. Reg. 1-like dscrll
Ribosomal protein rpl-11.2
NAD-dependent glycerol-3-P dehydrogenase
RabGDI
?
Collagen structural gene col-156
Elongation factor eft-2
60S ribosomal protein L44
Essential pre-mRNA factor
Essential ribosomal protein
Prion-like Q/N-rich domain protein PQN-64
?
?

Protein Tyrosine Phosphatase, non receptor Tpl
Heat Shock 70 kDa protein 8 HSPA8
Vitronectin
BAC clone RP11-692E14 from 4
Choline transporter-like protein, CDW92 antigen
Isolate Mitochondrion
?

ATP synthetase, aspartate aminotransferase 2
Chromosome 21 clone BAC 28F9
Methionine adenosyltransferase I, alpha
SOD-2 +racl
Chromosome 16 clone RP11-542M13

Isolate Mitochondrion

c11
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10

?

Putative tumor suppressor ST13
Poly(rC) bindin proteinl PCBP1
Inhibitor of Apoptosis protein 1 MIHC
Small inducible cytokine subfamily b (souris)
Serum amyloid A1
Phytanoyl-CoA hydroxylase (refsum disease)
v-crk Sarcoma Virus CT10 oncogene homolog
Actin related protein 2/3 complex subunit 4
Isolate mitochondrion
NADH dehydrogenase subunit 6
Complement component 7 C7
Heat Shock 70 kDa protein 1A HSPA1A
Sirtuin 2 SIRT2
?

Cytochrome P450
Hexose-6-phosphate deshydrogenase
Decidual PRL-related protein dPRP
Annexin Al, Lipocortin 1
Homeo Box D10 hoxd10
Crumbs homolog 2
?

Decorin Dcn
?

Thioredoxin domain comtaining 4 Txndc4
?

Proliferin PIf
ATPase subunit 6
Cytotoxic T Lymphocyte-associated prt 2 alpha
Homeo Box A9
?

Homeo Box D9
?

Hemoglobin Z
?

?
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F11 ?

F12 ?

G1 Elongation factor-like protein

G2 ?

G3 Phosphofructokinase PFK

G4 Orosomucoid 1

G5 ?

G6 Vitronectin

G7 ?

G8 ATP synthase subunit D

G9 Ribosomal protein S3 RPS3

G10 ?

G1l1 ?

G12 Rab9 effector p40

H1 Homeo Box C10 HOXC10

H2 ?

Boite 2

Al RNA binding motif protein X-linked-likel
A2 DnaJ (HSP40) homolog

A3 Homeo Box C10 HOXC10

A4 Laminin receptor 1

A5 [ Cyclin-dependent kinase 2-interacting protein
A6 KIAA0101

A7 DKFZp761D0211

A8 Thioredoxin-like protein p19 TLP19
A9 MGC25181, FLJ23449 fis
A10| Splicing Factor, arginine/serine-rich 3 SFRS3
All Homeo Box C10 HOXC10
Al12 Homeo Box C10 HOXC10

Bl ?

B2 Homeo Box C11

B3 Pyruvate Kinase

B4 |Ubiquitin-conjugating Enzyme E2,EDAF1,MMS2

BS
B6
B7
B8
B9
B10
Bl1
B12
(]}
Cc2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
cY

C10
C11
C12

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9

D10

D11

D12
El
E2
E3

?
Eukaryotic translation elongation factor 1 gamma
Homeo Box C10
Homeo Box C10
Homeo Box C10
Guanine Nucleotide protein (G protein)
?
Ribosomal protein S2
FLJ26793 fis, FLJ13855, FLJ34325 fis
COP9 constitutive photomorphogenic homolog sb 6
Tubulin alpha 6
?
CDC associated 4 CDCA4
ZNF265
Ribosomal protein, large, PO
Phosphoglycerate Kinase 1 PGK1

Ribosomal Protein S25

Ribosomal Protein L13a
?
Actin related protein 2/3 complex subunit 1A

Williams-Beuren Syndrome Chromosome region
1

KIAA1522
?
?
Secretory carrier membrane protein 3 SCAMP3
?
Protein Tyrosine Kinase 2 beta
Ribosomal Protein S4 isoform RPS4X
?
FLJ22729
?
Homeo Box C10
Prion Protein p27-30
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Primase, polypeptidel PRIM1
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E4 Ribosomal Protein L24, L30
E5 2 ORF C. elegans

cDNA C. elegans

E6 pre-mRNA processing factor 38 domain containing B + Transgelin 2

E7|  High Mobility group AT-Hook 1 HMGA1 cDNA Foie
cDNA Embryon de souris

ES8 Diazepam Binding Inhibitor

E9 FLJ21919 cDNA Cellule HelLa

E10 MAPKK like protein kinase TOPK Appat - REN-60
Appét : GAP

Ell{Glutamate Receptor,ionotropic,N-MethylD-Aspartate-like1A

E12 Claudin 1

F1 Mesothelin

F2 Enolase 1 alpha

Tableau EPP-6 : partenaires correspondant aux aations du tableau EPP-5.
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1V. Etude de deux partenaires interagissant avec Tre-GAP - Myl2 et
Loc91256

1. Introduction

Au vu du nombre de partenaires potentiels isolesdes différents criblages double hybride,
il est clair gu’il était impossible de vérifier ttms ces interactions. Nous avons donc choisi
deux partenaires particulierement intéressantomt ge vue de I'intensité de l'interaction et

de leur implication dans I'organisation du cytodgtte d’actine.

Le premier partenaire est Myl2 qui a été isolé tusriblage d’'une banque humaine d’ADNc
de muscle squelettique avec la partie Tre-GAP alecbprotéine oncTre210p. La protéine de
166 aa Myl2, chaine légére régulatrice de la Myo4linstabilise I'hélice alpha de la téte de la

myosine et régule son activité ATPase.

Le deuxiéme partenaire est LOC91256 qui a été abpan Stéphane Bach (Bach, S., 2000)
lors du criblage d’'une banque d’ADNc du placentanhin avec la partie Tre-GAP de
l'oncoprotéine. LOC91256 est une protéine de 91%amdenant 26 motifs ankyrines qui
joueraient une action de liaison protéique. Cett@émne est similaire a une région de la
protéine ankl (31% sur 1881 aa) qui est impliqueasd’accrochage du cytosquelette a la

membrane cellulaire.

Afin de certifier l'interaction directe entre Mylet la partie Tre-GAP de I'oncoprotéine et
LOC91256 et cette méme partie Tre-GAP, nous avotilsséu plusieurs techniques

classiquement utilisées par la communauté scigaéfpour conforter I'interaction entre deux
protéines : le GST-pulldown, la co-immunoprécipitaten cellules de mammiféres et la co-

localisation cellulaire.

2. Vérification des interactions par GST pulldown

Le principe de cette méthode est de mettre en mrédes deux protéines a étudier dont une
est exprimée comme protéine de fusion avec la @&itathione-S-transférase) et liée ensuite

a une résine, et l'autre présente dans des lysHtdaires aprés transcription de la séguences
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dans des réticulocytes de lapin Yitro). Aprés incubation et lavages de la résine, aglkst
séparée sur gel dénaturant puis révélée par Wddtdrtorsqu’un anticorps spécifique existe,

sinon par autoradiographie si la derniére protaig& marquée par un isotope.

Nous avons tout d’abord testé I'expression corrdetedifférentes protéines (Tre-GAP, Myl2
et LOC91256) en fusion avec la GST, dans la bact?1Star. Les bactéries transformées
et induites a I'lPTG ont été lysées. Les lysatsalots été analysés par Western blot avec un
anticorps anti-GST (figure EPP-5/A). Vu que la @arfre-GAP en fusion avec GST ne
s'exprime pas en bactérie BL21Star, nous avons doitisé, pour la technique de GST
pulldown, Myl2 et LOC91256 fusionnés avec la GSE. [us, la séquence de la partie Tre-
GAP fusionnée a un FLAG est bien exprimée pardastription et la traduction en lysats de
réticulocytes de lapin comme le montre la figurePE?B aprés Western blot avec un

anticorps anti-FLAG.

Apres purification des deux protéines de fusion &8T avec la résine, incubation avec Tre-
GAP, réalisation de multiples lavages et analyseV@astern blot avec un anticorps anti-
FLAG, nous avons pu remarquer que les deux pratéimeragissaient bien avec la partie
Tre-GAP de oncTre210p (figure EPP-5/C).

A. Invivo expression B. Invitro expression C.GST pulldown
- g ‘ —
. -
BL21Star + - - - Tre-GAP  + Tre-GAP + + o+
BL21Star/pGST-LOC91256 -+ - - GST + - -
BL21Star/pGST-Myl2 - =+ - GST-Myl2 -+ -
BL21Star/pGST-Tre-GAP - - -+ GST-LOC91256 - -+

Figure EPP-5 : Vérification par GST pulldown este préliminaires. (A) Myl2, LOC91526 et
Tre-GAP sont exprimés dans la bactérie E. coli BE2dr comme protéine fusionnée au GST.
(B) expression in vitro de Tre-GAP par la transtiop te traduction en lysats de
réticulocytes de lapin. (C) GST pull-down avec é&edtion de Tre-GAP. Premiére colonne :
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pulldown avec la protéine GST seule; deuxieme caon pulldown avec GST-Myl2;
troisieme colonne : pulldown avec GST-LOC91256.

3. Vérification des interactions par co-immunopréaigiibn

Afin de vérifier que Myl2 et LOC91256 forment aviecpartie Tre-GAP de oncTre210p un
complexe au sein des cellules de mammiferes, whaitue de co-immunoprécipitation a été
utilisée. La méthode consiste a immunoprécipitazoeplexe avec un anticorps spécifique a

une des protéines et a le réveéler avec un antichnge contre I'autre protéine.

Des cellules HEK293 furent ainsi transfectées parplasmides exprimant Myl2 en fusion a
c-Myc et Tre-GAP couplée a FLAG, ainsi que LOC91268ionné a c-Myc et Tre-GAP
couplé & un FLAG. La combinaison inverse fut atissiée en fusionnant Tre-GAP a c-Myc
et, Myl2 et LOC91256 a FLAG. Comme témoins négatidsites les combinaisons ont été
testées : pFLAG-Tre-GAP + pMyc, pMyc-Tre-GAP + pFRRApFLAG-MyI2 + pMyc, pMyc-
Myl2 + pFLAG, pFLAG-LOC91256 + pMyc, pMyc-LOC91256 pFLAG et pMyc +
pPFLAG. Les lysats cellulaires ont été divisés enxdet ont été immunopreécipités par soit un
anticorps anti-FLAG, soit un anticorps anti-c-Mypres plusieurs lavages, les protéines ont
été séparées sur 2 gels dénaturants et ensuitfégas sur membranes. Une des deux
membranes a été mise en présence d’'un anticorpBLakE et I'autre avec un anticorps anti-
c-Myc. Nous avons pu observer dans tous les cpgekence du complexe attendu sauf pour
les témoins négatifs. La figure EPP-6 représente das ou Myl2 et BHOG6 furent

immunoprécipités.
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pFLAG-Tre-GAP + + + o+ - - - -
pMyc-Tre-GAP
pFLAG-Myl2
pMyc-Myl2 + -+ - - - - -
pFLAG-LOC91256
pMyc-LOC91256

.
.
+ +
n
+ +
n

+
+
|
|

ColP anti-FLAG - - - - + 4+ + 4+
ColP anti-c-myc +  +
Anti-FLAG - -
Anti-c-myc + + - - - - +  +

+ +
+ +
[}
1

Figure EPP-6 : Vérification par co-immunoprécipitat. Le signe + (présence) et signe -
(absence) a coté d’'un plasmide correspond a saepiEs dans la cellule. ColP AntiFLAG et
ColP AntiMyc signifie que la co-immunoprécipitatiarété réalisée respectivement a l'aide
d’'un anticorps anti-FLAG ou anti-c-myc. AntiFLAG &htiMyc indique I'anticorps utilisé

pour la révélation par Western blot.

Nous pouvons donc conclure que Myl2 et LOC91256 pbgsiquement associés au sein des

lysats de cellules de mammifere.

4. Vérification des interactions par co-localisation

Nous avons pu valider que Myl2 et LOC91256 peusgimsocier avec la partie Tre-GAP de
l'oncogene par des méthodes biochimiques. Maig, @@ ces interactions puissent avoir un

sens biologique, il faut prouver que ces protésgsetrouvent dans un méme compartiment
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cellulaire a un moment donné. C’est ainsi, que elg®riences de co-localisation cellulaire

ont été entreprises (figure EPP-7).

Pour ce faire, des cellules HelLa ont été transéscé&ec les plasmides d’expression pGFP-
Tre-GAP et pRFP-Myl2, pGFP-Tre-GAP et pRFP-LOC91386FP-Tre-GAP, pRFP-MyI2,

et pRFP-LOC91256. Ces cellules ont été observéesiewwscope confocal a fluorescence.

Ceci nous a permis d’observer que les protéindsaalisent au niveau de la membrane ou la
protéine Tre-GAP se localise essentiellement. ltetémes Myl2 et LOC91256 se retrouvent

distribuées uniformément dans toute la cellule nsasretrouvent plus concentrées a la
membrane quand elles sont exprimées en méme tengpkaprotéine Tre-GAP. Tre-GAP

induirait une translocation partielle de Myl2 et C@1256 suite a leur association.
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Figure EPP-7 : Co-localisation cellulaire dans desllules de la lignée HelLa.. Tre-GAP (A)
marquée avec la “green fluorescent protein” (0 GFRRIGAP) et Myl2 (B) et LOC91526 (C)
marquée avec la “red fluorescent protein » (pRFPEVBt pRFP-LOC91526) sont exprimées
en cellules HelLa. Dans les photographies microspogs D et E, Il y a respectivement la co-
expression de Tre-GAP - Myl2 et Tre-GAP - LOC9125& zones jaunes dans l'image
juxtaposée indiquent une co-localisation. Les gezplreprésentent les intensités de
fluorescence mesurées le long des fleches rougdsssphotographies de gauche. Les lignes
vertes et rouges dans le profil correspondent atenisités relatives de la GFP et RFP.
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V.  Conclusions

Afin de cibler les fonctions cellulaires de I'oncofgine oncTre210p, le systeme double-
hybride en levure a été utilisé dans lidentificatide partenaires protéiques potentiels. Le
criblage de différentes banques d’ADNc et d’ORFdiféérents organismes provenant de
différents tissus malades ou sains, a permis wlifier diverses voies physiologiques ou
oncTre210p serait impliquée : I'apoptose celluldiaetransmission de signaux, I'organisation

du cytosquelette, 'adhérence cellulaire et ladraésiculaire.

En sachant que oncTre210p est impliquée dans ledelage du cytosquelette d’actine par le
fait, entre autre, qu’elle serait un effecteur d&CR et CDC42 (Masuda-Robersal 2003),
nous avons certifié l'interaction de oncTre210p cawdeux partenaires impliqués dans
I'organisation du cytosquelette d’actine : Myl2L&dC91256. Myl2, chaine Iégere régulatrice
de la Myosine Il isolée lors du criblage d'une hamghumaine d’ADNc de muscle
squelettique avec la partie Tre-GAP, régule l'atdivde la myosine (cfr. Introduction
Bibliographique). LOC91256, protéine de 919 aa eoant 26 motifs ankyrines obtenu par
Stéphane Bach lors du criblage d’'une banque d’ADNplacenta humain avec la partie Tre-
GAP, est similaire a une région de la protéine amkilest impliquée dans I'accrochage du

cytosquelette a la membrane cellulaire.

En conclusion, I'étude des partenaires protéiqeesrmtTre210p, oncoprotéine impliqué dans
le sarcome d’Ewing, a permis de cibler difféerenteses physiologiques ou elle serait
impliquée. De plus, I'étude des deux partenaires2My LOC91256 de oncTre210p permet
de confirmer I'implication de l'oncoprotéine dane kLytosquelette d’actine. Les roles
physiologiques de ces interactions, étant toujanonnus, requierent d’'autres études

notamment dans des lignées cellulaires cancéreusémmcogene est exprime.
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CONCLUSIONS GENERALES ET
PERSPECTIVES
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Conclusions générales

Notre objectif, lors de nos recherches, a ét@aidiétoncTre21Q un oncogéne impliqué dans
le sarcome d'Ewing. Pour ce faire, nous avons éédgl travailler sur deux voies : une
premiere a été d'utiliser un modeéle levurien ouxdgenes M1SB3et MSB4 homologues a
oncTre210ont été mutés. Nous avons entrepris la recherehsugdpresseurs génétiques du
double mutant msb3nsb4, nous permettant de déterminer les interactiometippues des
deux protéines levuriennes. La seconde voie a'iéEntifier les partenaires protéiques directs

du produit de I'oncogerencTre210

Dans la premiére étapade notre travail, nous avons isolé sept suppresgsuwvant corriger
des phénotypes du double mutant amenant aux olisexauivantes :

- Croissance sur milieu contenant du DMSO et/oladaféine.

- Bonne ségrégation des noyaux avec absence déeseathultinuclées.

- Bonne organisation du cytosquelette d'actine.

- Morphologie correcte des cellules (cellules oegidun seul bourgeon maximum par cellule
)

Les différents génes suppresseurs isolés SE@7 VPS35, USOI1SAP155 SSZ] CIC1 et
25S ARNr. Ces interactions génétiques nous fonsgregue Mshb3p et Msb4p joueraient des
réles dans des voies physiologiques comme le toahspsiculaire et le cycle cellulaire, ce
qui est en concordance avec les données bibliogpagd connues a ce jour au sujet de ce

couple de protéines (cfr. Introduction Bibliogragpne)

Dans la seconde partienous avons identifié un tres grand nombre despaites protéiques,
gue ce soit pour la partie GAP ou soit pour laipdEN-60 de oncTre210p, par la technique
du double hybride en levure. Pour veérifier cesrantgons, il était nécessaire de les confirmer
en cellules d'origine humaine par des techniquescadmmunoprécipitation et de co-
localisation cellulaire. Il était tout a fait incoevable de tester tous ces partenaires. La
décision a été de choisir deux partenaires paii@rhent intéressants. Nous avons donc
démontré que la partie GAP de oncTre210p interagisirectement avec Myl2 (la chaine

|égere de la myosine Il) et LOC91526, une protématenant des motifs ankyrine.
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. Fonctions biologiques de MSB3 et MSB4

Nous avons entrepris des recherches pour déterngjnels étaient les composants qui
peuvent interagir génétiquement avec les prodessggnesISB3etMSB4 Nous avons ainsi
pu isoler des suppresseurs homologues extragénmulgopies qui nous indiquent dans

quelles voies physiologiques les deux protéinesrlemnes sont impliquées.

Sept suppresseurs peuvent restaurer des compottetsanvages” du double mutant levurien
msb3msb4tels que la croissance normale sur milieu de cellbontenant du DMSO ou de la
caféine, une morphologie ellipsoidale, une bonigeés@ation des noyaux et une organisation
de cytosquelette d'actine normale. Ces suppressentlassables dans plusieurs catégories
fonctionnelles :

Transport vésiculaireSEC7 VPS35%tUSO1

Cycle cellulaire SAP155

HSP70 chaperon moléculair€5z71

ProtéasomeCIC1

ARN ribosomial : 25S ARNr

Le trafic vésiculaire avec trois suppresseurs estuwoie physiologique connue impliquant les
produits des geneISB3et MSB4 En effet, Msb3p et Msb4p sont deux protéines GAPs
spécifiqgues des GTPases appartenant a la familiRalp (Albert, Set al, 1999a; Albert, S.

et al, 2000), qui est impliquée dans le transport wésie entre compartiments cellulaires.
Plus précisément, ces deux protéines levurienrgadendt, grace a leur activité GAP sur la
GTPases Sec4p, le processus d'exocytose (Gao, &t.BL, 2003). Il a été montré dans ces
travaux, qu'une accumulation de grosses vésicybparaissait dans les cellules qui ne
pouvaient exprimer correctemeMSB3 et MSB4 L'équipe de Tcheperegine S.E. (2005)
précise que Msb3p et Msb4p régulent la croissantaipée par des mécanismes multiples,
régulant directement d'une part I'exocytose par aetivité GAP sur Sec4p et d'autre part les
fonctions de Cdc42p, Rholp, et Bnilp dans le psane. Le modeéle présenté par cette
€équipe nous montre un recrutement par Spa2p ddsimpes Msb3p, Msb4p et Bnilp a
I'extrémité du bourgeon. A ce niveau, Msh3p et Mstmfment un complexe avec la GTPase
Cdc42p sous sa forme inactive liée au GDP qui pleus étre convertie en Cdc42p-GTP par
sa GEF Cdc24p. Cdc42p-GTP active ensuite Bnilprégule la formation de filaments
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d'actine qui dirigeront les vésicules sécrétoiress'extrémité du bourgeon ou Msb3p et
Msb4p réguleront I'exocytose via la GTPase Sec4p.

Malheureusement, ce modeéle d'action proposé peutdex protéines levuriennes sur le trafic
vésiculaire est loin des implications et du réles dmis suppresseurs isolés lors de nos
travaux. En effet, les produits des geBe&C7 VPS35et USO1se retrouvent impliqués dans

des voies physiologiques situées au niveau dedtapmle Golgi.

En effet, Usolp et Sec7p sont impliquées, plusiqaigrement, dans le transport des
vésicules dérivées du reticulum endoplasmique Regspareil de Golgi, avec une implication
supplémentaire de la protéine Sec7p dans le transp@-Golgi. Vps35p intervient dans le

recyclage de protéines verdians-Golgi en agissant sur I'endosome prévacuolaire.

Quel lien existe-t-il entre ces trois partenairéadjigues et Msb3p et Msbh4p ? Comment des
protéines "fonctionnant” au niveau de l'appareil@ggi, en amont du couple protéique,
pourraient corriger des phénotypes du double mutesit3msb4? Les produits de ces trois
géenes suppresseurs auraient-ils d'autres fonchimhsgiques ou agiraient-ils dans une autre
voie physiologique paralléle a celle utilisée pash@p et Msb4p permettant de les court-
circuiter ?

Autant de questions sans réponses qui mériterai@m trouver pour une meilleure

compréhension des fonctions biologiques de Msb3fsbtdp.

Une piste a ces questions viendrait peut-étre deTRIN En effet, cette protéine humaine
complémentaire a Msb3 et Msb4p régulerait I'agivie Rab41l et Rab43. La fonction de
Rab41 reste encore inconnue mais se localisenast diae voie impliquée dans le contrdle du
trafic vésiculaire au niveau de l'appareil de G@tass, A.K.et al, 2005). Tandis que Rab43
contrle le transport rétrograde dans l'appareiGdlyi (Hass, A.Ket al, 2007; Fuchs, Eet
al., 2007).

Pour les autres suppresseurs, ces questions rd&pptication. En effet, nous montrons que
Sapl155p peut corriger les phénotypes du doublermnuBapl55p est une protéine impliquée
dans le cycle cellulaire et plus particulierememt gon association avec Sit4p (Sap155p serait
un activateur positif ou un effecteur de la phosgdma Sit4p). Sit4p intervient dans I'exécution

du point START et la progression de la phase Sselike réplication de I'ADN. Il est clair
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gue Msb3p et Msbh4p sont également impliquées dangdle cellulaire comme le montrent
différents phénotypes lors de la co-délétion dascdgenes (cellules polynucléées, perte du
mode de bourgeonnement bipolaire, plusieurs boagpar cellule ...) et aussi par le fait que
leur homologue fonctionnel humain RN-Tre est urdecphysiologique de la phosphatase
humaine Cdcl14A impliquée dans la machinerie duecgellulaire (Lanzetti, Let al, 2007)
mais le lien entre Sap155p et Msb3p/Msb4p n'‘esepeasre clair.

Cependant, nos recherches nous permettent de tndfi@s voies physiologiques ou Msh3p

et Msb4p seraient impliquées : le transport véaioellet le cycle cellulaire.

Concernant, les deux suppresseurs Ssz1p (un chapeiéculaire impliqué dans plusieurs
processus cellulaires importants comme le replomnet le déploiement des protéines au
cours du transport vésiculaire) et Ciclp (protéimpliguée dans le protéasome qui est
capable de dégrader les protéines ubiquitinyléeelys pouvons imaginer que dans le
processus de trafic vésiculaire, lors du passagediésicule a une autre, des protéines aient
a subir des modifications de leur reploiement/déphent ou des dégradations a des instants

précis de leur cycle.

Enfin, nos connaissances ne nous permettent pas, jaur, d'apporter des informations

supplémentaires quant a lI'implication du 25S rRIRI ribosomal du ribosome).

Un autre aspect a été étudié lors de ce travailsNwons confirmé les résultats de Bianchi
M.M. et al (2001) dans lesquels le mutansb3présentait une inhibition de croissance en
présence de cadmium dans le milieu de culture.fieth @ous avons montré que l'inhibition
de croissance sur YPD+cadmium requiert la seuleatiout du geneMSB3 et que le gene
MSB4ne peut complémenter la délétion M&B3par ce phénotype. Ceci fait entendre que
Msb3p aurait un réle supplémentaire. Quel role Bmpntaire ? Msb3p ne jouerait-elle pas
un autre roéle que Msb4p dans la cellule ? Msbh3gonerait-elle pas le réle de Msb4p
seulement lorsque celle-ci n'est pas exprimée ?

Enfin, nous avons montré que les différents sugpres isolés ne pouvaient restaurer le
phénotype de sensibilité au cadmium li®I&B3 montrant qu'ils compenseraient uniquement
la délétion deMSB4
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Ces résultats suggerent des interrogations quanteglondance de Msb3p et Msb4p dans leur
action cellulaire. En effet, nous n‘avons jamaise@parer leur réle dans la cellule. Y aurait-il
un réle supplémentaire pour lI'une d'elle et difiéans la cellule ?

De multiples questions qui ouvrent de nouvellegsaans I'étude de Msh3p et Msh4p.

Perspectives expérimentales

Afin d'étudier le role et les interactions de Msi8gb4p et des suppresseurs, il peut étre
envisagé d'étudier :

- Le transcriptome dans la souche sauvage, le doubtant et les souches suppresseurs afin
d'identifier les genes individuels ou groupe deegedont la transcription est modulée. Pour

ce faire, la technologie des puces a ADN peutiétlisée.

- Le prottome dans les 3 mémes backgrounds lewur{eauche sauvage, délétée et

suppresseur). En effet, une grande partie desipestée levure peuvent étre séparées et
quantifiees par électrophorese 2D. Les "spots jgaes" intéressants pourront étre identifiés

par spectrométrie de masse.

Finalement, la technique du double-hybride pourgtite utilisée afin d'identifier les
partenaires directs des candidats suppresseurgeztainsi un réseau d'interaction autour de
Msb3p et Msb4p.

Ces technologies pourraient aussi étre utiliséas tétude du role supplémentaire de Msb3p.
Nous pourrions comparer les niveaux d'expressioimgé du mutanmsb3 du mutanimsb4

du double mutant et de la souche sauvage en peedermadmium.

Pour étudier Msb3p, nous pourrions aussi envisagerecherche des interactions génétiques
de MSB3 Pour ce faire, des travaux d'identification degppsesseurs homologues
extragéniques multicopies du mutamsb3pourront étre réalisés comme lors de ce travail de

thése ou par I'analyse des synthétiques Iéthaux.

Enfin, comme le double mutant levuriemsb3 msb4est pour nous un modele d'étude de
oncTre210p, il serait alors intéressant de vérifiar la technologie des microarrays si les
suppresseurs humains homologues auraient un effeles cellules exprimant de maniere

naturelle ou noncTre210
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En effet, par cette technique, nous pourrions obtene carte détaillée des niveaux
d'expression des génes dans ces cellules expriomaiire210mais aussi les suppresseurs.
Par comparaison de ces cartes, nous pourrionsiobie® masse importante d'informations

sur l'influence de I'expression de ces suppresskuns des cellules cancéreuses.

De plus, cela permettrait de déterminer si ces esgzps ont également un effet suppresseur
dans les cellules humaines exprimant I'oncogene.

Plusieurs homologues humains ont été identifies des bases de données, il s'agit, entre
autre, de BIG (Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchapgeur SEC7 VPS35pour
VPS35 P155 et MYH (chaine lourde de la myosine) pdus0l1, SAPS(SIT4 phosphatase-
associated protein) poBAP155 HSP70 pour SSZlet RSL1D1 (ribosomal L1 domain
containing 1) pou€IC1.
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1. Tre-2 et le cytosquelette

Nous avons démontré, par différentes approches,lajyartie RabGAP de l'oncoprotéine
oncTre210p, impliquée dans le sarcome d'Ewingragiedirectement avec deux composants
du cytosquelette d'actine : Myl2, la chaine légénilatrice de la myosine et LOC91526, une

protéine contenant des motifs ankyrine.

Le cytosquelette d'actine, composé de microfilasgotie un réle essentiel dans la cellule en
participant dans l'endocytose, I'exocytose, laldgtese, la polarisation cellulaire et dans la

migration des cellules.

Le composant principal des microfilaments est ib@ctexistant sous forme de monomeres

(G-actine) et de polyméres (F-actine).

Un autre composant est la myosine. Les myosinagadior une superfamille de protéines
divisées en 17 classes (Hodge, T. et Cope, M.0Q)2Ce sont les moteurs qui se déplacent le
long des filaments d'actine. Leur cycle d'inte@ttavec ces filaments, accompagné par
I'nydrolyse d'ATP, est la base moléculaire d'umdraombre de mécanismes biologiques de
la motilité, du transport vésiculaire aux contrae musculaires.

Une molécule de myosine consiste en une ou deurehdourdes, chacune associée a une ou
deux chaines légéres. La chaine lourde est gémémtecomposée d'une téte, d'un cou et
d'une queue. La téte, hautement conservée dandiffésentes classes, contient les sites
ATPase et de liaison a l'actine. C'est le moteutimteraction actine-myosine, régulé par les
chaines légeres ou la calmoduline. Ces deux dereelient a la chaine lourde au niveau du

cou. La queue est quant a elle trés diverse danf®setions.

Myl2 est un composant de la myosine Il. Cette my@sontient deux chaines lourdes et
chacune avec une paire de chaines légéres au ndieazou : une essentielle et une
régulatrice. Des mutations au niveau de ces cha@geses sont associées a des myopathies
du coeur et du muscle (Poetter,d€.al, 1996). Myl2 est une chaine légéere régulatricéade
myosine Il. Elle régule I'activité ATPase de laiclealourde. Cette activité est diminuée dans

des cellules dérivées d'un ostéosarcome (HOS) nuisobi soit une transformation par
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infection d'un virus, le Kirsten murine sarcomausi{K-HOS) ou soit par exposition a une
substance chimique carcinogene (MNNG-HOS) (Kumat, €t Chang, C., 1992).

Quelle est la signification physiologique de I'asatbon de oncTre210p avec Myl2 ? Pour
cela il est intéressant de rappeler que l'oncop®ta été décrite comme un effecteur des
RhoGTPases Racl et Cdc42 (Masuda-Robens,el.ll., 2003). Les RhoGTPases sont de
petites protéines impliquées dans diverses voigsiplogiques associées avec les filaments
d'actinomyosine (cytokinese, motilité cellulair@ntraction musculaire), incluant des voies
aberrantes (comme des cancers). Racl et Cdc4alesnnédiateurs de la régulation de la
myosine Il (Wilkinson, S.et al, 2005). Donc, il est possible que linteractioryl et
oncTre210p participe a la signalisation des RhoG&R.aC'est sur base de cette hypothése et

de ces observations que notre modele va étre éabor

Loc91526 est une protéine montrant des similarigdec la protéine d'ancrage au
cytosquelette, I'ankyrine 1 (31% sur 1881 aa). Etlatient 26 motifs ankyrine qui peuvent
participer aux liaisons protéiques. Ce motif esides motifs les plus frequemment observés
dans les bases de données. Ce module dintergutaigine-protéine est impliqué dans
diverses fonctions cellulaires (Mosavi, L.Kt al., 2004). L'ankyrine-1 est une protéine de
liaison a la spectrine qui s'associe via ses matitgrine avec une variété de canaux a ions,
avec des molécules d'adhérence. De plus, via l&rspeelle est le lien entre des protéines
membranaires et le cytosquelette (Rubtsov, A.M.L@pina, O.D., 2000). L'association
membrane-cytosquelette se fait donc sous un résedimensionnel localisé a la surface
cytoplasmique de la membrane plasmique. Ce réstaitaché a la membrane plasmique par

des interactions impliquant I'ankyrine.
Il serait donc imaginable que oncTre210p, par sderaction avec Loc91526, interfére au

niveau du réseau du cytosquelette cellulaire. €elait en accord avec le modeéle levurien ou

une désorganisation du cytosquelette dans le donbiantmsb3 msb4é été observée.
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Hypothéses de travail proposées

Notre modele proposé pour l'action de oncTre2l1lQplewcytosquelette est basé sur son
interaction directe avec la chaine Iégere de lasimgoMyl2. Nous situons notre modele a

I'étape de cytokinése de la division cellulairapétou la synthese de myosine est abondante.

La cytokinése commence par la formation d'un annaaniractile, composé d'actine et
myosine, qui va former un sillon de clivage au euilide la cellule induisant la formation de

deux cellules filles. Enfin, les deux cellules veatséparer physiquement.

Plusieurs observations sont a tenir en compte waine modele :

- Il a été montré au sein de notre laboratoire guneTre210p, comme les deux protéines
levuriennes Msb3p et Msb4p, intervenait au momentad cytokinése durant le cycle de
division cellulaire. En effet, une surexpression'decoprotéine dans des cellules HeLa induit
une séparation difficile des cellules filles a l#ase (données non publiées de la these de
Bizimungu C. 2006).

- En 2003, l'équipe de Masuda-Robens montrait queT®210p faisait tres
vraisemblablement partie d'un complexe d'effecteerta Rho GTPases Cdc42 et Racl dans
le remodelage de l'actine. Par ailleurs, la liaistirecte entre la calmoduline/Caet
oncTre210p a été démontrée (SheretGl., 2005.)

Comme le montre la figure CGP-1/A, la calmodulireé/Get Cdc42/Racl agissent durant la
cytokinése sur la chaine légere de la myosine 'pdaermédiaire d'une kinase, la MLCK

(Myosin Light Chain Kinase).

Partie GAP de oncTre210p

La partie GAP de oncTre210p interagit directemergcaMyl2 et la calmoduline (figure
CGP-1/B). Ces deux protéines sont impliguées daifarination et la contraction de l'anneau
contractile. La calmoduline se fixe sur la kinaseQK et |'active suite a une augmentation de
la concentration en 4 Ensuite MLCK phosphoryle Myl2 ce qui a pour effet permettre a

la myosine d'interagir avec l'actine et de promaukacformation de filaments de myosine.
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Les interactions de la partie GAP avec Myl2 etdbnmoduline perturberaient la contraction de

I'anneau contractile engendrant des anomalies dgdainese.

Partie REN-60 de oncTre210p

La partie REN-60, grace a ses peptides obliquesestsites RBD mis en évidence par
Bizimungu C.et al (2007), aurait-elle ici un role? Elle pourraitdarvenir dans de nouvelles
interactions protéiques ou dans la localisationragdllulaire ou modification de la

conformation spatiale de I'oncoprotéine.

| Kinases | | MLCK | | Kinases | I MLCK |
J J d

\ . . . Perturbation de la contraction
Contraction de 'anneau contractile . .

de 'anneau contractile
A \ Cytokinése \) Anomalie

B de la cytokinese

Figure CGP-1: (A) Représentation de la voie d'aaiimn de Myl2 par la calmoduline et le
complex Cdc42/Rac. (B) Représentation de l'impaartTre210p sur la cytokinése.

Diverses observations sur la MLCK (cfr. introduatibibliographique) suggérent qu'elle est
impliquée dans l'assemblage de lI'anneau contrattiians sa contraction. Cependant il a été
montré que MLCK n'est pas I'unique kinase qui &ck/myosine lors de la division cellulaire
(Somlyo, A.V.et al, 2004). Cela nous fait penser que d'autres pregépartenaires sont
nécessaires pour expliquer les désorganisationséeaupar oncTre210p au niveau de la
cytokinése. Afin d'étre complet dans nos interpiéta, il faut aussi se rappeler que
Cdc42/Racl ne joue pas seulement un role sur ldattmn de la myosine via MLCK mais
aussi via d'autres kinases de Myl2 (par exempldK)Ret que oncTre210p pourrait aussi

jouer un réle complémentaire sur d'autres protéiégslant la cytokinése.

Il n'est pas si étonnant de retrouver oncTre210ys dztte voie Cdc42/kinase/Myl2. Tout

d'abord les homologues levuriens Msb3p et Msb4pestguvent impligués comme le montre
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divers modeles présentés dans une récente revuk, (R®. et Bi, E., 2007). Ensuite,
I'implication dans cette voie d'une protéine impég dans un cancer a été aussi montrée pour
DLC1 (deleted in Liver Cancer 1), un suppresseututieeur impliqué directement dans la
voie Rho/kinase/Myl2 qui influence la tumorogéracét le développement métastatique du

carcinome hépato-cellulaire (Wang, Cetal., 2008).

Enfin, il faut ajouter que l'oncoprotéine n'agiragrtainement pas seulement sur l'anneau
contractile durant la cytokinese, mais jouerait@e dans la dynamique membranaire (apport
et remodelage des membranes) au niveau du sillodlidgEge par l'intermédiaire de son
interaction avec Arf6, une GTPase. En effet, Adessa forme liée au GDP est recrutée par
oncTre210p, et mise a proximité de ses GEFs quiisedt son activation (Martinu, ket al,
2004).

Perspectives expérimentales aux modeéles proposés

Dans le but de préciser l'action de l'oncoprotésne la cytokinese, il serait intéressant
d'observer plus en détail I'organisation de l'actigosine selon le niveau d'expression de
oncTre210 Il faudrait observer un ensemble de lignées aamsés ouoncTre210 est
exprimée pour obtenir une corrélation entre lesausf et le taux d'expression de
l'oncoprotéine. Pour ce faire, et par des techmiqdlenmunofluorescence, nous pourrions
observer l'organisation de l'actine a différentémp@&s de la division cellulaire et de la
cytokinése plus en particulier. Le taux d'exprassie oncTre210pourrait quant a lui étre
quantifié par la méthode de RT-PCR afin de corréereffets observés au taux d'expression
deoncTre210

Les interactions illustrées dans les modeles ohltdécrites une ou plusieurs fois dans la
littérature. Cependant, notre modéle ajoute unemate co-localisation complexe. Il est donc
primordial de vérifier celle-ci par des techniquiss co-localisation comme celles utilisées
dans ce travail. Nous pourrions ainsi confirmer iofirmer les interactions directes et

indirectes présentées dans nos modéles.

Nous pouvons aussi évaluer un possible recrutemdenMyl2 et de la calmoduline par
oncTre210p. Pour ce faire, des expérimentatiomsnatinofluorescence pourraient nous le

montrer, mais il faudrait aussi prouver le lien gique de recrutement. Est-ce que
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oncTre210p peut se lier simultanément avec Myl &@almoduline/C8 ? Rentrent-t-il en
compétition ? Des questions qui pourront trouveponses lors d'étude de co-
immunoprécipitation. De plus nous pourrions analyse sites d'interactions entre CaM/Ca
- Myl2; CaM/Cd" - oncTre210p; Myl2 - oncTre210p. Ces analyses dment des
indications sur d'éventuelles compétitions d'indtoms.
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V. Motde la fin

Pour terminer, il faut signaler qu'il a été mordrélaboratoire et ailleurs, que I'oncoprotéine
oncTre210p est également impliquée dans le trafgiculaire, qui est un autre mécanisme
cellulaire pouvant étre associé a l'apparition d#dules cancéreuses. Un modéle a été
d'ailleurs proposé lors du travail de thése demBirigu C. sur le déreglement biologique
engendré. Dans ce modele, oncTre210p inactiveeraittien compétition avec la GAP active
de RN-Tre pour l'activation des GTPases Rab5 e4Ratans le processus de controle

d'endocytose du récepteur a 'EGF et la formaterides circulaires d'actine.

Selon I'étape de développement des cellules otadie gl'évolution de la maladie, I'oncogéne
pourrait étre détecté dans I'un ou l'autre de o&samismes (trafic vésiculaire ou cytokinése)
impliquant probablement des régulations et locatina spatiales trés difféerentes de la
protéine. Ceci montrant que l'oncoprotéine sergsbeiée a la dynamique cellulaire. Ce qui
expliquerait la quantité importante de partenapestéiques identifiées par la méthode du
double-hybride en levure au cours de notre trail.effet, cette étude donne une vision
statique des interactions avec oncTre210p, maigegown'ont pas forcément lieu

simultanément.

Par ailleurs, la structure bipartite de I'oncopr@éfusionnant deux séquences totalement
indépendantes, "GAP" et "REN-60", ajoute a la caxipé et diversité du rbéle de cette
protéine dans la cancérisation des cellules (dedf@ d'Ewing ou d'autres lignées dans

lesquelles elle est exprimée).

110



111



MATERIEL ET METHODES
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I Présentation des souches levuriennes et bactériennes utilisées

Les souches de levuBaccharomyces cerevisiaéde bactéri€scherichia colutilisées sont
reprises et décrites dans le tableau suivant.

Les bactéries citées dans le tableau sont utiliséesme souches réceptrices lors de la
construction et 'amplification des vecteurs recamabts.

Les souches levuriennes (a I'exception de Y187, @Hat MaV203) sont isogenes a FyBLT3
qui est dérivée de S288c, une souche standarddeataire pour le séquencage systématique

des chromosomes.

Souches o

levuriennes Genotype ongine

Y187 MAT a, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-32,11BD Clontech
galdA, gal80A, met, URA3::GALLasGAL L arxlacZz MELL

AH109 MATa, trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, 4ga] BD Clontech

ga|80A, LYS2::GALLasGALLATsHIS3 GAL2AsGALZ2 aTA
ADE2, URA3::MELLxsMEL1;arxlacZ MEL1

MaVv203 MAT a, leu2-3, 112, trp-901, his3200, ade2-1, gald\, Invitrogen
gal804, SAPL10:URA3, GALl:lacZ, HIS3gai:HIS3-
@LYS2, carfl, cyh?

FyBLT3 MATaMATa,  ura3A851ura3A851,  trplA63/trplA63, Fairhead et al., 1996
leu2Alleu2A1, his3A200his3A200, lys2A202/+
FyBLT3-YN MATa/MATa,  ura3A85lura3A851, trplA63/trplA63, Bach, 2000

leu2Alleu2A1, his3A200his3A200, lys2A2021ys2A4202,
msb3A1:TRPImMsb3A1::TRP], msb4:A1::kant/msb4-
Al:kan®

FyBLT3-Y MATa/MATq, ura34851/urax1851, trpU63/trp1163, Bach, 2000
leu24l/leu41,  his1200/his31200, lys21202/+, msb4-
A1::kanYmsb4A1::kan®

FyBLT3-N MATa/MATa, ura31851/ura31851, trpU63/trp1463, Bach, 2000
leu41/leu41, his1200/his21200, lys21202/lys21202, mshb3-
A1 TRP1/msb341::TRP1

NL3d MATa, ura31851, trpu63, leu211, his31200, lys21202

FyB7d MATa, ura31851, trp1163, leu211, his31200, msb441::kan” Bach, 2000
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NL1d MATa, ura31851, trpd63, leu211, his1200, lys21202, msb3- Bach, 2000

41:TRP1

YNL1d MATa, ura31851, trpd63, leu211, his1200, lys21202, msb3- Bach, 2000
A1:TRP1, msb41:kan®

YNL2b MATa, ura3A851, trplA63, leu241, his3A200, lys24202, Bach, 2000
msb3A1:TRP1, msh4Al:kan®

Souches .
bactériennes Genotype origine

DH5a F ©80dacZAM15 A(lacZYA-argF) U169decR recAl endAl Invitrogen
hsdR17(k, m) gal” phoA sugE44 k™ thi'l gyrA96 relAl

DH10B F mcrA A(mrr-hscRMS-mcBC) ©80lacZAM15 AlacX74  Invitrogen

deR recAl endAl araA139 A(ara, leu)7697 galU galK A~
rpsL (Str') nupG A~ tonA

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl{laqproAB Stratagene
laclqgZAM15 Tn10 (Tetr)]

BL21 Star F ompT hsd; (rg'mg) gal dem rneB1 (DE3) pLysS (Caf) Invitrogen
(DE3)pLysS
EP-Max 10B F mcrA A(mrr-hstRMS-meBC)  #80daczZAM15 AlacX74 Biorad
dedR recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK rpsL
nupG A’

Tableau MT-1 : Présentation des souches levuriephbactériennes utilisées.
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II.  Présentation des cellules de mammiféeres utilisées et milieu de

culture

Deux types cellulaires ont été utilisés au coursalravalil.

La lignée HEK293 (ATCC : CRL-1573) est composéecd#ules du rein d'un embryon
humain (Human Embryonic Kidney) transfectées pabN d’'un adénovirus humain de type
5 (Ad5). La lignée Hela (ATCC : CCL-2) est une kgnde cellules tumorales issues d'un
carcinome du col utérin.

Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM Iii&eco’s modified Eagle’s Medium de
Sigma-Aldrich) complété par 10% de sérum de vedalfimactivé (Sigma Aldrich), 200U/ml
de pénicilline, 10Qg/ml de streptomycine et 2@8/ml de L-glutamine et maintenues dans un

incubateur en atmosphére humide a 37°C, enrichi&®ede CQ.
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IIl. Présentation des vecteurs utilisés

pGBT-CYH : plasmide navett&. cerevisiae/E. colill dérive du vecteur pGBT9.C
(Bartelet al, 1996) dans lequel a été inseré, au niveau déattl, le geneCYH2 Ce
géne confére, a une souche de levure, la sensikilia cycloheximide (antibiotique
inhibant la synthése protéique). Ce plasmide conhtia séquence codant pour le
domaine de liaison a I'ADN (BD, Binding Domain) dlactivateur transcriptionnel
Galdp dont I'expression est placée sous contréleptamoteur PADH) et du
terminateur tADH) du géneADH1 (code pour l'alcool déshydrogénase). Ce vecteur a
été utilisé lors de la technique du double-hybéfie de produire la protéine de fusion
entre la protéine appat et le BD de Galdp. Le garB1fut utilisé comme marqueur
de sélection phénotypique dans la transformatiola deuche Y187Mata) comme le
géene de résistance a I'ampicilline pour la transftion dans la souche Dhbl5Les
séquences ARS et CEN4 ont permis au vecteur dépiguer de facon autonome et

d’étre transmis de facon stable a la descendancedeellules.

pGBT-GAP etpGBT-REN-60 : plasmides recombinants appats obtenus par imsert
respective de la partie Tre-GAP et de la partieREEN-60 de la phase codante de
oncTre210au niveau de la cassette de clonage de pGBT-Citel $md/Sal pour
Tre-GAP etSmad pour Tre-REN-60). L’insertion est réalisée en sghavec le BD de
GAL4

pACT2 : plasmide navette de la firme BD Clonteghcerevisiae/E. colitilisé lors de

la technique double-hybride. La présence de I'nmagde réplication du plasmide
naturel 22 permet a ce plasmide d’étre présent de 25 a 20@spar cellule de levure
transformée. C’est au niveau de la cassette deagéode ce plasmide (siEEcoR)
qu’ont été insérés, en fusion avec le domaine daidn de la transcription de Gal4dp
(AD, Activation Domain), les fragments d’ADN (codapour les protéines proies)
provenant des banques testées lors de la prepaétie de la recherche de protéine
partenaire. Les hybrides de fusion résultants soms$i placés sous contrdle des
régionspADH et tADH. Les génes anipet LEU2 présents sur ce plasmide sont
utilisés comme marqueurs de sélection dans laftamation respective &. coli et

deS. cerevisiae.
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pYX122: plasmide centromérique navefie cerevisiae/E. coljposséde une origine
de réplication bactérienne ainsi que les séqueABet CEN). Il existe a raison de
une a cing copies par cellules haploide et poss&dgeneHIS3, utilisé comme
marqueur de sélection lors de la transformatioealehes de levure. C’est un vecteur
d’expression levurien. En effet, la présence dunmmteur du géne codant pour la
triose-phosphate isomérase (TPl) en amont de Iaettas de clonage permet

I'expression constitutive d’'une séquence codants t#acellule de levure.

pYX-oncTre210: plasmide recombinant obtenu par Bach en 2000rz&rtion de
I'intégralité de la phase codante du gemeTre210(2361 pb) au niveau de la casette
de clonage de pYX122 (sikamH)).

pPET-20b : plasmide de surexpression bactérien portantségeience signaelB en
N-terminale pour une potentielle localisation pegmnique (Novagen).

pPET-20b-oncTre210: plasmide recombinant obtenu par insertion dangldsmide
pPET-20b de la phase codante du geneTre21Q2361 pb).

YEp356: plasmide réplicatif de type épisomal, a un nondeecopies élevé (environ
50 par génome). YEp356 fut construit en 1986 paefdgt al Il contient un gene de
résistance a I'antibiotique ampicilline pour laesion bactérienne et un marqueur de
sélectionURA3pour la transformation en levure. Lors de la catsion de la banque
génomique de levure, les ADNs ont été insérés aanidu sitBamHIde la cassette

de clonage.
pRS313: plasmide centromérique navefe cerevisiae/E. colill existe a raison de
une a cing copies par cellule haploide et possedgéheHIS3 utilisé comme

marqueur de sélection lors de la transformatiosalehes de levure.

pDONR221: plasmide donneur Invitrogen compatible a la tedbgie Gateway pour
I'obtention du clone d’entrée.
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pDONR GAP et pDONR REN-60 : plasmides recombinants appats obtenus par
insertion respective de la partie Tre-GAP et depdatie Tre-REN-60 de la phase

codante dencTre210au niveau de la cassette de clonage Gateway d&\pROL.

pPC97-dest: plasmide centromérique (Invitrogen) navetecerevisiae/E. coliC’'est

un vecteur d’expression levurien. C’est au niveasl chssettes de clonage du systéme
Gateway de ce plasmide qu'ont été insérées, enrfusvec le domaine de liaison a
I'ADN de Gal4p, les fragments d’ADN (codant pows fgotéines appats) testés lors de
la deuxiéeme partie de la recherche de protéine®nmires. Les hybrides de fusion
résultants sont ainsi placés sous contrdle desmégADH ettADH. Les génes anip

et LEU2 présents sur ce plasmide sont utilisés comme reargude sélection dans la

transformation respective . coliet deS. cerevisiae

pPC97 GAP et pPC97 REN-60 : plasmides recombinants appats obtenus par
insertion respective de la partie Tre-GAP et depdatie Tre-REN-60 de la phase
codante dencTre210dans pPC97.

pPC86: plasmide centromérique (Invitrogen) navehtecerevisiae/E. coliC’est un
vecteur d’expression levurien. C’est au niveau ckessettes de clonage du systéme
Gateway de ce plasmide qu’ont été inséerés, enrfusiec le domaine d’activation de
la transcription de Gal4p (AD, Activation Domaings fragments d’ADN (codant
pour les protéines proies) provenant des ban@séses lors de la deuxieme partie de
la recherche de protéines partenaires. Les hybuiegesusion résultants sont ainsi
placés sous contrdle des régigReDH ettADH. Les génes anfpet TRP1présents sur
ce plasmide sont utilisées comme marqueurs de swmledans la transformation

respective E. coliet deS. cerevisiae.

pPpEXP-AD502: plasmide navette (Invitrogen) qui dérive du eectpPC86 utilisé

dans la construction de la banque d'ADNc de foradin.
pcDNA3.1(+): plasmide d’expression constitutif en cellulesEmmiferes contenant

un promoteur CMV, promoteur du gene précoce du negtgalovirus humain

(Invitrogen).
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pFD13 (ou pFLAG) : plasmide construit par Dequiedt Frivent de pcDNA3.1(+)
pouvant exprimer en cellules de mammiféres de€res fusionnées a FLAG.

PFLAG-Tre-GAP et pFLAG-Myl2 et pFLAG-LOC91256 : plasmides obtenus par
insertion dans le vecteur pFLAG de respectivemanpdrtie Tre-GAP de la phase
codante dencTre21QI'ORF de Myl2 et LOC91256.

pFD60 (ou pMyc) : plasmide construit par Dequiedt F.iirt de pcDNA3.1(+)

pouvant exprimer en cellules de mammiféres de®ppred fusionnées a c-myc.

pMyc-Tre-GAP et pMyc-Myl2 et pMyc-LOC91256: plasmides obtenus par
insertion dans le vecteur pMyc de respectivemenpdeie Tre-GAP de la phase
codante dencTre21QI'ORF de Myl2 et LOC91256.

PGEX-2T : plasmide d’expression en cellules procaryotegesmantlacl?, inductible
en présence dIPTG et gouverné par un promoteurtygpe tac (Amersham

Biosciences)

pGST-Tre-GAP et pGST-Myl2 et pGST-LOC91256. plasmides obtenus par
insertion dans le vecteur pGST de respectivemergaléie Tre-GAP de la phase
codante dencTre21QI'ORF de Myl2 et LOC91256.

pPpEGFP-C1 (ou pGFP) : plasmide commercialisé par BD Clontgaoh exprime en
cellules de mammifére, par l'intermédiaire d’'unmaieur CMV, la protéine EGFP et
autorise l'insertion de séquences en position caHberminale de la protéine
fluorescente. L'EGFP est une variante de la GEfe€n Fluorescent Proteinisolée a
partir de la médusAequorea victoriaqui peut étre excitée a une longueur d’onde de

489 nm pour ainsi émettre a une longueur de 508nm.
pPpGFP-Tre-GAP et pGFP-Myl2 et pGFP-LOC91256. plasmides obtenus par

insertion dans le vecteur pGFP de respectivememattie Tre-GAP de la phase
codante dencTre21QI'ORF de Myl2 et LOC91256.
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pHcRed1-Cl(ou pRFP) : plasmide commercialisé par BD Clontgahexprime en
cellules de mammifere, par I'intermédiaire d’'unpaieur CMV, la protéine HcRed1
et autorise l'insertion de séquences en positiomog-terminale de la protéine
fluorescente. L'HcRedl est dérivée d'une chromdégine non-fluorescente se
trouvant chez le corail de rédifeteractis crispalLa fluorescence a été générée par
combinaison de mutations aléatoires et dirigéete@eotéine peut étre excitée a une

longueur d’onde de 588 nm pour ainsi émettre damgueur de 618nm.
pRFP-Tre-GAP et pRFP-Myl2 et pRFP-LOC91256. plasmides obtenus par

insertion dans le vecteur pRFP de respectivemerngalttie Tre-GAP de la phase
codante dencTre21QI'ORF de Myl2 et LOC91256.
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1V. Composition des milieux de culture pour bactérie et levure

Remarques préliminaires :
» Les milieux sont stérilisés dans un autoclave a°C2@endant 20
minutes et a une pression d’un bar;
» Les milieux se présentent sous une forme liquidesabide ; dans ce

dernier cas, I'ajout de 2% d’agar est nécessaire.

1. Milieux de culture pour bactérie

Le milieu riche Luria Bertani (LB) se compose de i Bactotryptone (DIFCO), 0,5%
d’extrait de levure (GIBCO BRL) et de 1% de NaClu milieu 2xYT Broth (LAB M™) est
eégalement utilisé. Les milieux sont ajustés a pbl 7L’addition d’antibiotique se déroule,
aprés passage a l'autoclave, a raison de 0,005% l@mapicilline (Sigma-Aldrich) et de
0,005% pour la kanamycine (Sigma-Aldrich).

2. Milieux de culture pour levure

a) Milieu riche

Le milieu riche (YPD) est constitué des élémenigasus : 1% d’extrait de levure (GIBCO
BRL), 2% de peptone (ICN) et 2% de glucose. DiemilyPD Broth de chez LAB M est
également utilisé. Pour les levures auxotropheadgmine, I'ajout d’adénine, stérilisée par
autoclave, a raison 0,002% est nécessaire (YPDA).

b) Milieu minimum

Le milieu minimum Mam est obtenu par addition d&70p Yeast Nitrogen Base without aa
and ammonium sulfate (Difco), de 0,5% de sulfatandhonium (Merck) et de 2% de
glucose. Ce milieu est amené a pH 5,8. Afin de camer les éventuelles auxotrophies, ce

milieu peut étre complété, aprés stérilisation,gjaut d'aa ou de base azotée.

C) Dropout (DO)
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Le dropout est une solution d’éléments nutritifsesdiels aux levures dans la technique
double-hybride (DH) pour I'étude de partenairesticues. Pour la premiére technique DH
utilisée, une solution concentrée dix fois estiséal et décrite dans mon mémoire de DEA
(Dechamps, 2003).

Pour la seconde technique de criblage double-hgbed levure, I'utilisation de Yeast
Synthetic Drop-out Medium Amino Acid Supplement Waut Histidine, Leucine,
Tryptophan and Uracil (Sigma-Aldrich) est effectuée

d) L’ajout en acide aminé et autres éléments nutritifs

Pour la premiere technique double-hybride utiliségiatre nutriments peuvent étre
additionnés stérilement au milieu Mam : 4 ml/l dadhe 0,5%, 5 ml/l d’histidine 0,4%, 4

ml/l de leucine 1% et 6 ml/l de tryptophane 0,5%.

Par contre dans la seconde technique, 8 ml par di&r milieu sont ajoutés pour chaque
solution en acide aminé ou autre élément nutrigfilssé dont les concentrations sont les

suivantes : uracile 20 mM, histidine 100mM, trygtape 40 mM.

Dans tous les autres cas de complémentation deumtinimum Mam, I'ajout d’aa ou de
base azotée s'effectue sous les conditions suiwar@®02% de L-Histidine, 0,004% de L-
Leucine, 0,004% de L-Lysine, 0,002% de L-Méthionin®@03% de L-Tryptophane, 0,0025%
d'Uracile et 0,008% d’Adénine.

e) L'ajout d’antibiotique

Les antibiotiques peuvent étre additionnés au milie culture pour levure a raison de 10-15
mg/l pour la kanamycine et de 25'1ités/l de pénicilline G (Sigma-Aldrich).

f) L'ajout de 3-AT

Dans la premiére technique DH, du 3-amino-tria&igiha-Aldrich) est ajouté au milieu a
raison de 2 ml d’'une solution de 1 M stérilisée fijzation.
Dans la seconde technique DH, 1,18 g/l de 3-anrinadl (Sigma-Aldrich) est additionné

avant de couler les boites pour ainsi obtenir umeentration de 20mM en 3-AT.
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9) L’'ajout de 5FOA

L’addition de 2 g/l d’acide 5-Fluoro-orotique (Bie¥tra) est réalisée avant la préparation des

boites.

h) L'ajout de 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactopyranoside (é-gal)

Pour obtenir une concentration de 20 mg/ml, le-¥al (Clontech) est dissout dans du
diméthylformamide (DMF) et conservé dans un tubgesne opaque a —20°C.

Pour la préparation de boitesoXgal, 2 ml de la solution de X-gal est ajouté a 1 litre de
milieu Mam contenant les acides aminés nécessaires croissance, avant de couler les
boites.

Pour la préparation de boitesoXgal (boites de 145 mm de diamétre) contenantldéjalieu
minimum Mam, étaler 20@l d’'une solution de Xx-gal diluée a 4 mg/ml dans du DMF.

Ensuite laisser les boites sécher a températureaataldurant 15 minutes.
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V.  Oligonucléotides

Les oligonucléotides utilisés dans le cadre deaaeil présentés dans le tableau ci-apres ont
été synthétisés chez Sigma-Aldrich. Les domainésifigues a la technique Gateway sont en
rouge. La localisation correspond a la positionnagport au A du premier ATG de la phase

codante ou a la premiére base du site de clonagegs vecteurs.

Nom de

‘aati Séquence
I'oligonucléotide Localisation

Oligonucléotides pour le séquencage dmcTre210

AlTre 210-228 5 GATGACACGAACGAGC &
A2Tre 524-541 5 CCTATTCGGAGTATAACC 3
A3Tre | 825-8542 5 GATCTCTCTCGGGCTCAC &
A3Tre I 809-825 5 GAACCTGATTGACGGGA 3’
Ad4Tre 1120-1138 5 GCTTCACGTGGTGGGAAGA 3’
A5Tre 1415-1432 5 GATTTTGAACGGAGCTGC 3’
A6Tre 1736-1753 5 GGCATATGGCTAAATGCT 3’
A8Tre 2080-2099 5 TGTGGGCATATAAGTGTCCG &
A9Tre 1070-1052 5 GGCAGGTCCCCTTGCTTCC 3’
Al10Tre 802-783 5" GGCAGCCTAACGAGGCACAC 3
AllTre 345-326 5" GTTCAGGAGGACTGACCACA 3
Al2Tre 1535-1516 5 GACATCTCCTCAGGCCAACT 3
Al3Tre 1590-1610 5 AGCCACAGGTCTAAGCAACCT &
Al4Tre 1922-1937 5 GAGTCCATGAAAAGCC 3’
Al5Tre 1886-1869 5 GCCAGAAGTTCTTGGGAG 3

Oligonucléotide de vérification de la présence d’isert sur pGBT-CYH

PGBT3’ Séquence en 3' de5’ AAATTCGCCCGGAATTAG 3’
la cassette de

clonage
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Oligonucléatides pour le clonage de la partie Tre-&P deoncTre210dans le plasmide pGBT-CYH

GAPDH1 1-21 5 TTCCCGGGGATGGACATGGTAGAGAATGCA 3

GAPDH2 1494-1474 5 AGGTCGACGTCCGCAGTGTTCAGCCTGCGA

Oligonucléotides pour le clonage de la partie Tre-BRN-60 deoncTre210dans le plasmide pGBT-CYH

RENDH1 1475-1515 5 TTCCCGGGGGAGGTTCACAACAAAGATATG

RENDH2 2361-2341 5 AGGTCGACGTTAGGGTGAACATTCCATTTS
RENDH1(3) 1475-1515 5" TCCCCCGGGGGAGGAGGTTCACAACABATATG 3’
RENDH2(3) 2361-2341 5" TCCCCCGGGGGATTTTAGGGTGAACATTCATTTIG &

Oligonucléotides pour le séquencage et I'amplificatn d'insert a partir de pGAD GH

pGAD GH &’ Séquence en 5’ de5’ CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC 3’
la cassette de

clonage

pGAD GH 3 Séquence en 3' de5’ GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT 3
la cassette de

clonage

Oligonucléotides pour le séquencage et 'amplificatn d’insert a partir de pACT2

OlIACT2 Séquence en 5’ de5’ AGCTTGGGTGGTCATATGGCCA 3
la cassette de

clonage

3AD Séquence en 3' de5’ GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGA 3
la cassette de

clonage

Oligonucléotides Gateway avec les séquendsisB1 et AttB2 pour la partie Tre-GAP de ancTre210

GAP.F 3-23 5GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTG
GACATGGTAGAGAATGCAGA 3

GAP.R 1492-1475 5GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTG
CAGTGTTCAGCCTGCC 3’

Oligonucléotides Gateway avec les séquendsisB1 et AttB2 pour la partie Tre-REN-60 deoncTre210

REN.F 1475-1517 5GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCT
GAGGTTCACAACAAAGATATGAG 3

REN.R 2358-2338 5GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGRG
GGTGAACATTCCATTTGTAG 3
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Oligonucléaotides de vérification de la présence disert sur pPC86 ou dérivés

F-pPC86 Séquence en 5’ dib’ TATAACGCGTTTGGAATCACT 3’
site d’insertion de
la banque
R-pPC86 Séquence en 3’ dib’' GTAAATTTCTGGCAAGGTAGAC 3

site d'insertion de

la banque

Oligonucléotides de vérification de la présence disert sur YEp356

YEp356-5’ Séquence en 5’ dus5’ GAATTCGAGCTCGGTAC 3’
site d’insertion
BamHl
YEp356-3’ Séquence en 3’ du5’ GGGATCGCAAGCTTGCA 3

site d’insertion
BamHl

Oligonucléotides pour les sous-clonages des clorg&et S18

VPS35-3' 2301 - 2270 5 GCTCTAGAGCGTACTGTACTGTACCBTGT 3
FBP26-5’ 1760 - 1783 5 TCCCCCGGGTTCGACGCACTTGTG &
COX6-3’ 1206 -1233 5 GCTCTAGAGCGGAACGTAGGTTTATCT®
CiC1-5 968 - 997 5 TCCCCCGGGGTTATTCTGTGCTTCACCGTBT

Oligonucléotides pour le clonage de la partie Tre-GP dans le plasmide pFD60

pcDNA GAP 5’ 5" GTGGATCCGATGGACATGGTAGAGA 3’

pcDNA GAP 3’ 5" AAAGCTTGGTCCGCAGTGTTCAG 3’

Oligonucléatides pour le clonage de la partie Tre-GP dans le plasmide pFD13

pcDNA myl2 5° 5 TTAAGCTTGGATGGACATGGTAGAGA 3

pcDNA myl2 3’ 5 TGGATCCGAGCTCCGCAGTGTTCAG 3

Oligonucléotides pour le clonage de Tre-GAP dansdeglasmides pGEX-2T, pEGFP-C1 et pHcRed1-C1

PGEX GAP 5’ (2) 5 GTGGATCCATGGACATGGTAGAGAATGCAGA 3

PGEX GAP 3’ (2) 5" GTGGATCCTCCGCAGTGTTCAGCCTGCCA 3

Oligonucléatides pour le clonage de Myl2 dans le @mide pFD60 et pFD13

myl2-5’' EcoRI 5" GCAGAATTCATGGCACCTAAGAAAGC 3’

myl2-3’ EcoRl 5 TGGAATTCGTCCTTCTCTTCTCC 3’
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Oligonucléotide pour le clonage de MyI2 dans le ptanide pGEX-2T

pGEX myl2 5’ 5" GCAGAATTCATATGGCACCTAAGAAAGC 3

Oligonucléaotides pour le clonage de Myl2 dans ledgsmides pEGFP-C1 et pHcRed1-C1

pFP Myl2 5’ 5" TCGAATTCTATGGCACCTAAGAAAGC 3

pFP Myl2 3’ 5" AGAATTCGAGTCCTTCTCTTCTCC &

Oligonucléotides pour le clonage de LOC91256 dansd plasmides pFD60 et pFD13

BHOG6-5" EcoRI 5 GCAGAATTCATGGCAGTGCTCAAACTC 3

BHOG6-3’ EcoRl 5 TGGAATTCCTTGGCTGTGTCAGCTC 3’

Oligonucléotide pour le clonage de LOC91256 dans gasmide pGEX-2T

pGEX BHOG6 5’ 5 GCAGAATTCATATGGCAGTGCTCAAACTC 3

Oligonucléotides pour le clonage de LOC91256 dans plasmide pEGFP-C1 et pHcRed1-C1

pFP BHOG6 5’ 5" TCGAATTCTATGGCAGTGCTCAAACTC &

pFP BHOG6 3’ 5" AGAATTCGACTTGGCTGTGTCAGCTC &

Oligonucléotides de séquencage et de vérificatior da présence d'insert sur pFD60 et pFD13

FD30 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3

FD31 5" TAGAAGGCACAGTCGAGG 3

Oligonucléotides de séquencage et de vérificatior da présence d’insert sur pGEX-2T

pGEX-2T 5’ Séquence en 5’ de5’ GTGATCATGTAACCCATCCTGA 3
la cassette de
clonage
pGEX-2T 3’ Séquence en 3' de5’ CTCCGCTATCGCTACGTGACTG 3

la cassette de

clonage

Oligonucléotides de séquencage et de vérificatior da présence d'insert sur pEGFP-C1 et pHcRed1-C1

pEGFP-C1 5* Séquence en 5’ d&' GTGAACTTCAAGATCCGCC 3
la cassette de
clonage de
pEGFP-C1
pHcRed1-C1 5 Séquence en 5’ d& CGGAACGTGATGGCCCT 3’

la cassette de

clonage de
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pHcRed1-C1

pFP 3 Séquence en 3’ de&5’ TTAACAACAACAATTGCA 3
la cassette de

clonage

Tableau MT-2 : Liste des oligonucléotides utilisés.
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VI. Meéthodes relatives aux manipulations dacides nucléiques

1. Extraction d’ADN plasmidigue

L'extraction d’ADN plasmidique est effectuée gréee QlAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) pour des petites quantités. Pour les giandes quantités, le HiSpeed Plasmid
Midi Kit (QIAGEN) est utilisé.

2. Extraction d’ADN total de levure

La technique utilisée, en vue d'une transformatlmactérienne par électroporation, est
I'extraction au phénol-chloroforme.

Tout d’abord, deux grosses anses de cellules ssnspendues dans 200d’un tampon de
lyse (2% v/v Triton X-100, 10% v/v SDS10%, 100 mM®l, 10 mM Tris-HCI pH 8 et 1
mM EDTA pH 8), ensuite 200l de solution phénol/chloroforme/alcool isoamyligete0,3 g

de billes de verre traitées sont ajoutés. Le tgutn@langé au vortex pendant 3 minutes et
suivi par I'addition d’'un méme volume de tampon (Mes 10mM et EDTA 1mM, pH 8). La
solution est centrifugée pendant 5 minutes a 13@d0 a 4°C. La phase aqueuse est
transférée dans un autre tube ou une précipitatiec deux volumes d’éthanol 100% (1 ml)
est réalisée a une température de -20°C. Le tulmepgifugé sous les mémes conditions que
I'étape précédente et le culot est resuspendudiatempon TE (40d) a 4°C.

Pour éliminer les ARNSs, 30l de RNAse A (1 mg/ml) est ajouté et laissé a 3pe@dant 5
minutes. Ensuite I'addition de 10 d’acétate d’ammonium 4M et de 1 ml d’éthanol 100%
permet la précipitation de ’ADN. Pour termineneucentrifugation est effectuée, le culot est
mis a sécher et est ensuite resuspendu dangl t0gau stérile. L’ADN récupéré est conservé
a-20°C.

Une autre technique, utilisée lors de l'isolemeat /DN génomique de double mutant
haploide YNL2b, a été entreprise dans le but ditbtde I’ADN en grande quantité et le plus
« propre » possible. Cette méthode comporte 5 €tapme premiere qui correspond a
I'obtention d’une culture cellulaire, la deuxiemé&dormation de protoplastes suivi de la lyse
de ceux-ci, une quatrieme permettant d'éliminer pestéines et enfin la précipitation et
purification de '’ADN.
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3. Transformation des cellules de bactérie

Les transformations des souches bactériennes Xué-81 DHo par de '’ADN plasmidique
sont réalisées suivant la méthode chimique au wtdate calcium et choc thermique a 37°C
pendant 45 secondes comme décrite par OkayamargteBel982. Pour DH10B, EP-Max
10B et DH@, la technique de transformation par électroponaéist préférée. Cette derniere
technique est réalisée a partir du Gene Pulsel Etsttroporation System (Biorad) dans des

cupules d’électroporation de 0,1 cm.

4, Transformation des cellules de levure

Comme pour les bactéries, deux techniques sonséel. La premiére est la méthode a
I'acétate de lithium et par choc thermique a 42¥Ddant 15 minutes décrite par kb al.
(1983) et améliorée par Giett al. (1992). La seconde est la technique électroparatsion

les indications fournies avec le Gene Pulser Xgkttroporation System (Bio-Rad).

5. Transfection des cellules HEK293

a) Préparation des cellules

Ce protocole est réalisé a partir d'une cultureHEEK293 provenant d’'une bouteille de
type Nunc pour obtenir 4 boites de transfection.

Tout d’abord le milieu de culture de la bouteilk enlevé et les cellules sont lavées au PBS
pour étre ensuite décrochées avec 7 ml de try@dneA (Invitrogen).

La solution est récupérée avec 10 ml de milieu e préchauffé a 37°C et portée a un
volume total de 5X le volume de trypsine.

Les cellules sont récupérées par centrifugatioasildef vitesse et resuspendues dans 10 ml de
milieu de culture. La resuspension est divisée diesg boites de culture. Apres ajout de 20
ml de milieu par boites, celles-ci sont mises auliee 24h a 37°C dans une atmosphére

contrblée.
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b) Transfection des cellules

Une heure avant transfection, le milieu de cultlgs boites est remplacé.

Lors de chaque transfection, 5)d’ADN est engagé. Cet ADN se trouvant en solutans
une solution de HBS (KCI 10 mM, MdPO,.2H,O 1,5 mM, dextrose 12 mM, HEPES 50
mM) contenant du Cagll00 mM est déposé goutte a goutte sur le miliecudire. Les
boites de transfection sont ensuite mises en goweincubation. Le milieu est changé apres
24h.

C) Récolte et lyse des cellules (a froid)

Deux jours aprés la transfection, les boites stauées sur glace et vidées de leur milieu de
culture. Les cellules sont lavées trois fois au PB&I et récupérées par décrochage avec 10
ml de PBS. Ces cellules sont lavées trois foisB8.R.e culot de cellules est resuspendu dans
5 fois le volume du culot de tampon de lyse IPL®®0 0,5%, Tris—-HCI 50 mM pH 7,5,
EDTA 0,5 mM, NaCl 120 mM) contenant des inhibitedesprotéases.

La lyse se déroule sous agitation a 4°C pendantiBQtes. Ensuite, les débris cellulaires sont
éliminés par centrifugation. Le lysat peut étreckéba —80°C apres congélation dans 'azote

liquide.

6. Transfection des cellules HelLa pour observatiomstroscope

Des cellules HeLa sont comptées a l'aide d'unealealle Thomas et mises en culture dans les
puits d’'un «24-wells » contenant des lamelles de verre, de maniereia @00 cellules par
puits. Ces cellules sont incubées pendant une chanis une étuve a 37°C, sous une
atmospheére controlée de 5 % en,CDeux millilitres de liposome, lipofectamine20Qfar
microgramme d'ADN est utilisé. Pour chaque pui@) fil de milieu de culture opti MEM
(Invitrogen) sont mélangés a un certain volume @aesGJammer mesuré en fonction de la
guantité d'ADN par puits. Apres 5 minutes d'atteagemélange est ajouté a I'ADN (entre 1 et
2 ug dans 10Q@ul). De nouveau aprés 5 minutes d'incubation a teatpee ambiante, le milieu
des cellules est remplacé par 20D de milieu de culture sans sérum et le mélange

ADN/liposome est délicatement déposeé sur les eslul
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Aprés avoir laissé les cellules 24h en cultureisttavages au PBS sont réalisés. Ensuite,
200ml de paraformaldéhyde 3,7%, permettant laifixatles cellules, sont ajoutés a chaque
puits durant 20 minutes. Apres trois nouveaux lasaau PBS, les lamelles sont récupérees et

colées sur une lame a l'aide de I'antifade.

7. Restriction des fragments d’ADN

L’ADN est digéré par les enzymes de restrictiongadées en suivant les recommandations

du fournisseur (Amersham Biosciences ou Fermentas).

8. Marqueur de poids moléculaire

Trois marqueurs de poids moléculaire sont utili$&¢gremier est constitué du mélange de
I’ADN du bactériophagé@. digéré paHindlll (de 0,5 a 23 kb) (Life Technology) et de 'ADN
du virus®X-174-RF digéré paraelll (de 0,2 a 1,3 kb) (Invitrogen).

Le deuxieme est le SmartLadder commercialisé pesdemtec et le troisieme est le 1 kb Plus
DNA Ladder de chez GibcoBRL-Life-Technologies.

9. Purification de fragments d’ADN

Apres leur séparation électrophorétique, les fragsnd’ADN sont extraits du gel d’agarose
et purifiés en utilisant le kit QIAEX Il Agarose Gextraction Kit commercialisé par la firme
QIAGEN.

10. Traitement a la phosphatase alcaline

Apres restriction enzymatique, le plasmide estdraila phosphatase alcaline en suivant les

recommandations du fournisseur (Amersham Bioscgnce

11. Ligation

Les ligations de molécules d’ADN sont réaliséesuthisant le kit Ready-to-go T4 DNA

Ligase Kit, fourni par la société Amersham Bioscen
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12. Amplification de fragments d’ADN par PCR

Les amplifications par PCR sont réalisées a I'alde’appareil PTC-200™ Programmable

Thermal Controller de la société MJ Research aa@rdgramme de températures suivant :

Etape 1: 92°C 5

Etape 2 : 85°C T

Etape 3 : 92°C 15”

Etape 4 : 50°C 1'30”
Etape 5 : 72°C 1'30”
Etape 6 : retour a I'étape 3 pour 29 cycles
Etape 7 : 72°C 10’

Etape 8 : 4°C 00

Les enzymes utilisées sont la Tag DNA polyméraska &wo DNA polymérase de Roche
ainsi que la BD Titanium Taq DNA polymérase et BdvAntage2 ADN polymérase de la
firme BD Clontech. De plus, la Platinum ADN polyrase de la firme Invitrogen a été

employée lors du séjour a Boston.

13. Séquencage de fragments d’ADN

Le séquencage a été effectué par I'intermédiaila flene GATC Biotech AG (Konstanz) en

Allemagne [ttp://www.gatc.de

14. Technique Gateway pour la construction d'un plasntile pour le double-hybride

en levure

a) Principe du systeme Gateway

La technologie Gateway de chez Invitrogen est wuhrtique de clonage basée sur les
propriétés du bactériophage lambda de recombinastmspécifique qui permet son
intégration dans le génome &e coli. L’intégration se déroule par recombinaison de si
attP, de 'ADN du phage, et le site attB, localisis le génome de la bactérie. Cela génére
I'incorporation du génome du phage encadré des atte et attR. Cette étape nécessite deux
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enzymes : le « phage protein integrase » (Int etbacterial protein integration host factor »
(IHF). Le mélange contenant I'ensemble est apiB#é clonase. Cette réaction BP est
réversible par utilisation du mélange enzymatigiedlonase qui contient les enzymes Int,
IHF et une enzyme additionnelle du phage : excasen(Xis). Cette technologie basée sur
ces propriétés permet de cloner rapidement et amectres bonne efficacité des fragments
d’ADN dans de multiples vecteurs en vue d’analysgcfionnelle et d’expression protéique.

La premiere étape du systeme Gateway est de resemlei gene d’intérét dans le vecteur
donneur grace a la réaction BP, ce qui résulteneciane d’entrée. Ce dernier est utilisé pour
recombiner le gene d'intérét dans le vecteur deirggsn grace a la réaction utilisant le

mélange LR clonase.

Réaction BP : (BP clonase)
AttBl-insertAttB2 x AttP1-ccdBAttP2 S AttL1-insertAttL2 x AttR1-ccdBAttR2
(ADN étudie) (vecteur donneur)  (clone d’entrée)

Réaction LR : (LR clonase)
AttL1-insertAttL2 x AttR1-ccdBAttR2 S AttBl-insertAttB2 x AttP1-ccdBALttP2
(clone d’entrée) (vecteur de destination) vecfeur d’étude)

Remarque Le ccdB est un gene qui provoque l'inhibition de croissades bactérids. coli.

BE Clonase

B+P— L+R

LR Clonase

BP Reaction

Ve kel donneur

L )
\ \

Weoteur de destmation doulibs-lyiyjde

Figure MT-1 : Schématisation du clonage par la téghe Gateway (Invitrogen)
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b)

Préparation des séquences Tre-GAP et Tre-REN-60

Le principe est d’amplifier le fragment d’ADN paCR en ajoutant aux extrémités 5’ et 3’

respectivemenAttB1 etAttB2. Il faut donc obtenir les oligonucléotidag hocet bien mettre

en phase l'insert a étudier, les codons startogt dbivent étre omis dans I'amplification par

PCR. La réalisation de la PCR se déroule avec upie polymérase haute fidélité (Platinum

d'Invitrogen) sous les conditions indiquées pdalgiquant.

Les oligonucléotides utilisés ont été décrits pdéoément au point V.

c)

o & ®

6.

Réaction BP

Dégeler le mélange d’enzyme BP Clonase sur glace.

Combiner dans un tube}2 de vecteur donneur pDONR (125 ng)ul2de tampon de
réaction, 2l de produit PCR, 2l du mélange d’enzyme BP Clonase et porter al10
avec du TE.

Incuber a température ambiante durant la nuit.

Transformer 5Q de DH% compétentes avecd de la réaction

Etaler sur milieu solide LB+Kan

Incuber durant la nuit a 37°C

Remarqgue le plasmide donneur contient un gene de rést&tanla kanamycine.

d)

Réaction LR

1. Extraire le plasmide pDONR-produit PCR

o g bk

7.

Dégeler le mélange d’enzyme LR Clonase sur glace.

Combiner dans un tube|2 de vecteur donneur pPC97dest (125 ng)| @ tampon

de réaction, 2 de produit PCR, 2l du mélange d’enzyme LR Clonase et porter a 10
ul avec du TE.

Incuber a température ambiante durant la nuit.

Transformer 5QI de DH% compétentes avecd de la réaction

Etaler sur milieu solide LB+amp

Incuber durant la nuit & 37°C

Remarque le plasmide de destination contient un géneédéstance a I'ampicilline
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VII. Meéthodes relatives aux manipulations des protéines

1. Séparation des protéines sur gel SDS-Page

La séparation des protéines dans un tampon XT safpffer (BioRad) préalablement
dénaturé 5 minutes a 100°C se déroule par migralésnprotéines par électrophorése sur un
gel SDS-PAGE (gel Criterion Bis-Tris 4-12% ou Criba Tris Acétate 7%, BioRad) sous un

voltage de 220 volt et un courant d’'une intensg& 820 mA.

2. Détection des protéines par coloration au bleu d®@assie

La détection se déroule en 4 étapes.

La premiere est une étape de fixation ou le gelrestbé sous agitation dans une solution
d’isopropanol 25% et d’acide acétique 10% durantriButes. Ensuite le gel est placé 2h

dans une solution de coloration d’'acide acétiqu# ¥0base de bleu de Coomassie G250
0,02%. L’étape suivante est pratiquée pour la a@eabbn du gel en présence d’acide acétique
9% et de méthanol 45,5% pendant 2h. Enfin, le @l iecubé dans une solution de

conservation d’acide acétique 7%.

3. Détection des protéines par Western blot

Aprés migration des protéines sur gel SDS-PAGE|esdai sont transférées sur une

membrane de nitrocellulose Hybond-ECL (Amershanms&gnces) sous un voltage constant
de 100V pendant 1h30. La membrane est alors fia@e dne solution de blocage composée
de lait écrémé 5% dans du TBST (Tris-HCI pH 7,5 BQrNaCl 0,5% et Tween 20 0,1%)

puis incubée une nuit en présence de l'anticorpsgire dans du TBST. Aprés un lavage au
TBST, les protéines sont révélées en utilisantntit@rps secondaire couplé a la peroxydase
et en incubant la membrane en présence d’'un stlseailuminescent (ECL plus Western

Blotting Detection System, Amersham Biosciencesds Imembranes imprégnées par le
produit de révélation sont alors mises en autoradjthie pour des temps variant de quelques
secondes a plusieurs minutes en fonction de latig@ate protéines transférées sur la

membrane et de I'affinité de I'anticorps primaire.

137



VIII. Technique du double-hybride en levure

Nous avons utilisé deux techniques double-hybrideleyure dans notre étude sur les
interactions proteiques de oncTre210p.

La premiere technique a été mise au point par le Jean-Claude Jauniaux dans son
laboratoire a Heidelberg et améliorée par l'unité Hiologie animale et microbienne
(FUSAGX).

Cette méthode peut étre décomposée en deux patdesonjugaison de deux levures
haploidesMATa etMATa transformées respectivement par les vecteurs agigéioie et le
criblage des transformants diploides présentantniaection grace a I'expression des genes
rapporteurs.

La deuxieme approche de double-hybride en levigt anise au point au sein du laboratoire
du Dr. Marc Vidal au Dana Farber Cancer Institu®oaton. Cette méthode ne contient pas
d’étape de conjugaison mais une co-transformaties plasmides appat et proie dans la
levure hote. La deuxieme étape consiste en unageblpermettant de mettre en évidence les
levures pour lesquelles une interaction est présemire les deux protéines appat et proie.
Ces deux méthodes ont été largement détaillées mansmémoire de DEA (Dechamps,

2003).
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IX. Construction de la banque d’ADN génomique du double mutant
haploide YNLZb

1. Extraction de '’ADN génomigue du double mutant bags

a) Culture Cellulaire

Un ensemencement de 250ml de milieu sélectif (Mama +leu +lys +his) avec la levure
YNL2b est réalisé et incubé la nuit a 29°C sansadg@gr une D£)y (densité optique a une
longueur d’onde de 540 nm) de 1.

Ensuite, la culture est centrifugée a 4000 rpm aehd minute a une température de 4°C.
Deux lavages sont entrepris avec 30 ml de SorfitdM pour enfin resuspendre le culot
cellulaire avec 10 ml de Sorbitol 1,2M; EDTA 50 mlgH8,5 ; p-mercaptoéthanol
(10ul/20ml).

Remarque : pour avoir des quantités suffisantefA@Ng, 4 cultures de 250 ml ont été

réalisées par inoculation de la levure YNL2b damsnilieu selectif.

b) Formation des protoplastes

Afin d’obtenir des protoplastes, I'enzyme zymolyasst utilisée jusqu’a I'obtention d’'une
chute de la DY initiale d’environ 70-80 %. Pour se faire, unemiere lecture de la DO est
effectuée en diluant 30l des cellules resuspendues précédemment dansd®aul stérile
avant d’ajouter 1 ml de zymolyase (0,5 mg/ml). &nrlincubation a 37°C, plusieurs
mesures de la DO sont réalisées jusqu’a obteminuée de DO souhaitée. Enfin, la solution
est centrifugée a une vitesse de 5000 rpm pendaimu@es a une température de 4°C.

C) Lyse des protoplastes

Dans cette étape, les protoplastes sont lysésgutioh d’'un détergent puissant (le SDS). Le
culot de protoplastes est resuspendu tout d’abeed 4,8 ml I’EDTA a une concentration de
0,5M a pH 8,5. Ensuite 12,8 ml de tampon TE esitajavec 64@l de Tris-base 2M et 276
ul de SDS 25%. La lyse dure 30 minutes a 70°C. Efdisolution est refroidie sur glace.

139



d) Précipitation des protéines et débris cellulaires

La solution est placée durant 30 minutes sur géa®e un ajout d’acétate de potassium 5M
stocké a -20°C. Le tube est alors centrifugé 15utema 13 000 rpm a 4°C pour récupérer le

surnageant.

e) Précipitation et purification de 'ADN

Une premiére précipitation de 'ADNg est réaliséd’a@de d’isopropanol (0,6 volumes).
Ensuite, une purification est entreprise par I'élation des ARNs grace a I'ajout de 100
RNAse A (10 mg/ml) dans la resupension du culotgdént avec 2 ml d’'un tampon (Tris-
HClI 10mM ; EDTA 10mM) pendant 1h, a une températdee 37°C. Une deuxiéme
purification de 'ADN est effectuée durant la npdr I'ajout de 50l de SDS 25% et de pD

de proteinase K (2mg) a une température de 37°@gmra premiere heure pour ensuite
terminer a température ambiante la nuit.

Le lendemain, une centrifugation est réalisée duthra 12000 rpm a 4°C pour récupérer le
surnageant qui subira ensuite deux extractionsesso@s au phénol/chloroforme/alcool
isoamyligue jusqu'a ce gu’il n'y ait plus de prétépa linterphase. Ensuite, 'ADN est

précipité par I'éthanol pour étre enfin resuspedans du TE (50Ql).

2. Traitement de ’ADN génomique du double mutant diale!

Le but de cette étape est d’obtenir des fragmeéAdN génomique de taille comprise entre
2kb et 5kb, qui soient compatibles a une ligatieecaun vecteur coupé par I'enzyidamH.
Pour ce faire, TADN génomique subit une restriotjmartielle palSau3A dans des conditions

idéales pour obtenir une représentation majoriggréragments de la taille désirée.

a) Restriction de 'ADNg par Sau3Al

Une étape préliminaire est effectuée pour permektreconnaitre les conditions idéales de

restriction. Plusieurs restrictions sont effectuén faisant varier deux paramétres : le temps
et la quantité d’enzyme.

Selon les conditions idéales de temps et de coratemt d’enzyme obtenues lors de 'étape

préliminaire (1,5 U d’enzyme pour 2@ d’ADNg pendant 10 minutes), une restriction de 50
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ug d’ADNg de YNL2b est réalisée. La digestion esétie par une extraction au phénol et le
produit obtenu est déposé sur gel TAE. Une décdupgel pour les fragments compris entre
2 et 5 kb est effectuée dans le but d’extraire MBe tailles désirées a l'aide du kit QIAEX
Il de QIAGEN.

3. Ligation des fragments d’ADNqg dans le vecteur YBp®% transformation en

bactéries

La ligation des fragments d’ADNg est réalisée aaet4 DNA ligase sur 2@l de la banque
traitée et 10 ng de plasmide YEp356, linéarisé’pazymeBamH et traité a la phosphatase
alcaline vecteur

Pour la transformation, la technique d’électropgoratest utilisée avec des cellules
compétentes EP-Max 10B de chez Biorad.

Dans une cuvette de 0,1 cmulldu produit de ligation sont incubés 5 minutesca2@ul de
bactéries compétentes. L’électroporation se dérselten les conditions suivantes : 1,8 kV, 25
uF et 200Q. Ensuite, les cellules sont récupérées avec 1leamnhiieu LB ou SOC puis
incubées a 37°C sous agitation pendant 1h30'. Bwuminer, les cellules sont étalées sur
milieu LB contenant de I'ampicilline.

Les cellules contenant la banque génomique de dsvdoublement mutées sont récupérées
par raclage a I'aide de milieu LB contenant l'aitfljue de sélection.

La banque est ainsi conservée en bactérie.
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X, Recherche de suppresseurs homologues

1. Transformation de la levure doublement mutée diig@@ivec la banque génomique

Pour cette étape, la levure diploide FyBLT3-YN deutent mutée eMSB3et MSB4 est
utilisée pour ses propriétés phénotypiques de sanie (inhibition sur milieu contenant du
DMSO et de la caféine).

a) Préparation des cellules de levures compétentes

Deux cultures de FyBLT3-YN sont incubées, duramua a 29°C sans dépasser une DO de 1
(100 ml de milieu minimum contenant de l'uracilee thistidine, de la leucine et de la
lysine). Les cultures sont centrifugées 10 min@ekD000 rpm puis resuspendues dans un
mélange d’AcLi 0,1 M, de DTT 0,01 M et de TE (tti@mM et EDTA 1 mM). Les mélanges
sont incubés durant 1h a température ambiante peumettre la permeéabilisation des
cellules. Ensuite, deux lavages avec 25 ml d'eatilstglacée et un lavage avec 10 ml de
Sorbitol 1M glacé sont effectués, les trois inti@sale centrifugation a 5000 rpm durant 10
minutes. Les cellules compétentes sont resuspendaies du sorbitol afin d’obtenir un
volume final de 500ul. Les cellules de levures compétentes ainsi oleterdoivent étre

utilisées rapidement pour un bon rendement defoanation.

b) Electroporation

Dans une cuvette de 0,2 cm, 500 ng de la banquarggue issue de YNL2b sont incubés 5
minutes sur glace avec %0 de cellules compétentes. Pour une bonne repedsentde la
banque, 15 cuvettes sont incubées. Une électrapomrdt alors effectuée selon les conditions
suivantes : 1,5 kV ; 28~ ; 200 Ohms. Les cellules sont récupérées a l@éde ml de YPD et

placées a 29°C durant 2h30 sans agitation.
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C) Sélection des levures FyBLT3-YN transformées phatajue

Les levures sont étalées sur un milieu Mam contedanla leucine, de la lysine et de
I'histidine. Les boites sont placées 3 jours dane étuve a 29°C. Ensuite, les colonies
sélectionnées sont récupérées par raclage des Bor@de de 3 ml de milieu liquide Mam
avec de la leucine, de la lysine et de I'histidibee mesure de la D@ est alors effectuée

pour évaluer la concentration en cellules. Le stxtkconservé au frigo.

2. Criblage des levures transformées

Les levures transformées sont étalées {1@ cellules par boite) sur des boites contenant du
milieu YPD avec de la caféine 4% (2,3 ml/40 ml dd)Ret du DMSO (2 ml /40 ml d’YPD)

et placées en étuve durant 5 jours a 29 °C. Lesies qui se sont développées sur le milieu
de sélection sont repiquées sur un milieu Mam eiteu+lysine +histidine.

3. Isolement des plasmides induisant un effet suppuess

Pour ce faire, une premiere étape d’extraction AN total de levure est réalisée et suivie
de la transformation en bactérie. Afin d’obtenirplasmide, une extraction de celui-ci est
effectué a I'aide d’un kit mini-prep de la firme &tee.

L’extraction de I'’ADN total commence par la resusgien de deux grosses anses de cellules
dans 20Qul d’un tampon de lyse (2% v/v Triton X-100, 10% BidS10%, 100 mM NacCl, 10
mM  Tris-HCI pH 8 et 1 mM EDTA pH 8), ensuite 20@l de solution
phénol/chloroforme/alcool isoamylique et 0,3 g dked de verre traitées sont ajoutés, puis le
tout est mélangé au vortex pendant 3 minutes &t dail’addition de tampon TE (20d)
(Tris 20mM et EDTA 1mM). La solution est centrifgpendant 5 minutes a 13000 rpm a
4°C. La phase aqueuse est transférée dans untab&a@ans lequel une précipitation avec
deux volumes d’éthanol 100% (1 ml) est réalisé@@®C. Le tube est centrifugé sous les
mémes conditions que I'étape précédente. Le csbtesuspendu dans du tampon TE (400
ul) & 4°C.

Pour éliminer les contaminants (ARN), @80de RNAse A (1 mg/ml) est ajouté et laissé a

37°C pendant 5 minutes. Ensuite, I'addition deul@'acétate d’ammonium 4M et de 1 ml
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d’éthanol 100% permet la précipitation de 'ADN.ou? terminer, une centrifugation est
effectuée, le culot est séché et est resuspendsikul d’eau stérile. L’ADN récupéré est

conservé a —20°C.

Ensuite, une transformation en bactéries EP-Max d®Ba firme Biorad est réalisée a l'aide
de 2ul d’ADN total isolé précédemment selon les condisiale Biorad. Enfin, les plasmides

sont récupérés par extraction a l'aide d’un Kitirpirep.

4. Analyse phénotypique de I'effet de suppression

Le plasmide purifié est introduit dans la levureldlement mutée FyBLT3-YN pour tester les
cellules transformées sur milieux contenant dmafaine ou du DMSO.

Pour ce faire, trois dilutions de cellules {100°, 1¢7) sont déposés premiérement sur milieu
riche YPD et milieu Mam contenant la leucine, ltidie et de la lysine et deuxiémement sur
deux milieux YPD contenant respectivement de laioaf 4% (2,3 ml/40 ml YPD) et du
DMSO (2 ml/40 ml YPD).

Apres incubation a une température de 29°C, leferdiices de croissance peuvent étre

observées.

5. Identification des protéines suppresseurs

L’identification des séquences suppresseurs edisééapar séquencage des inserts des

plasmides purifies par la firme GATGt{p://www.gatc.dg La nature des protéines est

révélée par comparaison de séquence nucléotidiqupratéique déduite des banques de
données en utilisant les programmes BLASTn/p.
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XI. Marquage fluorescent et analyses microscopiques

1. Marquage de I'actine en levure avec du ALEXA FI88 phalloidine

Les cellules de levure a observer sont fixées trmht ml de culture en phase exponentielle
de levure avec 1Q0 de formaldéhyde 37% dans un tube durant 30 msnatéempérature
ambiante. Les cellules fixées sont lavées deuxdoéx du PBS (Phosphate Buffered Saline)
pour ensuite étre resuspendues dansl2®® PBS contenant une unité d’ALEXA Fluor 488
phalloidine (Molecular Probes) et du BSA 1% peramgttde réduire le bruit fond non
spécifigue. La solution est incubée a températurdiante durant 20 minutes dans
I'obscurité. Les cellules sont rincées 3 fois ddosPBS. Enfin, les cellules sont étalées sur

lames traitées a la concanavalineA (Roche) et ebssrau microscope a fluorescence.

2. Marquage de I'’ADN de levure au DAPI

Les cellules de levure a observer sont fixées trmht ml de culture en phase exponentielle
avec 10Ql de formaldéhyde 37% dans un tube durant 30 msnatéempérature ambiante.
Les cellules fixées sont ensuite lavées deux foix @u PBS pour ensuite étre resuspendues
dans 20Ql déthanol 70% et de %0 de DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole
dihydrochloride, Molecular Probes) gud/ml. La solution est incubée a 4°C durant 15
minutes dans l'obscurité. Les cellules sont rinc®ésis dans du PBS. Enfin, les cellules sont

étalées sur lames traitées a la concanavalineBsetreées au microscope a fluorescence.

3. Microscopie a fluorescence

Le microscope utilisé lors des marquages de I'adf@xcitation vers 495 nm et émission vers
518nm) et de 'ADN (excitation vers 304nm et éemnassvers 466nm) est le microscope a
fluorescence Eclipse E800 (NIKON). L'acquisitionndages se fait grace a une camera CCD
JVC (modele KY-F58) et au programme Image Archikes.21 (Laboratory Imaging).

Les cellules de mammiféres sont observées pardeostiope confocal a fluorescence Zeiss
(Axiovert 200 avec LSM 510 ; Carl Zeiss Microscopy)

145



XII. Méthodes didentification de complexe formé par les protéines

partenaires

1. Description de la technique du GST pulldown

La premiere étape consiste en I'obtention de |&&pre proie en fusion avec la glutathione-S-
transférase (GST) induite en bactérie et purifiiéégt en la maintenant fixée sur une résine
(Glutathione Uniflow Resine de la firme BD ClontgcRour ce faire, 'ADN codant de la
protéine est cloné dans le vecteur pGEX-2T. Ledébias BL21 Star (DE3)pLysS sont
transformées avec ce vecteur. La bactérie transfrast cultivée dans 100 ml de milieu de
sélection LB contenant de I'ampicilline et du clalephénicol. Lorsque la DO atteint 0,7 a
540nm, de I'lPTG est ajouté au milieu pour induagroduction de la protéine fusionnée au
GST. Apres 2h30 d’incubation, les cellules sonbltées et resuspendues dans 5 ml de Tris-
HCI 20mM pH7,4 contenant des inhibiteurs de prasakes cellules sont ensuite lysées par
sonication. Les débris sont éliminés par centrifiogaet le surnageant est récupéré et agité
durant la nuit & 4°C avec la résine. La résinelasgte trois fois avec du Tris-HCI 20mM
pH7,4 puis resuspendue dans ce méme tampon compéétd’ajout d'inhibiteurs de
protéases. La résine est conservée a 4°C.

La deuxiéme étape consiste a engagey &e protéine appat transcritevitro a l'aide du kit
TNT Coupled Reticulocyte Lysate System (Promegaymée au™S et la méme quantité de
protéine fusionnée au GST sous agitation a 4°C dartampon GST (20 mM Tris-HCI pH
8,0, 150 mM KCI, 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 10% glycérd,5% lait écrémeé en poudre et
0.1% NP-40) durant une nuit. Aprés quatre lavalgssprotéines sont séparées sur gel SDS-
PAGE et comparées a un marqueur de poids moléeu{RageRuler Prestained Protein
Ladder, Fermentas). Le gel est ensuite fixé damssatution de méthanol (23%) et d’acide

acétigue (9%) puis mis en autoradiographie.

2. Description de la technique de co-immunoprécipitati

Une co-transfection en cellules HEK293 est réalaéec les deux plasmides d’expression en
cellules de mammifere pFD13 et pFD60 exprimant eespement la protéine appat et la
protéine proie. Le lysat des cellules transfecestsncubé durant la nuit a 4°C sous agitation

en présence d'anticorps anti-c-Myc conjugués a ’dgatose (c-Myc (9E10) agarose
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conjugate, Santa Cruz) ou d’anticorps anti-FLAG tiAALAG M2 affinity Gel, Sigma-
Aldrich). Les résines sont lavées plusieurs foiscagtu tampon de lyse IPLS (NP-40 0,5%,
Tris/HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM, NaCl 120 mM).pkes dépbt et analyse sur un gel
dénaturant, les immunoprécipités sont révélés gdedhnique du Western blot en utilisant
comme anticorps primaire un anti-FLAG (Anti-FLAG Ipdonal antibody rabbit, Sigma-
Aldrich) pour les précipités avec I'anti-c-Myc on anti-c-Myc (c-Myc rabbit polyclonal IgG
(A-14), Santa Cruz) pour les précipités avec |-<iAG.

147



XIII. Outils informatiques

Le traitement d'images et la création d’illustratosont effectués respectivement a l'aide des
logiciels AdobePhotoshop et Adobelllustrator. Pbamalyse des séquences en ADN ou en
acides aminés, les programni&sASTnou BLASTpsont utilisés. Ces derniers permettent la
comparaison des séquences a des banques de dehwéts par I'intermédiaire du site web
de NCBI fttp://www.ncbi.nlm.nih.goy/
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Télévie 2003 - Séminaire de la recherche

Liege, Belgique, 2003

Dechamps C., Portetelle D. et Vandenbol MEtude fonctionnelle et structurelle du produit
de l'oncogenencTre21Q homologue a deux protéines RabGAP levuriennegligoe dans

différentes tumeurs humaines incluant le sarcombBeidg.

Télévie 2004 - Séminaire de la recherche

Bruxelles, Belgique, 2004

Dechamps C., Bizimungu C., Portetelle D. et Vandem M. Etude fonctionnelle et
structurelle du produit de l'oncogemmcTre210Q homologue a deux protéines RabGAP

levuriennes, impligué dans différentes tumeurs hoesincluant le sarcome d'Ewing.

Télévie 2005- Séminaire de la recherche

Gosselies, Belgique, 2005

Dechamps C., Bizimungu C., Portetelle D. et Vandemb M. Etude fonctionnelle et
structurelle du produit de l'oncogene oncTre2lOndlogue a deux protéines RabGAP

levuriennes, impliqué dans différentes tumeurs hoesancluant le sarcome d'Ewing.
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Télévie 2006 - Séminaire de la recherche

Liege, Belgique, 2006

Bizimungu C., Dechamps C., Stroobants A., Tricot C.Portetelle D. et Vandenbol M
Etude fonctionnelle de la structure et de la farctdu produit de I'oncogene Tre2, homologue
a deux protéines Ypt/Rab GAPs levuriennes, impligaés différentes tumeurs humaines
incluant le sarcome d'Ewing.
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