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Introduction






Introduction générale

Les cils et flagelles sont des organites qui s’étendent dans I'espace extracellulaire et
sont ancrés a la cellule par une structure appelée corps basal. Ubiquitaires, ils ont été
extrémement conservés chez les eucaryotes. Bien que découverts tres tot lors des
premieres observations structurales, ils ont longtemps été considérés comme des organites
nécessaires essentiellement a la motilité et ignorés dune large proportion de la
communauté scientifique. Pourtant des 1976 Afzelius remarquait que des probléemes
respiratoires et de stérilité liés a des défauts de motilité ciliaire étaient souvent associés a
des désordres de l'asymétrie droite/gauche et suggérait que le cil pouvait jouer un role
dans le développement des vertébrés (Afzelius, 1976). Ce role dans le développement est
maintenant largement reconnu depuis qu’il a été démontré que leur dysfonctionnement
pouvait conduire a des maladies humaines associées a d’importants défauts

développementaux. Leur étude est devenue maintenant un sujet important de recherche.

Malgré leur grande conservation au cours de 1’évolution, les cils ont été perdus
dans quelques phyla tels que les plantes terrestres ou la plupart des champignons. Ils ont
des fonctions capitales dans des organismes aussi variés que les protistes ou les vertébrés.
Dans les phyla ou les cils ont disparu, certaines protéines ciliaires ont été conservées, soit

, . . - . . . ,
parce qu'elles avaient une fonction distincte de la fonction ciliaire, soit parce qu’elles
avaient une méme fonction dans le cil et le corps cellulaire, comme les tubulines par

\ h . . V4 4 \ b I re
exemple. Au cours de ma thése, je me suis intéressée a I'une de ces protéines, la protéine

Bug22p.







Je vais dans l'introduction, rappeler briévement les données concernant les cils,
leur structure, leur mécanisme d’assemblage et leur fonction. Puis, je traiterai du role des
cils chez les vertébrés et présenterai les principaux défauts liés a leur dysfonctionnement
chez ’homme, via notamment 1’étude des ciliopathies, ainsi que leur rble dans certains
processus de cancérisation. Je tenterai de montrer l'importance de l'utilisation des
organismes modeles pour permettre une meilleure compréhension des mécanismes liés a
la fonction ciliaire. Je ferai enfin un bref résumé de 1’état des connaissances sur les
protéines ciliaires et centriolaires conservées chez les organismes dépourvus de cils et

centrioles.

Dans la partie Résultats, je commencerai par présenter 1'état de nos connaissances
sur la protéine Bug22p quand j'ai débuté ce travail, expliquant ainsi mon choix d'étudier
cette protéine. Ensuite, je résumerai mes résultats sur la fonction ciliaire de Bug22p
obtenus par une étude fonctionnelle des cils motiles chez la paramécie et je présenterai la
publication associée. Enfin, je décrierai l'exploration des autres fonctions de la protéine
Bug22p en élargissant les recherches aux plantes et aux cellules de mammiféres. Je
terminerai par une courte discussion globale de mes résultats, les points spécifiques étant

discutés dans chaque partie des Résultats.



Figure 1: Diversité des types cellulaires ciliés

Présentation de différents types cellulaire ciliés observés en microscopie électronique a
balayage et montrant la diversité d’organismes et tissus présentant des cils et flagelles. A.
Paramecium tetraurelia. Barre d’échelle : 20um. B. Didinium balbanii Barre d’échelle :
20pm. C. Cils d'un épithélium respiratoire de poumon humain. Barre d’échelle : 2pm. D.
Trypanosoma brucei. Barre d’échelle: 2pm. E. (Euf de palourde entouré de plusieurs
spermatozoides a sa surface. Barre d’échelle : 50pm.



Le cil, structure générale

Les cils sont des extensions cellulaires formées dun cceur cytosquelettique
constitué de microtubules. La figure 1 présente différents organismes et cellules ciliées.
Bien que l'architecture générale des cils ait été conservée au cours de l'évolution, on
observe des variabilités de fonction selon les types cellulaires, les tissus ou les organismes
auxquels on s’intéresse. Ainsi, leur nombre, leur longueur, leur position et leur motilité
peuvent étre hautement variable d’'un type cellulaire a 'autre, d'un organisme a I'autre. La
différence entre les cils et les flagelles est principalement historique, liée a leur longueur
et leur mode de battement, mais les deux organelles disposent d'une architecture générale

commune.

La structure ciliaire est ancrée a la membrane plasmique par un corps basal et elle
est isolée du milieu extérieur par une membrane prolongeant la membrane plasmique. Ces

deux membranes ont des compositions protéiques différentes. Une zone de transition

contenant les fibres de transition permet de créer une barriére entre le corps basal et le cil,
ce qui fait du cil un compartiment a part entiére en ne laissant passer que les protéines
spécifiquement ciliaires (Gilula et al, 1972). Le compartiment ciliaire peut étre décomposé
en trois domaines distincts, le cytosquelette ou axonéme, le compartiment soluble et la

membrane (Bloodgood, 2000).

Le corps basal

Le corps basal, structure centriolaire ancrée a la membrane plasmique (figure 2 a),
qui sert de plateforme a la construction du cil, est composé de 9 triplets de microtubules
A, B et C. Les microtubules sont des structures polarisées faites de centaines de sous-unités
d’hétérodimeres d’a-tubulines et de B-tubulines, assemblées en protofilaments. Dans le cas

général, l'association de 13 protofilaments va ensuite former le microtubule. Alors que le
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Figure 2 : Ultrastructure du cil et du corps basal.

(a). Section longitudinale a travers un corps basal et son cil observés chez la paramécie, P.
tetraurelia (b) — (d) Sections transversales a différents niveaux du corps basal et montrant
la continuité des microtubules, de la partie distale (b) a la partie proximale (d). Les
différents empilements des disques du cartwheel peuvent étre observés dans la partie
proximale du corps basal. D’autres matériels fibreux sont présent: dans le lumen du
cylindre microtubulaire et comme un lien entre tubule C des triplets de microtubule et le
tubule A du triplet adjacent. Bb : Basal body. Barre d’échelle 2pm. (Photo : Nicole Garreau
de Loubresse dans Beisson et Wright, 2003).



Figure 3 : Ultrastructure de la zone de transition comparée chez P. tetraurelia et C.
reinhardti

A. Zone de transition chez la paramécie, Paramecium tetraurelia. (Dute et Kung, 1978).
AP : Axosomal Plate. B. Zone de transition chez l'algue verte, Chlamydomonas reinhardtii
(Betleja et Cole, 2010). TZ : Transition zone. Barres d’échelles: 100nm. Les images, prises
en microscopie électronique, présentent l'ultrastructure des zones de transitions, en
coupes longitudinales. Les zones de transitions présentées ici montrent deux exemples des
grandes variabilités d’architecture des zones de transition. Dans les deux cas, elle est située
entre le corps basal et le compartiment ciliaire. Les microtubules externes la traversent et
la paire centrale est polymérisée a partir de la partie distale de ’axosome, par contre ces
axosomes présentent des caractéristiques structurales différentes. lors que la zone de
transition de la paramécie est constituée d'une plaque axosomale, on retrouve un axosome
entouré de structures en W chez l'algue verte.



microtubule A du corps basal est complet, les microtubules B et C sont composés chacun
de 10 protofilaments et imbriqués dans le microtubule qui le précéde (figure 2 b, c, d).
Dans la partie proximale du corps basal se trouve le cartwheel (figure 2 d) qui constitue
une structure essentielle pour l'initiation de la duplication des corps basaux (Cavalier-
Smith, 1974; Dippell, 1968 ; Allen, 1969) et sous-tend la symétrie 9. Il a récemment été
démontré que cette symétrie 9 est déterminée par la protéine SAS-6 (Nakazawa, 2007 ;
Kitagawa et al., 2011). La dissection moléculaire du processus d’assemblage du corps basal
a été effectuée chez différents organismes (pour revues : Beisson et wright, 2003 ; Dawe et
al., 2007). Ce mécanisme est également conservé chez la paramécie et a été bien décrit au
laboratoire. Parmi les protéines conservées on compte par exemple plusieurs tubulines (o,
B, v, 0 et €), SAS-6 mais aussi différentes protéines telles que CPAP/SAS-4, Cep135/Bld10
(Ruiz et al., 1999 ; Garreau de Loubresse et al., 2001 ; Dupuis-Williams et al., 2002 ; Klotz
et al., 2003 ; Ruiz et al., 2004 ; Jerka-Dziadosz et al., 2010 ; Gogendeau et al., 2011).

La zone de transition

Les cils sont des organelles présentant une composition en lipide et protéines
différente de celle du reste de la cellule. Cette différence est engendrée et maintenue par
un controdle strict du passage des protéines du corps cellulaire au cil a travers la zone de
transition. La structure de cette région est bien documentée par Gilula et Satir (1972).
Pourtant, sa composition protéique est longtemps restée un mystére, mais commence a
étre élucidée. (Craige et al., 2010; Williams et al., 2011, Benzing et Schremer, 2011). La
zone de transition est une barriere imperméable qui empéche la diffusion libre des
vésicules et macromolécules du cytoplasme au cil (Nachury et al., 2010). Bien que
I'architecture générale, le mode de fonctionnement et de biogénese des cils aient été
conservés, ils doivent répondre a des besoins différents selon les organismes ou les cellules
auxquels ils sont associés. Certaines de ces différences se répercutent sur I'architecture de

la zone de transition (figure 3). Sur cette figure, sont comparées les zones de transition de



Figure 4 : Structure des cils

Coupes transversales de cils en microscopie électronique. Les cils sont constitués dun
squelette de microtubules organisés en 9 doublets périphériques. A. Ces microtubules
peuvent entourer une paire centrale de microtubules, on parle alors de structure 9+2 et le
cil est motile (Rompolas et al., 2010). B. En l'absence de paire centrale, il s’agit d'une
structure 9+0 et le cil est généralement non motile.



la paramécie P. tetraurelia (Dute et Kung, 1978) et de I'algue unicellulaire, C. reinhardtii

(Betleja et Cole, 2010).

Plusieurs observations suggeérent qu’il existe des similarités entre les mécanismes de
transport vers le cil et 'import nucléaire. En particulier, Dishinger et coll. (2010) ont
montré que la partie C terminale de Kifl7, une des kinésines motrices du transport
intraflagellaire, contenait un signal de localisation ciliaire (dit CLS) qui présente de fortes
similarités avec les signaux classiques de localisation nucléaire (NLS). Par ailleurs ils ont
montré que, tout comme l'import nucléaire, le passage des protéines dans le cil dépend
d’'un gradient Ran-GTP/Ran-GDP et de I'importin-f3. Une CLS avait aussi été trouvée dans
KAP, une autre kinésine ciliaire qui a pour caractéristique d’étre relocalisée du cil vers le

noyau durant le cycle mitotique (Morris et al., 2004).

Le compartiment ciliaire

L axonéme

L’axonéme est composé de 9 doublets de microtubules. Disposé en cylindre, ce
squelette axonémal, en prolongement du corps basal, donne aux cils et flagelles leur forme
caractéristique. Les paires de microtubules sont constituées d'un microtubule A complet et
dun microtubule B incomplet imbriqué dans le premier, qui prolongent respectivement

les microtubules A et B du corps basal.

Il existe deux grandes catégories de cils, les cils motiles et les cils immotiles. Selon
le type de cil, les doublets de microtubules entourent (structure de type 9+2) ou non
(structure de type 9+0) une paire de microtubules centraux qui sont chacun constitués de
13 protofilaments. Ils sont non jointifs et entourés d’'une gaine (figure 4). Les doublets
périphériques sont reliés entre eux par des liens de nexine et sont chacun reliés a la paire

centrale par les ponts radiaires. Sur chaque microtubule B sont accrochés 2 bras de
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dynéines, le bras interne (IDA), et le bras externe (ODA). Ces dynéines sont des protéines
motrices qui vont faire le lien entre les paires de microtubules adjacentes et permettre le
mouvement ciliaire (Satir et Christensen, 2007 ; Ginger et al., 2008 ; Lindermann et
Lesich, 2010). Les cils de structure 9+0 ont été initialement décrits a partir de cils
d’épithélium neural de poulet (Sotelo et Trujillo-Cenoz, 1958). Cette structure est définie
par 'absence de paire centrale de microtubules, mais nous pouvons aussi noter I'absence
des bras internes et externes de dynéines, ainsi que des ponts radiaires. Néanmoins, il a été

observé que la présence de bras de dynéines en absence de paire centrale permet la

motilité ciliaire (Flock et Duvall, 1965).

Comme la plupart des microtubules, les microtubules axonémaux sont sujets a des
modifications  post-traductionnelles de leurs tubulines incluant acétylation,
détyrosination, polyglutamylation et polyglycylation (pour revue :Verhey et Gaertig,
2007 ; Westermann et Weber, 2003). Les modifications post-traductionnelles des
tubulines de type polyglutamylation et polyglycylation forment des chaines plus ou moins
longues d’acides aminés et une seule et méme molécule de tubuline peut contenir de
multiples types de modifications ou le méme type a plusieurs sites. Il en résulte quun

axonéme mature est composé de centaines d’isoformes de tubulines distinctes.

La zone des singlets’

En général, dans la partie distale de I'axonéme, le tubule B s’arréte, laissant le
tubule A (‘singlet’) et la paire centrale continuer vers la pointe du cil. Cette architecture
est retrouvée dans les cils motiles comme dans les cils immotiles. Le signal de passage
entre doublets et ‘singlets’ ne semble pas régulé de la méme maniére dans tous les
organismes. La transition des doublets vers les ‘singlets’ apparait simultanément pour tous
les doublets dans les cils épendymaires de rat (Brightman et Palay, 1963) et dans les cils
olfactifs de la grenouille (Reese, 1965). Dans les cils primaires de rein de souris, par

exemple, la transition semble se faire de fagon plus aléatoire (Gluenz et al., 2010). La zone
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des ‘singlets’ dans les cils olfactifs de grenouille apparait comme tres étendue (Reese, 1965)
ainsi que dans les cils des photorécepteurs (Insinna et Besharse, 2008) et dans les cils des
neurones sensoriels chez le nématode (Snow et al., 2004). Ces cils ont pour point commun
d’avoir des fonctions trés développées dans la signalisation, ce qui suggere que la partie
distale formée de ‘singlets’ est une zone dédiée aux fonctions sensorielles. Dans les cils
olfactifs, des molécules impliquées dans la signalisation cellulaire telles que I'adénylate
cyclase III ou la sous unité Goit, de la protéine G se localisent majoritairement dans cette
zone (Menco et al. 1992). La partie distale du cil peut aussi étre associée a des mécanismes
de motilité. Dans les cils des cellules respiratoires et de I'oviducte, la zone de ‘singlets’ est
rigidifiée par des liens entre les tubules A et la membrane ciliaire. Ces liens permettent de
garder une rigidité ciliaire face a la propulsion du mucus dans la trachée et au mouvement

de 'ovule dans 'oviducte (revue : Fisch et Dupuis-Williams, 2011).

La pointe ciliaire

La pointe ciliaire est le site de croissance et résorption de 'axonéme. Dans cette
région, les microtubules périphériques disparaissent pour laisser la paire centrale seule. Les
microtubules externes se terminent par une coiffe (Sale et Satir, 1977 ; Dentler, 1980). Il a
été constaté des variations de structure dans la pointe ciliaire, mais un point commun a
tous les cils motiles et flagelles est la présence d'une structure en filament qui termine la
paire centrale et sa coiffe (Dentler, 1984 ; Dentler et Rosenbaum, 1977). Les cils motiles de
structure 9+0 possedent une structure dense liée a la membrane sur la pointe du cil
(Bertelli et Regoli, 1994). La coiffe de la paire centrale de microtubules dans les cils
motiles pourrait renforcer la structure ciliaire et étre requise pour résister aux forces

engendrées par le mouvement (revue : Fisch et Dupuis-Williams, 2011).
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Figure 5 : Le transport intraflagellaire

A. Le moteur du transport intraflagellaire antérograde est la Kinesin-II. Il permet le transport des
complexes A and B de I'TFT, des protéines axonémales et de la dynéine cytoplasmique de type 2
jusqu’a la pointe du cil. Durant le mouvement antérograde, la Kinesin-II est active et le moteur
rétrograde, la dynéine cytoplasmique 2 reste passif. Au bout du cil, le complexe IFT antérograde
modifie sa conformation pour laisser place au complexe de transport rétrograde. La dynéine
cytoplasmique de type 2 est alors activée et transporte le complexe IFT pendant son mouvement
rétrograde, jusqu’au corps cellulaire. Le transport intraflagellaire est impliqué dans la mise en place
des protéines transmembranaires et du BBSome notamment. (D’apres Ishikawa et Marshall, 2011).
B. Les protéines cargos transportées par le systeme IFT sont prises en charge au niveau du corps
basal. Chez Chlamydomonas, le complexe B est composé d’au moins dix protéines IFTs, listées sur
la gauche de la figure. Le complexe A est composé quant a lui d’au moins six IFTs listées sur la
droite du schéma. Adapté de Gerdes et al., 2009.



Le cil, assemblage

Les structures ciliaires et flagellaires sont assemblées directement a partir du corps
basal et les protéines qui le composent doivent étre transportées dans le compartiment
ciliaire en formation. Par ailleurs, les cils sont en constant renouvellement protéique.
L’apport de protéines doit donc étre assuré en continu par un systeme de transport qui va
du cytoplasme jusqu’a la pointe du cil et vice-versa. C'est le transport intraflagellaire (IFT)

qui est responsable de ce trafic (figure 5).

Les particules IFT découvertes sur des flagelles immobilisés chez Chlamydomonas
se déplacent de fagon bidirectionnelle sous la membrane flagellaire a une vitesse de 2um/s
dans la direction antérograde et 3,5um/s dans la direction rétrograde (Kozminski et al.
1993). Le mouvement est assuré par l'action de protéines motrices, des kinésines, dans le

mouvement antérograde, et des dynéines dans le mouvement rétrograde (figure 5 A).

Les kinésines ont été pour la premiere fois purifiées a partir d’ceufs d’oursins qui
ont permis de mettre en évidence un complexe hétérotrimérique constitué de deux sous-
unités motrices de 90 et 85 kDa et d'une sous-unité non motrice de 100 kDa. (Cole et al.
1992 ;1993 ; Scholey et al., 2003). Le nématode C. elegans a permis, grace a 'utilisation de
la GFP et a des observations 1nn vivo, de suivre la machinerie IFT (Orozco et al., 1999). La
principale découverte a été 'identification des moteurs du transport antérograde conduite
par deux complexes protéiques : le complexe hétérotrimérique Kinesin-II et le complexe
homodimérique OSM-3 (Snow et al., 2004). Ces deux complexes protéiques se déplacent
ensemble dans la méme particule IFT et agissent de facon redondante dans la zone
intermédiaire du cil. Au bout du segment intermédiaire, dans la zone des ‘singlets’, les

deux moteurs se dissocient, le complexe Kinesin-II retourne a la base du cil pendant que le
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complexe OSM-3 continue de suivre la particule IFT et ses cargos, augmentant sa vitesse

de déplacement jusqu’a la pointe du cil.

L’implication des dynéines cytoplasmiques dans le mouvement rétrograde a été
démontrée chez le nématode par 'analyse du mutant Che3, muté dans le gene DHC1b. En
effet, chez ce mutant, le mouvement retour des protéines de I'IFT et notamment de la
Kinésin-II est aboli (Signor et al., 1999). Chez Chlamydomonas, il a été montré que la
délétion de DHC1b empéche elle aussi le mouvement rétrograde des IFT (Pazour et al.,

1999).

Le complexe IFT peut étre décomposé en deux sous-ensembles: le complexe B qui
permet le mouvement antérograde et le complexe A qui permet le mouvement rétrograde
(Cole et al., 1998 ; Piperno and Mead, 1997). Les principaux composants des complexes IFT
A et IFT B ont été identifiés. La figure 5 B schématise la composition de ces complexes
chez Chlamydomonas. Nous pouvons noter que le complexe B, mené par la Kinesin-II, est
composé d’au moins dix protéines et que le complexe A est, quant a lui, composé d’au

moins six protéines différentes (Scholey, 2008).

En plus de permettre la construction du cil et le recyclage des protéines qui le

constituent, le systéme IFT permet une transmission efficace de différents signaux captés

par des récepteurs ancrés dans la membrane ciliaire (Ocbina et Anderson, 2008).
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Le cil, deux fonctions principales

Le cil a une fonction principale, conservée, qui est de sentir son environnement et
de transmettre I'information au corps cellulaire. Une seconde fonction est retrouvée dans
une grande partie des cils : la motilité. Cette motilité permet le mouvement relatif de la
cellule par rapport a son environnement, conduisant ainsi soit au mouvement de la cellule
si elle est libre, soit au mouvement du fluide environnant si la cellule est incorporée dans
un tissu. Cette motilité, vraisemblablement présente dans l’eucaryote ancestral, a été

7

perdue dans certains cils au cours de I’évolution.

La sensorialité

C’est grace a la présence de nombreux récepteurs a sa membrane et au transport
intraflagellaire que le cil est une véritable antenne cellulaire capable de capter et de
transmettre les variations de son environnement. Ainsi les photorécepteurs sont localisés
dans les membranes des extensions ciliaires des cones et des batonnets dans la rétine,
tandis que les cils des neurones olfactifs et gustatifs contiennent des chimiorécepteurs

sensibles aux molécules odorantes ou gustatives.

Les cils primaires sont aussi impliqués dans la détection de signaux produits a
I'intérieur de l'organisme. Parmi ces récepteurs présents a leur surface nous pouvons
inclure par exemple les récepteurs PC1 et PC2, impliqués dans la mécano-sensation, et

dont les défauts entrainent le développement de kystes rénaux (Pan et al., 2005).

Les récepteurs impliqués dans la régulation de plusieurs voies de signalisation, qui

jouent des roles importants dans le développement et le maintien de la fonctionnalité des
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Figure 6 : Schéma présentant le battement ciliaire.

A. Comparaison du battement ciliaire, décomposé en 2 phases, mouvement actif et
mouvement passif (Rompolas et al, 2010), avec le battement flagellaire, plus proche d’'une
ondulation. B. Schéma en 3 dimensions illustrant un cycle du battement ciliaire. Le cycle
commence avec un battement actif suivi par mouvement latéral de retour. (Edwards et al.,
1992). C. Vue de profil du battement ciliaire (Salomon et Tounier, 1991). D. Présentation
du mouvement métachrone avec ses deux composantes, antérograde, rapide vers la gauche
et rétrograde, plus lent, vers la droite. Le mouvement de fluide est alors dirigé vers la
gauche. (Adapté de Rompolas et al, 2010).



tissus comme la voie Hedgehog et la signalisation Wnt, sont également localisés sur la
membrane du cil primaire (Veland et al., 2009 ; Lancaster et al., 2009). Au cours du cycle
cellulaire, la signalisation Hedgehog prend naissance dans le cil pour permettre le contréle
des progressions des phases G1/S et G2/M via les cyclines D1 et B1 (Adolphe et al., 2006).
Apres la naissance, la signalisation Hedgehog joue un rble important dans le
développement du cerveau. C’est au sein des cils primaires que cette voie de signalisation
régule la formation et la maintenance des précurseurs des neurones granulaires de
I'hippocampe, responsables de la neurogénese de ’adulte (Han et al., 2008). 11 a été suggéré
que, chez les vertébrés, les IFTs pourraient médier la relocalisation dynamique des
composants de voies de signalisations en réponse a l'intervention de différents ligands
(Scholey et Anderson, 2006), notamment par l'intermédiaire de KIF7, kinésine motrice
impliquée dans la voie de signalisation Hedgehog. Il en résulte que la disruption de la voie
Hedgehog mime beaucoup des symptdmes retrouvés dans les différentes ciliopathies, tels

que la polydactylie et des anomalies du squelette et cranio-faciales.

Enfin les cils motiles des épithéliums respiratoires contiennent des récepteurs de
type T2R analogues aux récepteurs gustatifs qui peuvent augmenter la motilité des cils en

réponse aux stimuli (Shah et al., 2009).

La motilité

Le role du battement ciliaire est la création d'un flux permettant le déplacement
d’organismes ou de fluides. L'efficacité du battement ciliaire dépend de nombreux facteurs
dont le nombre de cils actifs et de leur coordination, de la vitesse de déplacement de
I'extrémité de chaque cil, mais aussi de la forme et de la fréquence du battement. Les cils
motiles (structure 9+2) sont distinguables des flagelles par leur mouvement: les cils
« battent » alors que les flagelles « ondulent » le long d’un axe (figure 6 A). J'ai choisi de

décrire ici plus précisément le battement ciliaire.
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Le battement des cils vibratiles comprend deux phases 'une active, 'autre passive,
séparées par une phase de repos, de telle sorte que les produits liquides ou les particules
brassées par les cils sont déplacés dans une seule direction. Le mouvement du battement
ciliaire est présenté sur la figure 6 A et B. Le mouvement actif, ou phase de propulsion,
consiste en l'extension du cil, tel un fouet, son extrémité pénétrant a une vitesse élevée
dans le milieu extracellulaire. Le cil tendu balaie un certain volume de liquide dans un
plan presque perpendiculaire a la surface cellulaire, ce qui permet la poussée du fluide
entourant le cil. Durant une courte phase de repos, le cil reste tendu, son extrémité
pointant dans la direction du flux, minimisant ainsi la résistance a 1'écoulement de celui-
ci. Enfin, le mouvement passif permet au cil de revenir a sa position initiale en ne brassant
que peu de fluide. Il débute pres de la surface cellulaire, le cil se courbe a sa base et, la
courbure gagne l'extrémité du cil en le ramenant en arriére. Le cil peut avoir un
mouvement rotatif qui minimise encore une propulsion de fluide dans le sens inverse au

mouvement (figure 6 C). Un nouveau mouvement actif suit immédiatement cette phase.

Lorsque les cils sont nombreux a la surface d'un organisme unicellulaire ou d’'un
épithélium cilié, leurs axonémes se maintiennent paralléles les uns par rapport aux autres.
Pour que le battement soit efficace, les cils cote-a-cote doivent fonctionner en groupe de
manieére synchrone et les cils alignés dans le plan du battement doivent battre de maniére
décalée dans le temps : chaque cil a un mouvement légerement en avance par rapport a
celui qui le précede, ce qui forme des vagues dites métachronales qui cheminent a la

surface de la cellule (figure 6 D).

Les mouvements ciliaires sont dus a l'action des dynéines axonémales qui sont
assemblées sous forme de bras accrochés a intervalles réguliers le long des microtubules A.
Elles permettent le glissement des microtubules grace a l'alternance de fixation puis
d'hydrolyse d'ATP. Les bras internes (IDA) seraient responsables de linitiation du

battement ciliaire. Les bras externes (ODA) moduleraient la vélocité de ce battement.
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Figure 7 : Les différentes voies de ciliogénése chez les vertébrés.

Dans une cellule en phase proliférative, le centrosome, constitué de deux centrioles et de
matériel péricentriolaire, organise le réseau de microtubules intracellulaires, aide a la
formation du fuseau bipolaire, régule son positionnement lors de la division asymétrique
et joue un role crucial dans la mise en place et la maintenance de la polarité cellulaire.
Lorsque la cellule entre en phase quiescente, elle est capable de nucléer un cil particulier,
le cil primaire a partir d'un centriole ancré a la membrane. Cet état cilié est un état
réversible et lorsque la cellule entre a nouveau en phase proliférative, le cil se résorbe pour
libérer le centriole La cellule peut aussi se différencier en cellule ciliée pour former des
épithéliums ciliés, des cellules monociliées, en générales sensorielles ou des

spermatozoides flagellés (Adapté de Dawe et al., 2007).



La diversité des types cellulaires ciliés chez les vertébrés

Bien que qu’ils soient présents chez la grande majorité des eucaryotes, c’est chez les
vertébrés que l'on trouve la plus grande diversité de cellules ciliées chez un méme
organisme. Chez I'homme par exemple, les cils interviennent dans de trés nombreux
processus cellulaires. Comme le montre la figure 7, le cil qui est nucléé a la surface des
cellules en phase quiescente est capable de se résorber quand la cellule entre en phase G1.
Au contraire, les cellules différenciées nucléent des cils de maniere irréversible : elles
peuvent étre multiciliées, monociliées ou flagellées. Par ailleurs, au cours de

I'embryogéneése, on voit apparaitre une structure ciliée particuliere au sein du nceud

embryonnaire.

Le cil, un organite ubiquitaire chez ’adulte

Le cil dans le cycle cellulaire, le cil primaire

Un cil particulier, le cil primaire est retrouvé dans la quasi-totalité des cellules en
phase quiescente (GO). Lorsque les cellules se réengagent dans un processus de
prolifération, le cil primaire se résorbe et il ne subsiste alors que son corps basal qui
reprend la fonction de centriole et assemble le centrosome, principal centre organisateur
des microtubules. Le centrosome, constitué de deux centrioles et du matériel
péricentriolaire, organise et positionne le réseau de microtubules du fuseau bipolaire et,
durant la division asymétrique, il joue un role crucial dans la mise en place et la
maintenance de la polarité cellulaire. Dans les cellules post-mitotiques qui entrent en
phase quiescente, le centrosome migre vers la surface pour réassembler un nouveau cil

primaire.
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Les cellules différencides

La cellule multicilide

Les cils des cellules multiciliées sont le plus généralement des cils motiles de
structure 9+2, bien que I'on trouve aussi des cils immotiles de structure 9+2 a la surface des
cellules olfactives. La différenciation d'une cellule en cellule multiciliée permet la
formation d’épithéliums responsables de la création des mouvements de fluides. Ainsi,
I'épithélium de la trachée permet I'évacuation des mucus, celui de 'oviducte permet la
migration de I'ovule et celui de I’épendyme est a 'origine du flux cérébrospinal qui permet
la migration des neuroblastes de la paroi des ventricules latéraux ou ils naissent vers le
bulbe olfactif (Sawamoto et al., 2006). Ces cils sont aussi des senseurs de leur
environnement, ce qui leur permet d’adapter leur battement aux conditions

extracellulaires, comme la viscosité par exemple.

La formation de ces épithéliums multiciliés dépend de la multiplication des
centrioles qui seront chacun ancrés a la membrane plasmique pour permettre la
nucléation d'un cil. Deux mécanismes de production des centrioles ont été identifiés, un
mécanisme centriolaire et un mécanisme acentriolaire (pour revue : Beisson et Wright,
2003). Dans le mécanisme centriolaire, la duplication du nouveau centriole se produit a la
base de l'ancien perpendiculairement a celui-ci. Dans le mécanisme acentriolaire, les
centrioles sont formés autour dune structure intermédiaire appelée deutérosome
(Anderson and Brenner, 1971; Chang et al., 1979; Dirksen, 1971 ; Hagiwara et al., 1992;
Kalnins et al., 1972; Lemullois et al., 1988; Sorokin, 1968 a et b; Steinman, 1968) qui
forment des clusters autours desquels, se développeront les procentrioles. Le nombre de
procentrioles apparaissant autour d'un deuterostome est corrélé a sa taille. C’est ce dernier

mécanisme qui est utilisé pour générer les corps basaux des cellules multiciliées.
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La cellule monociliée

Les cellules différenciées monociliées portent généralement des cils non
motiles (de structure 9+0). Ces cils sont exclusivement sensoriels. On en trouve
notamment dans le rein, ou des dérivés de cils dont la membrane est trés modifiée dans la

rétine, c’est le cas des cOnes des batonnets, qui sont formés a partir d'un des deux

centrioles matures pré-existants.

La cellule flagellée

Chez les vertébrés, le seul exemple de cellule flagellée est le spermatozoide.
Historiquement, la différence entre cil et flagelle est principalement due a une différence
dans la forme de leur battement, comme nous l'avons vu précédemment. Un flagelle
unique permet le déplacement cellulaire, alors que les cils ont besoin d’étre nucléés en
nombre afin de permettre la motilité. La structure axonémale du spermatozoide n’est pas
différente de celle du cil mais, chez les mammiféres, le flagelle du spermatozoide
comporte deux structures accessoires qui entourent I’axonéme, ODFs (Outer Dense Fibers)
et FS (Fibrous Sheath). La structure ODFs est constituée de neuf fibres situées autours de
l'axoneme dans la piéce intermédiaire. FS est une structure doublant la membrane
plasmique, entourant 'axonéme et les fibres de types ODFs (Revue : Inaba, 2011). Ces
deux structures sont impliquées non seulement dans la maintenance dune structure
flagellaire élastique, mais jouent aussi un role dans la régulation de la motilité (Fawcett,
1975 ; Si and Okuno, 1993). Ces structures ont probablement pour rdle de renforcer la

structure flagellaire et favoriser la dispersion efficace des spermatozoides.
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Les cils dans I'embryogénese, cas des cils du nceud embryonnaire

Chez les vertébrés, les cils interviennent tres tot au cours de 'embryogénese. Les
deux fonctions du cil sont mises a contribution : la sensorialité et la motilité. C’est le cas
par exemple des cils au stade blastula au sein du nceud de Hensen. Des études réalisées
chez la souris montrent le role des cils nodaux dans la mise en place de 'asymétrie
droite/gauche. A ce stade, une coordination/coopération entre cils motiles et cils
immotiles va permettre I'établissement de cette polarité. Les cils nodaux localisés au centre
du noeud possédent des bras de dynéine, mais pas de paire centrale de microtubules. Ces
deux propriétés créent une motilité caractéristique. Ces cils ne battent pas dans un plan
comme le font classiquement les cils motiles, mais ont un mouvement rotatoire. Ce
mouvement conduit a la création d’'un flux nodal dirigé vers la gauche entrainant la
création d'un flux de calcium asymétrique responsable de la mise en place de 'asymétrie
droite/gauche (Nonaka et al., 1998, 2002, 2005 ; McGrath et al., 2003). Les cils situés en
périphérie du nceud seraient non motiles bien ceci soit encore controversé (et al.,) et
serviraient de senseur de ce flux. Le flux ainsi créé conduit a 'ouverture d’'un canal
calcique constitué des polycystines 1 et 2 (PKD1 et PKD2) dans les cils non motiles
localisés en périphérie. Ce flux de calcium induit ensuite une voie de signalisation qui
provoque l'asymétrie (Tanaka et al., 2005). Les organes se développent alors dans des

positions spécifiques en fonction de ce gradient.
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Tabla 1. PFhanotyple Ovarlap and Ganas Asscciabed with Cllopathies
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Tableau 1 : Effets communs retrouvés dans les ciliopathies

Ce tableau présente des effets retrouvés dans différentes pathologies. Alors que
I'encéphalite est retrouvée dans une seule des ciliopathies présentées ici (le syndrome

MGS), les autres phénotypes sont retrouvés dans trois, quatre ou méme cinq pathologies
différentes. (Gerdes et al., 2009).



Les pathologies ciliaires

Comme nous venons de le voir, chez les vertébrés et notamment chez ’homme, les
cils sont ubiquitaires. Il n’est donc pas étonnant que des mutations dans les génes
impliqués dans leur genése ou leur fonctionnement entrainent des maladies aux effets
extrémement pléiotropes. Ces maladies génétiques sont regroupées sous le terme de
ciliopathies. Des défauts ciliaires sont également incriminés dans certains processus

cancéreux.

Les ciliopathies

Dans les années 70, Bjorn Afzelius (1976) remarquait que des patients atteints de
stérilité due a des défauts de motilité du spermatozoide présentaient également des
bronchites chroniques et des situs inversus (positionnement des organes en miroir). Cette
ciliopathie, la dyskynésie ciliaire primitive ou PCD, est la premiére a avoir été décrite.
C’est une maladie génétique rare, due a des mutations dans les génes codant pour le

dynéines abolissant la motilité ciliaire.

A Theure actuelle, d’autres ciliopathies ont pu étre mises en évidence (revues:
Badano et al., 2006 ; Fliegauf et al., 2007 ; Nigg and Raff, 2009 ; Cardenas-Rodriguez,

Badano, 2009). Elles comprennent des maladies qui touchent aussi bien le rein (maladie
polykystique), que I’ceil, le cerveau, le foie ou le cceur et peuvent provoquer obésité et

diabéte. Les ciliopathies telles que la polykystose rénale, la néphronosphtisis, les
syndromes de Meckel-Joubert ou de Bardet-Biedl ont été décrites et étudiées
indépendamment, mais on retrouve des phénotypes chevauchants dans ces pathologies,

comme illustré sur le tableau 1. Le séquencage complet des génomes associé aux études
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Tabla 1. Phanstyple Ovarlap and Ganes Associated with Cllopathies
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CiE T X Ledery @t al, 2001, den Hollander &t al,
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LCAS b den Hollandar et al., 2007
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2007, Pariai et al, 2004

L] X X Dito et al, 2003, O'Tocle &t al., 2008

NEHPS x K ® Olbrich et al., 2003, Bargmann e al_, 2008

NFHPL X X Kollet & al., 2002, C41o et al, 2002

NFHPS X X Ofto et &, 2006

G52 X Altanasio af al,, 2007

NEKA X Otto st al., 2008

AMIT X Farland at al., 2004, Dinon-Salazar at al.
004

TIAERAGY W X X Baala ot al, 2007, Laitch &t al., 2008, Smith
&t al., 2006

APGRIENL ) X X ‘Wolf et gl., 2007, Arts &t al., 2007, Delous at
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ARLTEE ] Ciantagrel et al., 2008

BT X Micytyn &1 al_, 2002

BAR=g X X Mighimura &t al_, 2001, Karmous-Benailly st
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8833 X Fan &t al., 2004, Chiang &t al., 2004

B34 X X Kyktyn et al, 2001, Karmous-Banailly et al.,
2006

B35 X Li &4 al,, 2004

BRSH X X Katzanis at &, 2000, Karmous-Benailly et
al, 2008

BAST x Badano et al., 2003

BASA X Anslay et al,, 2003

Boss x Nishimura &t al., 2005

oosie b Stostzal ot al, 2006

==L X Chiang st al., 2006
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Tableau 2 : Geénes présentant des mutations chez des patients atteints de ciliopathies.

Certains genes sont associés a une ciliopathie alors que d’autres ont été mis en cause dans
différentes pathologies. Il semble que différentes mutations dans un méme géne puissent
avec des répercussions plus ou moins développées chez le patient de la méme maniére que
des variants alléliques peuvent engendrés une gamme de phénotypes. (Gerdes et al., 2009).

La bibliographie associée a ce tableau n’a pas été reportée ici, elle est accessible dans
l'article d’origine.



effectuées sur différents modeéles a permis, ces dernieres années, d’'identifier un grand
nombre de geénes impliqués dans ces pathologies. Certains de ces génes sont présentés dans
le tableau 2 qui met en relation les génes mutés chez des patients avec la pathologie
développée. Certains génes ne sont associés qu’a une ciliopathie bien spécifique, comme
BBS1 qui est associé au syndrome de Bardet Biedl (Cantagrel et al., 2008), alors que
d’autres sont incriminés dans plusieurs type de ciliopathies comme BBSZ, d’abord associé
au syndrome de Bardet-Biedl (Nishimura et al., 2001) puis retrouvé associé au syndrome
de Meckel-Gruber (Karmous-Benailly et al., 2005). Finalement, tout comme des variants
alléliques peuvent induire différents phénotypes, Gerdes et al. (2009) suggerent que
différentes mutations dans un méme géne peuvent contribuer a induire des désordres
cliniques distincts. Sur cette base, il peut étre noté des liens directs entre les syndromes de

Meckel-Gruber, de Joubert, de Bardet-Bied! et les néphronosphtisis.

Cils et cancers, rdle du cil primaire

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération anarchique de cellules
au sein d'un tissu. Le contrdle de 1'équilibre entre phase proliférative et phase quiescente
est donc essentiel pour un bon développement et maintien des tissus. Des déreglements
dans les voies de signalisation Hedgehog ou Wnt, souvent altérées dans les ciliopathies,
sont également a I'origine de nombreux cancers (Mans et al., 2008). Il a été démontré que
I'inhibition de la biogenése des cils primaires pouvait soit induire soit au contraire
réprimer le processus de cancérisation, via une modification de la voie Hedgehog (Han et
al., 2009 ; Wong et al., 2009). Il semble aussi que la séquestration d'une partie de la -
catenine dans le cil primaire permette de réguler la voie Wnt canonique, importante pour
le développement embryonnaire, et que cette régulation soit éteinte dans les cellules

cancéreuses en phase proliférative (Lancaster et al., 2011).
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Récemment, des résultats expérimentaux ont également montré des défauts de
ciliogénese dans des cultures cellulaires dérivées de glioblastome ou d’adenocarcinome
pancréatique (Moser et al., 2009 ; Seeley et al., 2009). L’hypothese selon laquelle le
dysfonctionnement des cils pourrait jouer un réle dans des processus de cancérisation est
aussi étayée par le fait que certains genes, mutés dans des cancers sporadiques, sont des

génes codant pour des protéines ciliaires.
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Figure 8 : Conservation des centrioles, corps basaux et cils au cours de I'évolution des
eucaryotes.

Arbre simplifié de ’évolution des eucaryotes, présentant des espéces représentatives qui
ont conservé ou non leurs centrioles, corps basaux et cils. Présentes dans l’eucaryote
ancestral, les structures centriolaires et ciliaires ont été perdues secondairement dans
différents groupes; chez la majorité des plantes supérieures, représentée ici par A.
thaliana ; chez certains champignons représentés ici par A. fumigatus, S. cerevisiae, S.
pombe et U. maydis, ainsi que chez certains amoebozoa représentés ici par D. discoideum.
(Adapté de Carvalho-Santos et al., 2010).



N Cilium-Centrasome . [ Omgan
| Genes > Proteins > ol >[ Diseases I el "
F :‘! :rl"-'lrﬁif..i' .:_'-_‘ Hmmiﬁ\. = :}rl’alquc!:idneg A
)= PR— - dhvetre i
| - S (NPHP  C(HPHE ':_;J.n-} 5 = Nephronaphthisis idnés
| ' | B8s ‘ i 2| Burder-Biedl syndrome (ol VY
/ N - . Senbor-Laken syndrome|| || Retinal |
| | {2 - it
| = | | ]Wbﬂfl'i HII'H’TDIWI Ilkdl"ﬂ'ﬂﬂ'lbbﬂ
| N — : Ny
| N }llﬁﬂiﬂ:wndrum =
i W = (
(pkdl, 2./ Ancsgia
o !
Pl }
b \t\“\ R 'rﬂ.h,.r Renal cysts
[Tgr3?
Mouse =
EfAE 3 {
T}td-l. kS
[mphp-2
b:"&“:- - .': Bin e . Renal cysts
palaris
Zebrafish e [ ;
i3 |
. el
(lowet, pid2 - A
ﬁl, Caphp-1, 4 Bong changes
" 55
=y I Male mating -
8o/ 0 defect
MNematode ‘_N_rl:l_."p_‘ |
([Cagnorhabditls = 1 T
e (ptl = Merital”
e b PR 1 ratardation
r ’ -
'l n
{ Cophpld ||
p —y o
O~ |3 J|l5EniCeid Brepien
8 CFms : 5
Chlamypdomonas X Infestility
reinhordeii 010 =

Figure 9: Effets de mutations dans différents organismes.

Schéma montrant la conservation des effets d'une mutation dans différents orthologues,
allant de ’homme a l'algue verte. L’étude des ciliopathies dans des modéles est rendue

possible grace a la grande conservation des genes impliqués dans la fonction ciliaire.
(Hildebrandt et al., 2011).



Des modeéles d’étude des cils

Le cil est une structure qui préexistait dans ’eucaryote ancestral et qui est toujours
présente chez la majorité des eucaryotes, bien qu’il ait été perdu dans quelques phyla,
comme les plantes terrestres et la plupart des champignons (figure 8). Les progres
considérables réalisés ces dernieres années dans la compréhension des maladies humaines
liées aux dysfonctionnements ciliaires et sur la cancérisation ont été possibles grace aux
connaissances préalablement acquises sur les cils motiles ou immotiles d’organismes
modeles aussi éloignés de 'homme et des mammiféres que sont I'algue verte, le nématode
ou la drosophile, mais aussi chez le poisson zebre ou la souris (revue : Vincensini et al.,
2011). La figure 9 présente quelques exemples de geénes conservés, impliqués dans des
ciliopathies, qui ont des fonctions au sein du cil aussi bien qu’au centrosome, ainsi que les

organes atteints lorsqu’ils sont mutés.

Mus musculus

L’absence de cils est létale des le stade embryonnaire chez la souris et I’étude des
cils chez ce modele est donc compliquée. La possibilité de construire des mutants
conditionnels fait que certains dysfonctionnements peuvent étre tolérés et permet ainsi
I’analyse de génes impliqués dans des maladies génétiques rares, en dépit du temps requis
pour générer des souches de souris mutantes. Si la souris est un modeéle complexe a
manipuler, elle reste néanmoins un organisme de choix permettant d’extrapoler
facilement les études effectuées pour une meilleure compréhension de mécanismes

impliqués dans les ciliopathies.
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Il a été montré par exemple chez cet organisme que des défauts dans le systéme IFT
affectent la signalisation Hedgehog (Huangfu et al. 2003). Nous avons vu précédemment
que chez les vertébrés, différents composants clés de cette voie sont fortement enrichis
dans les cils ; cet enrichissement ne semble pas conservé dans des organismes tels que la
drosophile. KIF7 chez la souris est une kinésine motrice permettant un trafic direct de
protéines au sein du cil (Cheung et al, 2009). Généralement trouvée a la base du cil, KIF7
est retrouvée dans le cil lorsque la voie Hedgehog est activée. Chez la drosophile,
I'homologue de KIF7, Cos2, est un composant clé de la voie de signalisation Hedgehog,

mais son domaine moteur est inactivé.

Danio rerio

Chez le poisson zébre (Danio rerio) comme chez I'homme, les embryons
contiennent des cellules ciliées. Chez I'adulte, on retrouve des cils motiles comme des cils
immotiles. Le principal avantage de cet organisme est de permettre de réaliser des
extinctions géniques de maniere efficace qui peuvent étre combinées avec de I'imagerie in
vivo de haute qualité. C’est grice a des travaux sur le poisson zébre qu’a été établi un lien
entre la formation de kystes rénaux et des dysfonctionnements ciliaires (Sun et al., 2004).
Comme chez les mammiferes, les cils sont impliqués dans de multiples fonctions et des
mutations de génes associées avec l'apparition de kystes rénaux entrainent des défauts
pléiotropiques qui incluent des défauts de la mise en place de la polarité droite/gauche, la

dégradation de photorécepteurs et 'hydrocéphalie par exemple.

Caenorhabditis elegans

Le nématode C. elegans est dépourvu de cils motiles mais dispose de cils immotiles
a Pextrémité de 60 des 302 neurones sensoriels de 'adulte hermaphrodite (Perkins et al.,

1986). Les vers utilisent ces neurones pour percevoir leur environnement, par exemple les
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variations de concentration saline. Des collections de mutants incapables de réagir a
différents stimuli ont été générées. Ces mutants ont été classés en deux grandes familles,
les mutants che (Chemosensory) et osm (Osmosensory). Le ver permet une étude des cils
immotiles sans qu’il y ait d’interférence avec des effets sur les cils motiles, comme chez le
poisson zebre ou la souris, et ces animaux sont aisés a observer. C’est chez cet organisme
qu’il a été découvert par exemple que les orthologues de protéines BBS, impliquées dans
certaines ciliopathies et notamment le syndrome de Bardet Biedl, permettent de stabiliser
les sous-unités A et B du complexe IFT, respectivement liées aux moteurs Kinesin-II et

OSM 3 (Blacque et al. 2003 ; Ou et al, 2005 ; Pan et al. 2006).

La premiere évidence que l'expression des génes ciliaires dans les organismes
multicellulaires pouvait étre régulée par un facteur de transcription spécialisé vient
également des travaux réalisés chez le nématode. En effet, Swoboda et al. (2000) ont
montré que de nombreux genes impliqués dans la ciliogénese étaient soumis au controle
de DAF-19, facteur de transcription de type RFX qui reconnait un motif spécifique, la X-
box qui se trouve en amont du codon ‘start’. Il a depuis été montré qu'un facteur de
transcription de type RFX est aussi impliqué dans la ciliogéneése chez la drosophile et la
souris (Dubruille et al., 2002 ; Laurencon et al., 2007). Plus tard, un autre facteur de
transcription, FOX]J1 responsable du contrdle de l'expression des genes codant des
protéines spécifiques de la fonction motile des cils chez les vertébrés a été découvert
(Stubbs et al, 2008 ; Yu et al. 2008). Les recherches des séquences régulatrices de type X-
box par bioinformatique ont permis par la suite de mettre en évidence des protéines
potentiellement impliquées dans la ciliogénese et qui n’avaient pu identifiées dans les
analyses de protéomique, notamment des protéines dans le transport des protéines

ciliaires dans le cytoplasme (Blacque et al. 2003 ; Ou et al, 2005 ; Pan et al. 2006).
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Drosophila melanogaster

La drosophile possede des cils sensoriels et seuls ses gameétes males portent des
flagelles motiles. Les stimuli, mécaniques et auditifs, sont détectés par les cils des neurones
sensoriels. Si les cils sensoriels sont assemblés par le systéme IFT, la spermatogenése prend
place au sein d'un syncytium dans lequel 64 axonemes sont construits dans le cytosol, la
membrane étant ensuite ajoutée pour individualiser chacun des gametes (Hans et al.,
2003 ; Sarpal et al., 2003). Chez cet organisme, les études génétiques sont facilitées par des
outils tels que l'insertion de transposons ou l’expression de protéines, et grace a des cribles
comportementaux basés sur le manque de réponse sensorielle (Lee et al., 2008), différents
mutants de la machinerie IFT ont été identifiés. La drosophile est donc un tres bon modele
pour l'étude des mécanismes de transduction de signaux en réponse a des stimuli
mécaniques ou sonores. C’est dans un crible génétique effectué chez la mouche qu’'IFT88 a
été identifié pour la premiere fois (Kerman et al., 1994). Les mouches mutantes ont des

défauts de coordination.

Chlamydomonas reinhardtii

L’algue verte Chlamydomonas posséde deux flagelles positionnés au pdle apical de
la cellule durant la phase végétative. Selon le sens de la nage leur battement peut étre de
type flagellaire ou ciliaire. Ces flagelles ne sont pas essentiels au déroulement du cycle
cellulaire et sont désassemblés a la mitose. De la méme maniére que dans le cas du cil
primaire des mammiféres, les centrioles migrent alors aux poles du fuseau, contribuant
ainsi a la mitose. Apres la division, chaque cellule fille contient deux centrioles. Ces deux
centrioles vont étre capables de s’ancrer a la membrane et de nucléer deux nouveaux

flagelles.

Chlamydomonas offre de nombreux avantages pratiques pour I'étude des flagelles

eucaryotes. Elle peut croitre de maniére synchrone et une grande quantité de flagelles
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peuvent étre facilement purifiée pour des analyses biochimiques. La génétique a permis la
production et la caractérisation de nombreuses souches mutantes. Enfin, l'algue verte
manifeste des comportements de nage complexes en réponse a des stimuli, tels que la
lumiere, qui permettent de disséquer les voies de régulation du battement flagellaire. La
composition protéique des flagelles a été mise en évidence par spectrométrie de masse en
2005 (Pazour et al., 2005) et permet d’estimer le nombre de protéines a plus de 500.
Chlamydomonas a principalement permis la dissection du mécanisme de transport
intraflagellaire et de ses acteurs incluant les moteurs (Kozminski et al., 1993 ; 1995) ainsi
que la composition des particules IFT (Piperno et Mead, 1997 ; Cole et al., 1998). La mise
en évidence de l'importance du rble du transport intraflagellaire dans la voie de
signalisation Hedgehog dans le cil primaire a largement bénéficié de la dissection de ce
mécanisme. Les mutants de Chlamydomonas ont aussi beaucoup contribué a la dissection

de l'assemblage du corps basal (revues : Dutcher, 2003 ; Marshall, 2008).

Paramecium tetraurelia et Tetrahymena thermophila

Les ciliés tels que Paramecium tetraurelia ou Tetrahymena thermophila ont depuis
longtemps constitué des modéles reconnus pour I'étude des cils, a la fois de leur motilité et
de leurs propriétés sensorielles (Eckert, 1972; Machemer and Ogura, 1979). Ces cellules,
facilement cultivées en laboratoire, offrent I'avantage de leur grande taille et de leurs
nombreux cils (revue : Pearson et Winey, 2009). Elles ont depuis longtemps servi de
modeéle pour I'étude de la biogénése de corps basaux (Dippell, 1968 ; Allen, 1968), dont le
patron spatio-temporal de duplication est bien connu (Iftode et al, 1989). Plus récemment,
la mise au point d’'une technique simple et efficace de RNAi par « feeding » (Galvani and
Sperling, 2002) et le séquencage de son génome (Aury et al, 2006) ont permis, chez la
Paramécie, la dissection moléculaire des étapes initiales de la duplication des corps basaux
et 'analyse de leur maturation et de leur ancrage a la surface cellulaire chez la Paramécie
(Ruiz et al, 2005 ; Jerka-Dziadosz et al, 2010 ; Gogendeau et al, 2010 ; Aubusson-Fleury, en

préparation).
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Dans 'exploration moléculaire des cils, I'apport original des ciliés fut la découverte,
a partir d’'un anticorps anti-tubuline ciliaire de paramécie (Cohen et al, 1982), d’une
nouvelle modification post-traductionnelle des tubulines, la polyglycylation (Redeker et
al, 1994), qui se rajoutait aux modifications déja connues, polyglutamylation et
acétylation. Et c’est chez Tetrahymena qu'une analyse poussée du roéle de ces
modifications sur 'assemblage et le mouvement ciliaire ont été effectuées (revue : Wloga
and Gaertig, 2010). Récemment des études chez Tetrahymena (Akela et al., 2010) réalisées
parallelement a celles sur C. elegans, (Shida et al., 2010) ont permis la découverte de
l'acetyl-transférase responsable de Il'acétylation des o-tubulines des microtubules

axonémaux.
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Des protéines centriolaires retrouvées dans des organismes sans cil
ni centriole

Bien qu’extrémement conservés au cours de I'évolution, les cils et les structures
centriolaires ont été perdus dans deux phyla de maniere indépendante, chez les plantes
terrestres, ainsi que chez la majorité des champignons. Dans chacun de ces phyla,
certaines espéces ont gardé néanmoins ces organelles, notamment pour permettre la

motilité de leurs gametes.

Certaines des protéines impliquées dans la fonction des cils et centrioles sont
néanmoins conservées chez les végétaux terrestres, en particulier celles impliquées dans
l'organisation des microtubules. Plusieurs ont été décrites dans la revue de Gardiner et

Marc (2010). J’en développerai ici quelques exemples.

Les kinésines

Si, chez les organismes ciliés, les kinésines permettent le mouvement antérograde
des IFT le long de 'axonéme, elles sont également impliquées dans le transport des cargos

dans le corps cellulaire.

Chez les plantes, on trouve un total de 61 kinésines (Lee et Liu, 2004). Ce grand
nombre pourrait expliquer I'absence de perturbations en ce qui concerne la croissance et
le développement lorsqu’on les inactive individuellement. Le grand nombre de kinésines
permet peut étre de voir apparaitre des fonctions hautement spécialisées pour chacune
d’entre elles (Gardiner et Marc, 2011). Par exemple, KAC1 et KAC2, deux kinésines-like,
ne paraissent pas se lier aux microtubules mais plutot a 'actine, permettant le mouvement
des chloroplastes (Suetsugu et al., 2010). Au contraire, dans les cellules de mammiferes, les
kinésines sont beaucoup plus spécialisées dans leur fonction, transportant divers cargos le

long des microtubules.

231 -







Les centrines

Les centrines centriolaires ont été définies en deux sous-familles, les centrines de
type 2 et de type 3 (Bornens et Azimzadeh, 2007). Les centrines de la premiére sous-
famille sont présentes chez 'algue verte Chlamydomonas, ainsi que chez les insectes et les
vertébrés mais sont absentes chez la plupart des champignons. Les centrines de type 3 sont
retrouvées chez les champignons et chez les vertébrés, mais absentes chez les plantes. Les
deux isoformes sont pourtant présentes dans le protiste bikonte Giardia intestinalis,
montrant que la duplication ancestrale du gene “centrine” s’est produite avant la
séparation entre les unikontes (champignons et animaux) et les bikontes (plantes et
protozoaires) et que I'absence de I'une des isoformes dans un taxon est due a une perte
secondaire. Il semble que la perte de la centrine 2 soit corrélée a la perte de I'appareil
motile. Chez les plantes terrestres, il existe au moins deux types de centrines qui, bien que

divergentes, sont trés apparentées aux centrines de type 2.

La fonction centriolaire des centrines de type 2 et 3 a été étudiée chez divers
organismes (cellules de mammifére, xénope, Chlamydomonas, Tetrahymena et la
paramécie) (Middendorp et al., 2000 ; Salisbury et al., 2002 ; Koblenz et al., 2003 ; Ruiz et
al., 2005 ; Stemm-Wolf et al., 2005). Les résultats, parfois contradictoires, convergent
actuellement vers un role non pas dans I'assemblage ou l'initiation de la duplication des
centrioles/corps basaux mais plutot dans leur maturation et ancrage dans la membrane

dans le cas des cils (Ruiz et al., 2005 ; Vonderfecht et al., 2011 ).

En plus de sa fonction dans le cil et centriole, la centrine 2 est présente au pore
nucléaire chez les mammiferes et elle est impliquée dans 'export ’ ARNm du noyau vers
le cytoplasme (Resendes et al., 2008). Chez les mammiféres comme chez plantes terrestres,
la centrine 2 est aussi retrouvée au noyau ou elle intervient dans la recombinaison

homologue et la réparation de nucléotides excisés (Molinier et al., 2004 ; Liang et al.,
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2006). La centrine 3 est aussi localisée au noyau chez la levure et de la méme maniére que

la centrine 2, elle intervient aussi dans les mécanismes d’export de TARNm (Fischer et al.,

2004).

Les protéines de type FOP

Les protéines TONNEAUI1, découvertes chez les plantes, ont également des
homologues impliqués dans les fonctions centriolaires. Chez A. thaliana, ces protéines
TONNEAU1 se localisent a la préprophase-band (PPB) et le long des microtubules
corticaux et leurs mutations induisent de fortes modifications dans le développement de la
plante et dans la forme des cellules (Azimzadeh et al., 2008). La centrine 2 est un
intéractants direct de TONNEAUI1 qui joue un role important dans la division cellulaire

(Azimzadeh et al., 2008).

TONNEAULI fait partie d’'une famille de protéines contenant a leur extrémité N
terminale un domaine conservé dans plusieurs protéines qui se localisent au niveau des
centrioles et des cils chez les organismes qui contiennent ces structures (FOP, FOP-like,

OFD1p ou FOR20) (Romio et al., 2004 ; Sedjai, 2010 ; Aubusson et al, en préparation).

Chez la paramécie, il a été montré au sein du laboratoire que la protéine PtFOR20p
se localise aux corps basaux et que sa déplétion entraine une incapacité pour les corps
basaux a s’ancrer a la membrane plasmique. Ces corps basaux restent dans le cytoplasme et
la cellule n’est plus capable de nucléer des cils (Aubusson et al.,, communication
personnelle). Ce phénotype ressemble a ceux observés aprés déplétion des centrines,
montrant que PtFOR20p agirait, elle aussi, sur la maturation du corps basal et pourrait
indiquer une action de FOR20p dans les mémes voies que les centrines (Aubusson et al.,

en préparation).
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La katanine

Chez 7etrahymena, il a été démontré que la katanine fusionnée a la GFP se localise
au niveau des corps basaux et le long des cils entre les microtubules de 'axonéme et la
membrane ciliaire (Sharma et al., 2007). Sa déplétion entraine une incapacité pour la
cellule a nucléer des axonémes complets, les observations en microscopie électronique
montrant des cils abortifs n’ayant pas de paire centrale de microtubules. Sa surexpression
entraine des modifications des doublets périphériques de 'axonéme : des cassures et une
dépolymérisation plus active que chez le témoin. La katanine est donc essentielle a la

ciliogénese et diminue la quantité de microtubules modifiés.

La déplétion de la katanine favorise également 'apparition de modifications post-
traductionnelles (polyglutamylation et polyglycylation) sur les réseaux de microtubules
cytoplasmiques et induit une plus grande stabilité des microtubules. Son role serait de
couper préférentiellement les microtubules les plus anciens, et plus modifiés, favorisant
ainsi leur dynamique. Dans les cellules animales, la katanine joue un role dans la
formation et 'organisation des microtubules acentrosomaux. Son action permet de couper

les microtubules existant afin de générer de nouveaux sites de croissance des microtubules

(Roll-Mecak et Vale., 2006).

La katanine est aussi retrouvée chez les plantes terrestres qui contiennent dans le
cytoplasme des cellules en interphase des réseaux de microtubules hautement organisés
(Bartolini et Gundersen, 2006). Dans ce systéme, les microtubules croissent directement a
partir d’anciens microtubules dispersés autour du cortex cellulaire (Chan et al., 2003), puis
se détachent et sont relocalisés. Il a été montré par fusion GFP que la katanine se localise
aux jonctions entre microtubules dans les cellules végétales, au niveau des sites de
nucléation du microtubule néoformé, apres sa formation. L’étude révele que la katanine
disparait de ce site de nucléation juste avant, ou au moment ou les deux microtubules sont
dissociés (Nakamura et al., 2010). La katanine semble donc intervenir dans la séparation

des deux sites de nucléation. L’hypothese la plus probable est que la katanine a conservé la
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méme fonction dans les cellules animales et végétales: son role serait de couper les

microtubules pour permettre la dynamique microtubulaire.

Les tubuline-tyrosine-ligases-like

Les protéines de type tubuline-tyrosine-ligase sont capables de catalyser la ré-
addition de tyrosine sur les tubulines ou la tyrosine codée en C-terminal a été
préalablement retirée post-traductionnellement (Smertenko et al., 1997). Dans les
neurones, la tyrosination des tubulines permet la navigation de la Kinesin-1 des

microtubules dendritiques vers les microtubules axonémaux détyrosinés (Konishi et Setou,

2009).

On trouve aussi des tubuline-tyrosine-ligases-like qui sont capables de catalyser la
polyglutamylation ainsi que la polyglycylation des tubulines (Janke et al., 2008 ; Ikegami
et Setou, 2009). Ces enzymes sont toutes deux nécessaires a la détermination dun
battement ciliaire efficace. et il semble que les enzymes TTLL6 (de types polyglutamylase
et celles de type polyglycylase (TTLL3) aient chacune un role différent dans la
détermination du battement ciliaire et que leurs actions soient additionnelles (Suryavanshi

et al., 2010 ; Pathak et al., 2011).

Alors que plusieurs TTLL sont codées dans les génomes des organismes ciliés, on ne
retrouve qu'un seul représentant de cette protéine codée dans le génome d’Arabidopsis
(Gardiner et Marc, 2003) qui semble proche de la protéine TTLL12, qui a la capacité de

catalyser la polyglutamylation des tubulines (Gardiner et al., 2011)
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Choix de la protéine Bug22p comme sujet d’étude

Le laboratoire dans lequel j'ai effectué mon travail de these utilise la paramécie,
Paramecium tetraurelia, comme modele pour 1'étude des mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans I'assemblage et la fonction ciliaire ainsi que dans la duplication

des corps basaux.

Lors de mon arrivée au laboratoire, une analyse du protéome obtenu a partir de cils
purifiés de paramécie était en cours d’achévement. Parmi les 733 protéines identifiées avec
une forte probabilité comme pouvant étre ciliaires (Arnaiz et al., 2009), nous avons choisi
d’étudier la protéine Bug22p car elle avait deux propriétés remarquables : son taux élevé
de conservation (90% d’identité entre les protéines de 'homme et de la paramécie par
exemple) et sa présence dans le génome des angiospermes, plantes dont les cellules sont
pourtant dépourvues de cil et centriole. Ce dernier élément, qui peut paraitre paradoxal, a
été décisif dans mon choix. En effet la présence de BUGZZ chez les plantes pouvait
signifier que cette protéine avait une fonction générale dans la cellule, conservée chez les
plantes, mais aussi nécessaire a l'activité ou la biogenése ciliaire dans les organismes ciliés.
Des données récentes indiquent que plusieurs protéines ciliaires ont aussi d’autres roles
dans la cellule, par exemple dans le noyau (Morris et al., 2004 ; Banerjee et al., 2010), dans
le trafic membranaire (Sedmak et Wolfrum, 2010), dans la mitose (Delaval et al., 2011). 11
est donc trés important de préciser les diverses fonctions des protéines ciliaires au sein de
la structure ciliaire elle-méme ainsi que dans d’autres organelles de la cellule afin de

mieux comprendre les effets pléiotropes souvent associés aux ciliopathies.

Pour conforter ’hypothese que Bug22p, bien qu’identifiée chez les plantes, pouvait
avoir une fonction ciliaire, j’ai dans un premier temps recherché sa présence parmi les

protéines identifiées dans différentes analyses globales (protéomiques, transcriptomiques
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et génomiques comparatives) réalisées pour inventorier les protéines ciliaires chez
différents organismes. Cette étude nous ayant confortés dans notre hypothése, jai
entrepris I'analyse fonctionnelle de Bug22p d’abord chez la paramécie, travail qui a été
publié (Laligné et al, 2010) et que je commencerai par résumer. Afin de pouvoir préciser la
fonction non ciliaire de la protéine, j’ai ensuite entrepris son analyse chez les plantes. Le
cycle de croissance de la plante A. thaliana nécessitant des temps d’attente de plusieurs
semaines, j'ai en paralléle élargi mes recherches et tenté de préciser les fonctions ciliaires

et non ciliaires de Bug22p dans la paramécie et dans des cellules de mammifére en culture.
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Matériels et méthodes

En ce qui concerne les techniques de biologie moléculaire et cellulaire, je
présenterai ici les méthodes utilisées pour les expériences complémentaires et ne
développerai pas les techniques déja décrites dans la publication et qui est incorporée dans

le chapitre 1 des Résultats de ce manuscrit.

Etude de PtBug22p chez la paramécie :

Présentation du matériel biologique

La paramécie fait partie du groupe tres diversifié des ciliés eux-mémes appartenant
au grand ensemble des alvéolés. Cet ensemble a émergé dans la méme branche des
eucaryotes que celle qui a donné naissance aux plantes, séparée de celle des métazoaires et

des champignons.

Paramecium tetraurelia est une cellule de tres grande taille (130pm) décrite par
Joblot (1718) comme un chausson qui nage en forme de spirale et qui est capable de réagir
face a un obstacle. Une observation plus poussée de la paramécie permet de voir que cet
organisme est un systeme extrémement complexe qui a depuis toujours intrigué les
biologistes, que ce soit pour l'’étude de ses organelles, notamment les cils, vacuoles
pulsatiles, noyaux (somatiques et germinaux), cristaux et trichocystes, ou pour son
comportement impliquant sa locomotion, sa prise de nourriture ou sa capacité

d’adaptation face a des changements d’environnement.
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Un modéle, des outils

Depuis quelques années, différents outils facilitant l'utilisation de cet organisme
comme modele ont été faconnés. Notamment, le laboratoire dans lequel jeffectue ma

these a été un véritable moteur dans la génomique chez cet organisme :

o Il ainitié la mise en ceuvre du séquencage du génome au Genoscope (Aury et al.,

2006).

— Ce séquencage a permis de mettre en évidence au moins trois
duplications successives du génome complet de la paramécie. Il ne reste que
trés peu de traces dune quatriéme duplication plus ancienne. En
conséquence, beaucoup de protéines sont codées par plusieurs génes
paralogues appelés « ohnologues », car issus de duplications globales de

génome

o Il a développé une méthode d’inactivation génique par ARN interférence (Galvani

et Sperling, 2002),

o Il a développé une base de données pour 'organisme, ParameciumDB (Arnaiz et
al., 2007), ce qui a grandement facilité les analyses post-génomiques telles que
I'analyse protéomique de fractions ciliaires (Arnaiz et al., 2009) et 'analyse du

transcriptome pendant la ciliogénese (Arnaiz et al, 2010),

e Enfin, une base de données permettant d’établir la correspondance entre génes
identifiés dans des études ciliaires chez différentes especes, Cildb, a aussi été mise
en ceuvre au laboratoire (Arnaiz et al., 2009). L’utilisation de cette base de données

a d’ores et déja permis de montrer qu’il existe chez la paramécie de nombreuses
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Figure 10 : Présentation de la paramécie P. tetraurelia

A. Observation des cils de la paramécie en immunofluorescence (marqués avec 'anticorps
anti-cils qui est un anticorps anti-tubuline polyglycylée). Barre : 10pm. (Janine Beisson,
communication personnelle) et des corps basaux en immuno-fluorescence (marqués avec
I'anticorps ID5). Barre d’échelle : 10pm. B. Schéma présentant les principaux organites de
la paramécie.



protéines homologues aux protéines humaines impliquées dans les ciliopathies ou

le cancer.

— Le travail entrepris depuis quelques années concerne l'étude des
homologues de protéines dont le dysfonctionnement est connu pour étre
responsable de ciliopathies (collaboration avec Tania Attié-Bitach et Sophie
Saunier sur MKS2 impliquée dans les syndromes de Joubert et Meckel) mais
aussi ’étude de protéines ciliaires nouvelles, retrouvées chez I'homme, et
qui pourraient étre candidates pour la recherche de génes responsables de

ciliopathies non identifiées, dont Bug22p qui a fait 'objet de mon travail.

Dans la suite de ce chapitre, je présenterai les principales caractéristiques de cet
organisme et je développerai plus particulierement les aspects concernant les cils et corps

basaux.

La paramécie, un unicellulaire complexe

Présentation générale

Des le 19%me siecle, la grande taille et la répartition géographique mondiale de la
paramécie en ont fait un organisme tres largement étudié par les biologistes. Des études
cytologiques et physiologiques ont montré que la paramécie présente des fonctions
cellulaires extrémement complexes et diverses a tel point que l'on peut faire le
rapprochement avec les organes des métazoaires. La figure 10 présente la paramécie. Ce
protiste possede des cils vibratiles recouvrant la totalité de la surface cellulaire et
permettant le déplacement de la cellule et la prise de nourriture; c’est une cellule

polarisée avec un pdle antérieur et un pdle postérieur, une face ventrale et une face
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dorsale, une gauche et une droite, reconnaissables grace a I'agencement des corps basaux

ancrés a son cortex (figure 10 A).

La figure 10 B schématise les principaux organites présents chez ce cilié. La
paramécie possede un systéme digestif complet: un appareil oral dans lequel vont se
former les vacuoles digestives par capture de bactéries grace a un battement ciliaire
organisé. Ces bactéries vont étre phagocytées et digérées au cours d'un processus de
cyclose des vacuoles digestives et fusion avec des lysosomes, puis les déchets solides vont
étre rejetés au niveau du cytoprocte. La paramécie posséde aussi 'équivalent de « reins »,
que sont les vacuoles pulsatiles qui permettent I’élimination des déchets liquides et la

circulation de I'eau et des minéraux, contrdlant ainsi la pression osmotique de la cellule.

Une voie de sécrétion régulée

La paramécie posséde une voie de sécrétion régulée, la voie d’exocytose des
trichocystes qui lui sert de moyen de défense contre ses prédateurs (revue : Vayssié et al.,
2000). Les trichocystes contiennent du matériel cristallin ancrés sous la membrane
plasmique et sont relargués en quelques millisecondes, dans le milieu, en réponse a un
stress tel que l'attaque de prédateurs. Des mutants affectés dans la voie de sécrétion
régulée ont pu etre isolé car elle n’est pas essentielle pour la paramécie dans les conditions
de culture en laboratoire (Cohen et Beisson, 1980). Ces souches ont été mise en évidence
par un crible basé sur l'absence d’exocytose des trichocystes révélée par de l'acide
pychrique, un fixateur sécrétagogue. Parmi cette collection, la classe de mutants nd, pour
non-discharge trichocystes, a été identifiée. Il a été montré que les trichocystes sony
parfaitement formés et ancrés sous la membrane mais incapables d’étre relargués dans le
milieu extérieur. Les mutations dans ces génes peuvent étre facilement complémentées en

permettant 'expression du géne sauvage (Froissard et al., 2004).
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Lors des expériences préliminaires effectuées, nous n’avons observé aucune
modification de la voie de sécrétion régulée, PtBug22p ne semble pas intervenir dans la
voie de formation et de relarguage des trichocystes. Nous avons donc utilisé cette
propriété pour nos différents témoins. Ces témoins seront explicités plus tardivement dans

ce matériel et méthodes.

Deux types de noyaux

La paramécie présente deux types de noyaux, le micronoyau ou noyau germinal, et
le macronoyau, ou noyau somatique. La présence de deux types deux noyaux qui
coexistent dans le méme cytoplasme est une caractéristique spécifique des ciliés et
préfigure la dualité germen/soma rencontrée chez les métazoaires. Lors de la division
végétative des cellules, les micronoyaux entrent en mitose. Le macronoyau contient des

centaines de copies de chaque géne, il se divise sans multiplication de ’ADN.

La reproduction sexuée peut étre de deux types: (1) la conjugaison, qui permet la
fécondation réciproque des deux partenaires; (2) l'autogamie, qui consiste en une
autofécondation (Sonneborn, 1974). A chaque événement sexuel, le macronoyau est
dégradé et un nouveau est formé a partir du nouveau noyau diploide. Lors de la formation
du nouveau macronoyau, les chromosomes sont amplifiés (environ 800 fois) des séquences

spécifiques sont éliminées et des télomeres sont formés (Meyer et Garnier, 2002).

Cils et corps basaux

La paramécie est un unicellulaire recouvert de plus de 4000 cils qu’elle utilise pour
se déplacer et se nourrir. Ces cils sont disposés d'une facon bien définie sur toute la surface
de la cellule grace a la régulation fine de I'implantation des corps basaux (figure 10 A).
L’architecture corticale est déterminée par l'arrangement des corps basaux et du

cytosquelette qui leur est associé. Cette organisation définit plusieurs milliers de
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Figure 11 : La duplication des corps basaux chez Paramecium tetraurelia

A. Présentation schématique de la duplication des corps basaux de la paramécie a I’échelle
dun corps basal. (Gogendeau et al., 2011) B. Présentation schématique des vagues de
duplication des corps basaux chez la paramécie a ’échelle de la cellule. B1. Face ventrale,
B2. Face dorsale. La premiére vague de duplication débute au sillon central puis se
propage. La deuxieme vague se localise au niveau de ce méme sillon sur la cellule arriere et
proche de l'appareil oral sur la cellule avant. ao : appareil oral (Iftode et al., 1989).



territoires, appelées unités corticales, et organisés en rangées longitudinales, les cinéties.
Chaque unité corticale possede un ou deux corps basaux, avec un ou deux cils dans les
unités a deux corps basaux, selon sa position sur la cellule. Lors de la division cellulaire, les
corps basaux de la paramécie sont dupliqués afin de reproduire deux paramécies filles avec

un agencement des corps basaux totalement identique a celui de la cellule mere.

La duplication du corps basal a été extrémement bien étudiée, en particulier au
laboratoire (Iftode et al., 1989). Sur la figure 11 A, un schéma décrit la duplication de ces
corps basaux. Le corps basal pere, ancré a la membrane, reste cilié. Hormis son ancrage
membranaire, la duplication du corps basal de la paramécie est identique a la duplication
centriolaire rencontrée chez les métazoaires. Le corps basal fils va apparaitre a proximité
du corps basal pere, en position antérieure a ce dernier dans la rangée de corps basaux, et
de facon perpendiculaire a ce dernier. Le corps basal fils va alors s’allonger. Apres sa
formation, le corps basal néoformé va se redresser afin de s’ancrer a la membrane
plasmique (Dippell, 1968 ; Iftode et Fleury-Aubusson, 2003 ; Jerka-Dziadosz et al., 2010 ;
Gogendeau et al., 2011). Les corps basaux ne sont pas tous dupliqués également. Certaines
zones ne subissent que treés peu de réarrangements alors que d’autres subissent une hyper-
duplication. Ces champs sont visualisable figure 11 B. La duplication des corps basaux
débute dans la partie médiane de la paramécie, pres de 'appareil oral, et 'on voit tres vite
apparaitre le fuseau de division. La zone de duplication va alors s’étendre autour de ce
sillon. Au fur et a mesure de la duplication, les paramécies vont s’allonger et 'on voit
apparaitre un anneau de constriction de plus en plus réduit entre les deux, jusqu’a la

séparation complete des cellules.

Chez la paramécie, les cils sont motiles a ’exception d'un petit nombre de cils non
motiles (3 a 10), a l'arriere de la cellule, plus longs que les autres. Ces derniers ont un role
encore mal compris, mais il est admis qu’ils doivent servir de gouvernail a la cellule. Les

cils motiles battent de maniere coordonnée pour former les vagues métachronales
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observées par Parducz (1952) puis Grebecki (1964). Cette coordination assure une nage en

spirale extrémement efficace pour le déplacement de la paramécie.

Témoins utilisés

Lors des transformations par injection, le mutant nd7-1 est utilisé (Skouri et Cohen,
1997). Le géne sauvage ND/ contenu dans un plasmide d’expression de type pPXV (décrit
dans le papier) est co-injecté avec le gene d’intérét. Les cellules co-transformées
acquiérent alors la capacité de relarguer leurs trichocystes. Les cellules transformées sont

mises en évidence par de l'acide pychrique, fixateur sécrétagogue

La souche utilisée lors des expériences d’inactivation génique est la souche sauvage
de référence de type d4-2. Les cellules sont inactivées pour le géne d’intérét et, en
parallele, pour le gene ND7, utilisé ici comme témoin de lefficacité de I'inactivation
génique. Les cellules d4-2 apres inactivation génique contrOle perdent leur capacité a

relarguer leurs trichocystes. Ce phénotype est révélé par 'acide pychrique.

Construction des plasmides dexpression :

Les différentes séquences correspondant aux génes BUGZZ ont été clonées dans le
vecteur pPXV-GFP afin de permettre leur expression dans la paramécie. Les sites de
clonages sont chaque fois les sites Spel/Xhol. Dans les quatre cas, la GFP est fusionnée a la

partie C terminale du gene BUG22 d'intérét.

pPXV-PtBug22-GFP :

Le gene PtBUGZ22c a été amplifié a I'aide des oligonucléotides

GACTGTAACTAGTATGTTCAAGAACTCATTCC et
CGATTCCTCGAGTCCTCCTCCTCCTTATTTTTAGATGG.
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Structure mise en

Anticorps | dilution Spécificité évidence Référence

ID5 1/350 | Anti-polyglutamylation Corps basaux Wehland et Weber, 1987

TAP952 | 1/50 | Anti-monoglycylation Corps basaux et cils Callen et al., 1994

Anti-cils | 1/500 | Anti-polyglycylation Corps basaux et cils Cohen et al., 1982

Corps basaux, cils et
TEU 348 1/50 | Anti-a-tubuline acétylé réseaux de tubulines Callen et al., 1994
acétylées internes

Poly E 1/50 | Anti-polyglutamylation Corps basaux et cils Shang et al., 2002

Poly G 1/50 Anti-polyglycylation Corps basaux et cils Duan et Gorovsky, 2002

Tableau 3 : Anticorps primaires utilisés sur P, tetraurelia

Les anticorps utilisés ont des spécificités propres et reconnaissent différents niveaux de
modifications post-traductionnelles, ils permettent la mise en évidence de différentes

structures dans la paramécie.




pPXV-HsBug22-GFP :

Le gene HsBUGZ22 a été amplifié a I'aide des oligonucléotides

GACTGTAACTAGTATGTTCAAAAACACG et CGATTCCTCGAGTCCTCCTCCTTGCTTTGCCTTGTTC

pPXV-CeBug22-GFP :

Le gene CeBUGZ22 a été amplifié a 'aide des oligonucléotides

GACTGTAACTAGTATGTTTCATAACACG et CGATTCCTCGAGTCCTCCTCCTTCAGAAGTCATTGC.

pPXV-AtBug2?2-GFP :

Le gene AtBUGZ22 a été amplifié a I'aide des oligonucléotides

GACTGTAACTAGTATGTTCAAGAACACGTTTCAATCTG et

CGATTCCTCGAGTCCTCCTCCTGCTTTCTGCACTGGGAGATAC.

Immunofluorescence in situ.

Les cellules sont perméabilisées en TBS-triton X-100, 3% durant 5 minutes puis
fixées en TBST paraformaldéhyde durant 10 minutes sauf pour les anticorps anti-a-
tubuline et TEU 348 pour lesquels les cellules sont fixées 45 minutes. Les cellules sont
ensuite lavées en TBST-BSA. Les cellules sont marquées 45 minutes par lanticorps
primaire (les différents anticorps primaires utilisés sont présentés dans le tableau 3). Les
cellules sont ensuite lavées en TBST-BSA avant d’étre marquées par les anticorps
secondaires utilisés au 1/500. Les anticorps secondaires utilisés sont les alexa 488 et 555.
Les noyaux sont marqués au Hoescht-33258 et les lames sont montées avec du Cityfluor

(London).
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Etude d’AtBug22p chez les plantes terrestres

Les expériences réalisées sur les plantes terrestres ont été effectuées dans le
laboratoire de David Bouchez a 'UMRI1318 de Versailles en collaboration avec Martine

Pastuglia. Des plants d’Arabidopsis thaliana et de Nicotiana Benthamiana ont été utilisés.

Construction du plasmide pour I'extinction génigue, pGREEN-AtBUG22

Deux séquences en palindrome de 540pb s’étendant du nucléotide 30 au nucléotide
570 ont été amplifiéss par PCR en  utilisant les oligo-nucléotides
GTCTCGAGTCTGTCTATTTTGTACAGTC et GTGGTACCTGCTTTCTGCACTGGGAG pour la
premiére PCR et les oligo-nucléotides GAATCGATTCTGTCTATTTTGTACAG et
CTGGATCCTGCTTTCTGCACTGGGAG pour la deuxiéme. Ces fragments ont été clonés aux
sites Xhol/Kpnl pour le premier fragment et BamHI/Clal pour le deuxiéme, dans le
plasmide pKANNIBAL (conformément au protocole décrit par Helliwell et Waterhouse en
2003). Puis la cassette d’intérét a été transférée par les sites Notl dans le plasmide

pGREEN.

Construction des plasmides d’expression permettant l'expression d’AtBug22p avec une
étiguette fluorescente 4 sa partie N terminale

Plasmide donneur Gateway :

Le gene AtBUGZ22 avec son codon stop a été amplifié avec les oligonucléotides
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACAAAATGTTCAAGAACACGTTTC et
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCATGCTTTCTGCACTGGGAG. Ce fragment a ensuite

été cloné dans le plasmide donneur permettant le transfert de cassette de type gateway.
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pGWDB6-AtBUG22 :

Le gene AtBUGZ22 a été transféré du plasmide donneur dans le plasmide d’expression

pGWB6 grace au systéme gateway.

pH7WGR2-AtBUG22 :

Le gene AtBUGZ22 a été transféré du plasmide donneur dans le plasmide d’expression

pH7WGR2 grace au systéeme gateway.

Construction des plasmides d'expression permettant l'expression d’AtBug22p avec une

étiquette fluorescente 4 sa partie C terminale.

Plasmide donneur gateway :

Le gene AtBUGZ22sans son codon stop a été amplifié avec les oligonucléotides
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACAAAATGTTCAAGAACACGTTTC et
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATGCTTTCTGCACTGGGAG. Ce fragment a ensuite

été cloné dans le plasmide donneur permettant le transfert de cassette de type gateway.

pGWB5-AtBUG22 :

Le gene AtBUGZ22 a été transféré du plasmide donneur dans le plasmide d’expression

pGWBS grace au systéme gateway.

- 48 -






pH7RWG2-AtBUG22 :

Le gene AtBUGZ22 a été transféré du plasmide donneur dans le plasmide d’expression

pH7RWG2 grace au systeme gateway.

Expression transitoire dans les feuilles de Nicotiana benthamiana

Chacun des plasmides d’expression a été introduit dans Agrobacterium tumefaciens
(souche C58C1, pMP90) par électrolocation. Les bactéries transformées ont été cultivées
sur la nuit a 28°C sous agitation. Chaque culture a été culotée, lavée et resuspendue dans
du milieu d’infiltration (13g/L de milieu de bouturage (Duchefa Biochemie) et 40g/L de
sucrose, pH5,7) a une DOsw de 0,5. Les feuilles de tabac V. benthamiana ont été infiltrées
par pression a travers I’épiderme inferieur. La fluorescence, RFP ou GFP a été détectée 2

jours apres l'infiltration.

Expression stable d’Arabidopsis thaliana

Les plants d’Arabidopsis ont été transformés selon le protocole d’infiltration vide de

Bechtold et Al (1993).
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Etude de HsBug22p dans les cellules de mammifére en culture

Les expériences réalisées sur les cellules de mammifére en culture ont été
effectuées au laboratoire de Sophie Saunier avec l'aide de Flora Legendre dans l'unité

INSERM U983 a I'Hopital Necker-Enfant Malades, Paris 15%me.

Les cellules de mammifere en culture utilisées ont la capacité de nucléer un cil
primaire a leur arrivée en phase quiescente. Elles sont de type IMCD (Inner Medullary
Collecting Duct), cellules rénales du canal collecteur médullaire interne de souris et de

type RPE1 (Retinal Pigment Epithelium), cellules épithéliales de rétine humaine.

Anticorps et plasmides :

Les anticorps commerciaux sont: GTL3, utilisé au 200¥™¢; 'a-tubuline et I'ax-
tubuline acétylé (Sigma), utilisés tout deux au 1000%m¢; la P-caténine (Transduction
Laboratories), utilisée au 200®™¢; le péricentrine, utilisé au 200%™ Les anticorps
secondaires étaient les Alexa Fluor, 488 et 555 (Molecular Probes), utilisés chacun au
200me, Les noyaux sont marqués au Hoescht utilisés au 200%™, Le plasmide utilisé pour les
transfections est le méme que celui utilisé dans la publication (laligné et al., 2010). La

phalloidine a été utilisée au 200,

Culture des cellules pour I'immunofluorescence :

Les cellules d’épithélium de rétine (RPE1) et les cellules d’épithélium de reins
(IMCD) sont communément utilisées pour étudier la formation du cil primaire. Elles sont
cultivées dans des boites de 24 puits jusqu’a 80 a 100% de confluence pour les cellules

menées a phase quiescente et jusqua 30 a 60% pour les cellules gardées en phase
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proliférative, en DMEM/F12 (Gibco) supplémenté avec 10 % de serum de veau feetal. Les
cellules sont alors placées en Opti-MEM (Gibco), milieu minimum dépourvu de facteurs
de croissance, pour induire la ciliogénese ou laissées en DMEM/F12 pour les cellules

gardées en phase proliférative.

Culture des cellules et transfection :

Les cellules RPE1 sont cultivées jusqu’a 60 a 80% de confluence en DMEM / F12
(Gibco) dans des boites de 24 puits et transfectées avec I'agent de transfection FuGENE
HD (Roche) dans ’Opti-MEM. Chaque culture est transfectées avec une quantité d’ADN
de 0,25 avec un ratio de FuGENE HD 1:3 ou avec 0,5pg d’ADN et un ratio de FuGENE HD

de 2:4. Puis les cellules sont starvées de 24 a 48H pour induire la ciliogénese.

Immunofluorescence :

Les cellules sont soit fixées en méthanol froid (-20°c) pendant 15 minutes, soit
fixées en paraformaldéhyde 4% pendant 20 minutes suivit de NH4«Cl a 50mM a
température ambiante et perméabilisées au triton 0,3% pendant 10 minutes. Les lames
sont bloquées et marquées dans du PBS-BSA (3%) —tween (0,1%). Les lavages sont faits en

PBS. Les lames sont montées en Fluoprep.
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Résultats



G SPATG00007012001 scaffold 17 164491165164 Forward

—— GSPATG00016658001scaffold 49 334330..335004 Rewverse

GSPEATG000128 10001 scaffold 35 393543394218 Rewverse

—— GSPATGE000121599001scaffold 37 78386.. 79105 Forward

— X

Ly

This tree shows paralogs related by Whole Genome Duplication based on synteny analysis | Aury et al.)

Figure 12 : Relations évolutives entre les génes paralogues PtBUG22.

Copie d’écran de la base de données ParameciumDB (http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr/)
montrant les relations évolutives entre les différents paralogues PtBUGZZ2 retrouvés chez
la paramécie, Paramecium tetraurelia : ces génes sont issus des deux derniéres duplications
et sont donc, de ce fait, des ohnologues. L’ohnologue de la duplication la plus ancienne a
vraisemblablement été perdu. La correspondance entre les numéros d’accession des génes

et le nom que nous leur avons donné est reportée sur la figure.

BUGZ22a

BUG22b

BUG22¢

BUG22d



Introduction

Le point de départ du projet provenait de l'identification de la protéine PtBug22p
dans le protéome de cils de paramécie Paramecium tetraurelia. Cette protéine s’avere étre
codée par quatre genes chez cet organisme, ce qui s’explique par le fait que son génome a
subi plusieurs duplications globales au cours de 'évolution (Aury et al., 2006) entrainant
une multiplication des génes. Les génes paralogues issus d'une duplication globale d’'un
génome sont communément appelés ohnologues. Chacune de ces duplications a été suivie
soit de la délétion d'une des copie dupliquée, soit de la conservation des deux copies qui
ont plus ou moins divergé, pouvant permettre l'acquisition de nouvelles fonction, les
pertes de génes dupliqués étant les événements les plus fréquents. La conservation de deux
copies de génes reflete généralement des contraintes évolutives liées a une stoechiométrie
stricte avec d’autres protéines au sein de complexes supramoléculaires ou a un fort taux

d’expression des produits pour lesquels ils codent (Aury et al., 2006).

Les relations d’ohnologie entre les quatre genes PrtBUGZ2 présentées figure 12
montrent que ces quatre génes proviennent des deux duplications les plus récentes du
génome et que les ohnologues de la duplication la plus ancienne ont été perdus. Ils
présentent des divergences nucléotidiques, mais codent des protéines 100% identiques
longues de 191 acides aminés et ayant un point isoélectrique de 9,76. Cette conservation
de la séquence protéique suggere que PtBug22p est, chez la paramécie, soumise a de fortes

contraintes.
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Espeéces Centrioles Cil ou Cil BUG22 % Synonymes
/ corps flagelle immotile d’identité
basaux motile protéique
avec
PtBug22p

H.sapiens Oui Oui Oui Oui 91 fSAP23,C160rf80,GTL3
D. rerio Oui Oui Oui Oui 91 zgc:73380
X. laevi Oui Oui Oui Oui 91
C. intestinalis Oui Oui Oui Oui 92
D. melanogaster |Oui* Oui Oui Oui 91 CG5343
C. elegans Oui* Non Oui* Oui 78
T. adhaerens ND Oui ND Oui 85
M. brevicollis Oui Oui Non Oui 91
S. cerevisiae Non Non Non Non
B. dendrobatidis | Oui Oui Non Oui 85
A. thaliana Non Non Non Oui 74
S. moellendorffii | Oui Oui Non Oui 86
P. patens Oui Oui Non Oui 87
C. reinhardtii Oui Oui Non Oui 90 BUG22,FAP20
Chlorella sp Oui Non Non Oui 82
Micromonas sp | Oui Oui Non Oui 91
D.discoideum Non Non Non Non
P. tetraurelia Oui Oui Oui Oui 100 BUG22
T. thermophila | Oui Oui ND Oui 95
N. gruberi ND Oui Non Oui 90
T. gondii Oui* Oui Non Oui 84
P. falciparum Oui Oui Non Oui 45
Gi. Lamblia Oui Oui Non Oui 77
T. brucei Oui Oui Non Oui 82
T. pseudonana Oui Non Non Oui 92
P. tricornutum | ND Non Non Non

Tableau 4 : Conservation du géne BUGZ22 au cours de I'évolution

Présence ou absence de BUGZ2 dans différents organismes corrélée a la présence de cils

flagelles et centrioles. Nous constatons que BUGZZ est retrouvé dans toutes les espéces

portant cils et flagelles sans exception. BUGZZ2 est par contre absent dans les espéces ne
portant pas ces structures excepté chez les plantes supérieures, par exemple A. thaliana.
Les pourcentages d’identité protéique entre PtBug22p et ces homologues, estimés a partir
de CilDB et les synonymes de BUGZZ2 sont reportés dans le tableau.
*: La structure a beaucoup divergée de la structure centriolaire ou ciliaire communément

conservée dans ’évolution.




Référence Espece Protéomes Présence de
Bug22p
Arnaiz et al. 2009 P. tetraurelia Cils Oui
Pazour et al. 2005 C. reinhardtii Flagelles Oui
Boesger et al. 2009 C. reinhardtii Flagelles phosphoprotéome Non
" Ostrowski et al. 2002 H. sapiens Cils Non
g Liu et al. 2007 M. musculus Photorécepteurs cils Oui
Ty " sensoriels
é’ Z [Cao et al. 2006 M. musculus Axonémes flagelles Non
RS spermatozoides
i) E; Mayer et al. 2008 R. norvegicus Cils sensoriels olfactifs Non
8 g Mayer et al. 2009 R. norvegicus Cils sensoriels olfactifs Non
o)
% 2. | Broadhead et al. 2006 T. brucei Flagelles Oui
g g Smith et al. 2005 T. thermophila Cils Oui
3 Dorus et al. 2006 D. melanogaster Spermatozoide complet Non
+~
E Marinez-Heredia et al. 2006 | H. sapiens Spermatozoide complet Non
Baker et al. 2008 M. musculus Spermatozoide complet Oui
Baker et al. 2008 R. norvegicus Spermatozoide complet Oui
Huang et al. 2008 M. musculus Spermatozoide complet Non
pendant la spermatogénése

Tableau 5 : Résultats des analyses protéomiques de cils et flagelles dans différentes espéces

Les données obtenues dans différentes études de protéomes ciliaires compilées dans la base
de donnée Cildb (http://cildb.cgm.cnrs-gif.fr/) ont été analysées afin d’extraire les
informations concernant Bug22p. Cette protéine est identifiée dans 7 études sur les 15
répertoriées.



BUG22 dans les différentes espéces eucaryotes

Le tableau 4 décrit la présence ou l'absence de Bug22p dans le génome de
différentes espéeces, corrélée a la présence ou non de cils, flagelles et centrioles. La protéine
Bug22p est présente chez tous les organismes portant des cils et flagelles. On la retrouve
aussi chez les plantes terrestres, que celles-ci comportent ou non une phase flagellée dans
leur cycle. Par contre, chez les champignons qui ont perdu leur fonction ciliaire, on ne
retrouve pas la protéine Bug22p, bien qu’elle soit présente dans les champignons qui ont

gardés une phase flagellée.

Des analyses a haut débits

Jai examiné les études a haut débit disponibles concernant les cils, flagelles et
centrioles réalisées sur divers organismes pour rechercher si on y détectait la présence de
Bug22p. Je donnerai ici les données obtenues a partir de ces études au début de ma these,
ainsi que celles provenant des analyses plus récentes, facilement accessibles par la base de

données CilDB.

Analyses de protéomes

Le tableau 5 décrit la présence ou 'absence de Bug22p dans différentes analyses de
protéomes réalisées soit a partir de cils et flagelles isolés soit a partir d’extraits totaux de
cellules flagellées (spermatozoides). En plus de sa présence dans la protéomique de cils de
paramécies, Bug22p est retrouvée dans la plupart des analyses concernant les cils motiles
ou immotiles: par exemple flagelles chez Chlamydomonas (Pazour et al. 2005) et

trypanosome (Broadhead et al. 2006), et photorécepteurs de la souris (Liu et al. 2007).
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Référence espece Protéome Présence de
Bug22p

5 Keller et al. 2005 C. reinhardtii Corps basaux Oui
5
S . Kilburn et al. 2007 T. thermophila Corps basaux Non
s
< 8 Muller et al. 2010 D. melanogaster Centrosome mitotique Non
gH=
S = Andersen et al. 2003 H. sapiens Centrosome Non
3 % Nogales-Cadenas et al. 2006 | H. sapiens centrosomeDB Non
§ S (compilation)
g ié Sauer et al. 2005 H. sapiens Fuseaux mitotiques Non
R 8 Sakamoto et al. 2008 R. norvegicus MAPs Non
E Hughes et al. 2008 D. melanogaster MAPs Non

Tableau 6 : Résultats des analyses protéomiques de corps basaux, centrioles et MTOCs
dans différentes espéces

Les données obtenues dans différentes études de protéomes de corps basaux et MTOCs
compilées dans la base de donnée Cildb ont été analysées afin d’extraire les informations
concernant Bug22p. Cette protéine est identifiée dans 1 étude sur les 8 répertoriées.

Référence Espece Expression Sur-expression de
BUG22
Arnaiz et al. 2010 | P. tetraurelia Reciliation oui pour a et ¢ non
pour b et d.
Kubo et al. 2008 H. sapiens Ectoderme sur- Oui
% exprimant foxJ1
g Chen et al. 2006 C. elegans Régulation négative Non
2 dans daf19
5 Keller et al. 2005 C. reinhardltii Reflagellation Oui
% Pazour et al. 2005 C. reinhardltii Reflagellation Non
=] Stolc et al. 2005 C. reinhardtii Reflagellation Oui
3 Stubbs et al. 2008 | X laevis Analyse comparative Non
8 de tissus ciliés
%\ Blaque et al. 2005 C. elegans Analyse comparative Non
s de tissus ciliés
< Ross et al. 2007 H. sapiens Différentiation muco- Non
ciliaire
McClintock et al. M. musculus Analyse comparative Non
2008 de tissus ciliés

Tableau 7 : Résultats d’analyses de transcriptomes pendant la ciliogénése dans différentes
especes

Les données obtenues dans différentes études de transcriptome pendant la ciliogénese
compilées dans la base de donnée Cildb ont été analysées afin d’extraire les informations
concernant BUGZ2. Ce gene est identifié dans 3 études sur les 9 répertoriées.



Bug22p est également retrouvée dans les protéomes de spermatozoides complets
étudiés chez le rat et chez la souris (Baker et al. 2008) ou de corps basaux chez
Chlamydomonas, mais est absente des autres analyses de protéome de corps basaux,

centrosomes et MTOCs (tableau 6).

Analyse de I'expression de BUG22

Transcriptomes

En complément de 1’analyse du protéome ciliaire, le laboratoire a effectué une
analyse de l'expression des génes de paramécies en cours de ciliogénese. Sur les 39642
génes dénombrés, 963 sont surexprimés avec un taux de confiance moyen (Arnaiz et al.,
2010). Sur ces 963 génes surexprimés, on retrouve les génes PtBUG22a et PtBUGZ22c. Ce
résultat, associé a d’autres analyses qui révelent que CrBUGZZ2 est également surexprimé
durant la régénération du flagelle chez Chlamydomonas (Keller et al. 2005, Stolc et al.
2005) et pendant la ciliogénese des cils motiles chez le Xénope (Stubbs et al. 2008), conforte

I'hypothése d’'une implication de Bug22p dans la fonction des cils motiles (tableau 7).

Hybridations in situ dans des organismes ciliés

Dans le cadre d’analyses systématiques de Iexpression génique durant
I'embryogénese, I'expression du géne BUGZ2 a été étudiée par hybridation in situ réalisée
chez la drosophile et le poisson zebre. L’expression spécifique de BUGZZ chez la

drosophile est  visualisable sur la  page http://insitu.fruitfly.org/cgi-

ex/report.pl?ftype=3&ftext=RE32166-tf et chez le poisson zebre sur la page

http://zfin.org/action/quicksearch?pageSize=25&query=zgc%3A73380&categoryl D=Expres

sion.
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Durant I'embryogénése de la drosophile, il est observé que le transcrit de
DmBUGZ22 est présent aux stades trés précoces de I'embryogénese en tant que transcrit
maternel ainsi que dans les cellules du blastoderme. Son expression est ensuite détectée
tres faiblement de maniére ubiquitaire, mais DmBUGZ22 est enrichi dans le systéme
nerveux sensoriel ainsi que dans les complexes sensoriels dorsaux/latéraux et ceux de la
téte. Finalement, DmBUGZ22 est exprimé dans les régions qui donneront naissance aux cils

sensoriels.

De la méme maniére que pour la drosophile, il a été effectué des analyses
systématique de l'expression génique durant I'embryogénese du poisson zébre (D. rerio)
(Thisse et al., 2004). 11 est montré que DrBUG22 est exprimé dans la vésicule de Kupffers,
équivalente au nceud embryonnaire des vertébrés. DrBUGZ2 est exprimé au niveau du
tube neural et du canal pronéphrique auxquels s’ajoute la corde spinale ventrale. Ces
organes sont ceux qui sont principalement touchés lors de mutations de génes codant des
protéines ciliaires chez le poisson zébre. La présence de DrBUGZ2 dans ces organes est

donc un élément supplémentaire impliquant DrBug22p dans la fonction ciliaire.

Analyse par hybridation in situ chez un organisme non cilié, A. thaliana

La protéine AtBug22p n’a pas été la cible d’analyses spécifiques effectuées chez les
plantes terrestres, mais il est possible de trouver des données sur son expression grace a des
analyses systématiques accessibles dans des bases de données spécialisées. Ces analyses ont
permis de réunir différents éléments qui ont, bien siir, besoin d’étre vérifiés par une phase
d’expérimentation spécifique, mais qui peuvent nous donner des pistes pour évoquer une

éventuelle fonction pour la protéine AtBug22p.

Les résultats d’'une analyse de l'expression du géne AtBUGZ2 dans les différentes

organes de la plante A. thaliana sont accessibles dans la base de données

- 56 -






https://www.genevestigator.com/gv/. Ces analyses montrent qu’AtBUGZ2 est un geéne

exprimé de facon ubiquitaire dans la plante. Ce géne est sur-exprimé précocement au
cours du développement de la plante puisqu’on la retrouve au niveau des cotylédons, elle
est a nouveau plus exprimée apres la floraison, dans les étamines et dans le pollen.
AtBUGZ22 est aussi exprimé dans le xyléme. On peut aussi noter que AtBUGZ22 est plus
exprimée dans la feuille juvénile et que son expression décroit lorsque la feuille entre en
sénescence. Une autre étude réalisée cette fois en fonction de la chronologie de la
croissance de la plante a montré que le niveau d’expression le plus fort se situe au niveau

de la graine seéche.

Une deuxi¢me base de données: http://bar.utoronto.ca/welcome.htm permet

d’obtenir des informations sur l'expression d’AtBUGZZ2. Les résultats indiquent
qu AtBUGZ22 est exprimé préférentiellement dans les stomates ainsi que dans la graine

seche et dans les racines.

Analyse génomique

Chez le nématode, la drosophile et la souris 'expression des génes ciliaires est
contrdlée par des facteurs de transcription de type RFX qui se fixent spécifiquement sur
une séquence régulatrice appelée "X-box" (revue : Thomas et al., 2010). Trois équipes ont
utilisé des approches bioinformatiques et génomiques pour tenter d’identifier de nouveaux
geénes impliqués dans la ciliogéneése en recherchant la présence de « X-box » dans leurs
séquences promotrices (Efimenko et al., 2005 ; Blacque et al., 2005 ; Laurencon et al.,
2007). Bien que des séquences de type « X-box » n’aient pas été mises en évidence en
amont du géne DmBUGZ2 chez la drosophile, on retrouve ce type de séquence devant le
géne CeBUGZ22 chez le nématode ce qui suggere fortement que CeBug22p est exprimé
dans des tissus ciliés de cet organisme. Le nématode n’ayant pas de cils motiles, cela
indique que cette protéine intervient également dans la biogénése ou le fonctionnement

des cils non motiles.
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Recherche de partenaires

La technique de double hybride a été utilisée a grande échelle pour détecter, en
masse, des interactions physiques entre deux protéines codées par le génome de différents
organismes. Nous avons recherché d’éventuels partenaires de Bug22p dans les bases de

données décrivant ces interactions (BIOGRID).

Chez la drosophile, D. melanogaster, deux intéractants potentiels de DmBug22p
(Giot et al, 2003) ont été identifiés. Le premier, su(wa) pour "supressor of white apricot"
(FBgn0003638) est un facteur de régulation du splicing des pré-messagers (Zachar et al.,
1994). Le second est la Qilin (FBgn0031196) dont des homologues ont été identifiés chez
plusieurs espéces (dyf-3 chez le nématode et CLUAP1 chez 'homme). Si cette protéine a
été localisée dans le noyau de cellules épithéliales de colon humain de type HCT116
(Takahashi et al., 2004), elle a également clairement une fonction ciliaire. En effet, elle a
été tout d’abord identifiée comme protéine impliquée dans la formation de kystes rénaux
chez D. rerio (Sun et al., 2004), maladie causée par la perte de fonction des cils des cellules
rénales. Puis, chez C. elegans et C. reinhardtii, il a ensuite été démontré qu’elle participe
au transport intraflagellaire et fait partie intégrante du complexe B des IFT (Murayama et
al., 2005 ; Ou et al. 2005). L’interaction potentielle entre la Qilin et Bug22p était donc un

argument supplémentaire en faveur de la fonction ciliaire de ce dernier.
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Conclusion

L’ensemble de ces données suggérait fortement une implication de Bug22p dans la
fonction ciliaire, mais il était nécessaire de le démontrer. C’est pourquoi j'ai entrepris son
analyse fonctionnelle en commencant par étudier principalement sa localisation et 'effet de

sa déplétion chez la paramécie. La trés grande conservation en acides aminés observée entre

\

les protéines de paramécie et de I’homme nous a également incités a vérifier si elle

s’accompagnait d’une conservation fonctionnelle. Les premiers résultats ont été décrits dans
un article (Laligné et al., 2010), ils sont résumés dans le prochain chapitre. Les résultats de

I’étude fonctionnelle réalisée par la suite seront présentés dans les chapitres suivants.
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Chapitre 1. Analyse de la fonction de Bug22p chez la paramécie

Implication de PtBug22p dans la détermination du battement ciliaire

Une analyse fonctionnelle par localisation et inactivation génique a permis de
mettre en évidence l'implication de PtBug22p dans la détermination de la forme du
battement ciliaire de la paramécie. Ces résultats ont été publiés (Laligné et al., 2010) et

sont présentés dans ce chapitre, je serai donc breve dans leur description.

Bug22p, a Conserved Centrosomal / Ciliary Protein Also Present in Higher

Plants, Is Required for an Effective Ciliary Stroke in Parmecium

Laligné, C., Klotz, C., Garreau de Loubresse, N., Lemullois, M., Hori, M., Laurent, F.X,,
Papon F., Louis, B., Cohen, J. & Koll, F. 2010. Eukaryotic Cell 9, 645-655.
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Etude de Ia localisation de PtBug22p

Par fusion avec la GFP j’ai montré que, chez la paramécie, la protéine PtBug22p
comme la protéine humaine se localisent a la fois dans les corps basaux et les cils. Des
observations en microscopie électronique permettent de préciser que dans les cils la
protéine apparait régulierement espacée le long de 'axonéme entre les microtubules et la
membrane, ce qui peut suggérer qu’elle fait partie du complexe intraflagellaire. Elle est
également associée aux corps basaux : dans ce cas on 'observe le long des microtubules
formant le coeur du corps basal, dans la zone de transition dans des corps basaux ciliés et

entre corps basal et membrane sur des corps basaux non ciliés (figure 4 de l'article).

Depuis la publication, jai réalisé d’autres expériences de transformation de
paramécie avec le plasmide exprimant la protéine GFP-PtBug22 mais en utilisant un
protocole différent. En particulier alors que I'expression de la protéine hybride dans les
premieres transformations était contrdlée par le vecteur injecté sous sa forme native, les
suivantes ont été réalisées avec un vecteur injecté dans le macronoyau sous forme linéaire.
Cette linéarisation présente l'avantage de libérer les télomeres présents dans la séquence
du plasmide et de stabiliser, apres transformation dans le macronoyau, le mini-
chromosome ainsi obtenu. Comme on peut le constater sur la figure 13, en plus du
marquage au niveau des cils et des corps basaux, on observe un marquage conséquent au
niveau du noyau. Le réexamen des images obtenues dans les premiéres expériences
confirme que les noyaux étaient effectivement faiblement marqués, mais ce faible
marquage était masqué par l'intensité du marquage ciliaire et pouvait passer pour non

spécifique.

Nous avons également localisé la protéine dans des cellules humaines (HeLa) non
ciliées au niveau des centrioles des cellules en interphase ce qui suggére que cette protéine
en plus de sa fonction dans le cil et le corps basal pourrait avoir une fonction au niveau du

centrosome.
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Etude de PtBug22p par inactivation génique

L’inactivation de PtBUGZ22 par ARNi chez la paramécie conduit a un fort
ralentissement de la nage des cellules, puis a la mort cellulaire aprés 3 ou 4 divisions
suivant I'inactivation. Des analyses en vidéo microscopie a haute vitesse et en microscopie
électronique ont montré que ce ralentissement n’est dii, ni a une absence de cils, ni au
ralentissement du battement ciliaire, mais plutdt a un manque de rigidité de ces cils qui
induit une modification de la forme du battement ciliaire, le rendant inefficace. Les
observations en microscopie électronique de coupes transversales de cils des cellules
inactivées indiquent que ce manque de rigidité n’est pas associé avec des défauts
importants de la structure de I'axonéme. Toutefois les coupes longitudinales montrent que

30% d’entre eux sont souvent courbés avec des pliures de I'axonéme.

Apres inactivation génique, nous avons pu noter l'apparition de corps basaux
délocalisés ou mal orientés sur le cortex de la cellule (figure S3 de l'article) ces défauts
étant beaucoup plus prononcés au niveau des corps basaux du goulet. Ceci n’avait pas été
inclus dans notre article mais est clairement visualisable sur la figure 14. De telles
anomalies de positionnement des corps basaux, quoique plus prononcées, avaient
également été constatées chez la paramécie lorsque les centrines centriolaires de type 2 et
3 étaient inactivées (Ruiz et al., 2005). Cette similarité de phénotype pouvait suggérer une
interaction (directe ou indirecte) entre les centrines et PtBug22p dans un mécanisme
participant a 'ancrage des corps basaux au cortex. L’hypothése d’une interaction entre
PtBug22p et les centrines et en particulier avec la centrine 2 était étayée par le fait que,
comme PtBug22p, la centrine 2 se localise chez la paramécie le long des microtubules des
corps basaux et au niveau de la zone de transition. Nous avions par ailleurs noté dans la

discussion de l'article une coévolution de Bug22p avec les centrines de type 2.
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Conservation fonctionnelle de Bug22p entre I’homme et la paramécie

Les défauts de nage induits par la déplétion des protéines de paramécie ont pu étre
compensés par la transformation avec un plasmide permettant I'expression de I’ADNc
HsBUGZ22 humain, ce qui montre la conservation fonctionnelle des deux protéines. Cette
observation constitue le premier exemple de complémentation fonctionnelle par un géne
humain chez un cilié et ouvre la voie a une recherche plus appliquée, en particulier sur les

effets des mutations génétiques humaines touchant des protéines ciliaires.

Identification d’une séquence consensus

L’alignement des protéines Bug22p de plusieurs organismes (figure 1 de larticle)
révele I'existence d'une séquence consensus qui diverge entre les protéines de plantes et
celles des organismes contenant cils et centrioles. Une hypothese attrayante est que
I'ensemble des acides aminés qui different dans ces consensus puissent définir une
séquence faisant partie d'un signal permettant I'adressage de la protéine dans le cil. De
facon étonnante la séquence consensus de la protéine CeBug22p du nématode, qui ne
possede que des cils immotiles, contient les 6 premiers acides aminés sur les 7 du
consensus ciliaire mais différe par le dernier acide aminé. Une telle observation permet de
supposer que la protéine de nématode pourrait avoir une spécificité différente de celle des

protéines d’organismes contenant des cils motiles.

L’article est accessible a I’adresse suivante : http://ec.asm.org/cgi/content/full/9/4/645
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Apres la publication de cet article, je me suis attachée a préciser la fonction de Bug22p
chez les plantes, puis dans les cellules de mammiféres en culture et j'ai en paralléle essayé
d’apporter des éléments de réponses a cinq questions ouvertes par les premiers résultats

obtenus chez la paramécie :

1) Existe-t-il une interaction entre Bug22p et la Qilin comme le suggerent les

expériences de double hybride chez la drosophile ?

2) Existe-t-il une interaction entre Bug22p et la centrine 2 et des protéines de type

FOP (FOR20 en 'occurrence) comme nous ’avons suggéré dans la discussion de l'article ?

3) Bug22p est-elle une protéine de 'IFT ?

4) Les changements d’acides aminés observés dans la séquence consensus des
protéines de plante ou de nématode par rapport aux consensus des organismes possédant

des cils motiles modifient-ils la capacité de la protéine a pénétrer dans les cils motiles ?

5) La protéine PtBug22p impliquée dans la motilité chez la paramécie, est-elle

présente au sein de cils primaires non motiles des mammiferes ?

Je décrirai tout d’abord les expériences que j'ai réalisées sur la paramécie pour
répondre aux quatre premieéres questions, puis ensuite mes études réalisées chez les
plantes. J'exposerai enfin les résultats obtenus sur les cellules de mammifére qui m’ont

amenés a reprendre certaines analyses chez la paramécie
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Figure 13 : Localisation de PtBug22p et Ptqilin dans la paramécie et recherche d’une
éventuelle interaction entre les deux.

La localisation des protéines PtQilinA et PtBug22c est effectuée grace a une fusion de la GFP en
Nter des protéines. A. La protéine GFP-PtBug22 se localise dans les cils de la méme maniére apres
I'inactivation de PtQUILIN A+C qu’apres l'inactivation contréle. B : La protéine GFP-PtQilinA se
localise de fagon faible dans une partie des cils de la méme maniere apres la déplétion de la
protéine PtBug22p que dans la déplétion contrdle. C: En revanche, on observe une différence de
répartition de GFP-Bug2?2 entre le noyau et le cytoplasme selon qu’on inactive les PrQ/LIN ou
non. La fluorescence est, chaque fois, observée au microscope a fluorescence directement sur des
cellules fixées. Barres d’échelles: 10um. D-E Estimations de la quantité de fluorescence GFP-
PtBug22 apres 36H d’inactivation contrdle et PrQ/LIN. D. Mesure du rapport de fluorescence
entre noyau et cytoplasme E. Intensités de fluorescence, estimées dans Image] en Unités
Arbitraires (UA) dans le noyau et dans le cytoplasme. La localisation nucléaire de la protéine GFP-
PtBug22 semble diminuer apres 36H d’inactivation PrQI/LIN. La Qilin semble donc essentielle a la
localisation nucléaire de Bug22p.



Intéractants potentiels de PtBug22p

Recherche d’une interaction avec la Qilin

Chez la paramécie, quatre génes ohnologues (issus des deux dernieres duplications
de génome) codent pour quatre Qilin distinctes en séquence protéique (PtQilin A, B, C et
D,), 'une d’entre elles, PtQilinA, differe des trois autres par une délétion d’environ 40
acides aminés dans sa partie C terminale. Si ces quatre protéines fusionnées a la GFP se
localisent de fagon identique dans les cils de paramécies (Houssein Chalhoub, étudiant en
Master 2 en 2009), des résultats préliminaires indiquaient que la PtQilinA était également
capable de se localiser dans le noyau (Houssein Chalhoub, communication personnelle)
comme c’est le cas de CLUAP1 (nom de la Qilin chez 'homme) dans les cellules de
carcinomes colorectaux (Takahashi et al. 2004). La double localisation de la PtQilinA et de
PtBug22p dans le cil et le noyau de paramécie ainsi que l'interaction observée en double
hybride entre ces mémes protéines de drosophile nous ont incitées a rechercher une
relation entre la PtQilin et PtBug22p. Pour cela nous avons réalisé des expériences
d’inactivation des genes PtBUGZZ2 sur des cellules exprimant la PtQilinA fusionnée a la

GFP et des inactivations des génes de PrQilin sur des cellules exprimant GFP-PtBug22.

La figure 13, permet de comparer la fluorescence observée sur des cellules témoins
exprimant GFP-PtBug22 (figure 13 A) et celle de cellules exprimant PtQilinA-GFP (figure
13 B). Alors que les noyaux de toutes les cellules des clones exprimant GFP-PtBug22
étaient clairement fluorescents (figure 13 C, inactivation contrdle), le marquage des
noyaux des cellules exprimant PtQilinA-GFP était variable, le noyau de certaines cellules
étant fluorescents et d’autres non (résultat non montré). Nous n’avons pu déterminer
clairement les causes de cette variabilité, ce qui ne nous a pas permis de tester I'effet de la

déplétion de PtBug22p sur la localisation nucléaire de PtQilinA-GFP.
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Sur les cellules exprimant GFP-PtBug22 (figure 13 A), nous observons une
fluorescence intense au niveau des corps basaux et le long des cils. En ce qui concerne la
PtQilinA-GFP (figure 13 B), une fluorescence plus faible est également détectée au niveau
des corps basaux et ne s’étendant que sur la partie proximale de cils. Tous les cils ne sont

pas fluorescents.

Comme nous pouvons le constater sur la figure 13 B, la déplétion de PtBug22p
n’entraine pas de baisse de la fluorescence au niveau des cils dans les transformants
exprimant la PtQilinA-GFP, indiquant que PtBug22p n’est pas essentielle a la localisation

ciliaire de PtQilin.

L’inactivation de PrQILIN entraine une réduction de la taille des cils, 2 a 3
divisions apres l'inactivation, ce qui a conduit a leur disparition complete (Chalhoub,
communication personnelle) compatible avec son rdle au sein du complexe IFT B observé
chez les autres organismes. Comme nous pouvons le constater sur la figure 13 B, si la
déplétion de la Qilin induit bien un raccourcissement des cils des cellules exprimant la
GFP-PtBug22, ces cils sont toujours fluorescents, indiquant que l'absence de PtQilin
n’empéche ni linsertion ni le maintien de GFP-PtBug22 dans la structure ciliaire.
Toutefois on peut noter que, méme en absence de cils, les corps basaux sont toujours

marqués, indiquant que le recrutement au corps basal est indépendant de cette protéine de

I'TFT.

Nous pouvons constater sur la figure 13 C que la fluorescence nucléaire des cellules
transformées par GFP-PtBug22 et déplétée pour PtQilin semble diminuer par rapport au
témoin. Nous avons quantifié cette diminution en estimant la différence de fluorescence
mesurée dans le noyau et dans le cytoplasme ; la moyenne des rapports d’intensité, estimés
sur 45 cellules témoins et 47 cellules inactivées, entre ces deux compartiments sont
présentés figure 13 D. Comme attendu, le rapport diminue, passant de 2,4 +/- 0,5 a 1,6 +/-

0,2. Pour préciser la cause de la modification du rapport, nous avons analysé les mesures
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d’intensité obtenues en unité arbitraire. En effet, la diminution de se rapport peut étre du,
soit a la diminution de l'intensité de fluorescence dans le noyau, soit a une hausse de
I'intensité de fluorescence cytoplasmique, soit a 'addition de ces deux phénomeénes. La
figure 13 E permet de visualiser les intensités moyennes mesurées dans le cytoplasme et
dans le noyau en unité arbitraire. L’intensité de fluorescence nucléaire est réduite en
absence de PtQilin alors que lintensité mesurée dans le cytoplasme reste stable. Ce
résultat suggere donc que PtQilin est bien impliquée dans la localisation nucléaire de la

protéine PtBug22p.

Conclusion — discussion

L’ensemble de ces expériences suggere que la localisation de la PtQilin et de
PtBug22p dans les cils ne sont pas interdépendantes. Néanmoins il serait intéressant de
visualiser I'effet des inactivations sur des cellules en cours de reciliation et au cours de la
division. Nous disposons actuellement de nouveaux outils, en particulier de nouveaux
anticorps et de nouvelles techniques de marquages immuno-cytochimiques qui permettent
de visualiser les cils dés le début de leur formation et sur toute leur longueur (voir plus
loin). L'utilisation de ces anticorps pourrait permettre d’étudier plus finement l'effet de ces

inactivations croisées.

Bien que l'expression de GFP-PtBug22 n’ait pas été réalisée sous son propre
promoteur, la présence de PtBug22p au sein du noyau ne semble pas étre un artefact ni
résulter d'une simple diffusion de la molécule hybride. Plusieurs protéines ayant des
masses moléculaires voisines de Bug22p ont été fusionnées a la GFP (toutes les centrines
par exemple, Gogendeau et al. 2008) et aucune d’elles n’a été observée dans le noyau. Par
ailleurs la protéine Bug22p a été retrouvée de facon indépendante dans deux analyses
globales de protéome associé au spliceosome (Zhou et al., 2002 ; Herold et al., 2009), ce
qui, bien qu’indirectement, étaye I’hypotheése d’'une localisation nucléaire. Si nous n’avons

pu observer de relation entre PtQilin et PtBug22p au niveau des cils, ces résultats
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Figure 14 : Observation des appareils oraux des paramécies apres la premiére division en
milieu d’inactivation PtBUG22.

Les corps basaux sont ici observés grace a 'expression de la centrine 3 fusionnée a la GFP
(GFP-Ptcen3). La fluorescence est observée au microscope a fluorescence, en direct, sur
des cellules fixées. La forme générale des cellules ainsi que le positionnement des corps
basaux de I'appareil oral de ces paramécies est montré sur des cellules inactivées pour le
géne témoin, ND/7 (A1,A2) ainsi que sur des cellules inactivées pour PtBUGZ22 (B1,B2). La
désorganisation des alignements ciliaires dans 'appareil oral est clairement visible dans les
cellules inactivées pour PtBUGZZ2 (fleches). Barres d’échelles : 10pum.



suggerent que la localisation de PtBug22p dans le noyau pourrait dépendre de la Qilin.
Finalement, le résultat obtenu suggere que l'interaction chez la drosophile, observée en
double hybride, pourrait refléter une interaction nucléaire plutét que ciliaire.
L’interaction observée en double hybride entre la Qilin et la protéine DmBug22p de
drosophile pourrait donc étre le témoin de cette interaction directe de ces molécules au
sein du noyau. L’interaction de DmBug22p avec le Suppresseur de white apricot, facteur

d’épissage, dans ce crible double hybride pourrait alors aussi étre significative.

Toutefois il sera important de tester la localisation nucléaire de la protéine Bug22p
exprimée sous son propre promoteur et de vérifier par la suite la possible interaction avec

la Qilin.

Recherche d’interactions entre PtBug22p et des protéines impliquées dans I'ancrage des
corps basaux : PtCen2p et PtFOR20p.

Comme nous 'avons déja souligné, plusieurs observations laissaient supposer une
interaction entre PtBug22p et les centrines de type PtCen2p. Tout d’abord, PtBug22p et la
centrine 2 semblent avoir co-évolué (voir discussion de Iarticle). Deuxiémement,
I'inactivation de PtBug22p entraine des désordres dans le positionnement des corps basaux
de la paramécie (figure 14), tout comme l'inactivation génique de PrCENZ. Enfin, la
microscopie électronique révele que les deux protéines sont localisées le long des
microtubules a 'intérieur du corps basal et a leur extrémité distale au niveau de la plaque
terminale (Ruiz et al., 2005 ; Laligné et al., 2010). Des études chez les plantes ont montré
également que des protéines de type Tonneau a domaine FOP, dont un homologue est
représenté par la protéine PtFor20p chez la paramécie, étaient reliées fonctionnellement
aux centrines 2 (Azimzadeh et al., 2008). Comme nous l'avons discuté dans larticle,
Bug22p pourrait bien aussi interagir avec ces protéines a domaine FOP. Pour tester une

telle hypothése, nous avons employé la méme stratégie que celle utilisée pour détecter les
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Figure 15 : Localisation de GFP-PtBug22 aprés inactivation PrCENZ

Inactivation de cen2p

L’inactivation PtCENZ provoque une incapacité pour la cellule d’ancrer les corps basaux
néoformés au cortex cellulaire. Ces corps basaux restent alors internalisés dans le corps cellulaire
de la paramécie. L’anticorps ID5, ici visualisé en rouge, permet de localiser les corps basaux. En
vert est représentée la localisation de la protéine GFP-PtBug22. A. Dans les témoins, la
fluorescence verte montre une localisation ciliaire de GFP-PtBug22 ainsi que dans les corps
basaux. B. La localisation GFP-PtBug22 est préservée au cortex de cellules inactivées pour la
centrine 2. C. La localisation GFP-PtBug22 n’est pas observée au niveau des corps basaux internes.
GFP-PtBug22 a donc besoin de la centrine 2 pour se localiser aux corps basaux de la paramécie. La
fluorescence de la GFP est observée en direct sur des cellules fixées. Barre d’échelle : 10pum.



Anticorps IDS5 GFP-PtBug22p merge

Figure 16 : Localisation de la protéine GFP-Bug22 apreés inactivation PtFOR20.

L’inactivation PtFORZ0 empéche 'ancrage des corps basaux néoformés. Ceux-ci ne sont
alors plus capables de nucléer des cils. Ici I'anticorps ID5, en rouge, permet de visualiser
les corps basaux ancestraux comme ceux néoformés pendant la duplication en cours. GFP-
PtBug22? est visualisée en vert. Nous constatons que seuls quelques corps basaux ont
incorporé la protéine ; ces corps basaux sont ciliés, ils étaient présents avant la division
cellulaire. GFP-PtBug22 a donc besoin de la présence de PtFor20p pour se localiser aux
cils et corps basaux.



interactions entre Bug22p et la Qilin, a savoir inactiver les génes PtCENZ et PtFORZ20dans

des cellules exprimant GFP-PtBug22.

Chez la paramécie, les déplétions de PtCen2p et de PtFor20p induisent des
phénotypes tres similaires consistant en des défauts d’accrochage des corps basaux au
cortex et d'un déficit en cils (Ruiz et al., 2005 ; Aubusson et al., en préparation). Les
figures 15 et 16 montrent la fluorescence observée sur des transformants exprimant GFP-
PtBug22 déplétés pour PtCen2p (figure 15) et PtFor20p (figure 16). Les cellules marquées
par 'anticorps ID5, qui décore spécifiquement les corps basaux, présentent le phénotype
caractéristique de l'inactivation : corps basaux mal positionnés et / ou internes. Dans les
deux types de déplétion, les cils présents sont fluorescents, mais le signal GFP est absent
des corps basaux mal positionnés sur le cortex et non ciliés tout comme des corps basaux

internes.

Conclusion — discussion

Ces expériences indiquent une absence d’interaction entre PtBug22p et les deux
protéines de corps basaux car la surexpression de GFP-PtBug22 ne modifie pas les effets de
I'inactivation de PtCENZ ni de PtFORZ0. En revanche, la localisation de PtCen2p et de
PtFor20p précede l'intégration de PtBug22p au niveau des corps basaux néoformés au
cours de la duplication. Il faudrait par ailleurs également tester 'effet de I'inactivation des
geénes codant la centrine 3 sur la localisation de GFP-PtBug22. En effet des résultats
récents, obtenus au laboratoire, montrent que l'inactivation de ces génes conduit a un
défaut de I'ancrage membranaire de corps basaux qui contiennent des structures distales
nécessaires a leur ancrage au niveau du cortex, ce qui n’est pas le cas des corps basaux
internes dans les cellules déplétées pour la PtCen2p et PtFor20p (Ruiz et al., 2005 ;
Aubusson et al., en préparation). Il se pourrait donc que PtBug22p soit présente dans ces

structures.
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Figure 17 : Effets de l'inactivation de protéines de I'TFT sur les cils

Observation des effets de linactivation génique PrtBUGZ2Z et de protéines de T'IFT
comparés a un témoin et visualisés avec 'anticorps anti-cils au microscope a fluorescence
apres 48H d’inactivation génique. A. Comparaison de cellules déplétées pour une protéine
témoin (PtND7p) et pour PtBug22p. B. Comparaison avec des paramécies déplétées pour
deux protéines de 'IFT B, PtIFT172p et PtQilin (Houssein Chaloub, Etudiant en Master2
en 2009 et Shi Lei, doctorant, communications personnelles) et une de 'IFT A, PtIFT139p
(Shi Lei, communication personnelle). Nous constatons que les cellules déplétées pour les
protéines de I'IFT ont perdues leur ciliature contrairement a la cellule témoin et celle
inactivée pour PtBug22p. Barres d’échelles : 10pm.



PtBug22p est-elle une protéine du complexe IFT ?

Chez la paramécie, comme chez la plupart des organismes (Cao et al., 2010 ; Fan et
al., 2010 ; revue : Rosenbaum et Witman, 2002 ; Scholey et Anderson, 2006), la déplétion
de protéines des complexes IFT B, telles que PtIFT172p (figure 17 et figure S4 de l'article)
et PtQilin (Houssein Chalhoub, communication personnelle; figure 17) induit une
réduction de la taille des cils suivie d’'une disparition compléte de la ciliature. Clest
également le cas pour la protéine PtIFT139p qui fait partie du complexe IFT A (Shi Lei,
communication personnelle). Comme nous I'avons déja souligné, bien que la déplétion de
PtBug22p ne semble pas avoir d’effet sur la biogénése des cils (figure 17 ; figure S4 de
'article), deux observations pouvaient laisser penser que cette protéine était partenaire du
complexe IFT : (1) elle se localise dans le cil a intervalles réguliers entre axonéme et
membrane tout comme plusieurs protéines de I'IFT (Sedmak et Wolfrum, 2010) ; (2) I'un
des deux intéractants identifiés par double hybride comme partenaires potentiels de
Bug22p chez la drosophile est la Qilin, une protéine de 'IFT B (Giot et al., 2003). Bien que
nous n’ayons pas vu d’interaction claire entre la PtQilin et PtBug22p au niveau des cils
chez la paramécie, nous avons néanmoins testé 'hypothése d’une possible appartenance de

PtBug22p au complexe de transport intraflagellaire,
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Figure 18 : Analyse de la localisation de la protéine GFP-PtBug22 au cours de la
ciliogénése en comparaison avec la localisation de la protéine GFP-Ptqilin.

A. Observation de la localisation des protéines GFP-Ptqilin et GFP-PtBug22 dans une paramécie
en interphase et en division. La protéine GFP-Ptqilin se localise principalement au niveau des
corps basaux. Lorsque la cellule entre en division, Ptqilin-GFP est surexprimée dans les cils en
cours de formation (Houssein Chaloub et Shi Lei, communication personnelle). La protéine GFP-
PtBug22 se localise dans les corps basaux et les cils, que la cellule soit en interphase ou en division.
Les cellules sont observées au microscope a fluorescence. B. Observation d’une cellule marquée par
I'anticorps TAP952, spécifique des faibles niveaux d’acétylation de I'a-tubuline. Nous constatons
que les cils sont marqués sur toute la surface cellulaire et que les cils de la région du sillon de
division sont plus intensément révélés par cet anticorps. (Anne Aubusson, communication
personnelle). C. Visualisation en microscopie confocale de la localisation de la protéine PtBug22-
GFP sur des cils en formation dans une cellule en cours de division avec 'anticorps anti-cils et
TAP952. (Anne Aubusson, communication personnelle).



Comparaison de la localisation de protéines de I'IFT B avec PtBug22p

Pour tester cette hypotheése, j’ai dans un premier temps comparé la localisation de
la fluorescence de paramécies exprimant GFP-PtBug22 avec celle observée sur des cellules

exprimant PtQilin-GFP sur des cellules en division.

Comme on peut le constater sur la figure 18 A, alors que les cils des cellules en
interphase exprimant PtQilin-GFP sont faiblement fluorescents, lors de la division
cellulaire la fluorescence est trés accentuée au niveau de la zone équatoriale du cortex.
Cette région correspond a celle dans laquelle de nombreux nouveaux corps basaux et cils
se forment au cours de la division (Iftode et al., 1989). Elle est visualisée sur la figure 18 B
grace a un marquage avec l'anticorps TAP952 qui reconnait les tubulines monoglycylées et
permet le marquage des cils en croissance aussi bien que ceux en maintenance. La
différence d’intensité de fluorescence observée avec la PtQilin-GFP traduit le fait que la
quantité de protéines de I'IFT participant au renouvellement des composants ciliaires
durant I'interphase est moindre par rapport a celle participant a leur biogénése au cours de
la division. On n’observe pas ces différences de fluorescence dans les cellules en division
exprimant la protéine GFP-PtBug?22 (figure 18 A). PtBug22p, contrairement aux protéines
de I'TFT, ne semble donc pas essentielle a la croissance ciliaire et pourrait n’étre adressée

aux cils que tardivement.

Insertion de PtBug22p dans le cil au cours de Ia ciliogénése

Pour confirmer l'intégration tardive de PtBug22 dans le cil au cours de la biogéneése
ciliaire, j’ai comparé la localisation de la fluorescence sur des cellules exprimant GFP-

PtBug2?2 en division avec le marquage de I'anticorps TAP952.

Comme on peut le constater sur la figure 18 C, alors que 'anticorps marque des cils

trés courts correspondant a des cils en début de développement, aucune fluorescence
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Figure 19 : Comparaison de la localisation de GFP-PtIFT57 et GFP-PtBug22 pendant
l'inactivation de Pt/FT139.

A. Paramécies exprimant GFP-PtIFT57. B. Paramécies exprimant GFP-PtBug22. Chacune
inactivées pour le géne contrble (PtND) et pour Pt/FT139 impliqué dans le transport IFT
rétrograde. La fluorescence est observée directement au microscope a fluorescence.. La
protéine GFP-PtIFT57 s’accumule a la pointe quand le gene Pt/FT139 est inactivé,
contrairement a GFP-PtBug22 dont la localisation ciliaire reste inchangée le long du cil.

Barres d’échelles : 10pm.



indiquant la présence de PtBug22p n’est observée dans ces cils. Ceci indique que la
protéine PtBug22p n’a pas encore pénétré dans le cil, ce qui est incompatible avec la
fonction IFT. Plus tard au cours de la croissance ciliaire, on observe un co-marquage de la
GFP avec l'anticorps TAP952 qui commence a la base, puis s’étend le long des cils en
croissance et s’interrompt avant l'extrémité distale marquée uniquement par l'anticorps.
L’absence de PtBug22p dans I'extrémité distale des cils qui correspond a la région dans
laquelle s’effectue ’échange des molécules des particules de 'IFT B vers I'TFT A, aussi bien
dans des cils matures que des cils en cours de ciliogénese, est donc un argument
supplémentaire indiquant que PtBug22p n’est pas un constituant de I'IFT. L’absence de
marquage GFP a la base des cils matures observée sur la figure s’explique probablement
par un artefact du a la réaction immunologique. En effet lorsque les cellules exprimant

GFP-PtBug22 sont observées apres une simple fixation, ce marquage est présent.

Localisation de GFP-PtBug2? et de GFP-PtIFT57 apreés inactivation d’IFT139

Les mutations ou la déplétion des protéines du complexe 'IFT A, impliqué dans le
transport rétrograde des protéines ciliaires, conduisent généralement a une accumulation
des protéines de I'IFT B, par exemple IFT57p a la pointe ciliaire (Tsao et Gorovsky, 2008).
Donc pour confirmer que PtBug22p n’est pas un composant du complexe IFT, j'ai déplété
la protéine PtIFT139p, qui fait partie du complexe I'IFT-A, chez des transformants

exprimant la protéine GFP-PtBug?22.

La figure 19 permet de comparer la fluorescence observée sur des cellules en
interphase exprimant GFP-PtBug22 et PtIFT57-GFP, obtenues apres 48h d’inactivation
génique PrlFT139. Si la perturbation du transport intra-flagellaire rétrograde induit bien
l'accumulation de la fluorescence a la pointe des cils pour IFT57-GFP, on n’observe pas
d’accumulation de la protéine PtBug22p, indiquant qu'une fois intégrée dans la structure

ciliaire, elle ne s’y déplace pas.
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Conclusion — discussion

En conclusion, I'ensemble de ces données montre que la protéine PtBug22p n’est
pas un composant de I'TFT. Il semble méme que, comme la polyglycylation des tubulines,
son incorporation nécessite un allongement minimum de 'axonéme. Cette conclusion est
compatible avec les résultats de l'inactivation de PtCen2p et PtFor20p sur des cellules
exprimant GFP-PtBug22 qui montrent que 'ancrage correct des corps basaux au cortex est

une étape nécessaire pour que PtBug22p puisse s’y localiser.
On peut d'ores et déja noter que, tout comme lincorporation de PtBug22p,

I'incorporation de polyglycines dans les microtubules axonémaux est un processus qui se

produit tardivement, apres le début de formation du cil.

Un site d’adressage ciliaire intrinseque a la séquence protéique de Bug22p

La comparaison des séquences protéiques Bug22p codées par des organismes
portant des cils (motiles et non motiles) et des centrioles avec celles provenant d’espeéces
dépourvues de cils et de centrioles, nous avait permis de définir un possible motif
d’adressage ciliaire composé de 7 acides aminés : [KR] — x (7) — [TIn] — x (6) — [LScq] — x (9)
—[S] —x (10) — [Krden] — [KRdeq] — x (44) — [Tn] (voir l'article). Nous avons voulu vérifier
cette hypothése en comparant la localisation dans la paramécie des protéines de plante et

de nématode fusionnées a la GFP avec celles des protéines de paramécie et de ’homme.

Selon notre hypotheése, nous nous attendions a ne pas voir de fluorescence au niveau
des cils et des corps basaux apres transformation avec la séquence provenant de la plante
Arabidospsis. Aucune prédiction ne pouvait étre faite pour la localisation de la protéine

CeBug22p correspondant a la séquence de la protéine trouvée chez le nématode.
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Figure 20 : Localisation dans la paramécie d’homologues de Bug22p de quatre espéces
fusionnés a la GFP

Visualisation de la localisation de quatre génes BUGZZ, venant du génome de la paramécie
(PtBUGZ22), de Thomme (HsBUGZ2), du nématode (CeBUGZ2), et d’Arabidopsis
(AtBUGZ22), chacun fusionné a la GFP positionnée en C-ter du gene. Chacun est exprimé
sous controle des séquences régulatrices de la calmoduline pour permettre leur expression
constitutive dans la paramécie. Les quatre protéines fluorescentes présentent des
localisations différentes : aux cils et corps basaux pour PtBug22-GFP (A) et pour HsBug22-
GFP (B), aux corps basaux pour CeBug22-GFP (C) et cytoplasmique mais non homogéne
pour AtBug22-GFP (D). Barres d’échelles: 10um. E1-E4 : Présence des codons codés le
plus rarement dans la paramécie dans les quatre séquences exprimées. Nous constatons
que c’est dans le géne HsBUGZ22 que 'on retrouve le plus de codons rares.



Les premiéres expériences de localisation de Bug22p avaient été réalisées avec les
protéines de paramécie et humaine étiquetée a la GFP dans leur partie N-terminale (figure
2 de larticle). Pour éliminer I’hypothése qu'une absence de fluorescence dans le cil puisse
résulter d’'une traduction incompléte des protéines de plante et de nématode fusionnées a
la GFP, et non pas d'un défaut d’adressage, j’ai construit quatre nouveaux vecteurs
permettant chacun l'expression des transgenes d’intérét fusionnés au géne de la GFP dans
leur partie C-terminale cette fois. J’ai aussi vérifié que le nombre de codons rares (Salim et
al., 2008) présents dans les ADNc d’Arabidopsis et de Caenorhabditis n’était pas supérieur
a celui présent dans le ADNc humain (figure 20, E1 — E4), ce qui aurait pu également
expliquer une baisse de 'expression des protéines fusions. Nous constatons qu’il n’y a pas
plus de codons rares dans la séquence des genes AtBUG22 (E4) et CeBUGZ2Z2 (E3) que dans
la séquence du gene HsBUGZ22 (E2).

La figure 20 permet de comparer la fluorescence observée apreés transformation des
paramécies avec chacun de ces vecteurs. Comme les protéines GFP-PtBug22 et GFP-
HsBug22, les protéines de paramécie, PtBug22-GFP, et humaine, HsBug22p-GFP, se
localisent au niveau des corps basaux et le long des cils des transformants (figures 20, A et

B).

Deux types de clones ont été observés apres transformation avec le vecteur permettant
I'expression du gene de nématode. Les premiers présentaient un cycle de croissance
normal et un phénotype de nage sauvage. La fluorescence, dans ce type de clones, était
localisée au niveau des corps basaux (figure 20 C) mais pas au niveau des cils, ni du noyau.
Le second type de clones présentait une fluorescence au niveau des cils aprés deux ou trois
divisions suivant la transformation. La vitesse de nage des paramécies était réduite et leur
cycle de division ralenti. Puis, apres 3 ou 4 divisions, ils reprenaient un phénotype
sauvage, ceci s’accompagnant de la perte compléte de la fluorescence. Dans le méme
temps, ces cellules ont rapidement déclenché un phénoméne d’autogamie qui

s’accompagne de la dégradation complete de TADN du noyau somatique (macronoyau)
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dans lequel 'ADN transformant est injecté. Nous n’avons donc pu vérifier si 'absence de
fluorescence était due a une perte de 'ADN transformant ou a la dégradation de la
protéine hybride. En tout état de cause, ces résultats suggeérent que, si la protéine de
nématode peut étre adressée aux cils, sa présence y est néfaste pour la cellule. Ce qui n’est

pas le cas lorsqu’elle est associée au corps basal.

Toutes les cellules transformantes exprimant la protéine AtBug22-GFP (figure 20 D)
présentent une fluorescence cytoplasmique indiquant, bien que nous ne l'ayons pas
quantifiée que la protéine hybride est exprimée. Bien qu’associée préférentiellement au
cortex cellulaire, la fluorescence n’est localisée ni aux corps basaux, ni aux cils, montrant
que la molécule de plante est incapable d’y étre adressée. Les paramécies transformées ne
présentent, dans ce cas, aucun phénotype de surexpression (nage et cycle de division

comparables a ceux des cellules sauvages).

Conclusion — discussion

Malgré sa grande conservation en séquence avec la protéine de paramécie (75%
d’identité), la protéine AtBug22p de plante semble incapable d’étre adressée au corps basal
et de pénétrer dans le cil, ce qui nous conforte dans notre hypothese selon laquelle les
acides aminés différant entre les séquences consensus de plantes et d’organismes ciliés
pourraient constituer un site essentiel permettant 'adressage de Bug22p au cil. Nous
envisageons de I'étayer en vérifiant que la modification des acides aminés spécifiques de la
séquence consensus ciliaire présente dans la protéine de paramécie par des acides aminés
consensus de plante entraine un défaut de son adressage aux cils. Nous pourrons
également tester si les modifications inverses permettraient de faire pénétrer la protéine

de plante dans les cils de paramécie.

L’importance de ces acides aminés consensus dans la localisation de la protéine semble

confirmée par le fait que la protéine de Caenorhabditis, qui ne contient quune seule
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substitution par rapport aux consensus des protéines Bug22p des organismes contenant des
cils motiles ne pénetre pas ou peu dans les cils de paramécie. Nous n’avons actuellement
aucune donnée concernant CeBug22p chez Caenorhabiditis, si ce n’est qu'une séquence de
type « X-box » est présente en aval du géne qui la code, indiquant qu’il est exprimé grace a
un facteur de transcription de type RFX. Il se pourrait néanmoins que, contrairement a la
protéine de paramécie, CeBug22p ne soit pas adressée aux cils immotiles, seules structures
ciliaires présentes chez cet organisme. Nous pouvons toutefois souligner que I'axonéme
des cils non motiles de Caenorhabditis a une structure particuliére et qu’il n’est pas ancré a
la membrane par un corps basal classique mais par une zone dite de transition de structure

tres distincte (Inglis et al., 2007).

L’effet délétére observé dans les paramécies sur-exprimant la protéine de
Caenorhabditis et qui mime 'effet de 'extinction génique (ralentissement de la nage et du
cycle cellulaire) n’a jamais été observé avec la protéine humaine. Il pourrait résulter d'une
compétition entre les protéines endogénes et exogeénes. En effet, si la protéine CeBug22-
GFP est capable de pénétrer dans le cil motile lorsqu’elle est surexprimée dans la
paramécie, elle pourrait étre incapable d’interagir avec tout ou partie des partenaires de

PtBug?22p.

Enfin, I'absence de fluorescence dans le noyau des cellules transformées par les
plasmides exprimant les protéines de Caenorhabditis ou d’Arabidopsis confirme que le
passage dans le noyau de la protéine PtBug22p n’est pas un artefact de surexpression mais

résulte des propriétés intrinseéques de la protéine.
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Chapitre II. Analyse de la fonction de Bug22p chez les plantes
terrestres

Pour comprendre la fonction de Bug22p, il est important de prendre en compte
tous les aspects fonctionnels de cette protéine. Sa conservation dans des organismes non
ciliés montre qu’elle a une fonction additionnelle a sa fonction dans la motilité ciliaire.
Nous avons essayé d’analyser cette fonction dans les plantes terrestres. Les deux modeles

utilisés ont été Arabidopsis thaliana et Nicotiana benthamiana.

Analyse fonctionnelle de la protéine Bug22p

Erude de mutants insertionnels

Il existe plusieurs banques de mutants d'insertion d’Arabidopsis thaliana qui
résultent d’insertions aléatoires d’ ADN-T ou de transposons dans le génome de la plante.
Dans aucune d’elles, nous n’avons trouvé de clone contenant une insertion dans la
séquence codante d’AtBUGZ22. Cette absence de mutants pourrait s’expliquer par la taille
du géne qui est petite et donc que la probabilité d’insertion a l'intérieur de la région
codante est faible. Cela peut aussi signifier que toute insertion dans sa séquence codante
pourrait étre létale. Par contre, nous avons trouvé huit lignées contenant des insertions
d’ADN-T dans le promoteur d’AtBUGZ22. Quatre proviennent de la collection du SALK
Institute Genomic Analysis Laboratory; Alonso et al.,, 2003), et quatre autres de la
collection SAIL (Syngenta Arabidopsis Insertion Library; Sessions et al., 2002). Les
insertions trouvées dans la collection SALK touchent potentiellement 'expression d'un
geéne voisin &’ AtBUGZ22, nous avons donc choisi de ne pas les utiliser. Parmi les 2 lignées

de la collection SAIL qui contiennent une insertion dans le promoteur d’ AtBUGZ2Z, nous

=77 -







avons choisi d’étudier celle dont I'insertion est la plus proche du codon d’initiation de
traduction (28 nucléotides de I'ATG) et qui est donc la plus susceptible d’entrainer une

altération de 'expression d’AtBUGZ2.

Les graines recues du stock center (lignée SAIL_283_H(09) correspondent a la
descendance de plantes hétérozygotes pour l'insertion et sont donc hétérogénes. Nous
avons semé 28 graines qui ont donné des plantes dont certaines avaient une croissance
ralentie et qui auraient donc été susceptibles de contenir un allele AzBUG22 mutant. Ces
plantes ont été génotypées par PCR afin de distinguer celles susceptibles de porter
I'insertion a I'état homozygote ou hétérozygote. Pour cela, 'ADN de chaque plantule a été
extrait et testé par PCR. Deux couples d’oligonucléotides ont été utilisés pour réaliser ces
PCRs: un couple permettant 'amplification de l'allele sauvage d’AtBUGZ22 et T'autre

I’alléle contenant l'insertion de ’ADN-T.

Sur les 28 plantes, 13 étaient de génotype homozygote sauvage, 11 étaient
hétérozygotes et 4 homozygotes mutantes (résultats non montrés) pour le géne AtBUG22.
Cependant, il n’y avait aucune corrélation entre le phénotype de croissance observé et le
génotype : les plantes homozygotes pour l'insertion avaient un phénotype normal et les
plantes a croissance ralentie ne portaient pas la mutation. L’insertion SAIL_283_H09 ne
semble donc pas affecter le développement de la plante. Toutefois, il faudrait tester la
quantité de protéines ou d’ARN produits afin de vérifier que 'expression de la protéine

d’intérét est bien affectée par la mutation insertionelle de cette lignée.

Etude par extinction génique

Nous avons donc tenté de dépléter la protéine AtBug22p chez Arabidopsis thaliana
afin de pouvoir effectuer une analyse fonctionnelle tout au long de la croissance de
l'organisme. La technique d’ARNi chez Arabidopsis thaliana consiste a intégrer dans son

génome, grace a une infection par Agrobactérium tumefaciens, un ADN-T porteur d’'une
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séquence codant un ARN capable de former une structure dite en épingle a cheveux et

contenant tout ou partie de la séquence du géne correspondant au gene a inactiver

(Eamens et al., 2008).

Jai donc amplifié par PCR un fragment de 540 pbs correspondant a 'ADNc du
géne AtBUG22 s’étendant du nucléotide 30 au nucléotide 570 et cloné ce fragment en
palindrome dans le vecteur pKANNIBAL (Helliwell et Waterhouse, 2003) derriére le
promoteur qui permet son expression en ARN et la formation d'une structure ARN en
épingle a cheveu chez la plante (Eamens et al., 2008). Le fragment d’intérét contenant le
promoteur et les fragments de ’ADNc AtBUG22 en palindrome a ensuite été transféré
dans 'ADN-T porté par le plasmide pGREEN, ce plasmide ayant été utilisé ensuite pour
transformer A. tumefaciens. Malheureusement, malgré trois tentatives de culture, la
construction était incompatible avec la croissance de la bactérie et nous n’avons pu réaliser

la transformation d’A. thaliana.

Localisation de la protéine Bug22p

Nous avons également entrepris de localiser la protéine AtBug22p dans les plantes
terrestres. Nous avons pour cela utilisé deux méthodes distinctes : transformation avec des
protéines AtBug22p fluorescentes et marquage de la protéine endogene avec l'anticorps

GTL3 qui reconnait la protéine Bug22p chez I'homme et la paramécie.

Nous avons construit, puis utilisé, quatre plasmides d’expression différents: le
plasmide, pGWB6 qui permet l'expression de protéine AtBug22p fusionnée a la GFP en N-
terminale ; le plasmide pGWB5, qui permet la localisation de la protéine par fusion GFP
en C-terminale. Nous avons aussi construit deux plasmides permettant 'expression de la
protéine AtBug22p fusionnée a la RFP en C-terminal et en N-terminal. Ces constructions

ont été réalisées dans les vecteurs pH7WGR2 qui permettent, 'expression des protéines-
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Figure 21. Localisation d’AtBug22p dans V. benthamiana.

Observation en microscopie confocale de cellules de tabac. A. Marqueur microtubulaire
fusionné a la GFP. B. Localisation de la protéine AtBug22p fusionnée a la GFP et a la RFP.
Les marqueurs sont positionnés chaque fois en N-ter et en C-ter de la protéine d’'intérét.
Nous constatons que les différentes constructions AtBug22p se localisent de la méme
maniére dans les cellules, ce marquage ne correspond pas au marquage des microtubules.
C. Co-localisation de la protéine GFP-AtBug2?2 avec un marqueur du réticulum
endoplasmique fusionné a la RFP. Barre d’échelle : 20um.



fusion sous le contrdle du promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur qui est un
promoteur constitutif fort. Nous avons procédé en deux étapes : (1) 'expression transitoire
des protéines fusions par infiltration de feuilles de N. benthamiana dans des cellules
différenciées ; (2) la transformation stable d’A. thaliana afin de pouvoir suivre la protéine

fusion dans des cellules en division.

Localisation dans N. benthamiana.

L’utilisation de N. benthamiana pour 'expression transitoire de protéines offre
I'avantage de la rapidité. En effet, s’il faut attendre plus de deux mois pour obtenir une
lignée Arabidopsis exprimant une construction donnée, seul deux ou trois jours suffisent
entre la transfection par infiltration et l'observation au microscope dans le cas dune
expression transitoire chez le tabac. Nous avons donc utilisé ce modele afin de tester les

plasmides construits.

La premiére étape a été de visualiser la protéine AtBug22p dans des cellules
différenciées de feuilles du tabac. Des plants de N. benthamiana ont été cultivés puis
infectés par des clones de A. tumefaciens porteurs de chacun des plasmides permettant
I'intégration de T-ADN dirigeant 'expression des protéines AtBug22p couplées a la RFP
ou la GFP. Les résultats observés chez la paramécie suggérant une possible association de
PtBug22p avec les microtubules nous avons également réalisé des transfections avec un
plasmide qui permet l'expression dune protéine associée aux microtubules (Martine
Pastuglia, communication personnelle). Les plantes, apres transfection, ont été observées
en microscopie confocale. Les résultats sont présentés sur la figure 21. Chez le témoin
exprimant la protéine associée aux microtubules, la fluorescence apparait sous forme de
faisceaux qui se croisent et créent ainsi un maillage non uniforme dans la cellule (figure 21
A). Aucun marquage de ce type n’est observé chez les plantes exprimant les quatre

protéines fusions AtBug22p (figure 21 B). Comme chez la paramécie nous pouvons noter
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Figure 22. Localisation de la protéine GFP-AtBug22p dans A. thaliana.

Observation en microscopie confocale de cellules racinaires en croissance d’A. thaliana. La
localisation de la protéine AtBug22p est effectuée grace a une fusion GFP en N-ter de la
protéine d’intérét. A. Localisation nucléaire et sous forme d’agrégats (fleches) dans les
cellules d'un plant exprimant faiblement la protéine GFP-AtBug22p B. Localisation
nucléaire et cytoplasmique de la protéine GFP-AtBug22p dans les cellules d’'un plant
exprimant fortement la protéine. Barres d’échelles : 20pm.



toutefois que leur noyau est fluorescent et ce, quelque soit le vecteur utilisé. Nous
constatons en plus la présence d'une fluorescence cytoplasmique ainsi que I'apparition
d’un maillage réticulé interconnecté par des jonctions a trois branches sur 'ensemble de la
cellule. Chez les plantes comme chez les animaux, ce type de maillage pourrait tout a fait
correspondre a la description faite du réticulum endoplasmique (Ridge et al. 1999 ; Zheng
et al. 2004). Pour tester cette hypothése, nous avons effectué une co-transfection de la
protéine AtBug22p fusionné a la GFP en N-terminal avec un marqueur du réticulum
endoplasmique (communication personnelle). Le résultat présenté figure 21 C montre une
co-localisation des deux marquages indiquant qu’AtBug22p se localise le long du réticulum

endoplasmique.

Localisation dans A. thaliana

Nous avons ensuite transformé, de facon stable, A. thaliana avec le plasmide
pGWB6 contenant le géne AtBUGZZ2 afin de localiser la protéine fluorescente dans des
cellules en prolifération. Nous avons choisi d'utiliser ce seul plasmide puisque les résultats
observés lors des expériences menées chez le tabac N. benthamiana était identiques

quelque soit le vecteur utilisé.

La figure 22 présente les résultats observés sur des cellules racinaires et montre que
la protéine fusion se localise de maniére différente selon son taux d’expression dans la
plante. Les cellules de huit lignées dans lesquelles le taux d’expression de la protéine
fusion apparaissait le plus faible présentaient une fluorescence essentiellement au niveau
du noyau et de quelques agrégats cytoplasmiques. Dans sept lignées ou la protéine fusion
paraissait tres exprimée, la fluorescence se localisait au niveau des noyaux ainsi que dans le

cytoplasme de maniére uniforme.
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Figure 23. Localisation de la protéine AtBug22p endogéne dans N. benthamiana

Observation en microscopie confocale de cellules de racine co-marquées avec un anticorps
anti-tubuline (en rouge) et I'anticorps GTL3 (en vert) spécifique de la protéine AtBug22p.
Les noyaux sont marqués au DAPI Barre d’échelle: 20pm. (Katia Belcram,
communication personnelle).



Localisation de la protéine AtBug22p endogéne dans Arabidopsis par immunocytochimie.

Enfin, nous avons tenté de localiser la protéine AtBug22p endogéne avec
I'anticorps GTL3 dont on sait qu’il reconnait, en Western Blot, la protéine humaine, de la
paramécie (Laligné et al., 2010) et du nématode (résultat non publié). Il y a 77% d’identité
entre les protéines AtBug22p et Hsbug22p, protéine contre laquelle 'anticorps a été
fabriqué et cet anticorps reconnait la protéine de paramécie, ce qui laisse supposer que

I’anticorps pourrait reconnaitre la protéine de plante.

Ces expériences ont été réalisées par Katia Belcram. Des racines d’Arabidopsis ont
été immuno-marquées par la technique de wholemount avec un anticorps permettant le
marquage spécifique des microtubules et avec 'anticorps GTL3. La figure 23 montre que
GTL3 marque divers agrégats dans des régions internes des cellules et plus finement toute
leur surface. Ce dernier marquage, qui semble former des alignements, pourrait laisser
penser qu AtBug22p suit des structures filamenteuses toutefois, il ne co-localise pas avec le
marqueur microtubulaire. AtBug22p ne suit donc pas les microtubules. Le marquage GTL3
pourrait correspondre a un marquage sur le réseau d’actine. Aucun marquage au niveau du

noyau n’a pu étre observé.

Conclusion — discussion

La protéine AtBug22p fusionnée aux marqueurs fluorescents se localise au noyau
aussi bien des cellules racinaires en croissance d’ Arabidopsis thaliana que dans le noyau de
cellules différenciées des feuilles du tabac N. benthamiana. Cette observation, en accord
avec ce que nous avons déja observé avec la protéine de paramécie, plaide plutot en faveur

d’un marquage spécifique. Nous n’avons, par contre, pas observé de marquage nucléaire en
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utilisant 'anticorps GTL3 sur des cellules d’Arabidopsis. Néanmoins, il serait important de

vérifier que 'anticorps GTL3 reconnait bien la protéine de plante.

Nous avons par ailleurs observé des marquages cytoplasmiques aussi bien avec
GTL3 qu’avec les protéines fluorescentes dans les deux organismes. Cependant ces
marquages étaient différemment localisés selon la méthode et les cellules utilisées ainsi
que selon le taux d’expression des protéines recombinantes : alors que les protéines
fluorescentes se localisent tout le long du réticulum endoplasmique dans les cellules

différenciées de V. benthamiana, elles forment des agrégats chez Arabidopsis.

L’anticorps reconnait des points qui semblent alignés et pourraient correspondre a
des marquages sur des filaments. Pour tester cette hypothese, il faudrait effectuer un co-
marquage AtBug22p avec les réseaux d’actine a l'aide de la phalloidine et vérifier que le
marquage disparait lorsque les cellules sont traitées par diverses drogues qui entraine une

déstabilisation de ce réseau.

Les résultats concernant la localisation de la protéine sont préliminaires et doivent
étre affinés. En particulier il sera important de réaliser 'expression des protéines-fusion

sous contrdle des régulateurs endogenes d’AtBug22p.
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Figure 24: Localisation de la protéine HsBug22p dans des cellules de mammiféres en
culture (RPE1 et IMCD) apres fixation a la paraformaldéhyde.

Observation de cellules marquées avec I'anticorps spécifique de I'a-tubuline acétylée (en rouge) et
avec l'anticorps GTL3 (en vert). A. Cellules en phase proliférative de types RPE1 (microscopie
confocale) et IMCD (microscopie a fluorescence). Les deux anticorps se localisent au niveau du
centrosome sans parfaitement étre co-localisés. B. Cellules en phase quiescente de types RPE1
(microscopie a fluorescence) et IMCD (microscopie confocale). Les marquages co-localisent le long
des cils primaires et le marquage GTL3 (vert) semble marquer le corps basal. Barres d’échelles :
15pm.



Chapitre III. Analyse de la fonction de Bug22p dans les cellules de
mammifére en culture

Localisation de Bug22p dans les cellules de mammifére en culture

Dans notre publication, nous avons montré que HsBug22p se localise au niveau du
centrosome des cellules HeLa en phase proliférative. Nous avons voulu savoir d'une part si
c’était également le cas dans des types cellulaires susceptibles de développer des cils et
d’autre part si, bien qu'impliquée dans la motilité ciliaire, elle se localisait également au
niveau des cils primaires non motiles. Pour cela nous avons réalisé des marquages avec
I'anticorps GTL3 spécifique de Bug22p et réalisé des transfections de cellules de
mammiferes avec le plasmide permettant l'expression de GFP-HsBug22. Les résultats
présentés ici, obtenus récemment, sont encore incomplets. Je vais néanmoins les décrire
car ils apportent des données intéressantes sur la protéine Bug22p qui pourront ensuite

étre approfondies.

Localisation de la protéine endogene avec l'anticorps GTL3.

Sur la figure 22, nous visualisons la localisation de HsBug22p grace a des marquages
avec 'anticorps GTL3 sur des cellules de type RPE1 et IMCD fixées en paraformaldéhyde.
Un co-marquage avec un anticorps spécifique de 'a-tubuline acétylée permet de mettre

en évidence les cils et les centrioles.
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Sur les deux types cellulaires observés en phase proliférative (figure 24 A),
I'anticorps GTL3 et 'anticorps anti a-tubuline acétylée marquent la région du centrosome
sans que ces marquages ne soient parfaitement co-localisés. Alors que les anticorps anti-
tubuline et GTL3 montrent un marquage chevauchant, GTL3 marque en plus une région
entre les deux centrioles suggérant que HsBug22p pourrait faire partie du matériel

péricentriolaire.

Sur les cellules en phase quiescente (figure 24 B), GTL3 marque une extrémité des
cils qui n’est pas marquée avec I'anti-a-tubuline et qui correspond vraisemblablement au
corps basal, tandis que les deux anticorps co-localisent le long des cils primaires qui se sont
développés. Le renflement obtenu avec le marquage anti-tubuline aux extrémités ciliaires
est fréquemment rencontré dans les cellules IMCD lors de la formation du cil Flora
Legendre et Alexandre Benmerah, communication personnelle). Curieusement on
n’observe qu'un seul point de marquage au niveau du corps basal, ce qui pourrait signifier
que le corps basal fils perd HsBug22p au cours de la ciliogéneése. Toutefois, cette

observation aurait besoin d’étre confirmée par un systeme de visualisation plus résolutif.

L’anticorps GTL3 marque également de fagon pointillée le noyau des cellules en
phase proliférative, ce marquage nucléaire étant moins clair dans les cellules en phase

quiescente.

Contrairement aux cellules rétiniennes de type RPE1 qui ont la capacité de nucléer
un cil sans formation de jonctions cellulaires, la formation du cil dans les cellules
épithéliales rénales de type IMCD nécessite la mise en place de jonctions cellulaires a
I'arrivée en phase quiescente. Cette transition entre phase proliférative et phase quiescente
s’laccompagne dune relocalisation de certaines protéines ciliaires au niveau de ces
jonctions cellulaires telles que NPHP1 (Donaldson et al., 2000 ; Fliegauf et al., 2006) ou
NPHP4 (Delous et al., 2009 ; Mollet et al., 2005). Nous avons voulu savoir s’il en était de

méme pour HsBug22p. Nous avons donc effectué des doubles marquages en utilisant GTL3
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anticorps B-catenine Anticorps GTL3 merge

Cellules en phase proliferative

Cellules en phase quiescente

Figure 25. Localisation de GFP-HsBug?22 et de la B-caténine dans des cellules IMCD apreés
fixation au méthanol

Des cellules de type IMCD sont observées au microscope confocal. Elles sont co-marquées
par l'anticorps anti-f-caténine permettant une visualisation des jonctions membranaires
(rouge) et avec l'anticorps GTL3 spécifique de Bug22p (vert). Dans des cellules en phase
proliférative, HsBug22p ne co-localise pas avec l'anticorps anti-B-caténine, mais présente
une localisation cytoplasmique non homogene, plus concentrée autour du noyau. Dans des
cellules arrivées en phase quiescente, HsBug22p est relocalisée et co-localise partiellement
avec l'anticorps anti-p-caténine aux jonctions membranaires. Barres d’échelles : 15pm.



A Anticorps anti
Hoescht a-tubuline acétylée GFP-PtBug22p

C Anticorps anti

a-tubuline acétylée GFP-PtBug22p merge

Figure 26. Observation de cellules RPE1 qui expriment GFP-HsBug22.

Observation de la localisation de GFP-HsBug22 (en vert) dans des cellules RPEI,
transfectées avec le plasmide pD2EGFP contenant le géne HsBUGZ22 et marquées avec un
anticorps spécifique de 'a-tubuline acétylée (en rouge). A et B. Les cellules exprimant
GFP-HsBug22 montrent un réseau de tubuline acétylée tres développé et n’ont pas
développé de cils, pourtant visibles dans les cellules non transfectées (fleches) La
fluorescence GFP se localise au noyau (B). C. Les cellules exprimant fortement GFP-
HsBug22 forment des extensions cellulaires contenant la protéine fusion. Le corps
cellulaire est réduit et contient également la protéine fluorescente. La surexpression de
HsBug22p semble dont réguler positivement le réseau de microtubules et leur acétylation.
Barres d’échelles 15pm.



et un anticorps spécifique de la 3-caténine sur des cellules IMCD fixées au méthanol. La 3-
caténine est une protéine impliquée dans la voie Wnt et se localise aux jonctions
cellulaires lors de la phase quiescente. Dans les cellules en phase proliférative, le marquage
avec GTL3 est non uniforme dans le cytoplasme : peu concentré preés de la membrane
plasmique, il marque de fagon intense le pourtour du noyau. Dans les cellules arrivées a
phase quiescente, le marquage GTL3 au noyau décroit tandis que l'anticorps marque de
facon intense les jonctions cellulaires suggérant, qu’il y a translocation de HsBug22p

(figure 25).

Localisation de HsBug22p par fusion a la GFP et effet de la surexpression

Pour confirmer la localisation de HsBug22p dans les cils primaires, des cellules de
type RPE1 ont été transfectées avec le plasmide pD2EGFP ayant déja permis I'expression
du géne HsBUGZZ2 fusionné a la GFP dans des cellules humaines (HeLa) sous le contrble
d'un promoteur constitutif (Laligné et al., 2010). La figure 26 permet de visualiser la
fluorescence sur des cellules RPE1 exprimant la protéine hybride qui ont été amenées a
confluence et qui étaient donc susceptibles de développer un cil primaire. Ces cellules ont
été marquées avec l'anticorps anti-a-tubuline acétylée. Sur des cellules non fluorescentes,
on voit des cils, ce qui indique que la culture cellulaire était bien a confluence et capable

de développer de telles structures.

On observe sur les cellules exprimant peu la protéine hybride un signal GFP au
niveau du noyau (figure 26 A et B). Ce marquage ne permet pas de détecter de signal au
niveau de structures pouvant correspondre aux cils ou centrioles, qui ne sont pas non plus
visualisables avec I'anticorps anti-a-tubuline acétylée dans cette expérience. Par contre,
cet anticorps révele un abondant réseau de microtubules acétylés cytoplasmiques, non

détectables dans les cellules non transformées.
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Figure 27 : Marquage anti-péricentrine dans des cellules exprimant GFP-HsBug22

Des cellules transformées exprimant GFP-HsBug22 (vert) sont marquées avec un anticorps
péricentrine (rouge). A. Marquage anti-péricentrine sur une cellule exprimant tres faiblement
GFP-HsBug?22. B. co-localisation entre la protéine fusion et le marqueur péricentrine. C. Absence
de marquage anti-péricentrine dans une cellule exprimant fortement GFP-HsBug22. Barres
d’échelles: 15 pm. D. Corrélation entre taux d’expression de GFP-HsBug22 et présence du
marquage anti-péricentrine. La quantité de fluorescence est estimée par le rapport de 'intensité de
fluorescence des cellules et du fond. Bleu : les cellules présentent un marquage anti-péricentrine et
n’expriment pas GFP-HsBug22 ; Jaune : co-localisation du marquage anti-péricentrine et de GFP-
HsBug?2?2 ; Violet : les cellules expriment GFP-HsBug22 et le marquage anti-péricentrine n’est pas
visible. Les cellules présentées en A, B et C sont reportées sur le graphique. GFP-HsBug22 est
capable de se localiser au centrosome mais sa surexpression compromet son intégrité.



Dans les cellules exprimant fortement la protéine hybride, le signal GFP recouvre
le cytoplasme et dissimule le signal nucléaire s’il existe (figure 26 C). Ces cellules
présentent des formes atypiques évoquant des défauts de morphogénese. Elles présentent
un cytoplasme réduit et développent des projections qui ressemblent a des filopodes et
contiennent le signal GFP, mais pas ou peu le signal de tubuline acétylée. Il est également
impossible de détecter la présence de centrioles ou de cil car, si ces structures subsistent,
elles sont masquées par un réseau de microtubules acétylés, anormalement dense, et qui
forme une pelote autour du noyau et envahit le cytoplasme. Ces défauts ne semblent pas
dus a des déclenchements d’apoptose : la mortalité cellulaire dans les clones transformés
par GFP-HsBug22 semblait identique a celle des clones transformés par 'ADN témoin
(vecteur d’expression contenant la GFP seule) bien que nous ne 'ayons pas quantifiée et,
aucune dégradation de leurs noyaux n’a été notée aprés marquage au DAPI. Les mémes

phénotypes ont été observés sur des cellules en phase proliférative (résultats non montrés).

Comme pour les cellules en phase quiescente, 'augmentation d’intensité du
marquage avec lanticorps anti-tubuline acétylée observée sur des cellules exprimant
fortement GFP-HsBug22 ne permet pas de distinguer les centrioles qui sont
habituellement spécifiquement marqués par cet anticorps. Nous avons donc essayé de les
visualiser avec un anticorps anti-péricentrine. Sur la figure 27 B, nous pouvons constater
un enrichissement de la fluorescence GFP-HsBug?2 au niveau du marquage anti-
péricentrine, la protéine GFP-HsBug22 est donc capable de se localiser aux centrioles.
Nous avons estimé, sur 42 cellules, I'intensité de fluorescence provoquée par l'expression
de la protéine fusion, pour cela nous avons effectué un rapport entre I'intensité mesurée
dans les cellules avec celle provoquée par l'auto-fluorescence de la lame et nous avons
corrélé ces rapports d’intensité a la présence du marquage anti-péricentrine ainsi qu’'a une
éventuelle co-localisation des deux marquages (figure 27 D). Nous pouvons constater que
seules trois cellules sur les 42 présentent une co-localisation des deux marquages. Ces
cellules présentaient une fluorescence 2,3 ou 2,5 supérieure a l'auto-fluorescence de la

lame. Nous pouvons constater que 25 des cellules observées présentaient une intensité de
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Figure 28. Extensions cellulaires dans les cellules qui surexpriment GFP-HsBug22.

A. Co-localisation entre l’anticorps anti-a-tubuline et GFP-HsBug22 (Fleches). Les
extensions cellulaires qui apparaissent contiennent de l'a-tubuline. B. Les extensions
cellulaires contiennent aussi des filaments d’actine, le réseau est désorganisé comparé a
celui de la cellule non transformée (fleche). Barres d’échelles : 15um.



fluorescence faible (avec une fluorescence jusqu’a 2 fois supérieure a I'auto-fluorescence).
Ces cellules présentaient toutes un marquage anti-péricentrine mais pas de co-localisation
avec GFP-HsBug?2?2 (figure 27 A). L’hypothese la plus probable est que le taux d’expression
de la protéine d’intérét est trop faible pour étre visualisable. Enfin, les 14 cellules qui
présentaient le plus fort niveau de fluorescence GFP ne présentaient pas de marquage
anti-péricentrine (figure 27 C). Il semble alors que la surexpression de la protéine fusion
entraine une déstabilisation du centrosome. Ces deux derniéres données expliqueraient
pourquoi nous n’observons la co-localisation des deux marqueurs que sur un petit nombre

de cellules.

Afin de préciser la nature du réseau cytosquelettique constituant les extensions
cellulaires se développant dans les cellules surexprimant GFP-HsBug22, jai réalisé des
marquages avec les anticorps anti-actine et anti-a-tubuline. La figure 28 permet de
constater que ces anticorps marquent tous deux ces projections cellulaires suggérant
qu’elles contiennent microtubules et filaments d’actine. L’apparition de ces extensions

s’accompagne par ailleurs de la désorganisation du réseau d’actine cytoplasmique corrélé a

une désorganisation de I'appareil de Golgi (résultats non montrés).

Conclusion — discussion

Bien qu’encore préliminaires, 'ensemble de ces expériences suggerent fortement,
grace a l'utilisation de l'anticorps anti-Bug22p, GTL3, que la protéine HsBug22p est
localisée au niveau du centrosome dans les cellules de mammiféeres de type RPE1 et IMCD
en phase proliférative, comme nous l'avions déja observé dans les cellules de types Hela.
Cette localisation au niveau du centrosome n’a pas pu étre clairement confirmée par
transformation avec la protéine fusionnée a la GFP. Néanmoins lorsque les cellules
expriment suffisamment GFP-HsBug22 pour étre détectable et pas de facon excessive

permettant ainsi la conservation de l'intégrité du centrosome, on observe bien une co-
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localisation de GFP-HsBug22 avec le marquage de l'anticorps péricentrine. Il serait
intéressant de préciser cette localisation notamment en faisant des doubles marquages avec
GTL3 et des anticorps dirigés contre des protéines spécifiques des extrémités distales (la
centrine 2 ou CP110 par exemple), proximales (gamma-tubuline ou SAS6) des centrioles et
contre le matériel pericentriolaires (pericentrine) De méme, des observations en
microscopie électronique sur des cellules marquées avec GTL3 devraient permettent de
préciser si des structures particulieres localisées autour des centrioles contiennent

HsBug22p.

Le marquage des cils primaires par l'anticorps GTL3 montre que la protéine
HsBug22p se localise dans des cils, méme non motiles. Les relations entre PtBug22p et
motilité observées chez la paramécie ne représentent donc pas I'unique fonction de cette
protéine. Elle doit avoir un autre role dans la biogenése ou le fonctionnement des cils,

indépendant de la motilité.

Nous avons observé que la surexpression de GFP-HsBug22 dans le cil provoque une
augmentation de l'acétylation des réseaux de microtubules internes et l'apparition
d’extensions cellulaires contenant actine et tubuline. Ces résultats pourraient indiquer que
HsBug22p ait une action sur la stabilisation des réseaux de microtubules. D’autres
protéines ciliaires jouent un rble dans la régulation de la stabilité des microtubules et
surtout la régulation de modifications post-traductionnelles dans le corps cellulaire.
BBIP10 a une action au sein du BBSome mais elle a aussi pour fonction d’inhiber la
désacétylase HDAC6 au sein du corps cellulaire (Loktev et al., 2008). L’hypothése que
I'action de BBIP10 sur I'acétylase est aussi recrutée par le cil a été émise car la résorption
du cil primaire demande I'intervention d’'une déacétylase. Il serait intéressant de connaitre
les divers intéractants de Bug22p dans le cil et dans les autres compartiments cellulaires
pour pouvoir émettre quelques hypotheses quant a sa ou ses fonctions. Des expériences de
co-immunoprécipitations dans le but d’effectuer des analyses de protéomiques ont été

menées au cours de ma thése mais n’ont pas été conclusives a ce jour. Nous devons, pour
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vérifier l’hypotheése d'une implication de PtBug22p dans les modifications post-
traductionnelles de types acétylation, polyglutamylation et polyglycylation, quantifier

celle-ci par western blot sur des extraits totaux de protéines.

Lorsque les cellules de type IMCD arrivent a confluence, les cellules entrent en
phase quiescente et nucléent un cil primaire. Nous avons constaté que HsBug22p est alors
relocalisée du cytoplasme vers les jonctions cellulaires. Nous avons vérifié cette
relocalisation dans des cellules épithéliales de tube distal de reins de type MDCK et la
protéine semble se comporter de la méme maniere. Malheureusement les double-
marquages avec la f-caténine n’ont pas fonctionné et I'expérience doit étre reproduite.
D’autres protéines présentent aussi cette double localisation, aux cils et aux jonctions
cellulaires, notamment différentes protéines impliquées dans des maladies kystiques
rénales humaines telles que NPHP1 (Donaldson et al., 2000 ; Fliegauf et al., 2006), PC-1/2
(Roitbak et al. 2004 ; Yoder et al. 2002) ou NPHP4 (Delous et al., 2009 ; Mollet et al.,
2005). Une hypothese est que ces protéines interviennent dans la communication cellule-
cellule permettant ainsi la détection de la phase quiescente et le déclenchement des
mécanismes de nucléation du cil primaire. Bug22p pourrait donc, elle aussi, intervenir
dans linteraction cellule-cellule permettant 1‘arrét de la croissance a l'arrivée a phase
quiescente par exemple. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait laisser croitre des
cellules transformées de manieére stable afin d’observer leur comportement apres la phase
proliférative. L’observation du comportement des cellules aprés inactivation génique
pourrait aussi permettre de mettre en évidence un éventuel role de HsBug22p dans la mise
en place de la transition entre phase proliférative et phase quiescente et des jonctions

cellulaires.

Nous avons également pu constater que l'anticorps GTL3 décorait le noyau des
cellules IMCD ou RPE1 en phase quiescente. Ceci est a rapprocher des observations
obtenues chez la paramécie et Arabidopsis (voir chapitres précédents) et dans des cellules

de drosophile (Teresa Maia et Renata Basto, communication personnelle). Le lien possible
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entre localisation et fonction partagées par Bug22p au sein du cil et du noyau sera discuté

dans la Discussion Générale.
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Figure 29 : Localisation de GFP-PtBug22 comparée a la tubuline acétylée dans les cils de
paramécie

A. Marquage avec l'anticorps anti a-tubuline acétylée (en vert) d’'un cil contenant GFP-
PtBug22 (en rouge). B. Marquage avec l'anticorps anti o-tubuline (en vert) d'un cil
contenant GFP-PtBug22 (en rouge). La protéine fusion se localise sous forme d'un
gradient le long du cil, elle est absente de la pointe ou les deux anticorps utilisés marquent
plus intensément le cil. Observation au microscope confocal. Barres d’échelles : 2pm.
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Figure 30 : Comparaison entre la localisation de GFP-PtBug22 et des modifications post
traductionnelle glutamylation et polyglycylation dans les cils de la paramécie.

anticorps Poly E

o

anticorps Poly G

@]

anticorps anti-cils

Localisation GFP-PtBug22 (en vert) au microscope a fluorescence. A. Co-localisation avec
I'anticorps polyE (en rouge) spécifique de la polyglutamylation. B. Co-localisation avec
I'anticorps polyG (en rouge) spécifique des longues chaines de polyglycines. C. L’anticorps
anti-cils (en rouge) marque le cil sur une plus grande longueur que la protéine GFP-
PtBug?22. Barres d’échelles : 2um.



Chapitre IV. PtBug22p et les modifications post-traductionnelles
des tubulines chez la paramécie

Les expériences réalisées sur les cellules de mammiféres ont soulevé un fait
nouveau a savoir que la surexpression de GFP-HsBug22 est corrélée a une hyper-
acétylation des microtubules. Nous avons recherché si la déplétion et la surexpression de
la protéine GFP-PtBug22 avaient des effets similaires sur ces modifications post-
traductionnelles des microtubules chez la paramécie. Nous avons également testé

I'implication de PtBug22p sur la polyglycylation et la polyglutamylation.

Surexpression

Nous avons réalisés des marquages avec un anticorps anti-a-tubuline (qui permet
de marquer les cils sur toute leur longueur) et anti-tubuline-acétylée (TEU348) sur des
cellules transformantes exprimant GFP-PtBug22. Des marquages avec un anticorps dit
anti-cils qui reconnait les tubulines contenant des chaines longues de 4 a 32 glycines et
deux anticorps reconnaissant les longues chaines polyglycylées (polyG) et polyglutamylées
(PolyE) ont également été réalisés. Les spécificités des anticorps utilisés dans ’étude des
modifications post-traductionnelles sont présentées tableau 3 dans les matériels et

méthodes.

Les figures 29 et 30 montrent les différents résultats obtenus sur les structures
ciliaires. Comme on peut le constater, aucune différence significative des niveaux
d’acétylation, de glycylation ou de glutamylation des microtubules ne sont observées sur

les transformants. Contrairement aux anti-o-tubulines, les anticorps anti-cils, PolyG et
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Figure 31 : Niveaux des modifications post-traductionnelles dans les cils de la paramécie
apres inactivation de PtBUG22.

Observation de cils de la paramécie au microscope a fluorescence apres 48H d’inactivation
génique PtBUGZ2. A. Marquage anti o-tubuline acétylée (en vert) et anti-cils (en rouge).
La longueur du marquage anti-cils diminue aprés inactivation génique PtBUGZ2. Les
niveaux de polyglycylation semblent donc diminuer. B. Marquage anti a-tubuline (en
vert) et anti-cils (en rouge). Le marquage présente les mémes différences que dans le cas
de l'anticorps anti a-tubuline acétylée. C. Marquage avec I'anticorps polyG, on ne voit pas
de différence avec et sans inactivation. Barres d’échelles : 2pm.



PolyE ne marquent pas la pointe des cils (Cohen et al., 1982; Shang et al., 2002 ; Duan et
Gorovsky, 2002), indiquant que les parties distales des microtubules axonémaux sont

dépourvus de chaines de glycines et d’acide glutamique.

Si le signal GFP chez les transformants co-localise parfaitement avec le marquage
PolyG et PolyE (figure 30 A et B) dans la partie proximale des cils, toute la partie distale
marquée par les anticorps anti-a-tubuline acétylée (figure 29 A), et anti-a-tubuline (figure
29 B) n’est pas fluorescente, confirmant nos premiers résultats et montrant que PtBug22p
n’est pas présent a la pointe ciliaire. La co-localisation parfaite de la fluorescence GFP avec
les marquages PolyG et PolyE pourrait suggérer que PtBug22p interagit directement ou
indirectement avec les microtubules contenant soit I'une soit 'autre de ces modifications

post-traductionnelles.

Pourtant, alors que l'anticorps anti-cils reconnait, comme l’anticorps polyG,
I'addition de chaines polyglycylés sur les tubulines, le signal GFP ne co-localise pas
exactement avec le marquage de cet anticorps (figure 30 C). La fluorescence GFP-PtBug22
est absente de la partie distale de la région reconnue par I'anticorps, contrairement a ce
qui est observé avec polyG ou les deux signaux co-localisent parfaitement (figure 30 B).
Cette observation pourrait renforcer I'hypothése d'une interaction de PtBug22p avec des
microtubules polyglutamylés et non polyglycylés. Néanmoins il existe une différence de
spécificité de reconnaissance entre les anticorps polyG et anti-cils. Ainsi, alors que l'anti-
cils peut reconnaitre des chaines courtes de glycines (a partir de 4), ce n’est pas le cas de
polyG. Une interaction de PtBug22p avec des microtubules contenant seulement de
longues chaines de glycines pourrait expliquer les différences observées. La partie ne
contenant pas GFP-PtBug22 et marquée par I'anticorps anti-cils pourrait correspondre a

une région de 'axonéme constituée de tubulines contenant de courtes chaines de glycine.
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Inactivation

Nous avons effectué des co-marquages avec ces différents anticorps sur des cellules

déplétées pour PtBug22p.

Sur les témoins, I'anti-tubuline acétylée TEU348 (figure 31) marque les cils sur
toute leur longueur, le signal s'intensifiant vers la partie apicale, tandis que l'anti-cil ne
marque pas la pointe, confirmant que 'extrémité distale des microtubules axonémaux ne
contient pas de longues chaines de poly-glycines. La différence d’intensité du marquage
observée avec 'anticorps TEU348 entre les parties distales et proximales des cils peut
s’expliquer par la présence de la gaine de glycines qui entoure les microtubules dans ces

régions et modifie I'acceés de 'anticorps anti a-tubuline (Fleury et al., 1995).

Dans les cellules inactivées pour PrtBUGZ2Z, 'étendue de lextrémité distale
reconnue par l'anticorps TEU348 augmente, cette augmentation s’accompagnant d’une
diminution de la zone proximale des microtubules reconnue par l'anticorps anti-cils
(figure 31 A). Deux hypothéses peuvent expliquer ces modifications. Une hypothese
simple serait que PtBug22p induise, comme la surexpression de GFP-HsBug22 dans les
cellules RPE1, une réelle augmentation de l'acétylation des tubulines. Une autre
hypothese serait que la déplétion de PtBug22p induise une baisse de la glycylation. Cette
déplétion conduirait a la disparition compléte des glycines dans la région proximale de
I’axonéme contenant de courtes chaines et a un simple raccourcissement de la longueur de
ces chaines de glycines dans la région proximale. L’absence des glycines en partie distale
rendrait cette région non détectable par l'anticorps anti-cils, mais plus accessible au

marquage par TEU348 qui apparaitrait donc augmenté.

Pour essayer de trancher entre ces hypotheéses, jai réalisé des co-marquages avec

I'anticorps anti-cils et avec 'anti a-tubuline. Si I'inactivation induit bien une modification

de la polyglycylation, la partie distale du cil plus accessible a I'anticorps anti-a-tubuline
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devrait étre plus longue que dans les témoins comme observé avec TEU348. Dans le cas ou
I'inactivation de PtBug22p induirait une augmentation de I'acétylation, on s’attend a ce
que la polyglycylation ne soit pas modifiée et donc que 'accessibilité de la partie distale
des microtubules axonémaux a l'anticorps soit identique dans le témoin et les cellules
inactivée. La figure 31 B montre les résultats obtenus, qui sont tout a fait comparables a
ceux observés avec le co-marquage TEU348 et anti-cils, laissant supposer que la déplétion
de PtBug22p s’accompagne bien de l'inhibition de la glycylation des microtubules

axonémaux.

Le marquage avec l'anticorps polyG ne montre aucune modification des forts
niveaux de glycylation sur les microtubules axonémaux de cellules inactivées par rapport
aux témoins dans les conditions utilisées (figure 31 C). Il faudrait néanmoins faire des
marquages en utilisant des concentrations variables d’anticorps. En effet 'utilisation des
anticorps anti-modifications post-traductionnelles de tubuline a de fortes concentrations

peut masquer des variations de ces modifications.
Bien que nous n’ayons pas été en mesure de le valider de maniére quantitative, il

nous semble que la déplétion de PtBug22p entraine une hyper-acétylation du réseau de

microtubules internes.

Conclusion - discussion

Ces résultats montrent que Bug22p n’est pas localisé de facon homogéne dans
I'axoneme et que la protéine fusionnée a la GFP est absente de la pointe ciliaire, ils
suggeérent aussi que son inactivation a des conséquences sur les modifications post-

traductionnelles des microtubules.
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Il a aussi été montré que l'inactivation de TTLL (tubulines tyrosines-ligases-like)
qui permettent la mise en place des modifications post-traductionnelles telles que
polyglycylation et polyglutamylation, entraine des modifications du mouvement ciliaire.
Chez le poisson zeébre, l'inactivation de TTLL3 (une polyglycylase) entraine la
modification du battement ciliaire. L’inactivation de TTLL6 (une polyglutamylase)
entraine, elle aussi, une altération de la forme du battement. De plus, la co-inactivation de
TTLL3 et TTLL6 entraine une paralysie totale du battement (Pathak et al., 2011) montrant
que les deux modifications ont un mode d’action additionnel permettant la mise en place

d’un battement ciliaire efficace.

L’inactivation génique de PtBug22p entraine une diminution de la polyglycylation
le long de l'axonéme associée a une hausse du marquage anti-tubuline acétylée. Il
semblerait aussi que le réseau interne de microtubules soit hyper-acétylé.
Malheureusement, nous n’avons pas pu émettre de conclusions définitives sur les
éventuelles différences de taux d’acétylation des protéines a cause des problemes
d’accessibilité de 'anticorps pour sa cible au niveau de ’axonéme et pour des questions de
difficulté de quantification de fluorescence dans le cas de la fluorescence cytoplasmique. Il
serait intéressant de vérifier les quantités de polyglutamylation grace a un marquage avec
I'anticorps polyE. Chez Tetrahymena, l'augmentation du taux de polyglutamylation
augmente la quantité et la stabilité des microtubules du corps cellulaire. Par contre, les
microtubules axonémaux sont déstabilisés et deviennent plus courts. L’élongation des
chaines glycylées semble stabiliser les microtubules par recrutement de MAPs. De plus, il
a été montré in vitro que la glutamylation des tubulines affecte la liaison de certaines
MAPs structurelles et de protéines motrices (Bonnet el al., 2001 ; Boucher et al., 1994 ;

Larcher et al., 1996).

Ces différentes données montrent I'importance des modifications post-
traductionnelles de 'axonéme dans la mise en place du battement et renforcent notre

hypothése que Bug22p puisse étre impliquée dans la régulation de ces processus. Les
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marquages GFP, polyE (anti-polyglutamylation) et polyG (anti-polyglycylation) co-
localisent parfaitement sur la longueur de I'axonéme, tous trois sont absent de la pointe
ciliaire. Ce résultat, est d'une part, en faveur d'un lien entre PtBug22p et ces modifications
post-traductionnelles et, d’autre part, pourrait indiquer un roéle de Bug22p dans la
régionalisation longitudinale du cil. Le corps du cil est constitué de 9 doublets externes de
microtubules. A la pointe ciliaire, I'un des doublets s’arréte et on observe une zone
constituée de 9 ‘singlets’ externes. La localisation de la protéine PtBug22p pourrait alors
correspondre a la zone des doublets et pourrait étre absente de la zone des ‘singlets’. Pour
le vérifier, des observations en microscopie électronique seraient nécessaires, bien qu’il
soit trés difficile d’observer la pointe du cil en reégle générale. La pointe ciliaire est
importante pour la détermination de la forme du mouvement ciliaire. Pour permettre le
battement, les microtubules de paires adjacentes doivent étre capables de glisser les uns
par rapport aux autres. Pour permettre ce glissement et ainsi facilité la torsion que doit
subir le cil lors de son battement, les microtubules sont perpétuellement dépolymérisés et
repolymeérisés au niveau de la pointe ciliaire. Si cette dynamique de la pointe est modifiée,
le battement s’en trouve altéré. La régionalisation longitudinale de 'axonéme permet la
localisation non uniforme de différentes protéines telles que les dynéines. Cette
localisation différentielle le long de l'axoneme est déterminante pour la forme du
battement. La pointe est aussi la région du cil qui contient le plus de récepteurs, elle est

donc essentielle a la réception efficace de signaux.

Si PtBug22p est essentiel a la détermination du battement ciliaire, quel role a cette

protéine au sein du cil primaire ?

Dans les cellules de mammiferes en culture sur-exprimant GFP-HsBug22, nous
avons observé une stabilisation des microtubules avec 'apparition d’extensions cellulaires
contenant actine et tubuline, associée a une hyper-acétylation des microtubules. Les
modifications post-traductionnelles dans ces cellules sont essentielles pour la maintenance

ciliaire. Comme précédemment, pour vérifier cette hypothese, il faudrait vérifier les
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quantités de polyglutamylation, polyglycylation et acétylation sur des extraits protéiques
par western-blot dans des cellules en phase prolifératives et dans des cellules arrivées a
phase quiescente. De plus, des expériences en immunofluorescence in situ nous
permettraient de vérifier la localisation cellulaire des polyglutamylation et polyglycylation
dans un contexte de surexpression de GFP-PtBug22 comme nous l'avons fait pour

l'acétylation.

Un role de PtBug22p dans les mécanismes qui régulent ces modifications
pourraient expliquer sa grande conservation dans I’évolution. Chez les plantes terrestres,
la nature des modifications post-traductionnelles sont encore trés méconnues mais il
semble qu'au moins 'une d’entre elles soit conservée. On retrouve en effet une séquence
proche des séquences protéiques de type TTLL. Il semble que cette séquence soit
I'homologue de 777ZL12 qui coderait pour une protéine dont la séquence se rapproche de
la séquence de polyglutamylases. Il est intéressant de noter que tout comme BUGZZ,
TTLLIZ est retrouvée dans le génome des plantes terrestres mais, est absent de celui des

champignons.
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Discussion






Discussion générale

Au cours de ce travail, je me suis intéressée a la protéine Bug22p, conservée au
cours de ’évolution, retrouvée dans différentes études protéomiques et transcriptomiques
ciliaires et flagellaires, mais aussi détectée chez les plantes terrestres qui ne possédent

pourtant ni cils ni centrioles.

Je me suis en particulier attachée a préciser la localisation cellulaire de cette
protéine dans différents modeles cellulaires, la paramécie, les cellules humaines en culture
en phase proliférative et quiescente et dans les cellules de plantes). Pour cela j'ai réalisé
des immunomarquages avec lanticorps GTL3 dirigé contre la protéine humaine et
transformé les cellules de ces organismes avec Bug22p fusionnée a des protéines
fluorescentes. J'ai ainsi démontré, que dans un méme organisme Bug22p pouvait avoir

plusieurs localisations intra-cellulaires.

Dans tous les modeéles cellulaires que j’ai analysés, j’ai détecté sa présence dans le
compartiment nucléaire. Elle se localise également dans les cils (motiles et immotiles) des
deux modeéles ciliés analysés, la paramécie et les cellules de mammifere en phase
quiescente. Dans ces deux organismes, elle est également présente au niveau des structures
centriolaires : centrosome dans les cellules en phase proliférative et corps basal non cilié
chez la paramécie. Enfin, dans les cellules épithéliales rénales utilisées, on la retrouve au
niveau des jonctions cellulaires et, chez les plantes, au niveau dune structure

correspondant au réticulum endoplasmique.

Les analyses fonctionnelles effectuées chez la paramécie et dans les cellules de
mammifere en culture suggerent par ailleurs que Bug22p pourrait avoir une fonction sur la

régulation des modifications post-traductionnelles de type acétylation ou polyglycylation.
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Jai discuté les différents résultats au fil du manuscrit et j'essayerai ici de discuter

certains points de facon plus globale

Bug22p, une protéine ciliaire localisée aussi au noyau

La localisation de Bug22p fusionnée a la GFP au sein des noyaux des différentes
especes étudiées indique, bien que ce ne soit pas une preuve absolue, que Bug22p pourrait
avoir une fonction nucléaire. Cette hypothese est également étayée par le fait qu’elle est
aussi observée dans le noyau de cellules de drosophile (Teresa Maia, Renata Basto,
communication personnelle). Trois arguments supplémentaires sont en faveur d’une réelle

localisation de Bug22p au noyau,

1- HsBug22p endogene est reconnue dans le noyau des cellules de mammiferes en

culture par 'anticorps GTL3.

2- Bug22p, aussi appelée fSAP 23 (functional spliceosome-associated protéine), a
été trouvée dans deux analyses protéomiques indépendantes du spliceosome chez '’homme
(Zhou et al., 2002) et chez la drosophile (Herold et al., 2009), complexe macromoléculaire

localisé dans le noyau.

3- Deux partenaires de Bug22p, trouvés par une analyse en double hybride a haut
débit effectuée pour les protéines de drosophile, sont Su(w?) et la Qilin, protéines liées a la
fonction nucléaire. Su(w?) est une protéine impliquée dans I'épissage des messagers et la
Qilin, qui est un composant essentiel du complexe IFT B, est aussi capable de se localiser
au noyau dans des cellules cancéreuses et chez la paramécie (Houssein Chaloub ;
communication personnelle). Chez la paramécie, nous avons testé l'interaction de Bug22p
et de la Qilin et, nous avons pu montrer que les deux protéines ne sont pas
interdépendantes pour leur localisation ciliaire, mais que la Qilin intervient dans la

localisation nucléaire de Bug22p.
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La localisation nucléaire de Bug22p et de la Qilin n’est pas surprenante. En effet, ce
ne sont pas les seules protéines ciliaires a présenter cette double localisation. IFT57p,
protéine ciliaire composante de I'IFT B, est aussi connue sous le nom de HIPPI qui a un
rOle au niveau du noyau ou elle interagit avec un promoteur de la caspase (Majumder,
2007a ; 2007b). IFT57p a donc deux fonctions apparemment bien distinctes, dans le noyau
et dans le cil. Evc2 est une protéine localisée aux centrioles, au corps basal et dans le cil
primaire. Son inactivation entraine une diminution de la réponse de la voie Hedgehog via
Smo montrant qu’Evc2 est un régulateur positif de cette voie de signalisation. Cependant,
il a aussi été montré que Evc2 se localise au noyau dans des cellules de mammifére en
culture, suggérant un mouvement de Evc2 entre le cil et le noyau (Blair et al., 2011). PF20
est également une protéine essentielle de l'appareil central de l'axonéme chez
Chlamydomonas (Adams et al., 1981 ; Dutcher et al., 1984). 11 existe chez la souris, deux
homologues de PF20 : Spagl6L qui est également un composant de 'axoneme (Zhang et
al., 2002) dont la présence est essentielle a la motilité du spermatozoide (Zang et al., 2006)
et Spagl6S qui est retrouvée spécifiquement dans la lignée germinale male mais aussi dans
les noyaux (Zhang et al., 2004). Certaines données suggerent que Spagl6S pourrait
régulerait 'expression de génes impliqués dans la spermatogénése et notamment dans

I'expression de Spagl6L (Nagarkatti-Gude et al., 2011).

La double localisation de protéines dans le cil et dans le noyau commence a trouver
des explications possibles dans le contexte des hypotheses récentes qui supposent que cil et
noyau pourraient avoir une origine commune. En effet, la ressemblance structurale entre
protéines associées aux vésicules recouvertes (COPI) impliquées dans le transport
membranaire et des protéines du complexe IFT suggere que l'origine du compartiment
ciliaire serait une spécialisation de ce transport membranaire en relation avec le
recrutement de microtubules (Jekely et Arendt, 2006). De méme, la ressemblance
structurale entre la clathrine recouvrant des vésicules de transport membranaire et
certaines nucléoporines suggere une évolution des pores nucléaires, et donc I'apparition
du noyau, a partir de ces mémes mécanismes de transport membranaire chez les

eucaryotes primitifs (Devos et al., 2004). La notion de pore flagellaire (FPC : Flagellar pore
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complex) comme zone de tri pour I'entrée des protéines dans le cil analogue au pore
nucléaire, initialement introduite par Rosenbaum et Witman (2002), a trouvé un support
expérimental dans les travaux de Dishinger et al. (2010) sur le transport des protéines vers
le cil et vers le noyau. Les signaux de localisation ciliaire (CLS) et les signaux de
localisation nucléaire (NLS) sont de courtes séquences d’acides aminés basiques tout-a-fait
similaires et les mécanismes d’import reposent, dans les 2 cas, sur l'interaction de ces
séquences avec une importine beta et sur la régulation de cette interaction par le gradient
Ran-GTP / Ran-GDP, qui existe entre cil ou noyau et cytoplasme. Par ailleurs, dans
beaucoup d’organismes unicellulaires, il existe une association structurelle entre le noyau
et lappareil ciliaire. Chez les ancétres des eucaryotes, le noyau et 'appareil flagellaire ont
été envisagés comme un seul organite, le karyo-mastigont. Cet organite rassemblait le

noyau, le corps basal ainsi que I'appareil de Golgi (Chapman et al., 2000).

Nous avons évoqué une co-évolution de Bug22p avec les centrines de type 2
(Laligné et al., 2010). Si les centrines sont connues pour étre associées aux structures
centrioles/axonémes/corps basaux dans beaucoup d’especes, la centrine 2 est connue pour
avoir une expression ubiquitaire chez ’homme. En plus de sa localisation au centrosome,
elle est aussi retrouvée au cytoplasme et dans le noyau (Paoletti et al., 1996). Chez le
Xénope et dans des cellules de mammiferes de type Hela, la centrine 2 est associée aux
nucléoporines, protéines constituantes du pore nucléaire. De plus, des mutations dans la
centrine 2 entrainent des défauts dans l'export nucléaire des ARNm (Resendes et al.,,
2008). Cette donnée montrerait une possible implication de Bug22p et de la centrine dans
une méme voie permettant, par exemple, la maturation puis I'export des ARNm du noyau

vers le cytoplasme.

Plusieurs localisations cellulaires de Bug22p.

Si nous avons pu localiser Bug22p au sein des cils, centrioles et noyaux, nous avons

également observé sa présence dans le réticulum endoplasmique des plantes et les

- 103 -



Hs Dm Ce Pp At
Bug22p GSPATP00007012001 91 91 78 87 74
A-tubuline GSPATP00021912001 83 83 79 86 86
B-tubuline GSPATP00021361001 86 84 85 88 86
histone GSPATP00035465001 83 83 82 84 85

Tableau 8 : Conservation de la séquence protéique de Bug22p dans I'évolution

Tableau présentant la conservation de Bug22p en pourcentage d’identité protéique entre la
séquence retrouvée dans la paramécie et les homologues trouvés dans cinq especes
différentes: H. sapiens, C. elegans, D. melanogaster, P. patens et A. thaliana. Ces taux de
conservation sont comparés aux taux retrouvés pour des protéines dont la conservation,
tant en séquence qu’en fonction, est communément admise. Les taux de conservation ont
été trouvés par blast obtenus par la plateforme CilDB.




jonctions cellulaires des cellules de mammifere en culture. Ces localisations multiples

pourraient expliquer sa grande conservation protéique au cours de I'évolution.

Nous avions noté que Bug22p est une protéine trés conservée en séquence, avec des
pourcentages d’identité en acides aminés entre orthologues de différentes espéces aussi
élevés que pour les tubulines ou les histones (tableau 8). Cette protéine est de structure
non encore résolue et constitue a elle seule le domaine DUF667, de fonction inconnue.
Chez la paramécie, les quatre genes PtBUGZ2 ont divergé en séquence nucléotidique, mais
codent pour des protéines 100% identiques. Cette conservation montre une forte
contrainte évolutive dont on ignore la nature. Sa présence dans différents compartiments
cellulaires pourrait expliquer cette contrainte. En effet, cette observation implique soit que
Bug22p interagit avec plusieurs partenaires différents, soit qu’elle doit maintenir des
propriétés compatibles avec des environnements intracellulaires divers. Dans les deux
hypotheses, toute mutation dans sa séquence protéique risque d’empécher Ila
reconnaissance de certains partenaires du complexe ou le fonctionnement dans certains
contextes intracellulaires. De plus, dans le cas de BUGZZ, il n’existe dans le génome de
nombreuses espéces séquencées quune seule version de la protéine. Un
dysfonctionnement, méme léger, de celle-ci introduit par des mutations au cours de

I'évolution ne peut donc étre compensé par I'action d'un paralogue.

Tout comme Bug22p, plusieurs protéines ciliaires et centrosomales semblent avoir
des fonctions dans d’autres compartiments cellulaires. Elles peuvent étre retrouvées dans
I'appareil de Golgi (par exemple IFT20; Follit et al., 2006), le noyau (par exemple
IFT57/HIPPI ; Majumder, 2007a; 2007b) ou dans le cas de IFT20, IFT57 et IFI52 a
I'extrémité synaptique des photorécepteurs (Sedmak et Wolfrum, 2010). Les fonctions de
ces protéines dans chacun de ces compartiments ne sont pas élucidées. Il est pourtant
fondamental de les analyser si l'on veut déterminer dans leur globalité tous les

mécanismes impliqués dans les pathologies associées a des dysfonctionnements ciliaires.
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Les modifications post-traductionnelles : une fonction commune de Bug22p
dans différents compartiments cellulaires ?

Lors de mon étude de la localisation de Bug22p dans des cellules de mammiferes et
chez la paramécie, j’ai mis en évidence un lien entre Bug22p et la régulation de certaines
modifications post-traductionnelles. Son inactivation chez la paramécie entraine une
diminution de la polyglycylation des protéines axonémales et une augmentation probable
de I'acétylation des microtubules dans le corps cellulaire (résultats non montrés). Dans les
cellules de mammiferes, sa surexpression entraine une hausse de l'acétylation des

microtubules cytoplasmiques.

Les microtubules axonémaux sont sujets a des modifications post-traductionnelles
incluant lacétylation, la polyglutamylation et la polyglycylation (Westermann and
Weber, 2003). Les microtubules cytoplasmiques et du centrosome sont aussi acétylés, cette
modification se mettant en place apres la polymérisation des microtubules et s’accumulant
sur les microtubules les plus stables (Maruta etal.,, 1986). La fonction exacte de
l'acétylation des tubulines est encore peu comprise a l'heure actuelle. La
polyglutamylation est préférentiellement détectée aux centrioles et corps basaux dans
beaucoup de cellules de mammiferes, parfois le long de 'axoneme, par exemple chez la
paramécie ou Tetrahymena. La polyglycylation est aussi présente aux centrioles, aux corps
basaux et le long de 'axonéme. Les niveaux de polyglutamylation et de polyglycylation
des tubulines modulent la liaison aux microtubules des protéines MAPs et des moteurs
moléculaires permettant une activité distincte selon les microtubules (Bonnet et al., 2001 ;
Reed et al., 2006 ; Verhey and Gaertig, 2007). Ce sont des modifications importantes pour
la motilité ciliaire et la stabilité du centrosome (Bobinnec etal., 1998 ; Gagnon et al.,

1996 ; Wloga et al.,2010 et Pathak et al., 2011).
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Mais les tubulines ne sont pas les seules protéines susceptibles d’étre modifiées
post-traductionnellement par acétylation ou polyglycylation. Dans le noyau, les histones
présentent plusieurs sites d’acétylation au niveau des lysines. La régulation de cette
acétylation module leur charge et leur affinité a ’ADN, entrainant des modifications de
structure de la chromatine et en conséquence de l'accessibilité des facteurs de
transcription. Ces modifications des histones sont donc trés importantes pour la régulation
de I'expression des genes. En plus des histones, un certain nombre de substrats nucléaires
sont acétylés, notamment, les récepteurs nucléaires, 'estrogene receptor alpha, 'androgen
receptor, le Steroidogenic factorl, le glucocorticoide receptor, le thyroide hormone
receptor (Wang et al., 2010). Il a également été montré que la localisation nucléaire du
récepteur HNF-4 (Hepatocyte nuclear factor-4) nécessite son acétylation. En son absence,
la protéine reste dans le cytoplasme en raison d'un export actif en dehors du noyau

(Soutoglou et al., 2000).

La polyglycylation touche également d’autres molécules que les tubulines. En
particulier la protéine du nucléosome NAP1 qui est polyglycylée par la glycylase TTLL10
(Ikenagi et al. , 2008). Chez Giardia duonalis, il a été démontré que la protéine 14-3-3g
était polyglycylée par TTLL3 et que son niveau de polyglycylation pouvait influenger sa
localisation cellulaire (Lalle et al., 2006 ; 2011). Chez 7etrahymena enfin, ’'homologue de
la protéine Hsp70/grpl70 localisée dans le lumen du réticulum endoplasmique, est

également polyglycylée (Xie et al., 2007).

Une action directe ou indirecte de Bug22p sur les modifications post-
traductionnelles de type acétylation ou polyglycylation pourrait donc expliquer sa
présence au sein de différents compartiments cellulaires, en particulier dans le noyau, et sa
conservation chez les plantes. Il serait donc intéressant de vérifier si la présence de
Bug22p influence I'état des modifications post-traductionnelles de protéines autres que les

tubulines notamment par inactivation génique de PtBUG22 chez la paramécie.
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Conclusion perspectives

Les observations que j'ai effectuées au cours de ce travail sur la localisation et la
fonction de Bug22p ouvrent de nouveaux champs d’étude, méme si de nombreux points
restent encore a préciser et si certaines expériences doivent étre reproduites. Si la fonction
principale de Bug22p est en rapport avec les modifications post-traductionnelles, s’agit-il
d’un réle direct ? Bug22p agit-elle comme cofacteur ? Ou de fagon encore plus indirecte au
sein de complexes? La protéine Bug22p existe chez les plantes terrestres et 'on peut
supposer qu’elle y ait une fonction similaire. Il serait donc intéressant de caractériser les
modifications post-traductionnelles chez les plantes terrestres, car elles sont encore peu
explorées, et d’étudier une possible implication de Bug22p dans leur régulation afin

d’aborder les raisons de sa conservation chez les végétaux.
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