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Aspects majeurs de ma contribution scientifique anterieure.

1. Thése

La premiére partic de mon activité scientifique a été consacrée a I’étude des mécanismes de
répression généralisée de la transcription au sein de domaine de la chromatine. Ce travail a été
réalisé au sein du laboratoire de génétique et biochimie des téloméres unité CNRS (UMR 49) ENS
Lyon 69364 Lyon Cedex 07, sous la direction de Dr Gilson, juillet 95 jusqu'en juillet 98.

4Contexte international et hypothése de travail.
Les parties des chromosomes qui restent condensés pendant toute la durée du cycle cellulaire sont

appelées hétérochromatiques (Weiler and Wakimoto, 1995). L'hétérochromatine permet la répression
transcriptionnelle de génes placés artificiellement & sa proximité. Chez la levure, une condensation
similaire & celle des Métazoaires n'est pas visible. Pourtant, la chromatine silencieuse réprime
l'expression de génes placés & sa proximité. En outre, 'hétérochromatine et la chromatine silencieuse
présentent plusieurs caractéristiques communes qui sont une hypoacétylation des histones, une
réplication tardive en phase S, une plus faible accessibilité a des enzymes de restriction et enfin une
transmission de ces caractéres a la chromatine des cellules filles.

Chez la levure, les régions chromosomiques concernées par cette forme de chromatine sont les
répétitions télomériques, les loci sexuels HML et HMR (appelés loci HM) et les unités de transcription
ribosomiques (Sherman and Pillus, 1997). Chacun de ces domaines présente des séquences
particuliéres qui sont nécessaires a l'initiation d'une chromatine silencieuse. Ces séquences sont des
éléments cis-régulateurs appelés silenceurs, ils encadrent chacun des loci HM, constituent les
séquences répétés des téloméres et sont présent au sein des unité de transcription ribosomique
(Sherman and Pillus, 1997). Les silenceurs sont constitués de un a trois sous-éléments : les proto-
silenceurs (Boscheron et al. 1996). Les proto-silenceurs sont les séquences consensus de fixation pour
des protéines de liaison & I'ADN, celles-ci interagissent avec d'autres protéines, les protéines Sirp,
formant un complexe nucléoprotéique spécifique (Moretti et al. 1996). Ce complexe se propage
continuement sur la chromatine environnante par des interactions spécifiques avec les histones (Hecht
et al. 1996). Ce modele linéaire ne prend pas en compte de la possibilité d'interaction a plusieurs
millier de paire de bases de distance entre éléments silenceurs. Au début de ma thése, je me suis
demandé si des interactions fonctionnelles pouvaient exister entre deux silenceurs. Dans un deuxiéme
temps, j'ai étudié la possibilité que la proximité physique des loci HM vis a vis des téloméres aie une

importance fonctionnelle dans I'établissement du silencing. En effet, les téloméres sont regroupés en



foyers, localisés a la périphérie nucléaire suggérant qu'il puisse exister un compartiment nucléaire qui
leur soit spécifique. Enfin, j'ai cherché a savoir si des éléments cis-régulateurs pouvaient empécher des
interactions a distance entre deux silenceurs. Ce travail m'a conduit & étudier des séquences
d'inhibition du silencing (anti-silencing) dont certaines sont naturellement localisées a proximité des

télomeres de levure.

4 Méthodologie utilisée
Nous avons utilisé pour répondre aux questions évoquées ci dessus des geénes rapporteurs. Le

premier géne rapporteur que nous avons utilisé est le géne LacZ d'Escherichia coli fusionné aux
signaux d'initiation de transciption et de traduction du géne de levure LEU2 (LEU2-lacZ). Cette
construction LEU2-LacZ a été intégrée sur le chromosome a la place du locus HML. L'utilisation
de ce géne nous a permis d'avoir une approche quantitative de son expression au locus HML avec
des arrangements de silenceurs mutés ou non de chaque coté de ce géne (Figure 1). Nous avons
également utilisé un systéme ou un géne (URA3) et deux génes (URA3 et TRPI) ont été intégrés a
proximité d'un télomeére formé de novo a l'extrémité gauche du chromosome VII. Ce systéme nous
permet de quantifier le silencing au niveau d'un télomeére unique. La répression du rapporteur
URA3 est analysée par la résistance a une drogue, le 5-FOA (Acide 5-Fluoro-orotique), qui tue les
cellules exprimant ce géne. Nous utilisons également le géne TRP! pour lequel nous quantifions
l'expression par la quantité de colonies viable par rapport a la quantité de colonies capables de

croitre sur un milieu sans tryptophane.
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Figure 1: Représentation du locus HML sauvage avec les silenceurs HML E et HML I et du géne rapporteur
LEU2-LacZ. Les sites de liaison pour les protéines Rap1p, Abflp et le complexe ORC sont représentés. Ce sont

les proto silenceurs.

4 Résultats obtenus
1. Il existe une coopération a distance a plusieurs millier de paires de bases entre les deux

silenceurs d' HML

Le silencing des loci HM lorsqu'il est quantifié est plus fort que celui que l'on peut rencontrer a

proximité des répétitions télomériques. Pourtant le nombre de séquences cis-régulatrices qui
permettent d'initier la répression est beaucoup plus important 4 proximité des téloméres (virgt sites
pour un télomeére contre six pour les loci HM). L'importance fonctionnelle de la localisation de part et
d'autre des silenceurs dans ces loci, pourrait permettre de comprendre ce paradoxe apparent. Nous
avons montré que deux silenceurs permettent d'établir une répression supérieure a I'addition de l'effet
de chacun d'eux pris séparément. Ce résultat met en évidence une coopération entre les deux silenceurs
pour la répression. Deuxiemement, des proto-silenceurs qui n'ont pas d'activité de répression en eux-
mémes, peuvent coopérer avec un silenceur distant de 3-4 kb et permettre une répression presque aussi
forte que lorsque deux silenceurs sont présents. De maniére intéressante, cette coopération
"silenceur/proto-silenceur" n'est détectable que si le promoteur du géne rapporteur est localisé a
proximité du silenceur. Cet effet de directionalité suggére que le proto-silenceur renforce l'effet du
silenceur sans agir lni-méme en tant que tel. Ces travaux ont été publiés dans I'EMBO J. dans un

article ou je suis premier auteur (Boscheron et al. 1996).
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2. Les téloméres définissent un compartiment nucléaire fonctionnel pour le silencing
Les loci HML et HMR sont situés 3 proximité des téloméres : 12,5 et 25 kb respectivement. Dans le

but de savoir si cette proximité des loci HM par rapport aux téloméres est importante pour
I'établissement du silencing, les silenceurs du locus HML, encadrant les génes rapporteurs LEU2-lacZ
ou URA3, ont été intégré a différentes positions loin des extrémités télomériques, par exemple au locus
LYS2 4 342 kb du télomére droit du chromosome II. A cette position ectopique aucun silencing n'est
détecté. Par contre si un télomére est artificiellement recréé par fragmentation du chromosome II &
13kb du locus LYS2 alors le silencing est établi. Ces résultats démontrent la nécessité de la proximité
d'un télomére pour I'établissement du silencing aux loci HM. Des expériences d'immunofluorescence
nous ont permis de montrer que les protéines Sirp sont localisées en foyer a la périphérie nucléaire
comme les téloméres. Nous proposons un modéle ou lorsque les silenceurs sont en position normale, 3
proximité des téloméres, ils sont également dans un compartiment nucléaire avec une forte
concentration en protéine Sirp. Alors que lorsqu'ils sont situés loin du télomére, leur capacite a é&tre
localisé dans les régions & forte concentration en protéine Sirp est affectée. Ces travaux ont été publiés

dans la revue Genes & development dans un article ou je suis second auteur (Maillet et al. 1996).

3-Des éléments isolateur du_silencing ont une action indépendante de [l'activation de la

transcription
Une question d'importance est de savoir quels éléments génétiques régulent la formation de cette

chromatine silencieuse. Il apparait que des sites de liaison pour Tbflp et l'activateur transcriptionnel
Reb1p, présents dans les séquences subtélomérique X et Y', inhibent le silencing télomérique quand ils
sont intégrés entre le télomére et un géne rapporteur. Nous avons montré que ces séquences d'ADN
subtélomérique jouent le role de barriére dans la propagation du silencing. Cette action est
indépendante de I'activation transcriptionnelle et est donc appelée isolatrice puisqu'elle se comporte de
fagon neutre face a la transcription mais isole des influences négative de lé chromatine silencieuse
environnante. La fonction d'isolation peut étre reproduite en ciblant différents domaines d'activation.
Ces résultats permettent de proposer que certain promoteur agissent comme des isolateurs et
permettent la séparation du génome en différents domaines indépendant. Ces travaux ont été publiés

dans 'EMBO rep. dans un article ol je suis co-premier auteur (Fourel et al. 2001).
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2. Post-Doctorat

Au cours de mon séjour post doctoral dans le laboratoire de E. Izaurralde (Université de
Genéve-Science II, SUISSE) j’ai participé a 1’étude de I’hélicase & ARN Dbp5Sp. La
séquence de la protéine Dbp5 a été conservée au cours de 1'évolution et est retrouvée chez
I'homme et la levure Saccharomyces cerevisiae. Nous avons montré que la protéine
humaine présente une localisation majoritairement cytoplasmique avec une fraction
associée a l'anneau nucléaire (Schmitt, et al. 1999). Nous avons montré qu'il existe une
interaction directe entre Dbp5 et la nucléoporine Nup159 ainsi que son homologue humain
CAN (Schmitt, et al. 1999).
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Wilm, M., Seraphin, B., Carmo-Fonseca, M., and Izaurralde, E. (1999). Dbp5, a DEAD-box
protein required for mRNA export, is recruited to the cytoplasmic fibrils of nuclear pore
complex via a conserved interaction with CAN/Nup159p. EMBO J. 18, 4332-4347.
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Programme de recherche actuel.

Depuis 2000, date a laquelle j’ai rejoint le groupe de Didier Job (U366 INSERM /
Laboratoire du Cytosquelette, DRDC, CEA-Grenoble), nous avons utilis¢ la levure
Saccharomyces cerevisiae pour caractériser les cibles moléculaires d’une modification post
traductionnelle de la tubuline. Cette modification est appelée cycle de tyrosination
détyrosination. Elle concerne I’acide aminé C-terminal de la tubuline alpha, une tyrosine, qui
est cycliquement clivée de la chaine polypeptidique par une carboxypeptidase (TCP) et ré-
ajouté A cette méme chaine par la tubuline-tyrosine-ligase (TTL) (Ersfeld et al., 1993;
Wehland et al., 1984) (Figure 2). Le cycle de tyrosination-détyrosination de la tubuline est
connu depuis une trentaine d’années, et il est présent dans la plupart des cellules eucaryotes.
Sa fonction est longtemps restée énigmatique. Toutefois ces derniéres années, des études
menées au laboratoire ont permis d’identifier un réle important de la tyrosination de la
tubuline dans la progression tumorale (Lafanechere et al., 1998; Mialhe et al., 2001) et les
effets dramatiques de I’inhibition de la TTL dans la souris (Erck et al., 2005). Pour tenter de
comprendre le rble de ce cycle nous avons produit une souche de levure n’exprimant que de la
tubuline alpha sans le dernier acide aminé aromatique (chez la levure, une phénylalanine). Ces
cellules ont des défauts de positionnement du noyau en anaphase, indiquant un rdle crucial du
C-terminus de la tubuline dans les interactions des microtubules avec les complexes de
dynéine corticaux. En accord avec cette hypothése, nous avons observé dans les cellules
exprimant de la tubuline sans 1’acide aminé terminal (tubuline Glu), une forte inhibition de
I’interaction de la protéine de stabilisation de DIextrémité plus des microtubules
Bik1p/CLIP170 avec les extrémités microtubulaire.

Par la suite, le défaut de localisation de la protéine CLIP170, homologue de Biklp chez les
mammiferes, a été retrouvé dans les microtubules Glu des cellules de souris ou le géne codant pour la
Tubuline Tyrosine Ligase est délété. Les protéines Biklp et CLIP170 vont I’objet d’études intensives
depuis quelques années car elles ont des fonctions essentielles dans la polarisation cellulaire via les
petites protéines G : Rac et CDC42 ; ’orientation du fuseau mitotique via le complexe

dynéine/dynactine et I’ancrage des microtubules au kinétochore.
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a-tubuline-Gly-Glu-Glu-Tyr
ADP + Pi
TTL TCP
ATP

a-tubuline-Gly-Glu-Glu + Tyr

Figure 2: Le cycle de Détyrosination/Tyrosination de la tubuline (Tubuline Tyrosine Ligase (TTL), Tubuline

Carboxy Peptidase (TCP))
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Les travaux et les projets que je compte mener utilisent les levures produisant une
tubuline alpha sans le dernier acide aminé (tubuline Glu) pour comprendre pourquoi les
microtubules Glu lient moins bien la protéine Bik1p/CLIP170, en quoi ce défaut affecte les
relations entre microtubules et cortex et entre microtubules et polarisation cellulaire.

Les études chez les mammiféres ont permis de mettre en avant I’importance du cycle
de tyrosination dans la différentiation neuronale (Erck et al., 2005). Il est reconnu que la
cellule nerveuse est une cellule hautement polarisée, nous espérons que nos études chez la
levure permettront d’apporter des informations sur le fonctionnement des microtubules Glu
lors de la polarisation cellulaire. Par ailleurs il a aussi été montré que la TTL est un
suppresseur de tumeur. Nous souhaitons comprendre le fonctionnement de Bik1p/CLIP170
dans le déroulement d’une mitose dans les levures Glu et les relations entre protéines des
extrémités + des microtubules et le kinétochore. Enfin, une derniére approche plus
technologique consistera en la recherche de drogues spécifiques des protéines Bik1p/CLIP170

par une méthode originale.
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1. Introduction

Les microtubules sont des composants essentiels du cytosquelette des cellules
eucaryotes. Ce sont des polyméres protéiques de forme cylindrique résultant de I’arrangement
adjacent et paralldle de 13 + 2 protofilaments. Chaque protofilament est constitu¢ par
I’assemblage linéaire d’un protéine hétérodimerique, la tubuline, composée des sous unités o
et B. Les microtubules présentent une polarisation structurale et dynamique. Les sous unités o
et B étant exposées chacune a I'une des deux extrémités du microtubules. D’une part,
Iextrémité qui expose la sous unité o désassemble, elle est appelée extrémité — et est localisce
au niveau du centre organisateur (le centrosome chez les mammiféres, le Spindle Pole Body
chez la levure). D’autre part, I’extrémité qui expose la sous unité B assemble, elle est appelée
extrémité + et est localisée au niveau de la périphérie cellulaire.

Le cytosquelette a de nombreuses fonctions. Il a tout d’abord un rble dans tous les
types de mouvements des cellules eucaryotes : contraction musculaire, battement des cils et
des flagelles, mouvements mitotiques des chromosomes, et autres. De plus, le cytosquelette
est I'unique structure cellulaire qui soit directement en contact avec toutes les organelles
cellulaires, du noyau jusqu’au cortex cellulaire. Les microtubules prennent une part intégrante
dans les différentes fonctions du cytosquelette. Ils ont plus particuliérement un réle clé dans la
motilité, le transport intracellulaire de vésicules, 1’organisation et le positionnement des
organelles et dans la mitose pour la ségrégation correcte des chromosomes.

Parallélement & cette diversité fonctionnelle, les populations de microtubules montrent
des différences de stabilité, de morphologie et de composition biochimique. D’une maniere
générale, les fonctions des microtubules paraissent dépendre en grande partie de la régulation
de leur degré d’assemblage et dé leur interaction avec d’autres composants de la cellule, grace
a des protéines associées spécifiques (Microtubule Associated Protein : MAP). Des
modifications de leur protéine constitutive principale, la tubuline, pourraient aussi directement
affecter leur assemblage et leurs propriétés de liaison.

Les microtubules composés d’isotypes de tubuline o et B existent dans les cellules
sous forme d’un mélange de polyméres similaires mais non identiques. Cette diversité est
générée & deux niveaux : tout d’abord, par la transcription sélective de plusieurs gene codant

pour chaque sous unité ensuite par une variété de modification post traductionnelles de la
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tubuline, comme son acétylation, sa phosphorylation, sa glutamylation, sa polyglycylation ou
encore sa tyrosination (Westermann and Weber, 2003). C’est cette derniére modification que

j’étudie plus particuliérement.
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2. Le cycle de tyrosination/détyrosination de la tubuline

Il s’agit de la suppression puis de la réaddition d’un résidu tyrosine sur 1’extrémité
carboytermineﬂe de la sous unité o de la tubuline (Figure 2). Ce cycle, indépendant de la
synthése ribosomale, nécessite de I’ATP et met en jeu des enzymes spécifiques :

- d’une part, une tubuline carboxypeptidase, (TCP), qui n’a pas encore été

purifiée & homogénéité (Argarana et al., 1980),
- d’autre part, la tubuline tyrosine ligase (TTL), purifiée & homogénéité
(Schroder et al., 1985) et dont le géne a été cloné (Ersfeld et al., 1993).

Le cycle de tyrosination/détyrosination est spécifique du systéme microtubulaire. Il est
conservé au sein des eucaryotes supérieurs.

La TTL et la TCP montrent des spécificités de substrat opposées : il a été montré que
la TTL agit préférentiellement sur la tubuline libre et la TCP sur la tubuline assemblée en
microtubules.

Par conséquent, les microtubules nouvellement assemblés sont principalement
composés de tubuline tyrosiné (tubuline Tyr), alors que les microtubules stables sont
principalement constitués de microtubules détyrosinés (tubuline Glu) (Lafanechere and Job,
2000). Néanmoins, 1’étude des microtubules formés in vitro de tubuline Tyr pure ou de
tubuline Glu pure n’a pas montrée de différence notable entre les deux types de polyméres
(Paturle et al., 1989). Dans les cellules, bien que les microtubules stables soient riches en
tubuline Glu, il a été montré que la détyrosination n’est pas directement responsable de cette
stabilit¢ accrue (Wehland and Weber, 1987). Une troisiéme population de tubuline a été
observée, il s’agit de tubuline qui ne peut etre tyrosinée. Elle résulte du clivage de 1’acide
aminé carboxy terminal de la tubuline alpha Glu (Lafanechere et al., 1998). Cette
modification est irréversible elle génére de la tubuline A2 qui est retrouvée majoritairement,
comme la tubuline Glu, dans les neurones (Erck et al., 2005) (Paturle-Lafanechere et al.,
1994).

Le laboratoire de D. Job en collaboration avec diverses équipes a montré que
I’inhibition du cycle de tyrosination-détyrosination avait des conséquences profondes sur la

physiologie de la cellule.
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I1 a d’abord été établi un réle de la tyrosination de la tubuline dans la progression
tumorale en montrant successivement que la TTL se comportait comme un suppresseur de
tumeur potentiel dans des modéles animaux (Lafanechere et al., 1998). Dans la continuité de
ces travaux une étude sur des tumeurs mammaires chez la femme a permis de montrer que
Pactivit¢ TTL était souvent supprimée et que celle-ci était corrélée avec un mauvais
pronostique (Mialhe et al., 2001).

Les relations entre la tyrosination de la tubuline et le cycle cellulaire ont été testées sur
I’oocyte d’étoile de mer. Dans ’oocyte d’étoile de mer, le blocage du C-terminus de la
tubuline alpha par divers anticorps induit une inhibition de la division des oocytes, par
blocage de la synthése de cycline B et, indépendamment de cet effet, un blocage de
’assemblage du fuseau (Vee et al., 2001). 11 a ét€ montré que tous ces effets témoignent d’un
r6le de la tubuline et de son C-terminus tyrosiné dans des processus de signalisation, et non
sur I’assemblage de la tubuline en microtubules. De maniére innovante, ces données
suggerent un role de la tubuline dans la signalisation mitotique.

Une autre approche, réalisée au laboratoire de D. Job, a été de générer une souris
invalidée génétiquement pour le géne de la TTL. Les souriceaux homozygotes pour cette
mutation meurent de troubles du systme nerveux central quelques heures aprés leur

naissance (Erck et al., 2005) montrant le caractére essentiel de cette enzyme.
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3. La levure Saccharomyces cerevisiae, un modéle d’étude du C-terminus de

la tubuline o (Travail de thése Anne-Claire Badin).

Dans ce contexte, une préoccupation majeure du laboratoire de D. Job était d’identifier
les mécanismes moléculaires affectés par la détyrosination de la tubuline et les raisons pour
lesquelles cette détyrosination facilite la progression tumorale. Pour cela, lors de mon arrivée,
Didier Job m’a proposé d’encadrer une étudiante en thése (Dr Anne-Claire Badin) pour mener
des approches génétiques dans la levure.

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae la tubuline alpha est codée principalement
par le géne TUBI, un second alléle représentant 10% de la tubuline o est codé par le gene
TUB3. Le C-terminus de la tubuline o a une séquence (Glu-Glu-Phe) analogue a celle des
tubulines de mammiféres (Glu-Glu-Tyr). Cette levure contient également un géne codant pour
une protéine analogue a la TTL.

Nous avons développé des souches de levure contenant uniquement le gene TUBI,
(dépourvue de géne TUB3), soit sous sa forme sauvage (souche TUBI) soit sous une forme
mutée, codant pour une alpha tubuline dépourvue de phénylalanine C-terminale (souche fubI-
Glu). La premiére observation que nous avons faite est que dans les souches tubl-Glu, toute
’alpha tubuline est sous forme Glu. L’homologue séquentiel de la TTL ne semble donc pas
avoir ’activité tyrosine ligase chez la levure. D’un point de vue pratique, I’obtention de
souches tub1-Glu stables permet par comparaison avec les souches TUBI de tester dans la
levure le réle de I’acide aminé C-terminal de la tubuline alpha. Les souches fub/-Glu miment
ce qui se passe dans les cellules tumorales dépourvues de TTL", avec la réserve que dans ces
derniéres on trouve toujours de la tubuline Tyr provenant de la néo synthése de tubuline. Dans
les souches tub1-Glu de levure au contraire, la néo synthése de tubuline alpha produit toujours
de la tubuline Glu, et le systéme est, en quelque sorte, pur.

Nous nous sommes attachés a phénotyper cette souche Glu. Comparées aux souches
contrbles, les souches tubl-Glu présentent une hypersensibilité au bénomyl (une drogue
dépolymérisante des microtubules), et une croissance réduite. Ce phénotype est surtout clair a
des températures inférieures a 20°C. A ces températures, en G2, les cellules tubl-Glu ont le
noyau localisé au centre de la cellule au lieu d’étre localisé¢ a proximité du cou séparant

cellules méres et fille.
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L’observation des levures en vidéo microscopie nous a permis d’identifier plus
précisément le mécanisme impliqué dans les défauts de positionnement du noyau.

Dans les souches contrdles, le noyau oscille entre la cellule mére et la fille juste avant
’anaphase et ce phénoméne est important pour permettre une migration nucléaire normale.
Dans les souches tubI-Glu, les mouvements du noyau en mitose sont profondément perturbés
(Figure 3). Ces oscillations du noyau sont connues pour dépendre des complexes de dynéine
corticaux qui comprenant Biklp, Paclp, la dynactine Nip100p et un ancrage membranaire via
Numlp (Farkasovsky and Kuntzel, 2001; Sheeman et al., 2003). Ces protéines appartiennent a la
méme voie génétique que la dynéine (Carminati and Stearns, 1997). En accord avec cette
hypothése, nous avons observé une forte inhibition de I’interaction de Biklp avec les
extrémités microtubulaire, dans les cellules exprimant de la tubuline « détyrosinée » (tubuline
Glu) (Figure 4) (Badin-Larcon et al., 2004).

Ce travail a fait ’objet d’un commentaire dans la méme revue le mois suivant (Bloom,
2004) car il présente la premiére caractérisation moléculaire de la fonction d’une modification
post traductionnelle de la tubuline. Par la suite, le défaut de localisation de la protéine Biklp a
été retrouvé avec son homologue CLIP170 dans des cellules de souris ou le géne de la TTL
est délété (Erck et al., 2005).

Chez les mammiferes, dans les cellules épithéliales MDCK, 1’orientation du fuseau
mitotique est contrdlée par des protéines conservées entre la levure et ’homme il s’agit de la
dynéine, de Paclp I’orthologue de la protéine de lissencéphalie LIS1 et de Biklp I’orthologue
de CLIP170 (Busson et al., 1998; Dujardin and Vallee, 2002). Des défauts de la régulation de
’orientation du fuseau mitotique ont également étés retrouvés dans les cellules TTL — de
souris (Peris et al., 2006). Ce dernier résultat pourrait étre une des raisons pour lesquelles la
suppression de la TTL favorise la progression tumorale. Effectivement, I’orientation du
fuseau mitotique est intimement liée & orientation du plan de division qui est un des

éléments assurant la cohérence d’un tissu épithélial.
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Figure 3 : Inhibition des oscillations nucléaire au sein de la souche tubl-Glu.
(A) Le déplacement du fuseau a été suivit pendant trente minutes & I’aide de la protéine de fusion GFP-Bim]1.
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Figure 4 ; Inhibition de la localisation de Bik1p dans les souches #ubI-Glu.

(A) Localisation sur de la protéine GFP-Biklp dans les souches TUBI et tubl-Glu. (B) Quantification des
signaux de fluorescence dans les souches TUBI et tubl-Glu sur le fuseau mitotique et sur les extrémités
microtubulaires avec les protéines GFP-Bik1p et GFP-Bim1p.
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4. Les levures détyrosinées, un modéle d’étude des protéines s’associant aux

extrémités plus des microtubules (Travail de thése Fabrice Caudron).

Les travaux précédents ont mis en évidence I’importance de la tyrosination dans
I’interaction entre Bik1p/CLIP170 et les microtubules.

Les protéines qui se lient de fagon spécifique aux extrémités + des microtubules font
I’objet d’étude intensives depuis leur mise en évidence avec la localisation de CLIP170 en
1999 (Diamantopoulos et al., 1999; Perez et al., 1999). Parmi ces protéines ont retrouve les
protéines présentant un domaine de liaison aux microtubules riche en glycine (domaine CAP-
Gly). On trouve également les protéines de la famille de EB1. Enfin on trouve également

diverses protéines dont la dynéine cytoplasmique (voir pour revue (Galjart and Perez, 2003) et

Table I).

Sacch'arjomyces Schizosaccharomyces Vertebrates Protein domains
cerevisiae (Sc) pombe (Sp)
Bimlp Mal3p EBI, EB2 (RP1), EB3 Calponin homology
] . CAP-Gly, metal
Biklp Tiplp CLIP170, CLIP115 binding
Nipl100p Ssmdp p150Glued (Dynactin) CAP-Gly
Chaine lourde de la Domaine moteur de la
Dynlp DIGATS dynéine dynéine
Paclp X Lissencephalie (LIS1) Répétitions WD40
CLASP1 (Xorbit), -
Stulp X CLASP? Répétition HEAT
Stu2p X XMAP215 (chTOG) Répétitions HEAT
Budl4p Teadp X SH3
Kellp, Kel2p Tealp X Répétition Kelch
. Domaine moteur
Kip2p deazp X kinésine
Kar9p X APC, APC2 (APCL)

Table 1 : Principales protéines liant 1’extrémité + des microtubules chez les deux levures et chez les

Mammiferes.
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Une des questions posée est de savoir comment des protéines capables d’interagir in
vitro sur toute la longueur des microtubules se retrouvent in vivo localisées 4 une de ses
extrémités. Effectivement, seul un petit nombre de ses protéines interagissent
préférentiellement in vitro avec les extrémités des microtubules stabilisés au taxol. Il s’agit
des protéines de la levure Sc Stu2p et de la kinésine 14 Kar3p (Lansbergen and Akhmanova,
2006). Plusieurs protéines des bouts + des microtubules sont emmenées a ces extrémités par
des moteurs moléculaires de type kinésine. C’est le cas chez la levure Sc de la kinesine Kip2p
qui transporte Biklp auquel est accrochée la dynéine et chez la levure Sp avec la kinesine
Tea2p qui transporte la protéine Tiplp (Busch and Brunner, 2004; Komarova et al., 2005).
Chez les mammifeéres CLIP170 interagit préférentiellement avec la tubuline libre et co-
assemblerai sur I’extrémité plus des microtubules (Arnal et al., 2004; Folker et al., 2005).
Enfin, de nombreuses protéines de bout + interagissent entre elles permettant la localisation
des autres. De maniére surprenante la famille des protéines EB1 est capable d’interagir avec
presque toutes les autres protéines de bout + des microtubules.

Une autre question concerne la fonction de ces protéines aux extrémités + des
microtubules ainsi que les relations entre leur localisation et leur fonction. Chez la levure les
protéines Bik1p et Bim1p sont toutes deux localisées aux extrémités + des microtubules. Elles
appartiecnnent a deux voies génétiques redondantes permettant le positionnement et la
migration du fuseau mitotique entre la cellule mére et la cellule fille. La double délétion BIM]
/ BIK1 est létale. Ces deux protéines permettent le positionnement et la migration du noyau
par le couplage entre les extrémités des microtubules et d’autres structures cellulaires comme
le cytosquelette d’actine pour Bimlp et le cortex pour Bik1p. Les souches de levure Glu sont
un systéme expérimental original qui nous permet de comprendre les paramétres qui régulent
la localisation de Bik1p sur les microtubules cytoplasmiques ainsi que les fonctions associés a
cette localisation. Effectivement, dans ces' souches, la protéine Biklp voit son interaction
directement inhibée avec les microtubules Glu alors que son expression, sa localisation au

SPB et sur le fuseau mitotique ne sont pas affectées (Badin-Larcon et al., 2004).
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Paramétres contrdlant ’association de Biklp aux microtubules Glu.

Nous avons cherché a connaitre les paramétres qui contrdlent 1’association résiduelle
de Biklp sur la tubuline Glu. Nous avons dans un premier temps testé I’influence de Bimlp
qui interagit avec Biklp (Lin et al., 2001) et dont les homologues chez les mammiferes et
chez la levure Sp sont déterminants pour la localisation de CLIP170. Nous observons qu’en
I’absence de la protéine Bimlp, les souches de levure Glu bimIA, perdent tout signal
cytoplasmique de Biklp alors que cette délétion n’a pas d’effet dans les souches controles.
L’effet de Bim1p sur la localisation de Bik1p dans les souches Glu est dosage dépendant. Ces
résultats indiquent que dans les levures Glu Bik1p interagit avec 1’extrémité des microtubules
par I’intermédiaire de Bim1p. Par ailleurs, si nous sur exprimons la protéine Bik1p nous nous
apercevons que Bimlp n’est plus requis pour I’association de Biklp sur les extrémités de
microtubules Glu. Ces résultats nous permettent de proposer que 1’association de Bik1p avec
Pextrémité des microtubules dépende d’au moins trois paramétres indépendant qui sont par
ordre d’importance : une tubuline alpha sauvage, 1a concentration cellulaire de Bik1p et enfin
la présence de Bimlp (Figure 5). Effectivement, dans la souche tubl-Glu, Biklp interagit
beaucoup plus faiblement avec les microtubules Glu révélant des conditions qui facilitent
cette association comme sa surexpression ou la présence de Bimlp. Nous proposons
également que l’actiop de Bimlp ne soit pas de lier directement Biklp mais passe par une

modification de la dynamique ou de la structure des extrémités + des microtubules.
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Figure 5 : Différents paramétres favorisent I’association de Biklp avec les extrémités des microtubules.

Un nouveau modéle pour la localisation de la dynéine aux bouts + des microtubules.

Nous obtenons des levures ot les protéines de bout + Bim1p et Bik1p sont absentes de
Pextrémité + des microtubules cytoplasmiques. Cette observation est trés surprenante car
I’invalidation génétique des génes BIMI et BIKI est létale. Nous avons cherché a comprendre
comment le positionnement et la migration du noyau étaient réalisés dans ces souches. Pour
cela nous avons localisé les protéines de la voie Biklp (la kinésine Kip2p et la dynéine) et
montré que ces protéines ont une dynamique et une localisation normale. Ces résultats
montrent que dans les souches itubl-Glu bimlA le transport de la dynéine par la kinésine
Kip2p accrochée a Biklp est toujours fonctionnel. La dynéine une fois transportée aux
extrémités + peut interagir avec ces extrémités sans que Biklp soit présente au moins en
quantité stoechiométrique. Ce résultat permet de proposer un nouveau modele (voir Figure 6)
pour la localisation et I’activation de la dynéine.

Dans une souche sauvage la dynéine est transportée, activée et localisée aux
extrémités des microtubules par Biklp. Dans une souche sans Kip2p, la dynéine est encore

faiblement localisée aux extrémités +, probablement par I’action de Bik1p qui permet aussi de
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’activer. Dans une souche Glu bimIAla dynéine est transportée et activée par Biklp.
L’activation lui permet d’interagir avec I’extrémité des microtubules en I’absence de quantités
détectables de Biklp.

Relations entre fonction et localisation de Biklp

" Dans ces conditions, nous avons formulé 1*hypothése que la viabilité des souches de
levure Glu bimlA était liée au fonctionnement normal de la dynéine. Afin de tester cette
hypothése et puisque la doﬁble délétion de BIMI et DYNI est 1étale, nous avons invalidé le
géne codant pour la kinésine KIP2 pour abolir le transport de la dynéine aux extrémité +. La
double délétion de BIMI et de KIP2 n’est pas létale dans les souches contrble. Par contre,
nous observons une baisse de la viabilité des souches Glu bimIA kip2A. La moitié des spores
attendues sont viables avec une courbe de croissance normale. Ces cellules ont perdues les
interactions connues et détectables avec le cortex. Elles utilisent la forme ovale de la cellule

comme mode de positionnement du fuseau le long de I’axe fille - mere.
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Figure 5 : Un modéle pour P’association de la dynéine avec P’extrémité des microtubules dans différentes
souches. La localisation de la dynéine 2 ces extrémités est complétement abolie dans des souches sans
Biklp. Nous proposons que Biklp permettent une activation de la dynéine qui permet son interaction avec
une protéine qui pourrait ére Paclp. Dans la souche tubl-Glu bim100le transport de la dynéine est

normal, ce qui permet Pactivation et la localisation de la dynéines aux extrémités des microtubules
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' Cette observation s’inscrit dans des recherches récentes montrant qu’en 1’absence
d’élément de positionnement corticaux le fuseau s’aligne le long du plus grand axe (Strauss et
al., 2006). '

Les protéines Biklp et Dynéine sont nécessaire 2 la viabilité des levures dans un fond
génétique délété pour BIMI. Elles doivent donc jouer un rdle essentiel dans les souches Glu
biml A kip2A malgré leur suppression des extrémités + des microtubules. L’hypothése la plus
simple est que ces protéines soient aussi impliquées dans le positionnement gouverné par la
forme de la cellule. Effectivement dans cette situation les pdles du fuseau sont directement en
contact avec le cortex et les protéines Biklp et Dynéine sont encore localisées sur les pdles.
Une autre hypothése est que La dynéine et Biklp soient impliquées dans des mécanismes
essentiels indépendant du positionement du noyau le long de I’axe mére — fille. Il est
particuliérement frapant de noter que tout comme la dynéine et Biklp la protéine Bimlp est
aussi localisée au niveau des SPB et au sein du fuseau. Ces protéines pourraient avoir des
redondances de fonction indépendamment des mécanismes de positionnement du noyau sur la

morphogenése ou la dynamique des SPB ou du fuseau mitotique.

Il existe donc plusieurs fonctions essentielles de Biklp. La premiére est de permettre
le transport de la dynéine aux bouts + des microtubules cytoplasmiques. La seconde est
probablement encore liée a son interaction avec la dynéine permettant son action ou son

recrutement aux SPB.
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5. Les levures détyrosinées, un modéle d’étude de la fonction de CLIP170

pendant la mitose.

Nous avons vu qu’il existe des fonctions essentielles de Biklp indépendantes de sa
localisation aux extrémités des microtubules cytoplasmiques. Une premié¢re hypothése est que
Biklp aie des fonctions au SPB, sur les microtubules intranucléaire ou aux kinétochores
puisque sa localisation demeure détectable dans ces domaines. Pour tester cette hypothése
nous nous proposons de construire un mutant thermosensible de BIK! dans une souche
bimIA. Dans ce contexte nous devrions pouvoir étudier les fonctions de Biklp au cours de la
mitose, sur le SPB et sur les microtubules intranucléaire. Pour cela nous étudierons le
déroulement de la mitose a température restrictive par des expériences de vidéo microscopie
avec le marquage de la tubuline, des SPB ou des centroméres. Concernant les fonctions sur le
kinétochore, nous analyserons la composition du kinétochore par des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine.

Les expériences que nous avons réalisées jusqu’a présent nous ont montré qu’il existe
des fonctions essentielles de Biklp indépendantes de sa localisation aux extrémités des
microtubules cytoplasmique mais aussi que de telles fonctions essentielles existent pour la
dynéine. Chez les métazoaires, la dynéine est nécessaire a 1’organisation du fuseau mitotique
et 4 la rupture de ’enveloppe nucléaire. Nous nous proposons donc d’étudier les fonctions de
cette protéine sur le SPB ou elle est encore localisée dans les souches tubl-Glu biml kip2.
Pour cela nous construirons un mutant thermosensible de DYNI dans une souche bimiA.

Une demiére question est I’importance de ces protéines sur la ségrégation du matériel
génétique. Nous avions évoqué le role de la tyrosination de la tubuline dans la progression
tumorale (Lafanechere et al., 1998; Mialhe et al., 2001), des effets dramatiques de I’inhibition
de la TTL dans la souris (Erck et al., 2005), I’observation que la TTL est fréquemment
supprimée lors de la progression tumorale et enfin que cette suppression et la détyrosination
massive de la tubuline qui en résulte sont associées a une agressivité tumorale augmentée
(Kato et al., 2004; Mialhe et al., 2001). Une hypothése reste donc que la détyrosination aie
une action sur la séparation fidéle des chromosomes. Pour tester cette hypothése nous

proposons d’utiliser la création d’un mini chromosomes portant le géne codant pour la GFP
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(Hegemann et al., 1999). Nous quantifierons la ségrégation de ce mini chromosome au cours
de la mitose dans les souches TUBI biml, tubl-Glu biml et dans ces mémes souches avec les

mutants thermosensibles de BIK1 et de la dynéine.
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6. Les levures détyrosinées, un modéle d’étude des relations entre

microtubule et polarisation cellulaire (Thése Fabrice Caudron).

Nous avons déterminé que les levures détyrosinées sont un modéle pour comprendre
I’effet de la tyrosination chez les métazoaires. Nous avons donc utilisé cet outil génctique
pour connaitre les génes qui compensent I’effet de cette mutation. Pour cela nous avons utilisé
I’approche de synthéﬁque 1étalité qui permet de découvrir les génes non essentiels en eux —
méme mais essentiels en combinaison avec la mutation Glu. Ce crible permet de connaitre les
génes qui agissent dans une voie indépendante mais dont la fonction est redondante avec la
mutation Glu.

L’équipe d’Alain Nicolas (Institut Curie, Paris) a développé un crible primaire
automatisé qui permet de sélectionner des candidats qui sont ensuite vérifiés en dissection de
tétrade. Nous avons établit une collaboration avec le groupe d’Alain Nicolas pour utiliser ce
crible et pour profiter des connaissances dont ils disposent dans ce domaine. Nous avons
réalisé deux cribles dans le fond génétique utilisé, un pour I’invalidation de fub3 (alléle non
essentiel et codant pour 10% de la tubuline alpha total) et un pour I’invalidation de rub3
combiné a la mutation fubI-Glu. Le principe du crible repose sur le croisement de la souche
Glu avec une collection de mutants non essentiels (4500 génes sur les 6000 présents chez Sc).
Les diploides résultants sont sélectionnés sur un milieu adéquat et mis a sporuler. Enfin on
étale les spores sur un milieu qui permet de sélectionner les haploides présentant la triple
mutation tub3, tubl-Glu et géne X. Si rien ne pousse sur ce dernier milieu c’est que le géne
considéré est synthétique létal avec la mutation Glu. Nous avons trouvé un gene synthétique
1étal avec fub3, huit génes synthétique 1étaux avec tub3, tubl-Glu et un géne synthétique 1étal
avec tubl-Glu (Table 2).
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Géne : . -
ORF Interaction génétique Description

CINS SL avec tub3 Kinésine mitotique
TUP1 SL faible avec tub3, tub1-Glu  Répresseur général de la transcription

HTZ1 SL faible avec tub3, tub1-Gilu

transcription
YCLO60C SL avec tub3, tub1-Glu ORF hypothétique
YKLO31W  SL avec tub3, tub1-Glu ORF hypothétique
Sous unité catalytique d'une 1-3 bétaglucane synthase
FKS1 SG avec tub3, tub1-Glu impliquée dans la synthése et la maintient de la paroi
cellulaire

CDC50  SL faible avec tub3, tub1-Glu  Protéine endosomale qui régule la polarité cellulaire

s SL faible avec tub3, tub1-Giu I'élongation du squelette des mannanes

Sl SIS QNSRBI I'attachement de protéines a la membrane

i =l NS des protéines vacuolaires

Histone, impliquée dans le contréle de la régulation de

Sous unité d'une mannosyl transferase du golgi qui sert a
Géranylgéranyl di phosphate synthase requise pour

Sérine/Thréonine protéine kinase impliquée dans le tri

Table 2 : Génes interagissant génétiquement avec tub3 et tubl-Glu. Les candidats confirmés en dissection de
tétrade sont repris dans ce tableau avec une bréve description de leur fonction. Interactions génétiques : SL,
synthétique 1étalité ; SG, croissance réduite. La létalité synthétique est décrite comme faible, lorsque quelques

triples mutants ont été retrouvés mais dans la majorité des cas la combinaison des trois mutations est létale.

En ce qui concerne les synthétiques létaux avec tub3, nous trouvons CIN§ comme cela
avait déja été décrit (Tong et al., 2001; Tong et al., 2004).

Les génes les plus intéressant sont sans doute BTSI, VPS15, CDC50 et FKSI. Ils sont
impliqués dans 1’adressage aux membranes, le trafic vacuolaire et la polarité cellulaire. Une
premiére constatation est que ces génes ont tous a voir avec la polarité ou la morphogénese de
la membrane. Ce fait nous a initialement beaucoup surpris mais il pourrait montrer
I’importance des complexes de 1’extrémité plus des microtubules dans les contacts avec le

cortex.
FKSI code avec son homologue FKS2 pour la sous unité catalytique de la 1,3 3 glucan

synthase qui permet la production du 1,3 B glucan constituant 50 & 60 % de la parois cellulaire

chez Sc. Cette enzyme interagit et est activée par la petite protéine G Rholp (Drgonova et al.,
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1996; Qadota et al., 1996). D’autre part, en affectant 1’activité de la 1,3 B glucan synthase on
bloque le cycle cellulaire et ce blocage dépend de la protéine & domaine CAP-Gly Nip100p et
des autres constituants de la dynactine (Suzuki et al., 2004). Afin de comprendre pourquoi la
1,3 B glucan synthase a des fonctions redondantes avec la tyrosination de la tubuline nous
avons étudié I’influence du régulateur de Fkslp : la protéine Rholp. Cette protéine existe sous
une forme liée au GTP active et une forme liée au GDP inactive. Nous avons utilisé un mutant
qui a une cinétique d’hydrolyse du GTP réduite conduisant & I’équivalent d’un mutant super
actif. Nous montrons que ce mutant permet une localisation accrue de Biklp/CLIP170 a
Pextrémité des microtubules dans les cellules contrdles et dans les cellules Glu. C’est la
premiére fois qu’une relation directe entre les éléments de polarisation cellulaire et la protéine
Bikl1p est mise en évidence. Nous voulons maintenant comprendre comment cette régulation
de la localisation de Biklp est mise en place et nous analysons différents mutants pour
identifier la voie affectée. Ce travail est & mettre en perspective avec des observations
similaires effectuées dans les cellules de mammiféres pour la localisation de CLIP170 dans
des domaines ou les petites protéines G, Rho et Rac sont activées (L.Peris et D. Job,
communication personnelle).

BTS1, VPS15, CDC50 ces trois génes codent respectivement une enzyme permettant
I’accrochage 4 la membrane des petites protéines G, une kinase impliquée dans le tri
vacuolaire et une protéine endosomale régulant la polarité cellulaire. Nous voulons
comprendre quelle est la relation entre la fonction de ces génes et les microtubules. Pour cela
nous allons effectuer une série de test et analyser le fonctionnement des microtubules et des
protéines des extrémité + des microtubules dans chacun des simples mutants bis/, vpsiJ,
cdc50.
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7. Les levures, un outil pour rechercher des molécules inhibitrices de CLIP

170 et de EBI.

L’obtention d’inhibiteurs chimiques des protéines CLIP170 et EB1 serait des outils
utiles pour des études de biologie fondamentale. D’autre part, EB1 est impliquée dans des
cancers du colon et ces inhibiteurs pourraient étre testé sur ’animal entier comme anti
cancéreux potentiel (Berrueta et al., 1998; Bienz, 2002). Pour CLIP170, cette protéine serait
impliquée dans le fonctionnement du systéme nerveux central (Galjart N. communication
personnelle). Un inhibiteur serait une molécule intéressante a tester sur 1’animal entier.

A cette fin nous nous voulons utiliser une approche originale chez la levure
Saccharomyces cerevisiae. Dans cet organisme de nombreux criblages ont étés réalisés. La
lecture de ’effet d’une molécule chimique se fait en densité optique et refléte la croissance et
la viabilité cellulaire.

Chez la levure, les homologues de CLIP170 (Biklp) et EB1 (Bimlp) ne sont pas
essentiel en eux-mémes mais ils sont vitaux lorsqu’ils sont invalidés ensemble. Le principe du
test repose sur cette propriété.

Nous allons nous placer dans une souche invalidée génétiquement pour BIMI ou
BIK1, dans ces deux souches la viabilité dépend respectivement de la fonction des protéines
Bik1p ou Bim1p. Une molécule inhibant la protéine restante (Biklp ou Bim1p) entrainera une
perte de la viabilité. Comme cette propriété se vérifie aussi pour une inhibition d’une protéine
de 1la méme voie que Biklp ou Bimlp nous rechercherons les molécules qui peuvent aussi
inhiber CLIP170 ou EB1.

Afin de connaitre I’effet des molécules chimiques sélectionnées, nous disposons des
systémes mammiféres et levure pour tester la localisation et la fonction des protéines
CLIP170 et EB1. Nous pourrons déterminer si les touchent ont pour cible ces protéines ou si

elles touchent des effecteurs amont.
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