Etude moléculaire de la structure et de la fonction du produit d'un
oncogéene humain homologue a deux protéines GAPs, Msh3p et Msb4p,
de la levure Saccharomyces cerevisiae

1. Introduction

En 1995, lors de sa participation au projet de segage du génome &accharomyces
cerevisiae, I'Unité de Biologie Animale et Microbienne deR&JSAGX a identifié un nouveau
gene,M3B4, dont le produit est fortement similaire a la pme levurienne Msb3p (55%
d’identité sur 436 aa) et au produit de I'oncoghnmainTre2 (47% d'identité sur 453 aa)

Les genes MSB3 et MSB4 codent pour deux protéirmd th structure primaire
ressemble a celle des Ypt/Rab-GARS Pases Activating proteins spécifiques des GTPases
Ypt/Rabs impliquées dans le trafic vésiculaire).€ffiet, elles arborent le domaine catalytique
tres conservé des Ypt/Rab-GAPs, appelé domaine Ti&(lus, des études biochimiquas
vitro ont montré que Msb3pet Msb4p étaient deux GAPs potentielles pour un certain
nombre de Ypt-GTPases. Par la suite, cette actait@ytique a été confirmée vivo pour la
GTPase Secdp Par ailleurs, les précédentes études du laboeatoont montré que la
délétion simultanée des deux gemesH3 et msb4 engendre une inhibition de croissance en
présence de caféine ou DMSO, ainsi qu'une pertendde de bourgeonnement bipolaire
(perturbations dans [l'organisation du cytosquelettactine, endomitoses, bourgeons
multiples). Ces résultats sont en accord avec & pibbable de Msb3p et Msb4p dans une
des voies de liaison de la protéine Cdc42p au qustte d'actinfe Elles seraient impliquées
dans la régulation de I'exocytose et la réorgaiupatlu cytosquelette d’actine en exercant
leur activité sur la GTPase Seé4p

L’'oncogéneTre2 a été identifié a la fin des années 80, lors digsde transfection-
tumorigénicité & partir d'’ADN issu de cellules ducome d’Ewing (lignée IARC-EW1)Des
analyses de la séquence T™e2 ont révelé qu’il dérive de la fusion chimériquerendeux
genes : le gene réceMBC1D3 qui code pour un domaine TBCNY-REN-60, un géne ancien
et hautement conseriéPar ailleurs, I'étude de sa structure primairet e évidence la
ressemblance importante de I'oncoprotéine (78Gaed la protéine humairkNtre (828 aa)
(55% de similarité sur 460 d8)qui posséderait une fonction de connecteur mtdi#euau
sein des cellules. En effet, elle est la GAP s de la GTPase Rab5 dans le processus
d’internalisation du récepteur a 'EGF et d'auted,®lle joue le rble d'effecteur de Rab5 dans
une voie aboutissant & des remaniements de I'dtim&uant & I'oncoprotéine, Masuea
al. I'a décrite comme un effecteur des Rho GTPasesAZjd et Racl, impliqué dans la
réorganisation de l'actifi® ainsi que comme un activateur d’Arf6 dans le systéde
recyclage des membranes plasmatiguess mécanismes moléculaires & I'origine du pauvoi
tumoral deTre2 demeurent, a I'heure actuelle, inconnus. Cependaat été montré que
'oncogeneTre2 exprimé dans les cellules du sarcome d’Ewing eteégent dans d’autres
tumeurs solides humaines (leiomyosarcome, rhabdsangome, carcinome de la vessie,
ostéosarcome, cancer du sein), est responsablepeiition des cellules cancéreu$es
Par ailleurs, dans certaines tumeurs du type ABRG@Urysmal bone cyst) une translocation
chromosomique t(16;17)(g22;p13) fusionne le prommotkl gene codant pour la cadhérine 11
(CDH11) a la phase codante dee2, entrainant une dérégulation de la transcriptien d
I'oncogéné®.



Au vu de ces données, le laboratoire a entreprisadactériser la fonction biologique de
'oncoprotéine humaine par analyse comparative &®deux protéines de levure, Msb3p et
Msb4p. La levure, organisme "modele et outil" pazeflence chez les eucaryotes, permet en
effet, d'analyser la plupart des fonctions celhalsi propres aux cellules eucaryotes
supérieure’s®

Résumé des données acquises a ce jour par le labora  toire >%1920 21,2223

- Il a été montré qudre2 est incapable de remplacer fonctionnellement ksxdgenes
levuriens MSB3 et MSB4 lorsqu'il est exprimé daas tellules de levure doublement
mutées, contrairementRNtre.

- L’'analyse de la structure primaire dee2 révele que deux acides aminés importants
(arginine catalytique et glutamine stabilisatripeur I'activité GAP sont mutés au sein du
domaine TBC. Ces résidus ont été remplacés pargengse dirigée (mutations simples et
double), et I'activité des protéines "corrigéesta testée lors d’essais de complémentation
fonctionnelle dans le mutant levuriemsb3msb4. Les résultats ont montré que la présence
des résidus mutés n’explique pas a elle seule diates d’activité catalytique de
I'oncoprotéine.

- Plusieurs articles relatent I'importance desaagiflanquant le domaine TBC sur l'activité
catalytique des protéines Ypt/Rab-GAPS'2 Afin d'évaluer le role possible des régions
situées en amont et en aval du domaine TBC shseifae d'activité, des protéines
chimériques ont été construites par échange deerséq entrdre2 et RNtre. Ensuite, ces
protéines ont été testées pour leur capacité a léomepter la double mutation de levure
msh3msb4.

L’ensemble des résultats a montré que le domain€ EBt intrinsequement non
fonctionnel mais qu’'une deuxieme région de 93 acideinés en aval du TBC serait
également impliquée dans la non fonctionnalit€ alecbgéne humain.

2. Objectifs

2.1 Purification des protéines Tre2 et RNtre

Les expériences de complémentation fonctionnelleenéas précédemment au
laboratoire, ont montré que l'oncoprotéine humalne2 n'est pas active lorsqu'elle est
synthétisée en levure, au contraire de la protehitee, ou de sa forme tronqu&itre(408).
Cependant, les expériences de complémentation deulle mutatiormsb3msb4 n'apporte
gu'une réponse indirecte quant a la fonctionnalé@é protéines. Il a donc été envisagée de
tester l'activité catalytigue GAR vitro de I'oncoprotéine et de son homolodridtre(408).
Pour ce faire, un protocole de production et ddfipation a di étre mis au point pour
chacune de ces protéines. De plus, la productiagraamde quantité de I'oncoprotéine est une
étape nécessaire en vue de sa cristallisation efaddétermination de sa structure
tridimensionnelle, qui par la suite devrait fournites éclaircissements quant a sa
fonctionnalité.



2.2 Construction de deux banques d’ADNc humaines

Afin de déterminer les protéines capables dagir vivo dans la méme voie
physiologique que I'oncoprotéine, la technique’@delement de suppresseurs extragéniques a
ete utilisée. Pour ce faire, deux banques d’ADNma&ines ont été construites a partir d’ARN
totaux de muscles squelettiques et d’ARN totauxcediules HelLa. Ces banques seront
ensuite transformées dans une souche de levureenamit une double mutation pour
msb3msb4 dans le but d’isoler les candidats humains sugptgs potentiels.

3. Résultats

3.1 Purification des protéines  Tre2 et RNtre

3.1.1 Mise au point du protocole de purification

Divers essais d'expression de la protéine dansysemes bactériens et dans la levure
Saccharomyces cerevisaie ont déja été effectués au laboratoire mais leanivaexpression de
la protéine ne se montrait pas satisfaisant. bhracceté choisi de surexprimer la protéine dans
la souche SMD1168 dPichia pastoris, déficiente en protéases (Invitrogen). En effat, |
levure P. pastoris est connue pour sa capacité a exprimer des pestéitmtangéres a un haut
niveau d'expression.

Deux vecteurs d'expression ont été testés, unwectamstitutif (0)GAPzc — Invitrogen)
et un vecteur inductible au méthanol (pPICzc -thegen). Aucune expression de la protéine
Tre2 n'a été détectée pour le vecteur inductible auhaméti, contrairement au vecteur
constitutif retenu pour cette protéine. Par conpeur la protéineRNtre, I'utilisation du
vecteur inductible au méthanol montre une meill@axgression et sera donc choisi pour cette
derniere. Dans les deux cas, les protéines recamtais sont fusionnées au tag 6xHIS du cété
C-terminal, facilitant leur détection par la tedue du Western Blot mais aussi leur
purification par colonne d’affinité au nickel.

Pour la partie purification des protéines, divestonnes de purification étaient a notre
disposition : deux colonnes échangeuses d’ionsnaques (Resource Q 6 ml — Amersham
Biosciences et DEAE), une colonne échangeuse d'@ai®niques (Resource S 6 ml -
Amersham Biosciences), une colonne d’affinité atkeli sepharose et une colonne de tamis
moléculaire. De nombreux essais de purification patmis d’établir un protocole de
purification spécifique pour chacune des protéimes collaboration avec I'équipe du
Professeur V. Stalon (Laboratoire de Microbiolodi#,B, Bruxelles). Ces protocoles sont
décrits au point 3.2 podire2 et 3.3 pouRNtre.



3.1.2 Purification de lI'oncoprotéine  Tre2

Tre2 est une protéine de 93 KDa et de Pl de 8,7.

La mise au point du protocole de purificationTde2 a été obtenue comme suit. Une
pré-culture de la souche d& pastoris SMD1168, transformée avec le vecteur pGAPzc
comprenant le genkre2, a été lancée pendant 12h dans 30 ml du milieu {\#eu riche) a
29°C. La densité optique de cette pré-culture am@&éurée a 5,6. La culture a ensuite été
lancée en ajoutant ce volume a 2,5 litres de miiBD. A une densité d’environ 8,6 ; et apres
16h de temps d’incubation, la culture a été cargéte et le culot récupéré.

Ensuite, les protéines totales ont été extraitessalyse des cellules par vortexage aux
billes de verre dans du tampon phosphate de so2tumM + glycérol 5% + inhibiteurs de
protéases (Complete EDTA free - Roche) pH 7,5exttait brut obtenu a été dilué trois fois
dans ce méme tampon.

Cet extrait a été divisé en 3 fractions égales.cOha de ces fractions a été déposée sur
colonne échangeuse d’ions anioniques (DEAE). Agrasoir ajouté du NaCl 1M, les flow
through de ces colonnes ont été récupérés, rasserthdiéposés sur une colonne d’affinité au
nickel. Le pic de protéines obtenu sur cette cadoanensuite été dialysé afin d’en Oter
l'imidazole et de ramener la concentration de Nd€I1M a 150 mM. L’échantillon ainsi
obtenu a alors été déposé sur une colonne de taokulaire. Grace a I'étalonnage de cette
colonne, effectué auparavant, nous avons récugérdractions correspondant au volume
d’élution d’une protéine de 93 KDa. Ce protocolesia donc permis d’obtenir un échantillon
de 4 ml ayant une concentration en protéines d’fenv88 pg/ml. Cet échantillon contenant
Tre2 est pur a environ 50%. La présence de cette pmiigté vérifiee par migration de
I’échantillon sur gel d’électrophorése et coloratae ce gel au bleu de coomassie (figure 1).
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Figure 1: Analyse SDS-PAGE. Purification dee2. L'échantillon analysé a été collecté
apres un tamis moléculaire. Les protéines ontiétélisées par coloration argentique du gel.



3.1.3 Purification de la protéine  RNtre

RNtre est une protéine de 51,7 KDa et de Pl de 6,9.

La mise au point du protocole de purificationRiétre a été obtenue comme suit. Une
pré-culture de la souche de& pastoris SMD1168, transformée avec le vecteur pPICzc
comprenant le geneNtre, a été lancée pendant 12h dans 200 ml du milieu BNBuffered
Glycerol-complex Medium). La densité optique de cette pré-culture a étéunée a 7,6. La
pré-culture a alors été centrifugée et les cellotegenues dans le culot resuspendues dans du
milieu BMMY (Buffered Methanol-complex Medium) derte que la culture ait une densité
optique de 1. A une densité d’environ 7, et ap&s de temps d’incubation, la culture a été
centrifugée et le culot récupére.

Ensuite, les cellules contenues dans le culot anit sine lyse par extraction aux billes
de verre dans du tampon phosphate de sodium 20 nd#ycerol 5% + inhibiteurs de
protéases pH 8,0 et I'extrait brut obtenu a étdéédileux fois dans ce méme tampon.

Cet extrait a été divisé en 3 fractions égales.cOha de ces fractions a été déposée sur
colonne échangeuse d’'ions anioniques (Resourcen-6Amersham Biosciences). Les flow
through de ces colonnes ont été récupérés et clilbeux a ensuite été déposé sur un diaflow
(membrane avec un cut-off de 10 KDa) afin de cotreetiéchantillon et d’éliminer certains
contaminants de petite taille. Chaque échantilmmcentré a alors été déposé sur une colonne
d’affinité au nickel. Deux pics ont été obtenus.sléeuxiemes pics des trois colonnes
d’affinités, ou se situe en majorité la protéiidtre, ont été rassemblés et déposés sur une
colonne échangeuse d’ions cationiques (Resource &l 6 Amersham Biosciences).
Finalement, le flow through de cette derniere cota été récupéré et concentré grace a un
diaflow (cut-off de 10 KDa) afin d’obtenir un échilion de 19 ml ayant une concentration de
0,40 mg/ml. Cet échantillon contient la protéRigtre pure a environ 98 %. La présence de
celle-ci a été vérifiee par migration de I'échdatil sur gel d’électrophorese et coloration au
bleu de coomassie (figure 2) ainsi que par Wed&h
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Figure2: Analyse SDS-PAGE. Purification @RNtre. Le puits de gauche représente
I’échantillon contenant la protéifNtre non concentré et celui de droit, I'échantillon
concentré sur diaflow et pure a environ 98 %. Lresgines ont été visualisées par coloration
du gel au bleu de Coomassie.



3.2 Construction de deux banques d’ADNc humaines

Les banques d’ADNc ont été créées grace au « CF¥aBMART™ cDNA Library
Construction Kit » (BD Biosciences). Le vecteur sy dans ce kit est un vecteur bactérien.
Pour plus de facilité pour la suite, un vecteuratiey le pYX112-Sfi, a été construit a partir
du pYX112 (Ingenius) et utilisé a la place de céluikit.

Pour tester le vecteur pYX112-Sfi et réaliser untdie positif dans nos expériences,
un dernier vecteur a été construit. Ce vecteurespond au vecteur navette pYX112-Sfi dans

lequel le gén&Ntre a été cloné. En effet, comme décrit dans l'intraidun; RNtre est capable
de remplacer fonctionnellement la double mutatish3msb4 en levure.

3.2.1 Construction du vecteur navette

Afin de construire le vecteur navette, pYX112-8f,vecteur intermédiaire, pYX112-
GAP, a di étre obtenu.

3.2.1.1 Construction du pYX112-GAP

La partie GAP (1,1 Kb) du génEe2 a été amplifiée par PCR grace a des amorces
contenant les sites de restrictiBooRI, SfilA et BamHI respectivement du c6té de 'amorce
forward et les siteblindlll, SilB, Apal et BamHI respectivement du c6té de 'amorce reverse.

Aprés que ce produit PCR ait été obtenu et purdes,dernier, ainsi que le vecteur
pYX112, a été restreint eBcoRI et Hindlll. Le vecteur matrice (pYX112) a ensuite été
déphosphorylé a I'aide de la CIAP (Calf Intestinkkadine Phosphatase — Fermentas) et la
ligation a alors pu étre réalisée entre le proB@R restreint et le vecteur matrice restreint et
déphosphorylé. Finalement, le produit de ligationété transformé dans des cellules
thermocompétentes DIid5d’Escherichia coli. Les candidats ont été veérifiés par restrictions
diagnostiques a I'aide de I'enzyme de restrictbn
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Figure 3 : Carte plasmidique du pYX112-GAP.
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3.2.1.2 Construction du pYX112-Sfi

Le vecteur pYX112-GAP a été restreint a I'aide ‘@mdyme de restrictioBamHI et
passé sur gel d’agarose. La bande supérieure pondant au vecteur pYX112-GAP sans la
partie GAP a été récupérée, purifiée, déphosphmstiéeliguée sur elle-méme. Le produit de
ligation a ensuite été transformé dans des cellilesnocompétentes DId5d’E. coli. Les
candidats a la transformation ont alors été vérifp@ar restriction diagnostiqgue grace a
'enzymeHindlll.

3.2.2 Construction des banques

Les banques ont été créées a partir d’ARN totauxelleles de muscle squelettique,
d’ARN totaux de cellules HelLa et d’ARN messagecdiules humaines placentaires a I'aide
du « Creatd™ SMART™ cDNA Library Construction Kit » (BD Biosciences).

La premiére étape de construction de ces banguesst® a transcrire 'ARNmM en un
ADN simple brin grace a I'allongement d’'une amotcéontenant un site de restrictiGhB
et une queue polyT qui reconnait la queue polyAAlRBIM) par une transcriptase reverse.
Cette transcriptase ajoute quelques deoxycytidinéextrémité 3' de ’ADN nouvellement
synthétisé. Ces polyC sont alors reconnus par orce 2 (contenant un site de restriction
SiA et une queue polyG qui reconnait la queue poly®rth d’ADN) et un ADN double brin
est alors synthétisé. Le processus est ensuiteifdm@0 cycles) en utilisant les mémes
amorces afin d’amplifier les brins complétementtsgtisés. En effet, les brins qui ne sont
pas complets ne seront pas amplifiés car ils neguesont pas d’extrémité poly G permettant
a I'amorce 2 de se fixer.

Lors d’'une deuxieme étape, I'activité de la polyasérest inhibée par un traitement a la
protéinase K. L'’ADN est ensuite purifié et resttepar I'enzyme &il. Ce produit de
restriction est alors ligué au plasmide pYX112-&fstreint lui aussi par cet enzyme et
déphosphorylé. Le produit de ligation est finaletmmdransformé dans des cellules
électrocompétentes Ecoli (Ep Max 10B — BioRad). Le produit de transformatiest étalé
sur des boites de pétri contenant du milieu LB piaitiine.

La derniére étape consiste a titrer la banquelenmplifier. La banque ainsi obtenue
pourra alors étre transformée en cellules de leSBuperevisiae afin d’effectuer des tests de
complémentation dans la souche doublement mundsbSifisb4).
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