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Résumé

Dans les cellules animales, les mitochondries sont des organites responsables de la
production d’énergie qui contiennent un génome distinct de celui de la cellule mais qui est
normalement transmis a la descendance de maniére strictement maternelle. Toutefois, plusieurs
especes de mollusques bivalves transmettent leurs mitochondries d’une maniére « doublement
uniparentale » (DUI), c’est-a-dire que chacun des deux sexes transmet ses mitochondries en plus
d’avoir un génome mitochondrial différent de celui de 1’autre sexe. Récemment, de nouveaux
genes ont été découverts dans les génomes mitochondriaux males (m-orf) et femelles (f-orf)
d’especes de bivalves a DUI. Ces génes n’ont aucun homologue détectable parmi les séquences
géniques répertoriées dans les bases de données, et leur fonction demeure également inconnue.
Le dimorphisme sexuel poussé¢ de ces genes suggére qu'ils sont impliqués dans le
fonctionnement du systeme DUI, le maintien du gonochorisme ou la détermination du sexe.
Pour mieux comprendre le role de ces geénes, le présent projet visait d’abord a valider le potentiel
codant du géne f~orf de la moule marine Mytilus edulis, puis a caractériser la protéine encodée
par ce geéne le cas échéant en déterminant I’emplacement subcellulaire de la protéine et les
complexes protéiques qu’elle forme dans la cellule a I’aide d’un anticorps anti-F-ORF produit
par un lapin. Pour ce faire, nous avons établi la distribution tissulaire de la protéine F-ORF
putative grace a de I'immunobuvardage, visualis¢ son emplacement subcellulaire par
immunohistochimie, et tenté d’identifier ses partenaires d’interaction protéiques en utilisant la
co-immunoprécipitation suivi de séquencage par spectrométrie de masse. Les résultats
supportent 1'ildée que ce gene code effectivement pour une protéine fonctionnelle chez les
spécimens males et femelles de Mytilus edulis, protéine qui serait bien intra-mitochondriale dans
les cellules de la lignée germinale male. Par contre, nous n’avons pu identifier de partenaire
d'interaction. Malgré cela, ces résultats s'accordent avec ce qui est observé dans d'autres modeles
de DUI, et incitent fortement a poursuivre davantage les efforts de caractérisation fonctionnelle

de ces genes chez toutes les espéces qui expriment ce mode de transmission mitochondriale.

Mots-clés : Mitochondrie, génome, bivalve, ORFans, f-orf, Mytlius edulis



Abstract

In animal cells, mitochondria are organelles responsible for energy production. They
carry their own genome, which is distinct from the nuclear genome but is normally passed on to
progeny in a strictly maternal fashion. Interestingly, many species of bivalve mollusks instead
pass on their mitochondrial genome through a process known as doubly uniparental inheritance,
or DUL This system implies that male and female individuals each possess their own unique
mitochondrial transfer pathway and have a mitochondrial genome which differs greatly from its
opposite-sex counterpart. Recently, new genes were discovered within male (m-orf) and female
(f~orf) mitochondrial genomes of DUI bivalve species. However, these genes have no
homologues in sequence databases, meaning the functions of these genes have not been clearly
established. Because these genes demonstrate a high level of sexual dimorphism, they are
suspected to be involved in processes pertaining to DUI function, persistence of gonochorism
throughout generations or sex determination. Here we have attempted to characterize the protein
encoded by the f~orf gene in the blue mussel Mytilus edulis by preparing an antibody against a
20 amino acid sequence motif in the predicted protein. The antibody reacted with a protein of
60 kDa on Western blots, instead of the expected 25 kDa, but a signal was found in all tissues
as anticipated. The subcellular distribution of the antigen recognised by the antibody, as
determined by immunohistochemistry, was found to be uniquely mitochondrial.
Immunoprecipitation of the 60 kDa band, followed by LC-MS/MS sequencing of the band
excised from an SDS gel, did not identify any peptides expected for the F-ORF. Although a
complete functional analysis of the protein could not be realized, the experiments described here

represent a coherent and complete experimental protocol for this purpose.
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1. Introduction

1.1 Le génome mitochondrial chez les animaux : conservation

et exceptions

La mitochondrie, compartiment cellulaire responsable de la production d’énergie,
posséde son propre génome (ADNmt) distinct du génome nucléaire et dont le contenu génique
est fortement conservé chez les animaux (Gissi et al. 2008). De maniere générale, le génome
mitochondrial animal encode 2 ARN ribosomaux, 22 ARN de transfert et 13 protéines
impliquées dans la production d’ATP (Boore 1999). Les protéines impliquées dans la réplication
et I’expression de ’ADNmt sont quant a elles encodées par le génome nucléaire (Boore 1999).
Il existe cependant des exceptions connues a cette formule de 37 genes. Des cadres de lecture
ouverts (ORF) supplémentaires peuvent étre attribuables, entre autres mécanismes, a la
duplication de genes mitochondriaux existants. C’est le cas, par exemple, chez le bivalve

Musculista senhousia, qui a vu son gene cox2 dupliqué (Passamonti et al. 2011).

La découverte récente de courts peptides d’origine mitochondriale (mitochondrial-
derived peptides, ou MDPs) qui joueraient un role physiologique change la perspective quant
au potentiel codant du génome mitochondrial animal. Par exemple, I'humanine est un peptide
anti-apoptotique de 24 acides aminés retrouvé dans le génome mitochondrial chez 1’humain
(Hashimoto et al. 2001). La séquence du géne se retrouve intégrée dans celle de I’ARNr 16s.
MOTS-c est un autre peptide d’origine mitochondriale retrouvée chez I’humain, au niveau de
I’ARNr 12s (Lee et al. 2015). Ce petit peptide de 16 acides aminés est impliqué dans

I’homéostasie métabolique et dans la sensibilité a I’insuline. Le peptide Gau est encodé sur le



brin complémentaire du géne cox/ de tous les génomes mitochondriaux répertoriés. Bien que
son réle demeure a déterminer, ce peptide a été détecté in vitro par immunohistochimie au
niveau de la mitochondrie dans des cellules endothéliales veineuses du cordon ombilical humain
(Faure et al. 2011). Ces exemples portent a croire que le potentiel codant du génome
mitochondrial a été largement sous-estimé et que certains peptides en dehors du cadre des 13

protéines « classiques » peuvent avoir des fonctions physiologiques intéressantes.

1.2 Doubly Uniparental Inheritance (DUI)

Chez les animaux, ’ADNmt est généralement transmis de maniére strictement
maternelle (Strictly Maternal Inheritance, ou SMI) (Birky 2001). L’avantage évolutif apparent
ayant permis le maintien du SMI a travers le régne animal est que ce systeme facilite la co-
évolution avec le génome nucléaire; or, cette co-évolution est nécessaire étant donné
l'implication du génome nucléaire dans le bon fonctionnement de la chaine de transport
d’¢électrons dans la mitochondrie (Wallace 2007). Cependant, chez certaines espéces de
mollusques bivalves appartenant aux ordres Unionoida, Nuculanoida, Mytiloida et Veneroida,
on observe un mode de transmission dit uniparentale double (Doubly Uniparental Inheritance,
DUI), qui différe largement du SMI (Boyle & Etter 2013, Breton et al. 2007, Passamonti &
Ghiselli 2009, Zouros 2013). En effet, dans ce mode de transmission, les parents des deux sexes
peuvent transmettre des mitochondries a leur descendance, ce qui implique d’une part que
chacun des sexes possede sa propre variante d’ADNmt et d’autre part que ces deux variantes
ont un mode de transmission qui est propre au sexe. Ces génomes male (M) et femelle (F) ont,
chez plusieurs especes, une divergence nucléotidique entre eux qui excede 40% (Zouros 2013).

Le génome F est transmis de la mére vers la progéniture méale et femelle. Le génome male est
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quant a lui transmis du pére vers la progéniture male uniquement, ou il s’établira surtout dans
la lignée germinale (figure 1) (Breton et al. 2007). Les individus femelles sont donc dits
homoplasmiques pour le génome de type F alors que les males sont hétéroplasmiques pour les

geénomes F et M.

Y
e
-
-
Figure 1. Principe du systéme DUI chez les bivalves (modifiée de Breton et

al. 2014). Lorsque les mitochondries des spermatozoides subissent une agrégation
dans une région spécifique de I’embryon précoce, I’individu sera un male.
Lorsqu’elles sont plutdt dispersées, 1’individu sera une femelle.

La découverte de la DUI est assez récente (Zouros et al. 1992), ce qui fait qu’elle est encore

mal comprise. Parmi les hypothéses avancées pour expliquer la raison de son maintien chez
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certaines especes, il y a qu'elle permettrait a la sélection d’agir directement sur I’ADNmt chez
les males, ce qui est impossible chez les especes a SMI puisque le génome du male ne sera pas
transmis a la progéniture (Breton et al. 2007). Les espéces de type SMI sont donc soumises au
phénomeéne nommé le « Mother’s Curse », qui implique que les mutations du génome
mitochondrial qui sont délétéres pour les males mais neutres ou bénéfiques pour les femelles
seront toujours maintenues dans la population, au détriment des individus males seulement
(Gemmell et al. 2004). Ainsi, la DUI pourrait avoir évolué de manicre a éviter les effets délétéres
des mutations d’ADNmt sur la fonction des spermatozoides, ou bien parce que certains éléments
présents dans les ADNmt pourraient jouer un role au niveau de la détermination du sexe (Breton

et al. 2007).

1.3 DUI et détermination du sexe

I1 existe certains indices qui suggerent que la DUI et la détermination du sexe chez les
especes qui effectuent ce mode de transmission mitochondriale seraient deux phénomenes liés.
Chez les moules d'eau douce de la famille des Unionidae, les especes gonochoriques emploient
toutes la DUI alors que les espéces hermaphrodites utilisent strictement la SMI (Breton et al.
2011b). Etant donné ’absence de chromosomes sexuels hétéromorphes chez ce taxon, il a été
suggéré que des éléments présents dans le génome mitochondrial des especes a DUI pouvaient
permettre de maintenir le gonochorisme chez ces especes, ce qui ferait de la DUI le tout premier
systeme de détermination du sexe a impliquer directement le génome mitochondrial chez les
animaux (Breton et al. 2014). Un des éléments géniques mitochondriaux que ’on croit
susceptible d’intervenir dans la détermination du sexe se retrouve chez le génome male des

bivalves de la superfamille des Unionoidea. Il s’agit d’une extension en 3’ au niveau du géne de
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la sous-unité II de la cytochrome ¢ oxydase (Chakrabarti et al. 2007). Cependant, en absence
d’évidences supplémentaires appuyant cette hypothése, le mécanisme spécifique par lequel la

détermination du sexe est dépendant de la DUI n’a toujours pas été €lucidé.

1.4 Nouveaux génes mitochondriaux chez les espéces de

bivalves a DUI

Suite aux études de séquencage réalisées sur les espéces a DUI, il a été établi que des
séquences d’ADNmt, qu'elles soient sexe-spécifiques ou porteuses de divergences
nucléotidiques importantes entre les génomes F et M, sont susceptibles d’intervenir pour
déterminer si un génome mitochondrial sera transmis par la voie paternelle ou par la voie
maternelle (Breton et al. 2007). Dans le cadre d'une recherche visant a déterminer les facteurs
influengant la transmission de I'ADNmt via le gaméte femelle ou le gaméte male, un 38e géne
a récemment ét¢ découvert chez toutes les especes de bivalves a DUI analysées (figure 2)
(Breton et al. 2009, Breton et al. 2011a, Breton et al. 2011b). Ce géne, qualifi¢ d’ORFans (voir
section suivante) est retrouvé au niveau des ADNmt M (m-orf) et F (f-orf). 1l est a noter qu’une
version de ce gene existe ¢également au niveau des especes hermaphrodites appartenant a 1’ordre

Unionoida, malgré la perte de la DUI chez ces especes : ce gene a ainsi ét¢é nommeé /-orf.
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Figure 2. Cartes génétiques des génomes femelle, méle et hermaphrodite
chez la moule d’eau douce (Breton et al. 2011b). Les génes spécifiques a chaque
type d’ADNmt sont encerclés.

1.5 Les génes de type ORFans

Lorsque le génome d’un organisme est séquencé, la majorité des cadres de lecture
ouverts que I’on y trouve codent pour des protéines appartenant a des familles montrant une
certaine homologie de fonction, bien conservée chez différents organismes (Siew & Fischer
2003). Ces genes ont une similarité¢ de séquence avec des genes homologues retrouvés chez
d’autres organismes. Les protéines homologues ont souvent des structures similaires méme si
les geénes qui les encodent ne sont pas forcément identiques au niveau de leurs séquences
respectives, puisque les structures divergent beaucoup plus lentement que les séquences
(Chothia & Lesk 1986). De plus, les protéines homologues peuvent aussi avoir de fortes
similarités au niveau de leurs ligands, leurs partenaires d’interaction protéiques et/ou leurs
mécanismes enzymatiques (Todd et al. 2001). Cependant, lorsqu’il ne possede aucune similarité
importante de séquence avec I’ensemble des séquences retrouvées dans les bases de données,

un cadre de lecture ouvert est caractéris¢ comme étant de type ORFans (orphan ORF, ou cadre
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de lecture ouvert orphelin) (Siew & Fischer 2003). Etant donné I’absence de comparaison
possible, les protéines encodées par ces genes ORFans ne peuvent étre caractérisées que de

manicre expérimentale, afin de révéler leur origine et leur fonction.

1.6 Analyse préliminaire des nouveaux ORFans chez les

bivalves a DUI

Depuis la découverte de ces nouveaux genes mitochondriaux chez les bivalves, 1’espéce
principale qui a servi aux analyses biochimiques et immunohistochimiques préliminaires est la
moule d’eau douce Venustaconcha ellipsiformis. Chez cette espéce, I’existence des protéines F-
ORF et M-ORF a été confirmée par immunobuvardage de type western : la présence de F-ORF
a été détectée au niveau des gonades femelles, alors que M-ORF a été détectée au niveau des

gonades males (figure 3) (Breton et al. 2009).

L'observation au microscope électronique de tissus préalablement immunotraités pour
révéler F-ORF a montré que cette protéine est présente au niveau des mitochondries, de la

membrane nucléaire et du nucléoplasme (figure 4) (Breton et al. 2011b).

17



kDa

Female gonad &
FORF antibody
Male gonad &
MORF antibody

39
29

24
mm.

Figure 3. Immunobuvardage illustrant I’expression de f-orf et m-orf chez la
moule d’eau douce Venustaconcha ellipsiformis (Breton et al. 2009). Le gene
femelle est exprimé dans les gonades femelles, et le géne male dans les gonades
males.

Des analyses bio-informatiques comparatives ont été faites sur les genes f-orf et m-orf
d’une variété d’especes qui possédent ces ORFans mitochondriaux, entre autres chez la moule
d’eau douce Venustaconcha ellipsiformis et la moule marine Mytilus edulis (Milani et al. 2013,

Mitchell et al. 2016). Différents logiciels ont permis d’établir les domaines putatifs des protéines
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a partir des séquences de ces geénes, permettant ainsi de brosser un portrait plus clair de leur
évolution et de leurs fonctions potentielles (figure 5). D’abord, les comparaisons entre especes
qui possedent des ORFans mitochondriaux montrent que leurs séquences sont tres variables, ce
qui pointe vers une variation évolutive trés importante. Toutefois, leurs structures protéiques
prédites semblent plutdt similaires entre elles, ce qui suggere que leurs fonctions seraient
¢galement similaires a travers les différents taxons (Mitchell et al. 2016). Ces analyses ont aussi
permis de mieux caractériser ces ORFs en annotant les différentes parties de leur séquence selon
leurs domaines prédits. Notamment, toutes les séquences f-orf analysées portaient une séquence
correspondant a un peptide signal a leur extrémité N-terminale (Milani et al. 2013). Chez le
genre Mytilus, m-orf porte une chaine poly A (Milani et al. 2013) qui, lorsque traduite, devient
une série de lysines; or, un motif poly-lysine est nécessaire pour la liaison aux membranes
lipidiques (Bouaouina et al. 2012). II s’agit donc potentiellement d’une région correspondant a
une hélice transmembranaire. De plus, une courte série de lysines constitue un élément-clé du

signal de localisation nucléaire classique, PKKKRKYV (Kalderon et al. 1984).
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Figure 4. Emplacement subcellulaire de la protéine F-ORF dans les oeufs de
la moule d’eau douce Venustaconcha ellipsiformis (Breton et al. 2011). La
présence de la protéine, indiquée par les points noirs et mise en évidence par les
fleches triangulaires (A), a été détectée au niveau des mitochondries (A et C), du
nucléoplasme (C) et de la membrane nucléaire (C). Les panneaux B et D
représentent des controles négatifs. De courtes fleches pointent vers une
mitochondrie (B) et la membrane nucléaire (D). Le panneau E illustre la membrane
plasmique (pl.m), la matrice vitelline (v.m) et I’envloppe vitelline (v.e) d’une
section d’oeuf.

Le portrait global des fonctions prédites pour ces ORF chez toutes les espéces soumises
aux analyses bio-informatiques fait apparaitre quelques patrons récurrents (Milani et al. 2013).

Les protéines F-ORFs semblent étre impliquées dans la régulation de la transcription, la réponse
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immunitaire et dans I’adhésion, la migration et la prolifération cellulaires. Quant a elles, les
protéines M-ORFs semblent intervenir principalement dans I’organisation du cytosquelette,
mais aussi dans la liaison aux acides nucléiques et la régulation de la transcription. On note aussi
une similarité avec des protéines impliquées dans la réparation, la réplication et la
recombinaison de I’ADN. Les deux lignées de protéines, M et F, sont susceptibles d’étre
impliquées dans la signalisation hormonale, la régulation de la réponse immunitaire,
I’ubiquitination et la régulation de I’apoptose (Milani et al. 2013).
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Figure S. Domaines fonctionnels anticipés dans les protéines F-ORF et M-

ORF (modifiée de Milani et al. 2013). Les lignes blanches représentent la
protéine et le chiffre a la droite de chaque représentation est le nombre d’acides
aminés qui composent la protéine. L'encart en haut a droite contient le code de
couleur identifiant les domaines fonctionnels récurrents dans les diverses
protéines: par exemple, le rouge pour un peptide signal, le bleu pour une hélice
transmembranaire, etc.
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1.7 Stérilité cytoplasmique male chez les plantes et paralléles

avec les ORFans de bivalves

La stérilit¢ cytoplasmique male (CMS) chez les plantes constitue un exemple d’un
systeme ou des peptides mitochondriaux peuvent affecter la reproduction. Chez les plantes
présentant la CMS, la stérilité des plantes males est induite par I’accumulation spatio-temporelle
appropriée de protéines issues de génes ORFans mitochondriaux (Horn et al. 2014). Une
hypothése sur le fonctionnement de ce systeme est que le domaine hydrophobe N-terminal de
ces protéines en font des protéines de la membrane mitochondriale, ou elles nuisent a I’intégrité
de cette membrane au niveau de 1’antheére et ainsi induisent la mort du pollen (Nizampatnam et
al. 2009). Il est intéressant de constater que plusieurs des protéines ayant une certaine homologie
avec les ORFans de bivalve sont des protéines ayant une fonction du c6té cytoplasmique de la
membrane mitochondriale externe (Milani et al. 2013). Par ailleurs, nous savons qu’il existe un
ou des mécanismes d’export de protéines depuis la mitochondrie (Soltys & Gupta 2000). Or,
plusieurs ORFans de bivalve portent un peptide signal N-terminal : ces protéines pourraient étre
transportées ailleurs dans la cellule, alors que celles ne portant pas le signal, ou bien ayant subi
un clivage post-transcriptionnel du signal, se retrouveraient attachées a la membrane

mitochondriale.

1.8 Hypothéses quant a I'origine de ORFans mitochondriaux

Par un processus nommé I’endogénéisation, plusieurs virus peuvent s’intégrer au
génome de leur hote et, lorsque I'intégration affecte la lignée germinale de celui-ci, leur génome
peut étre transmis verticalement et ainsi se fixer dans une population (Boeke & Stoye 1997).

Apres leur insertion, les séquences virales peuvent étre co-optées pour des fonctions de la cellule
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hote et ainsi contribuer a I’évolution du génome hdéte (Feschotte & Gilbert 2012). Or, les
séquences des ORFans chez les bivalves a DUI ont des ressemblances de séquence avec
plusieurs geénes viraux. Parmi ces ressemblances, on note le domaine de dimérisation de la
capside rétrovirale (chez M. edulis), la protéine VP1 servant a coiffer les ARN messagers viraux
puis une protéine virale structurelle, la fibritine (toutes deux chez V. ellipsiformis) (Milani et al.
2013). Parmi les protéines virales ayant une ressemblance avec les génes m-orf au niveau de
leurs domaines encodés, on retrouve la encore des protéines de capside (Milani et al. 2013). Il a
donc été suggéré que des séquences virales endogénéisées auraient acquis de nouvelles
fonctions dans 1’hote et se manifesteraient aujourd’hui sous la forme de ces ORFans. Cette
hypothése est renforcée par le fait que, tout comme plusieurs séquences virales incorporées aux
génomes de mammiferes (Feschotte 2008), ces ORFans pourraient étre impliquées dans la

régulation de la transcription (Milani et al. 2013).

Outre I’hypothése de 1’origine virale, une autre origine possible pour ces génes pourrait
étre la duplication de génes mitochondriaux pré-existants puis la divergence subséquente d’une
des deux copies (Mitchell et al. 2016). Par exemple, le gene m-orf posséde une ressemblance
importante de séquence avec le géne mitochondrial atp§ et, de plus, ces genes se retrouvent I’un
a coté de I’autre au niveau du génome male des moules d’eau douce. Pour sa part, le géne f~orf
porte une ressemblance au gene nad?2, et ces deux génes sont eux aussi voisins sur le génome
mitochondrial femelle des moules d’eau douce. Le dernier indice supportant 1’hypotheése que
ces genes soient issus de duplications est que le geéne /-orf des especes hermaphrodites de
moules d’eau douce semble étre une version fortement mutée du gene f-orf des femelles, ce qui
suggere que le taux d’évolution de ces genes est tres rapide, donc que les séquences auraient pu

diverger treés rapidement suivant I’évenement hypothétique de duplication (Mitchell et al. 2016).
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1.9 Role potentiel des ORFans dans I’identité sexuelle

Les deux hypothéses mises de 1’avant pour expliquer I’origine de ces genes ORFans
mitochondriaux présentent chacune une opportunité de décrire le lien entre la DUI et la
détermination du sexe discuté a la section 1.3. Concernant la ressemblance entre les ORFans
mitochondriaux et les protéines de la capside, il est a noter que ce type de protéine induit
généralement une agrégation périnucléaire des mitochondries par une altération de la
conformation du cytosquelette (Galluzzi et al. 2008). D’ailleurs, les mitochondries répondent
parfois a une infection virale en migrant dans le méme sens que des protéines du tégument viral
(Ohta & Nishiyama 2011). Sur la base de ces observations, Milani et al. (2013) ont postulé que
ces ORFans pourraient influencer le niveau d’agrégation et ainsi la localisation des
mitochondries issues des spermatozoides chez les embryons précoces de bivalves a DUI, ce qui
dicterait le sexe de I’embryon. Pour ce qui est de I’hypothése de la duplication génique, la forte
divergence nucléotidique de /-orf par rapport a f~orf, jumel¢ a la perte de la DUI chez les moules
d’eau douce hermaphrodites, semblent constituer un indice supplémentaire renforcant 1’idée que
ces nouveaux ORFans soient impliqués dans le maintien du gonochorisme (donc nécessairement

dans la détermination sexuelle) chez les especes qui les possédent (Breton et al. 2014).

1.10 Modé¢le suggéré pour la fonction des ORFans chez les
moules d’eau douce

Les fonctions anticipées de ces protéines, telles que fournies par les analyses bio-
informatiques, de méme que leur emplacement subcellulaire observé au microscope (pour ce
qui est des moules d’eau douce), ont permis d’établir un modele qui tente d’expliquer comment

ces protéines agissent afin de maintenir le gonochorisme chez les especes qui les possedent, et
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comment cette action est liée a la DUI et a la détermination du sexe (Breton et al. 2007, Milani
et al. 2013). Le mod¢le implique d’abord que la protéine M-ORF utiliserait son domaine de
liaison au cytosquelette afin de permettre 1’agrégation des mitochondries issues des
spermatozoides dans une cellule qui serait précurseur au tissu gonadique de 1’individu,
permettant ainsi leur transmission a la génération qui suivra (c’est le principe-méme de la DUI).
Par le fait méme, M-ORF agirait comme facteur masculinisant. En parallele, F-ORF serait un
facteur féminisant qui servirait a inhiber le développement de tissu testiculaire chez les
embryons destinés a devenir des femelles. Cela pourrait expliquer pourquoi les hermaphrodites
n’inhibent pas entiérement le développement de ce tissu : les mutations dans leur géne /-orf par
rapport au gene mere f~orf empéche la protéine résultante d’étre enticrement fonctionnelle, et il

en résulte un certain développement de tissu gonadique male (Mitchell et al. 2016).

1.11 Le géne f-orf chez la moule marine Mytilus edulis

Chez la moule marine Mytilus edulis, des analyses préliminaires se sont intéressées au
potentiel codant du géne f-orf (figure 6) en examinant ses transcrits (Minoiu et al. 2016). Des
transcrits de taille appropriée ont effectivement été découverts au niveau des gonades femelles.
Ces transcrits possédaient tous un codon ATG (codon d’initiation de la traduction) a leur
extrémité 5°, ce qui suggere qu’ils pourraient ensuite étre pris en charge par les ribosomes et
étre traduits en protéines. Le géne présente ainsi un potentiel codant intéressant. Cependant, en
absence de résultats d’immunobuvardage, il demeure possible que ces transcrits ne soient pas

traduits mais aient quand méme une fonction dans la cellule sous forme d’ARN.
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Figure 6. Emplacement du géne f-orf dans le domaine variable 1 (lui-méme
non-codant) de la région de controle du génome mitochondrial femelle chez
la moule marine Mytilus edulis (modifiée de Minoiu et al. 2016).

1.12 Objectifs et hypothéses

A la lumiére du modeéle suggéré pour la fonction des ORFans qui demeure spéculatif,
I’intérét d’étudier au niveau moléculaire ces genes et les protéines qu’ils encodent devient
d’autant plus important pour en déterminer les fonctions. Ainsi, 1’objectif de cette étude était
d’abord de valider que le géne f~orf chez la moule marine Mytilus edulis code effectivement
pour une protéine, puis de réaliser ensuite la caractérisation fonctionnelle de cette protéine. C’est
une espece intéressante a étudier dans ce contexte puisque son geéne f-orf présente un fort
potentiel codant. De plus, étant donné que plusieurs des essais biochimiques et
immunohistochimiques précédents ont été réalisés seulement au niveau de la moule d’eau douce

V. ellipsiformis, ce projet visait a combler I’information manquante chez M. edulis.

L’hypothése globale du projet était tout d’abord que le géne f-orf chez M. edulis soit
effectivement codant et qu’il ait un emplacement subcellulaire semblable a celui de son
homologue chez la moule d’eau douce. En termes de fonction, nous anticipions que le produit
de ce geéne aurait un role a jouer dans les mécanismes qui sous-tendent la détermination du sexe,

la DUI et/ou le maintien du gonochorisme. Il était donc attendu que la nature des protéines qui
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sont en complexe avec F-ORF puissent étre prédits par ses domaines anticipés et son
emplacement subcellulaire, en nous fiant a ce qui est connu de F-ORF chez I’espéce apparentée
d’eau douce V. ellipsiformis. Ainsi, nous nous attendions a observer des interactions avec, entre
autres, les protéines du cytosquelette, la machinerie de réplication et de transcription de I’ADN

et d’autres protéines de la membrane nucléaire et du nucléoplasme.

L’approche expérimentale utilisée dans le cadre du projet impliquait des expériences
d’immunobuvardage de western afin de valider le potentiel codant du gene et la distribution
tissulaire de la protéine, de I'immunohistochimie afin de visualiser son emplacement
subcellulaire, puis une série d’expériences ayant pour objectif de déterminer ses partenaires
d’interaction. Cela s’est fait par I’entremise d’une co-immunoprécipitation a partir d’extraits
protéiques de tissus, suivi de séquencage par spectrométrie de masse des protéines complexées
et leur identification par comparaison avec les bases de données. L’identification de ces
partenaires est censée nous donner des indices importants au sujet des roles que jouent cette
protéine dans la cellule, et son implication potentielle dans les mécanismes de détermination du
sexe, de la DUI et du maintien du gonochorisme. Ces indices doivent s’ajouter a ceux qui ont
¢été fournis par les analyses précédentes de f-orf chez la moule d’eau douce V. ellipsiformis afin
de brosser un portrait plus complet de la fonction de cette protéine et ainsi mettre a jour le

modeéle illustrant son fonctionnement.
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2. Matériel et méthode

2.1 Obtention des anticorps contre F-ORF

2.1.1 Immunisation du lapin

Afin d’obtenir des anticorps dirigés spécifiquement contre notre protéine d’intérét, deux
lapins ont ét¢ immunisés (Life Technologies Corporation) en utilisant un épitope spécifique a
F-ORF chez Mytilus edulis (LISEASGAINAGKESFSDC). Le sérum a été récolté a différents
stades de I’immunisation des lapins (jours 0, 35 et 56). Toutefois, seul le sérum récolté au jour

56 a été utilisé dans le cadre de ce projet.

2.1.2 Purification des anticorps

Les anticorps contenus dans le sérum récolté¢ au jour ultime (56) ont été purifiés en

utilisant le Antibody Purification Kit (Protein A) (Abcam), selon les instructions du fabricant.

2.1.2 Vérification de la purification par dot-blot

Afin de vérifier la présence de I’anticorps dans 1’¢luat a la suite de la purification, un
dot-blot a été réalisé. 2ul de la solution d’anticorps purifi¢e puis 2ul du sérum ont été déposés
en parallele sur une membrane de nitrocellulose (GVS Life Sciences) puis laissées 10 minutes
a sécher a température picce. La membrane a ensuite été bloquée avec une solution de lait (5%
lait en poudre, 0.05% Tween 20 dans du tampon phosphate salin (PBS)) pendant 1h. La
membrane a ¢€té incubée dans la solution d’anticorps secondaire anti-lapin couplé a la
peroxydase de raifort (Tableau I) pendant 1h. 3 lavages de 15 minutes dans la solution de lait

ont été réalisés, puis la révélation du marquage protéique par 1’ajout du substrat de la peroxydase

28



et sa conversion subséquente en précipité colore a été faite avec une solution de révélation (MBI)

et la membrane photographiée par un appareil Fusion (MBI).

Tableau I. Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés. L’anticorps monoclonal
est issu du sérum anti-F-ORF, jour 56.

Anticorps primaires

Sérum anti F-ORF, jour 56 (Life Technologies Corporation)

Anticorps monoclonal anti F-ORF purifié (P. Ouimet) (Epitope: LISEASGAINAGKESFSDC)

Anticorps polyclonal anti F-ORF purifi¢ (M. Lubosny, Institute of Oceanology, Polish
Academy of Sciences, Department of Genetics and Marine Biotechnology)

Anti-ATP5A antibody [15H4C4] - Mitochondrial Marker (Abcam)

Anticorps secondaires

Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immuno)

Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson Immuno)

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 (Invitrogen)

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor 594 (Invitrogen)

2.2 Collecte des spécimens et récolte des tissus

Les spécimens de I’espece Mytilus edulis ont ét¢ obtenus dans des marchés locaux tout
au long du projet, au fur et a mesure, en fonction des besoins. La moule commune comestible
vendue en épicerie provient de 1’Ile-du-Prince-Edouard et il s’agit de ’espéce M. edulis. Les
spécimens ont été disséques a I’ceil nu de manicre a isoler quatre tissus d’intérét : le manteau
(qui porte la gonade), le pied, le muscle adducteur et la branchie. Les instruments utilisés ont
été nettoyé€s a 1’éthanol 70% entre chaque tissu et entre chaque spécimen. Le sexe de chaque
individu a été déterminé au microscope optique (Leica, objectif 100X), en examinant les
gametes retrouvés dans la sécrétion issue de la gonade et qui montrent un fort dimorphisme

sexuel. Les tissus disséqués ont été utilisés frais et jamais congelés.
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2.3 Détection de la protéine F-ORF chez Mytilus edulis —

Approche par buvardage

2.3.1 Préparation de I’extrait protéique

Des extraits de 100mg de chaque type de tissu testé (manteau, pied, muscle et branchie)
provenant d’un méme spécimen ont chacun été ajoutés a 1ml de tampon d’homogénéisation
(sucrose 0.25M, acide ¢éthylénediaminetétraacétique (EDTA) 1mM, acide 4-(2-hydroxyéthyl)-
I-pipérazine ¢éthane sulfonique (HEPES) 10mM, inhibiteurs de protéases, pH 7.4) et

homogénéisés avec un homogénéisateur de type Dounce.

2.3.2 Fractionnement de I’extrait protéique

L’extrait protéique brut a été centrifugé a 1000g (Dimauro et al 2012) afin de sédimenter
les noyaux des cellules. Le culot a ¢été re-suspendu dans Iml de tampon d’essai
d’immunoprécipitation (RIPA, contenant trishydroxyméthylaminométhane-HCl (Tris-HCI)
50mM, NaCl 150mM, EDTA ImM, Triton X-100 1%, Na-déoxycholate 0.5%, dodécylsulfate
de sodium (SDS) 0.1%, pH 7.6). Le surnageant a été centrifugé a 11000g (Dimauro et al. 2012)

afin de sédimenter les mitochondries. Le culot a été re-suspendu dans 100ul de tampon RIPA.

2.3.3 Migration sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-

PAGE)

Les différentes fractions d’extrait protéique ont été supplémentées de tampon de

chargement (SDS 6%, sucrose 400mM, Tris-Cl 400mM, beta-mercaptoéthanol 1%, bleu de
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bromophénol) puis chauffées 10 minutes a 95°C avant d’étre chargées dans un gel de

polyacrylamide dénaturant en gradient 4%-20%, suivi d’une migration a 50V pendant 18h.

2.3.4 Transfert sur membrane de nitrocellulose

Les protéines ont été transférées du gel vers une membrane de nitrocellulose a 1000mA
pendant 1h30 dans un tampon de transfert (glycine 1.5%, Tris Base 0.3%, méthanol 20%). La
membrane contenant les protéines a €té colorée brievement au rouge de Ponceau afin de marquer

I’échelle de poids moléculaire et les pistes puis photographier la membrane.

2.3.5 Immunobuvardage et détection de la protéine

La membrane a été¢ simultanément décolorée et bloquée dans une solution de lait (voir
2.1.2) pendant 1h. Elle a ensuite été découpée et chaque partie de membrane a été incubée durant
la nuit a 4°C dans 5-10ml d’une solution de lait contenant 1’un des quatre anticorps primaires
dilué a 1:1000 (Tableau I). Le lendemain, les membranes ont été lavées 3 x 15 minutes dans une
solution de lait puis incubées 2h a température piece dans 5-10ml d’une solution de lait
contenant soit I’anticorps secondaire Anti-Rabbit-peroxydase (pour les membranes exposées au
sérum, a 1’anticorps monoclonal ou a I’anticorps polyclonal) ou bien Anti-Mouse-peroxydase
(pour la membrane exposée a I’anticorps Anti-ATP5A), dilu¢ a 1:10000 (Tableau I). Elles ont
ensuite été lavées 2 x 15 minutes dans une solution de lait puis 15 minutes dans du tampon tris
salin (Tris base 20mM, NaCl 150mM, pH 7.4). Les protéines ont ensuite été révélées puis les

membranes photographiées (voir 2.1.2).
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2.4 Détection de la protéine F-ORF chez Mytilus edulis —

Approche par immunohistochimie

2.4.1 Mise en culture des cellules

En conditions aseptiques, des spécimens ont été¢ lavés a 1’eau du robinet, aspergés
d’éthanol 70% puis laissés a sécher. Ils ont ensuite été ouverts puis disséqués avec des outils
stériles, puis un morceau de manteau de lcm?® a été transféré dans une solution d’eau salée et
d’antibiotique (Antibiotic/Antimycotic Solution (Wisent), Penicillin/Streptomycin (Wisent)) et
laissé 40 min a température piece. Le tissu a ensuite été transféré dans du milieu de culture L-
15 Leibovitz (Gibco) préparé dans de I’eau salée (NaCl 3.5%) contenant de la trypsine 0.25%
(Wisent) puis laissé 1h. Le manteau a ensuite été agité vigoureusement dans le milieu afin de
détacher un maximum de cellules, puis le milieu centrifugé a 800g pendant 10 min. Le culot de
cellules a été lavé 3 x 15 minutes dans Sml milieu L-15, puis re-suspendu dans 1ml de ce méme
milieu. 200ul de la suspension de cellules ont été transférés dans chaque puits d’une plaque de
24 puits contenant une lamelle circulaire ayant préalablement été incubée 45 minutes dans de la
poly-L-lysine, lavée a 1’eau distillée filtrée puis lavée 2 fois dans du milieu L-15 enrichi en
antibiotiques et en sérum de veau foetal 3.2%. Les cellules ont été laissées sur la lamelle a 20°C

pendant 5 jours, en remplacant le milieu de culture chaque jour.

2.4.2 Exposition aux anticorps et observation

Les lamelles ont été lavées au PBS avant d’étre fixées dans du paraformaldéhyde 4%
pendant 30 minutes a température piece, puis lavées 3 x 5 minutes au PBS. Elles ont ensuite été

incubées dans une solution de Triton X-100 0.2% dans du PBS pendant 5 minutes puis lavées
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au PBS 5 minutes. Elles ont ensuite été bloquées grace a une solution de blocage (albumine
sérique bovine (BSA) 5%, sérum de chévre normal 5% dans du PBS) pendant 30 minutes a
température piece, puis lavées 5 minutes au PBS. Elles ont ensuite été exposées pendant 2h a
4°C a une solution (BSA 1% dans du PBS) contenant 1’anticorps appropri¢ (sérum anti-F-ORF
dilué 1:10 ou anti-ATP5A dilué 1:1000, ou bien les deux) (Tableau I). Apres 3 lavages de 5
minutes au PBS, elles ont été exposées pendant 1h a température piéce a cette méme solution
mais contenant plutdt I’anticorps secondaire appropri¢ (Tableau I), puis lavées 3 x 5 minutes au
PBS. Elles ont finalement été lavées a 1’eau distillée avant d’étre montée sur une lame avec le
Vectashield Mounting Medium with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Vector). Elles ont
ensuite été observées et photographiées au microscope confocal (Leica SP-8, objectif 63x,
logiciel de controle LASX Core Offline version 3.3.0.). Pour chaque prise, 20 photos distinctes
ont été prises, chacune correspondant a une profondeur différente dans le champ. Ces 20 photos

ont ensuite été superposées avec le logiciel de traitement d’images Fiji (Schindelin et al. 2012).
2.5 Identification des partenaires d’interaction protéiques

par co-immunoprécipitation

2.5.1 Préparation de I’extrait protéique brut

L’extrait brut de manteau a été préparé de maniere identique a ce qui est décrit en 2.3.1,

mais en utilisant 1g de tissu. Un spécimen maéle et un spécimen femelle ont été utilisés.
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2.5.2 Fractionnement de I’extrait protéique brut

Le fractionnement de I’extrait protéique brut a été réalisé¢ de maniére identique a ce qui
est décrit en 2.3.2, mais en re-suspendant le culot enrichi en mitochondries dans 1ml de tampon

RIPA.

2.5.3 Pre-clearing de I’extrait et co-immunoprécipitation

Les différentes fractions ont subi un prélavage pendant 1h en ajoutant 50ul de résine
Protéine A sépharose a 1ml de chacune des différentes fractions. Les fractions ont ensuite été
centrifugées 5 min a 200 x g afin de sédimenter la résine. Le surnageant contenant 1’extrait
fractionné a ensuite ét¢ incubé avec 50ul de résine Protéine A sépharose et 50ul de sérum anti-
F-ORF jusqu’au lendemain. Apres une centrifugation de 5 min a 200g pour sédimenter la résine,
les extraits fractionnés ont été écartés et la résine re-suspendue dans 50ul de tampon de

chargement.

2.5.4 Migration sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-
PAGE)
La migration sur gel a été réalisée de maniére identique a ce qui est décrit en 2.3.3. Le
matériel a été réparti de maniere €gale sur deux gels, dont I’un a servi a la vérification par

immunobuvardage de western de la présence de F-ORF dans les échantillons immunoprécipités.

Cet immunobuvardage a été réalisé de maniere identique a ce qui est décrit en 2.3.4 et 2.3.5.
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2.5.4 Coloration, décoloration et découpage du gel, puis

séquencage par spectrométrie de masse

L’autre gel (i.e. celui n’ayant pas servi a la vérification de F-ORF par immunobuvardage)
a été coloré au Imperial Blue Protein Stain (Thermo Fisher) pendant 2h puis décoloré dans de
I’eau distillée jusqu’au lendemain. La bande correspondant a la taille attendue de F-ORF a été
découpée puis envoyée a la plateforme de protéomique de I'Institut de Recherche en
Immunologie et en Cancérologie (Université de Montréal, [https://www.iric.ca/]) afin de réaliser

un séquengage de type MS/MS, dont les résultats ont été analysés en aval.

2.6 Préparation du systeme d’expression artificielle dans les

bactéries

2.6.1 Insertion de la séquence du géne dans le vecteur pGEX-

6pl

Apres avoir inséré la séquence de F-ORF dans un vecteur de type pMA-T (étape réalisée
en amont), cette séquence a été¢ amplifiée par PCR a partir du vecteur (Pfu DNA polymerase,
Thermo Scientific)(Amorces F-ORF - F et F-ORF - R)(Tableau II) et le produit vérifi¢ sur gel
d’agarose 1% (migration de 150V, 25 minutes) apreés ajout de tampon de chargement
(Invitrogen) puis purifié¢ a I’aide du PCR Purification Kit (Qiagen). Apres avoir vérifié la
concentration du produit a I’aide du BioDrop, le produit de méme qu’un stock de vecteur pGEX-
6pl ont été digérés avec les enzymes de restriction BamHI (Thermo Scientific) et EcoRI

(Invitrogen) a 37°C pendant 2h. Les produits résultants ont été purifiés a 1’aide du PCR
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Purification Kit (Qiagen). Ces produits ont ét¢ combinés par une réaction de ligation a 15°C

jusqu’au lendemain (T4 Ligase, Invitrogen).

Tableau II. Amorces utilisées lors des réactions de PCR. Les sites de restriction ayant
servi a la digestion enzymatique sont identifiés en caractéres gras. L. enzyme de restriction
correspondante est identifiée prés du nom de I’amorce.

Nom de I’amorce Séquence
F-ORF - F GAAGGCCGTCAAGGCCACG
F-ORF -R ATGAGGCCAGTCTTGTGCTC

F-ORF- AdTM - F (BamHI) GAGAGGATCCAAAAAAGACCTACTGTTGAGCG

2.6.2 Transformation des bactéries avec le vecteur

10ul de la solution de vecteur contenant le géne inséré ont ensuite été ajoutés a 80ul de
bactéries compétentes Escherichia coli BL-21 (NEB) et le tout laiss¢ sur glace 30 min. La
solution a ensuite subi un choc thermique a 42°C pendant 45 sec avant d’y ajouter 1ml de
bouillon super optimal contenant du glucose. Elle a ensuite été incubée sous agitation a 37°C
pendant 1h puis centrifugée 2 min a 900g, étendue sur gélose d’agar-bouillon de lysogénie (LB)
contenant de I’ampicilline puis incubée a 37°C jusqu’au lendemain. 6 colonies ont ensuite été
sélectionnées puis repiquées dans 10ul d’eau puis chauffées a 95°C pendant 5 min. Apres une
centrifugation a haute vitesse pendant 10 minutes, les surnageants ont été supplémentés du
tampon de chargement ZMTech — 6X fluo-DNA loading buffer (Invitrogen) et chargés sur gel
d’agarose 1% (migration 150V, 25 minutes) afin de vérifier la présence de 1’insert. Les colonies

pour lesquelles I’insert a effectivement été incorporé dans le plasmide ont été repiquées dans
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Sml de milieu LB enrichi d’ampicilline jusqu’au lendemain. 500ul de la culture ont ensuite été

supplémentés de 500ul de glycérol 50% et le tout congelé a -80°C pour utilisation ultérieure.

2.6.3 Préparation du systéme artificiel avec protéine tronquée

Les étapes 2.6.1 et 2.6.2 ont été refaites intégralement, mais en utilisant I’amorce F-ORF
- AdTM - F plutot que F-ORF - F (Tableau II). Cette amorce a ¢été modifiée de maniére a exclure

le domaine transmembranaire du géne et ainsi produire une protéine tronquée.

2.6.4 Tests d’expression

Les stocks congelés de bactéries portant les vecteurs avec protéine compléte et tronquée
ont séparément été repiqués dans Sml de milieu LB enrichi d’ampicilline et laissés a 37°C sous
agitation durant la nuit. Le lendemain, 1ml de cette pré-culture a été inoculé dans 10ml de milieu
LB enrichi d’ampicilline et laissé sous agitation a 37°C jusqu’a I’atteinte d’une densité optique
de 0,5, tel que mesuré au BioDrop. L’expression de F-ORF a ensuite été induite par I’ajout
d’isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Apres 2h, la culture a été centrifugée a vitesse
maximale pendant 15 minutes, puis le culot re-suspendu dans 50ul de tampon de chargement.
Les extraits protéiques résultants ont été chargés sur gel de polyacrylamide dénaturant 10%,
puis ont migré a 60mA pendant 2h. Le gel a ensuite été coloré avec de I’Imperial Blue pendant

1h puis décoloré dans de 1’eau distillée jusqu’au lendemain.
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3. Résultats

3.1 Obtention des anticorps

3.1.1 Vérification de la purification par dot-blot

Afin de vérifier que la purification de I’anticorps monoclonal anti-F-ORF de Mytilus
edulis a fonctionné et que 1’anticorps a bien été élué et est présent dans la fraction conservée a

la suite du processus de purification, nous avons réalisé un buvardage de type dot-blot (figure

7).

-

Pur Sérum

Figure 7. Vérification par dot-blot de la présence d'anticorps anti-ORF de
M. edulis dans les échantillon purifié (Pur) et de sérum anti-F-ORF au jour
56 (Sérum).

Un marquage sous forme de tache noire est présent au niveau de I’échantillon d’anticorps
purifié et une plus grande tache apparait au niveau de I’échantillon de sérum, ce qui supporte
I’idée que ces deux extraits contiennent de 1’anticorps (le sérum étant plus concentré que
I’échantillon purifié). Bien qu’il soit fort probable que ces deux extraits contiennent de

I’anticorps anti-F-ORF, un essai supplémentaire réalisé avec 1’épitope ciblé par 1’anticorps



monoclonal aurait permis de valider qu’il s’agit bien de 1’anticorps anti-F-ORF dans ces extraits.
Un contrdle négatif aurait ¢galement di étre réalisé en parall¢le, par exemple en apposant sur la
membrane une solution d’anticorps primaire de souris, afin de valider que 1’anticorps primaire

détecté dans le sérum et dans I’échantillon purifié est effectivement un anticorps de lapin.

3.2 Détection de la protéine F-ORF putative chez Mytilus

edulis — Approche par buvardage

3.2.1 Immunobuvardage et détection de la protéine

Afin de tester pour la présence de la protéine F-ORF putative dans différents tissus chez
Mytilus edulis et ainsi valider le potentiel codant du geéne f-orf chez cette espece, un
immunobuvardage a été réalisé¢ sur différentes fractions cellulaires issues de quatre tissus
différents : le manteau, le pied, le muscle adducteur et la branchie (figure 8). Chaque extrait est
un mélange de 50% d’extrait provenant d’un spécimen male et 50% d’extrait provenant d’un

spécimen femelle. L anticorps utilisé est le sérum anti-F-ORF.
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Figure 8. Détection par immunobuvardage de la protéine F-ORF putative
dans les différentes fractions cellulaires d’extraits protéiques male et femelle
(combinés) du manteau, du pied, du muscle adducteur et de la branchie chez
Mpytilus edulis. La fleche du bas indique I’emplacement attendu de F-ORF
(25kDa). La fléche du haut indique I’emplacement de la bande commune a trois
des quatre tissus testés (60kDa). T, extraits totaux; S1 et C1, surnageants et culots
issus de la premicre centrifugation de 1’extrait total; S2 et C2, surnageants et culots
issus de la deuxieéme centrifugation de I’extrait total.

Une bande a la hauteur de 60kDa apparait dans les culots enrichis en mitochondries (C2)
des extraits de manteau, de pied et de muscle, puis dans les culots enrichis en noyaux (C1) du
manteau et du pied. La taille de 60kDa ne correspond toutefois pas a la taille de la protéine telle
que prédite par la longueur du géne en acides aminés, qui serait plutét de 25kDa, tel que
déterminé par 1’outil en ligne ExPASy (Gasteiger et al. 2005). D’autres bandes, bien que moins
fortement marquées, apparaissent également dans les surnageants et les extraits totaux du
muscle (200kDa) et de la branchie (85kDa et 200kDa). Quant a lui, I’extrait de pied présente un
marquage généralisé¢ et peu défini dans la région supérieure de la membrane (supérieur a

60kDa).
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Afin de valider davantage 1’identité de la bande de 60kDa comme étant effectivement F-
ORF, un immunobuvardage a été réalisé a partir de tissu gonadique male et femelle en utilisant
deux anticorps purifiés anti-F-ORF différents : celui que nous avons développé (PO), dirigé
contre un peptide de I’extrémité C-terminale de la protéine et donc virtuellement monoclonal et
I’autre obtenu d'un collaborateur (ML) (Tableau I) et pour lequel la protéine compléte a été

utilisée pour I'immunisation des lapins, que 1'on désigne donc comme polyclonal (figure 9).
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Figure 9. Détection par immunobuvardage de la protéine F-ORF putative
dans les différentes fractions d’extraits protéiques males et femelles
(combinés) du manteau par I’entremise de deux anticorps anti F-ORF dirigés
vers des épitopes différents. La fleche du haut indique les bandes a 60kDa. La
fleche du bas indique les bandes a 35kDa. ATP5A (55kDa) est un marqueur
mitochondrial. S1 et C1, surnageants et culots issus de la premiere centrifugation
de Dextrait total, S2 et C2, surnageants et culots issus de la deuxieme
centrifugation de |’extrait total.
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La méme protéine migrant a 60kDa détectée par le sérum anti F-ORF (figure 8) semble
¢galement étre détectée par les deux anticorps purifiés (figure 9). Tout comme la protéine
détectée par ’'immunobuvardage précédent, cette protéine semble se retrouver a la fois dans la
fraction nucléaire et la fraction mitochondriale du manteau. Toutefois, il est a noter que puisque
I’ATPS (la sous-unité 5 de I’ATP synthase utilisée ici comme marqueur mitochondrial) est
détectée également dans la fraction enrichie en noyaux (C1), cette fraction contient sans doute
des mitochondries, donc il est impossible de conclure si la protéine se retrouve assurément au
niveau du noyau en plus de la mitochondrie. Tout de méme, 1’apparition d’une bande a 60kDa
constitue un indice voulant que la protéine reconnue par le sérum anti-F-ORF lors de
I’expérience précédente (figure 8) soit la méme que celle reconnue par les anticorps purifiés ici
(présumément F-ORF, bien que la protéine ne semble pas migrer a la hauteur attendue dans le
gel). Une protéine détectée par 1’anticorps polyclonal mais non par notre anticorps monoclonal
apparait également a la hauteur d’environ 35 kDa dans les surnageants seulement, puis cette

bande est marquée encore plus fortement que celle a 60kDa.

Puisque les immunobuvardages décrits précédemment ont été réalisés sur des extraits
protéiques issus de tissus males et femelles combinés, une expérience supplémentaire est
nécessaire pour déterminer si la protéine est détectée uniquement dans les tissus d’un des deux
sexes, ou bien si elle est présente au niveau des deux sexes. Ainsi, un immunobuvardage a été
réalisé avec 1’anticorps polyclonal (ML) sur les extraits protéiques issus des manteaux males et

femelles séparément (figure 10).

42



200 | ' . .
150 . P
120
100

85 .

/0
60

50
40 ‘

30
25
20

15
10

kbDa S1 Cl1 S2 C2 S1 C1 S2 C2

Male Femelle

Manteau, a-F-ORF-ML

Figure 10. Détection par immunobuvardage de la protéine F-ORF putative
dans les différentes fractions d’extraits protéiques males et femelles (séparés)
du manteau. La fleche du haut indique les bandes a 60kDa. La fleche du bas
indique les bandes a 35kDa. S1 et Cl1, surnageants et culots issus de la premiere
centrifugation de 1’extrait total; S2 et C2, surnageants et culots issus de la
deuxiéme centrifugation de 1’extrait total.

En mettant en évidence a nouveau la bande a 60kDa dans les culots enrichis en
mitochondries et en noyaux des extraits male et femelle, cet immunobuvardage supporte 1'idée

que la protéine F-ORF putative est présente au niveau du manteau chez les deux sexes.
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3.3 Détection de la protéine F-ORF putative chez Mytilus

edulis — Approche par immunohistochimie

.

Figure 11. Localisation intracellulaire de la protéine F-ORF putative dans
des cellules de manteau en culture chez trois spécimens males de Mytilus
edulis. DAPI, marqueur nucléaire; ATP5A, marqueur mitochondrial; SUP,
superposition des trois images précédentes; rangées 1 a 3, trois spécimens
différents de M. edulis. Les trois couleurs retrouvées dans les images superposées
représentent chacune un des marqueurs : F-ORF en vert, le DAPI en bleu et
ATP5A en rouge. Les trois fléches blanches pointent chacune vers une pentade de
mitochondries. Une vue agrandie de ces pentades est fournie dans les trois encarts.

Afin de valider par une approche différente de I’'immunobuvardage 1’emplacement

intracellulaire de la protéine F-ORF putative chez Mytilus edulis, nous avons employé une
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approche par immunohistochimie (figure 11). Ainsi, le sérum anti-F-ORF a été appliqué sur des
cellules de manteau male ayant été mises en culture, puis le DAPI et I’anticorps anti-ATP5A
ont ét¢ utilisés pour marquer respectivement I’ADN (le noyau) et les mitochondries de ces

cellules.

Tel qu’illustré par le marquage de I’ATPSA, les mitochondries des trois spécimens
présentent un arrangement particulier sous forme de pentade (cinq mitochondries agencées de
maniére circulaire). L’expérience a révélé un marquage par le sérum anti-F-ORF : la protéine
reconnue par cet anticorps est située aux mémes endroits que les mitochondries, puis avec un
arrangement quasi-identique (figure 11, marquage jaunatre indiqué par les fléches et
particulierement visible chez le spécimen 2). Quant a lui, le noyau, illustré par le marquage au
DAPI, semble étre distribué¢ autour des mitochondries. Ce résultat porte a croire que, du moins
chez le male et dans ce type cellulaire particulier, la protéine reconnue par 1’anticorps anti-F-

ORF se retrouve dans les mitochondries ou bien a leur surface.

3.4 Identification des partenaires d’interaction protéiques
par co-immunopreécipitation

Afin de déterminer I’identité¢ des partenaires d’interaction protéiques de la protéine
reconnue par I’anticorps anti-F-ORF et ainsi mieux la caractériser, nous avons procédé par co-
immunoprécipitation suivi d’un séquencage par spectrométrie de masse. Pour ce faire, nous
avons co-immunoprécipité la protéine F-ORF putative a partir d’extraits protéiques de manteaux
males et femelles. Afin de nous assurer de la présence de la protéine F-ORF putative dans les

extraits immunoprécipités, nous avons gardé une partie des extraits immunoprécipités pour
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réaliser un immunobuvardage préalablement au séquengage, en nous servant du sérum anti-F-

ORF (Figure 12).
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Figure 12. Détection par immunobuvardage de la protéine F-ORF putative
dans les différentes fractions d’extraits protéiques males et femelles
immunoprécipités du manteau. La fleche indique 1’emplacement de la bande a
60kDa. T, extraits totaux; S1 et CI, surnageants et culots issus de la premiere
centrifugation de l’extrait total; S2 et C2, surnageants et culots issus de la
deuxiéme centrifugation de I’extrait total.
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L’apparition d’une bande a la hauteur de 60kDa concorde avec la présence d’une bande de
60kDa retrouvée dans les différents tissus testés et détectée par les différents anticorps (figures
8,9 et 10). La bande épaisse a environ 55kDa correspond a la réaction de 1’anticorps secondaire
avec la chaine lourde de I’anticorps primaire retrouvé dans le sérum (Lal et al. 2005). Ayant
confirmé que la bande a 60kDa se retrouve effectivement dans les extraits immunoprécipités, le
produit de I’immunoprécipitation de la fraction enrichie en mitochondries a pu étre chargé sur
gel dénaturant afin d’isoler la portion du gel contenant la bande a 60kDa (figure 13) et le faire
digérer en vue d’un séquengage par spectrométrie de masse. La bande a 60kDa est également
parmi les plus intensément colorées sur le gel, excluant les bandes a 55kDa et a 25kDa, qui
correspondent respectivement aux chaines lourde et 1égere des IgG ayant migré simultanément

dans le gel (Lal et al. 2005).
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Figure 13. Migration sur gel de polyacrylamide des extraits protéiques du
manteau male et femelle enrichis en mitochondries et immunoprécipités pour
la protéine F-ORF putative. Les encadrés représentent les parties du gel
susceptibles de contenir la protéine F-ORF putative et ayant été sujettes au
séquencage par MS/MS. La fleche indique la bande la plus intense (excluant les
IgG) qui correspond présumément a la protéine F-ORF putative. C2, culot issu de
la deuxiéme centrifugation de D’extrait total et enrichi en mitochondries; F,
femelle; M, male.
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Tableau III. Répertoire des protéines ayant été jumelées a 99% ou plus aux séquences
obtenues lors du séquencage des protéines contenues dans le morceau de gel illustré a
la figure 13. % couv., pourcentage de couverture en acides aminés.

Protéine # d’accession Taille Nombre de Nombre de
(kDa) jumelages jumelages

pour C2F pour C2M
(% couv.) (% couv.)

Tubulin alpha chain (Fragment) A0A076N7C5 MYTGA 30 20 (53) 21 (40)
Actin Q9YOD6 MYTGA 42 9(28) 12 (26)
Histone H2B Q6WVE89 MYTGA 14 8 (31) 6 (45)
Histone H4 H4 MYTGA 11 8 (41) 5(22)
HSP70 Q512A7 MYTGA 71 6 (10) 2(7)
Mytilus Egg Surface Protein-1 ~AO0A2POVKFO MYTED 80 6 (7) 0 (0)
Histone H3 Q6WVE87 MYTGA 15 4 (24) 2 (10)
Elongation factor 1-alpha Q6BD10 MYTGA 50 4 (15) 1(2)
Alpha-tubulin (Fragment) Q3S336 MYTED 16 3(19) 2 (19)
Tubulin beta chain (Fragment) G0YGJ4 MYTED 18 3 (16) 2 (16)
Histone H2B Q8I0U3 MYTED 14 2 (15) 2 (16)
Histone H3 Q7K8B9 MYTED 15 1(7) 2(7)

Le séquencage par spectrométrie de masse a généré un ensemble de hits (tableau III).
Parmi ceux-ci, on retrouve majoritairement des composantes du cytosquelette (actine, alpha- et
beta-tubuline) et des histones (H2B, H3, H4), mais on y retrouve également une protéine
chaperon (HSP70), un facteur d’¢longation (eEF1-alpha) puis une protéine non-caractérisée
mais soupgonnée d’étre impliquée dans la fusion des spermatozoides et des ceufs, Mytilus egg

surface protein-1 (Harper et al. 2017). Cependant, la séquence de la protéine F-ORF elle-méme
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n’est pas comprise parmi ces hits, méme lorsque le seuil de jumelage est baissé en-dessous de
99% (non-présenté); or, en absence de cette séquence, il est impossible de conclure que les

protéines identifiées sont effectivement des partenaires d’interaction de F-ORF.

3.5 Préparation du systeme d’expression artificielle dans les

bactéries

Afin de réaliser des tests d’expression ultérieurs, tels que la production artificielle d’une
grande quantité de F-ORF (a des fins de co-immunoprécipitation, de purification d’anticorps ou
bien de cristallographie, par exemple) ou bien la production d’une protéine F-ORF tronquée (i.e.
dont un ou plusieurs domaines sont absents), il peut étre utile d’avoir en main un systéme
d’expression artificielle exploitant des bactéries et permettant de produire des protéines de
fusion avec une étiquette d’affinité. Ainsi, nous avons produit deux variantes d’un tel systéme,
soit ’'un pour la protéine complete, puis ’autre pour la protéine tronquée au niveau de son
domaine transmembranaire. Ces deux variantes du gene ont €t€ incorporées dans un vecteur
d’expression portant une étiquette d’affinité de type glutathion S-transférase (GST). Afin de
vérifier la fonctionnalité du systéme, un test d’expression a été réalisé en induisant 1I’expression
du gene par I’ajout d’IPTG dans une colonie de bactéries en croissance ayant incorporé 1’un ou
I’autre des deux vecteurs produits. Les extraits de protéines bactériennes résultants ont ensuite

migré sur un gel dénaturant (figure 14).
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Figure 14. Expression des protéines F-ORF de Mytilus edulis compléte puis
sans domaine transmembranaire dans un systéme d’expression artificielle
chez E. coli BL-21. Les fléches noires indiquent la protéine de fusion surexprimée.

La taille de la protéine GST toute seule, telle que produite par les bactéries transformées avec le
vecteur pGEX-6p1 non-altéré, est de 26 kDa, ce qui correspond a la bande annotée par la fleche
de gauche dans la figure 14. Pour ce qui est des protéines de fusion GST-F-ORF compléte et
tronquée, elles semblent également s’exprimer dans le systéme congu, tels que le témoignent
respectivement les fleches du centre et de droite dans la figure 14. La protéine compléte a une

taille anticipée de 25049 Da, ce qui explique I’emplacement de la bande a 51 kDa (26+25), alors
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que la protéine tronquée a une taille anticipée de 22829 Da, ce qui refléte la bande a 48 kDa
(26+ 22). Ainsi, le systéme bactérien semble produire des versions intégrales des deux variantes

de la protéine a étudier.
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4. Discussion

Une étude antérieure portant sur le potentiel codant du géne f~orf de Mytilus edulis a
suggéré que les transcrits de f-orf seraient dégradés et ne coderaient pas pour une protéine
fonctionnelle (Kyriakou et al. 2014). Une étude subséquente a plutdt trouvé que ces transcrits
¢taient bel et bien présents au niveau des gonades femelles et possédaient tous un codon ATG
en 5°, révélant ainsi la réelle possibilité que ce géne puisse coder pour une protéine (Minoiu et
al. 2016). Il s’avérait donc nécessaire de valider I’existence de la protéine F-ORF par des

méthodes plus directes.

Ainsi, dans le cadre de la présente étude, un immunobuvardage a été réalisé sur différents
tissus chez Mytilus edulis afin de détecter la présence de la protéine (figure 8). Dans le manteau
et le pied (extrait total, et fractions nucléaire et mitochondriale) puis dans le muscle (fraction
mitochondriale), seule une protéine ayant migré a 60kDa est détectée par le sérum anti-F-ORF.
Bien que cette taille ne corresponde pas a la taille attendue de la protéine (soit de 25kDa), il
demeure possible qu’il s’agisse effectivement de la protéine F-ORF. Notamment, cette protéine
est la seule détectée lors des essais d’immunobuvardage subséquents : elle est a la fois présente
dans les extraits qui ont ét¢ immunoprécipités en se servant du sérum (figure 12), dans les
extraits males et femelles testés séparément (figure 10), et dans les extraits testés avec un
anticorps polyclonal dirigé vers la séquence compléte (figure 9). S’il s’agit effectivement de F-
ORF, sa présence serait anticipée dans le tissu gonadique femelle contenant le génome
mitochondrial femelle, mais aussi dans les gonades males qui sont hétéroplasmiques et devraient

ainsi contenir des copies du génome mitochondrial male et femelle (Breton et al. 2007).



La différence entre la taille prévue de la protéine et la taille observée sur gel peut étre
attribuable a différents facteurs. D’abord, il est possible que les conditions de préparation et de
migration des extraits n’aient simplement pas été suffisamment dénaturantes pour détruire les
complexes que F-ORF forme potentiellement avec d’autres protéines retrouvées dans la cellule.
Malgré nos meilleurs efforts pour optimiser les conditions dénaturantes (différentes
températures de dénaturation testées puis ajout de NaCl pré-migration), il demeure possible que
ces complexes soient résistants a des traitements de dénaturation thermiques et/ou impliquant le
SDS. Ce phénoméne de résistance a la dénaturation a été observé chez différents types de

protéines tels que les SNARE:S et les nucléoporines (Fasshauer et al. 1998, Favreau et al. 2001).

Une autre hypothése pour expliquer cette différence entre les tailles prévue et observée
serait que la protéine forme des agrégats de taille totale d’environ 60 kDa dans la cellule et que
ces agrégats soient résistants aux conditions dénaturantes. Il s’agit d’un phénomeéne ayant déja
¢été observé chez les protéines membranaires (Sagne et al. 1996), puis il a été établi que F-ORF
chez Mytilus edulis contient un domaine fort susceptible d’étre une hélice transmembranaire
(Milani et al. 2013). Une explication alternative pour la distance de migration anormale de la
protéine F-ORF putative se rapporte aussi a la nature transmembranaire de la protéine. Il a été
documenté que ce type de protéine est particuliecrement susceptible de migrer a une distance

anormale dans un gel dénaturant a cause de sa capacité accrue a se lier au SDS (Rath et al. 2008).

Quant a la protéine d’environ 35kDa détectée par I’anticorps polyclonal (figures 9 et 10),
il est possible qu’il s’agisse d’un produit de clivage de la protéine complete qui se retrouverait
uniquement dans la fraction soluble. Ce produit exclurait le domaine C-terminal reconnu par

l'anticorps monoclonal que nous avons purifié.
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I1 faut toutefois demeurer prudent lors de I’interprétation des résultats obtenus, car il est
¢galement possible que la protéine retrouvée a la hauteur de 60kDa lors des différentes
expériences d’immunobuvardage ne soit pas F-ORF. Notamment, soulignons que la taille
anormale de la protéine lorsqu’elle migre sur gel est surprenante lorsque 1’on considére que son
analogue F-ORF chez Venustaconcha ellipsiformis a la taille attendue lorsqu’elle migre sur gel
de polyacrylamide dénaturant (Breton et al. 2009). De plus, la protéine exprimée par notre
systéme bactérien a elle aussi la taille attendue (Figure 14), ce qui remet encore davantage en
question I’identité de la protéine de 60kDa comme étant F-ORF. A la lumiére des résultats
obtenus, il est donc impossible de conclure avec certitude que la protéine reconnue par notre

anticorps soit bien F-ORF.

Le méme sérum anti-F-ORF utilisé pour les immunobuvardages a également permis la
détection d’une protéine par immunohistochimie (figure 11). Ce résultat permet de brosser un
portrait plus complet de la reconnaissance de la protéine reconnue par I’anticorps préparé dans
le cadre du projet en fournissant un appui supplémentaire aux résultats obtenus lors des
immunobuvardages puisque dans ces deux types d’expérience, 1’anticorps reconnait une
protéine située dans les cellules males issues du manteau. Cependant, la détection de la protéine
F-OREF putative au niveau du manteau male est difficile a interpréter puisque le type cellulaire
observé lors des expériences d’immunohistochimie demeure inconnu. Notamment, la nature soit
somatique ou gamétique de ces cellules issues du manteau (i.e. de la gonade, présente dans le
manteau) n’a pas €té cernée. S’il s’agit de cellules somatiques, la présence de F-ORF serait
anticipée compte tenu du caractére hétéroplasmique des individus males, en 1’occurence par la

présence de génomes mitochondriaux femelles dans les cellules somatiques (Breton et al. 2007).
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Certains indices portent toutefois a croire qu’il s’agit de cellules de la lignée germinale.
Notamment, on y observe des groupes de cinq mitochondries agencées autour d'un axe central.
Un tel arrangement a été observé dans les spermatozoides des moules d'eau douce (figure 15;
Shepardson et al. 2012) et d'autres especes de la famille Mytilidae (Abd-El-Ghany 2011) a

laquelle appartient Mytilus edulis.

S’il s’agit effectivement de spermatozoides (ou bien d’une phase intermédiaire de leur
maturation), la présence de F-ORF coinciderait avec ce qui a été observé chez la moule d’eau
douce Venustaconcha ellipsiformis (Shepardson et al. 2012), chez laquelle on retrouve parfois
des spermatozoides exprimant cette protéine dans les membranes internes des mitochondries

(fleche sur la figure 15).

p
¥

Figure 15. Distribution de la protéine F-ORF dans les mitochondries (M)
d'un spermatozoide de moule d’eau douce Venustaconcha ellipsiformis tel
qu’observé par microscopie électronique (Shepardson et al. 2012). La fleche
pointe vers un exemple de marquage de la protéine F-ORF sur la membrane interne
de la mitochondrie. Les cinq mitochondries agencées autour de 1’axonéme
représentent un patron caractéristique de la morphologie des spermatozoides du
mois de juillet des moules d’eau douce.
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Un immunobuvardage réalisé sur les extraits protéiques immunoprécipités de manteau
male et femelle a permis de détecter la présence de la protéine de 60kDa dans ces extraits,
indiquant une immunoprécipitation réussie (figure 12). Aprés avoir mis le produit de cette
immunoprécipitation a migrer dans un gel dénaturant, une bande Iégérement plus colorée que
les autres bandes sur le gel (excluant celles correspondant aux IgG) est également apparue a la
hauteur d’environ 60kDa (figure 13). Ainsi, il était attendu qu’en faisant séquencer le contenu
de cette bande par spectrométric de masse, F-ORF y serait détectée, potentiellement
accompagnée des différentes protéines avec lesquelles elle se trouve en complexe dans les
cellules de manteau. Or, la séquence de F-ORF n’a pas pu étre démontrée parmi les séquences
retrouvées dans cette région du gel, ce qui diminue la certitude que la bande a 60kDa soit bien

F-ORF.

Différents facteurs peuvent expliquer 1’absence de F-ORF dans les résultats de
séquencage par spectrométrie de masse. D’abord, étant donné que, di a la petite taille de F-
ORF, seuls 7 peptides différents peuvent étre détectés par ce mode de séquencage selon I’outil
ExPASy (Gasteiger et al. 2005) et que la couverture en acides aminés lors de notre séquencage
ne dépassait que rarement 30%, la possibilité¢ de détecter F-ORF devient d’autant plus petite.
Egalement, compte tenu qu’il peut exister une variation naturelle de séquence entre différents
individus d’une méme espece pour un gene donné, il se peut que la différence de s€équence entre
le géne chez les individus testés et celui ayant été répertori¢ dans les bases de données

informatiques soit assez importante pour empécher le jumelage des deux séquences.

Il est également possible que la bande observée par coloration au bleu de coomassie ne
soit pas du tout F-ORF. Notamment, la vitesse de centrifugation utilisée lors de la sédimentation

de la résine de protéine A-sépharose (200g) était assez €levée pour sédimenter non seulement la
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résine, mais €galement une partie du matériel biologique présent dans 1’extrait. Ainsi, le matériel
chargé sur gel incluait probablement une proportion non-négligeable de protéines non désirées
car ne résultant pas de l'immunoprécipitation a proprement parler. Ainsi, il est possible que la
portion de gel digérée puis séquencée contenait une si grande variété de protéines différentes

que F-ORF ¢était trop « diluée » par rapport a ces autres protéines pour pouvoir étre détectée.

En absence de résultats de séquengage concluants, il serait envisageable de faire
séquencer ’entiereté de la piste de migration SDS-PAGE du produit immunoprécipité en
découpant cette piste en plusieurs morceaux et en faisant séquencer tous ces morceaux
séparément. Si F-ORF est ainsi détectée, nous aurions la confirmation que le geéne est bien
exprimé, puis la taille de la protéine serait également révélée. Il pourrait également étre
intéressant de retenter 1’expérience d’immunoprécipitation en modifiant ses conditions de
manicre a optimiser son rendement en protéine immunoprécipitée et ainsi maximiser nos
chances d’obtenir une quantité suffisante de la protéine F-ORF putative pour étre séquencee.
On pourra alors s’assurer que les résultats du séquencage représentent effectivement des
protéines formant des complexes avec F-ORF. Un des moyens d’optimiser ces conditions serait
de faire une centrifugation a 200g apres avoir solubilisé la fraction mitochondriale de 1’extrait
protéique de manteau. Il serait ainsi possible de sédimenter les débris cellulaires et tissulaires
préalablement a 1’ajout d’anticorps pour I’immunoprécipitation, ce qui permettra de sédimenter
uniquement la protéine A-sépharose une fois I’immunoprécipitation terminée. Cela devrait
réduire de manicre importante la contamination présente dans 1’extrait immunoprécipité, et

possiblement permettre la détection de F-ORF lors de la spectrométrie de masse.

Une autre solution envisageable serait de produire une treés grande quantité de la protéine

F-ORF putative par I’entremise du systeme d’expression artificielle bactérien congu dans le
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cadre du présent projet, de le purifier grace a son étiquette d’affinité GST puis d’ajouter la masse
de protéine recombinante a un extrait protéique de manteau en vue de réaliser
I’immunoprécipitation, ou bien simplement purifier les complexes par I’entremise de I’étiquette
GST. Cette manicre de procéder devrait elle aussi €tre en mesure de récolter les partenaires
d’interaction de la protéine F-ORF putative afin de les séquencer, puis permettre une

caractérisation fonctionnelle plus compléte de la protéine.
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Conclusion

Cette étude avait pour objectif de réaliser la caractérisation fonctionnelle du géne f-orf
chez la moule marine, Mytilus edulis. Bien que la caractérisation compléte n’ait pas pu étre
réalisée, il a néanmoins été possible de postuler que le géne f-orf de cette espéce code
vraisemblablement pour une protéine, comme ce qui est observé au niveau du géne homologue

chez la moule d’eau douce, Venustaconcha ellipsiformis.

Si, dans le contexte de travaux futurs, I’identité de la protéine de 60kDa détectée par
notre anticorps se confirme comme étant bien F-ORF, le présent projet aura permis de fournir
des indices par rapport a I’emplacement tissulaire et subcellulaire de cette protéine. Ces indices
auront permis de constater une correspondance entre I’emplacement de la protéine chez la moule
marine et chez la moule d’eau douce dans la mitochondrie. Ainsi, sa présence au niveau de
cellules appartenant présumément a la lignée germinale méale coinciderait avec les observations

faites chez la moule d’eau douce.

Les résultats du présent projet incitent fortement a une exploration plus approfondie de
la fonctionnalité de cette protéine ainsi qu’a la validation du potentiel codant des variantes de f-
orf et de m-orf retrouvées chez les autres especes a DUI. Notre systéme bactérien pourra ainsi

étre utilisé lors d’expériences subséquentes pour poursuivre la caractérisation de F-ORF.
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