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SOMMAIRE

Le transport des molécules a travers les membranes est un processus cellulaire
fondamental. Les transporteurs ABC (pour ATP-binding cassette) sont des protéines
transmembranaires médiant le transport actif de substrats variés (peptides, ions, acides
aminés, antibiotiques, etc). Le géne ATMI de Saccharomyces cerevisiae code pour un
transporteur ABC de 690 acides aminés localisé¢ dans la_ membrane interne de la
mitochondrie. La protéine Atml est une proche homologue de la P-glycoprotéine
impliquée dans la résistance aux agents anticancéreux. Il a été démontré qu’Atml est
essenticlle pour la croissance des cellules, procurant ainsi un phénotype idéal pour I'analyse
fonctionnelle de ce transporteur. Nous utilisons une technique, appelée ‘plasmid shuffling’,
basée sur I’échange de plasmides par contre-sélection d'un plasmide portant le marqueur de
sélection URA3 en présence d'acide 5-fluoroorotique (5-FOA) pour étudier Atml. Nous
avons construit une souche haploide de S. cerevisiae dans laquelle la copie chromosomique
du géne ATMI est excisée mais qui est viable grace a la présence d’un plasmide URA3
portant une copie fonctionnelle du gene ATMI. Cette souche a été transformée avec une
banque d’alleles mutés d’ATM1 portés par un plasmide LEU2 et criblée pour des mutants
thermosensibles (ts) d’Atm1 aprés contre-sélection du plasmide URA3 sur 5-FOA. Trois
mutants ts d’Atm1 ont été isolés et les mutations causant le phénotype ts ont été identifiées
par séquengage de ’ADN. Des courbes de croissance de ces mutants ont été tracées,
démontrant une croissance normale 3 température permissive mais un arrét de croissance
aprés quelques divisions & température restrictive. Nous avons produit des anticorps
polyclonaux anti-Atml qui nous ont permis d'étudier la protéine de type sauvage et celle
des trois mutants ts. Ces études ont révélé 1’absence d’Atml seulement dans les
mitochondries des mutants ts & température restrictive. D’ autre part, des expériences de co-
immunoprécipitation ont démontré qu’Atml forme des homodimeres et que cette
interaction est médiée par la partie C-terminale d'Atm1, qui contient le domaine de liaison a
I’ATP. Nos expériences ont donc permis d’identifier des acides aminés importants pour la
fonction d’Atml ainsi qu’un domaine impliqué dans la structure quaternaire de ce

transporteur.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

1.1 Les transporteurs ABC

1.1.1 Généralités

Le transport membranaire est un processus cellulaire fondamental. Toutes les
cellules, ainsi que leurs organelles, sont séparées du milieu externe par des membranes
lipidiques. La survie des cellules dépend donc du passage sélectif et régulé, aux travers de
ces membranes, d’une grande diversité de molécules. L’essentialité de ce processus ne se
situe pas uniquement au niveau de l’approvisionnement en ¢léments nutritifs mais
également au niveau de la détoxification et de la régulation d’un grand nombre de fonctions
biologiques. Le transport transmembranaire est médié par des protéines spécifiquement
associées aux membranes. Ces protéines peuvent étre regroupées en familles distinctes en
fonction des homologies retrouvées au niveau des sequences protéiques et des mécanismes
de translocation utilisés (André, 1995; Decottignies et Goffeau, 1997). Les transporteurs de
la super-famille ABC (pour ATP-binding cassette) sont caractérisés principalement par la
présence d’un domaine de liaison a I'ATP (DLA) fortement conservé au cours de
1’évolution (Hyde et al., 1990) et se retrouvent chez toutes les espéces, allant des bactéries
jusqu’aux mammiferes (Higgins, 1992). Les transporteurs ABC utilisent 1’énergie issue de
I’hydrolyse de I’ATP pour transporter leur substrat contrairement a d’autres transporteurs,
comme par exemple les facilitateurs, qui utilisent plutdt un gradient électro-chimique
comme source d’énergie (Sadee ef al., 1995; André, 1995). Plusieurs transporteurs ABC
sont d’une grande importance médicale. Par exemple, le gene CFTR (pour cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator profein) code pour un canal d’ions chlorure
défectueux chez les patients atteints de fibrose kystique (Riordan et al., 1989); la P-
glycoprotéine (Pgp) et la multidrug resistance-associated protein (MRP) causent la
résistance aux agents anticancéreux lorsque surexprimées dans des cellules cancéreuses
(Endicott et Ling, 1989; Cole ef al., 1992); les génes PMP70 et ALDP, codant pour des
transporteurs ABC localisés aux peroxysomes, sont impliqués respectivement dans le
syndrome de Zellweger et 1’adrénoleukodystrophie (Kamijo et al., 1990; Mosser e/ al.,
1993); la protéine encodée par le géne MDR3 est impliquée dans des problémes hépatiques
familiaux (Devree et al., 1998) et la protéine SUR (pour sulfonylurea receptor) est

impliquée dans des cas d’hyperinsulinémie et d’hypoglycémie infantile.



1.1.2 Fonctions biologiques connues des transporteurs ABC

1.1.2.1 Import d’éléments nutritifs

La capacité de croitre des bactéries dépend grandement de ’efficacité avec laquelle
elles peuvent incorporer les nutriments dont elles ont besoin, et cela méme chez des espéces
comme Escherichia coli qui sont capables de croitre dans un milieu défini mais ou la
vitesse de croissance est beaucoup plus rapide lorsque des acides aminés ou autres
nutriments sont ajoutés au milieu de croissance. Au niveau énergétique, il est beaucoup
plus avantageux pour une cellule d’incorporer des acides aminés que de les synthétiser de
novo. Par exemple, la biosynthése d’une molécule d’histidine requiert I’équivalent de 41
molécules d’ATP tandis que I’import via la perméase d’histidine n’en requiert qu’une ou
deux (Ames, 1986). Plusieurs perméases bactériennes appartenant A la super-famille des
transporteurs ABC, également connues sous le nom de Traffic ATPase, ont été identifiées
jusqu’a maintenant et sont généralement impliquées dans I’import, plutt que 'export, de
leur substrat (Ames et al., 1992). Par exemple, nous retrouvons chez E. coli les perméases
de maltose MalEFGK (sous-unités MalE, MalF, MalG et MalK), d’histidine HisJQMP,
d’arabinose AraFGH et de glutamine GInHPQ (Ames et al., 1992). Ces différents systémes
d’import bactériens nécessitent habituellement la présence d’une protéine périplasmique
qui se doit de lier le substrat du transporteur afin de le présenter a ce dernier pour qu’il le

transloque 2 'intérieur de la cellule (Ames et al., 1992).

1.1.2.2 Transport extracellulaire de protéines et de peptides

La grande majorité des protéines sont exportées a I’extérieur des cellules grice a un
signal peptidique qui les dirigent vers I’extérieur et cela chez les cellules prokaryotes et
eukaryotes. Chez les bactéries, la sécrétion de protéines via le complexe Sec s’avére €étre la
voie principale de sécrétion de protéines qui possédent un signal peptidique (Blight et al.,
1994a). Chez les cellules eukaryotes, la voie de sécrétion classique est composée de
plusieurs compartiments membranaires comme le réticulum endoplasmique et 1’appareil de
Golgi qui sont interconnectés entre eux par un systéme de transport vésiculaire bien
caractérisé et qui permettent & la fois la maturation et la sécrétion de peptides (Harter et
Wieland, 1996; Pelham, 1996). Cependant, certaines protéines qui ne possédent pas de
signal peptidique se retrouvent & I’extérieur des cellules et sont exportées, indépendemment

du transport vésiculaire, par I’entremise de transporteurs ABC (Binet et al., 1997). Par
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exemple, I’hémolysine A chez E. coli est sécrétée dans ’espace périplasmique par le
transporteur ABC HlyB (Felmlee ez al., 1985), la cyclolysine de Bordetella pertussis est
sécrétée par CyaB (Glaser et al., 1988) et la colicine V d’E. coli par CvaB (Gilson et al.,
1990). Chez la levare Saccharomyces cerevisiae, le facteur a, une phéromone de nature
polypeptidique, est transporté a I’extérieur des cellules par le transporteur ABC Ste6 chez
les cellules de type sexuel a (Kuchler et al., 1989). L’absence de sécrétion du facteur a,
dans un mutant Asze6, rend les cellules stériles, ¢’est-a-dire qu’elles ont perdu la capacité de
se conjuguer avec des cellules du type sexuel opposé. La sécrétion du facteur a demeure
actuellement le seul exemple d’export de protéine qui est indépendant d’un signal
peptidique chez les eukaryotes (Higgins, 1992). Cependant, plusieurs autres protéines
comme les facteurs de croissance IL-1 (interleukine-1) et FGF (fibroblast growth factor),
n’ont pas de signal peptidique et sont quand méme sécrétées a 1'extérieur des cellules,
potentiellement par l’entremise de transporteurs ABC (Rubartelli et Sitia, 1991;
Florkiewicz et al., 1995).

1.1.2.3 Transport dans les membranes intracellulaires

Des transporteurs ABC ont été identifiés dans les membranes de presque tous les
différents types d’organelles. Les protéines humaines Tapl et Tap2 sont impliquées dans le
transport de peptides antigéniques vers le réticulum endoplasmique et sont ainsi requises
pour la présentation de molécules associées au complexe majeur d’histocompatibilité¢ de
type 1 (Townsend et Trowsdale, 1993; Colonna ez al., 1992). Les protéines Pxal et Pxa2
(Patl et Pat2) de S. cerevisiae sont probalement les orthologues d’ALDP et de PMP70
impliquées respectivement dans 1’adrénoleukodystrophie et le syndrome de Zellweger
(Shani er al., 1995). Elles médient le transport a I’intérieur des peroxysomes des acides
gras  trés longues chaines (Hettema et al., 1996). Les protéines pfmdrl de Plasmodium
falciparum et Hmtl de Schizosaccharomyces pombe, impliquées respectivement dans la
résistance aux agents antimalariques et au cadmium, sont toutes deux localisées ala
vacuole (Wilson et al., 1989; Ortiz et al., 1992). Un transporteur ABC localisé dans les
mitochondries, nommé Atml, a été identifié chez S. cerevisiae (Leighton, 1995a). La
fonction cellulaire de cette protéine est encore incertaine. Aucun transporteur ABC
spécifiquement localisé & D'appareil de Golgi et au noyau n’a &té identifié jusqu’a
maintenant. Une fonction biologique encore inconnue pour des transporteurs ABC dans

ces deux organelles est cependant possible (Cleves et Kelly, 1996).



1.1.2.4 Transport d’ions

Les anions sont des substrats pour les transporteurs ABC. Le géne CFTR (pour
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator protein) est muté chez les patients
atteints de fibrose kystique (Riordan et al., 1989; Kere et al., 1989; Mclntosh et al., 1989).
Il a été démontré que la surexpression du géne CFTR dans les cellules de mammiféeres Hela,
CHO et NIH 3T3 ou dans les cellules d’insecte Sf9 cause une augmentation de la
perméabilité envers les anions chlorures, suggérant que CFTR agit a titre de canal d’ions
chlorure (Anderson et al., 1991b; Kartner et al., 1991). 11 est maintenant admis que CFTR
agit 2 titre de canal ionique de faible conductance sélectif pour les anions (Br>Cl>I)
(Anderson et al., 1991a).

Les cations divalents sont également des substrats pour les transporteurs ABC. Par
exemple, I"homologue du géne CFTR chez la levure S. cerevisiae, le géne YCF1, confére la
résistance A de fortes concentrations de Cd** (Szczypka et al., 1994). Des expériences ont
prouvé que la résistance envers le cadmium médié par Ycfl était due a la séquestration
vacuolaire de complexes Cd**-glutathione (Li et al., 1997). Des genes codant pour des
transporteurs ABC impliqués dans la résistance au Cd** chez Schizosaccharomyces pombe
et Caenorhabditis elegans ont également été identifiés (Ortiz et al., 1992; Broeks et al.,
1996). Chez S. pombe, la protéine Hmtl est localisée a la membrane vacuolaire et elle
confére la résistance au cadmium en transportant & 1’'intérieur des vacuoles des complexes
phytochélatines—Cd2+(Ortiz et al., 1992; Ortiz et al., 1995). Chez C. elegans, le gene mrp-
1, codant pour un homologue de la protéine humaine MRP impliquée dans la résistance a
plusieurs agents anticancéreux via leur expulsion a I’extérieur de la cellule sous forme de
complexes avec la glutathione (Zaman ez al., 1995), confére également la résistance au
Cd*" (Broeks et al., 1996). Ainsi, il semble que les cations divalents soient des substrats
pour les transporteurs ABC uniquement lorsqu’ils sont complexés avec des petits peptides

comme la glutathione et les phytochélatines.

1.1.2.5 Translocation de phospholipides

Des souris ol le géne mdr2 est excisé développent des problémes hépatiques qui
sont dus A une déficience au niveau de la sécrétion, dans la bile, de la phosphatidylcholine
(PC), suggérant que le produit du géne mdr2 pourrait étre impliqué dans la translocation de
la PC dans les membranes des hépatocytes des canalicules biliaires (Smit et al., 1993). Des

expériences ultérieures utilisant un analogue fluorescent de la PC, le NBD-PC, ont
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démontré que la protéine mdr2 a la capacité de transloquer in vitro la PC du feuillet interne
au feuillet externe d’une bi-couche lipidique (Ruetz et Gros, 1994). Une distribution
asymétrique de PC de part et d’autre de la bi-couche lipidique pourrait induire le
bourgeonnement de vésicules riches en PC, résultant en une sécrétion nette de PC dans la
bile (Ruetz et Gros, 1994; van Helvoort et al., 1996; Higgins, 1994). Plus récemment, il a
été démontré que la protéine humaine MDRI1 ainsi que la protéine murine mdr3 ont la
capacité de transloquer a la fois la PC et la PE (van Helvoort et al., 1996). De son cOté, la
protéine MDR3 humaine semble étre uniquement impliquée dans la translocation de la PC,
démontrant ainsi une plus grande spécificité envers son substrat que MDR1 (van Helvoort
et al., 1996; Bosch et al., 1997). Ainsi, il semble que les phospholipides soient des
substrats naturels pour les P-glycoprotéines et il serait donc envisageable que d’autres
transporteurs ABC puissent &tre impliqués dans la translocation de phospholipides

(Higgins, 1994).

1.1.2.6 Résistance aux médicaments

La résistance multiple aux drogues (MDR) chez les cellules de mammiféres est
habituellement causée par la surexpression du géne MDRI codant pour la P-glycoprotéine
(Chen et al., 1986) ou par la protéine MRP (Cole et al., 1992). Le phénotype MDR chez
les cellules de mammiferes est un important probleéme clinique puisqu’il rend inefficaces
les traitements chimiothérapeutiques actuels car la P-glycoprotéine (Ueda et al., 1987) et
MRP (Zaman et al., 1994) expulsent a I’extérieur des cellules cancéreuses un grand nombre
de composés structurellement différents n’ayant en commun que leur grande
hydrophobicité (Germann, 1996; Gottesman et al., 1995). Un phénotype de résistance
pléiotropique aux drogues (PDR) est également présent chez la levure S. cerevisiae et il est
fréquemment causé par la surexpression de transporteurs ABC comme Pdr5 (Balzi ez al.,
1994b; Bissinger et Kuchler, 1994), Snq2 (Servos et al., 1993) et Yorlp (Katzmann et al.,
1995: Cui et al., 1996). Ces protéines sont également impliquées dans la résistance a
plusieurs composés structurellement différents (Balzi et Goffeau, 1994a). Le phénotype
MDR/PDR est également présent chez la levure Candida albicans, un pathogéne humain
opportuniste, et est causé par la surexpression des transporteurs ABC Cdrl et Cdr2 (Prasad

et al., 1995; Sanglard er al., 1997; Balzi et Goffeau, 1991).



1.1.3 Structure des transporteurs ABC

1.1.3.1 Transporteur ABC typique

Un transporteur ABC typique est composé de quatre domaines associés aux
membranes, deux domaines transmembranaires (DTM) et deux domaines de liaison a
I’ATP (DLA) (Higgins, 1992). Les DTM sont extrémement hydrophobes et contiennent un
nombre variable de segments transmembranaire, le plus souvent six, tandis que les DLA
sont hydrophiles et possédent des séquences consensus de liaison a I’ ATP (Higgins, 1992).
L’hypothése actuelle est que les DTM forment un canal au travers duquel le substrat est
transporté et que les sites de liaison a I’ ATP servent a coupler I’énergie issue de I’hydrolyse
de ’ATP 1 la translocation du substrat (Higgins, 1992). Chez les perméases bactériennes
(figure 1), les polypeptides contenant les DTM et les DLA sont synthétisés séparément et
s’associent subséquemment dans la membrane pour former un transporteur fonctionnel
(Prossnitz et al., 1989; Davidson et Nikaido, 1991; Kerppola et al., 1991). 11 est important
de noter qu’une composante périplasmique spécifique a chaque perméase est requise pour
que le systéme d’import avec lequel elle est associée soit fonctionnel (Ames et al., 1992).
Au cours de I’évolution, les DTM et les DLA se seraient fusionnés pour générer deux
différents groupes de ‘demi-transporteurs’, dépendant de |’orientation de la fusion (figure
1). Un de ces groupes posséde 1’orientation N-(TMs-ABC)-C et inclut le transporteur
d’hémolysine HlyB chez E. coli (Felmlee et al., 1985), le transporteur mitochondrial Atm1
chez S. cerevisiae (Leighton et Schatz, 1995b) et Mdllp et Mdl2p, les homologues chez S.
cerevisiae des transporteurs de peptides antigéniques humains Tapl et Tap2 (Townsend et
Trowsdale, 1993). L’autre groupe posséde une orientation de type N-(ABC-TMp)-C et
comprend les transporteurs white, brown et scarlet, impliqués dans I’import de précurseurs
pour la pigmentation des yeux chez Drosophila melanogaster (Ewart et al., 1994) et la
protéine Adplp de S. cerevisiae dont la fonction est encore inconnue (Skala et al., 1992).
Ces ‘demi-transporteurs’ doivent homodimériser ou hétérodimériser afin de générer un
complexe protéique possédant les quatre domaines (deux DTM et deux DLA) requis pour
la fonction des transporteurs ABC (Higgins, 1992). Ces ‘demi-transporteurs’ se seraient

ensuite dupliqués pour générer deux autres groupes de transporteurs possédant dans le



Figure 1. Représentation schématique des différentes sous-classes de transporteurs ABC.

Les DTM (hachurés), DLA (barrés) et la région ‘linker’ (noir) sont indiqués.
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méme polypeptide les quatre domaines fonctionnels. L’un de ces deux groupes comprend
les transporteurs ABC de type N-(TMs-ABC),-C comme Ste6, le transporteur du facteur a
chez S. cerevisiae (Kuchler et al., 1989), CFTR (Riordan et al., 1989) ainsi que la P-
glycoprotéine et ses homologues (Chen ez al., 1986; Cole et al., 1992; Wilson et al., 1989).
CFTR contient un domaine additionnel nommé R situé entre le premier DLA et le
deuxidme DTM et qui s’avére étre un site de phosphorylation impliqué dans la régulation
de ’activité de CFTR (Cheng et al., 1991). Le second groupe, de type N-(ABC-TMg)2-C,
comprend des protéines comme Pdr5 (Balzi et al., 1994b; Bissinger et Kuchler, 1994) et
Snq2 (Servos et al., 1993), identifiées chez la levure S. cerevisiae, et les protéines Cdrl
(Prasad ef al., 1995) et Cdr2 (Sanglard ez al., 1997) qui sont impliquées dans la résistance
pléiotropique aux antifongiques chez C. albicans. Ce type de transporteur a également été
identifié chez les plantes mais jamais chez les mammiféres (Smart et Fleming, 1996;

Michaelis et Berkower, 1995).

1.1.3.2 Les sites de liaison a ’ATP

Les DLA constituent la principale caractéristique des transporteurs ABC. Ils sont
composés approximativement de 200 acides aminés et possédent deux motifs
habituellement conservés dans la majorité des protéines et qui lient les nucléotides, soient
les motifs Walker A et Walker B , qui sont toujours séparés I'un de ’autre par 90-120
résidus d’acides aminés (Walker et al., 1982; Hyde et al., 1990). Le motif Walker A a
comme consensus la séquence GxxGxGKS/T ol x représente n’importe quel acide aminé.
Cette séquence est également connue sous le nom de ‘P(phosphate)-loop’ puisqu’elle
forme, probablement via la lysine, des contacts directs entre les phosphates o, [} et y de
I’ATP (Saraste et al., 1990). De son cOté, le motif Walker B posséde un consensus
1égérement moins rigoureux, de séquence Rx(.5©000OD, ol © représente un acide aminé
hydrophobe. Des évidences suggérent que I’acide aspartique interagit avec le cation Mg™
li¢ 2 PATP (Mimura et al, 1991). En plus des motifs Walker A et Walker B, les
transporteurs ABC possédent une séquence protéique conservee appelée ‘Signature ABC’.
Cette séquence, située entre les sites Walker A et Walker B, a comme consensus LSGGQ et
pourrait étre impliquée dans la signalisation entre les DTM et les DLA (Ames et al., 1992;
Cutting et al., 1990). Des mutations dans les résidus conservés des motifs Walker A,
Walker B et ‘Signature ABC’ affectent de fagon drastique la fonction d’un transporteur

ABC (section 1.1.4.1). Des expériences biochimiques ont également démontré que les
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DLA des transporteurs ABC ont la capacité de lier et d’hydrolyser I’ATP (Doige et Ames,
1993; Ambudkar et al., 1992).

1.1.3.3 Les domaines transmembranaires

Les DTM des transporteurs ABC sont hautement hydrophobes et le plus souvent
composés de six hélices o ayant la capacité de traverser la membrane (Higgins, 1992). Un
transporteur ABC typique comprend deux DTM ayant chacun six segments
transmembranaires avec ses extrémités N-terminale et C-terminale du c6té cytoplasmique,
trois boucles extracellulaires et deux boucles intracellulaires (Higgins, 1992). Des
expériences biochimiques soutiennent ce modéle pour la perméase d’ oligopeptides OppBC
chez 8. typhimurium (Pearce et al., 1992), le transporteur d’hémolysine HlyB chez E. coli
(Wang et al., 1991), le transporteur de protéases PrtD chez Erwinia chrysanthemi
(Delepelaire et Wandersman, 1991) et la P-glycoprotéine (Loo et Clarke, 1995a; Kast ez al.,
1995). Cependant, quelques exceptions ont été observées. La sous-unité MalF de la
perméase du maltose semble posséder huit segments transmembranaires (Froshauer et al.,
1988). De leur coté, HisQ et HisM n’ont que cinq segments transmembranaires chacun et
s’associent dans la membrane plasmique pour former un transporteur fonctionnel (Higgins
et al., 1982; Kerppola ez al., 1991). D’autre part, le sous-groupe de transporteur ABC qui
inclut la protéine MRP chez les mammiféres et la protéine Ycfl chez S. cerevisiae possede
une topologie membranaire différente, ot il y a présence d’'un DTM N-terminal additionnel
ayant de quatre 4 six segments transmembranaires (Tusnady et al., 1997).

Il existe trés peu d’homologie entre les DTM des différents transporteurs.
Cependant, un motif nommé EEA se retrouve dans les boucles intracellulaires situées entre
les quatriémes et cinquiémes segments transmembranaires chez plusieurs perméases
bactériennes (Saurin et al., 1994), Pxal et Pxa2 (Patl et Pat2) chez S. cerevisiae et MDRI1
chez ’humain (Michaelis et Berkower, 1995) (section 1.1.3.4.1). Des études in silico
démontrent également que la longueur des boucles intracellulaires et extracellulaires est
conservée entre différents membres d’une méme sous-classe de transporteurs ABC. Ces

boucles pourraient donc avoir un rdle fonctionnel important (Michaelis et Berkower, 1995).

1.1.3.4 Interactions intermoléculaires et intramoléculaires

1.1.3.4.1 Interactions intermoléculaires
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Les perméases bactériennes comme celle de I’histidine chez S. ryphimurium et celle
du maltose chez E. coli sont dépendantes d’une composante périplasmique, MBP (pour
maltose binding protein) dans le cas de la perméase du maltose et HisJ pour la perméase
d’histidine (Ames et al., 1992). Des expériences in vitro confirment la présence d’une
interaction physique entre la composante périplasmique soluble et le complexe
membranaire qui serait requise pour le transport du substrat respectif (Treptow et Shuman,
1985; Prossnitz et al., 1989). Il existe un motif conservé chez les perméases bactériennes,
nommé motif EAA, qui pourrait favoriser une interaction entre la protéine périplasmique et
son complexe membranaire (Mourez et al., 1997). Des interactions entre les différentes
sous-unités des perméases de I’histidine chez S. ryphimurium et du maltose chez E. coli ont
également €té démontrées (Panagiotidis et al., 1993; Kerppola et al., 1991).

Les ‘demi-transporteurs’ ABC de type N-(TMs-ABC)-C ou N-(ABC-TMg)-C
doivent homodimériser ou hétérodimériser dans les membranes afin de former un
transporteur ABC fonctionnel (Higgins, 1992). Des évidences génétiques avec les
transporteurs de guanine/tryptophane chez D. melanogaster suggerent que différentes
combinaisons des ‘demi-transporteurs’ ABC white, brown et scarlet permettent de changer
la spécificité envers le substrat (Ewart et al., 1994). Ainsi, une association entre les ‘demi-
transporteurs’ ABC white et brown génére un transporteur de guanine tandis qu’une
association entre white et scarlet permet de transporter le tryptophane (Ewart et al., 1994).
La présence d’hétérodimeres Tapl/Tap2 et Pxal/Pxa2 (Patl/Pat2) a été démontrée
biochimiquement (Spies et al., 1992; Kelly et al., 1992; Shani et Valle, 1996). Les
domaines spécifiques de ces ‘demi-transporteurs’ médiant la dimérisation n’ont pas encore
été identifiés. Des évidences génétiques suggérent également que le transporteur
d’hémolysine HlyB d’E. coli fonctionne sous forme d’homodimeéres (Koronakis et Hughes,
1993). Aucune preuve biochimique démontrant la capacité d’un ‘demi-transporteur’ ABC
3 homodimériser n’a cependant été apportée.

Des formes multimériques de la P-glycoprotéine ont été observées dans des lignées
cellulaires humaines ou CHO ayant un phénotype MDR (Boscoboinik et al., 1990; Naito et
Tsuruo, 1992). Des expériences ont montré que les formes multimériques sont moins
phosphorylées que les formes monomériques (Poruchynsky et Ling, 1994). Des études
récentes ont démontré que la partie ‘linker’ de la P-glycoprotéine a la capacité de dimériser
in vitro et que sa phosphorylation pourrait étre impliquée dans la formation de complexes

oligomériques de la P-glycoprotéine (Juvvadi et al., 1997). D’autre part, il semble que la
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forme minimale active de la P-glycoprotéine soit un monomere mais la présence de formes
oligomériques n’a pas encore été compleétement écartée (Loo et Clarke, 1996).

Finalement, les transporteurs ABC peuvent interagir avec des protéines qui ne font
pas partie du complexe transporteur. Les chaperonnes lient de fagon transitoire plusieurs
protéines nouvellement synthétisées et sont impliquées dans la rétention de protéines ayant
une structure tertiaire ou quaternaire erronée (Bergeron ef al., 1994; Gething et Sambrook,
1992). La calnexine, une chaperonne localisée au réticulum endoplasmique, est impliquée
dans la rétention et la dégradation subséquente de formes mutantes de la P-glycoprotéine et
de CFTR (Pind et al., 1994; Loo et Clarke, 1994a). La calnexine est également impliquée
dans la rétention au réticulum endoplasmique de la forme mutante APhe508 de CFIR

causant la fibrose kystique (Pind et al., 1994).

1.1.3.4.2 Interactions intramoléculaires

Des interactions entre différents domaines du méme polypeptide sont €galement
possibles. En effet, il a été démontré que la co-expression des moiti€s N-terminale et C-
terminale du transporteur Ste6, contenant chacune un DTM et un DLA, restaurait la
capacité des cellules Asze6 a se conjuguer (Berkower et Michaelis, 1991). Ces expériences
suggéraient la présence d’interactions intramoléculaires dans Ste6, ce qui fut confirmé par
des expériences de co-immunoprécipitation (Berkower et al., 1996). De plus, il a été
démontré que des mutants de Ste6, possédant une mutation dans I’un ou I’autre de ses deux
DLA rendant la protéine inactive, étaient en mesure d’interagir physiquement et
fonctionnellement avec une partie N-terminale ou C-terminale ne possédant pas la mutation
(Berkower et al., 1996). Des expériences similaires ont démontré que le DTM N-terminal
de Ste6 (DTM1) a la capacité d’interagir avec une forme tronquée de Ste6 ne possédant que
les trois domaines C-terminaux (DLA1-DTM2-DLA2), suggérant que les interactions
intramoléculaires observées sont du moins partiellement médiées par les DTM (Berkower
et al., 1996). Des expériences similaires ont été¢ effectuées avec la P-glycoprotéine
démontrant, suite & la co-expression dans des cellules Sf9 des moitiés N-terminale et C-
terminale de cette derniere, une activité ATPasique stimulable par la présence de
différentes drogues (Loo et Clarke, 1994b). Des interactions spécifiques entre les DTMI et
DTM2, DLA1 et DLA2, DTM1 et DLA1 et DTM2 et DLA2 de la P-glycoprotéine ont
également été observées suite a des expériences de co-immunoprécipitation (Loo et Clarke,

1995b). D’un autre coté, il a été démontré que la co-expression du DTM N-terminal
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additionnel de la protéine MRP et d’une partie C-terminale ne contenant pas ce domaine
était en mesure de rétablir la capacité de MRP a transporter le leukotriéne C,4, suggérant
I’existance d’interactions intramoléculaires entre ces deux parties de la protéine (Gao et al.,

1998).

1.1.4 Analyses mutationnelles des transporteurs ABC

Des études mutationnelles ont été effectuées sur plusieurs transporteurs ABC mais
principalement sur les P-glycoprotéines humaines et murines. Considérant 1’abondance
d’information disponible, nous utiliserons majoritairement les informations obtenues sur les

P-glycoprotéines et sur Ste6 afin d’ expliquer les différents concepts importants.

1.1.4.1 Mutations qui affectent la liaison ou I’hydrolyse de ’ATP

Puisque les domaines de liaison 3 PATP sont trés conservés a l'intérieur de la
famille des transporteurs ABC et que la liaison et ’hydrolyse de I’ATP est requise pour la
translocation du substrat, un grand nombre d’¢tudes mutationnelles de cette région ont €té
entreprises. Les substitutions Gly431Ala, Glyl073Ala, Lys432Arg et Lys1074Arg dans le
motif Walker A de la protéine mdrl murine et les substitutions Lys422Met et Lys1076Met
chez la protéine MDR1 humaine rendent ces protéines non fonctionnelles (Azzaria et al.,
1989: Muller ef al., 1996). Le fait que seulement une de ces mutations soit requise afin
d’inactiver la protéine suggére que la présence de deux DLA fonctionnels est nécessaire
pour la fonction des P-glycoprotéines (Azzaria et al., 1989; Muller et al., 1996). De plus,
ces mutants conservent la capacité de lier un analogue non hydrolysable de I’ATP, le 8-
azido-ATP, suggérant qu’une €tape suivant la liaison de ' ATP est affectée (Azzaria et al.,
1989; Muller ef al., 1996). D’un autre cdté, une molécule chimérique dans laquelle le DLA
C-terminal de MDR1 est remplacé par son DLA N-terminal conserve partiellement la
capacité de conférer un phénotype MDR, l'inverse donnant lieu & une molécule non
fonctionnelle (Gottesman et al., 1995).  Ceci suggére que les DLA ne sont pas
interchangeables mais qu’ils n’occupent pas non plus un role unique (Gottesman et al.,
1995). Les substitutions Gly392Val, Gly1087Val, Lys393Arg ou Lys393Ala, Lys1093Arg
ou Lys1093Arg dans le motif Walker A de la protéine Ste6 de S. cerevisiae affectent toutes
la capacité des cellules a transporter le facteur a (Berkower et Michaelis, 1991). Des
mutations dans la ‘signature ABC’ causant les substitutions Gly509Asp et Glyl193Asp

affectent également I’ activité du transporteur (Berkower et Michaelis, 1991). Globalement,
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ces résultats démontrent 2 quel point les DLA des transporteurs ABC, et principalement les

motifs Walker A, Walker B et ‘signature ABC’, sont importants pour leur fonction.

1.1.4.2 Mutations qui affectent la liaision et la translocation des substrats

Des analyses biochimiques de la P-glycoprotéine suggérent que ses DTM sont
impliqués dans la reconnaissance et dans |’interaction initiale avec les différentes drogues
dans le contexte de la bi-couche lipidique (Bruggemann e? al., 1992; Greenberger, 1993;
Germann, 1996). D’un autre cdté, des analyses génétiques de différents mutants de la P-
glycoprotéine chez I’humain, le hamster et la souris ayant un profil de résistance différent
de la protéine sauvage ont démontré que les mutations responsables de ce changement de
spécificité se trouvaient majoritairement dans les DTM (Germann, 1996). Par exemple, la
mutation Gly185Val dans la protéine MDR1 humaine cause une diminution de la résistance
3 la vinblastine et I’actinomycine mais une résistance accrue a la colchicine (Choi et al.,
1988). Des études de photomarquage avec des analogues de la vinblastine, de la colchicine
et de 1’azidopine ont démontré que la diminution de la résistance de ce mutant était associée
A une augmentation de la liaison des ligands photoactivables, suggérant que la mutation
Glyl85Val n’affectait pas la liaison du substrat (on-rate) mais plutdt sa dissociation
subséquente (off-rate) (Safa et al., 1990). Les résidus Ser939 et Ser941 des protéines
murines mdrl et mdr3 respectivement sont impliqués dans des interactions avec la
colchicine et I’adriamycine (Dhir ez al., 1993). Les substitutions Pro223Ala et Pro886Ala
situées dans les segments transmembranaires TM4 et TM10 de la P-glycoprotéine humaine
altérent également sa spécificité (Loo et Clarke, 1993). Globalement, ces expériences
suggérent que les DTM des transporteurs ABC sont probablement impliqués dans la liaison
des substrats et que leur translocation a lieu en deux étapes distinctes, soit la reconnaissance

et 1a liaison du substrat et puis le relichement et la translocation de ce demier.

1.1.4.3 Autres types de mutations

Des mutations n’affectant pas la liaison et I’hydrolyse de I’ATP (section 1.1.4.1), ou
la liaison et la translocation des substrats (section 1.1.4.2) ont également été identifices
chez certains transporteurs ABC. Par exemple, il a été démontré que les mutations
APhe508 et Alle507 et les substitutions Lys464Met, Phe508Arg et Ser5491le dans CFTR
donnaient licu a des protéines mutantes non glycosylées, ces derniéres n’atteignant pas

’appareil de Golgi puisque retenues et subséquemment dégradées dans le réticulum
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endoplasmique (Cheng ez al., 1990). D’un autre coté, CFTR et son homologue chez S.
cerevisiae Ycfl se distinguent des autres transporteurs ABC par la présence d’un domaine
additionnel, nommé domaine R, qui contient des sites consensus de phosphorylation des
sérines (Szczypka er al., 1994; Cheng et al., 1991). La mutation d’une sérine dans le
domaine R de Ycfl rend les cellules sensibles 2 de fortes concentrations de Cd**, suggérant
que la phosphorylation du domaine R est essentielle pour la fonction de ce transporteur
(Szczypka et al., 1994). Ycfl contient une phénylalanine 2 la position 713 qui est requise
pour la détoxication du Cd?* et qui est analogue & la Phe508 de CFTR qui est mutée chez
les patients atteints de fibrose kystique (Szczypka et al., 1994). D’autre part, les mutations
Ser945Leu, Gly970Arg et His949Tyr dans la troisieme boucle cytoplasmique de CFTR ont
une influence sur la probabilité d’ouverture du canal (Py), suggérant que cette boucle se
trouve & proximité de la partie interne du canal (Seibert et al., 1996). De plus des mutations
ts se trouvant soit dans le DTM ou le DLA du transporteur HlyB d’E. coli affectant sa
capacité a transporter 1’hémolysine a température restrictive ont été identifiées (Blight ez

al., 1994b).

1.2 Les mitochondries

1.2.1 Généralités

Qutre la respiration oxydative, plusieurs processus cellulaires fondamentaux et
essentiels comme la biosynthése de 1’héme, des pyrimidines, de certains acides aminés et
de plusieurs autres métabolites clefs nécessitent la participation des mitochondries. Les
mitochondries contiennent leur propre systéme génétique et synthétisent certains de leurs
polypeptides, quoique la majorité des polypeptides mitochondriaux soient d’origine
nucléaire, traduits dans le cytoplasme et importés subséquemment dans les mitochondries
par un systétme d’import de polypeptides hautement caractérisé. La régulation de
I’expression des génes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales s’avere donc
un probléme unique 2 cette organelle et commence A peine a étre compris. La levure S.
cerevisiae a été ’organisme de choix pour étudier les mitochondries grice aux possibilités
expérimentales offertes par ce systeme modele. TI est maintenant clair que les mécanismes
de fonctionnement des mitochondries varient trés peu d’un organisme a ’autre et que les
différences observées ne sont pas fondamentales (Pon et Schatz, 1991). Ainsi, seulement

les informations obtenues chez S. cerevisiae sont discutées dans ce mémoire.
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1.2.2 Mutations affectant les mitochondries

Des mutants de S. cerevisiae incapables de croitre sur des sources de carbone non-
fermentables, comme le lactate et le glycérol, ont été identifiés. Ces demniers étaient
déficients au niveau d’une seule activité enzymatique, di & des mutations se trouvant dans
I’ ADN mitochondrial. Des analyses génétiques et biochimiques de ces mutants mif” ont
mené a I’identification de plusieurs génes impliqués dans la respiration oxydative et
d’autres codant pour des composantes de la chalne de respiration mitochondriale ou du
complexe ATPase (Costanzo et Fox, 1990). Une deuxi€éme classe de mutants, formant des
colonies plus petites que les cellules sauvages en présence de glucose comme source unique
de carbone mais incapable de croitre en présence d’une source de carbone non-fermentable,
a également été identifiée (Tzagoloff et Dieckmann, 1990; Pon et Schatz, 1991). Des
analyses génétiques ont démontré que ces mutations ne ségrégaient pas de fagon
mendélienne et ont par conséquent ét€ nommeées pet (pour cytoplasmic petite) ou p~ (Ebner
et al., 1973). Ces mutants démontrent des délétions importantes au niveau de ’ADN
mitochondrial et sont incapables de répliquer leur ADN. Ceci est dii a I’absence de certains
génes d’origine mitochondriale codant, par exemple, pour les sous-unités ribosomales ou
les ARNt mitochondriaux (Tzagoloff et Myers, 1986; Costanzo et Fox, 1990). La classe de
mutants per la plus sévére est celle des mutants p°, chez qui la totalité de I’ADN
mitochondrial est absente mais qui conservent quand méme la majorité des activités
enzymatiques mitochondriales autres que la respiration oxydative (Tzagoloff et Myers,

1986).

1.2.3 Communication entre le noyau et les mitochondries

Un grand nombre de protéines nucléaires sont requises pour 1’expression de certains
génes mitochondriaux. Des geénes nucléaires impliqués dans la ségrégation des
mitochondries (McConnell et al., 1990; Stewart et Yaffe, 1991), la réplication et la
ségrégation de 1’ADN mitochondrial (Lundin et al., 1991; Jones et Fangman, 1992), le
contrdle post-transcriptionnel mitochondrial (Seraphin et al., 1989; Stepien et al., 1992) et
la traduction de génes mitochondriaux (Costanzo et Fox, 1986; Costanzo et Fox, 1988) ont
été identifiés.

D’un autre cdté, trés peu d’information est disponible en ce qui concerne les
signaux transmis par les mitochondries qui peuvent influencer la transcription de genes

nucléaires. Ce type de communication, c’est-a-dire de la mitochondrie vers le noyau, se
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nomme régulation rétrograde (Butow er al., 1988). L’héme, qui est synthétisée a partir de
la protoporphyrine a I'intérieur des mitochondries, est capable d’exercer cette fonction
(Guarente et Mason, 1983). En effet, il a été démontré que I’expression du géne CYCI,
codant pour I’iso-1-cytochrome ¢ de S. cerevisiae, est régulée de fagon transcriptionnelle
par les niveaux intracellulaires d’héme (Guarente et Mason, 1983). Le facteur de
transcription Hapl semble étre I’activateur majeur des génes codant pour des protéines
mitochondriales qui sont influencés par les niveaux d’héme (Forsburg et Guarente, 1989).
Ainsi, une molécule comme I’héme pourrait agir a titre de signal provenant des
mitochondries pour contdler I’expression de génes nucléaires codant pour des protéines
mitochondriales (Guarente et Mason, 1983). Il reste encore cependant a déterminer
comment ’héme est exportée a I’extérieur des mitochondries de S. cerevisize. Chez les
bactéries, ’héme est transportée a travers la membrane plasmique par des transporteurs
ABC (Beckman et al., 1992). Un role similaire joué par un transporteur ABC
mitochondrial chez S. cerevisiae serait donc possible. D’un autre cOté, des études plus
récentes ont démontré que 1’état fonctionnel des mitochondries et des chloroplastes avaient
également la capacité d’influencer la transcription de génes nucléaires (Susek et al., 1993;

Mayfield, 1990; Parikh et al., 1987).

1.2.4 Import mitochondrial

Les mitochondries doivent importer la majorité de leurs protéines du cytoplasme.
Le processus d’import fait face & deux problémes majeurs. Premicrement, les protéines
doivent étre acheminées au compartiment sub-mitochondrial approprié et deuxiemement,
les protéines destinées a la matrice doivent étre transloquées a travers deux membranes
distinctes. Les mitochondries possédent donc deux systémes d’import distincts, I'un se
trouvant & la membrane externe (le complexe TOM) et I’autre & la membrane interne des
mitochondries (le complexe TIM) (Pfanner er al., 1996). Les protéines destinées aux
mitochondries sont habituellement synthétisées avec un signal de localisation en N-terminal
(Hurt et al., 1984a; Hurt et al., 1984b). Pour les proté€ines destinées 4 la matrice
mitochondriale, le signal peptidique est composé d’une séquence dégénérée de 20-30 acides
aminés capables de se replier sous la forme d’unme hélice amphipathique chargée
positivement (von Heijne, 1986). Les protéines mitochondriales destinées 2a des
compartiments sub-mitochondriaux différents possedent habituellement des séquences

additionnelles empéchant la translocation au travers de la membrane interne ou externe
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(Hurt et al., 1984b). Ceci résulte en une localisation au niveau de la membrane externe, de
I’espace intermembranaire ou de la membrane interne (Hurt ez al., 1984b). Les signaux de
localisation sont habituellement clivés une fois la protéine acheminée au compartiment sub-
mitochondrial approprié (Hurt et al., 1984a). Actuellement, il n’est pas clair si I'import
mitochondrial in vive a lieu de fagon post-traductionnelle ou co-traductionnelle (Kellems ez
al., 1975; Verner, 1993). Cependant, contrairement au réticulum endoplasmique ou I'on
retrouve de nombreux ribosomes attachés i sa surface cytosolique, trés peu de ribosomes
sont liés aux mitochondries in vivo. Ceci suggére donc un mécanisme d’import plutot post-

traductionnel, contrairement au réticulum endoplasmique, mais cela reste a étre confirmé.

1.2.4.1 Le complexe TOM

Les précurseurs de protéines mitochondriales doivent s’associer avec des
chaperonines cytosoliques avant d’étre importés dans les mitochondries. Par exemple,
certains membres de la famille des hsp70 lient des protéines devant étre localisées a
différents compartiments sub-cellulaires tandis que le complexe hétérodimérique MSF
(pour mitochondrial import stimulating factor) semble &tre spécifique aux protéines devant
étre localisées aux mitochondries (Hachiya et al., 1994; Deshaies ef al., 1988). Cette
interaction avec les chaperonines permet de prévenir I’agrégation ou le repliement incorrect
des protéines mitochondriales. Ces précurseurs sont ensuite reconnus par un récepteur
spécifique 2 la surface des mitochondries qui est composé des polypeptides Tom70,
Tom37, Tom22 et Tom20 (pour transport across the outer membrane). Le complexe
récepteur-précurseur est par la suite acheminé vers un canal composé de Tom40, Tom38,
Tom?7, Tom6 et Tom5, qui traverse la membrane externe des mitochondries, permettant

ainsi le passage des polypeptides a travers la membrane (Neupert, 1997).

1.2.4.2 Le complexe TIM

Une fois le polypeptide passé & travers la membrane externe des mitochondries, son
hélice amphipatique chargée positivement lui permet de passer, du moins partiellement, a
travers la membrane interne de la mitochondrie et cela grice & la présence d’un gradient
électrochimique entre ’espace intermembranaire et la matrice mitochondriale (Martin ez
al., 1991). Le complexe Tim (pour transport across the inner membrane) est composé de
deux sous-complexes. Le premier, composé de Tim33, Tim23 (Mas6), Tim17, Tim14 et

Timl1, semble former un canal & travers la membrane interne (Berthold et al., 1995). Le
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second complexe est composé de Tim44 et des chaperonines mhsp70 et mGrpE et semble
agir comme un moteur qui couple 1’énergie issue de I’hydrolyse de ’ATP a la translocation
des précurseurs vers la matrice mitochondriale (Schneider et al., 1994; Kronidou et al.,
1994; Rassow et al., 1994). Le complexe Tim joue également un role important dans
I’acheminement des précurseurs vers leur localisation sub-mitochondriale appropriée

(Neupert, 1997).

1.2.5 Chaine de respiration mitochondriale

En absence d’une source de carbone fermentable, la levure S. cerevisiae se doit
d’utiliser la phosphorylation oxydative afin de générer I'ATP requise pour la croissance
cellulaire. Ce processus a lieu au niveau de la membrane interne des mitochondries qui
contient les différents complexes de la chaine de respiration mitochondriale (de Vries et
Marres, 1987). Le premier complexe, celui de la NADH déshydrogénase, est composé
seulement d’une sous-unité qui contient une molécule de flavine et une molécule de fer
comme accepteurs d’électrons (de Vries et Marres, 1987). 1l catalyse le transfert
d’électrons entre le NADH et la coenzyme Q, un accepteur d’électrons soluble dans les
membranes qui permet de transférer les électrons au complexe de la coenzyme Q réductase
(Ashby et al., 1992). Le complexe coenzyme Q:cytochrome c réductase, de son coté, est
composé de neuf sous-unités et permet le transfert d’électrons de la coenzyme Q au
cytochrome ¢ (de Vries et Marres, 1987). Les génes CYCI et CYC7 de S. cerevisiae codent
pour deux isoformes du cytochrome c, soient I’iso-1-cytochrome c et I’iso-2-cytochrome c,
mais il reste & déterminer si ces deux isoformes sont fonctionnellement identiques (Poyton
et Burke, 1992). Le dernier membre de la chaine respiratoire est le complexe cytochrome ¢
oxydase, composé de dix sous-unités, qui catalyse le transfert d’électrons entre le
cytochrome ¢ et I’oxygéne, 1'accepteur final d’électrons. La réaction d’oxydation est
couplée 2 la translocation de protons au travers de la membrane interne des mitochondries

et contribue ainsi ’énergie nécessaire a la synthése de I’ ATP (de Vries et Marres, 1987).
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1.3 Informations sur Atml

1.3.1 Description A’ATM1

Le géne ATMI de S. cerevisiae a été identifié en prenant avantage de I’homologie
qui existe entre les DLA des transporteurs ABC au niveau de la séquence nucléotidique.
Des oligonucléotides dégénérés correspondant aux motifs Walker A et Walker B ont été
utilisés lors d’une réaction de polymérisation en chaine (PCR) sur de I’ADN génomique de
S. cerevisiae et dix fragments homologues & des transporteurs ABC ont été isolés (Leighton
et Schatz, 1995). La délétion des génes correspondants a révélé que 1'un d’entre-eux était
essentiel pour la croissance normale de S. cerevisiae. En effet, seulement deux spores sur
quatre étaient viables suite & la dissection de tétrades provenant d’une souche diploide
hétérozygote pour la délétion de ce géne (Leighton et Schatz, 1995). Le cadre de lecture
complet a été obtenu en criblant une banque d’ADN génomique en utilisant le produit de
PCR comme sonde. L’analyse de la séquence de ce géne a révélé qu’il codait pour un
‘demi-transporteur’ ABC de type N-(TMs-ABC)-C de 690 acides aminés (figure 1)
(Leighton et Schatz, 1995). Cette protéine posséde une partie N-terminale extrémement
hydrophobe contenant six segments transmembranaires prédits et une partie C-terminale
hydrophile contenant les motifs Walker A, Walker B et la ‘Signature ABC’ (Leighton et
Schatz, 1995). Une comparaison de la séquence protéique d’Atml avec une base de
données a révélé une forte homologie avec les transporteurs ABC humain MDR1 et Html
de 1a levure S. pombe (Leighton et Schatz, 1995). Atml démontre une homologie de plus
de 50% avec la partic N-terminale de MDR1 au niveau du DLA et 27% globalement
(Leighton et Schatz, 1995). Une étude plus poussée de la séquence protéique d’Atml est
présentée dans la discussion (section 4.1.1).

Dans le but de localiser ce transporteur au niveau sub-cellulaire, un épitope c-myc a
été inséré en C-terminal de la protéine. La version étiquetée de cette protéine
complémentait fonctionnellement la délétion du gene parental et était spécifiquement
localisée aux mitochondries. La protéine fut par conséquent nommée Atml (pour ABC
transporter of mitochondria 1) (Leighton et Schatz, 1995). Des tests de sensibilité a la
protéinase K ont démontré qu’ Atml1 est localisée 3 la membrane interne des mitochondries
avec son DLA exposé & la matrice, suggérant qu’Atml transporte son substrat de la matrice
mitochondriale vers 1’espace intermembranaire (Leighton et Schatz, 1995). 1l a également

été démontré qu’Atml posséde un signal de localisation a la mitochondrie fonctionnel en
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N-terminal qui est présent dans les 53 premiers résidus de la protéine. Cette séquence,
lorsque fusionnée aux protéines CoxIV et Ura3, qui requiérent un signal N-terminal afin
d’étre acheminées aux mitochondries, permet leur localisation i la mitochondrie (Leighton

et Schatz, 1995).

1.3.2 Phénotypes des cellules Aatm1

Le culot mitochondrial provenant d’une souche Aatml est blanc, suggérant une
absence totale de tous les différents types de cytochromes (Leighton et Schatz, 1995).
1’ absence de cytochromes dans les mitochondries d’une souche Aatml pourrait suggérer
qu’Atm]1 est impliquée dans la biosynthese de I’héme, un cofacteur requis pour la fonction
des cytochromes (de Vries et Marres, 1987). Cependant, I’addition d’hémine exogéne, de
Tween 80 ou d’ergostérol, qui habituellement comble les exigences de mutants déficients
au niveau de la biosynthése de ’héme, n’arrive pas a compenser pour la perte de I’allele
sauvage d’ATM1 (Leighton et Schatz, 1995). Une étude récente a démontré que des
cellules Aarml ne possédent pas d’holoformes de protéines contenant un groupement heme
comme les cytochromes et la catalase, c’est-d-dire une forme enzyme-cofacteur
catalytiquement active mais, uniquement des apoformes, un complexe sans cofacteur ne
possédant aucune activité enzymatique (Kispal et al., 1997). Le transport et la synthese de
’héme ne sont cependant pas affectés (Kispal et al., 1997). De plus, les cellules Aarml
sont hypersensibles aux agents oxydants comme le peroxyde et contiennent des niveaux
plus élevés de gluthation, principalement sous sa forme oxydée (Kispal et al., 1997).
Finalement, des mitochondries provenant de cellules Aatml contiennent trente fois plus de
fer que des mitochondries provenant de cellules sauvages (Kispal et al., 1997). Les résultas
récents de Kispal ez al. attribuent ainsi & Atm1 un rdle important dans ’homéostasie du fer

dans les mitochondries (Kispal et al., 1997).

1.4  But du projet de recherche

Le but de ce projet est d’obtenir des informations structurales et fonctionnelles sur
la protéine Atml de S. cerevisiae en prenant avantage du caractére essentiel de cette
derniére. Puisqu’Atml fait partic d’un sous-groupe de transporteurs ABC dont les
membres sont fortement homologues entre eux et qui inclut la P-glycoprotéine, Tapl et
Tap2, nous espérons que les informations obtenues sur Atm1 permettront de faire des

prédictions pouvant étre analysées expérimentalement sur d’autres membres de ce sous-
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groupe de transporteurs qui sont d’une grande importance médicale comme les P-
glycoprotéines. Pour ce faire, nous avons premiérement construit une souche dans laquelle
il est possible d’étudier Atm1 a I’aide de la technique du ‘plasmid shuffling’. Cette souche
a été utilisée pour cribler une banque d’alleles mutés d’ATMI dans le but d’identifier des
mutations ts dans Atml. Ces mutants ont par la suite été caractérisés au niveau de leur
croissance et au niveau protéique en utilisant des anticorps polyclonaux anti-Atml que nous
avons produits. De tels mutants pourraient étre utilisés ultérieurement dans le but
d’identifier différents suppresseurs intragéniques et extragéniques pouvant mener
respectivement a I’identification d’interactions entre différents domaines d’Atml et a une
meilleure compréhension du role joué par Atml dans les mitochondries. D’ autre part, nous
avons utilisé la technique de co-immunoprécipitation afin de démontrer la présence
d’homodiméres d’Atml et cela dans le but de mieux comprendre son mode de

fonctionnement dans les mitochondries.



CHAPITRE 2. MATERIELS ET METHODES

2.1 Souches et conditions de croissance utilisées

Les souches W303 (MATa/c: ade2/ade2 his3/his3 leu2/leu2 trpl/trpl ura3/ura3
canl/canl), DC14 (MATa hisl) et DC17 (MATa hisl) ont ét¢ obtenues du Dr M.
Whiteway, Institut de recherche en biotechnologie, Montréal. La souche JPY201 (MATa
gal? his3 leu2 lys2 trpl ura3-52 Aste6::HIS3) a été obtenue du Dr A. Varshavsky
(McGrath et Varshavsky, 1989). Les différentes souches ont ét¢ cultivées dans du milieu
YPD (1% extrait de levure, 2% bacto-peptone et 2% glucose) ou dans du milieu
synthétique complet (SC) (0.67% YNB, 2% glucose et 0.2% d’un mélange d’acides aminés
approprié) et incubées a 25°C, 30°C ou 35.5°C (Kaiser ef al., 1994). La contre-sélection
des plasmides URA3 a eu lieu sur des milieux SC appropri€s contenant 0.1% d’acide 5-
fluoroorotique (5-FOA) (Toronto Research Chemical, Toronto, Canada) et 50 pg/ml
duracile soit 4 25°C ou 30°C durant 3 a 4 jours (Kaiser et al., 1994). Pour la préparation
de mitochondries, un milieu de culture ou la source principale de carbone est I’acide
lactique, a 6té utilisé (0.1% glucose, 0.1% KH,PO4, 0.1% NH;CL2Hz0, 0.05% NaCl,
0.06% MgSO,H,0, 0.0003% FeCls, 2% acide lactique, 20 pg/ml adénine, 20 ug/ml uracile
et 20 pg/ml tryptophane) et la croissance a eu lieu & 25°C ou 35.5°C a 250 rpm (Daum et
al., 1982). La sporulation de S. cerevisiae a ét¢ induite suite a une incubation de 4 jours a
25°C sur un milieu de sporulation (1% acétate de potassium, 0.1% extrait de levure, 0.05%
glucose, 2% agar, 5 pg/L adénine, 5 pg/L tryptophane et 25 pg/L leucine). Les souches
bactériennes utilisées sont DHSa. (F*/endAl hsdR17 (v, my) supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal')
reldl A(laclZYA-argF) U169 deoR ($80dlacA(lacZ)M15)), MC1061 (F* araD Afara-
lew)7696 galEl5 galK16 A(lac)X74 rpsL (Str') hsdR2 (rymy) mcrd merBI), IM83 (F
araA(lac-proAB) rpsL (Str') [¢80 dlacA(lacZ)MI5] thi) et XL1-Red (Stratagene) (endAl
2yrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac mutD5 mutS mutT Tnl0 (Tet")).

2.2  Transformation de S. cerevisiae

[ ’introduction d’ADN plasmidique dans différentes souches de S. cerevisiae a ¢té
effectuée selon la méthode décrite par Gietz et al. (Gietz et al., 1995). Des cellules
provenant d*une culture en phase stationnaire dans du milieu SC ont été diluées dans 50 ml

de milieu SC frais a une DOy initiale de 0.5 et incubées a 30°C, 250 rpm, jusqu’a une
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DOggo finale de 2.0. Les cellules ont ensuite été récoltées, lavées une fois avec 25 ml d’eau
stérile et une fois avec 1 ml de d’acétate de lithium (LiAc) 100 mM et resuspendues dans
un volume final de 500 pl de LiAc 100 mM. Une réaction typique de transformation
comprenait 50 ul de cellules compétentes, 240 ul de PEG 50%, 36 ul de LiAc 1 M, Sul
d’ADN de sperme de saumon (10 mg/ml) dénaturé 10 minutes a 100°C et 50 pl d’eau
stérile contenant I’ ADN 3 introduire. Les cellules ont été resuspendues en vortexant a forte
intensité durant 1 minute suivi d’une premiére incubation de 30 minutes a 30°C et d’une
seconde de 20 minutes 2 42°C. Les cellules ont ensuite été récoltées par une centrifugation
de 15 secondes a 6000 x g, resuspendues dans 200 ul d’eau stérile, étalées sur un milieu

sélectif SC approprié et incubées 2-3 jours a 30°C.

2.3 Construction d’une cassette d’excision Aarmi::HIS3

Une cassette Aarml::HIS3 a été construite afin d’exciser le géne ATMI par la
méthode d’excision génique en une étape décrite par Kaiser et al. (Kaiser er al., 1994).
L’amplification de la partie codante d’ATMI (+1 a +2085) a été effectuce par la technique
de PCR avec les oligonucléotides MR48 (5’-GGAATTCATGCTGCTTCTTCCAAGA-3’)
et MR49 (5’-GGAATTCTCATAGTTCTTGCTGGTC-3’) incorporant des sites de
restriction EcoRI 2 leur extrémité 5° (soulignés). La réaction de PCR a eu lieu dans un
volume final de 50 ul comprenant 5 ul de tampon 10X (100 mM Tris-HCI pH 9.0, 15 mM
MgCl, et 500 mM KCl), 50 uM de dNTPs, 100 pmole de chaque oligonucléotide, 200 ng
d’ADN génomique provenant de la souche JPY201 et 1 unité d’ADN polymérase Tag
(Pharmacia). Le programme consistait en un cycle de 4 minutes a 94°C, 1 minute a50°Cet
3 minutes 2 72°C suivi de 29 cycles de 1 minute & 94°C, 1 minute a 50°C et 3 minutes a
72°C avec une élongation finale de 11 minutes & 72°C. Un produit abondant d’environ 2.1
kb correspondant 2 la taille du géne ATMI a été obtenu, digéré avec EcoRI et purifié sur gel
d’agarose en utilisant le kit commercial QIAEX II (QIAGEN). Ce produit de PCR a été
inséré dans le vecteur pUC19 (Yanisch-Perron er al., 1985) préalablement digéré avec
EcoRI et déphosphorylé, générant le plasmide pUC19/ATM1. Ce plasmide a ensuite été
digéré avec EcoRV, afin d’enlever un fragment interne d’ATM1 de 977 pb contenant les
segments transmembranaires TM1 a TM6, et le fragment contenant les séquences
flanquantes d’ATM 1 a été purifié sur gel d’agarose en utilisant le kit commercial QTAEX II
(QIAGEN). Le marqueur de sélection HIS3, contenu sur un fragment Pvull-Smal de 1.9 kb
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provenant du vecteur pJJ217 (Jones et Prakash, 1990), a été inséré dans le fragment
préalablement isolé, produisant le plasmide pUC19/Aatml::HIS3.  Le plasmide
pUC19/Aatm]::HIS3 a été digéré avec EcoRI afin de générer un fragment linéaire de 3.0 kb
contenant la cassette Aatml::HIS3. Ce fragment a été utilisé pour transformer la souche

diploide W303 et les recombinants His* ont été sélectionnés sur milieu SC-his.

2.4  Préparation d’ADN génomique et analyse de type Southern

L’excision du géne ATM1 dans les transformants His™ de la souche W303 (section
2.3) a été vérifiée par une analyse de type Southern. L”ADN génomique a été préparé selon
la méthode de Kaiser et al. (Kaiser et al., 1994). Des cellules provenant d’une culture en
phase stationnaire dans 15 ml de milieu SC-his d’un recombinant His*, obtenu suite a la
transformation de la souche W303 avec le plasmide pUC19/Aarml ::HIS3 linéarisé, ou de la
souche sauvage poussée dans du milieu YPD, ont été récoltées, lavées avec 1 ml de tampon
SE (1 M Sorbitol, 100 mM EDTA pH 8.0) puis resuspendues dans un volume final de 500
ul de tampon SE. La digestion de la paroi cellulaire a été effectuée par 1’addition de
Zymolyase 100T (ICN Biomedicals) & une concentration finale de 0.4 mg/ml, suivie d’une
incubation 2 37°C pendant 60 minutes. Les sphéroplastes ont été récoltés par une
centrifugation de 20 secondes & 6000 x g et resuspendus dans 500 ul de tampon (50 mM
Tris-HCI pH 7.4 et 20 mM EDTA pH 8.0). 50 ul de SDS 10% ont ensuite €té ajoutés aux
échantillons et ces derniers ont été incubés immédiatement & 65°C pour une période de 30
minutes afin de solubiliser les membranes. 200 ul d’acétate de potassium (KOAc) 5M ont
ensuite été ajoutés aux échantillons qui ont été laissés sur glace 60 minutes avant d’étre
centrifugés 5 minutes 2 14000 x g 2 4°C. Les surnageants ont été précipités avec 1 volume
d’isopropanol et les culots resuspendus dans 300 pl de tampon TE (10 mM Tris-HCl pH
7.4, 1 mM EDTA pH 8.0). 1.5 ul d’ARNase A (10 mg/ml) a ensuite été ajouté aux
échantillons et ces derniers incubés 30 minutes 3 37°C. Aprés une seconde centrifugation
de 5 minutes & 14000 x g & 4°C, les surnageants ont été précipités avec 2.5 volumes
d’EtOH 100% et 1/10 volume d’acétate de sodium (NaOAc) 3M pH 5.2. Apres
centrifugation, le culot contenant I’ADN a été lavé avec 500 pl d'EtOH 70% et resuspendu
finalement dans 200 pl de TE (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA pH 8.0). La
concentration des échantillons a été déterminée a I’aide d’un fluorometre (TKO 100,

Hoefer Scientific Instruments). L’ADN génomique (2 ug) a été digéré avec EcoRlI, séparé
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sur gel d’agarose 1% et transféré sur des membranes de nylon selon les recommandations
du manufacturier (Hybond-N; Amersham Corp). Les membranes ont ét€ pré-hybridées
pour 6 heures & 65°C dans du 6X SSC (0.9 M NaCl et 0.09 M citrate de sodium), 5X
solution Denhardt’s (0.1% BSA, 0.1% Ficoll et 0.1% Polyvinyle pyrollidone) et 10 mg/ml
d’ADN de sperme de saumon dénaturé 10 minutes 2 100°C. L’hybridation a eu lieu
pendant 12 heures & 65°C dans la méme solution en présence de 1x10° CPM/ml d’une
sonde ATM1 (produit de PCR, section 2.3) ou d’une sonde HIS3 (fragment Pvull-Smal,
section 2.3) marquées au 32p 3 I’aide d’amorces aléatoires. Les membranes ont été lavées
une premiére fois pendant 30 minutes et une seconde fois pendant 90 minutes 4 25°C dans
du 2X SSC (0.3 M NaCl, 0.03 M citrate de sodium) contenant 0.1% de SDS. Les
membranes ont par la suite été soumises & une autoradiographie & -80°C durant 12 heures

avec deux écrans intensificateurs.

2.5  Criblage d’une banque d’ADN génomique de S. cerevisiae chez E. coli

Une banque d’ADN génomique provenant de la souche DBY939 de S. cerevisiae
construite dans le vecteur YEp24 (obtenue du Dr Bernard Turcotte, Royal Victoria
Hospital, Montréal) a été transformée dans la souche JM83 d’E. coli (Carlson et Botstein,
1982). 10 réactions de transformation, chacune d’elles contenant 100 ng de la banque
d’ADN génomique et 200 ul de cellules JM83 compétentes, ont été effectuées selon le
protocole classique de transformation bactérienne (Sambrook et al., 1989). Apres la
transformation, les cellules ont été regroupées dans un volume final de 1 ml de LB/Amp
(100 pg/ml). Une partie a été utilisée afin de déterminer le taux de transformation et le
reste conservé a 4°C durant la nuit. Par la suite, 1400 transformants ont été étalés sur dix
pétris LB/Amp (100 pg/ml), pour un total de 14000, et incubés 20 heures a 37°C. Les
colonies ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose (Millipore), incubées 4
heures 4 37°C et ensuite répliquées deux fois sur des membranes de nitrocellulose fraiches,
nous permettant ainsi de faire le criblage en duplicata. Aprés une incubation de 20 heures a
37°C, les membranes de nitrocellulose ont été incubées 5 minutes dans une solution de
dénaturation (1.5 M NaCl, 0.5 NaOH), 5 minutes dans une solution de neutralisation (1.5 M
NaCl, 0.5 M Tris-HCI pH 7.2, 1 mM EDTA pH 8.0), 5 minutes dans du 6X SSC (0.9 M
NaCl et 0.09 M citrate de sodium) pour finalement &tre soumises a un pontage aux rayons

ultraviolets a forte intensité durant 3 minutes. Les membranes ont été préhybridées une
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premiére fois pendant 4 heures 2 65°C dans du 6X SSC (0.9 M NaCl et 0.09 M citrate de
sodium), 5X solution Denhardt’s (0.1% BSA, 0.1% Ficoll et 0.1% Polyvinyle pyrollidone)
et une seconde fois pendant 12 heures dans la méme solution. L’hybridation a eu lieu
pendant 48 heures dans la méme solution en présence de 4x10° CPM/ml du fragment
EcoRV interne ’ATM1 de 977 pb comme sonde (section 2.3), provenant de plasmide
pUC19/ATM 1, marqué au 32p 3 I’aide d’amorces aléatoires. Les membranes ont été lavées
une premiére fois pendant 30 minutes et une seconde fois pendant 90 minutes dans du 2X
SSC (0.3 M NaCl et 0.03 M citrate de sodium) contenant 0.1% de SDS A 25°%C. Les
membranes ont ensuite été soumises & une autoradiographie a -80°C durant 12 heures avec
deux écrans intensificateurs. Les clones bactériens présent dans les régions hybridant
fortement avec la sonde ATMI ont été resuspendus dans 1 ml de milieu LB/Amp (100
ug/ml). 100 pl d’une dilution 1:250000 de chacune des régions positives ont été étalés
(donnant environ 500 colonies par pétri) et soumis a un criblage secondaire identique au
criblage primaire décrit plus haut. Les plasmides provenant des clones bactériens hybridant
fortement avec la sonde ATMI lors du criblage secondaire ont été isolés et caractérisés par
cartographie de restriction. L’un d’eux nommé YEp24-4a et contenant ATM1 a été

conservé pour les expériences ultérieures.

2.6  Isolement d’une souche haploide viable Aatml

Un fragment EcoRI-HindIll de 4.8 kb (ATMI -4.8), contenant une copie
fonctionnelle d’ATMI, a été obtenu suite & une triple digestion du plasmide Yep24-4a
(section 2.5) avec les enzymes de restriction EcoRI, HindIIl et Aval suivie de sa
purification sur gel d’agarose en utilisant le kit commercial QIAEX II (QIAGEN). Une
digestion additionnelle avec Aval a été requise pour se débarrasser d’une bande
contaminante migrant également 2 4.8 kb. Les extrémités du fragment ATMI-4.8 ont ¢te
transformées en bouts francs avec 1’ ADN polymérase T4. Ce fragment a ensuite €t€ inséré
au site Smal du vecteur pRS316 préalablement déphosphorylé, générant le plasmide
pRS316/ATM1-4.8 (Sikorski et Hieter, 1989). La souche LPY1 (ATM1/Aatml::HIS3) a été
transformée avec le plasmide pRS316/ATM-4.8 et les transformants Ura* sélectionnés sur
milieu SC-ura. Ces transformants ont été sporulés suite & une incubation de 3-5 jours sur
un milieu de sporulation. La paroi des asques a été digérée suite & une incubation de 10

minutes 2 25°C en présence de Zymolyase 100T (ICN Biomedicals). Les tétrades ainsi
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obtenues ont été disséquées sur milieu SC-ura & ’aide d’'un micromanipulateur. Les
différentes auxotrophies des spores ont été évaluées sur milieu YPD, SC-ura, SC-his et SC-
leu. Le type sexuel des spores a été déterminé par leur capacité a se conjuguer avec les
levures de types sexuels connus DC14 (a) et DC17 (cr) selon un protocole classique (Kaiser

et al., 1994).

2.7  Mutagénése d’ATMI, criblage et sous-clonage des mutants thermosensibles

Le fragment EcoRI-HindIIl de 4.8 kb (ATM1-4.8) (section 2.6) a été cloné dans le
vecteur pRS315 coupé avec Smal et déphosphorylé, générant ainsi le plasmide
pRS315/ATM1-4.8 (Sikorski et Hieter, 1989). Deux techniques différentes ont été utilisées
pour induire des mutations dans le plasmide pRS315/ATM1-4.8. La premicre est basée sur
la méthode décrite par Rose et Fink (Rose et Fink, 1987). Briévement, 10 ug d’ADN
plasmidique de pRS315/ATMI-4.8 ont été incorporés dans 500 pl de solution
d’hydroxylamine (0.45 M NaOH, 1 M Hydroxylamine) et incubés pour une période de 20
heures 4 37°C. La réaction a ensuite été arrétée par 1’addition de 1 ml d’EtOH 100%, 50 ul
de BSA (1 mg/ml) et 10 ul de NaCl 5M suivi d’une précipitation et d’un lavage a I’'EtOH
70%. Le culot a ensuite été resuspendu dans 20 ul de tampon TE (10 mM Tris-HCI pH 7.4
et 1 mM EDTA pH 8.0). D’autre part, la souche XL1-Red (Stratagene) a été utilisée pour
induire des mutations dans ATMI selon les recommandations du manufacturier.
Brievement, 30 ng du plasmide pRS315/ATMI-4.8 ont été transformés dans 100 ul de
cellules XL1-Red compétentes. Suite & une incubation de 20 heures a 37°C sur milieu
solide LB/Amp (100 pg/ml, pH 7.0), 200 transformants ont été inoculés dans 10 ml de
milieu liquide LB/Amp (100 pg/ml, pH 7.0) et incubés & 37°C & 250 rpm. Apres 16 heures
d’incubation, 3 ml de la culture ont été utilisés pour purifier I’ADN plasmidique et les 7 ml
restant placés de nouveau & 37°C & 250 rpm pour poursuivre la mutagénése. Apres un total
de 24 heures d’incubation, 3 ml de culture ont été prélevés pour préparer a nouveau de
I’ ADN plasmidique et 100 pl de la méme culture ont été utilisés pour inoculer 10 ml de
milieu LB/Amp (100 ug/ml, pH 7.0) frais. Des prélévements aprés 48, 72 et 88 heures
d’incubation ont également été effectués dans le but d’obtenir I’ ADN plasmidique.

Le systéme du ‘plasmid shuffling’ décrit & la section 3.1.1 a été utilisé dans le but
d’identifier des mutations ts dans ATMI. La souche LPY1-12B (Aatmli::HIS3
pRS316/ATM1-4.8) a été transformée avec 2.5 ul d’ADN plasmidique provenant d’une
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mutagénése de 20 heures a 37°C du plasmide pRS315/ATMI 4.8 en présence
dhydroxylamine ou avec 5 pl d’ADN plasmidique pRS315/ATMI1-4.8 issue d’une
mutagénése de 16 heures et de 48 heures dans la souche XL1-Red (Stratagene) en utilisant
le protocole de Gietz et al. (section 2.2). Les transformants Ura* Leu” ont été sélectionnés
sur 10 pétris SC-ura-leu, récoltés, congelés et titrés. 500 transformants Ura* Leu® ont été
étalés sur des pétris SC-ura-leu et incubés 3 jours & 30°C. Les pétris ont ensuite été
répliqués sur milieu SC-ura-leu contenant du 5-FOA et incubés 3 jour a 25°C dans le but
d’induire la perte des plasmides URA3 pRS316/ATMI1-4.8. Les pétris ont ensuite été
répliqués sur milieu SC-leu, incubés 3 jours a 25°C pour finalement étre répliqués une
derniére fois en duplicata sur milicu SC-leu. Apres trois jours d’incubation a température
permissive (25°C) et restrictive (35.5°C), les clones uniquement capables de croitre a
température permissive ont été conservés. Une température restrictive de 35.5°C a été
utilisée lors du criblage puisque sous les conditions de croissance utilisées, la souche W303
sauvage a peine a croftre & 37°C. Plus de 300 clones ts ont ainsi ét¢ identifiés et conservés
pour leur caractérisation subséquente.

L’ADN génomique provenant de ces clones a €té isolé et utilisé pour transformer E.
coli dans le but d’obtenir le plasmide pRS315/ATM1-4.8 des mutants respectifs. Ces
plasmides ont été transformés dans la souche LPY1-12B (Aatml::HIS3, pRS316/ATM 1-
4.8) et le phénotype ts associé aux plasmides LEU2 pRS315/ATM1-4.8 mutés vérifié sur
milieu YPD aprés la contre-sélection du plasmide URA3 pRS316/ATMI-4.8 et ce, dans le
but d’éliminer les clones ts dii & un événement chromosomique ou & une mutation ts se
retrouvant dans le géne LEU2 du plasmide pRS315/ATM1-4.8. Seulement trois mutants
incapables de croitre uniquement & tempéraure restrictive sur milieu YPD ont été obtenus,
soient ceux présents sur les plasmides pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1.
Les fragments Ndel-Sacll, avec leurs extrémités transformées en bouts francs a 1’aide de
I’ADN polymérase T4 et possédant uniquement le cadre de lecture ouvert d’ATMI et son
promoteur, provenant des plasmides pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1,
ont été purifiés sur gel d’agarose a ’aide du kit commercial QIAEX 11 (QUIAGEN) et
ensuite insérés dans le vecteur pRS315 coupé avec Smal et déphosphorylé, générant
respectivement les plasmides pRS315/ts36-2(Ndel-Sacll), pRS315/ts111-1(Ndel-Sacll) et
pRS315/ts247-1 (Ndel-Sacll) (Sikorski et Hieter, 1989).
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Le fragment Stul-Pacl du plasmide pRS315/ts111-1 contenant la mutation N-
terminale et le fragment Pacl-Nhel contenant la mutation C-terminale ont été purifiés sur
gel d’agarose 4 I’aide du kit commercial QIAEX I (QIAGEN). Ces fragments ont été
insérés respectivement dans le vecteur pRS315/ATMI-4.8 non-muté coupé soit avec Stul-
Pacl soit avec Pacl-Nhel et déphosphorylé, générant respectivement les plasmides
pRS315/ts111-1 (N-term) et pRS315/ts111-1 (C-term). Le phénotype ts des plasmides
pRS315/ts111-1 (N-term) et pRS315/ts111-1 (C-term) a ensuite ¢té évalué dans la souche
LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) par ‘plasmid shuffling’ comme décrit plus

haut.

2.8  Séquencage des mutants thermosensibles d’Atm1

Les réactions de séquencage ont été effectuées par PCR en utilisant le kit
commercial ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin
Elmer Applied Biosystems) selon les recommandations du manufacturier. Les réactions de
PCR ont eu lieu dans un volume final de 20 pl contenant 8 pl de mixture de séquengage
(Terminator Ready Reaction Mix), 3.2 pmoles de I’oligonucléotide utilisé comme amorce
(Tableau 1) et 750 ng d’ADN plasmidique. Les échantillons ont été soumis a 25 cycles de
30 secondes & 94°C, 15 secondes & 50°C et 4 minutes & 60°C. Aprés la réaction de PCR, 20
ul de MgCl, 20 mM et 55 ul d’EtOH 100% ont été ajoutés et les échantillons incubés
pendant 15 minutes & 25°C puis soumis & une centrifugation de 30 minutes a 14000 x g.
Les culots ont ensuite ét¢ lavés avec de 'EtOH 70%, séchés et resuspendus dans 6 pl de
tampon de chargement (5:1 v/v formamide/25 mM EDTA pH 8.0, 50 mg/ml bleu de
dextran). L’analyse des échantillons a été effectuée avec le systéme ABI Prism 7200
(Perkin Elmer) en suivant les recommandations du manufacturier et les résultats analysés
avec le logiciel Cromas version 1.43 (Conor McCarty, School of Biomolecular et

Biomedical Science, Griffith University, Australia).

2.9  Production d’anticorps polyclonaux anti-Atml
Une protéine de fusion GST-Atml a été construite en inscrant les 245 derniers
acides aminés d’Atml (positions 445 & 690), comprenant tout le DLA d’Atml, en phase

avec la Glutathione S-transférase (GST). Pour ce faire, le plasmide YEp24-4a a ét€ digéré
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Tableau 1. Liste des oligonucléotides utilisés au cours des expérimentations. La séquence
des oligonucléotides, leurs positions dans ATM/ par rapport au codon d’initiation ainsi que
le brin d’ADN sur lequel ils se trouvent sont indiqués. Les oligonucléotides MR48, MR49,
MR282, MR283, MR284 et MR285 ont ¢été utilisés dans des réactions de PCR,
I’oligonucléotide MR160 dans le but d’insérer un site Notl en amont du codon de
terminaison d’ATM et les oligonucléotides MR281, MR287, MR288, MR289, MR290 et
MR291 lors du séquencage du cadre de lecture ouvert complet d’ATMI. Les sites Notl
(GCGGCCGC), EcoRI (GAATTC) et Psid (CTGCAG) incorporés dans les

oligonucléotides sont soulignés.



Juepod 0LL+ £-DVIOLLVOVVLVVIDOIDLLLYD S [6TIIN

BpOd-Uou TSI+ £-DVVILIILLIOVILYVIOVIVO-S 06TAN
Tuepod 96+ £-DIVVOLLVOLLVLOVYVIDVVD-S 68TAN

BPOS-UoU 9061+ (£-DDDLOLVIOLOVOLIDLOLLS 88TUAN
1uepod €91+ L£-DVIDOVLLVLYVDOVVVVO-S LSTIN

UBpod-Uo 8TIT+ £-LDVVVVVDLLOLVVV.LLIDL S 98TAN
BpOod-uou TLOTH £-OVILLLID LODIODLIDLIOVIOODIDDDIDVIIOVIDIOVY  S8TAN
Bpod-uou 0SST+ £-DIDVODOVVY LLLVOVOVIVIOLYVVIDVIDLOVY-S P8TIN
uepod TsSI+ -OVL LLVYVVDVVIOVIOVIOVYIIDIIDDDDVILOVIDIOVV-.S (8CIN

BpOO-ToU g £-VDOVVIOLLOLLODLIOLVVVIDVIDIDVV-.S T8TIN
Juepod TL- DLLYVVVDOLLLYVOVIOVD-.S 18TAN

— Lo £-VIVILLLVOLLYLVVV.IOVVIOOLIDOVYDLIDIOD —

DDDIVVOVYIDVIIVOVVVVIOVVDLVVOVOVLL S

Bpod-uou TLOT+ L£-DLDDIIDLLOLLOVLVOLOLIVVYDD- .S 67N
epod | L£-VDVVIOLLOLLODIODIVOLLVVDD-S STAN

urg uaonisog 00#@55@@ WON

"S9SI[N SOPNOP[ONUOSIIQ * NEAQE.L



33

avec EcoRV et Sacll et les extrémités ont été transformées en bouts francs a I'aide de
’ADN polymérase T4. Un fragment EcoRV-Sacll de 821 pb, codant pour les acides
aminés 445 3 690 d’Atml et possédant 22 nucléotides de séquence 3’ non-traduite, a été
purifié sur gel d’agarose en utilisant le kit commercial QIAEX II (QIAGEN) pour ensuite
étre inséré au site Smal du vecteur pGEX4T-3 (Pharmacia) préalablement déphosphoryleé,
générant ainsi le plasmide pGEX4T-3/ATMI. Ce plasmide a €té introduit dans la souche
DH50 d’E. coli et la production de la protéine de fusion a été induite en présence de 0.1
mM d’isopropyl-B-D-thiogalactoside (IPTG) & 37°C durant 4 heures a 250 rpm. La
protéine de fusion, majoritairement insoluble, a été purifiée a partir de corps d’inclusion en
utilisant la méthode décrite par Nagai et Thogersen (Nagai et Thogersen, 1987). Les corps
d’inclusion purifiés ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel préparatif de 10%. Apres
migration, une bande de 53 kDa correspondant au poids moléculaire de la GST (26 kDa)
fusionnée au domaine C-terminal d’Atm1 (27 kDa) a été excisée et électroéluée en utilisant
’électroélueur Model 422 (BioRad) selon les recommandations du manufacturier. La
protéine de fusion GST-Atml a par la suite été utilisée pour immuniser deux lapins ‘New
Zealand White’ selon un protocole standard d’immunisation (Harlow et Lane, 1988). La
spécificité de I’anticorps anti-Atml polyclonal a été vérifiée en comparant des extraits
protéiques totaux ou des extraits enrichis en mitochondries provenant de la souche W303
surexprimant ou non Atml. Pour ce faire, la souche W303 a été transformée avec les
plasmides p426GPD et p426GPD/ATMI. Le plasmide p426GPD/ATMI a ¢té obtenu suite
a I'amplification de la région codante d’ATMI (+1 a +2085) par la technique de PCR
comme décrit A la section 2.3. Un fragment d’environ 2.1 kb correspondant a la taille du
géne ATMI a été obtenu, digéré avec EcoRI et purifié sur gel d’agarose en utilisant le kit
commercial QIAEX TI (QIAGEN). Ce fragment a été cloné au site EcoRI du vecteur
p426GPD préalablement déphosphorylé pour générer ainsi le plasmide p426GPD/ATM1.

2.10 Purification des anticorps polyclonaux anti-Atm1

La production de la protéine de fusion GST-Atm1 a été effectuée comme décrit a la
section 2.9. Pour chaque 250 ml de culture, le culot bactérien a été resuspendu dans 4 ml
de tampon de lyse (10% sucrose, 100 mM Tris-HCI pH 8.0 et 1.5 mM EDTA) et 80 ul de
lysosyme (5 mg/ml). Suite & une incubation de 30 minutes sur glace, 32.5 ml de tampon
d’extraction (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.16 mM EDTA, 0.43 mM 1-10-phenanthroline, 1%
sucrose, 0.5 mM DTT et 50 mM NaCl) et du N-lauroylsarcosine (0.2% final) ont été
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ajoutés. Les échantillons ont ensuite été soniqués trois fois 30 secondes a intensité
moyenne. Aprés une centrifugation de 15 minutes & 32000 x g, du Triton X-100 a été
ajouté aux surnageants a une concentration finale de 2%. Les échantillons ont ensuite été
incubés avec une légere agitation pendant 15 minutes 2 4°C. Apres I’addition de MgCl, et
de CaCl, a des concentrations finales respectives de 1.25 mM et 1 mM, les échantillons ont
été incubés 2 4°C pendant 20 minutes pour finalement étre centrifugés pendant 30 minutes
4 27000 x g a4 4°C. De la Glutathione Sépharose© 4B (Pharmacia) a été utilisée pour
purifier la protéine de fusion GST-Atml présente dans les surnageants selon les
recommandations du manufacturier, & I’exception du tampon d’élution qui était composé de
20 mM glutathione réduite, 100 mM Tris-HCI pH 8.0 et 120 mM NaCl. Le dosage de la
protéine de fusion a été effectué selon la méthode de Bradford, en utilisant un kit
commercial (BioRad) selon les recommandations du manufacturier (Bradford, 1976). La
protéine de fusion a été conservée a -80°C jusqu’a son utilisation.

Afin de générer une matrice spécifique aux anticorps anti-Atml, 360 mg de billes
de Sépharose CNBr® 4B activées (Pharmacia) ont été lavés avec 200 ml de 1 mM HCl et
ensuite trois fois avec 2 ml de 0.1 M NaHCO; pH 8.3 pour finalement étre resuspendus
dans un volume final de 2 ml de 0.1 M NaHCO; pH 8.3. Par la suite, 1 mg de la protéine
de fusion GST-Atml a été incubé pendant 60 minutes avec une légére agitation a 25°C en
présence de 450 ul de billes de Sépharose CNB1® 4B activée dans un volume final de 1.3
ml de 0.1 M NaHCO; pH 8.3. Les billes ont ensuite été lavées cing fois avec du0.1M
NaHCO; pH 8.3 avant d’étre incorporées a 40 ml de Tris-HCI pH 7.5 contenant 2 ml de
sérum anti-Atm1 pour ensuite &tre incubdes pendant 12 heures a 4°C avec une légere
agitation. Ces billes ont par la suite été utilisées pour générer une colonne qui a été
équilibrée avec 5 volumes de 10 mM Tris-HCI pH 7.5. L’élution des anticorps anti-Atml
fixés aux billes de Sépharose CNBr® 4B a été effectuée par 1’addition successive de 200 ul
de tampon d’élution (0.1 M glycine pH 2.5) et chaque fraction a été récoltée dans 20 pl de
1 M Tris-HCl pH 9.0. les fractions ont été regroupées pour ensuite étre utilisées

directement en analyse de type Western.

2.11 Préparation d’extraits protéiques totaux

20 DOgop de cultures de levures poussées a saturation dans des milieux SC

appropriés ont été récoltés par une centrifugation de 5 minutes a 3000 x g et resuspendus
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dans 300 ul de 0.05 M Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 mM PMSF, 2 pg/ml
aprotinine, 3 pg/ml leupeptine et 3 pug/ml pepstatine. 150 pl de billes de verre (Sigma, 425-
600 microns) ont été ajoutés i chacun des échantillons qui ont ensuite été vortexés pour 5
cycles de 1 minute entrecoupés d’une incubation de 1 minute sur glace. Les billes de verre
et les débris cellulaires ont été éliminés par une centrifugation d’une minute a 500 x g. Le
dosage protéique des surnageants a été effectué selon la méthode de Bradford en utilisant
un kit commercial (BioRAD) selon les recommandations du manufacturier et les
échantillons ensuite conservés a -80°C jusqu’a leur utilisation (Bradford, 1976). Lorsque
de grandes quantités de protéines ont été requises, le méme protocole a €té utilisé et les
surnageants résultants regroupés avant le dosage protéique. Pour chaque 20 DOggo de

cellules, des rendements se situant entre 300 & 600 ug étaient généralement obtenus.

2.12 Préparation des mitochondries

La purification des mitochondries a été effectuée selon la méthode décrite par Daum
et al. (Daum et al., 1982). Les cellules provenant de cultures de 500 ml & température
permissive (25°C) et restrictive (35.5°C) dans un milieu de croissance favorisant la
biogénése des mitochondries ont été récoltées par centrifugation de 5 minutes a 3000 x g
lorsque les cultures ont atteint une DOggo de 1.2. Les cellules ont €té lavées une fois avec
de I’eaun distillée, resuspendues dans 2 ml par gramme de cellules dans une solution de
réduction (0.1 M Tris-H,SO4 pH 9.4, 10 mM dithiothreitol) et incubées 10 minutes a 30°C.
Elles ont ensuite été lavées une fois avec du sorbitol 1.2 M et resuspendues dans 6.7 ml, par
gramme de cellules, dans une solution de digestion (1.2 M sorbitol, 20 mM KP; pH 7.4).
De la Zymolyase 100T (ICN Biomedical) a été ajoutée a une concentration finale de 5 mg
par gramme de cellules et les échantillons incubés & 30°C avec une légere agitation durant
60 minutes. Les sphéroplastes ont été récoltés par une centrifugation de 5 minutes a 3000 x
g et lavés deux fois avec du sorbitol 1.2 M. Toutes les manipulations ultérieures ont été
effectuées a 4°C. Les sphéroplastes ont été resuspendus dans un tampon
d’homogénéisation (0.6 M mannitol, 10 mM Tris-HCI] pH 7.4, 0.1% BSA et 1 mM PMSF)
a raison d’un ml par 0.15 g de sphéroplastes. Aprés avoir été refroidis sur glace, les
sphéroplastes ont été homogénéisés a 1’aide de 10-15 coups dans un homogénéisateur
Dounce. L’homogénat a ensuite été dilué dans 1 volume de tampon d’homogénéisation et

centrifugé 5 minutes a 3000 x g. Le surnageant a été conservé et le culot homogénéisé de
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nouveau comme décrit précédemment. Les surnageants ont ensuite été centrifugés 10
minutes 2 9000 x g et les culots, contenant les mitochondries, resuspendus dans du tampon
d’homogénéisation et centrifugés 5 minutes a 3000 x g pour se débarrasser des débris
cellulaires. Les surnageants ont été centrifugés a nouveau 10 minutes & 9000 x g et les
culots mitochondriaux lavés a deux reprises dans du tampon d’homogénéisation et une fois
dans du tampon d’homogénéisation sans BSA ni PMSF, chaque lavage étant suivi d’une
centrifugation de 10 minutes a 9000 x g. Les mitochondries ont finalement été
resuspendues dans un certain volume (dépendant du poids du culot contenant les
mitochondries) d’un tampon contenant 0.6 M mannitol et 10 mM Tris-HCI1 pH 7.4 afin

d’ obtenir une concentration finale d’environ 2 pg et conservées a —80°C jusqu’a utilisation.

2.13  Constructions plasmidiques pour les expériences de co-immunoprécipitation

Afin de générer des formes d’Atml étiquetées avec les épitopes HA et c-myc, un
site Notl a été inséré immédiatement en amont du codon de terminaison d’ATM 1. Pour ce
faire, le fragment EcoRI-HindIIl (ATM1-4.8) a été cloné entre les sites EcoRI et HindIIl du
vecteur pAlter©—1 (Promega), produisant le plasmide pAltet/ATMI. L’ oligonucléotide
MR160 (5° TTAGAGAATGAACTAAAAGACCAGCAAGAACGCGGCCGCTGAACG
CTCGTAAGTAAATATTGATTTATA-3’), incorporant un site Notl (souligné), a été
utilisé dans une réaction de mutagénése sur de ’ADN simple brin provenant de la
construction pAlter/ATMI préparé selon les recommandations du manufacturier, générant
la construction pAlter/ATMI-Notl. Des fragments Nofl contenant les triples épitopes HA et
c-myc, provenant des vecteurs pMPY-3xHA et pMPY-3xMYC, ont été purifiés sur gel
d’agarose en utilisant le kit commercial QIAEX II (QIAGEN) et insérés au site Nofl du
vecteur pAlter/ATMI-Notl préalablement déphosphorylé pour générer respectivement
pAlter/ATMI-HA et pAlter/ATM1-MYC (Schneider et al., 1995). Les vecteurs pMPY-
3xHA et pMPY-3xMYC possédent respectivement en tandem trois épitopes de
I’hémagglutine A du virus influenza (YPYDVPDYA) (Field et al., 1988) et du proto-
oncogeéne c-myc (EQKLISEEDL) (Evan et al., 1985) flanqués de sites de restrictions Nozl
(obtenus du Dr Pierre Belhumeur, Département de microbiologie et immunologie,
Université de Montréal). Les plasmides pAlie/ATMI-HA et pAlter/ATMI -MYC ont été
digérés avec EcoRI et HindIIl et les fragments EcoRUHindIIl (ATM1-4.8 contenant les
épitopes HA et c-myc) ont €€ purifiés sur gel d’agarose en utilisant le kit commercial

QIAEX II (QIAGEN) apres avoir transformé leurs extrémités en bouts francs avec I’ADN



37

polymérase T4. Ces fragments ont été insérés dans les vecteurs pRS424 et pRS425
(Christianson et al., 1992) (obtenus de C. Csank, Institut de recherche en biotechnologie,
Montreal, Canada) coupés avec Smal et déphosphorylés, générant ainsi les constructions
pRS424/ATM1-HA, pRS424/ATMI1-MYC, pRS425/ATM1-HA et pRS425/ATMI-MYC
Afin de générer des formes étiquetées avec les épitopes HA et c-myc du DTM
d’Atml, les oligonucléotides MR282 (5’-AACTGCAGCAAATGCTGCTTCTTCCA
AGA-3’) et MR283 (5’-AACTGCAGTCAGCGGCCGCCAACACTACCAAGAAAATT

TAG-3’), incorporant des sites de restriction PstI et Notl en 5’ (soulignés), ont été utilisés

pour amplifier le DTM d’ATM1 par PCR. La réaction a eu lieu dans un volume final de
100 wl comprenant 10 pl de tampon 10X (100 mM KCl, 100 mM (NH4),S0Oy4, 200 mM
Tris-HCI pH 8.75, 20 mM MgSOy, 1% Triton X-100 et 1 mg/ml BSA), 50 uM de dNTPs,
200 pmole de chaque oligonucléotide, 200 ng d’ADN génomique provenant de la souche
JPY201 et 1 unité d’ADN polymérase Pfu (Stratagene). Le programme était composé de
32 cycles de 1 minute & 94°C, 1 minute & 47°C et 3 minutes & 72°C avec une €longation
finale de 6 minutes & 72°C. Un produit majeur d’environ 1.3 kb correspondant au DTM
d’ATM]I a été purifié sur gel d’agarose en utilisant le kit commercial QIAEX II (QIAGEN)
et digéré avec Pstl pour finalement &tre inséré au site Pstl des vecteurs p424GPD et
p425GPD préalablement déphosphorylés, générant les constructions p424GPD/TMD-Noil
et p425GPD/TMD-Nofl (Mumberg er al., 1995). Les fragments NotI contenant les triples
épitopes HA et c-myc provenant des vecteurs pMPY-3xHA et pMPY-3xMYC ont été et
insérés au site Notl des constructions p424GPD/TMD-Nofl et p425GPD/TMD-Notl,
générant  ainsi les  constructions p424GPD/TMD-HA, p424GPD/TMD-MYC,
p425GPD/TMD-HA et p425GPD/TMD-MYC.

Afin de générer des formes étiquetées avec les triples épitopes HA et c-myc du DLA
d’Atml, les oligonucléotides MR284 (5'-AACTGCAGCAAATGTACAGAGATTT
AAAGCAGTC-3’) et MR285 (5’-AACTGCAGTCAGCGGCCGCCTAGTTCTTGCTGGT

CTTTTAG-3"), incorporant des sites de restriction PszI et Notl en 5° (soulignés), ont été
utilisés pour amplifier le DLA d’ATMI par PCR. Les conditions de PCR utilisées sont
identiques a celle décrites plus haut pour les DTM. Un produit majeur d’environ 0.8 kb
correspondant au DLA ’ATM] a été obtenu et purifié sur gel d’agarose en utilisant le kit
commercial QIAEX II (QIAGEN) suite & une digestion avec Psfl pour finalement étre
inséré au site Psfl des vecteurs p424GPD et p425GPD préalablement déphosphorylés,
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générant ainsi les constructions p424GPD/NBF-Norl et p425GPD/NBF-Nod.  Les
fragments NotI contenant les triples épitopes HA et c-myc provenant des vecteurs pMPY-
3xHA et pMPY-3xMYC ont été insérés au site NorI des constructions p424GPD/NBF-Norl
et p425GPD/NBF-Notl préalablement déphosphorylés pour ainsi générer les constructions
p424GPD/NBF-HA, p424GPD/NBF-MYC, p425GPD/NBF-HA et p425GPD/NBF-MYC.
Afin de pouvoir générer des formes complétes de Mas6 (Tim23) étiquetées avec les
triples épitopes HA et c-myc, les oligonucléotides MR279 (5’-CAATCATGTCGTG
GCTTTTTGG-3’) et MR280 (5’-GTTGCTCAGCGGCCGCTTTCAAGTAGTCTTTT
CTTG-3’) incorporant un site de restriction NofI unique en 5’ de MAS6 (souligné) ont €té
utilisés pour ami)liﬁer par PCR la région codante de MAS6 tout en insérant un site Nozl
pour le clonage ultérieur des triples épitopes HA et c-myc. La réaction de PCR a eu lieu
dans un volume final de 100 pl comprenant 10 pl de tampon 10X (100 mM KCI, 100 mM
(NH,),SO4, 200 mM Tris-HCI pH 8.75, 20 mM MgSO,, 1% Triton X-100 et 1000 mg/ml
BSA), 50 uM de dNTPs, 200 pmole de chaque oligonucléotide, 200 ng d’ADN génomique
provenant de la souche JPY201 et 2.5 unités d’ADN polymérase Pfu (Stratagene). Le
programme consistait en 31 cycles de 1 minute 2 94°C, 1 minute a 48°C et 3 minutes a
72°C avec une élongation finale de 6 minutes & 72°C. Un produit majeur d’environ 600 pb
correspondant au géne MAS6 a été purifié sur gel d’agarose aprés avoir transformé ces
extrémités en bouts francs avec ’ADN polymérase T4 et phosphorylées avec la
polynucléotide kinase (PNK). Le fragment résultant a été inséré au site Smal des vecteurs
p424GPD et p425GPD préalablement déphosphorylés pour générer les constructions
p424GPD/MAS6-Notl et p425GPD/MASG-Notl. Les fragments Notl contenant les triples
épitopes HA et c-myc ont été insérés au site Norl des constructions p424GPD/MAS6-Notl et
p425GPD/MAS6-Nofl ~ pour  générer les  constructions  p424GPD/MASG-HA,
p424GPD/MAS6-MYC, p425GPD/MAS6-HA et pA25GPD/MAS6-MYC.

2.14 Co-immunoprécipitations

Les expériences de co-immunoprécipitation ont été effectuées selon la méthode de
Shani et Vale (Shani et Valle, 1996). Ainsi, 200 pug (pour les DLA étiquetés) ou 500 ug
(pour les formes complétes d’Atm1 étiquetées) d’extraits protéiques totaux ont été incubés
sur glace durant 15 minutes dans 1 ml de tampon de solubilisation (1% Triton X-100, 150

mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM Tris-HC] pH 7.5, 1 mM PMSF, 2 pug/ml
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aprotinine, 3 pg/ml leupeptine et 3 pg/ml pepstatine). Les échantillons ont ensuite été
centrifugés 15 minutes a 4°C & 14000 x g pour se débarrasser du matériel non soluble. Le
surnageant a ensuite été incubé pour une période de 12-16 heures a 4°C avec une légere
agitation en présence de 100 pl de surnageant de culture d’hybridomes 12CAS5 (anti-HA)
ou 200 ul de surnageant de culture d’hybridomes 9E10 (anti-myc). Aprés une
centrifugation additionnelle de 5 minutes & 4°C 4 14000 x g, le surnageant a été incubé en
présence de 50 pl de Protéine A Sépharose© CL-4B (Pharmacia) pour une durée de 2
heures 4 4°C avec une légére agitation. Les billes de Protéine A Sépharose© CL-4B ont été
préparées selon les recommandations du manufacturier. Les billes ont ensuite été lavées
deux fois avec 1 ml de tampon A (0.1% Triton X-100, 0.02% SDS, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA pH 8.0, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM PMSF, 2 ug/ml aprotinine, 3 pug/ml
leupeptine et 3 pug/ml pepstatine), une fois avec du tampon final (150 mM NaCl, 5 mM
EDTA pH 8.0 et 50 mM Tris-HCI pH 7.5), resuspendues dans 40 pl de tampon Laemmli
(125 mM Tris pH 6.8, 20% glycérol, 4% SDS, 0.2% bleu de bromophénol et 572 mM B-
mercaptoéthanol) et incubées 10 minutes & 55°C. Les protéines liées aux billes ont été

soumises & une analyse de type Western comme décrit a la section 2.15.

2.15 Analyses de type Western

Les extraits protéiques totaux et les préparations de mitochondries ont €t€ dénaturés
et réduits suite & une incubation de 10 minutes & 55°C en présence de tampon Laemmli,
séparés par SDS-PAGE sur gels de 8-12% et transférés sur des membranes de
nitrocellulose (Bio-Rad) selon les recommandations du manufacturier. Les membranes de
nitrocellulose ont été incubées dans une solution de TBST (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150
mM NaCl et 0.05% Tween-20) contenant 5% de lait en poudre pour une heure a 25°C. La
solution de blocage a ensuite été retirée et une nouvelle solution de TBST contenant 5% de
lait en poudre et les anticorps primaires provenant des surnageants de cultures
d’hybridomes 12CAS5 (anti-HA, dilution 1:100) ou 9E10 (anti-myc, dilution 1:50) ou les
anticorps polyclonaux anti-Atml non purifiés (dilution 1:1000), anti-Atml purifiés
(dilution 1:500) et anti-PGK (obtenus de Josée Ash, Institut de recherche en biotechnologie,
Montréal, Canada, dilution 1:10000) ou I’anticorps monoclonal anti-Porin (Molecular
Probes, dilution 1:1000) a été utilisée. Aprés une 1égére agitation d’une heure & 25°C, les

membranes ont été lavées quatre fois 5 minutes dans du TBST avec une agitation
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vigoureuse. Les protéines reconnues par les anticorps ont été révélées a 1’aide du kit
commercial BM (BM Chemiluminescence Western Blotting, Boehringer Mannheim,
dilution 1:1000) ou & ’aide d’un anticorps secondaire anti-Ig de lapin (Bio-Rad, dilution
1:2000) ou anti-Ig de souris (Bio-Rad, dilution 1:2000) coupl€ a la phosphatase alkaline,

selon les recommandations du manufacturier.



CHAPITRE 3. RESULTATS

3.1 Construction d’une souche Aatmi viable

3.1.1 Utilisation de la technique du ‘plasmid shuffling’ pour étudier ATM1

L’étude d’un géne essentiel dans une souche haploide cause un probléme puisque
’absence de I’alléle sauvage se traduit par un phénotype non-viable. Une technique
appelée ‘plasmid shuffling’ est couramment utilisée pour surmonter ce probléme (Boeke et
al., 1987). Cette technique est basée sur I’échange de plasmides par contre-sélection de
plasmides URA3 en présence de 5-FOA (Boeke ef al., 1987). Le gene URA3 de S.
cerevisiae code pour I’enzyme orotidine-5-phosphate décarboxylase qui est requis pour la
biosynthése de 1’uracile (Bach ef al., 1979). Le produit de gene URA3 transforme le 5-FOA
en 5-fluorouracil, un produit toxique pour les cellules, les obligeant ainsi a perdre leur
plasmide URA3 de maniére & survivre et permettant donc la sélection des cellules ayant
perdu leur plasmide (Boeke ef al., 1987). Afin de pouvoir utiliser le ‘plasmid shuffling’
pour étudier ATM]I, nous avons premiérement dii exciser un allele d’4TMI dans une souche
diploide sauvage en utilisant un marqueur de sélection autre que URA3, soit HIS3 dans
notre cas (figure 2). Cette souche hétérozygote (ATMI1/Aatml) a ensuite été transformée
avec un plasmide centromérique portant une copie fonctionnelle d’ATMI ainsi que le
marqueur de sélection URA3 (figure 2). Les transformants Ura' ont ensuite été sporulés et
les tétrades résultantes disséquées dans le but d’isoler une spore haploide dans laquelle la
copie endogéne d’ATMI est excisée (datml) mais qui est capable de croitre grice a la
présence d’une copie fonctionnelle d’4TM1 portée par le plasmide URA3 (figure 2). Une
telle souche haploide viable peut étre transformée avec un plasmide LEUZ2 portant soit des
alléles mutés d’ATM], soit une banque d’ADN génomique provenant d’un autre organisme
dans le but d’identifier, suite a la contre-sélection du plasmide URA3 et a ’analyse du
phénotype associé au plasmide LEU2, des mutants d’ATM1, des suppresseurs intragéniques
ou extragéniques de différents mutants d’ATMI et des homologues d’4TMI chez d’autres

espeéces (figure 2).
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Figure 2. Représentation schématique de la technique du ‘plasmid shuffling’. Cette
technique est basée sur I’échange de plasmides par contre-sélection d’un plasmide URA3 en
présence d’acide 5-fluoroorotique (5-FOA).  Cette technique permet d’analyser le
phénotype associé a un géne porté par un plasmide LEUZ et peut étre utilisée dans le but
d’identifier des mutants ts, des homologues par complémentation fonctionnelle ou des

SUPPIesSeurs.
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3.1.2 Génération d’une souche hétérozygote ATM1/Aatm1

Afin d’exciser un des deux alldles ’ATM1 dans la souche diploide sauvage w303,
le plasmide pUC19/Aatml::HIS3 a 6t¢ construit et utilisé selon la méthode d’excision
génique en une étape décrite par Kaiser et al. (Kaiser et al., 1994). Pour ce faire, nous
avons premiérement amplifié par PCR le cadre de lecture ouvert complet d’ATMI (+1 a
+2085) (Leighton et Schatz, 1995b). Un produit majeur d’environ 2.1 kb correspondant a
ATMI a été obtenu et inséré dans le vecteur pUCI19 (Yanisch-Perron et al., 1985). Un
fragment EcoRV interne a ATM1 de 977 pb (+545 & +1522), codant pour les segments
transmembranaires TM3 a TM6 et le motif Walker A, a ensuite été remplacé par le
marqueur de sélection HIS3, générant ainsi la cassette d’excision pUC19/Aatml::HIS3.
I’introduction dans la souche W303 du plasmide pUC19/Aarml::HIS3, rendu linéaire suite
4 une digestion avec ’enzyme de restriction EcoR1, devrait générer des colonies His" ayant
été I’objet d’une recombinaison homologue entre I’aliele sauvage et la cassette d’excision
(figure 3A). Une digestion de I’ADN génomique d’un recombinant His* avec I’enzyme
EcoRI devrait donner lieu 2 des fragments diagnostiques de 6.5 kb pour 1’alléle sauvage et
de 7.5 kb pour I’alléle excisé puisque le fragment HIS3 introduit dans ATMI posséde une
taille de 1.9 kb comparativement au fragment EcoRV interne de 977 pb (figure 3A). Dans
le but de confirmer I’intégration de la cassette d’excision au bon locus, une analyse de type
Southern avec de I’ADN génomique d’un recombinant His" et de la souche sauvage W303
digéré avec EcoRI a été effectuée, utilisant comme sondes marquées au 32p 1e géne ATM1
pleine longueur amplifié par PCR et le marqueur de sélection HIS3. Nous avons observé,
comme prédit, la présence dans la souche W303 (ATMI/ATM]I) d’une bande intense de 6.5
kb correspondant aux deux alléles d’ATMI de type sauvage et la présence d’une bande de
6.5 kb et d’une bande de 7.5 kb dans le cas de la souche hétérozygote pour la délétion
(ATM1/Aatml::HIS3), confirmant ainsi la délétion d’un alléle 'ATMI dans la souche
hétérozygote (figure 3B, panneau de gauche). La bande de 7.5 kb est légérement moins
intense que celle de 6.5 kb, ce qui est probablement causé par la moins grande région
d’homologie entre la sonde ATMI et I'allele excisé ’ATMI (qui contient le marqueur de
sélection HIS3 i la place du fragment EcoRV interne d’ATMI) qu’entre la sonde ATM1 et
I’alléle de type sauvage (figure 3B, panneau de gauche). L’excision d’un allele d’ATM1
dans la souche hétérozygote (ATM1/Aatm]::HIS3) a également été confirmée avec la sonde

HIS3, puisque la bande 7.5 kb correspondant & I’allgle excisé est uniquement observée chez
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Figure 3. Délétion du géne ATMI dans la souche diploide W303 de S. cerevisiae. (A)
Représentation schématique du locus d’ATMI avant et aprés son excision. La taille (kb)
des fragments EcoRI attendus pour I’allele sauvage et 1’allele excisé est indiquée a droite.
(B) Analyse de type Southern avec de I’ADN génomique provenant de la souche sauvage
W303 et d’une souche hétérozygote pour la délétion d’ATM 1, digéré avec EcoRI et analysé
avec les sondes ATMI et HIS3 marquées au 32p  La taille (kb) des fragments détectés est

indiquée a gauche.
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la souche hétérozygote pour la délétion (figure 3B, panneau de droite). La bande de poids
moléculaire plus élevé hybridant avec la sonde HIS3 correspond au locus HIS3 endogene et
est présente dans les deux souches (figure 3B, panneau de droite). La souche hétérozygote
pour la délétion a été nommée LPY1 et a €t¢ utilisée tout au cours des expériences
ultérieures.
3.1.3 Isolement d’un fragment génomique contenant une copie sauvage d’ATM1

Afin d’obtenir une copie sauvage du géne ATMI contenant les régions 5° et 3’ non-
traduites requises pour son expression normale, nous avons criblé une banque d’ADN
génomique de S. cerevisiae construite dans le vecteur 20 YEp24 portant le marqueur de
sélection URA3 (Carlson et Botstein, 1982). La banque a été transformée dans la souche
JMS83 d’E. coli et les transformants ont été criblés en utilisant le fragment EcoRV interne
&’ATM1 comme sonde (figure 4B). Plusieurs clones hybridant fortement avec la sonde ont
&té isolés et caractérisés par cartographie avec des enzymes de restriction. L’un d’entre
eux, nommé Yep24-4a, possédait un insert d’environ 7.2 kb provenant du chromosome
XIII de S. cerevisiae et contenait le cadre de lecture ouvert complet d’ATM1I avec ses
régions 5° et 3’ non-traduites (figure 4A). Ce dernier contenait également en amont
d’ATM]I la partie 3° du géne PRPI2 et en aval la totalité¢ du gene ADE4 (figure 4A). Le
géne PRPI2 code pour une protéine membranaire localisée a la membrane interne des
mitochondries et impliquée dans la maturation des ARN tandis que le géne ADE4 code
pour une phosphoribosylpyrophosphate aminotransférase impliquée dans la biosynthése de
I’adénine (Mantsala et Zalkin, 1984; Thorsness et Fox, 1993). Deux fragments provenant
de I’insert du clone YEp24-4a ont été utilisés pour les expériences ultérieures. Le premier
fragment, nommé ATM1-4.8, provient d’une digestion EcoRI/HindlIII du plasmide Yep24-
4a. Ce fragment, d’une taille de 4.8 kb, contient le cadre de lecture ouvert complet
d’ATM]I, la partie 3° de PRPI2 et la partie 5° d’ADE4 (figure 4A). Le second fragment,
nommé ATMI-2.5, provient d’une digestion Ndel/Sacll du plasmide Yep24-4a. Ce
fragment d’une taille de 2.5 kb contient uniquement le cadre de lecture ouvert complet
d’ATM] et ses séquences 5° et 3’ non-traduites (figure 4B). Le fragment EcoRVHindIll

(ATM1-4.8) a été utilisé pour la majorité des expériences ultérieures.

3.1.4 Isolement et caractérisation d’une souche haploide viable Aatm 1

Dans le but d’obtenir une souche haploide viable dans laquelle la copie

chromosomique d’ATM1 est exciséc mais qui est capable de croitre grice a la présence
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Figure 4. Clonage d’un fragment d’ADN génomique de S. cerevisiae contenant le géne
ATMI. (A) Représentation schématique du locus d’ATM ] sur le chromosome XIII de
S.cerevisiae. Les cadres de lecture ouverts voisins d’ATM1, soient ADE4 et PRP12, sont
indiqués. L’insert provenant du clone YEp24-4a ainsi que les fragments EcoRI-HindIIl et
Ndel-Sacll utilisés lors de nos expériences sont également montrés avec leur taille
respective (kb) (B) Carte de restriction du cadre de lecture ouvert d’ATMI et de ses

séquences 5’et 3’ non-traduites.



49

qd 00S

| ¥ « _ _
Eumm 1PYN A7 1904 Ad0q 1P N s
G
N LWLV o (oM 572)
-« IPeS/RPPN
raav — ALY 1 (a1 8)
« - llPUIHIHo2T
—{___#3av — INLY — Ziddd (e
< | ep-FgdaA
— v3gy s LWLY — zlddd - X440
A_ < < OBISINOI9D S

\4



50

d’une copie fonctionnelle d’ATMI portée par un plasmide URAS3, nous avons transformé la
souche LPY1, hétérozygote pour I’excision d’ATMI, avec le plasmide pRS316/ATMI-4.8.
Ce dernier provient de 'insertion du fragment ATMI-4.8 dans le vecteur centromérique
pRS316 portant le marqueur de sélection URA3 (figure 4A). Un vecteur centromérique a
été utilisé dans le but de faciliter la perte des plasmides URA3, éliminant ainsi le bruit de
fond associé aux plasmides 2, présents en plusieurs copies dans les cellules, lors de la
contre-sélection sur 5-FOA (Boeke et al., 1987). Les transformants Ura® obtenus ont été
étalés sur un milieu contenant de I’acétate de potassium dans le but d’induire la sporulation
des cellules diploides. Des analyses microscopiques ont confirmé la présence de tétrades
aprés quelques jours d’incubation a température de la piéce. Plusieurs de ces tétrades ont
été disséquées et leur spores analysées. Une analyse détaillée de la tétrade 12 a démontré
que ses quatres spores ont la capacité de croitre sur milieu YPD ainsi que sur milieu SC-ura
dii 4 la présence du plasmide URA3 pRS316/ATM1-4.8 (figure 5). Deux spores (12-B et
12-D) sont His* indiquant qu’elles possédent P'alléle Aatml::HIS3 tandis que les deux
autres (12-A et 12-C) sont His’, indiquant qu’elles ont hérité de 1’allele d’ATMI de type
sauvage (figure 5). Les quatre spores sont Leu’, tout comme la souche parentale W303
(figure 5). Le type sexuel des spores a également €té€ déterminé montrant la présence de
deux spores de type sexuel a (12-A et 12-C) et deux spores de type sexuel o (12-B et 12-D)
(figure 5). La spore LPY1-12B a été utilisée pour les expériences ultérieures car elle
posséde & la fois l'allele excisée d’ATMI et le plasmide URA3 portant la copie
fonctionnelle d’ATMI et I’auxotrophie envers la leucine permettant le criblage subséquent

de mutants ts.

3.1.5 Utilisation de la souche LPY1-12B dans le systeme du ‘plasmid shuffling’

Dans le but de déterminer si la technique du ‘plasmid shuffling’ pouvait étre utilisée
afin d’entreprendre I’analyse fonctionnelle d’ATM1, nous avons transformé la souche
LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) avec les plasmides centromériques LEUZ
pRS315/ATMI-4.8, contenant le fragment EcoRVHindIll ATM1-4.8 provenant du plasmide
Yep24-4a, ou pRS315 comme contrdle. Les transformants Ura" Leu™ ont été striés sur
milieu SC-leu contenant ou non du 5-FOA. Nous remarquons qu’en présence de 5-FOA, la
souche possédant le plasmide pRS315/ATMI-4.8 est capable de croitre suite a la contre-
sélection du plasmide URA3 tandis que la souche transformée avec le vecteur seul

(pRS315) n’est pas viable (figure 6, panneau de gauche). Ceci démontre qu’en présence de
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Figure 5. Caractérisation de la tétrade 12. La souche LPY1 (ATM1/Aarml::HIS3) a été
transformée avec le plasmide pRS316/ATM1-4.8, les transformants sporulés et les tétrades
résultantes disséquées a 1’aide d’un micromanipulateur. Les spores individuelles provenant
de la tétrade 12 ont été caractérisées par rapport 2 leur capacité de croitre sur les milieux
YPD, SC-ura, SC-his et SC-leu. Leur type sexuel (MAT) a également ¢té déterminé selon

leur capacité de se conjuguer avec des levures de type sexuel connu.
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Figure 6. Contre-sélection sur I’acide 5-fluoroorotique (5-FOA) de plasmides URA3. La
souche LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) dans laquelle la copie
chromosomique d’ATM]I est excisée mais qui a la capacité de croitre grice a la présence
d’un plasmide contenant ATMI et le marqueur de sélection URA3 (pRS316/ATM1-4.8) a
été transformée avec les plasmides centromériques LEU2 pRS315 ou pRS315/ATMI-4.8.

Les transformants Ura® Leu™ ont été striés sur milieu SC-leu contenant (+5-FOA) ou pas (-
Y

5-FOA) du 5-FOA et ont été incubés pendant 3 jours a 30°C.
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5-FOA une copie fonctionnelle d’ATM1 portée par le plasmide LEUZ est requise pour
compenser la perte du plasmide pRS316/ATMI dans la souche LPY1 et donc que la contre-
sélection des plasmides URA3 s’effectue efficacement en présence de 5-FOA. En absence
de 5-FOA, la souche LPY1-12B est capable de croitre car elle contient toujours le plasmide
URA3 portant une copie fonctionnelle d’ATM I (figure 6, panneau de droite). Ces résultats
confirment que la souche LPY1-12B peut étre utilisée en ‘plasmid shuffling’ dans le but

d’effectuer une étude fonctionnelle d’ATM 1.

3.2  Production d’anticorps polyclonaux anti-Atm1

Des anticorps polyclonaux anti-Atml ont été produits dans le but de pouvoir
caractériser, au niveau protéique, les mutants ts d’Atml que nous avons isolés (section
3.3.3.2). Pour ce faire, une protéine de fusion possédant les 245 derniers acides aminés
d’Atm] insérés en phase avec la Glutathione-S-transférase (GST) a été purifiée et utilisée
pour immuniser des lapins. Puisqu’ATM]I est essentiel pour la croissance normale des
cellules et que, par conséquent, il n’est pas possible de préparer des extraits protéiques
provenant d’une souche Aarml comme contrdle négatif, nous avons été dans I"obligation de
confirmer la spécificité de notre anticorps polyclonal anti-Atml en comparant les niveaux
d’expression de la protéine reconnue par I’anticorps dans une souche de type sauvage et
dans une souche surexprimant Atml. Pour ce faire, des extraits protéiques totaux ou
enrichis en mitochondries provenant de la souche W303 transformée avec les plasmides
p425GPD ou p425GPD/ATMI ont été préparés. La présence du gene ATMI sous le
contrble du promoteur du géne codant pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GPD), un promoteur constitutif dix fois plus fort que celui de I’alchool déshydrogénase
(ADH), et ce dans un vecteur multicopie devrait résulter en un tres fort niveau d’expression
d’Atm1 (Mumberg et al., 1995). Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE sur
un gel de 10%, transférés sur une membrane de nitrocellulose et soumis a une analyse de
type Western avec 1’anticorps polyclonal anti-Atml. Dans les extraits cellulaires totaux
nous observons la présence de deux bandes, sous forme de doublet, de poids moléculaires
apparents de 69 kDa et de 64 kDa uniquement lorsqu’ATMI est surexprimé (p425/ATM1)
(figure 7). Ces deux bandes pourraient correspondre au précurseur (69 kDa) d’Atml et a sa
forme mature (64 kDa) étant donné qu’Atml posséde un signal de localisation a la
mitochondrie dans ses 53 premiers acides aminés, ce qui, aprés clivage de la séquence

signal, résulterait en une protéine mature ayant un poids moléculaire inférieur d’environ 6
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Figure 7. Production d’anticorps polyclonaux anti-Atm1l. 25 pg d’extraits cellulaires
totaux (Total) ou d’extraits enrichis en mitochondries (Mito) provenant de la souches W303
surexprimant (p425/ATM1) ou pas (p425) Atml ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel
de 10%, transférés sur une membrane de nitrocellulose et soumis & une analyse de type
Western avec un anticorps anti-Atm1 polyclonal non-purifié (dilution 1:1000). La position

des marqueurs de poids moléculaires connus (kDa) est indiquée a droite.
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kDa (Leighton et Schatz, 1995b). Les poids moléculaires prédits selon la séquence
peptidique pour le précurseur d’Atml et la forme mature sont de 77 kDa et de 70 kDa
respectivement, si I’on soustrait du poids moléculaire du précurseur le poids moléculaire
théorique des 53 premiers acides aminés (SWISS-PROT P40416). L’absence des bandes
dans Iextrait protéique total provenant de la souche ne surexprimant pas Atm1 (p425) nous
permet de confirmer la spécificité de notre anticorps envers Atml mais ¢galement de douter
de la capacité de ce dernier & détecter des niveaux endogénes d’Atml a partir d’extraits
cellulaires totaux. Dans les extraits enrichis en mitochondries ne surexprimant pas Atml
(p425), nous détectons la bande de 69 kDa et tres légérement celle de 64 kDa (pas visible &
]a figure 7 mais présente lors d’une exposition plus longue) tandis que les deux bandes sont
présentes 2 de haut niveaux dans les mitochondries de la souche surexprimant Atml
(p425/ATM1) (figure 7). Des études récentes ont démontré la présence d’un produit unique
spécifique 2 Atm1 d’environ 69 kDa dans des mitochondries purifices a partir d’une souche
sauvage (Kispal et al., 1997). Ceci suggere donc que le produit observé a 64 kDa serait
plutdt un produit de dégradation et non pas la forme mature d’Atml et que le précurseur
d’Atm1 n’est pas détectable sous les conditions utilisées. Finalement, il est important de
noter la présence d’un produit spécifique & Atml a environ 140 kDa qui pourrait
représenter un homodimére d’Atml ou un hétérodimere d’Atml avec une autre protéine
d’environ 70 kDa (figure 7). Des formes dimériques résistantes au SDS ont déja été
observées chez différentes protéines, par exemple chez le récepteur [3r-adrénergique
(Hebert et al., 1996). Globalement, ces résultats confirment la spécificité de notre anticorps
envers Atml mais démontrent également que ce dernier ne détecte pas les niveaux
endogénes d’Atml a partir d’extraits cellulaires totaux et difficilement les niveaux

endogénes d’ Atm1 a partir d’extraits enrichis en mitochondries.

3.3 Identification et caractérisation de mutants thermosensibles d’Atm1

3.3.1 Isolement de mutants thermosensibles

Nous avons utilisé la technique du ‘plasmid shuffling’ pour identifier des
mutations ts dans Atml (figure 2). Des banques d’alleles mutés d’ATMI portés par le
plasmide centromérique LEU2 pRS315, provenant soit d’une mutagénése de 20 heures a

37°C en présence d’hydroxylamine soit d’une mutagénése de 16 heures dans la souche
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Figure 8. Stratégie utilisée lors du criblage pour des mutations ts dans Atml. La souche
LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) a été transformée avec des banques d’all¢les
mutés d’ATM1 portés sur le plasmide pRS315, un vecteur centromérique ayant le marqueur
de sélection LEU2. Les transformants Ura" Leu® ont été sélectionnés, répliqués une
premiére fois sur milieu SC-leu contenant du 5-FOA et incubés & température permissive
(25°C) pour induire la perte du plasmide URA3. Les transformants ont ensuite €té répliqués
sur milieu SD-leu & température permissive (25°C) et le phénotype ts associé aux plasmides
LEU2 analysé A température permissive (25°C) et restrictive (35.5°C) dans le but

d’identifier des clones incapable de croitre uniquement a température restrictive.
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XL1-Red ont été transformées dans la souche haploide viable LPY1-12B (Aatml::HIS3
pRS316/ATM1-4.8). Une représentation schématique de la fagon dont le criblage a été
effectué est montrée (figure 8). Les transformants Ura™ Leu’ ont été répliqués sur milieu
SC-leu contenant du 5-FOA et incubés trois jours & température permissive (25°C) pour
induire la perte du plasmide pRS316/ATM1-4.8 portant la copie fonctionnelle ’ATMI.
Ces clones ont ensuite été répliqués sur milieu SC-leu et le phénotype associé aux
plasmides LEU2, contenant les alleles mutés d’ATM1, analysé i température permissive
(25°C) et & température restrictive (35.5°C) dans le but d’identifier des clones incapables de
croitre uniquement & température restrictive. Plusieurs clones ont ainsi été identifiés. Dans
le but de nous assurer que le phénotype ts était associé aux alléles mutés d’ATM portés par
les plasmides LEU2 pRS315/ATM1-4.8 mutés et non pas 2 un événement chromosomique
ou A une mutation ts ailleurs dans le plasmide, I’ADN génomique provenant de ces clones a
été préparé et utilisé pour transformer une souche d’E. coli pour ensuite en isoler les
plasmides. Seulement trois plasmides conférant un phénotype ts sur milieu YPD ont été
identifiés, soient les plasmides pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1, nous
permettant de nous assurer que le phénotype observé n’était pas dii & une mutation dans le
géne LEU2 du plasmide pRS315/ATMI-4.8. Les fragments Ndel-Sacll des plasmides
pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1, possédant le cadre de lecture ouvert
ainsi que le promoteur d’ATM I, ont €té clonés dans le plasmide pRS315. Ces constructions
ont ensuite été transformées dans la souche LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8)
et le phénotype ts analysé suite a la contre-sélection sur 5-FOA du plasmide
pRS316/ATM1-4.8 (figure 9). Nous remarquons que les mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1
sont incapables de croitre A température restrictive tandis que la présence d’un allele
sauvage d’ATM] sur le plasmide pRS315/ATM1 -4.8 (WT) permet la croissance des cellules
aux deux températures (figure 9). Il est intéressant de noter que le mutant ts247-1, a la
différence des mutants ts ts36-2 et ts111-1, semble réverter sur milieu SC-leu solide. Ces
résultats confirment que les mutations dans ATMI responsables du phénotype ts des
mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1 se trouvent bien dans les fragments Ndel-Sacll présents
dans les plasmides LEU2 pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1.
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Figure 9. Identification de mutants thermosensibles d’Atml. La souche LPY1-12B
(Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) a été transformée avec le plasmide pRS315/ATM1(Ndel-
Sacll) sauvage ou les plasmides pRS315/ts36-2(Ndel-Sacll), pRS315/ts111-1(Ndel-Sacll)
et pRS315/ts247-1(Ndel-Sacll). La perte des plasmides URA3 a été induite en présence de
5-FOA 2 température permissive (25°C) et les cellules ont ensuite &té striées sur milieu SC-
leu et les pétris incubés & température permissive (25°C) ou restrictive (35.5°C) durant trois

jours.



35.5°C

25°C

63




64

3.3.2 Identification des mutations dans ATMI responsables pour le phénotype

thermosensible

Dans le but d’identifier dans ATMI les mutations responsables du phénotype ts des
mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1, nous avons déterminé la séquence correspondant ala
région codante d’ATMI dans les plasmides pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et
pRS315/ts247-1. L’analyse de la séquence nucléotidique ’ATMI chez le mutant ts36-2 a
permis d’identifier une mutation unique changeant une guanine pour une adénine a la
position +1925, causant la substitution Ile642Asn dans la protéine résultante. Les
mutations changeant une thymidine pour une cytosine aux positions +350 et +1328 causant
respectivement les substitutions Leul17Pro et Phe443Ser chez la protéine résultante ont €té
identifiées chez le mutant ts111-1. En ce qui concerne le mutant ts247-1, les mutations
remplacant une cytosine par une thymidine a la position +1397 et une guanine pour une
adénine & la position +1451, causant respectivement les substitutions Ala466Val et
Arg484Lys chez la protéine de ce mutant, ont €té identifices. La présence d’une mutation
unique dans le mutant ts36-2 nous permet de conclure que la substitution Ile642Asn est
responsable du phénotype ts. Afin de déterminer laquelle des deux substitutions présentes
chez le mutant ts111-1, c’est-d-dire Leul 17Pro ou Phe443Ser, est reponsable du phénotype
ts, nous avons introduit indépendamment chacune des deux mutations dans une copie de
type sauvage d’ATMI. Pour ce faire, nous avons remplacé dans le plasmide
pRS315/ATM1-4.8 non-muté un fragment Stul-Pacl contenant la mutation N-terminale ou
un fragment Pacl-Nhel contenant la mutation C-terminale provenant du plasmide
pRS315/ts111-1 (figure 4B). Suite & la transformation de ces constructions dans la souche
LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) et I’analyse de leur phénotype ts par
‘plasmid shuffling’, nous avons déterminé que la mutation N-terminale était responsable du
phénotype ts (résultats non présentés). En ce qui concerne le mutant ts247-1, la proximité
des deux mutations (54 nucléotides) et 1’absence de sites de restriction permettant le sous-
clonage indépendant des deux mutations ne nous a pas permis de déterminer si une seule
des deux mutations ou si les deux mutations sont requises pour le phénotype ts. La position
dans Atm1 des substitutions causant le phénotype ts des mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1
est présenté i la figure 10. La substitutions Ile642Asn du mutant ts36-2 se retrouve a 36

résidus en aval du motif Walker B, la substitution Leul17Pro du mutant ts1 11-1 se trouve &
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Figure 10. Séquence peptidique et positions des mutations thermosensibles dans Atml.
La position des segments transmembranaires d’Atml a été déterminée en utilisant
1’algorithme TMpred (Hofmann et Stoffel, 1993) (TM1 a TM6). Les sites consensus
Walker A, Walker B et ‘Signature ABC’ ont été identifiés en utilisant le programme
MOTIFS (Genetic Computer Group, Madison, Wisc). Les résidus mutés sont encadrés.
Les mutations Ile642Asn chez le mutant ts36-2, Leull7Pro chez le mutant ts111-1 et
Alad66Val et Arg484Lys chez le mutant ts247-1 sont indiquées en blanc sur fond noir. Le
motif CPV est souligné. La sequence peptidique d’Atm1 a été obtenue de la banque de

données SWISS-PROT, numéro d’accession P40416.
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Iintérieur du premier segment transmembranaire et les substitutions Ala466Val et

Arg484Lys du mutant ts247-1 se retrouvent de chaque c6té du motif Walker A (figure 10).

3.3.3 Caractérisation des mutants thermosensibles

3.3.3.1 Courbes de croissance des mutants thermosensibles

Dans le but d’établir les caractéristiques de croissance des mutants ts36-2, ts111-1
et ts247-1, des courbes de croissance de ces derniers ainsi que de la souche sauvage ont été
tracées a température permissive (25°C) et a température restrictive (35.5°C). Pour ce
faire, la souche haploide viable LPY1-12B a été transformée avec les plasmides
pRS315/ATMI-4.8, pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1. Apres la contre-
sélection du plasmide pRS316/ATM1-4.8 en présence de 5-FOA, des cultures a saturation
des différents transformants Leu® poussés dans du milieu SC-leu & température permissive
ont été utilisées pour inoculer du milieu SC-leu & une DOggp initiale de 0.005 et ces
nouvelles cultures ont été incubées a température permissive et a température restrictive.
La densité optique a ensuite été mesurée a intervalles réguliers (figure 11). Les résultats de
cette expérience montrent que les mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1 ont une croissance
comparable & celle de la souche sauvage a température permissive (figure 11). A
température restrictive, les trois mutants sont incapables de croitre, tandis que la souche
sauvage démontre une croissance aussi rapide & température restrictive qu’a température
permissive, atteignant cependant une phase stationnaire légérement moins dense a 35.5°C
(figure 11). 1l est important de souligner que ces courbes de croissance ont été obtenues a
partir de cultures ayant une DOgqgp initiale de 0.005 puisque I’utilisation de DOggo plus
élevées, par exemple 0.1, ne permettait pas de mettre en évidence une différence de
croissance entre les mutants ts et la souche sauvage. Ces résultat suggerent que les mutants
ts36-2, ts111-1 et ts247-1 sont en mesure de croitre & température restrictive durant
quelques divisions cellulaires, soit entre quatre et sept divisions dépendant des mutants
(résultats non présentés). Il semble que I’apparition de révertants que nous avions observée
sur milieu solide avec le mutant ts247-1 (figure 9) ne soit pas détectable en milieu liquide.
En effet, méme suite & une incubation prolongée de 72 heures & température restrictive, il
n’y a pas d’augmentation significative de la DOgqp pour ce mutant (résultats non présentés).

L’apparition de révertants se traduirait par une augmentation drastique et rapide de la
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Figure 11. Courbes de croissance des mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1 et de la souche
sauvage (WT) & températures permissive (25°C) et restrictive (35.5°C). La souche LPY1-
12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) a été transformée avec le plasmide pRS315/ATM -
4.8 sauvage ou les plasmides pRS315/ts36-2, pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1. Apres la
contre-sélection des plasmides URA3 en présence de 5-FOA, 1a DOgq des cultures, diluées
4 une DOy initiale de 0.005, a été mesurée a intervalles réguliers. Ces courbes ont été
tracées en utilisant la moyenne de trois expériences indépendantes en duplicata. La

déviation standard ne dépassait jamais 18% de la valeur moyenne.
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densité optique. Cette différence pourrait étre due aux différentes conditions de croissance

présentes en milieu solide et celles présentes en milieu liquide.

3.3.3.2 Analyse des mutants thermosensibles au niveau protéique

Afin de caractériser les mutants ts d’Atml au niveau protéique, la souche haploide
viable LPY1-12B a été transformée avec les plasmides pRS315/ATM1-4.8, pRS315/ts36-2,
pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1. La contre-sélection du plasmide URA3
pRS316/ATMI-4.8 a été effectuée en présence de 5-FOA a température permissive. Des
cultures  saturation, dans du milieu contenant de 1’acide lactique comme source principale
de carbone dans le but de favoriser le développement de mitochondries et d’augmenter
ainsi Uenrichissement en mitochondries, ont été utilisées pour inoculer des volumes plus
grands du méme milieu (Daum et al., 1982). Ces cultures ont été incubées a température
permissive (25°C) et restrictive (35.5°C) et les cellules de ces derniéres utilisées pour
préparer des extraits enrichis en mitochondries. Des quantités égales de ces extraits ont
ensuite été séparées par SDS-PAGE sur un gel de 10% et transférées sur des membranes de
nitrocellulose. Une analyse de type Western utilisant 1’anticorps polyclonal anti-Atml
purifié a permis de mettre en évidence 1’absence marquée d’Atm] dans les mitochondries
des mutants ts & température restrictive tandis qu’a température permissive, les niveaux
4’ Atm1 sont semblables 2 ceux détectés dans la souche sauvage (figure 12). Un extrait
protéique total contenant & la fois Atml et Atml-HA a également été analysé, nous
permettant de confirmer que les deux bandes observées 4 69 kDa et 64 kDa dans les extraits
enrichis en mitochondries correspondent & Atm1 puisque dans 1’extrait protéique total, deux
bandes additionnelles de poids moléculaire légérement supérieur, dues a la présence du
triple épitopes HA, sont détectées. L’analyse avec un anticorps monoclonal anti-porin, une
protéine présente uniquement a la membrane externe des mitochondries, a servi de contrdle
démontrant que les préparations de mitochondries & température restrictive ne sont pas
dégradées (figure 12). Ainsi, I’absence d’Atm]1 dans les mitochondries des mutants ts36-2,
ts111-1 et ts247-1 & température restrictive n’est pas due a une dégradation non-spécifique
des protéines. De plus, un enrichissement d’environ dix fois en mitochondries entre les
préparations de mitochondries et I’extrait cellulaire total est observé. D’autre part,
I’analyse des échantillons avec un anticorps polyclonal anti-PGK, reconnaissant la protéine
cytosolique 3-phosphoglycérate kinase, montre que nos préparations de mitochondries,

quoiqu’enrichies en mitochondries comparativement 4 Dextrait cellulaire total, sont
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Figure 12. Analyse d’Atml dans les mitochondries a températures permissive (25°C) et
restrictive (35.5°C). La souche LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATMI-4.8) a été
transformée avec le plasmide pRS315/ATMI-4.8 ou les plasmides pRS315/ts36-2,
pRS315/ts111-1 et pRS315/ts247-1. Apres la contre-sélection des plasmides URA3 en
présence de 5-FOA, des extraits enrichis en mitochondries ont été préparés a partir de
cultures 2 températures permissive (25°C) et restrictive (35.5°C), séparés par SDS-PAGE
sur un gel 10% et transférés sur des membranes de nitrocellulose. Ces membranes ont
ensuite été soumises 2 une analyse de type Western avec un anticorps polyclonal anti-Atml
purifié (dilution 1:250) ou les anticorps monoclonaux anti-porin (dilution 1:1000) et anti-
PGK (dilution 1:10000). La taille (kDa) correspondant a des marqueurs de poids

moléculaires connus est indiquée a droite.
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toutefois contaminées par des quantités variables de protéines cytosoliques (figure 12).
Finalement, considérant & la fois l’enrichissement en mitochondries observé, le faible
niveau d’expression d’Atml lors de la préparation des mitochondries (sur un plasmide
centromérique sous son propre promoteur) et la faible affinité de notre anticorps anti-Atm1l
polyclonal, il ne nous a pas été possible de déterminer si I’absence d’Atml dans les
mitochondries & température restrictive est due a une localisation cytosolique ou a une

dégradation spécifique de la protéine mutante.

34  Atml forme des homodimeres
3.4.1 Constructions plasmidiques pour les expériences de co-immunoprécipitation

3.4.1.1 Stratégie utilisée pour les expériences de co-immunoprécipitation

Une analyse détaillée du génome complet de S. cerevisiae, utilisant ’algorithme
TBLASTN (Altschul ez al., 1990) avec des séquences de protéines ABC connues, nous a
permis de générer un dendrogramme comprenant toute les protéines ABC présentes chez S.
cerevisize. Cette analyse a révélé ’absence de partenaire possible avec qui le ‘demi-
transporteur’ Atm1 pourrait hétérodimériser, cela en comparaison avec les protéines Pxal
et Pxa2 (Patl et Pat2) qui hétérodimérisent (Shani et Valle, 1996) et les protéines Mdll et
MdI2 qui potentiellement forment des hétérodimeres (Dean ez al., 1994) et qui sont trés
proches de leur partenaire au niveau de la séquence peptidique (figure 13). Nous avons
donc émis I’hypothése qu’ Atm1 pourrait fonctionner sous forme d’homodimeéres, en accord
avec le modéle fonctionnel proposé pour les transporteurs ABC (Higgins, 1992) (voir
section 1.1.3.1). Afin de déterminer biochimiquement, par des expériences de co-
immunoprécipitation, si Atml forme des homodiméres, nous devions étre en mesure de
détecter spécifiquement deux formes de la méme protéine. Pour ce faire, nous avons décidé
d’insérer deux épitopes différents a I'extrémité C-terminale d’Atml, soit un épitope HA,
provenant de 1’hémagglutinine A du virus influenza (YPYDVPDYA) (Field et al., 1988)
soit un épitope c-myc provenant du proto-oncogene c-myc (EQKLISEEDL) (Evan et al.,
1985) pour lesquels il existe des anticorps monoclonaux commerciaux. Si Atml forme des
homodiméres, I’immunoprécipitation d’Atm1-HA avec un anticorps anti-HA, a partir d’un
extrait cellulaire contenant & la fois Atm1-HA et Atm1-MYC, devrait permettre de co-

immunoprécipiter Atm1-MYC, cette derniére pouvant étre détectée par une analyse de type
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Figure 13. Dendrogramme représentant la similarité entre Atml et les autres membres de
la super-famille des protéines ABC chez S. cerevisiae. Un alignement de séquences
multiples a été créé avec le programme PILEUP (Genetic Computer Group, Madison,
Wisc). La distance entre deux branches horizontales est inversement proportionnelle au
niveau de similitude entre les deux séquences protéiques correspondantes.  A:
Transporteurs des sous-classes N-(ABC-TMy)-C ou N-(ABC-TMg),-C;  B: Transporteurs
des sous-classes N-(TMg-ABC)-C or N-(TM¢-ABC),-C; C: Protéines ABC de la famille

des facteurs d’élongation.
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Figure 14. Etiquetage d’Atm1. Des épitopes HA (gris) et c-myc (hachurés) ont été insérés
en C-terminal d’une forme compléte d’Atm1 et d’une forme tronquée ne possédant que le
domaine de liaison & PATP (DLA). Ces formes étiquetées ont ét€ générées pour gtre
utilisées dans des expériences de co-immunoprécipitation (IPW). Théoriquement, s’il y a
présence d’homodimeres d’Atml, il sera possible en immunoprécipitant avec un anticorps
anti-MYC de co-immunoprécipiter la forme ATMI-HA qui sera détectable par analyse de
type Western avec un anticorps anti-HA. L’inverse est également possible, soit

immunoprécipiter avec un anticorps anti-HA et révéler avec un anticorps anti-MYC.
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Western du complexe immun avec un anticorps anti-MYC (figure 14). L’inverse est
également possible, c’est-d-dire que I’immunoprécipitation d’Atml-MYC avec un
anticorps anti-MYC devrait permettre de co-immunoprécipiter Atm1-HA, cette dernicre
pouvant étre détectée par une analyse de type western du complexe immun avec un
anticorps anti-HA (figure 14). Dans un premier temps, nous avons inséré par mutagénese
dirigée un site de restriction NofI unique immédiatement en amont du codon de terminaison
d’ATMI qui avait été préalablement cloné dans le vecteur pAlter—1©(pA1ter/ATM] )s
générant le plasmide pAlter/ATMI-Notfl. L’introduction d’un site Notl dans ATM1 inscre
trois acides aminés en C-terminal de la protéine, soient une arginine suivie d’une glycine et
d’une arginine. Des fragments d’ADN contenant la séquence codant pour trois épitopes
HA ou c-myc flanqués de sites de restriction Notl ont été isolés des plasmides pMPY-3xHA
et pMPY-3xMYC (Schneider er al., 1995) et insérés en phase avec ATM1 dans le plasmide
pAltet/ATM1-Notl, générant les plasmides pAlter/ATMI-HA et pAltet/ATMI-MYC. Les
fragments ATMI1-Notl, ATMI-HA et ATMI-MYC ont ensuite €t€ clonés dans les vecteurs
pRS424 (2u, TRPI) et pRS425 (2u, LEU2), générant ainsi les plasmides pRS424/ATM -
Nod, pRS424/ATMI-HA, pRS424/ATM1-MYC, pRS425/ATM1-Notl, pRS425/ATM1-HA
et pRS425/ATMI-MYC.

3.4.1.2 Les formes étiquetées d’Atm1 sont fonctionnelles

Afin de vérifier si les formes d’Atml étiquetées étaient fonctionnelles, nous avons
transformé les plasmides pRS424, pRS424/ATMI-HA, pRS424/ATMI-MYC,
pRS424/ATM 1-Notl, pRS425, pRS425/ATM1-HA, pRS425/ATM1-MYC et pRS425/ATM1-
Nod dans la souche LPY1-12B (Aatmli::HIS3 pRS316/ATM1-4.8). Les transformants ont
été sélectionnés sur milieu SC-ura-leu (série des plasmides pRS425) ou sur milieu SC-ura-
trp (série des plasmides pRS424) et ensuite striés sur milieu SC-leu ou SC-trp contenant du
5-FOA. Nous avons pu observer qu’aprés la perte du plasmide URA3 contenant la copie
fonctionnelle d’ATMI (pRS316/ATM1-4.8), les différentes formes d’Atml contenant le
triple épitope HA, le triple épitope c-myc ou uniquement le site de restriction Notl
permettent de compenser pour la perte d’Atml (figure 15). Par ailleurs, le vecteur seul
n’est pas capable de compenser pour I’absence d’Atml, confirmant que les formes
étiquetées présentes sur les plasmides pRS424 et pRS425 sont responsables de la
complémentation (figure 15). Ces résultats indiquent donc que I’introduction dans Atml

d’un site NorI ou des triples épitopes HA et c-myc n’altére pas sa fonction. De plus, ces
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Figure 15. Les formes étiquetées d’Atm1 pleine longueur sont fonctionnelles. La souche
LPY1-12B (Aatml::HIS3 pRS316/ATM1-4.8) a été transformée avec les plasmides pRS424
(2u, TRPI), pRS424/ATMI-HA, pRS424/ATMI-MYC, pRS424/ATMI -Notl et les
plasmides pRS425 (2, LEU2), pRS425/ATMI-HA, pRS425/ATMI-MYC et
pRS425/ATM1-Not. Les transformant Ura* Leu® ou Ura” Trp” ont été sélectionnés et striés

sur milieu SC-leu ou SC-trp contenant du 5-FOA et incubés 3 jours a 30°C.
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résultats indiquent que la surexpression d’Atml a partir d’un vecteur 2u n’affecte pas la
croissance des cellules (figure 15). La démonstration que les formes étiquetées d’Atml
sont fonctionnelles suggére qu’elles sont correctement localisées a la membrane interne de
la mitochondrie et qu’elles sont donc adéquates pour les expériences de co-

immunoprécipitation.

3.4.1.3 Construction d’un contrdle pour démontrer la spécificité de interaction

Afin de s’assurer que la co-immunoprécipitation potentiellement observée ne serait
pas due & une interaction non-spécifique causée par la surexpression des formes €tiquetées
d’Atm] sur des plasmides 2y, nous avons décidé d’utiliser la protéine Mas6 (Tim23) de S.
cerevisiae comme contrdle. Tout comme Atm1, Mas6 est localisée a la membrane interne
des mitochondries et posséde plusieurs segments transmembranaires prédits (Bauer et al.,
1996). Pour ce faire, nous avons amplifié le cadre de lecture ouvert de Mas6 par PCR en
utilisant deux oligonucléotides dont 1'un incorporait un site de restriction Notl unique en 3’
(voir section 2.13). Le produit de PCR a été inséré dans les vecteurs p424GPD (2p, TRPI)
et p425GPD (2u, LEU2) sous le contrdle du promoteur du géne de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GPD) dans le but d’assurer un haut niveau d’expression de la
protéine, générant ainsi les plasmides p424GPD/Mas6-Nofl et p425GPD/Mas6-Notl
(Mumberg et al., 1995). Des fragments d’ADN contenant la séquence codant pour les
triples épitopes HA ou c-myc flanqués de sites de restriction Notl ont ensuite été insérés en
phase avec Mas6, pour générer les plasmides p424GPD/Mas6-HA, p424GPD/Mas6-MYC,
p425GPD/Mas6-HA et p424GPD/Mas6-MYC.

3.4.1.4 Les protéines étiquetées sont correctement exprimées

Nous avons ensuite voulu vérifier si les protéines Atml et Mas6 étiquetées avec les
épitopes HA et c-myc étaient bien exprimées. Pour ce faire, la souche LPY1-12B
(Aatml1::HIS3 pRS316/ATMI-4.8) a été co-transformée avec les plasmides pRS424/Atm]l-
HA et pRS425/Atm1-MYC, pRS424/Atml1-Notl et pRS425/Atm1-MYC, pRS424/Atml-
HA et pRS425/Atml1-Notl, p424GPD/Mas6-HA et pRS425/Atm1-MYC et également
pRS424/Atm1-HA et p425GPD/Mas6-MYC. Les transformants Ura* Leu® Trp™ ont été
sélectionnés et la perte du plasmide URA3 pRS316/ATMI-4.8 induite en présence de 5-

FOA. Les doubles transformants Leu* Trp* ont été cultivés en milieu sélectif et des extraits
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Figure 16. Les formes étiquetées d’Atml et de Mas6 sont exprimées. 60 pg d’extraits
protéiques totaux provenant de la souche LPY1-12B (Aatml ::HIS3 pRS316/ATM1-4.8)
transformée soit avec les plasmides pRS424/Atml-HA et pRS425/Atm1-MYC,
pRS424/Atm1-Notl et pRS425/Atm1-MYC, pRS424/Atml-HA et pRS425/Atm1-Notl,
p424GPD/Mas6-HA et pRS425/Atm1-MYC et finalement pRS424/Atml-HA et
p425GPD/Mas6-MYC ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel 10%, transférés sur des
membranes de nitrocellulose et soumis & une analyse de type Western avec un anticorps
anti-HA et un anticorps anti-MYC. La taille (kDa) correspondant a des marqueurs de poids
moléculaires connus est indiquée A droite tandis que les bandes correspondant a Atml et a

Mas6 sont indiquées a gauche.
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cellulaires totaux de ces cultures ont été préparés. Des quantités égales de protéines
provenant de chacun de ces extraits ont ensuite €t€ séparées sur gel en duplicata, transférées
sur des membranes de nitrocellulose et analysées en Western avec un anticorps anti-HA
(figure 16, panneau de gauche) et un anticorps anti-MYC (figure 16, panneau de droite).
Les résultats de cette expérience montrent que i) la souche transformée avec pRS424/Atml-
HA et pRS425/Atm1-MYC exprime & la fois Atml-HA et Atm1-MYC au poids
moléculaire attendu d’environ 69 kDa (figure 16, lignes 1 et 6); ii) dans la souche
transformée avec pRS424/Atm1-Nof et pRS425/Atm1-MYC nous détectons uniquement la
forme Atml-MYC (figure 16, lignes 2 et 7); iii) dans la souche transformée avec
pRS424/Atm1-HA et pRS425/Atm1-Notl nous détectons uniquement Atml-HA (figure 16,
lignes 3 et 8); iv) la souche transformée avec p424GPD/Mas6-HA et pRS425/Atm1-MYC
exprime 2 la fois Atm1-MYC et Mas6-HA au poids moléculaire attendu d’environ 28 kDa
(figure 16, lignes 4 et 9) et v) la souche transformée avec pRS424/Atml-HA et
p425GPD/Mas6-MYC exprime a la fois Atml-HA et Mas6-MYC (figure 16, lignes 5 et
10). Ces résultats démontrent que les protéines €tiquetées sont exprimées correctement et
ce, A des niveaux facilement détectables par analyse de type Western. Par conséquent, les
souches exprimant les différentes combinaisons de protéines étiquetées sont adéquates pour

entreprendre les expériences de co-immunoprécipitation.

3.4.2 Co-immunoprécipitations

3.4.2.1 Co-immunoprécipitations des formes étiquetées d’Atml

Des extraits protéiques totaux provenant de souches surexprimant Atml-HA et
Atm1-MYC, Atml-Nofl et Atm1-MYC, Atml-HA et Atml-Notl, Mas6-HA et Atm1-MYC
ou Atml-HA et Mas6-MYC ont été préparés et utilisés dans des expériences de co-
immunoprécipitation. Ces extraits protéiques ont €t€ soumis, aprés solubilisation avec un
détergent non-ionique, & une immunoprécipitation soit avec un anticorps anti-HA, soit avec
un anticorps anti-MYC. Les complexes immuns ont ensuite €té récoltés a I’aide de billes
de Protéine A Sépharose, séparés sur gel en duplicata, transférés sur des membranes de
nitrocellulose et analysés en Western avec un anticorps anti-HA et un anticorps anti-MYC
(figure 17). Nos résultats démontrent qu’en immunoprécipitant un extrait cellulaire total
contenant i la fois Atm1-HA et Atm1-MYC avec un anticorps anti-MYC, nous sommes

capables de détecter en Western la forme Atml-MYC avec un anticorps anti-MYC mais
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également la forme Atm1-HA avec un anticorps anti-HA (figure 17, ligne 2). Ces résultats
démontrent donc la présence d’homodiméres Atm1-HA/Atm1-MYC, probablement via une
interaction physique directe entre les deux formes étiquetées d’Atml. Cependant, en
immunoprécipitant un extrait cellulaire contenant & la fois Atml-HA et Atm1-MYC avec
un anticorps anti-HA, nous ne sommes pas en mesure de détecter par analyse de type
Western, la forme Atm1-MYC. Puisque nous sommes capables d’immunoprécipiter la
forme Atml-HA en utilisant un anticorps anti-HA (figure 17, lignes 2 et 7), il est possible
que I’épitope HA ne puisse pas étre immunoprécipité sous forme de dimere Atml-
HA/Atm1-MYC, n’étant pas accessible 4 I’anticorps anti-HA. L’épitope c-myc de son coté
serait accessible sous forme de dimére Atm1-HA/Atm1-MYC et ainsi immunoprécipitable
avec un anticorps anti-MYC.

Afin de confirmer que I’interaction physique observée entre Atml-HA et Atml-
MYC est spécifique et non pas due a une interaction non-spécifique entre Atm1-HA et les
IgG ou les billes de Protéine A Sépharose, nous avons immunoprécipité un extrait cellulaire
contenant  la fois Atm1-HA et Atm1-NotI avec un anticorps anti-MYC, a titre de contrdle
négatif. Une analyse de type Western du complexe immun avec un anticorps anti-HA ne
nous permet pas de détecter la forme Atml-HA et confirme ainsi la spécificité de
'interaction observée entre Atm1-HA et Atm1-MYC (figure 17, ligne 3). D’autre part, afin
de nous assurer que I’interaction observée entre Atm1-HA et Atm1-MYC n’est pas due i) a
I’immunoprécipitation non-spécifique de la membrane interne des mitochondries avec
I’anticorps anti-MYC, qui indirectement permettrait de détecter la forme Atml-HA en
absence d’interaction physique entre les deux protéines; ii) a I'interaction entre deux
protéines hydrophobes possédant plusieurs segments transmembranaires ou iii) a la
surexpression des formes étiquetées d’Atm1 sur des plasmides 2j4, nous avons effectué des
immunoprécipitations sur des extraits cellulaires totaux contenant a la fois Atml-HA et
Mas6-MYC ou Atm1-MYC et Mas6-HA. Suite & I’'immunoprécipitation de ces extraits
avec soit un anticorps anti-HA, soit un anticorps anti-MYC, une analyse de type Western
des complexes immuns ne nous a pas permis de détecter une co-immunoprécipitation entre
Atm1-HA et Mas6-MYC ou Atm1-MYC et Mas6-HA (figure 17, lignes 5-8). Ces résultats
confirment A nouveau la spécificité de I’interaction observée entre Atml-HA et Atml-
MYC (figure 17, ligne 2). Cependant, il est vrai qu’avec les conditions de co-
immunoprécipitation utilisées, que Mas6 ne semble pas &tre immunoprécipitée aussi

efficacement que les formes étiquetées d’ Atm1 avec chacun des deux anticorps (figure 17,
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Figure 17. Co-immunoprécipitation des formes complétes d’Atml. Des extraits
protéiques totaux provenant de souches surexprimant Atm1-HA et Atml-MYC, Atml-HA
et Atm1-Nofl, Atm1-Nofl et Atm1-MYC, Atml-HA et Atml-Nozl, Mas6-HA et Atml-
MYC ou Atml-HA et Mas6-MYC ont été utilisés dans des expériences de co-
immunoprécipitation. Les extraits protéiques (500 pg) ont été soumis, apres solubilisation,
3 une immunoprécipitation avec un anticorps anti-HA ou un anticorps anti-MYC, tel
qu’indiqué au bas de la figure. Les complexes immuns ont €té récoltés a 1’aide de billes de
Protéine A Sépharose, séparés par SDS-PAGE sur un gel 10%, transférés sur des
membranes de nitrocellulose et analysés par Western avec un anticorps anti-HA et un
anticorps anti-MYC, tel qu’indiqué a gauche. La position des marqueurs de poids
moléculaires connus (kDa) est indiquée 4 gauche tandis que les bandes correspondant a

Atm1, Mas6 et aux différentes chaines d’immunoglobulines (IgG) sont indiquées a droite.
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lignes 5 et 8). Par-contre, Mas6 est aussi facilement détectable qu’Atml en Western,
suggérant qu’elle est exprimée & des niveaux similaires dans les extraits utilisés (figure 16)
et donc, avec les quantités d’ Atm1 qui ont été immunoprécipitées (figure 17, lignes 6et7),
s’il y avait présence d’une interaction non-spécifique entre Atml et Mas6, nous aurions été
en mesure de la détecter suite & une analyse de type Western. Globalement, ces résultats
démontrent une interaction physique spécifique entre Atml-HA et Atml-MYC, ce qui
concorde avec le modéle fonctionnel des ‘demi-transporteurs’ ABC selon lequel ces
derniers doivent dimériser afin d’étre fonctionnels (Higgins, 1992). Ces résultats
constituent la premiére démonstration biochimique qu’un ‘demi-transporteur’ ABC a la

capacité d’homodimériser.

3.4.2.2 Co-immunoprécipitations de la partie C-terminale d’Atm1

Dans le but de déterminer quel(s) domaine(s) d’ Atm1 médie(nt) I’homodimérisation
observée avec les formes étiquetées complétes, nous avons construit des plasmides
exprimant seulement les DTM ou les DLA d’Atml étiquetés avec les triples épitopes HA et
c-myc. Pour ce faire, nous avons amplifié par PCR la région d’ATMI codant pour le DTM
(résidus 1 & 395) et la région codant pour le DLA (résidus 396 a 690) d’Atml en utilisant
deux oligonucléotides dont ’un incorporait un site de restriction Norfl unique en 3’. Ces
produits de PCR ont été clonés dans les vecteurs p424GPD (2u, T. RPI) et p425GPD (2,
LEU2) sous le contrdle du promoteur du géne de la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GPD), générant les plasmides p424GPD/DLA-Notl, p425GPD/DLA-Notl,
p424GPD/DTM-Nod et p425GPD/DTM-Nofl. Des fragments d’ADN codant pour les
triples épitopes HA ou c-myc flanqués de sites de restriction Nozl ont ensuite €té€ insérés en
phase avec le DTM ou le DLA, générant les plasmides p424GPD/DLA-HA,
p424GPD/DLA-MYC, p425GPD/DLA-HA, p425GPD/DLA-MYC, p424GPD/DTM-HA,
p424GPD/DTM-MYC, p425GPD/DTM-HA et p425GPD/DTM-MYC. La souche LPY1-
12B  (Aatml::HIS3 pRS316/ATMI-4.8) a été co-transformée avec les plasmides
p424GPD/DLA-HA et p425GPD/DLA-MYC, p424GPD/DLA-HA et p425GPD/DLA-Notl,
p424GPD/DLA-Notl et p425GPD/DLA-MYC, p424GPD/DTM-HA et p425GPD/DTM-
MYC, p424GPD/DTM-HA et p425GPD/DTM-Noil et également p424GPD/DTM-Notl et
p425GPD/DTM-MYC. Les transformants Ura® Leu" Trp" ont ¢té sélectionnés et la perte du
plasmide URA3 pRS316/ATMI-4.8 a ét€ induite en présence de 5-FOA. Les doubles

transformants Leu® Trp* ont été cultivés en milieu sélectif et des extraits cellulaires totaux
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Figure 18. Les domaines de liaison a 'ATP d’Atml étiquetés sont exprimés. 25 ug
d’extraits protéiques totaux provenant de la souche LPY1-12B (Aatml1::HIS3
pRS316/ATM1-4.8) transformée avec les  plasmides p424GPD/DLA-HA et
p425GPD/DLA-MYC, p424GPD/DLA-HA et p425GPD/DLA-Noid et également
p424GPD/DLA-Notl et p425GPD/DLA-MYC ont €té séparés par SDS-PAGE sur un gel
10%, transférés sur des membranes de nitrocellulose et analysés en Western avec un
anticorps anti-HA et un anticorps anti-MYC. La position des marqueurs de poids
moléculaires connus (kDa) est indiquée a droite tandis que les bandes correspondant aux

DLA d’Atml sont indiquées a gauche.
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de ces cultures ont été préparés. Des quantités égales de protéines provenant de chacun de
ces extraits ont été séparées sur gel en duplicata, transférées sur des membranes de
nitrocelluloses et analysées en Western avec un anticorps anti-HA (figure 18, panneau de
gauche) et un anticorps anti-MYC (figure 18, panneau de droite). Les résultats de cette
expérience montrent que i) la souche transformée avec p424GPD/DLA-HA et
p425GPD/DLA-MYC exprime a la fois DLA-HA et DLA-MYC au poids moléculaire
attendu d’environ 28 kDa (figure 18, lignes 1 et 4); ii) la souche transformée avec
p424/DLA-HA et p425/DLA-Notl exprime uniquement la forme DLA-HA (figure 18,
lignes 2 et 5) et iii) la souche transformée avec p424/DLA-Nofl et p425GPD/DLA-MYC
exprime uniquement la forme DLA-MYC (figure 18, lignes 3 et 6). Ces résultats
démontrent que les DLA étiquetés sont exprimés correctement et ce, a des niveaux
facilement détectables par analyse de type Western. Malheureusement, les DTM étiquetés
ne sont pas détectables au niveau protéique, quoique de forts niveaux d’ARN soient
détectés par analyse de type Northern et n’ont, par conséquent, pas pu étre utilisés dans les
expériences de co-immunoprécipitation (résultats non présentés). Ceci pourrait &tre causé
par des mutations introduites lors de la réation de PCR menant a des protéines tronquées
n’ayant pas 1’épitope HA ou MYC ou bien a une version peptidique étiquetée instable. Les
extraits protéiques exprimant les différentes combinaisons de DLA étiquetés ont été soumis
4 une immunoprécipitation et les complexes immuns récoltés et analysés en Western, de la
méme facon qu’avec les formes completes d’Atml (section 3.4.2.1). Nos résultats
démontrent qu’en immunoprécipitant un extrait cellulaire contenant a la fois DLA-HA et
DLA-MYC avec un anticorps anti-MYC, nous sommes capable de détecter dans
I’immunoprécipité la forme DLA-MYC mais également la forme DLA-HA (figure 19,
ligne 2). Ceci suggére qu’il y a présence d’homodiméres DLA-HA/DLA-MYC,
probablement via une interaction physique directe entre les deux formes étiquetées du
DLA. Encore une fois cependant, en immunoprécipitant un extrait cellulaire contenant & la
fois DLA-HA et DLA-MYC avec un anticorps anti-HA, nous n’arrivons pas a détecter la
forme Atm1-MYC en analyse de type Western avec un anticorps anti-MYC (figure 19,
ligne 1). Ceci pourrait €tre a nouveau attribuable au fait que 1I’épitope HA ne puisse pas
étre immunoprécipité sous forme de dimere DLA-HA/DLA-MYC, n’étant pas accessible a
’anticorps anti-HA. L’immunoprécipitation d’un extrait cellulaire exprimant & la fois
DLA-HA et DLA-NotI avec un anticorps anti-MYC ne nous permet pas de détecter la

forme Atml-HA suite 2 une analyse de type Western avec un anticorps anti-HA de
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Figure 19. Co-immunoprécipitation du DLA d’Atml. Des extraits protéiques totaux
provenant de souches surexprimant soit DLA-HA et DLA-MYC, DLA-HA et DLA-Notl ou
DLA-Nof et DLA-MYC ont été utilisés dans des expériences de co-immunoprécipitation.
Les extraits protéiques (200 pg) ont &té soumis, apres solubilisation, a une
immunoprécipitation avec un anticorps anti-HA ou un anticorps anti-MYC, tel qu’indiqué
au bas de la figure. Les complexes immuns ont été récoltés a I’aide de billes de Protéine
A©Sépharose, séparés par SDS-PAGE 8%, transférés sur des membranes de nitrocellulose
et analysés par Western avec un anticorps anti-HA et un anticorps anti-MYC, tel
qu’indiqué a gauche de la figure. La position des marqueurs de poids moléculaires connus
(kDa) est indiquée 2 gauche tandis que les bandes correspondant au DLA d’Atml et aux

différentes chafnes d’immunoglobulines (IgG) sont indiquées a droite.
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I’'immunoprécipité, confirmant ainsi la spécificité de I'interaction observé entre DLA-HA
et DLA-MYC (figure 19, ligne 3). Globalement, ces résultats confirment qu'Atml a la
capacité de former des homodiméres et que son DLA est, du moins en partie, impliqué dans

cette interaction.



CHAPITRE 4. DISCUSSION

4.1 Structure et fonction d’Atm1: mise a jour

La protéine Atml de S. cerevisiae représente le seul transporteur ABC identifi¢
jusqu’a présent qui est essentiel pour la survie de la cellule (Leighton et Schatz, 1995b).
Atm1 est membre d’un sous-groupe de transporteurs ABC qui inclut, entre autres, les P-
glycoprotéines impliquées dans la résistance des cellules aux agents anticancéreux
(Michaelis et Berkower, 1995). Le caractére essentiel d’Atml procure un phénotype
avantageux pour effectuer une analyse des relations structure-fonction qui existent chez ce
transporteur. Les informations obtenues sur Atm1 pourraient également nous permettre de
mieux comprendre la structure et la fonction des autres membres du sous-groupe de

transporteurs auquel appartient Atml.

4.1.1 Analyse de la séquence peptidique d’Atm1

Nous avons effectué¢ une étude détaillée de la séquence d’Atml, une telle étude
n’ayant pas ¢té publiée lors du clonage d’ATMI (Leighton et Schatz, 1995b). Le géne
ATM]I code pour une protéine de 690 acides aminés ayant un poids moléculaire prédit,
avant le clivage du signal de localisation mitochondrial, de 77.5 kDa (SWISS-PROT
P40416) et un point isoélectrique de 10.42, calculé a 'aide du programme ISOELECTRIC
(Genetic Computer Group, Madison, Wisc). La protéine Atml posséde une structure
caractéristique d’un sous-groupe de transporteurs ABC dont la conformation est de type N-
(TM-ABC)-C ou N-(TMg-ABC),-C (figures 1 et 10) (Michaelis et Berkower, 1995).
L’algorithme TMpred (Hofmann et Stoffel, 1993) prévoit avec une forte probabilit¢ six
segments transmembranaires dans la partie N-terminale d’Atml; leur position dans la
protéine est illustrée a la figure 10 (TM1-TM6). Le domaine C-terminal est hydrophile et
comprend les motifs Walker A, Walker B (Walker ef al., 1982) et la ‘Signature ABC’
(PROSITE, entrée PS00211) (Bairoch, 1992). Le motif Walker A d’Atm] a comme
séquence GSSGSGKS (positions 469 a 476) qui correspond exactement a la séquence
consensus GxxGxGKS/T (Walker ef al., 1982) (figure 10). Le motif Walker B a comme
séquence RVLLKNARIMFFDEATSALD (positions 586 & 605) qui concorde également
avec le consensus Rx5.5@0O@D, ou O représente un acide aminé hydrophobe, suivi de la
séquence EATSALD (en caractéres gras) qui est hautement conservée chez le sous-groupe

de transporteurs ABC dont Atm]1 fait partie (Michaelis et Berkower, 1995). La ‘Signature



96

ABC’ ISGGE (positions 574 a 578) est présente entre les motifs Walker A et Walker B
mais diverge de la séquence consensus LSGGQ par la présence d’une isoleucine et d’un
acide glutamique (soulignés) au lieu d’une leucine et d’une glutamine (soulignées) (figure
10) (PROSITE, entrée PS00211) (Bairoch, 1992). Un motif Cys-Pro-Val (CPV) est présent
dans le signal de localisation mitochondrial (positions 7 a 9) (figure 10). 1I a été démontré
qu’un tel motif a la capacité de lier I'héme et qu’il est impliqué dans la régulation de
I’activité transcriptionnelle de Hap1 ainsi que dans la régulation de la localisation de la d-
aminolevulinate synthase 4 la mitochondrie (Zhang et Guarente, 1994; Lathrop et Timko,
1993; Fytlovich et al., 1993). Ce motif pourrait donc également étre impliqué dans le
contrdle de la localisation mitochondriale d’Atm1 ou dans la régulation de sa fonction.
Nous avons effectué des recherches dans différentes bases de données dans le but
d’identifier les transporteurs ABC partageant une forte homologie de séquence avec Atml.
Des analyses utilisant 1’algorithme TBLASTN (Altschul ez al., 1990) nous ont permis
d’identifier deux protéines fortement homologues 2 Atml, encodées par des genes présents
sur les clones d’ADN génomique AJ003004 et Z99168 provenant respectivement de Rattus
norvegicus et S. pombe (Tableau 2). Ces protéines possédent respectivement 62% et 47%
de similitude et 52% et 36% d’identité avec Atml. De plus, deux protéines fortement
homologues & Atml ont été identifiées, soit la protéine murine mABC7 (Genbank U43892)
(Savary et al., 1997) et la protéine humaine hABC7 (Shimada et al., 1998) qui possedent
respectivement 57% et 50% d’identité avec Atm1 et 92% d’identité entre elles. Ces quatre
protéines pourraient étre les orthologues d’Atml considérant I’homologie beaucoup plus
grande existant entre Atm1 et ces dernic¢res comparativement aux autres protéines présentes
dans le Tableau 2. La fonction biologique et la localisation sub-ellulaire de ces protéines
n'ont cependant pas encore été caractérisées. Il serait donc intéressant d’évaluer si
’homologie retrouvée au niveau de la séquence protéique et de la structure chez ces
protéines se traduit en une homologie de fonction. Pour ce faire, nous pourrions déterminer
la capacité de ces quatre protéines & compenser pour I’absence d’Atml en utilisant le
systéme de ‘plasmid shuffling’ que nous avons mis au point. Atml possede également une
forte homologie avec les protéines Hmtl, HlyB et pfindr2 de P. falciparum mais a un
niveau plus bas qu’avec celles encodées par les génes présents sur les clones 799168 et
AJ003004 et les protéines hABC7 et mABC7 (Tableau 2). Les moitiés N-terminales et C-

terminales de la P-glycoprotéine humaine (MDRI1) et de Ste6 et aussi les protéines
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Tableau 2. Pourcentages d’identité et de similitude entre Atml et ses plus proches
homologues. Les pourcentages de similitude, c’est-a-dire les résidus identiques et les
résidus conservés, et les pourcentages d’indentité entre Atml et ses plus proches
homologues ont été calculés en utilisant le programme GAP (Genetic Computer Group,
Madison, Wisc). Les séquences peptidiques utilisées sont celles d’Atm1 de S. cerevisiae
(SWISS-PROT P40416), celle traduite d’un clone génomique de S. pombe (Genbank
799168), celle traduite d’un clone génomique de M. musculus (Genbank U43892), celle
traduite d’un clone génomique de R. norvegicus (Genbank AJ003004), d’Hmtl de S. pombe
(SWISS-PROT Q02592), de pfindr2 de P. falciparum (Genbank PFU04640), d’HlyB d’E.
coli (SWISS-PROT P40416), de MDR1 d’H. sapiens (SWISS-PROT P08183) et de Ste6,
MdI1 et Md12 de S. cerevisiae (SWISS-PROT P12866, P33310 et P33311, respectivement).



Tableau 2. Pourcentages d’identité et de similitude entre Atm] et ses plus proches

homologues.
Protéine Organisme % de similitude % d’identité
799168 S. pombe 52
hABC7 H. sapiens 49
mABC7 M. musculus 46
AJ003004 R. norvegicus 36
Hmtl S. pombe 32
pfmdr2 P. faciparum 30
HlyB E. coli 29
P-glycoprotéine (N) H. sapiens 26
P-glycoprotéine (C) H. sapiens 24
Ste6 (N) S. cerevisaie 24
Ste6 (C) S. cerevisiae 21
Mdll S. cerevisiae 25
Mdi2 S. cerevisiae 25
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Mdl1 et MdI2 de S. cerevisiae partagent un niveau de similitude avec Atml qui varie entre
31% et 38%. Un alignement entre les séquences protéiques d’Atm1 et quelques-uns de ses
homologues, soit la P-glycoprotéine (MDR1), Hmtl et HlyB a été généré (figure 20). Nous
remarquons qu’il existe une homologie beaucoup plus forte en C-terminal, la ou se trouvent
les DLA qui sont caractéristiques des transporteurs ABC. De plus, il est intéressant de
noter que trés peu d’intervalles (gaps) ont besoin d’étre introduits pour générer un
alignement et ce, méme au niveau des DTM, indiquant que I’homologie de séquence
observée chez les membres de ce sous-groupe est significative. Les transporteurs ABC
ayant une configuration de type N-(TMg-ABC)-C ou N-(TMg-ABC),-C mais ne faisant pas
partie du méme sous-groupe qu’Atml, comme CFTR et Yefl (Michaelis et Berkower,
1995), ne peuvent étre alignés avec Atml en utilisant le programme GAP (Genetic
Computer Group, Madison, Wisc) ou alors démontrent des pourcentages de similitude de
I’ordre de 25%, indiquant qu’il existe entre ces transporteurs et Atml des divergences
structurales importantes (Michaelis et Berkower, 1995). Si I'on considere la grande
homologie de séquence qui existe entre Atm] et les autres membres de son sous-groupe de
transporteurs, il est possible que les acides aminés identifiés comme étant importants pour
la fonction d’Atm1 le soient également pour d’autres membres de ce sous-groupe, incluant

la P-glycoprotéine.

4.1.2 Fonctions biologiques possibles pour Atml

La délétion du géne ATMI dans une souche haploide est létale (Leighton et Schatz,
1995b). Les phénotypes associés & la délétion incluent la présence d’un génome
mitochondrial instable, ¢’est-a-dire que les mitochondries ont tendance a devenir p~ en
perdant des parties de leur ADN mitochondrial, ainsi que la présence de mitochondries
blanches di a I’absence totale de cytochromes (Leighton et Schatz, 1995b). Une étude
récente a démontré que les cellules Aatm] accumulent trente fois plus de fer a I'intérieur
des mitochondries que les cellules sauvages (Kispal et al., 1997). Cette quantité accrue de
Fe®" cause un stress oxydatif important qui se traduit par la présence d’un haut niveau de
gluthation oxydé et une sensibilité accrue aux agents oxydants (Kispal ef al., 1997). De
plus, les cellules Aarml ne possedent pas d’holoformes de protéines contenant un
groupement héme, comme les cytochromes et la catalase, et cela probablement dii au

dommage oxydatif causé a ces derniéres en présence de fortes concentrations de Fe**
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Figure 20. Alignement de séquences multiples de quelques membres du sous-groupe de
transporteurs ABC dont Atml fait partie. Cette figure a ét€ produite en utilisant le
programme BOXSHADE sur un alignement de séquences multiples produit a ’aide du
programme PILEUP (Genetic Computer Group, Madison, Wisc) avec les séquences
peptidiques d’Atm1 de S. cerevisiae (SWISS-PROT P40416), Hmtl de S. pombe (SWISS-
PROT Q02592), MDR1 H. sapiens (SWISS-PROT P08183 ) et HlyB d’E. coli (SWISS-
PROT P40416). Les sites consensus Walker A, Walker B et ‘Signature ABC’ ont été
identifiés en utilisant le programme MOTIFS et sont soulignés (Genetic Computer Group,
Madison, Wisc). Les positions équivalentes dans Hmtl, Mdrl et HlyB des résidus mutés
des mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1 soient les résidus Leull7, Ala466, Arg484 et Ile642
sont identifiés. Les résidus conservés dans plus de 60% (3 sur 5) des protéines sont
encadrés en noir quand il s’agit de résidus identiques ou en gris pour les résidus similaires.

Les résidus non-conservés ne sont pas encadrés.
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(Kispal et al, 1997). 1l semblerait donc qu’Atml soit impliquée dans ’homéostasie
cellulaire du Fe*" (Kispal ef al., 1997).

Kispal ef al. ont proposé que le réle d’Atm1 pourrait étre direct, par exemple en
transportant a I’extérieur des mitochondries un chélateur de fer. L’absence d’Atml
causerait une accumulation de ce chélateur & Dintérieur des mitochondries et par
conséquent une accumulation nette de Fe*™ a des niveaux qui seraient toxiques pour la
cellule (Kispal ef al., 1997). Un role similaire a ét¢ attribué a la protéine Hmtl de S. pombe
qui est localisée 4 la membrane vacuolaire et qui confére la résistance au cadmium en
transportant a l’intérieur des vacuoles des complexes phytochélatines-Cd*"(Ortiz et al.,
1992; Ortiz et al., 1995). Atml pourrait aussi agir indirectement, a titre de régulateur d’un
autre transporteur de Fe**. La régulation indirecte d’un transporteur ABC par un autre
transporteur a déja été proposée (Higgins, 1995). Quoiqu’il en soit, le rdle biologique joué
par Atml dans les mitochondries n’a pas encore été complétement é€lucidé et
’identification de mutants ts d’Atml, et la caractérisation éventuelle de suppresseurs
extragéniques et intragéniques de ces derniers, pourrait aider & mieux comprendre son role

dans les mitochondries.

4.2 Mutants thermosensibles

4.2.1 Mutations thermosensibles identifiées dans Atm1

Nous avons pris avantage du caractére essentiel d’Atm1 pour identifier des mutants
ts d’Atm! a ’aide de la technique du ‘plasmid shuffling’. La caractérisation de tels
mutants pourrait mener a une meilleure compréhension au niveau de la structure et de la
fonction d’Atm1. Les informations ainsi obtenues sur Atm1 pourraient nous permettre de
faire des prédictions vérifiables expérimentalement chez d’autres transporteurs ABC, en
particulier sur des membres de son sous-groupe comme la P-glycoprotéine (Michaelis et
Berkower, 1995). Nous avons généré des banques d’alleles mutés d’ATMI soit par
mutagénése chimique avec de ’hydroxylamine, soit & I’aide d’une souche d’E. coli mutante
a plusieurs niveaux de la voie de réparation d’erreurs d’appariement de ’ADN. Ces
banques d’alléles mutés ont été criblées & 1’aide de la technique du ‘plasmid shuffling’, ce
qui nous a permis d’identifier trois mutants ts d’Atm]1, soient les mutants ts36-2, ts111-1 et

ts247-1. Ces mutants démontrent une croissance normale & température permissive mais
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sont tous les trois incapables de croitre a température restrictive (figures 0 et 11). Ces
mutants sont uniquement affectés a température restrictive suggérant que les modifications
présentes dans la protéine sont mineures et qu’elles nécessitent une température de 33.53°C
pour I’apparition du phénotype. Elles influencent donc probablement la structure tertiaire
ou quaternaire d’Atm1. Le séquengage du cadre de lecture ouvert complet de ces mutants a
permis d’identifier les mutations causant la substitution Ile642Asn chez le mutant ts36-2,
Leul17Pro chez le mutant ts111-1 et les substitutions Ala466Val et Arg484Lys chez le
mutant ts247-1 comme étant responsables du phénotype thermosensible (figure 10). La
substitution Leull7Pro se situe dans le DTM d’Atml tandis que les substitutions
Tle642Asn, Alad66Val et Argd84Lys se retrouvent dans le DLA (figure 10, voir plus bas).
Une analyse de type Western d’extraits enrichis en mitochondries préparés a partir de
cultures & température permissive et & température restrictive des mutants ts36-2, ts111-1 et
ts247-1 a révélé I’absence d’Atml dans les mitochondries des cellules cultivées a
température restrictive (figure 12). A température permissive, les niveaux d’Atml de ces
mutants sont comparables & ceux de la souche sauvage et les protéines ont une mobilité
électrophorétique semblable (figure 12). Etant donné le caractére plutdt drastique des
substitutions identifiées dans ces mutants, il est probable que I’absence des protéines
mutantes dans les mitochondries a température restrictive soit due a une instabilité accrue
ou 3 une localisation sub-cellulaire erronée & température restrictive (voir plus bas).

Le DTM d’Atml contient six segments transmembranaires prédits (figure 10).
substrats, ont été identifiées dans les segments transmembranaires, ce qui coincide avec les
endroits ol des analogues photoactivables de substrats de la P-glycoprotéine se lient
(Germann, 1996). Ainsi, selon le modéle actuel, les domaines transmembranaires de la P-
glycoprotéine sont considérés comme étant impliqués dans la reconnaissance des différents
substrats de la P-glycoprotéine (Germann, 1996). D’un autre c6té, des mutations ts dans les
DTM de la P-glycoprotéine, empéchant sa localisation 2 la membrane plasmatique via une
rétention au réticulum endoplasmique par la calnexine, ont &té identifiées et seraient
causées par un repliement erroné de la P-glycoprotéine 2 la température restrictive (Loo et
Clarke, 1994a). Le mutant tsl111-1 d’Atml possede la substitution Leull7Pro dans le
premier segment transmembranaire prédit (figure 10). Le remplacement d’une leucine par

une proline & cette position pourrait causer des problémes au niveau du repliement de la
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protéine. En effet, les prolines, qui contiennent un groupement cyclique, induisent des
courbures dans les hélices o de ’ordre de 25 degrés (Barlow et Thornton, 1988). 1l est
donc possible que cette substitution altere la structure secondaire d’Atml a température
restrictive, résultant ainsi en sa dégradation et par conséquent son absence dans les
mitochondries.

Le motif Walker A forme possiblement une boucle flexible entre un feuillet et une
hélice o (Amano et al., 1994). Des études suggérent que la liaison de ’ATP induirait un
changement de conformation de cette boucle ce qui permettrait ainsi de contrdler I’accés au
DLA (Amano ef al., 1994; Fry et al., 1986). La lysine conservée serait impliquée dans une
interaction directe entre un des groupements phosphate de I’ATP et donc nécessaire a
activité ATPasique. De son c6té, le motif Walker B serait 4 proximité de la boucle
flexible riche en glycines (Walker A) et formerait une pochette pour ’adénine hydrophobe
de I’ATP, conférant ainsi la spécificité du site de liaison au nucléotide (Amano ef al., 1994;
Fry et al., 1986). La substitution [le642Asn du mutant ts36-2 se retrouve a 45 résidus de
Pextrémité du motif Walker B et les substitutions Ala466Val et Arg484Lys du mutant
ts247-1 de chaque cdtés du motif Walker A (figure 10). Considérant la structure tertiaire
importante requise pour la liaison et I’hydrolyse de I’ATP, il est possible que les
substitutions Ala466Val et Argd484Lys chez le mutant ts247-1 alterent la conformation
requise pour la liaison de I’ATP, uniquement & température restrictive, rendant ainsi la
protéine non-fonctionnelle. Il serait possible que le remplacement d’une alanine par une
valine, qui posséde une chaine latérale plus grosse, puisse interférer avec le changement de
conformation de la boucle flexible qui est requis pour donner acces au DLA. De son coté,
la substitution [le642 Asn du mutant ts36-2, qui introduit un résidu ayant une chaine latérale
polaire comparativement a chaine latérale non-polaire, pourrait ¢galement affecter la liaison
ou I’hydrolyse de ’ATP. Des mutations dans la glycine et la lysine conservées du motif
Walker A du géne mdrl murin donnent lieu & des protéines toujours capables de lier 'ATP
mais ayant perdu la capacité de conférer la résistance a différentes drogues (Azzaria et al.,
1989). 1l serait donc possible que les mutations ts identifiées ici n’empéchent pas la liaison
de ’ATP mais plutét I’hydrolyse de I’ATP ou la liaison et la translocation du substrat
d’Atm1. Considérant ’absence d’Atml dans les mitochondries de ces mutants a
température restrictive, il est cependant plus probable que les changements structuraux

induits par ces substitutions dans Atml causent la dégradation de la protéine. Des
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substitutions présentes dans les DLA de CFTR et de la P-glycoprotéine menant ces
derniéres 2 1a dégradation ont été identifiées (Bakos et al., 1997; Cheng et al., 1990). Il est
intéressant de noter que trois des quatres résidus mutés (Ala466, Argd84 et Ile642) sont
présents chez tous les membres du sous-groupe de transporteurs ABC dont Atm] fait partie
(figure 20). Ces résidus pourraient donc atre mutés chez d’autres transporteurs ABC,
comme la P-glycoprotéine et CFTR, afin de déterminer I’effet de ces substitutions chez ces
transporteurs. La seule divergence est au niveau de la substitution Ala466Val, ob il y a
présence d’une glycine 2 la position équivalente dans HlyB (figure 20). Il est intéressant de
noter que le résidu Ala466 est également présent dans la partie C-terminale de Pdr5, Snqg2,
Cdrl et de tous les autres membres de ce sous-groupe de transporteurs ABC (Michaelis et
Berkower, 1995). Ce résidu est cependant trés peu conservé chez les autres sous-groupes
de transporteurs ABC et le role fonctionnel de cette alanine chez ces derniers pourrait étre
analysé.

Les mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1 qui ont été identifiés au cours de nos
criblages seront utilisés dans des expériences ot il y aura une déplétion progressive d’Atml
dans les mitochondries induite par le passage des cellules de la température permissive a la
température restrictive. Puisque nous avons remarqué une absence marquée d’Atml dans
les mitochondries uniquement & température restrictive, une déplétion progressive d’Atml
nous permettrait de caractériser plus en détail I’effet causé par I’absence d’Atml sur le
contenu en Fe?' et en cytochromes dans les mitochondries, I’état oxydatif des cellules,
I’intégrité du génome mitochondrial ou tout autre phénotype associé a I’absence d’Atml. 1l
serait également intéressant d’entreprendre des études semblables avec la protéine sauvage
sous le contrdle d’un promoteur induit en présence de galactose et réprimé en présence de
glucose dans la souche Aarml. Ceci pourrait possiblement permetire une déplétion plus
progressive d’Atml que celle obtenue lors du passage des mutants ts a la température
restrictive. Ce type d’expériences permettrait de générer des informations importantes
pouvant mener a une meilleure compréhension du rdle jouc par Atml dans les

mitochondries.

4.2.2 Caractérisation éventuelle de suppresseurs intragéniques et extragéniques

La présence d’interactions entre différents domaines d’un transporteur peut &tre

démontrée biochimiquement mais aussi génétiquement (Berkower et al., 1996; Loo et
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Clarke, 1995b). Par exemple, des suppresseurs intragéniques de mutants de la perméase du
lactose chez E. coli (Pazdernik et al., 1997; Jessen-Marshall et Brooker, 1996; Jessen-
Marshall ef al., 1997) et de I’ ATPase & protons chez S. cerevisiae (Anand ef al., 1995) ont
été identifiés et ont ainsi permis de caractériser des interactions entre différents domaines
de ces protéines. Des études similaires avec des protéines chimériques Ste6/CFTR ont
permi d’identifier deux mutations dans CFTR, soit Arg553Met et Arg553Gln, capables de
supprimer I’effet de la délétion APhe508, suggérant que les régions contenant les résidus
Phe508 et Arg553 interagissent entre elles (Teem er al., 1993). Il serait donc intéressant de
prendre avantage du systéme génétique possible chez S. cerevisiae afin d’identifier des
résidus dans Atm1 impliqués dans de telles interactions intramoléculaires. L’identification
de suppresseurs intragéniques des mutants ts36-2, ts111-1, ts247-1 qui seraient capables de
restaurer la capacité de ces derniers a croitre a température restrictive permettrait
possiblement de révéler des interactions entre différents résidus de la protéine. Par la suite,
la relation fonctionnelle entre les deux résidus interagissant génétiquement pourrait étre
étudiée plus en profondeur en modifiant la charge et la taille de la chaine latérale aux deux
positions par mutagénése dirigée. Ce type d’information peut s’avérer fort utile considérant
le peu de données cristallographiques disponibles sur la structure des protéines
membranaires polytopiques et pourrait &tre utilisé pour faire des prédictions testables chez
d’autres transporteurs ABC comme la P-glycoprotéine et CFTR, menant éventuellement a
une meilleure compréhension de la topologie des transporteurs ABC en général.

D’autre part, il existe chez S. cerevisiae une approche génétique qui peut aider a
mieux comprendre la fonction biologique d’une protéine. Cette approche consiste a
identifier des suppresseurs extragéniques de différents mutants. Par exemple, des
suppresseurs extragéniques des transporteurs de la vitamine B12 et de complexes
sidérophores-fer chez E. coli (Kadner, 1990) ou du transporteur de potassium Trkl chez S.
cerevisiae (Vidal et al., 1990) ont été identifiés. La caractérisation de ces derniers a permis
de démontrer que des mutations dans la protéine TonB, membre d’un complexe impliqué
dans la génération d’énergie a partir d’un gradiant de protons et de son couplage a la
translocation du substrat, sont capables de restaurer le transport via une interaction directe.
Cette approche a également permis d’identifier et caractériser un systéme d’import de
potassium de faible affinité (Vidal et al., 1990). Des mutations compensatoires présentes
dans des protéines interagissant physiquement ou fonctionnellement avec Atml1, ou alors la

surexpression de telles protéines, pourraient restaurer le phénotype sauvage de mutants ts
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d’Atm1 A température restrictive et nous permettre ainsi de les identifier. L’identification
et la caractérisation éventuelle de ces protéines pourrait mener a une meilleure
compréhension du rdle biologique jou¢ par Atml dans les mitochondries. Avant
d’entreprendre ce type d’étude, il est important de bien choisir les mutants ts qui vont étre
utilisés lors du criblage. Idéalement, les mutants ts d’Atm1 qui devraient étre utilisés pour
la recherche de suppresseurs extragéniques devraient étre bien localisés a la mitochondrie,
stables a température restrictive et déficients uniquement au niveau fonctionnel. Ceci
permettrait d’éviter d’identifier des suppresseurs qui auraient comme role de protéger Atml
contre la protéolyse ou de corriger des problémes de localisation mitochondriale a
température restrictive. Par exemple, un mutant ts d’Atml instable a température
restrictive a été utilisé dans un tel criblage et a permis d’identifier un suppresseur
multicopie nommé Batl, codant pour une transaminase d’acides aminés a chaines latérales
qui est localisée a la matrice mitochondriale (Kispal et al., 1996). Cependant, la cause de la
suppression observée n’a pu étre clairement établie et le lien entre ce dernier et Atm1 n’est
pas clair et pourrait fort bien étre indirect (Kispal et al., 1996). Lors de nos criblages,
quelques dizaines de mutants ts autre que les mutants ts36-2, ts111-1 et ts247-1 ont €t
identifiés mais n’ont pas encore été caractérisés. Il est possible que certains d’entre eux
possédent les caractéristiques idéales énumérées plus haut et soient donc adéquats afin de
cribler pour des suppresseurs extragéniques d’Atm1. La caractérisation de ces mutants est

présentement en cours dans le laboratoire.

4.3 Homodimérisation

Une des caractéristiques importantes des transporteurs ABC est leur structure
modulaire. En effet, ils sont composés de quatre domaines, soit deux DTM contenant le
plus souvent six segments transmembranaires chacun et deux DLA possédant les motifs
Walker A, Walker B et ‘Signature ABC’. Ces quatre domaines peuvent étre présents sur le
méme polypeptide ou sur des polypeptides différents, soit deux dans le cas des ‘demi-
transporteurs’” ABC soit trois ou quatre dans le cas des perméases bactériennes (Higgins,
1992). Les ‘demi-transporteurs’ ABC contiennent dans le méme polypeptide un DTM et
un DLA et selon le modéle actuel doivent dimériser afin d’étre fonctionnels (Higgins,
1992). 1 existe des démonstrations biochimiques d’hétérodimérisation entre les ‘demi-
transporteurs’ Tapl et Tap2 (Kelly et al., 1992; Spies et al., 1992) et Pxal et Pxa2 (Patl et

Pat2) (Shani et Valle, 1996) ainsi que des évidences génétiques d’hétérodimeérisation entre
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les protéines brown, white et scarlet de D. melanogaster (Ewart ef al., 1994). En ce qui
concerne la capacité des ‘demi-transporteurs’ ABC a fonctionner sous forme
d’homodimeres, seules des évidences génétiques avec le transporteur d’hémolysine HlyB
d’E. coli supportent cette hypothése (Koronakis et Hughes, 1993). Ainsi, la démonstration
biochimique formelle qu’un ‘demi-transporteur’ ABC a la capacité d’homodimériser était a
ce jour manquante.

Une fois le génome de S. cerevisiae complétement séquencé, nous avons effectué
son analyse a 1’aide du programme TBLASTN (Genetic Computer Group, Madison, Wisc)
dans le but d’identifier toutes les protéines ABC présentes chez S. cerevisiae (Altschul ef
al., 1990). Nous avons ainsi généré un dendrogramme qui nous a permis de remarquer
’absence de partenaire possible avec qui le ‘demi-transporteur’ ABC Atml pourrait
homodimériser, cela en comparaison avec les protéines Pxal et Pxa2 (Patl et Pat2) qui
hétérodimérisent (Shani et Valle, 1996) et les protéines Mdll et Md12 qui potentiellement
forment des hétérodimeres (Dean ef al., 1994) et qui sont trés proches de leur partenaire au
niveau de la séquence peptidique (figure 13). Cependant, le ‘demi-transporteur’ ABC de S.
cerevisiae, Mdl1, posséde un signal de localisation mitochondrial potentiel (PSORT, Paul
Horton, University of California, Berkeley) mais le caractere non essentiel de cette protéine
rend peu probable la possibilité qu’elle hétérodimérise avec Atml pour former un
transporteur mitochondrial fonctionnel (Dean et al., 1994). Ces observations nous ont donc
incité a poser I’hypothése qu’Atml fonctionne sous forme d’homodiméres dans les
mitochondries.

Afin de vérifier cette hypothése biochimiquement, nous avons inséré des épitopes
HA et c-myc a lextrémité C-terminale d’Atml. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont ensuite été réalisées sur des extraits protéiques totaux provenant
de souches exprimant & la fois une forme Atml-HA et une forme Atm1-MYC, nous
permettant ainsi de détecter spécifiquement deux formes de la méme protéine en utilisant
les anticorps monoclonaux anti-HA et anti-MYC. Nos résultats démontrent qu”’Atm1 est
présente sous forme d’homodiméres dans ces extraits puisque lorsque nous
immunoprécipitons avec un anticorps anti-MYC, nous détectons la forme Atm1-HA dans le
complexe immun suite & une analyse de type Western avec un anticorps anti-HA (figure 17,
ligne 2). Nos résultats démontrent qu’Atm1 forme des homodiméres et deviennent ainsi la
premiére démonstration biochimique qu’un ‘demi-transporteur” ABC a la capacité

d’homodimériser.
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Afin de déterminer si ’homodimérisation d’Atm1 est médice via les DTM et/ou les
DILA, nous avons cloné séparément des triples épitopes HA et c-myc en 3’ de ces derniers.
Une analyse de type Western sur les DLA et les DTM étiquetés a révélé que les DLA
étaient correctement exprimés mais que malheureusement, quoique de grandes quantités
d’ ARNm spécifique aux DTM étiquetés étaient détectées par analyse de type Northern, les
DTM ne I’étaient pas. Ceci pourrait étre dii a une dégradation rapide des DTM étiquetés ou
bien & une préparation protéique, qui a cause de ’extréme hydrophobicité des DTM, ne
nous permet pas d’obtenir ces derniers dans les extraits. Quoiqu’il en soit, des expériences
de co-immunoprécipitation ont été réalisées sur un extrait protéique total provenant d’une
souche exprimant 2 la fois une forme DLA-HA et une forme DLA-MYC. Nos résultats
démontrent que le DLA d’Atml a la capacité de former des homodiméres puisque, lorsque
nous immunoprécipitons avec un anticorps anti-MYC, nous sommes en mesure de détecter
la forme DLA-HA dans I’immunoprécipité par une analyse de type Western avec un
anticorps anti-HA (figure 18, ligne 2). Ces résultats confirment qu’Atm1 homodimérise et
indique que cette homodimérisation est médiée, du moins en partie, par le DLA d’Atml.
Malheureusement, considérant les problémes d’expression des DTM d’Atml étiquetés,
nous ne pouvons nous prononcer sur le role du DTM d’Atml dans I"homodimérisation.
Une approche alternative serait d’utiliser la technique de 2-hybrides ou le systtme SOS
pour déterminer le réle du DTM d’Atm] dans I’homodimérisation (Fields et Song, 1989;
Aronheim et al., 1997). Le systtme SOS serait cependant plus approprié pour étudier les
interactions avec un polypeptide membranaire polytopique comme le DTM d’Atml
puisque les interactions se passent 3 la membrane plasmatique plutdt qu’a V’intérieur du
noyau dans le cas de la technique de 2-hybrides (Fields et Song, 1989; Aronheim et al.,
1997). Le DLA d’Atml a la capacité de former des diméres, comme c’est le cas avec les
deux DLA de la P-glycoprotéine lorsqu’ils sont co-exprimés en polypeptides séparés (Loo
et Clarke, 1995b). En ce qui concerne la protéine Ste6, aucune interaction entre le DLA C-
terminal (DLA2) et une protéine tronquée DTM1-DLA1-DTM2 n’est observée. Cecl
suggére que les DLA de Ste6, ou du moins le DLA2, n’est pas impliqué dans les
interactions physiques et fonctionnelles observées entre les deux moitiés de la protéine
(Berkower et Michaelis, 1991; Berkower et al., 1996). Considérant la divergeance des
résultats obtenus ici avec Atml et précédemment avec la P-glycoprotéine et Ste6 en ce qui
concerne le role des DLA au niveau des interactions physiques, il nous est impossible de

proposer un role général pour ces derniers dans les interactions intramoléculaires ou
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intermoléculaires chez les transporteurs ABC. D’un autre c6té, les DTM de la P-
glycoprotéine sont aussi impliqués dans des interactions intramoléculaires via une
interaction avec son DLA respectif (DTM1-DLA1 et DTM2-DLA2) et entre eux (DTM1-
DTM2) (Loo et Clarke, 1995b). Une interaction physique et fonctionnelle entre le DTMI
de Ste6 et un dérivé tronqué (DLA1-DTM2-DLA2) a également été¢ démontrée (Berkower
ef al., 1996). A la lumiére de ces résultats, il est possible que le DTM d’Atm] soit
impliqué également dans I’homodimérisation observée mais notre incapacité d’exprimer les
dérivés étiquetés du DTM ne nous a pas permis confirmer cette hypothese.

Des expériences de co-immunoprécipitation additionnelles sur des formes tronquées
du DTM et du DLA d’Atml, en conjonction avec des études de mutagénése, pourraient
permettre d’identifier précisement le ou les résidu(s) d’Atml impliqué(s) dans
I’homodimérisation. Par la suite, le rdle fonctionnel des interactions médiées par ces
régions pourrait étre analysé en regardant I’effet de différentes mutations, a I'intérieur de
ces derniéres, en utilisant la technique du ‘plasmid shuffling” que nous avons mis au point

pour étudier Atm1.
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CONCLUSION

Les résultats présentés ici démontrent clairement que la technique du ‘plasmid
shuffling’ que nous avons utilisé pour étudier Atml nous a permis d’acquérir des
informations importantes sur cette protéine. Premiérement, nous avons identifi¢ plusieurs
mutants thermosensibles dont trois ont été caractérisés. La caractérisation biochimique,
ainsi que I’identification de suppresseurs intragéniques et extragéniques de ces derniers,
pourrait permettre d’identifier des interactions entre différents domaines d’Atm1 ainsi que
de fournir des informations importantes pouvant mener a une meilleure compréhension du
role joué par Atml dans les mitochondries. De plus, les mutations responsables du
phénotype thermosensible causent des substitutions au niveau de résidus d’acide aminés qui
sont majoritairement conservés chez le sous-groupe de transporteurs ABC dont Atml fait
partie, qui inclut entre-autre la P-glycoprotéine, et pourraient donc nous permettre de faire
des prédictions vérifiables chez des transporteurs ABC d’une grande importance médicale
comme les P-glycoprotéines. Ainsi, il serait possible de prendre avantage du phénotype
thermosensible d’Atml pour mieux comprendre la structure et la fonction d’autres
transporteurs ABC. D’un autre c6té, nous avons réussi a démontrer une interaction
physique entre les DLA étiquetés d’Atm!1 qui sont responsables de son homodimérisation,
constituant ainsi la premiére démonstration biochimique qu’un ‘demi-transporteur’ ABC a
la capacit¢ d’homodimériser. Le systtme que nous avons utilis€ pour faire cette
démonstration nous permettra de déterminer plus précisément les résidus impliqués dans
cette homodimérisation. Globalement, nos expériences nous ont permis d’identifier des
acides aminés importants pour la fonction d’Atm1 ainsi qu’un domaine impliqué dans la
structure quaternaire de ce transporteur en plus d’augmenter les connaissances globales sur

la structure et la fonction des transporteurs ABC en général.
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