UNIVERSITE PARIS VI

These de Doctorat de 1’Université Pierre et Marie Curie
Pour obtenir le titre de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE PARIS VI

Ecole doctorale Interfaces de la Chimie, de la Physique et de I’Informatique avec la Biologie

Présentée par

Sandrine Caputo

ANALYSE STRUCTURALE DE PROTEINES DE L ’ENVELOPPE

NUCLEAIRE IMPLIQUEES DANS DES PATHOLOGIES GENETIQUES

Soutenue le 6 Octobre 2006, devant le jury composé de :

Professeur Jean Delettré Président
Professeur Christian Roustand Rapporteur
Docteur Jean-Claude Courvalin Rapporteur
Docteur Annalisa Pastore Examinatrice
Docteur Bernard Gilquin Directeur de these

Docteur Sophie Zinn-Justin Responsable de thése



Le travail présenté dans cettheése a été réalisé au Commissariat a 1’Energie
Atomique de Saclay, dans le département d’Ingénierie et d’Etude des Protéines dirigé par le
Professeur André Ménez. Je le remepaier son accueil et pour m’avoir offert 1I’opportunité
de travailler dans ce département.

Merci au Professeur Christian Roumestand et au Docteur Jean-Claude Courvalin qui
ont fort aimablement accepté¢ de juger ce travail et d’en étre les rapporteurs. Mes
remerciements s’adressent également au Professet Jean Delettré ainsi qu’au Docteur
Annalisa Pastore, qui ont pris le temps de lire ce manuscrit et ont accepté de faire partie de
mon jury.

Ma these a été réalisée sous la direction du Docteur Bernard Gilquin. Un grand merci
pour vos conseils, votre confiance, vos encouragements au quotidien, vos discours sur le
théatre et la littérature, ainsi que pour les trajets en voiture. Je pense que des chefs comme
VOus, on en trouve peBeut étre qu’un jour, Bernard, je me mettrai enfin au théatre.

Ma these a aussi été encadrée par le Docteur SophieJ@tim-a qui j’aimerai
adresser aussi tous mes remerciements. Travailler avec toi m’aura beaucoup appris. Tu
m’auras donné pendant ces quatre annéed’image du chercheur de qualité. Par ton écoute, ta
disponibilité, ta gentillesse, ta patiengteta compréhension tu m’auras appris ce qu’est la
recherche.

Je ne peux remercier Sophie sans penser aussi au Docteur Joél Couprie. Merci pour
ton humour et ta bonne humeur toujours préts a remonter le moral. Merci aussi pour ton
écoute qui était indispensable a certains momdfis:i d’étre comme tu es.

Merci a vous trois, Bernard, Sophie et Jo€l de m’avoir consacré autant de temps
pendant cette theése et pour tous les conseils que vous m’avez prodigué. Je pense qu’a vous
trois vous former une équipe complémentaire sur bien des points, que ce soit pour la
recherche mais aussi les collaborations ou la communication. Vous montrez un exemple de ce
que devrait étre la recherche en général. Trouver un autre laboratoire comme sedai-ci
difficile.

Lors de cette thése, j’ai eu ’occasion de travailler avec de nombreuses personnes qui
m’ont accueillie dans leurs laboratoires et formée a différentes techniques. Je souhaite
remercier tout d’abord Roger Genet, Muriel Gondry et Marie Courgon qui m’ont tout appris
sur la production et purification des protéines. Il faut dire que j’ai eu l’occasion de
m’entrainer de nombreuses fois. Merci pour votre patience et les réponses a mes nombreuses
questions. Je remercie aussi Pascal Belin, Sandrine Braud et Mireille Moutiez pour la biologie

moléculaire, Jean-Baptiste Charbonnier pour la purification de protéines et la cristallogenése,



Sommaire

Enrico Stura pour la cristallogenése, Loic Martin pour le Biacore et Robert Thai et Steven
Dubois pour mes séquencages toujours si urgents. Merci aussi a Michel Toledano et
Stéphanie Michelet pour leurs précieux conseils en matiére de ponts disulfures.

Un immense merci a Isabelle Duband-Goulet pour les expériences de gel retard avec
mes protéines qui ne se comportent pas toujours comme il faudrait. Merci de ces longues
discussions, avec nos si, on aurait pu réécrire 1’histoire des lamines et des protéines de
I’enveloppe d’un bout a 1’autre. Je tiens a souligner que dans le cadre de mon sujet, j’ai été
largement aidée par Isabelle Krimm et ses fous rires inimitables, Nikolas Friedrich et sa
passion du football, Emilie Kondé et récemment par Sylvaine Gasparini qui vient de nous
rejoindre. Je ne peux penser & mon sujet sans avoir une pensée pour Howard J. Worman, Feng
Lin et Cecilia Ostlund, nos collaborateurs & New-York qui nous ont fourni de nombreux
plasmides. Merci aussi a une collaboratrice plus proche, Valérie Verstraeten et son
enthousiasme parfois surprenant.

Je remercie enfin tous les étudiants et non étudiants du Laboratoire de Structure des
Protéines que j’ai pu rencontrer et connaitre au cours de cette thése. Je garderai d’excellents
souvenirs de nos fous rires, de nos trajets en &ER nos soirées parisiennes dans ces petits
restos sympas. Merci a tous, Gaelle Charier, Albane Le Maire, Paola Llinas, Marie-Héléne
Ledu, Pascale Aliprandi, Nathalie Lancelot, Jean-Nicolas Polonowski, Sophie Lhuillier,
Guillaume Letellier, Carine Tellier, Ludovic Carlier, Cédric Laguri et Marianne Axt.

Je n’oublie pas non plus les « non structuralistes », Cédric Masson, Jean Baillon,
Ludovic Sauguet, Anthony Caruana, Cécile Clavaud, Aurélie Perrier, et enfin tout le DIEP.

Un dernier merci mais non le moindre a mes amisa famille qui m’ont soutenu et
permis d’avancer. Merci aussi & Fred pour avoir toujouksu en moi, de m’avoir soutenu dans

les meilleurs moments comme dans les pires et siugsiement pour 1’essentiel.



Sommaire

Sommaire
SOMMAIRE ...ttt ettt e et e et e e e e eaa e e e e b e e e et e e e eba e e e aaaeeraaaeerabans 4
SOMMAIRE DES FIGURES ... .ottt e e e e e et e s et e e s raa e e e eaaaeees 7
ABREVIATIONS ..ottt et e et e e e et e e e et e e s et e e sabaeesaba e esabnaeeeannaeees 10
INTRODUCTION GENERALE ... e e e e e 12
CHAPITRE 1 : L’ENVELOPPE NUCLEAIRE, STRUCTURE ET FONCTIONS........ 14
|. LA MEMBRANE NUCLEAIRE EXTERNE EST ESSENTIELLE AU POSITIONNEMENT DU NOYAU 15
[l. LES PORES NUCLEAIRES ET LE TRANSPORT NUEO-CYTOPLASMIQUE........ccvvuvieiiinerennnnn. 19
Y {0 o3 { (=TT 0 [T o T0 (TR 19
2.  Transport NUCIEO-CYLOPIASIMIQUE .........ciieeeiiiiieee e et e e e et e s e e e e e e eaans 20
3. Interactions des pores nucléaires avec la lamina .............uceeeeiviiiiieeeeeieeiiee e, 21
[ll. LES PROTEINES DE LA MEMBRANE NUCLEAIRE INTERNE.......uutiivttniiietieeietnieeesieesennneeens 22
I T I 2 T 22
2. LS LA PP S . et 24
T J 1Y 117 T 26
O N 1 28
IV, LA LAMINA NUCLEAIRE ..ututtnituttut ettt eeaeast s saasa st saa s s st s s s s sasansasaeasessaassassaeresanees 30
1. LeS gENES UES JAMINES ....uuiiieiiiiiiii et e e et e e e e e e e e e e eab e s st e e s eaaeesesaaeanees 31
2. LE IOl dES IAMINES......cceeieie ettt e et e e e e e e e s e et e e e e raa e eaas 33
A. Les lamines déterminent la taille et la forme du nayau..............ccoovvvvvvnnnnnnn. 34
a- Laforme du NOYAU. .......oooiiiiiiiiii e 34
b - Lataille du NOYAU. .....ccooee e e e e e e e e e e e e eaaaanee 35
C- Résistance ala deformation.............ooeiiiiiiiiiiiieeeeee e 35
B. Association des lamines avec [’ADN et la chromatine .............ccooveeeeeiuninrinnnnn. 35
C. Ladynamique des lamines pendant le cycle cellulaire............cccccccvvnennnnnn. 36
a- Dynamique en interphase ..........oooviiiiiiiiiiiiiie e 36
b - Dynamique pendant 18 MITOSE ...........eeiiiiiiiiiiiiiei e 37
G TR - T 10 [0 (U 39
A, SEITUCTUIE PrIMAITE. ...ciiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e et e e e 39
B. La polymérisation des lamiNeS.........ccceiieiiieiiiiiiiieieeecees e 40
C. Structure tridimenNSIONNEILE ........ue i 41
4. Les modifications post-traductionnelles des laminesS........c.cocuveeiviiiiiiiiiiieeiiieeeeeinnnn, 43
TR =Y F= 1 0 01T 0] 1= 11 L= 44
A, LS MYOPALNIES... ..ot 44
B. LeS lipOdyStrOphies.........cooi i 46
C. Neuropathie PEriphErIQUE...........ccoiiiiiiieccee e a7
D. Les syndromes de vieillisSsement prémature...........ccccuvvvieeiieiiiiiiieeeeeeeeeeeneens 50
o I - o] o o (=T = L SRR 50
b - La dysplasie acromandibulaire...............ccccuuiiiiiiiii 52
C- Dermopathie reStrCVE ........ccoouuiii i aaaes 52
E. Les mécanismes des laminopathies.............ccccuiiiiiiiiiiiiii s 53
V. ENVELOPPE NUCLEAIRE ET REGULATION DE LA TRANSCRIPTION .. cuuiiurivnirnieneenieeneennens 55
1. Les lamines, régulatrices de la tranSCrPtiON ...........oeeiveiiiiiiiie e 55
A, Laming, LAPZ €t RO ... 55
B. Leslamines detype A et SREBRL.........oooviiiiiiiiiiiiie e 56
2. LAP2Gsert d’intermédiaire a la répression des genes ...........cuoveviiieiiiiieiiuninninnnnn. 58

3. L’émerine interagit avec des régulateurs de la transcriPliON ........coeeeeieeieiiieiieiennen. 58




Sommaire

4. MANLI1, les lamines et les R-Smad8le de [’enveloppe nucléaire dans la

TranSAUCTION AU SIONAL ... .ceeiii e e e e e e e e e e s e e s eaa e raneeees 59
A. Rappels sur les protéines R-SMadS...........cceeeiiiiiiieeeiiiiieeeeeeerrr e 59
B. LamiNES €1 SIMAUS.......u it e e e e e e e e e ra e e naaaees 61
C. MANLI1 dans la transduction du SIgnal...............coovveiiiiiiiiiiiiiee e 62

CHAPITRE 2 : ANALYSE DE LA REGION C-TERMINALE NUCLEOPLASMIQUE
DE MANI HUMAINE ... e 65

[ INTRODUCTION. ... tettt ettt e eett e e eeta e e eea e e e e e e e eea e e e e e s e e e s e e e e b e e e e et e e ee b e e e e en e e eeenaeennneeeennns 65
[I. CARACTERISATION STRUCTURALE DE LA REGIONC-TERMINALE DE MANDI ........cccvvennnn. 67
1. Résultats préliminaires NON PUBIIES .........cooiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 67
A. Le premier domaine est replié d’apres le Dichroisme Circulaire ....................... 67
B. L’ensemble de la région C-terminale contient un seul domaine structuré... 67
2. AILICIES PUDIIES ...ttt et e e e e e e e e e e e e e 69
A. The carboxyl-terminal nucleoplasmic region of MAN1 exhibits a DNA binding
WINGEd NEIIX QOM@IN......uuueiiiii i e e e e e e e e e aeees 69
B. Lettre to the Editor'H, *3C and™N resonance assignments of the region 655-
775 0F huMaN MANL. ... e e e e e e e e e e n e e eeeas 79
3. Résultats complémentaires NON PUDIIES ..........uviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 82
La conservation en séquence de la région C-terminale de MANL.............. 82
Modeélisation du domaine UHM
ESSais de CriStallogENESE. .......coi i 85
Modélisation du complexe MANL/R-SMadS...........cccoeeeeiiiieieieeeeeieeeeeeeiiiiiiaan 85
Essais de production et de purification du domaine MH2 de Smad3......... 87

CHAPITRE 3 : CARACTERISATION DES INTERACTIONS DE LA LAMINE A/C

mo o w»

ET SES PARTENAIRES .. ..ottt e e et e e e e e e et e e e et eeraaaeeees 89
IR NN 3] T8 T T 89
[l. INTERACTION DE LA PARTIE « QUEUE » DES LAMINESA/C AVEC SES PARTENAIRES........ 90

1. Analyse de séquence du domaine de type immunoglobuling.............ccoeeeviiiiiiiinnnnnn. 90
2. Caractérisation structurale en solution de la partie « qUEUE ». ............evvvvvuceeeennnn.. 92
3. Analyse de linteraction entre la lamine de type A et [’'émerine ............c..occovvvvenne... 95
A. Mise au point des conditions d’expression de [’émerine 1-187......................... 95
a- Les constructions issues de la plate-forme...........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiieen 96
D - LaconStruCtion TEVHL ... e eaas 97
B. Caractérisation structurale de [’émerine : €tude par RMN...............cccoeeeiiinnne 99
C. Interaction émerine-lamine par pulldown............ccccooiiiiiiiiininiiiiieee e, 101
4. Analyse de ['interaction entre la lamine de type A et SREBPI ........c..coccvivviiennnn.. 101
A. Interaction in vitro par PUldOWIL............uuuiiiiiiiiiii e 102
B. Cartographie de l’interaction lamine/SREBPI ............cccccoouviiiiiiiiiiiiiiiieeeeenn, 103
I1l. CARACTERISATION D’UN MUTANT DES LAMINES DE TYPEA : R439C.....coviiiiiiiiiienn, 106

1. Article: The FPLD-associated R439C LMNA mutation causes lamin
oligomerisation that interferes with DNA binding (submitted to Human Mutation) ..... 106

2. En cours : alarecherche des ponts disulfures de la lamine in vivo..........c........... 134
CHAPITRE 4 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.....coe oo 136
I. MAN1, PROTEINE REGULATRICE OU INHIBITRICE DE LA TRANSCRIPTION.....ccueuieneneenanne. 136
Il. LA LAMINE ET SES PARTENAIRES. ..« vttt ettt e et e e e e e e e e eaenanns 138
CHAPITRE 5 : MATERIELS ET METHODES ... ..o, 143
|. EXPRESSION PRODUCTION ET PURIFICATION .. tuteutensenseneensesensensesensensesensensensensensensensens 143
1. Laplate-forme de production de protéines recombinantes chez E. coli du DIEP. 143
2. Les différentes constructions de la régione@rinale de MANT ..........cvvvneenne... 144




Sommaire

A, MANLC ..ottt 144
B, MANILUHM L. e e e e e 145
C.  MANLC ..ottt 145
3. Ledomaine MH2 de Smad3 ... 145
4. LAMINE AC ... ettt a e e e 146
A.  Les protéines reCoOMDINANTES..........uuviiiieeeiiiiii e 146
o T = W o1 (0 (=11 Lo =T L[ = S 147
TR N ) /1T o 1 T PP 147
A. Souches de E. coli utilisées pour [’expression de [’émerine 1-187.................... 148
B. Co-expression de l’émerine avec des protéines chaperons ..............ccccccceeeuunnn.. 148
C. Renaturation de l’émerine produite en corps d’inclusion ................ccccoeuvueunnn... 148
D. Production d€ émerine a partir du plasmide TEVHI .........cccccuueeeeeiiiiiiiinannnnnnn, 149
B.  SREBPL ...t e e e et ra e e e e a i aaeeae e e 149
[I. CARACTERISATION STRUCTURALE ...ccttuuueetietttiaeeeaeettiaaeeaeessanseeaeeessansaaseessnnseeeaessnnnnns 149
1. Caractérisation par Dichroisme Circulaire (DC) ........cooovvviviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeennns 149
2. Préparation des échantillons pour [a RMN ..........cccociiiiiiiiiiiiiiieeeee e 150
3. Expériences RMN et MOdElSAtiON .........ccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 150
[, INTERACTIONS. ..ttt etett e ettt e ettt e e et e et e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e et e e enaneaeennneeeenns 150
1. GST PUIOWN ..ttt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e s anbb bbb b eeeeees 150
2. Cartographie de surfaces d’interaction par RMN ...........c..cocoeevieiiiieeiiieiiieeiiieeennnn. 150
REFERENGCES ...ttt e e e e ettt e e e e e s s bt e e e e e e e sb b e e eeeeesssnssnaaeeeeeennnnnees 152



Sommaire des figures

Sommaire des figures

Figure I : Représentation schématique de [’enveloppe nucléaire. ...............cccooeiiiiiieiiiiinaannnn, 12
Figure 2 : Représentation schématique de [’enveloppe nucléaire et de ses différents

(070 0101 010157 1P 14
Figure 3 : Architecture des principales isoformes des génes nesprine-1 et nesprine-2. ......... 16
Figure 4 : Modele des fonctions potentielles des NeSprines ..........ccccoviuiiiiieeniiniiiieeee e 17
Figure 5 : Modéles de fonctions des protéines a domaine KASH..............cccoovvvvvvviviiiiccceeeenn, 18
Figure 6 : Schéma d’un complexe des pores nucléaires de vertébre..................ccccccuuveieeeeennns 19
Figure 7 : Modéle de transport nucléo-cytoplasmique par les karyophérines au travers des
POFES NUCIEAIIES ...ttt e ettt e e e e e ekttt e e e e e e es bbbt e e e e e e anbnbeeaeeeeanneees 21
Figure 8 : Représentation des interactions du LBR ...........ccoooiriiiiiiiiiiiiiiiee e 23
Figure 9 : Représentation schématique de [’organisation structurale des protéines de la

FAMIIIE LAP 2 ...ttt e e et oo oo e e et bbb bbb ettt e et e e e e aaaaeeeeeeeeeeeaanannnnsnnreeeees 25

Figure 10 : Représentation de la structure tridimensionnelle du domaine LEM de LAP2. .... 26
Figure 12 : LEM2 est un nouveau membre de la famille des protéines a domaine LEM et de la

SOUS-TAMIIIE A& IMANLL ... e et e e e e e e e e e e e e e et e eeeeeeeebnnnnnn e e eeeas 29
Figure 13 : Organisation des filaments de la lamina nucléaire a la membrane nucléaire

(= T PP PRPR 31
Figure 14 : Description des interactions impliquant les lamines, ainsi que des fonctions
biologiques des complexes dépendants de 1a lamine ... 33
Figure 15 : Les étapes du cycle cellulaire : la MitOSe. ...........oovvviiiiiiiiiiiiiee e 37

Figure 16 : Séries d’images confocales (a-C) et des contrastes correspondants (d-f) de
cellules PAM vivantes exprimant la GFP-lamine A, de la fin de la télophase au début de la

81T ST €31 TP PPPPPPUPPPTPPR 38
Figure 17 : Structure générale des protéines des filaments intermédiaires cytoplasmiques
COMPATES AUX [AIMINES ... e e e e e e ettt e e e e e e st e e e e e e e e annneeeaaeeens 39
Figure 18: Représentation schématique de I’organisation des lamines ................................. 40

Figure 19 : Etapes de ’assemblage in vitro des lamines A/C observé en microscopie

L= [=Tox 1 £ a1 o U= PSP PTPRPPRPPP 41

Figure 20: Représentation schématique de [’hétérodimérisation des lamines de type A et B 41
Figure 21 : Schéma représentant les interactions électrostatiques des parties N-terminale et

C-terminale qui recouvrent les dimeres de lamiNesS.........cccvuviiiiiiiiiiiiiie e 42
Figure 22 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la région 411-553 des
[2MINES A/C NUMIAINES. ...ceeeeeeiieiiieir ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeessansnaaeeeaeeeeeeeeeesennnnnes 43

Figure 23 : Les mutations dans les lamines peuvent détériorer la plasticité ou le potentiel
d’auto-renouvellement des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) ou des cellules
précurseurs dans les tissus spécifiques dérivées des MSCs, conduisant a des phénotypes

[IMITES @UX TISSUS. ...uuuiieee et e e e e e et et ettt e e e s s e e e e e e e e eeeeeaeaaeaaas s e e e aeeeeaeeeeeeeeeessesnssnnneaeeaeeeaeeeeees 44
Figure 24 : Localisation des mutations causant des pathologies caractérisées par des
anomalies des muscles cardiaque et SQUEIETHIQUE .........cceiiiiiieiiiiiiiieee e 46
Figure 25 : Localisation des mutations causant une FPLD ...........cccccoeiiiiiiiiiiin e 47
Figure 26 : Diagramme schématique de la prélamine A montrant la nature et la localisation

des mutants provoquant des patholOgIES .........coiiiiiiiiiii i 49
Figure 27 : Localisation des mutations causant des syndromes progéeroides. En orange, les
mutations a 1°origine de la ProgeriQ. .............ccuiiiiiiiiiiiiiiii e 51
Figure 28 : ArchiteCture de RID ........uuiiiiii e 55

Figure 29 : A) Représentation schématique de la région N-terminale de SREBP1a qui rentre
dans le noyau.. B) Structure tridimensionnelle du dimére du motif bHLH-Zip de SREBP1 avec
['une de ses séquences d’ADN CIDIES ...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 57



Sommaire des figures

Figure 31 : Représentation schématique des domaines fonctionnels des protéines Smads..... 61
Figure 32 : MANL1 réprime la voie de signalisation de Bmp4 dans les embryons de Xenopus

[BBVIS ...ttt et e et — it e e e e e e e e e et e et et ettt b nan e e e e e e aaaeeaaes 62
Figure 32 : Schémas récapitulatifs A- des roles biologiques des différentes régions de MAN1,
B- des constructions étudiées dans Ce travail. ..........ccccccccveeeieeiiiiiiiic 65
Figure 34 : Spectre enregistré en dichroisme circulaire de MANIGC..........ccocoovvveeennn. 67
Figure 35 : Spectre 1BH RMN de MAN1¢& (en rouge) et MAN1E(en bleu) enregistés a

P22 e G- T 100 1Y | o PRSP 68
Figure 36 : Spectre 1BH RMN de MAN1€enregistés a différentes températures a 600

AV o 2 PP PPSRP 68
Figure 37 : Schéma de MANE@vec les détails topologiques de MANEE les différentes
INEEIACTIONS COMMUES .....eutiiiiiiiiitte e e e e e e e e e e e ettt e ettt e e eaaeeaaeaae s s s s e e bbbttt b et e eeeeeaaaaeeaeeeens 69
Figure 38 : Alignement de la région C-terminale de MAN1 et LEM2 de toutes les séquences
CONNUES dES IESIAUS B55 A 775, . oot e e e e e e e e e e e e e as 83
Figure 39 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la région 655-775 de MAN1
.................................................................................................................................................. 84
Figure 40 : Modéle du domaine UHM de MANI réalisé a partir d’'un alignement de la

LT = (U PPPPPRRP 85
Figure 41 : Modele du complexe entre la région C-terminale de MAN1 et le domaine MH2 de

S 1= T PP U PP PR T 86
Figure 42 : Schéma représentant la lamine A/C, ................ Erreur ! Signet non défini89

Figure 43 : Alignement du domaine Ig fold de la région C-terminale des lamines de type A et
PSP 91

Figure 44 : La représentation de la structure tridimensionnelle du domaine globulaire des
lamines révele une surface chargée positivement hautement conservée dans les lamines de
1077 0 L3 N =] = S PSP 92
Figure 45 : Impact des 93 résidus C-terminaux de la lamine A mature.. .........cccccceeeeeiiivennenn. 93
Figure 46 : Ensemble des variations des déplacements chimiques des résidus 411-553 de la
lamine 411-646 par rapport aux résidus de la lamine 411-553. ..........cccveviiiieieeiiiiiicees 94
Figure 47 : Surface d’interaction entre le domaine globulaire 411-553 et les résidus 554-646

de 1@ 1amMINE 4LL-B46. .......oeeeeeiiiiieiie et e e 95
Figure 48 : Schéma représentant |’émerine et le fragment utilisé dans nos études ................ 95

Figure 49 : Gel représentant la eapression de [’émerine avec les protéines chaperons et la
[oT0Tghior=Yifo] g INe [N ot=T A= TSI T PSSP 96
Figure 50 : Gel représentant le culot apres la concentration de [’émerine a la fin de

[’extraction a partir des corps d INCIUSTON. ................ueiiiiiiiiiiiiii e 97
Figure 51 : Schéma des deux constructions d’Emerine-Lamine réalisées par notre

collaboratrice, Cecilia Ostlind a Columbia University (New YOrk). ......cccccceeeeieeiiiiiiiiiinininn, 98
Figure 52 : A) Gel représentant les différentes étapes de d’expression et de purification de

[’émerine a partir de la construction TEV#1. B) Chromatogramme de la filtration sur gel

représentant la séparation de ’émerine de la lamine. ................cc..ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineiiie e, 98
Figure 53 :'"H->N HSQC de I'émerine enregistrées d 600MHz et d 25°C. .......ocoevevevereeeennee, 99
Figure 54 : Superposition du specfid->N HSQC et du spectre de nOes hétéronucléaires
H-13N de I’émerine enregistrées ¢ 600MHzZ €t G 25°C. ......oovoeeeeeeeeereeeeeseeeeseeseeen e 100
Figure 55 : Gels du GST pulldown entre différents fragments de lamine et [’émerine. ........ 101

Figure 56 : Gels du GST pulldown entre différents fragments de lamine et SREBP1 avec 200
mM de NaCl. Ces expériences ont été analysées sur gels de polyacrylamide en conditions

dénaturantes, révélés au bleu de COOMASSIE. ........uuuuiiiiiiiiiiee e e e eeeeaaaans 102
Figure 57 : Gels du GST pulldown entre la lamine A mature ou la prélamine A et SREBP1

avec 100 MM ou 200 MM d& NACH.. ....cooo e 103
Figure 58 : Interaction de la lamine 411-646 aveCc SREBPL..............cccooeeiviveieeeiiiicceeee e 104



Sommaire des figures

Figure 59 : Ensemble des variations des déplacements chimiques des résidus 411-553 de la

lamine 411-646 aprés addition de 2 équivalents de SREBPL. ..., 104
Figure 60 : Description de [’expérience de blocage des ponts disulfures par NEM ............. 134

Figure 61 : Blot des expériences réalisées sur des lamines extraites a partir de cellules HeLa
ou de fibroblastes de malades avec la mutation R439C sur les lamines de type A. .............. 134

Figure 62 : Blots des expériences réalisées sur des lamines extraites a partir de fibroblastes
sains ou de fibroblastes de malades avec la mutation R439C sur les lamines de type A.. .... 135
Figure 63 : Représentation d'un modéle pour la reconnaissance et la régulation de genes

spécifiques par les protéines Smads en concert aveC MANL. ........viiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 137
Figure 64 : Représentation des constructions issues de la plateforme de production de
protéines recombinantes chez E. coli du DIEP. ... 137

Figure 65 : Schéma représentant les fragments de lamine A ou C utilisés dans nos études. 146



Abréviations

ADN :

ADNC :

ARN :

ARNmM :

BAF :
Cdc6 :
DTT:

EDTA:

FLIP :

FRAP :
FRET :

GAP:
GCL:
GDP:
GFP :

GS4B :

GST:
GTP:
HIV :
HP1 :
IPTG:

KASH :

LAP :
LEM :
NEM :
NES:
NLS:
NPC :
Nup :
PBS :
PEG:

PMSF:

Abréviations

Acide Désoxyribonucléique

Acide Désoxyribonucléique complémentaire
Acide Ribonucléique

ARN messager

Barrierto-Autointegration Factor
Cell-Division-Cycle protein 6
DiThioThreitol

Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid
Fluorescence Loss of Intensity after Photobleaching
Fluorescence Recovery After Photobleaching
Fluorescence Resonance Energy Transfer
GTPase Activating Protein

Germ-Cell Less

Guanosine Diphospate

Green Fluorescence Protein

Glutathione Sepharose 4B

Glutathione Sepharose Transférase
Guanosine Triphosphate

Human Immunodeficiency Virus
Heterochromatin protein 1
Isopropylp-D-1-thiogalactopyranoside
Klarsicht, Anc-1, Syne-1 Homology
Lamina-associated polypeptide
LAP2,Emerine, MAN1

N-Ethylmaleimide

Nuclear Export Signal

Nuclear Localisation Signal

Nuclear Pore Complex

Nucléoporine

Phosphate Buffer Saline

Poly Ethylene Glycol

PhénylMéthylSulfonyl Fluoride



Sommaire des figures

Rb: protéine du Rétinoblaste

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
RNAI : ARN interférence

RRM: RNA Recognition Motif

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate-Poly Acrylamide Gel Electrophoresis
SREBP1: Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1

TCEP : Tris(2-carboxyethyl)phophine hydrochloride
TEV : Tobacco Etch Virus

TGF : Transforming Growth Factds-

TSP : 3-(triméthylsilyl)[2,2,3,3H.] propionate
UHM : U2AF Homology Motif

WH : Winged Helix

11



Introduction générale

Introduction générale

Le noyau est un organite présent dans les cellules eucaryotes et contenant la plupart du
matériel génétique de la cellule. Il a deux fonctions principales : contréler les réactions
chimiques du cytoplasme et stocker les informations nécessaires a la division cellulaire. Il a
un diamétre variant de 10 a 20 micrometres ce qui fait de lui le plus grand des organites.

Le noyau des cellules eucaryotes est entouré paenweéppe qui sépare 1’intérieur
du noyau du cytoplasme (figure 1). Cette enveloppe est composée (1) des membranes
nucléaires interne et externe qui fusionnent a intervalle régulier, formant les pores nucléaires,
(2) des complexes protéiques des pores nucléaires et (3) de la lamina nucléaire. Elle permet
d’isoler les réactions chimiques se déroulant dans le cytoplasme de celles se déroulant a
I’intérieur du noyau. Elle est initialement devenum sujet d’étude important & cause du réle
des pores nucléaires dans le transport entre le cytoplasme et le: heyyaomposants des
complexes des pores nucléaires ont été identifies, les détails mécanistiques du transport

cytoplasme/noyau ont été élucidés.

iy ot B o .wgu""‘ij,
LAPZ(B.aiG,'y) N LAP1 (A.B.C)‘v »

™ N by
ol INM i

Nucleoplasm ¥ § Intranuclear

ET

Figure 1 : Représentation schématique de I’enveloppe nucléaire (Foisner, 2001)
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Plus récemment, il a été découvert que des mutations dans plusieurs protéines de
I’enveloppe nucléaire sont responsables de graves maladies héréditaires (Somech et al., 2005).
L’analyse de I’effet de ces mutations a permis de préciser le réle de I’enveloppe nucléaire
dans la structuration du noyau, et de proposer des réles nouveaux pour les protéines de
I’enveloppe dans 1’organisation de la chromatine et la régulation de 1’expression des genes
(Bengtsson and Wilson, 2004; Gruenbaum et al., 2005; Worman, 2006). Les tissus affectés
par les mutations pathologiques étant trés variés selon la mutation incriminée, et certaines
protéines de 1’enveloppe nucléaire étant spécifiques des tissus en voie de différentiation, il a
été suggéré que la lamina nucléaire jouait le role de-fdeme pour le recrutement de
facteurs nécessaires a la différentiation des cellules, en particulier dans les muscles et les
tissus adipeux (Gotzmann and Foisner, 2006). Enfin, la découverte que certaines maladies
caractérisées par un vieilissement extrémement prématuré étaient provoquées par une
mutation dans le géne de 1’'un des composants principaux de la lamina a provoqué une
réflexion sur les roles respectifs de I’enveloppe nucléaire et de la machinerie de réparation des
dommages de I’ADN dans les phénomeénes de vieillissement (Lans and Hoeijmakers, 2006)

En particulier, Scaffidi et Misteli ont observé que les mécanismes moléculaires a I’origine de

la progéria de Hutchinson-Gilford, une pathologie sévere du vieillissememigiobien qu’a

un plus faible niveau dans les cellules agées saines (Scaffidi and Misteli, 2006). Le fait que le
vieillissement chez un patient atteint de la progéria et chez un sujet agé et sain partagent une
base cellulaire et moléculaire commune suggére que la lamine A participe au processus de
vieillissement normal.

Dans ce cadre, le laboratoire a entrepris la caractérisation de la structure
tridimensionnelle a 1’échelle atomique des protéines de I’enveloppe nucléaire. Mon objectif a
été de me concentrer dii¢étude de trois protéines impliquées dans des maladies héréditaires,
la lamine A/C, I’émerine et MAN1, afin d’établir un lien entre leur structure tridimensionnelle
et les mécanismes fonctionnels déficients dans les pathologies associées. Afin d’éclairer
I’apport de nos études structurales, je ferai tout d’abord le point sur 1’état des connaissances
sur ’enveloppe nucléaire et les protéines qui la composent. Puis je présenterai mes travaux
sur MAN1, ainsi que les deux articles associés. Enfin, je détaillerai I’avancée de mes travaux
sur la lamine AC avecSREBPI, et je joindrai 1’article sur I’analyse clinique et moléculaire
du mutant R439C de la lamine A/C.
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L’enveloppe nucléaire : structure et fonctions

Chapitre 1 : L’enveloppe nucléaire, structure et fonctions

L’enveloppe nucléaire est composée des membranes nucléaires, des complexes des
pores nucléaires et de la lamina nucléaire (figure 2). Les membranes nucléaires sont divisées
en trois domaines morphologiquement distincts mais interconnectés : externe, interne et pore.
Les membranes des pores connectent les membranes externe etdntdmaerombreux
points. Elles contiennent des protéines intégrées uniques, telles que gp210 et POM121 dans
les mammiféeres et POM152 dans les levures, lesquelles appartiennent aux complexes des
pores nucléaires. Celwt-sont constitués’environ une cinquantaine de protéines de types
différents appelées nucléoporines (Cronshaw et al., 2002; Rout et al., 2000). La structure des
complexes des pores nucléaires, leurs compositions protéiques ainsi que leurs réles dans le
transport nucléo-cytoplasmique ont été le sujet de plusieurs revues récentes (Bednenko et al.,
2003; Cronshaw and Matunis, 2003; Fahrenkrog and Aebi, 2003; Rabut et al., 2004;
Suntharalingam and Wente, 2003).

7 - Q \"‘\
/" nuclear pore complex @ “
/ ribosomc
pore membrane /,v" @
’ / \
f ’/ ’/ \\
’1' / 8 6 8 6 b \
‘ CAN
pom121 gp210 lamin B receptor
\a m\ INM
\ lamins / lamina

rough endoplasmic reticulum

outer nuclear membrane (ONM)

inner nuclear membrane (INM)
lamina

chromatin

Figure 2 : Représentation schématique de I’enveloppe nucléaire et de ses différents composants.
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L’enveloppe nucléaire : structure et fonctions— I. La membrane nucléaire externe est essentielpaiionnement nucléaire

Dans ce chapitre, je décrirai tout d’abord les protéines de la membrane nucléaire
externe et leurs interactions avec les réseaux de protéines impliquées dans 1’organisation du
cytoplasme. Puis je montrerai comment les complexes des pores nucléaires régulent le
transport nucléo-cytoplasmique. Je présenterai ensuite les protéines de la membrane nucléaire
interne et la lamina, responsables des interactions entre 1’enveloppe nucléaire et la
chromatine. Enfin, je détaillerai les découvertes récentes sur le role de ces protéines dans la

régulation de I’expression des génes.

|. La membrane nucléaire externe est essentielle au positionnemehi
noyau.

La membrane nucléaire externe contient des ribosomes sur sa surface cytoplasmique.
Elle a longtemps été admise comme identique, en composition protéique, a la membrane du
réticulum endoplasmique rugueux, avec lequel elle est en continuité. Cependant, des données
récentes suggerent que la membrane nucléaire externe contient I’intégralité des protéines
impliquées dans le positionnement nucléaire qui ne sont pas présentes au niveau du réticulum
endoplasmique (Starr and Han, 2003).

Parmi ces protéines, nous trouvons les produits de deux géenes, nesprine 1 et nesprine 2
(aussi appelées syne-1 et syne-2 ou encore Nuance ou Mynel ou ENAPTIN ou,ANC-1)
codent pour des polypeptides contenant des répétitions de séquences de type spectrine (Young
and Kothary, 2005; Zhang et al., 200Q$s répétitions ont tout d’abord été identifiées au sein
de grandes protéines, les mieux caractérisées étant des protéines cytoplasmiques comme la
dystrophine et 1’a-actinine. La structure générale de ces pmete est : un domaine central
contenant les répétitions impliquées dans 1’auto-association de la protéine, une région N-
terminale liant I’actine composée de deux domaines homologues a la calponine et une région
C-terminale contenant un domaine fonctionnel distinct. Les régions C-terminales
interviennent dans desctivités telles que 1’association aux membranes, la liaison aux
filaments intermédiaires et aux microtubules. Dans le cas des nesprines, une initiation
alternative de la transctipn ainsi qu’un épissage alternatif deARN générent de multiples
isoformes avec des poids moléculaires qui s’étendent approximativement de 50 kDa
(Nesprineer2) a 800 kDa (Nuance). Certaines isoformes de nesprines n’ont pas de région C-
terminale. D’autres isoformes ont comme région C-terminale un domaine KASH (pour
Klarsicht, Anc-1, Syne-1 Homology ou « Klarsicht-like domain », figurec@)stitué d’un

passag transmembranaire suivi d’un segment de 35 résidus riche en proline.
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L’enveloppe nucléaire : structure et fonctions—|. La membrane nucléaire externe est essentielfmsitionnement nucléaire

Les nesprines peuvent diffuser latéralement dans la membrane du réticulum
endoplasmique, mais alors que les petites isoformes sont capables d’atteindre la membrane
nucléaire interne, les grandes isoformes sont exclues de cette membrane, probablement a
cause de la taille restreinte des canaux des complexes des pores nucléaires (Soullam and
Worman, 1995).

8 HMesprin-1 isolorms K&
m TS r-.u.'lpru'l-h;- 11z
B0 SA-ike rod domain Nesprin-1c, N 112

. Klars:chi-like domain
Necprin-1j, Il 565

Nosprin 13, EEll] 350
Nesprin-1y EEEEEEEEEESSSSSS——] 543
Meaprin-1 giant ﬂ_ 1010

ChGz 110
EN&PﬂH-aﬁﬁ{r_ 165
b Nesprin-2 isoforms LDa
Nesprin-zo, BN 45

*Nesprin-2a, - 52

Mesprin-2)s, DR 76

Mesprin-20, - fLrd

Nesprin-2y [ 77
Nesprin2 gt ([l 96
Mesprin-2o2A TV 41

Mesonn-2ATM1 L]

Figure 3 : Architecture des principales isoformes des génes nesprine-1 et nesprin@rren et
al., 2005) L’astérisque repére les isoformes spécifiques du muscle (CH domain : domaine analogue a
la calponine ; SR-like rod domain : répétition de type spectrine ; Klarsicht-like doxhamaine
analogue a la protéine Klarsicht).
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Figure 4 : Modele des fonctions potentielles des Nesprin@&arren et al., 2005). Cette
représentation montre les localisations subcellulaires et les connections potentiakies foar les
différentes isoformes des Nesprines dans toute la cellule du muscle squelettique. LesdNespri
forment un réseau qui relie la membrane plasmigque au noyau.

Les grandes isoformes de nesprine interagissent par leur domaine N-terminal avec le

cytosqueletted’actine (figure 4) (Zhang et al.,, 2002). De pludles s’attachent par leur

domaine C-terminal KASH aux domaines périnucléaires SUN des protéines de la membrane
nucléaire interne telles que UNC84 (Lee et al., 2002b; Malone et al., 1999) et Matefin chez
Caenorhabditis eleganst SUN1 et SUN2 (Hodzic et al., 2004) chez les mammiferes. Un
exemple en est la protéine ANC-1 @e eleganscontenant une répétition de séquences de
type spectrine et un domaine périnucléaire qui interagit directement ou indirectement avec le

domaine périnucléaire SUN de UNC84 (Starr and Han, 2002). Les plus petites isoformes

s’associent dans le noyau avec I’émerine et les lamines A/C (Zhang et al., 2005). Enfin,

certaines isoformes s’ancrent, de part leur segment transmembranaire, a la membrane

d’organites autre que le noyau, comme le réticulum endoplasmique ou la mitochondrie (Starr

and Han, 2002).

D’autres protéines localisées a la membrane nucléaire externe contiennent un domaine

KASH (Starr and Fischer, 2005)es domaines KASH s’associent aux domaines SUN des

protéines de la membrane nucléaire interne et ancrent ainsi les protéines qui les posséedent a la

membrane nucléaire externe (figure 5).
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Figure 5 : Modeéles de fonctions des protéines a domaine KASBtarr and Fischer, 2005).: La
famille des ANC-1/MSP-300/Syrrelie le noyau au cytos@iette d’actine. B : Klarsicht et ZYG-12
attachentes centrosomes a 1’enveloppe nucléaire. C, D : Différentes isoformes de Syne positionnent
le Golgi (C) et organisent la matrice nucléaii®) (E : UNC-83 est impliqué, par un mécanisme
encore inconnu, dans de la migration nucléaire. Les protéines SUN, incluant UNC-84 et SUN-1,
recrutent les protéines a domakASH a I’enveloppe nucléaire. ONM : Membrane Nucléaire
Externe ; INM : Membrane Nucléaire Interne.

Les protéines a domaine KASH ont tout d’abord été identifiees cheDrosophilaet C.
elegans En effet, des mutations au sein de ces protéines provoquaient un positionnement
anormal du noyau. Plus récemment, les protéines a domaine KASH ont été montrées
impliquées dans I’attachement du centrosome au noyau, la migration nucléaire et I’amarrage
du noyau au cytosquelette d’actine.

Comme pourla membrane nucléaire externe, 1’espace périnucléaire entre les
membranes nucléaires externe et interne a longtemps été considéré identique a la lumiére du
réticulum endoplasmique. On pourrait cependant imaginer que la compakititespace
périnucléaire differe du lumen de la plus grande partie du réticulum endoplasmique. Puisque
des parties des protéines localisées et intégrées aux membranes, interne et des pores, dans la
région luminale pourraient lier des protéines ne résidant pas a la membrane. En effet, des
données récentes démontrent que des mutations au sein de &Aptsie protéine luminale
du réticulum endoplasmique impliguée dans la dystonia DYT1, provoquent la concentration
de la protéinealans 1’espace périnucléaire par liaison au domaine luminal de LAP1 (lamina
associated polypepe 1) (Goodchild and Dauer, 2005). Désormais, la membrane nucléaire
externeet ’espace périnucléaire apparaissent comme des sous-domaines différentiés de la

membrane du réticulum endoplasmique rugueux et du lumen.
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ll. Les pores nucléaires et le transport nucléo-cytoplasmique

1. Structures des pores

L’enveloppe nucléaire des cellules eucaryotes est perforée a intervalles réguliers par
de volumineux complexes multiprotéiques, les pores nucléaires ou NPCs (Nuclear Pore
Complexes Ces complexes sont formés d’environ une cinquantaine de protéines différentes
appelées les nucléoporines (Nup) (Cronshaw et al., 2002; Rout et al., 2000). Le nombre de
pores nucléaires dépend détdt fonctionnel de la cellule, il varie de 4000 a 6000 dans une
cellule de mammifere.

Un pore nucléaire apparait a la surface des membranes comme un anneau d’une
centaine de nanometres de diameétre par microscopie électronique. Il comporte en fait deux
anneaux, I’un cytoplasmique et I’autre nucléoplasmique, présentant chacun une architecture
symétrique d’ordre huit (figure 6). Ces deux anneaux sont reliés par des rayons issus de
chacune des huit sousités, I’ensemble formant une cage cylindrique (Suntharalingam and
Wente, 2003).

Cytoplasmic
Filament —*, Cenlral
" Region
Cytoplasmic
Particle ™~

Cytoplasmic
Ring -
Lurnenal
Rimg

Nuclear
Ring

Muormbrane

Muciear
Basket

innes
Spoke
Fing

Terminal
Ring

Figure 6 : Schéma d’un complexe des pores nucléaires de vertébré (Suntharalingam and Wente,
2003).

Les soussnités de I’anneau cytoplasmique émettent dans le cytoplasme huit fibrilles.
Les sousasnités de I’anneau nucléaire émettent huit autres filaments plus longs qui se fixent
sur un anneau distal de plus faible diametre, formant un « panier ou cage nucléaire ». La
région centrale du pore est localisée au centre de la cage cylindrique a laquediereliéee
par un anneau internk’ensemble de ces éléments est encastré dans 1’enveloppe nucléaire a
I’intérieur d’un anneau luminal et est stabilisé par des interactions avec différents types de

protéines membranairesinsi qu’avec les filaments intermédiaires du noyau. Les

19



L’enveloppe nucléaire, structure et fonctions— Il. Les pores nucléaires et le transport Boaytoplasmique

nucléoporines sont localisées dans les sous-unités des anneaux et sur les fibrilles et filaments.
Elles interviennent dans la reconnaissance et le guidage des molécules transitant a travers les
NPCs.

2. Transport nucléo-cytoplasmique

Les pores nucléaires sont perméables aux petites molécules (tels les ions et les
nucléotides) d’un poids moléculaire inférieur a 5 kDa qui diffusent passivement. Les
molécules d’un poids moléculaire de 5 a 50 kDa diffusent a une vitesse proportionnelle a leur
taille (diffusion facilitée). Les molécules d’un poids moléculaire supérieur a 50 kDa (tels que
les sous-unités des ribosomes, les ARN, ou les composants du réplisome) sont transportées
par un mécanisme actif et sélectif. Par exemple, dans une cellule de mamenifére
prolifération, un million de molécules par minute transitent a travers les NPCs.

La prise en charge des protéines et des ARN, parfois sous forme de
ribonucléoprotéines, par une molécule transporteur dépend de la présence de séquences
d’importation nucléaire appelées Signal de Localisation Nucléaire (NLSluclear
Localisation Signal) formées de 4 a 8 acides aminés basiques. Ces séquences peuvent étre
organisées en deux blocs séparés par une dizaine d’acides aminés. Elles peuvent étre activées
et inactivées par phosphorylation et déphosphorylaticaxportation dépend de la méme
facon de séquences signal appelées Signal d’Exportation Nucléaire (NES : Nuclear Export
Signal). Suite a la formation des complexes entre transporteurs et molécules « @argo » (
transporter), il y a interaction entre ces complexes et les nucléoporines (figure 7). La
vectorisation du transport (noyau vers cytoplasme ou inversement) dépend tout d’abord de la
distribution asymétrique des différents types de nucléoporines sur les faces nucléaire et
cytoplasmique du pore.

Les karyophérines (Kap) sont une famille de transporteurs qui reconnaissent des
séquences NLS ou NES spécifiques : les importines assurent le transfert du cytoplasme dans
le noyau, et les exportines exercent la fonction inveP$es d’une vingtaine de ces
transporteurs ont été identifiés dans les cellules humaines. Ces molécules fixent par leur
domaine C-terminal la molécule « cargo », et par leur domaine N-terminal la protéine Ran-
GTP/GDP qui joue umdle clef dans I’adressage nucléaire ou cytoplasmique du « carga
molécule Ran appartient a la famille des petites protéines G a fonction GTPase, capables
d’hydrolyser le GTP en GDP. Le sens du transfert dépend du gradient de concentration des
Ran-GTP/RarGDP et de I’affinité différentielle des exportines et importines pour ces deux
conformations. Le recyclage de Ran est essentiel au maintien de ces deux formes amtre noy

et cytoplasme.
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m Les importines fixent leur cargo dans le cytoplasme selon un mécanisme qui dépend
de Ran-GDP. Apreés transfert dans le noyau, elles le liberent aprés conversion de la
conformation Ran-GDP en R&FP par ’action d’une enzyme de phosphorylation
(RCC1).

m Les exportines, au contraire fixent leur cargo dans le noyau sous 1’effet de Ran-GTP.

Aprés transit a travers les pores nucléaires, elles le libérent suite a 1’activation de
I’activité GTPase de Ran qui convertit Ran-GTP en Ran-GDP. Dans le cytoplasme,
cette activité GTPasique est induite par un activateur appelé GAP (GTPase Activating

Protein) localisé sur la face cytoplasmique du pore.

RAN
GTP

Import Export

Figure 7: Modéle de transport nucléo-cytoplasmique par les karyophérines au travers des pores
nucléaires(Suntharalingam and Wente, 2003).

Enfin, d’autres familles de transporteurs ont été identifiées. En particulier,

I’exportation des ARNm est réalisée par des transporteurs non karyophérines (Reed and Hurt,
2002).

3. Interactions des pores nucléaires avec la lamina

Dans les cellules de vertébrés, des études ont été menées sur la stabilité du réseau
formé par les pores nucléaires (Suntharalingam and Wente, 2003). Une fois assemblés, les
NPCsse présentent comme immobiles en interphase, dans le plan de 1’enveloppe nucléaire
(Daigle et al., 2001). Un postulat a été émis selon lequel les lamines associées a la membrane
nucléaire interne serviraient d’ancre aux NPCs dans D’architecture intranucléaire. Cette
hypothése a été étayée par les études Sansrevisia®u il n’y a pas de lamina nucléaire.

Ces études indiquent que la mobilité latérale des NPCs dans les levures est plus importante

(Belgareh and Doye, 1997; Bucci and Wente, 1997). De méme, chez la drosophile, en
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I’absence de lamina sauvage, les NPCs se regroupent en foyer sur I’enveloppe nucléaire
(Lenz-Bohme et al., 1997). Il a aussi été montré que les nucléoporines Nup153 et Nup53
interagissent avec les lamines et qu’elles pourraient ainsi participer a I’ancrage des pores dans

la lamina (Hawryluk-Gara et al., 2005; Smythe et al., 2000).

lll. Les protéines de la membrane nucléaire interne

Une analyse protéomique a suggéré qu’au moins 80 protéines sont localisées au niveau
de la membrane nucléaire interne dans les cellules interphasiques de mammiferes (Schirmer et
al., 2003). Aijourd’hui, seulement une douzaine de ces protéines a été caractérisée en détail.
Beaucoup de protéines intégrées a la membrane nucléaire interne ont leur domaine N-terminal
du coté nucléoplasmique et un ou plusieurs segments transmembranaires. Ces protéines sont
synthétisées au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique rugueux et diffusent
latéralement pour atteindre la membrane nucléaire interne, ou elles interagissent avec la
lamina et/ou la chromatine (Ellenberg et al., 1997; Ostlund et al., 1999; Soullam and
Worman, 1993; Soullam and Worman, 1995; Wu et al., 2002). Des contraintes de taille
imposées par les canaux latéraux des complexes des pores nucléaires paraissent restreindre
I’acces a la membrane nucléaire interne des protéines possédant des domaines
nucléoplasmiques de plus de 60 kDa (Soullam and Worman, 1995; Wu et al., 2002).

Pendant la mitose, les protéines de la membrane nucléaire interne se dissocient de la
lamina et de la chromatine et sont dispersées dans le réticulum endoplasmique résiduel; elles
diffusent dans la structure de la membrane apres la décondensation de la chromatine pour
reformer les enveloppes nucléaires des cellules filles (Ellenberg et al., 1997; Yang et al.,
1997). Comme les lamines, les protéines de la membrane nucléaire interne sont phosphorylées
sur des sites spécifiques lors dlisassemblage mitotique de I’enveloppe nucléaire (Courvalin
et al., 1992; Ellis et al., 1998; Foisner and Gerace, 1993). De plus, plusieurs protéines de la
membrane nucléaire interne interviennent dans la décondensation « précoce » de la
chromatine lors du réassemblage nucléaire pskedd’assemblage de la lamina. Ceci se fait
a travers les interactions de ces protéines avec les composants de la chromatine (Buendia and
Courvalin, 1997; Chaudhary and Courvalin, 1993; Haraguchi et al., 2000).

1. LelBR

Le LBR (lamin B receptgrest le premier géne codant pour une protéine de la

membrane nucl@&ae interne a avoir été identifie (Worman et al., 1988). Il contient 13 exons et
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est localisé sur le chromosome 1g42.1 (Schuler et al., 1994; Wydner et al., 1996). Des
mutations dans ce geéne sont a l'origine de deux maladies, une maladie autosomique
dominante de la lignée granulocytaire (syndrome de Pelger-Huét) et une dysplasie
squelettique Greenberg/HEM avec mort feetale in utero (Hoffmann et al., 2002; Waterham et

al., 2003).

LBR est une protéine de 615 acides aminés qui comporte une région N-terminale
nucléoplasmique de 200 acides aminés, suivie de huit segments transmembranaires (Worman
et al., 1990; Ye and Worman, 1994). La région nucléoplasmique contient un domaine prédit
de type Tudor, semblable a celui retrouvé dans plusieurs protéines liant des peptides
méthylés, puis une région pauvre en acides aminés hydrophobes et enfin un deuxieme
domaine prédit comme globulaire (Ye and Worman, 1996). Elle interagit avec les lamines de
type B lorsqu’elle se trouve sous forme de fusion GST accrochée a des billes présentant du
glutathion (Worman et al., 1988; Ye and Worman, 1994). Sa séquence riche en Ser, Gly, Arg
et pauvre en acides aminés hydropholkesnécessaire a la liaison de LBR avec I’ADN
double brinin vitro (Duband-Goulet and Courvalin, 2000; Ye and Worman, 1994). La
phosphorylation de cette région par de multiples kinases permet de réguler I’interaction entre
LBR et la chromatine au cours du cycle cellulaire (Takano et al., 2002). Les trente premiers
résidus de la deuxiéme région prédite comme globulaire sont indispensables a la liaison de
LBR avec la protéine de I’hétérochromatine HP1, lorsque cette liaison est observée par GST
pulldown et double-hybride (figure 8) (Ye et al., 1997). Enfin, LBR co-immunoprécipite avec
HA95, une protéine impliquée dans la régulation des interactions entre la chromatine et

I’enveloppe nucléaire (Martins et al., 2000).

Sterol-reductase domain
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Figure 8 : Représentation des interactions du LBRGruenbaum et al., 2005).

23



L’enveloppe nucléaire, structure et fonctions— IlI. Les protéines de la membrane nucléaire interne

La région transmembranaire de LBiRsente un haut degré d’identité de séquence
avec les réductases de stérols du réticulum endoplasmpguéon trouve chez les plantes,
les levures et les animaux (Holmer et al., 1998; Schuler et al., 1994). De plus, le LBR humain
a une activité C14-stérol réductase quand il est exprimé dans la levure (Silve et al., 1998)
Ceci suggére que le LBR est une protéine « bifonctionnehigliquée dans 1’organisation
nucléaire et le métabolismessistérols. De maniere consistante, les maladies génétiques
causées par des mutations dans LBR entrainent des déformations du noyau des granulocytes
et une dérégulation du métabolisme du cholestérol (Hoffmann et al., 2002; Waterham et al.,
2003).

2. Les LAPs

Les protéines LAP1A, 1B et 1C (lamina-associated prpfetviennent de 1’épissage
alternatif d’un méme geéne localisé sur le chromosome humain 1p36. Elles sont constituées
d’une région N-terminale nucléoplasmique, suidien passage transmembranaire (Martin et
al., 1995). Les LAP1A et LAP1B interagissent avec les lamines A, C et B1, alors que LAP1C
n’interagit pas avec les lamines (Foisner and Gerace, 1993). Néanmoins, LAP1C est associé
in vivoa un complexe protéigue haut poids moléculaire qui contient une protéine kinase et
les lamines de type-B (Simos et al., 1996). Les complexes contenant LAP1 sont distincts de
ceux contenant LAP2 ou LBR, et il est proposé que ces différents complexes occupent des
territoires indépendants dans la membrane nucléaire interne (Maison et al., 1997).

Six isoformes de LAP2, aussi nommeées thymopoiétines, ont été identifiées chez les
mammiféres (figure 9). Elles sont produites a pakrtit’épissage alternatif d’un géne unique
localisé sur le chromosome 12g22. Récemment, il a étédnpritine mutation dans ce géne
conduisant a une modification du domaine C-terminal de lAR#%ovoque une
cardiomyopathie (Taylor et al., 2005).

Les isoformes de LAP2 partagent une région N-terminale de 187 acides aminés (figure
9). LAPZ3, LAP2y, LAP25 et LAPZ sont ancrées a la membrane nucléaire interne par un
segment transmembranaire et leur région N-terminale est nucléoplasmique, alors que
LAP2a et LAPZ sont entierement nucléoplasmiques. LAPRosséde un long segment
nucléoplasmique constitué de 408 résidus. LAR2AP25, LAP2¢ et LAPZ possedent
seulement une partie de ce segment. LABasséde une région C-terminale unique de 506
résidus (Furukawa et al., 1995; Harris et al., 1995; Vicek et al., 2001; Vicek et al., 1999).
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Figure 9: Représentation schématique de I’organisation structurale des protéines de la famille
LAP2 (Dechat et al., 2000). La partie N-terminale commune a toutes les isoformes (en jaune) contient
un domaine conservé, le LEM (partie hachurée). La plupart des isoformes sont structuralement
proches et different seulement par de petites insertions dans la région nucléoplasmiqeéegmpant
différents tons de vert). LAR2contient une région C-terminale unigue (en bleu) sans passage
transmembranaire.

Dans la région N-terminale de toutes les isoformes de LAP2, on retrouve un domaine
globulaire d’environ 50 résidus, commun a différentes protéines de la membrane nucléaire
interne : le domaine LEM (LAP2-Emerine-MANL1, figure 10) (Lin et al., 200@)plus, dans
toutes les isoformes de LAP2, un domaine LEM-like a été identifi¢ en amont du domaine
LEM (Lin et al., 2000). La structure tridimensionnelle de ces deux domaines de3 [LAE2
résolue au laboratoire (Laguri et al., 2001) puis par le groupe de M. Clore (Cai et al., 2001)
(figure 10). Ces domaines sont composés de deux longues héliqesralléles. Ils
interagissent soit avda protéine BAF (barriete-integration factor) qui se li@I’ADN pour
le LEM, soit directement avd¢ADN pour le LEM-like, d’aprés 1’étude du groupe de RMN
de M. Clore (Cai et al., 2001). De plus, la région 1-85 comprenant le domaine LEM-like se lie
aux chromosomem vivo (Furukawa et al., 1998). Le segment nucléoplasmique 298-408 de
LAP2B interagit avec le domaine central des lamines B1 dans des expériences de double-
hybride (Furukawa et al., 1998), @&t responsable de la rétention a I’enveloppe nucléaire de
LAP2B3 (Foisner and Gerace, 1998)interaction LAP2p/lamine de type B est inhibée par la
phosphorylation mitotique (Foisner and Gerace, 1993). Enfin, la région 137-242 comprenant
une partie du domaine LEM se lie a la protéine nucléaire HA95, et lorsque cette liaison est
inhibée, la réplication de I’ADN n’est plus initiée in Vvitro, ’entrée en phase S est bloquée in

vivo et la protéine Cdc6 (cell-division-cycle protein-6) est protéolysée (Martins et al., 2003).
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Figure 10: Représentation de la structure tridimensionnelle du domaine LEM de LAP&.aguri
et al., 2001).

3. L’émerine

En 1994, I’équipe de D. Toniolo a identifié¢ un gene sur le chromosome X codant pour
une protéine de 254 acides aminés, 1’émerine, mutée dans ’EDMD (Emery Dreyfuss
Muscular Dystrophy) liée au chromosome X (Bione et al., 1994). Cette pathologie entraine
descontractures au niveau des coudes, des tendons d’Achille et des muscles post cervicaux, et
une détérioration lente et progressive des mesisstcompagnée d’une cardiomyopathie
entrainant’arrét cardiaque. Les équipes de K. Arahata et de G.E. Morris ont ensuite montré
que I’émerine était une protéine de I’enveloppe nucléaire, le plus souvent absente chez les
patients atteints d’EDMD li¢e a X (Manilal et al., 1996; Nagano et al., 1996). La mutation ou
I’absence d’émerine est doncresponsable d’une forme d’EDMD dont les symptébmes sont
identiques a ceude la forme d’EDMD provoquée par certaines mutations dans les lamines de
type A (Nagano et al., 1996).

L’émerine posseéde une région N-terminalaucléoplasmique de 220 résidus, suivi d’un
segment transmembranaire et d’une queue luminaled’une dizaine de résidus. La région
nucléoplasmique est nécessaire et suffisaiteétention de I’émerine a la membrane interne
du noyau (Ostlund et al., 1999). Un domaine LEM est retrouvé en N-terminal (Lin et al.,
2000; Wolff et al., 2001). Ce domaine interagit avec une protéine nucléoplasmique liant
I’ADN appelée BAF (Barrier to Autointegration Factpselon les expériences de blot overlay
et de co-immunoprécipitation du groupe de K. Wilson (Lee et al., 2001).

Le domaine nucléoplasmique de 1’émerine lie les lamines A et C (figure 11). Les
équipes de J.A. Ellis et de C.J. Hutchison ont montré cette interaction par co-
immunoprécipitation a partir de lysats de noyaux (Fairley et al., 1999; Vaughan et al., 2001)
et I’équipe de G.E. Morris I’a confirmée par Biacore (Clements et al., 20@gux autres
équipes ont ensuite délimité plus précisément les régions d’interaction de ces deux protéines.
L’équipe de K. Wilson par des expériences de blot overlay avec des mutants d’émerine, a
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montré que la région centrale de 1’émerine, des résidus 70 a 178, était impliquée dans
I’interaction avec la lamine A entiére (Lee et al., 2001)L’équipe de S. Ishiura a étudié
I’interaction émerine-lamine par des cribles de double hybride et montré que la région 384-
566 de la lamine A était nécessaire et suffisante pour interagir avec I’émerine 1-225 (Sakaki et

al., 2001).

L’émerine a aussi été décrite comme interagissant avec les filaments d’actine dans le
noyau sur labase d’expériences de cosédimentation (Holaska et al., 2004). Récemment,
I’équipe de E.M. McNally a montré que I’émerine et la lamine A lient aussi la nesprine-i
par blot overlay (Mislow et al., 2002). Enfingduipe de |. Karakesisoglou a montré une
interaction directe par des expériences de GST pulldown mais entre la n@spénerine
et la région C-terminale de la lamine (Libotte et al., 2005). Cette interaction a été confirmée
par 1’équipe de C.M. Shanahan avec des expériences de co-immunoprécipitation entre la
nesprine?, I’émerine et la lamine A/C (Zhang et al., 2005). Donc la nesprine-2 pourrait

stabiliser un complexe impliquant la lamine et I’émerine.

1 50 22 254

— BAF
Lamine A/C

—  ———————————————————————— Actine
MAN1

Figure 11 : Représentation schématique de I'émerine avec ses interactions connues

Cependant, etredépit de I’attention considérable dont 1’émerine fait 1’objet depuis
guelques années, la signification physiologique de ces interactions protéine-protéine et les
conséquenceasoléculaires d’un manque d’émerine ne sont pas claires.

L’analyse de fibroblastes de malades ou de cellules transfectées par des genes codant
pour des mutantd’émerine a souligné la faiblesse des interactions entre I’émerine et les
lamines de type A (Clements et al., 2000; Fairley et al., 1999) qui provoque une augmentation
de la solubilité de tous les types de lamines (Markiewicz et al., 2002b). En effet, dans les
expériences biochimiques de séparation des fractions solubles et insolubles, toutes les lamines

extraites de fibroblastes sains témoins sont observées dans la fraction insoluble. En
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comparaison, pouks fibroblastes de patients atteints d’EDMD liée au chromosome X, une
partie des lamines est observée dans la fraction solQbl@cut penser qu’un mécanisme
similaire pourrait avoir lieu dans les formes d’EDMD autosomiques causées par des
mutations dans les lamines de type@pendant, I’organisation spatiale des chromosomes
¢tudiée dans les cellules des patients avec EDMD liée au chromosome X n’est pas altérée

(Boyle et al., 2001).

4. MAN1

La protéine MAN1 humaine a été identifié@nme la cible d’auto-anticorps chez un
patient atteint de collagénose (Paulin-Levasseur et al., 1996). Elle comporte 911 résidus et est
codée par un gene localisé sur le chromosome 12g14 (Lin et al., 2000). Il a été montré
récenment que 1’ostéopoikilose, le syndrome de Buschke-Ollendorff et la mélorhéostose sont
des variants alléliques causés par des mutations dans le gene de MAN1 (Hellenhans et a
2004) L’ostéopoikilose est une dysplasie autosomique dominante du squelette caractérisée
par une distribution de zones hyperostotiques, a différents endroits. Elle peut se produire soit
comme une anomalie isolée, soit dans une association avec d’autres anomalies des os et de la
peau (Chigira et al., 1991). Le syndrome Buschke-Ollendorf est une association de
I’ostéopoikilose avec des lésions sur les tissus (Giro et al., 1992). La mélorhéostose est
caractérisée par une hyperostose (hypertrophie de plusieurs os touchant leur architecture et
leur forme) des membres et s'accompagne d'une atrophie (diminution de poids et de volume)
de la musculature et d'une altération du derme €¥pelerme. Les fibroblastes des patients
avec ces désordres présenternt augmentation anormale de I’expression des génes cibles de
TGF.

MANI est composée d’une longue région N-terminat&environ 450 résidus, suivi de
deux segments transmembranaires et d’une région C-terminale’environ 230 résidus. Les
deux régions N- et C-terminales sont nucléoplasmiques. La région N-terminale de MAN1 est
nécessaire pour la rétention de la protéine a la membrane nucléaire interne (Wu et al., 2002).
MANL1 peut diffuser librement dans la membrane du réticulum endoplasmique mais sa
diffusion latérale est limitée dans la membrane nucléaire interne ce qui suggére une
interaction avec un composant de la lamina nucléditenalyse bioinformatique de la
séquence de MAN1 montre que cette protéine posstdd;terminal, un domaine LEM,
qu’elle partage avec d’autres protéines de la membrane nucléaire interne comme LAP2 et
I’émerine (Lin et al., 2000)Dans la région C-terminale de MAN1, un domaine UHM (U2AF

Homology Motif) est prédit (Kielkopf et al.,, 2004). Ce domaine posséde un repliement
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identique a celui de I’un des domaines de liaison a I’ARN les plus répandus, le RRM, mais est

en général impliqué dans des interactions protéine-protéine (Kielkopf et al., 2004).

L’équipe de Y. Gruenbaum a montré¢ que MANI1 et I’émerine possédaient des

fonctions communes che2. elegansEn effet, comme 1’émerine, MANI interagit avec la

lamine deC. elegangqui est une lamine de type B et avec BiAFvitro. De plus, dans les

cellulesde levure n’exprimant pas I’émerine, une réduction partielle de MANL1 est Iétale (Liu

et al., 2003).

Des expériences de blot overlay ont montré que la région nucléoplasmique N-

terminale entiere de MAN1 humaitie la région dite « queue » de la prélamine A (résidus
394 a 664) et de la lamine B1 (résidus 395 a %8&) que I’émerine. L’équipe de K.L.

Wilson a aussi montré que les régions N- et C-terminales de MANL1 lient la protéine BAF par

des expériences de microtitrage sur billes (Mansharamani and Wilson, 2005).
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Figure 12: LEM2 est un nouveau membre de la famille des protéines & domaine LEM et de la
sous-famille de MANZ1(Brachner et al., 2005) Comparaison de I’organisation en domaine de
LEM2 humain (hLEM2) avec ses orthologues chez la souris (NLEMZ2) eiegangCe-LEM2), puis
avec les patéines MAN1 de I’humain (hMANT1), de Xenopus laevi€XMAN1), de Drosophilia
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(dmCG3167) et d&accharomyces cerevisie&SRC1p). Les pourcentagEslentité en acide aminé,
par rapport & LEM2 humain, sont indiqués pour chaque domaine (délimité par les barres noires),
incluant la région N-terminale, la partie luminale et la région C-terminale. La région spgddiqu
MANL1 est soulignée par une ligne noire. Les domaines LEM/SAP sont en rouge, les domaines
transmembranaires en bleu, les domaines MSC en vert et les domaines RRM spécifigues a MAN1 en
jaune.B) Cladogramme montrant les divergences phylogénétiques prédites entre les membres de la
famille MAN1-LEM2. L’organisation en domaine est schématiquement indiquée par les boites
colorées. Le méme code couleur que A) a été adopté.

Enfin, I’équipe de J. Gotzmann a découvert récemment une protéine humaine, LEM2,
de 503 acides aminés qui comporte une organisation en domaines similaire a celle de MAN1
un motif LEM en N-terminal, deux segments transmembranaires et une région C-terminale
hautement conservée (figure 12). MAN1 se différencie de cette protéine LEM2 par la

présence du domaine UHM dans sa région C-term{Baéchner et al., 2005).

V. La lamina nucléaire

Pour la premiere fois en 1966, grace a la microscopie électronique, D.W. Fawcett a
décrit la lamina nucléaire des cellules de vertébrés comme étant une structure fibreuse qui
souligne la membrane nucléaire interne (figurg¢ (Eawcett, 1966). Environ une décennie
plus tard, I’équipe de G. Blobel a démontré que la lamina des vertébrés est associée avec les
complexes des pores nucléaires et est composée majoritairement de trois polypeptides appelés
lamine A, lamine B et lamine C (Aaronson and Blobel, 1975; Dwyer and Blobel, 1976;
Gerace et al.,, 1978). A la méme époque, Franke et ses collégues ont obtenu des preuves
biochimiques et morphologiquegi’un réseau de fibres connecte les complexes des pores
nucléaires dans les esytes d’Amphibiens (Scheer et al., 1976). En 1980, L. Gerace et G.
Blobel ont montré pour la premiéere fois que la dépolymérisation de la lamina nucléaire
pendant la mitose du cycle cellulaire corréle avkgperphosphorylation de ses composants
protéigues majeures (Gerace and Blobel, 1980). Une décennie encore plus tard, les sites
spécifigues de phosphorylation associés au désassemblage de la lamina ont été identifiés
(Heald and McKeon, 1990; Peter et al., 1990; Ward and Kirschner, 1990). En 1986, deux
groupes ont fourni des preuves biochimiques et morphologiques de la structure en filaments
intermédiaires de la lamina nucléaire (Aebi et al.,, 1986; Goldman et al., 1986). La méme
année, le clonageed’ADNc des composants de la lamina dans les laboratoires de G. Blobel
(Fisher et al., 1986) et M.W. Kirschner (McKeon et al., 1986) a démontré que les lamines
nucléaires étaient membres de la famille des protéines des filaments intermédiaires. La lamina
est donc un réseau de polymeres lgi@ines qui s’intercale entre la chromatine et la

membrane nucléaire interne de I’enveloppe nucléaire.

3C



L’enveloppe nucléaire : structure et fonctions— V. La lamina nucléaire

Nucleus Inner nuclear membrane
{,4 "2 £ y
Q. // y
{‘;”“ D <~ $l3nm /' 4
Terminal ring S r® %~ lamina ﬁlament% /
ey /7‘_/‘;‘].) 25 ‘,v»-,.llH / y
w’) :' “ 5 // y
Rygrs? ‘ (- £
Nuclear pore , P 4
basket ﬁbrlls L /]
B 4y
Annular X 1

i SpokesE. -y ; Nucleoplasmic ring y y

£ | 4

Cytoplasm Outer nuclear membrane

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figure 13: Organisation des filaments de la lamina nucléaire & la membrane nucléaire interne
(Hutchison, 2002).

Dans les vésicules germinales d’ovocytes deXenopus laevida lamina est un réseau a
deux dimensions de filaments entrelacés qui sont connectés aux complexes des pores
nucléaires (NPCs) (Aebi et al., 1986; Zhang et al., 1996), alors que dans les cellules
somatiques, cela semble étre une structure tridimensionnelle (Belmont et al., 1993). La lamina
supporte et solidifie la membrane nucléaire interne (Hutchison et al., 2001) et se distingue du
dispositif architectural des réseaux du cytosquelette, lesquels sont typiquement

tridimensionnels et hautement ramifi€uinlan et al., 1995).

1. Les génes des lamines

Les protéines formant des filaments intermédiaires sont exprimées dans presque toutes
les cellules métazoaires, ou elles forment une partie du cytosquelette, mais elles sont absentes
de toutes les plantes et les champigrisngiés jusqu’ici (Fuchs and Weber, 1994; Herrmann
and Aebi, 2000). Dans les mammiferes, la superfamille des filaments intermédiaires compte
environ 60 membres, qui se répartissent dans 5 grqipesbinos et al., 2002), dont 4 sont
cytoplasmiques (I-IV). Les lamines composent le type V de la famille des filaments
intermédiaires, dont les membres semblent étre les ancétres de la superfamille des filaments
intermédiaires (Doring and Stick, 1990). Chez les mammiféres, la famille de typé V es
constituée de trois génes (LMNA, LMNB1 et LMNB2) qui codent pour sept protéines
(Tableaul).
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Organisme Lamine | Mode de synthése Expression

Lamines de type A

Mammiferes A, AA10, | Produits de I’épissage alternatif de | Cellules différenciées

C LMNA
C2 Produit de 1’épissage alternatif de | Spécifique des cellule
LMNA germinales
Oiseaux A Produit d’un unique géne Cellules différenciées
Amphibiens A C Produit de 1’épissage alternatif d’un | Cellules différenciées
méme géne
Arthropodes C Produit d’un unique géne La plupart des cellules d

Blastocyste

Lamines de type B

Mammiferes Bl Produits du géne LMNB1 La plupart des cellules
B2 Produit de 1’épissage alternatif de | La plupart des cellules
LMNB2
B3 Produit de 1’épissage alternatif de | Seulement dans lg
LMNB2 spermatocytes
Oiseaux B1, B2 Produit d’un unique géne La plupart des cellules
Amphibiens Li Produit de génes uniques La plupart des cellules d
1’étape blastula
Lii Produit de génes uniques La plupart des cellules d
1’étape blastula
Liii Produit de génes uniques Ovocytes et ceufs
Liv Produit de génes uniques Spermatocytes
Arthropodes Dm0 Produit d’un unique géne La plupart des cellules de 1’ceuf
Nématode LMN-1 Produit d’un unique géne La plupart des cellules de 1’ceuf

Tableau 1 : Les lamines dans les différentes phylogénigdutchison, 2002).

Ces protéines sont classées en lamines de type-B et de type A en fonction de leurs
propriétés biochimiques et de leur comportement pendant la mitasgrdssion d’une ou
plusieurs lamines de type-B est essentielle a la viabilité des cellules chez les métazoaires. Ces
lamines B sont exprimées dans toutes les cellules pendant le développement, ont un point
isoélectrique acide, et présentent des modifications post-traductionpesll&soprénylation.

Cette modification permet 1’attachement des lamines de type B a la membrane nucléaire
interne (et aux protéines de la membrane nucléaire interne) penaaiphase et leurs

permet de rester attachées aux membranes (spécifiguement aux membranes du réticulum
endoplasmique) quand 1’enveloppe nucléaire se désassemble pendant la mitose (Gruenbaum

et al., 2000; Lehner et al., 1987; Stewart and Burke, 1987; Stick and Hausen, 1985; Wills et
al., 2001).

Les lamines de type A se divisent en deux sous-classes principales, les lamines A et
les lamines C qui sont identiques pour leur 566 premiers résidus, et différent uniquement par
leur partie C-terminale, 7 résidus étant spécifiques de la lamine C et 99 de la lamine A. Les
lamines @ type A (prélamine A : 664 résidus, lamine A mature : 646 résidus, lamine C : 572
résidus) sont exprimées principalement dans les tissus différenciés, ont une point isoélectrique

neutre et deviennent complétement solubles dans le cytoplasme pendéoséa Be plus,
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les lamines de type A sont probablement incorporées plus tard que les lamines de type B dans
la lamina nucléaire. Certaines lamines de type A, comme Apdi0Asont initialement
isoprénylées, mais la séquence C-terminale contenant la modification est ensuite clivée par
une métalloprotéase spécifique, ZMPSTE?24, pour former la protéine mature. Les lamines C et
C2 ne sont ni isoprénylées, ni clivées.

Les mammiferes, les amphibiens et les poissons expriment tous plusieurs types de
lamines (Hofemeister et al., 2002; Stick, 1988). Les invertébrés ont typiqguement moins de
lamines différentes. Par exemple, Rrosophila melanogasterexprime deux lamines,
nommées Lamine DmO (une lamine de type B) et Lamine C (une lamine de)typen&-

Bohme et al., 1997), alors q@aenorhabditis elegansxprime une seule lamine, une lamine

de type B, LMN-1 (aussi connue sous le nonCeddamin) (Lee et al., 2000).

2. Le rble des lamines

Les laminessont impliquées dans 1’architecture nucléaire, et dans ce cadre sont des

protéines de soutien pour beaucoup de processus fondamentaux du noyau (figure 14

Positionnement nucléaire
ZYG-12 ANC-1/nesprin

\ \ /UNC—83 Contréle de la sénescence
Matefin/SUN-1 UNC-84

. 4 NUP153 ‘ ‘
orme du noyau Otefin /DN A feplivation Réparation de I'ADN
> g X
. Lamins
g < Y Pol II
H1sto11e§ or transcription
chromatin RB LBR~——1p; Réplication de 'ADN
Distribution de / MAN1
I'hétérochromatine LAP2a LAP2 S HA95
E2F-DP3
Emerin
\SMADS
\ BTF Contréle du cycle cellulaire
BAF 521-
. o GcL N Actin Y1o21B
Régulation de la transcription Nesprin lot

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figure 14 : Description des interactions impliquant les lamines, ainsi que des fonctions
biologiques des complexes dépendants de la lamif@&ruenbaum et al., 2005).

Les lamines régulent la croissance et la forme du noyau. Elles jouent un rdle dans
I’arrangement spatial des complexes des pores nucléaires et dans l’organisation de la
chromatine. Les lamines sont aussiuvées dans les sites de réplication de I’ADN et de

traitement de I’ARN, ainsi qu’en association avec des protéines de la réplication et des ARN
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polymérases. Cela conduit a la suggestion que les lamines influencent la duplication et
I’expression des genes (Cai et al., 2001; Gruenbaum et al., 2000). Si cette hypothése est
correcte, cela souléve d’importantes questions sur la voie dans laquelle les protéines du
nucléosquelette, lesquelles sont exprimées seulement dans les lignées métazoaires (Erber et
al., 1998), affectent le métabolisme nucléaire. Les lamines interviennent aussi dans le
processus d’apoptose (Cohen et al., 2001). Ces protéines sont en effet des cibles trés précoces
des caspases, protéases spécifiques de 1I’apoptose. La dégradation des lamines se déroule ainsi

avant la oupure de I’ADN et la condensation de la chromatine. Elle représente une étape

essentielle de la dégradation de I’enveloppe nucléaire. Enfin, les lamines interagiert avec

I’actine et la titine, protéines filamentaires majoritairement cytoplasmiques mais qui auraient

des isoformes nucléaires (Sasseville and Langelier, 1998; Zastrow et al., 2006). La titine
nucléaire est une protéine importante pour la condensation et la ségrégation des chromosomes
alors que I’actine nucléaire pourrait intervenir dans la dynamique de repositionnement des
domainesde la chromatine ou dans la modification de 1’état structural de la chromatine.
Aujourd’hui, le pourquoi de ces interactions entre les laminest I’actine ou la titine est encore

flou mais ces interaction®urraient étre liées a 1’organisation nucléaire pendant 1’interphase.

A. Les lamines déterminent la taille et la forme du noyau

a - La forme du noyau.

Plusieurs études soulignent le réle de la lamina nucléaire dans la détermination de la
forme du noyau (de Noronha et al., 2001; Furukawa and Hotta, 1993; Lee et al., 2000;
Schirmer et al., 2001; Sullivan et al., 1999; Vigouroux et al., 2001). Dans les spermatocytes
de souris, les noyaux sont en forme de crochet plutdt que sphérique, et une lamine spécifique
des spermatocytes, la lamine B3, est exprimée dans ces cellglgsedsion exogéne de la
lamine B3 dans les cellules somatiques aboutit en un noyau adoptant une morphologie en
crochet (Furukawa and Hotta, 1993). Récemment, un mutant de la lamine B1 (dominant
négatif) a été construit, auquel il manque 54 acides aminés du domaine @miRbd)
(Schirmer et al., 2001 e mutant est encore capable de s’assembler en filaments in vitro et il
est incorporé a la laminlarsqu’il est transfecté dans des cultures cellulaires. Cependant son
incorporation dans la lamina cause une déformation massive de I’enveloppe nucléaire. Enfin,
quand un ARN interférence (RNAI) est utilisé pour empécher 1’expression du géne de lamine
Imn-1 dansC. elegansle phénotype résultant est caractérisé par une morphologie nucléaire

altérée.
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b - La taille du noyau.

Plusieurs études basées sasskmblage d’extraits nucléaires de cellulé@dccufs de
Xénope ont montré que la lamina contrdle aussi la taille du noyau (Hutchison, 1994). Lorsque
les lamines sont enlevééss extraits, 1’assemblage de 1’enveloppe nucléaire se produit encore
mais le noyau qui en résulte est trés petit (Meier et al.,, 1991; Newport et al., 1990). Des
expériences complémentaires utilisant des mutants de lamine (dominant négatif) montrent que
ces laminesmpéchent I’assemblage de la lamina dans ces mémes extraits, résultant aussi
dans la formation de petits noyaux (Ellis et al., 1997; Spann et al., 1997). Finalement lorsque
certains mutants d’'une protéine de la membrane nucléaire interne, IPAR2quele lie les
lamines Bin vivo etin vitro, sont ajoutés aux extraits d’ceufs, I’assemblage de la lamina et la

croissance nucléaire sont tous deux inhibés (Gant et al., 1999).

c - Résistance a la déformation.

Récemment, une chimere de GFP-lamine a été utilisée pour examiner les propriétés
d’assemblage de la lamina dans les cellules vivantes (Broers et al., 1997; Moir et al., 2000)
Ainsi il a été montréjue la surface de I’enveloppe nucléaire subit une déformation constante.
Cependant, la résistance a la déformation est manifeste ; dans tous les endroits ou la
déformation s’est produite, la forme originale est rapidement restaurée. L’idée que la lamina
est responsable de la résistance a ce type de déformation est soutenue par des études réalisées
sur des noyaux d€. elegansiont I’expression delmn-1 est inhilke.Dans ces organismask,
semble y avoir une faiblegsistance a la déformation, et toute difformité de I’enveloppe
nucléaire qui se produit est maintenue pour le reste du cycle cellulaire (Liu et al., 2000). Le
fait que la composition de la lamina, ou la présence de mutants de lamine affecte latforme
la taille du noyau et la solidité de I’enveloppe nucléaire indique que la lamina doit agir

comme un élément tenseur pour le noyau.

B. Association des lamines avec I’ADN et la chromatine

Plusieurs études suggérent que les lamines de type B\ £#ssocient avec &
chromatine (Glass et al., 1993; Luderus et al., 1992; Luderus et al.,, 1994; Taniura et al.,
1995). En patrticulier, il a été montré que fésoblastes d’embryons de souris ou le gene
Lmna n’est pas exprimé présentent une hétérochromatine hautement désorganisée a la
périphérie nucléaire (Sullivan et al., 1999). En oulighservation des foyers de lamines
intranucléaires, apres transfection par des fusions GFP-lamine, montre que celles-ci sont
localisées aux sites de réplication (Kennedy et al., 2000; Spann et al., 1997) ou associées a des

complexes transcriptionnels (Jagatheesan et al., 1B@Quipe de R.D. Goldman a montré
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que la lamine B est associée avec les foyers de réplication de I’ADN pendant la phase S du
cycle cellulaire (Moir et al., 1994 autres études indiquent que les lamines de type A sont
présentes au début de la phase G1 dans les foyers de réplikafioxDN entourant le
nucléole, lequel contient des protéines de la réplication telles que pl150 et PCNA et des
membres de la famille de pRb (Kennedy et al., 2000). Plus tard, pendant la phase S, les sites
de réplication de I’ADN se répartissent vers des régions localisées dans tout le noyau. Comme
les cellules répliquent leur matériel génétique pentdasitase S, I’association des lamines de
type A avec les foyers de réplication et les membres de la famille de pRb est alors. rompue
Des ¢études avec des mutants de lamines suggerent que 1’assemblage normal de la lamina est
requis poucrtablir les centres de réplication de I’ADN (Ellis et al., 1997) et que des lamines
sont essetielles pour la phase d’élongation de la synthése d’ADN (Spann et al., 1997).

Une étude plus récente s’éléve, cependant, contre un role direct de pRb ou des lamines
dans la synthése d’ADN de mammifeéres dans des conditions physiologiques normales. Ces
auteurs ne peuvent pas détecter une «rencontre » spatiale entre les sites premiers de
réplication et les lamines, Rb ou le nucléole dans les cellules primaires humaines ou de

rongeurs (Dimitrova and Berezney, 2002).

C. Ladynamique des lamines pendant le cycle cellulaire

a - Dynamique en interphase

La dynamique de la lamina nucléaire pendant I’interphase a été examinée en utilisant
des techniques de fluorescence de « blanchiment » (FLIP et FRAP) (Broers et al., 1999). Ces
expériences ont montré que les lamines organisées au sein de la lamina sont trés peu mobiles.
Apres blanchiment des GFP-lamines de type A dans la lamina, aucun recouvrement de signal
de fluorescence n’est observé avant 90 minutes (Broers et al., 1999). Par comparaison avec la
lamine A, apreés irradiation de GFP-lamine C, plusieurs cellules montrent une diminution
considérable du signal de fluorescence dans la lamina (Broers and RamaekersC@904).
résultats confirment des études biochimiques qui montraient que la lamine C est plus soluble
que la lamine A pendant D’interphase (Gerace and Blobel, 1982). Des études de
photoblanchiment ont aussi été réalisées avec la lamine B1 et ont montré que cette protéine,
une fois irradiée reste immobile encore 45 h apres blanchiment (Daigle et al., 2001). Ces
découvertes sonheccord avec les études biochimiques basées sur I’extraction, qui montrent
que pendant I’interphase cellulaire, les lamines de type B sont hautement insolubles (Gerace
and Blobel, 1982)L’implication fonctionnelle du comportement plus dynamique de la lamine

C dans la lamina nucléaire reste encore a éclairer.
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b - Dynamique pendant la mitose

G0-61 {2N—2C) 5-G2 (2F—4C)

Métaphase {2N—4C) Anaphase {2N—4C)

Télophaas (2R—2C)

Figure 15 : Les étapes du cycle cellulaire : la mitoska cellule est représentée par un ovale et le
noyau par un cercle vert. Les chromosomes paternels sont bleus, les maternels sont rouges. On ne
montre qu'un couple de chromosomes homologues. (N=nombre de type de chromosome, C=nombre
de chromatides).

Les changements les plus dramatiques dans I’architecture de la lamina se produisent
pendant le processus de division cellulaire (figure 15). Au passage de la prophase a la
prométaphase, la membrane nucléaire et la lamina se désassemblent dans les cellules de
vertébrés. Ce désassemblage est régulé par la phosphorylation des lamines par la kinase
p3292 (Peter et al., 1990; Ward and Kirschner, 1990). Suite & cette hyperphosphorylation, les
polyméres de lamine se désassemblent et les protéines de la lamina se dispersent a travers le
cytoplasme. Initialement, on supposait que les lamines de type A et B présentaient des
réponses différentes a la phosphorylation. Les lamines de type A seraient devenues solubles et
se seraient complétement dispersées dans le cytoplasme, alors que des particules de lamines
de type B seraient restées associées avec les structures de la membrane nucléaire (Nigg,
1992). Ce dernier point de vue a recemment été remis en question par des expériences en
imagerie 4D combinées a la fluorescence. Ces expériences montrent que les lamines de type B
sont solubles au commencement de la mitose et non associées a d’éventuelles membranes
mitotiques (Beaudouin et al., 2002; Daigle et al., 2001).

On a longtemps pensé que la phosphorylation, entre autres, des lamines était la
premiére étape de la rupture de la membrane nucléaire. Cependant, il a été montrénttcemme

qu’a la fin de la prophase, des microtubules lient la membrane nucléaire par I’intermédiaire de
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la dynéine et arrachent des fragments de membrane du ndyaelbppe nucléaire est donc
partiellement interrompue, ce qui permet aux kinases de rentrer dans le noyau et de
phosphoryler les molécules de lamines, lesquelles se solubilisent ensuite (Beaudouin et al.,
2002).

En fin d’anaphase/milieu télophase, la lamine B1 s’accumule a la région périphérique
des chromosomes. Elle encercle petit a petit les chromosomes et définit un périmétre autour
de la chromatine condensée jusqu’en phase G1 (Moir et al.,, 2000).L’accumulation des
lamines A/C a la périphérie des chromosomes est plus tardive et n’est observée qu’en fin de
télophase, lorsque la chromatine est décondensée (figure 16). Les lamines de type A restent
dans le nucléoplasme et leur incorporation progressive dans une structure stable a 1’enveloppe
nucléaire se prolonge pendant la phase G1. Les lamines de type A et de type B présentent
donc des voies d’assemblage différentes en sortie de mitose, lors du réassemblage de la

lamina.

Figure 16: Séries d’images confocales (a-C) et des contrastes correspondants (d-f) de cellules
PAM vivantes exprimant la GFP-lamine A, de la fin de la télophase au début de la phase G1
(Moir et al., 2000). Les nombres dans le coin en haut a gauche indiquent les temps de transition de la
métaphase a I’anaphase. (a et d), a la fin de la télophase, la lamine A reste uniformément distribuée
dans le cytoplasme, excepté pour les régions contenant les chromosomes. 5 minutes plus tard (b et e),
la majorité de la fluorescence est localisée dans les noyaux des cellules filles et$aéhoes
cytoplasmique est trés fortement réeluii.’échantillon total de fluorescence nucléoplasmique semble
plus clair 58 minutes plus tard dans les cellules filles (c et f). Bar. 10um. Les cellules PAM non
transfectées sont fixées et préparées par immunofluorescence avec des anticorps anti-lamine A/C.
L’image confocale des cellules en phase G1 montre principalement des taches nucléoplasmiques avec
peu de lamine A/C dans le cytoplasme ou dans la région de la lamina nucléaire (g). La GFP-lamine C
montre un profil similaire & la GFP-lamine A au début de la phase G1 (h par rapport a c). Les
différences de distribution entre les lamines de type A et B en début de phase G1 sont observées a
I’aide d’une double transfection des cellules qui expriment alors CFP-lamine B1 (bleu) et YFP-lamine
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A (vert, i). La lamine A est localisée dans tout le nucléoplasme et la lamine B1 exclusiveanent a |
membrane nucléaire mais il y a un chevauchement des deux protéines a la membrane. Bar, 10um.

3. La structure
A. Structure primaire

Chez les vertébrés, la séquence primaire des lamines différe de celles des protéines des
filaments intermédiaires cytoplasmiques. Toutes les protéines des filaments intermédiaires
sont organisées autour d’une longue région centrale de 360 résidus, qui adopte une structure
en hélicesa et dimérise avec la région équivalente d’un autre filament pour former quatre
hélicesa super enroulées (1A, 1B, 2A et 2B, figure 17). Chaque hélicensisteen sept
motifs répétés, et les lamines contiennent 42 résidus additionnels dans la partie 1B par rapport
aux protéines des filaments intermédiaires cytoplasmiques des vertébrés (Fisher et al., 1986;
McKeon et al., 1986). Deux segments de 16 et 30 résidus respectivement situés en N-terminal
et C-terminal de la région centrale sont tres conservés au sein de la famille destdilame
intermédiaires. Des mutations dans ces segm@npgchent 1’assemblage des diméres de
lamines pour former des polymeéres d’ordre supérieur (Heald and McKeon, 1990; Stuurman et
al., 1996)De part et d’autre de ces segments se trouvent les régions appelées « téte » (environ

30 résidus) et « queue » (environ 250 résidus) des filaments intermédiaires (figure 17
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Figure 17: Structure générale des protéines des filaments intermédiaires cytoplasmiques
comparés aux laminegHutchison and Worman, 2004). Les protéines des filaments intermédiaires
ont une structure conservée en domaine composée d’un domaine téte globulaire variable, d’un
domaine centrale en hélicede dimérisation et d’un domaine globulaire queue variable. Le domaine
central est composé de 4 hélicesuper enroulées nommeées 1A, 1B, 2A et 2B, respectivement, et
sont séparées par des domaines de liaison flexibles.
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La partie « queue » des lamines contient un signal de localisation nucléaire (NLS) qui
est une séquencadressage au noyau (Frangioni and Neel, 1993). Ce NLS est constitué des
cing acides aminés KKRKE dans les lamines de type A et des quatre acides aminés KRKR
dans les lamines de type B. De plus, dans la plupart des lamines, une étigédeftecible
de modifications post-traductionnelles est positionnée en C-terminal (Holt et al., 2001;
Vorburger et al., 1989; Wagner et al., 2002¢s deux motifs sont absents des protéines des
filaments intermédiaires cytoplasmiques des vertébrés ; cependant, ils sont présents dans les
protéines des filaments intermédiaires des mollusques (Riemer et al., 1998), ce qui soutient

I’idée que les filaments cytoplasmiques ont évolué a partir des lamines.

B. La polymérisation des lamines

De maniere générale, les membres de la famille des filaments intermédiaires
polymeérisent pouformer des filaments d’environ 10 nm de diamétre. Toutefois, I’assemblage
des lamines et la structure des filaments qui en résultent ne sont pas complétement
caractérisés (Herrmann and Aebi, 2004). Les monoméres de lamines dimérisent parallélement
par I’intermédiaire de leur domaine central (figure )L&uis,les diméres s’associent a leur
tour pour former un polymere orienté, avec un aspect de collier de perles (figures 18 et 19).
Les tétes globulaires qui constituent les perles sont espacées de 50nm (Herrmann and Aebi,
2004).

dimére de lamines ),m@

Figure 18 : Représentation schéatique de I’organisation des lamines.

Enfin, in vitro, ces filaments s’associent latéralement, de fagon antiparalléle, avec un
décalage I'un par rapport a 1’autre équivalent a la moiti¢ de la longueur d’'un dimere. Cet
assemblage latéral se poursuit afin d’obtenir de larges structures paracristallines présentant
une alternance de bandes claires et de bandes sombres, chaque bande étant d’une largeur de

24-25nm, correspondant a la moitié de la longueur d’un dimeére (figure 19) (Moir et al., 1991).
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Figure 19: Etapes de I’assemblage in vitro des lamines A/C observé en microscopie électronique
(Herrmann and Aebi, 2004). Assemblage des lamines A/C humaines en protofilaments téte-queue
« perlés » (A), fibres épaisses (B) et structures paracristallines (C). Barres = 100nm.

Les lamines de type A et B interagissent en double hybridetro (Schirmer and
Gerace, 2004; Ye and Worman, 199%nhis il n’a pas encore été montré clairement si les
filaments de lamines étaient formés d’hétéropolymeéres ou seulement d’homopolymeéres in
Vivo. Récemment, 1’équipe de B. Buendia a montré par FRET qu’il semble y avoir une couche
de filaments de lamines de type B ancrée a la membrane interne, puis une couche juxtaposée
de filaments de lamines de type A et/ou B a I’interface avec la chromatine (figure 20

(Delbarre et al., 2006).

Inner puclear membrane

Figure 20: Représentation schématique de I’hétérodimérisation des lamines de type A et B
(Delbarre et al., 2006).

C. Structure tridimensionnelle

Afin de déterminer la structure tridimensionnelle des lamines, des essais de

cristallisation du domaine central de la lamine Dm(Ddesophila ont seulement aboutit a

des cristauxen forme d’aiguille qui ne diffractaient pas (Harel, 1998). Puis, une approche
nommée «divide and conquer » a été utilisée, qui consiste a caractériser la structure
tridimensionnelled’une protéine région par région. Cette approche avait précédemment
permis de résoudre par cristallographie la structure tridimensionnelle de trois fragments des
régions super enrouléaefun filament intermédiaire cytoplasmique, la vimentime, et de
proposer un modele pour le dimeére entier de vimentime (Strelkov et al., 2001). De la méme
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fagon, la structure tridimensionnelitun dimére du domaine 2B de la région centrale de la
lamine A humaine a été résolue par cristallographie et la structure du domaine 1A de la
lamine A a été modélisée a partir de la structure de cette méme région dans la vimentine
(Strelkov et al., 2004 Enfin, les types d’interactions permettant I’amarrage des parties N- et
C-terminales des parties centsades lamines lors de ’association entre deux dimeéres de
lamines ont été proposeés (figure 21).

Sept mutations de la lamine A a I’origine de laminopathies sont trouvées dans la
région centrale 2B. Ces résidus mutés sont soit conservés uniquement dans les lamines de
type A et non dans les lamines de type B ou des invertébrés, soit exposés a la surface. Sur la
base deces observations, on peut penser que ces mutations n’altérent pas la structure du
dimere mais affectent des interactions utiles a I’assemblage des filaments et a la formation de

la lamina.

402
LRLSPSPTSQRSRGRA...

Tail

1ME TPSQRRATRSGAQASSTPLSPTRITRSY

Head Coil 1A

Figure 21 : Schéma représentant les interactions électrostatiques des parties N-terminale et C-
terminale qui recouvrent les dimeres de laminegStrelkov et al., 2004). La structure
tridimensionnelle du coil 2B et un modéle du coil 1A de la lamine A humaine sont représentés en
surface de potentiel électrostatigiles séquences d’acides aminés du domaine téte et du début du
domaine queue sont aussi représentées. Les motifs de phosphorylation (SP) sont grisés etsles groupe
de résidus arginine sont soulignés.

1nm

La région Cterminale, dite « queue », des lamines de type A et B apparait comme
globulaire en microscopie électronique (Stuurman et al., 1998). Deux équipes ont résolu la
structure tridimensionnellé’une partie effectivement globulaire de cette région des lamines
de type A humaines (par RMN dans notre laboratoire (Krimm et al.,, 2002) et par

cristallographie (Dhe-Paganon et al., 2002)).
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Figure 22 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la région 411-553 des lamines
A/C humaines(Krimm et al., 2002).

Cette structure présente un repliement de type Immunoglobuline (IgG-like), avec deux

feuillets B de quatre et cinq brins formant un B-sandwich (figure 22). Deux de ces brifi§, et

B7 ne sont pas trouvés dans d’autres Ig-fold connus et sont donc propres aux lamines.
repliement de type Immunoglobuline est observé dans une grande variété de protéines aux
fonctions diverses (Bork et al., 1994). En patrticulier, de tels domaines sont connus pour servir
d’intermédiaires aux interactions protéine-protéine, protéine-ADN, et protéine-lipides
(Mounkes et al., 2001). Il a été rapporté dans le cas de la lamine d& qy@ele domaine de

type Immunoglobuline est impliqué dans la liaisod’autres protéines appartenant soit a

I’enveloppe nucléaire, soit a la chromatine (Zastrow et al., 2004).

4. Les modifications post-traductionnelles des lamines

Les séquences C-terminales de toutes les lamines de type-B et de la prélamine A
contiennent un motif CAAX (C : cysteine, A : acide aminé aliphatique, X : acide aminé). Ce
motif est modifié par farnésylation de la cystéine C-terminale, suivi par le clivage des trois
derniers résidus du motif CAAX farnésylé et la carboxy-méthylation de la cystéine. La
conséquence de ces modifications successives est une augmentation de 1’hydrophobicité de la
protéine modifiée, ce qui semble permetfemdrage des lamines a la membrane nucléaire.

Les lamines de type B restent farnésylées pendant tout leur temps de vie, alors que la
prélamine A est maturée. Les 15 derniers résidus C-terminaux de la prélamine A subissent un
clivage protéolytigue par une enzyme, ZMPSTE24, qui produit une lamine A mature
(Sasseville and Raymond, 1995). Les difféerentes voies de maturation subies par les lamines
de type B etdslamines A expliquent probablement leurs comportements différents lors de la

mitose.
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5. Les laminopathies

Les laminopathies représentent un groupe de maladies hétérogénes cliniquement et
génétiquement, toutes dues a des défauts au sein des lamines A/C. Au nombre de ces
maladies, on peut citer la dygthie musculaire d’Emery-Dreifuss autosomique dominante
une myopathie des ceintures, une cardiomyopathie dilatée, une forme de maladie de Charcot-
Marie-Tooth, une lipodystrophie partielle de type Dunnigan, une dermopathie restrictive et
des syndromes de vieillissement prématuré (figure 23, 26 ettaB)e Depuis quelques
années, des efforts de recherche importants visent a améliorer notre compréhession d
mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent ces pathologies.

DEFECTS IN:

CELLCYCLE o - . T TN ER-RETENTION
CONTROL 4ump STRUCTURE <==p GENE EXPRESSION guup METABOLISM
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Cardio- Muscular

Lipodystrophy myopathy Dystrophy
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Figure 23: Les mutations dans les lamines peuvent dé&riaplasticité ou le potentiel d’auto-
renouvellement des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) ou des cellules précurseurs dans les
tissus spécifiques dérivées des MSCs, conduisant a des phénotypes limités aux tissus. Les points
d’interrogations indiquent que le role des MSCs dans la régénération de ces tissus n’est pas encore
completement compris (Gotzmann and Foisner, 2006).

A. Les myopathies

Les dystrophies musculaires d’Emery-Dreifuss (EDMD) sont des maladies
neuromusculaires rares qui se manifestent par une faiblesse musculaire progressive, des
rétractions des coudes, des tendons d’Achille et des muscles post-cervicaux et une
cadiomyopathie évoluant souvent vers un arrét cardiaque brutal. Elles débutent lors de

I'enfance ou de l'adolescence, et se trad@ehtiellement par la pose d’un pacemaker.
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On distingue les EDMD dues a des mutations dans le géne LMNA codant pour les
lamines A/C (transmission autosomique habituellement dominante voir récessive dans de trés
rares cas) de¥EDMD liées au chromosome X dues a des mutations dans le gene de
I’émerine (Bione et al., 1994; Bonne et al., 1999).

Deux autres myopathies associées au gene LMNA existent : la cardiomyopathie
dilatée avec défaut de conduction (DCM-CD) et la dystrophie musculaire des ceintures
dominante de type 1B (LGMD-1B), qui engendrent toutes les deux les mémes anomalies
cardiaques que celles trouvées chezplasonnes atteintes d’EDMD (Fatkin et al., 1999;
Muchir, 2000; Muchir et al., 2000).es patients avec une cardiomyopathie ont peu d’atteintes
des muscles squelettiques, alors que dans le cas de la myopathie des ceintures, on observe des
anomalies dans ces muscles, difféerentes cependant de celles trouvées chez les patients
EDMD.

Les mutations dans le géne LMNA a Dorigine de ces anomalies musculaires sont
réparties sur I’ensemble des exons codant pour les lamines AAC s’agit de mutations
hétérozygotes ponctuelles faux sens, non sens ou entrainant un mauvais épissage.
L homozygotie pour I’ensemble de ces mutations semble incompatible avec la survie post-
natale chez ’homme (van Engelen et al., 2005). Notamment, les individus homozygotes pour
la mutation Y259X, qui induit un codon stop au milieu du domaine central, meurent a la
naissance d’une insuffisance respiratoire et présentent une dystrophie musculaire généralisée.

La déplétion du géne LMNA chez la souris entraine une réduction de leur croissance
ainsi qu’une myopathie cardiaque et squelettique ressemblant aux pathologies EDMD et
DCM humaines (Sullivan et al., 1999). Ces résultats indiquent que les myopathies engendrées
par une mutation du géene LMNA pourraient étre associées a une perte de fonction des
lamines de tgeA.

Plus récemment, dans une étude publiée en janvier 2005, une équipe francaise a créé
une souris homozygote pour la mutation H222P du gene LMNA (Arimura et al., 2005). Cette
mutaion est retrouvée fréquemment chez des patients atteints ’EDMD-AD. A |'age adulte,
ces souris ont développé une dystrophie musculaire et une cardiomyopathie dilatée similaires
a celles observées en pathologie humaine. Contrairement aux patients affectés, cependant, les
souris hétérozygotes pour la mutation H222P sont apparemment normales.

Au laboratoire, nous avons remarqué en analysant la structure tridimensionnelle du
domaine C-terminal globulaire des lamines de type A que les mutations responsables de la
LGMD-1B et de la DCMED sont localisées dans le cceur hydrophobe du domaine et nous

avons proposeé que ces mutations le déstabilisent. Nous avons vérifié cette hypothese pour la
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mutation R453WCeci renforce 1’idée que les mutations a 1’origine des myopathies entrainent

une perte de fonction des lamines de type A (figure 24).

V442, V452, 1469,
1497, TS24, 1.530

Figure 24 : Localisation des mutations causant des pathologies caractérisées par des anomalies
des muscles cardiaque et squelettiqu&rimm et al., 2002)En jaune, les mutations a 1’origine de
LGMD-1B et en rouge, les mutations DOBD.

B. Les lipodystrophies

Les lipodystrophies sont des syndromes caractérisés par une mauvaise répartition des
graisses et sont souvent associées a des diabetes insulino-résistants (Reitman et al., 2000). La
lipodystrophie partielle de type Dunnigan, aussi connue sous le nom de syndrome de
Dunnigan-Kdbberling, est une pathologie autosomique dominante caractérisée par une perte
du tissu adipeux périphérique qui coexiste avec une adiposité centrale excessive et souvent un
diabete de type II résistant a I’insuline (Dunnigan et al., 1974; Jackson et al., 1997;
Kobberling et al., 1975). De nombreux sujets affectés ont une hypertrophie des muscles
squelettiques (Vantyghem et al., 2004; Wildermuth et al., 1996).

Environ 90% des mutations responsables de la FPLD sont localiséd&gans du
gene LMNA, en particulier sur les résidus 482 et 486 (Cao and Hegele, 2000; Shackleton et
al., 2000; Speckman et al., 2000; Vigouroux et al., 2000). Des mutations’@amslil du
gene LMNA, aux codons 582 et 584, se produisent dans des cas atypiques de FPLD (Garg et
al., 2001; Speckman et al., 2000; Vigouroux et al., 2000). Une substitution hétérozygote pour
le résidu 133 de la région centrale de la lamine A/C humaine a aussi été décrite chez un
patient atteint d’une lipodystrophie généralisée avec un diabéte insulino-résistant, une
hypertriglycéridémie, une hépatomeégalie de stéatose et une cardiomyopathie hypertrophique
avec implication valvaire (Caux et al.,, 2003). Deux familles avec une FPLD due a des
mutations dans la région « téte » de la lamine A/C ont aussi étéedé@ert des défauts de

conduction cardiaques et des cardiomyopathies (Garg et al., 2002).

46



L’enveloppe nucléaire, structure et fonctions— IV. La lamina nucléaire

Bien que les souris Lmiadéveloppent une cardiomyopathie et une dystrophie des
muscles squelettiques, elles ne présentent pas de lipodystrophie partielle ou de résistance a
I’insuline (Sullivan et al., 1999). Ce fait suggere que les mutations causant la FPLD
n’entrainent pas une perte de fonction des lamines A/C mais plutot un effet dominant négatif
sur certaines fonctions nécessaires a la différenciation et a la physiologie normale des
adipocytes.

Récemment, 1’équipe de G. Lattanzi a montré que la prélamine A était spécifiquement
accumulée dans les cellules de ses patients atteints de lipodystrophie (Capanni et al., 2005).
Selon cette équipe, un défaut dans la voie de maturation de la lamine entrainerait une
accumulation de son précurseur ce qui serait a 1’origine de la séquestration de SREBP1, un
facteur de transcription adipocytaire, a la membrane nucléaire. Ce phénoméne entrainerait une
diminution de SREBP1 actif et causerait une détérioration de la différentiation pré-
adipocytaire.

Dans le cas des lipodystrophies, I’analyse de la structure tridimensionnelle permet
d’observer la localisation externe des mutations responsables de la FPLD. On peut penser que
ces résidus mutés exposés awaalsont a I’origine d’une modification de I’interaction avec

un éventuel partenaire (figure 25).

Figure 25 : Localisation des mutations causant une FPLIXrimm et al., 2002)En vert, les
mutations a I’origine de la FPLD.

C. Neuropathie périphérique

La neuropathie de Charcot-Marie-Tooth de type 2A (CMT-2A) est secondaire dans
certains cas a une mutation récessive du codon 298 dans le géne LMNA (De Sandre-
Giovannoli et al., 2002). Cette pathologie se traduit essentiellement par la perte de larges
fibores myélinisées et une dégénération axonale entrainant une faiblesse musculaire, sans

dystrophie musculaire ni cardiomyopathie associée.
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Les souris Lmna développent, en plus d’une dystrophie musculaire, une sévere
neuropathie périphérique (De Sandre-Giovannoli et al., 2002). La mutation au codon 298 dans
le gene LMNA pourrait donc également étre associée a une perte de fonction des lamines A/C
dans les cellules nerveuses.

De méme, 1’équipe de H. Lochmuller a récemment identifié une mutation-délétion
dans la région 5’ du géne LMNA qui résulte en une perte de 15 nucléotides incluant le codon
initiateur ATG.De ce fait, I’initiation de la transcription de la lamine ne se fait pas a I’endroit
prévu mais pourrait se faire avec une moins bonne efficacité au codon ATG situé sur le
nucléotide 257. Cette délétion entraine un phénotype clinique partagé entre EDMD et CMT-
2A (Walter et al., 2005).
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Figure 26 : Diagramme schématique de la prélamine A montrant la nature et la localisation des
mutants provoquant des pathologiegWorman and Courvalin, 2005). Les numéros en noirs
représentent les acides aminés. Dans le domaine C-terminal, le NLS est signalé en bleu clair et la
séquence hachurée représente la séquence présente dans la lamine A et absente de la lamine C.
L’abréviation des pathologies est : EDMD : Emery-Dreifuss muscular dystrophy (mutations en rouge),
LGMD1B : limb-girdle muscular dystrophy type 1B (mutations en orange), [IM-dilated
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cardiomyopathy with conduction defects (mutations en rose). Au dessous du schéma de la molécule
CMT2A : Charcot-MarieFooth disorder type 2A (mutation en bordeaux), FPLD : Dunnigan-type
familial partial lipodystrophy (mutations en vert foncé), LILLC : lipodystrophy, insuliistaast
diabetes, disseminated leukomelanodermic papules, liver steatosis, and cardiomyopathy (mutation en
vert clair), HGPS : Hutchison-Gilford progéria syndrome (mutations en bleu foncé), S#jp
syndrome (mutation en bleu clair), AWS : atypical Werner syndrome (mutations en bleu clair).

D. Les syndromes de vieillissement prématuré

a - Les progérias

La progéria de Hutchinson-Gilford (HGPS) est une maladie autosomique dominante
rarissime caractérisée par un syndrome de vieillissement prématuré. Les patients ont une
apparence normale a la naissance mais développent des symptéomes de la pathologie a partir
d’un an environ. Les signes les plus marquants sont I’absence de cheveux, une téte
disproportionnellement large, une perte de graisse généralisée, une peau fine, une extension
incompléte au niveau des genoux et des coudes (révéldtuoe rigidité articulaire), et
I’apparence générale d’une personne dgée. La mort survient vers une quinzaine d’années par
complications cardiovasculaires de type athérosclérose.

La progéria est principalement associée a une mutation ponctuelle du codon 608 du
géne LMNA (De Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003). Cette mutation est
conservatrice (G608G) mais crée un site d’épissage anormal dans I’ARN pré-messager, ce qui
provoque lasynthése d’une lamine A délétée de 50 résidus (A607-656) a I’extrémité C-
terminale. Le mutant contient le motif CAAX en C-terminal le site de clivage qui est
responsable de la maturation de la lamine A est absent si bien que le nesitafarnésylé
dans les cellule€eci entraine une accumulation de prélamine A a la membrane nucléaire qui
affecte probablement les fonctions de la lamina. Les cellules de patients atteints de HGPS
présentent des anomalies progressives de la forme du noyau, impliguant une enveloppe
nucléairerepliée et une perte de I’hétérochromatine périphérique qui souligne normalement la
lamina nucléaireMais comment 1’accumulation de prélamine A observée chez les patients
atteints du syndrome de vieillissement accéléré HPGS pourrait-elle contribuer au
vieillissement prématuré Afin de comprendre si les changements de la forme du noyau sont
associés avec un vieilissement normal, des expériences de microscopie confocale ont été
réalisées sur la lamine @ elegansAinsi des changements progressifs de la morphologie de
la lamina nucléaire ont été observés lors du vieillissement de ce ver (Haithcock et al., 2005).
Alors que dans les vers jeunes, la lamine est correctement distribuée a la périphérie du noyau,
dans les vers agés, sa distribution devient irréguliére. En paralléle, la forme du noyau change
et I’hétérochromatine périphérique disparait. Ces découvertes rappellent les altérations

nucléaires progressives observées dans les cellules de patients atteints de HGPS. Ces études
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supportent le paralléle entre le vieillissement (normal ou accéléré) et les malformations
nucléaires.

Suite a ces observations, H. Lans et J.H. Hoeijmakers proposent que la lamine A
influence indirectement la stabilité du génoraela lamina nucléaire est impliquée dans des
processus tels que la réplication et 1’expression des geénes, et ces processus sont intimement
liés avec la signalisation qui suit les dommages sipkaration de I’ADN. La perturbation de
la lamina nucléaire qut donc compromettre plusieurs voies de réparation de I’ADN et étre
ainsi a I’origine de la mort cellulaire et de la sénescence apres 1’induction des dommages ce
qui déclencherait ainsi le vieillissement. Les signes d’instabilité du génome dans les cellules
d’HGPS et dans les mutants L530P et G608G de souris soutiennent cette idée (Liu et al.,
2005). De plus, les souris avec une lamine A anormale montrent une activité spontanée de la
protéine p53, la gardienne de I’intégrité du génome. Ces observations ajoutent donc les
laminopathies progéroides a la liste croissante des autres syndromes progéroides, lesquels
accélerent le vieillissement et sont tous liés a une dégradation de la stabilité du génome.

La progéria a aussi été caractérisée chez des patients avec des mutations dans la partie
centrale et dans le domaine globulaire C-terminal (figuje 7 particulier, deux nouvelles
mutations du domaine de type immunoglobuline ont été découvertes dans le groupe de A. van
den Wijngaarga 1’hopital de Maastricht (Verstraeten et al., 2006). Ces mutations ainsi que
celles trouvées précédemment daesnéme domaine sont toutes situées sur un méme site

conservé dans les lamines de type A mais non dans les lamines de type B (voir Chapitre 3).

M540

Figure 27 : Localisation des mutations causant des syndromes progéroidEs. orange, les
mutations a ’origine de la progéria.

D’autres mutations dans la lamine A ont été identifiées chez des patients avec des
syndromes de progéria atypique tels que le syndrome atypique de Werner et le syndrome de
Seip. Ces vieillissements prématurés sont dus a des mutations hétérozygotes faux sens dans le
gene LMNA, qui entrainent des mutations des résidus 57, 133 et 140 (Chen et al., 2003).
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L’authenticité des syndromes de Werner a été récemment sérieusement remise en cause
(Bonne and Levy, 2003).

Un modele progéroide murin a été obtenu dans une souris « kneajui exprime
une lamine A/C mutée L530P (Mounkes et al., 2003b). Cette mutation hétérozygote entraine
une EDMD chez I’homme (Bonne et al., 1999). Les souris sont normales a la naissance, mais
développent rapidement un retard de croissance sévere et meurent aprés quatre ou cing
semaines. Le mécanisme de vieillissement de ces souris, lequel pourrait étre soit une
différentiation cellulaire accélérée, soit une mort précoce ou encore une incapacité a garder un

état de différentiation termingle’a pas encore été résolu.

b - La dysplasie acromandibulaire

Une lipodystrophie partielle a été détectée chez les patients atteints de la dysplasie
acromandibulaire (MAD). Cette pathologie dominante tres rare est caractérisée par un retard
de croissance post-natal, des anomalies craniofaciales, des malformations squelettiques et une
tendance progéroide. Une seule mutation dans le gene LMNA (R527H) a été trouvée associée

a cette pathologie.
c - Dermopathie restrictive

La dermopathie restrictive (RD) est une maladie autosomique récessive létale dont les
patients présentent un déficit cutané qui restreint les mouvemerntyoou ctezle nouveau
né. C’est une pathologie rare caractérisée par un retard de croissance intra-utérin, une peau
rigide et tendue qui céde par endroit, une vascularisation superficielle riche, une petite
bouche, un petit nez pincé, une micrognathie, des défauts de minéralisation du crane et une
hypoplasie pulmonaire. Une mutation hétérozygote dans le gene LMNA qui résulte en une
prélamine A tronquée a laquelle il manque 50 résid697-656) a I’extrémité C-terminale
aussi absents dans RS est a ’origine de cette pathologie. Dans d’autres cas, une insertion
hétérozygote introduisant un codon de terminaison précoce dans ZMPSTE?24 est en cause. Par
conséquent, il semble que des mutations dans les lamines de type A et dans la protéase
ZMPSTEZ24 entrainent des maladies avec des phénotypes qui se chevauchent, telle gue MAD
HGPS et RD. Un phénotype néonatal de « peau tendue » a été récemment rapporté chez un
patient avec une HGPS classique (Sevenants et al., 2005).

Dans des souris ou il n’y a pas de ZMPSTEZ24, la maturation de la lamine A ne se fait
pas (Bergo et al., 2002; Leung et al., 2001; Pendas et al., 2002). Ces souris ont des anomalies

séveres, incluant un retard de croissance, une micrognathie, des lésions ostéolytiques dans les
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0s et une ostéoporose. Beaucoup de ces traits phénotypiques sont similaires avec ceux des

patients humains avec une HGPS et une MAD.

E. Les mécanismes des laminopathies

Un des enjeux stimulant pour les chercheurs qui étudient 1I’enveloppe nucléaire est de
comprendre comment des mutations dans les lamines de type A aboutissent & un assortiment
si vaste de conséquences cliniques. En dépit de pragiesrs dans 1’identification des
mutations causant ces maladies, peu de progres ont été accompli dans la compréhension des
mécanismes pathogéniques. Cependant, des informations acquises sur les sites de ces
mutations dans les molécules des lamines A et C et les effets cellulaires observés dans les
cellules exprimant les mutants de lamines de type A ont conduit & développer plusieurs
modeles hypothétiques de pathogenése sur lesquels sont basés les expériences actuelles.

Le modele « structural » postule que la perte de la fonction de la lamine de type A
induit une fragilité nucléaire qui aboutit & la mort cellulaire aprés un stress mécanique ou
d’autres facteurs environnementaux (Mounkes et al, 2003a). Dans le modele
«d’expression », les lamines jouent un réle de pléteme a laquelle s’ancrent des protéines
de la chromatine et des complexes contenant des protéines de la régulBtigpression des
génes (Melcon et al.,, 2006). Une altération des lamines de type A pourrait donc perturber
I’expression de genes spécifiques de certains tissus soit en induisant des changements
anormaux dans ’organisation spatiale/structurale de la chromatine, soit en dégradant les
interactions entre les lamines de type A et certains facteurs de transcription ou régulateurs du

cycle cellulaire.
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V. Enveloppe nucléaire et régulation de la transcription

1. Les lamines, réqulatrices de la transcription

Un certain nombre d’études relie les lamines aux processus de transcription et de post-
transcription. Dans les ovocytes déenopus laevisla lamine Liii s’associe avec I’ARN
polymérase Il et lorsque la formation des filaments est empéchée par des mutants de lamine
(négatifs dominanjs!’activité de I’ARN polymérase II est inhibée (Spann et al., 200Re
plus, dans des cellules de mammiferes, UARBsociée aux lamines de type B forme des
complexes avec les facteurs de transcription GCL (Germ Cell-less) et DP qui répriment E2F
(Nili et al., 2001). Enfin, les lamines de typesAssocient avec différents régulateurs de la
transcription comme la protéine du rétinoblaste (Rb) (Ozaki et al., 1994), SREBP1 (Lloyd et
al., 2002) et MOK2 (Dreuillet et al., 2002).

A. Lamine, LAP2x et Rb

La fonction des interactions des lamines de type A avec Rb commence a s’éclaircir.
Dans les fibroblastes, la lamine A/C et la protéine du nucléosqueletteol foP@ent un
complexe avec Rb qui retient Rb hypophosphorylée dans le noyau (Markiewicz et al., 2002a)
Rb est hypophosphorylée en phase G1 des cellules en prolifération ou dans les cellules restant
en phase GO. Seuette forme, elle bloque la transition en phase S en inhibant 1’activité des
facteurs de transcription E2F (figure 28psquels controlent 1’expression des génes
spécifiques de la phase S (Frolov and Dyson, 20@4dérégulation de I’interaction Rb-E2F

entraine une hyperprolifération, un manque de différentiation, et peut conduire au cancer.

A) Liaison a la lamine C
Liaison a E2F —
1 38C 577 645 78E 92¢

B)

Figure 28 A) Architecture de Rb, montrant I’implication des poches A et B dans I’interaction avec
E2F, et celle de la poche C dans I’interaction avec la région 410-615 de LAP2 (Markiewicz et al.,
2002a) et la région 319-572 de la lamine C (Dechat et al., 2BPS}ructure tridimensionnelle des
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poches A (en rouge) et B (en blel¢)Rb impliquées dans I’interaction avec un peptide C-terminal de
E2F (en jaune) (Lee et al., 2002@}¥s deux poches possédent un repliement en faisceau d’hélices et
sont séparées par un segment de 60 résidus absent dans cette étude structurale. Le peptide de E2F

possede une conformation étendue et est localisé dans un sillon conservé a I’interface des deux poches
de Rb

Le complexe LAP&-lamine-Rb retarde la phosphorylation de Rb et maintient E2F
dans un état réprimé (Markiewicz et al., 2002a). Desds mutantes de Rb n’interagissant
pas avec le complexe lamine-LA®PMarkiewicz et al., 2002a) et non retenues dans le noyau
sont impliquées dans des processus de cancérogenese (Hinds et al., 1992). Dans les cellules
de souris Lmn4;, le niveau de Rb est réduit et Rb est une cible du protéasome (Johnson et al.,
2004). De plus, les fibroblastes présentent des caractéristiques de croissance et de taille
typiques des fibroblastes de souris RDonc, I’interaction lamine de type A-Rb semble bien
empécher la destruction de Rb par le protéasome, régulant ainsi la croissance et la division
cellulaire.

L’équipe de R. Foisner a montré que la surexpression de LAP2a dans les fibroblastes
réduit la prolifération, inhibe la progression de la phase G1 a la phase S et est inmpliquée
vitro dans les phases préliminaires de la différentiation des adipocytes (Dorner et al., 2006).
Cette équipe a aussi montré que la fonction de régulation de la différentiation dee LAP2
requiert Rb et implique une régulation de I’activité des facteurs de transcription E2F. Elle
suggere que les complexes LARRmMine A/C sont des cofacteurs essentiels de Rb pour le
maintien d’une balance entre la prolifération et la différentiation des cellules souches adultes.

Récemment, I’équipe de B. Buendia a généré des lignées de myoblastes surexprimant
la lamine A avec des mutations EDMD (Favreau et al., 2004). Ces cellules ne peuvent pas se
différencier en myocytes et sont incapables d’arréter completement leur prolifération, du fait
d’un défaut de I’activité de Rb.De plus, un facteur de transcription intervenant dans la
myogenése, MyoD, qui appartient a la famille structurale des bHLH (basic-helix-loop-helix)
ne peut plus fonctionner correctement puisqu’il n’ed pas capable d’activer efficacement son
gene cible (Favreau et al., 2004). Une étude récente montre une interactiaviyedret la
lamine A (Bakay et al., 2006). Ces résultats suggerent que les mutations dans la lamine A/C

causant ’EDMD peuvent altérer les interactions entre Rb, MyoD et les lamines.

B. Leslamines de type A et SREBP1

SREBP1 est un facteur de transcriptiotervenant dans la régulation de I’expression
des génes impliqués dans la biosynthése du cholestérol et le métabolisme des acides gras
(Kim and Spiegelman, 1996; Tontonoz et al., 1993; Yokoyama et al., 1993). Il appaliient

famille structurale des bHLH-Zip (basic-helix-loop-helix-leucine zipper), et se différencie de
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la plupart des membres de cette famille par I’expression d’un précurseur ancré au réticulum
endoplasmique. La région N-terminale de ce précurseur est clivée puis importée dans le
noyau, ou elle régule la transcription des génes impliqués dans le métabolisme des lipides. La
structure tridimensionnelle du fragment 38> de liaison a ’ADN a été résolue par
cristalographie, en complexe avec I’'une de ses séquences d’ADN cibles (figure 29 (Parraga

et al., 1998).

A) Liaison a I’ADN

1 227 32z 401 487

Liaisonala lamine

B)

Figure 29: A) Représentation schématique de la région N-terminale de SREBP1a qui rentre
dans le noyaules différents domaines de cette région sont représentés ainsigueles
biologiques. En rose, le domaine acide N-terminal, en violet, les domaines riches en proline et séri
et en bleu clair, le domaine de $iai a I’ADN contenant une partie acide suivi d’un motif bHLH-Zip.
B) Structure tridimensionnelle du dimére du motif bHLH-Zip de SREBP1 avec I’une de ses

séquences d’ADN cibles (Parraga et al., 1998)n mauve est représenté le brin d’ADN.

L’équipe de S. Shackleton a montré in vivo et in vitro que SREBP1 est capable
d’interagir avec la région 389-664 de la prélamine A, notamment par son fragment 227-487,
qui contient le motif bHLH-Zip ddiaison a ’ADN (Lloyd et al., 2002). De plus, cette
interaction est déstabilisée quand des mutants FPLD ou EDMD-AD de la prélarsom
utilisés pour réaliserdxpérience. L’équipe de G. Lattanzi a montré que la prélamine A était
accumulée a I’enveloppe nucléaire dans certaines cellules de patients atteints de
lipodystrophie(Capanni et al., 2005). La prélamine A ainsi accumulée séquestrerait SREBP1
a la membrane ce qui diminuerait le taux de SREBP1 disponible dans le noyau et causerait

une détérioration de la différentiation adipocytaire.
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2. LAP2p sert d’intermédiaire a la répression des génes

LAP2p est une protéine ancrée a la membrane interne du noyau qui lie les lamines de
type B. Elle interagit aussi avec un régulateur ubiquitaire transcriptionnel connu, GCL,
localisé préférentiellement a proximité de la membrane nucléaire interne (Nili et al., 2001)
GCL lie et inhibe ensuite la sousité de 1’activateur de la transcription E2F-DP3. Aprés
transfection par le gene dépenddii2F-DP3, les cellules surexpriment LAP2t GCL, et
répriment ce gene aussi efficacement que Rb. Delpdgsjpe de G. Rechavi a montré que la
surexpression de LAP2seule est suffisante pour réprimer le gene dépendant de E2F-DP3, ce
qui fournit une preuve de la régulation des genes par une protéine a domaine LEM (Nili et al.,
2001). LAP3 pourrait similairement recruter d’autres répresseurs de la transcription.

LAP2p3 contribue égalemenat!’initiation de la réplication de I’ADN. En effet, LAP23
interagit avec HA95 et ce complexe stabilise Cdc6 (Cell-division-cycle protein-6), un

composant important des complexes derppéeation (Martins et al., 2003).

3. L’émerine interagit avec des réqulateurs de la transcription

L’émerine est ancrée a la membrane interne du noyau par sa partie C-terminale. GCL
co-précipite avec 1’émerine d’extraits de cellules HeLa et lie aussi 1’émerine directement in
vitro avec une affinité de 30 nM (Holaska et al., 2003). Les sites de liaison pour GCL ont été
identifiés dans deux régions de 1’émerine qui sont déja impliquées dans la liaison a une
protéine de la chromatine, BAF, et a la lamine A (Holaska et al., 2003; Lee et al., 2001). Des
expériences de compétitions ont montré que 1’émerine forme des complexes ternaires stables
avec la lamine A et BAF ou la lamine A et GCL. En revanche, I’émerine ne lie pas en méme
temps BAF et GCL. La concentration estimée de BAF a ’enveloppe nucléaire doit étre
suffisante pour inhiber la liaison de GCL a 1’émerine in vivo.

L’émerine lie aussi directement deux autres protéines impliquées dans I’expression des
genes: YT52B (Wilkinson et al., 2003) et Btf (Haraguchi et al., 2004) qui ont été
identifieesdans des cribles de double hybride, en utilisant 1’émerine entiére comme proie.
YT521B est impliquée dans le choix des sites pour l’épissage alternatif, et 1’émerine
influence la sélection des sites d’épissage par YT521-B in vivo. Btf est un répresseur de la
transcription qui induit la mort cellulaire quand il est surexprimé. L’émerine séquestrerait Btf
et donc supprimerait 1’apoptose. L’émerine n’est pas clivée pendant I’apoptose ni dans C.
elegansni dans les cellules de mammiféres, mais elle est clivée pendant I’apoptose dans les

myoblastes de souris en prolifération et dans les myotubules (Columbaro et al., 2001). On ne
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comprend pas encore pourquoi I’émerine est spécifiquement visée par la dégradation
apoptotique dans les cgits musculaires, et cette question requiére d’autres investigations car
la perte des muscles dans I’EDMD pourraitrésulter de I’apoptose.

La découverte que 1’émerine interagit avec plusieurs régulateurs de la transcription et
des facteurs de 1’épissage implique qu’elle doit réguler la transcription, directement ou
indirectement. Les profils d’expression des geénes de fibroblastes de patients atteints
d’EDMD-X et de fibroblastes contrdles ont été comparés. Environ 60 génes sont affectés dans
les patients atints ’EDMD-X, et dans la plupart des cas leur expression est anormalement
augmentée. Un taux d’expression normale est restauré pour 28 de ces genes en exprimant la
forme sauvage de 1’émerine dans les cellules de sujets atteints d’EDMD-X. Les génes
« saues» dans cette expérience incluent ceux qui codent pour la lamine A/C, la spectrine
all, la filamine qui lie I’actine, la chaine légére de la myosine et la phosphatase 2A
(Tsukahara et al., 2002). Il faudrait maintenant continuer a explorer et a tester les modeles
d’expression de ces geénes afin de connaitre le mécanisme de la maladie de ’EDMD ainsi que

la fonction de 1’émerine.

4. MAN1, les lamines et les R-Smadsrole de I’enveloppe nucléaire dans la

transduction du signal

A. Rappels sur les protéines R-Smads

Les protéines R-Smads appartiennent a la voie de signalisation de3. TGS
protéines TGH et les membres de cette famille (les nodales, les activines, les BMPs (bone
morphogenetic proteins), les myostatines, les AMH (anti-Muellerian hormone) et autres)
influencent la division cellulaire, la différentiation, I’adhésion, I’organisation et la mort des
cellules. Ils ont un rdle critique pendant I’embryogenese et dans le maintien du tissu pendant
la vie adulte. La dérégulation de cette voie de signalisation entraine de multiples problémes
dans le développement et plusieurs pathologies humaines, telles que des cancers, des fibroses
et des maladies auiermunes. Ces protéines agissent toutes selon le méme mode d’action
(figure 30):

+  L’un des ligands de la superfamille de T@Fse lie a I’'un des récepteurs a
activité sérine-thréonine kinase a la membrane plasmique, ce qui provoque
I’hétérodimérisation non-covalente des récepteurs de type 1 par le type 2.

«  Le récepteur de type 1 phosphoryle ensuite un facteur de transcription R-Smad,
spécifique du ligand, qui s’associe a une molécule Co-Smad (Smad4) pour pénétrer

dans le noyau.
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Ce complexe R-Smad/Co-Smad pénetre dans le noyaimate 1’expression
de génes spécifiques.
La régulation transcriptionnelle des génes cibles par les ligands de la famille de TGF-
B conduit a la régulation de la différenciation et de la prolifération cellulaire (Shi and
Massague, 2003).

TGFpB
| )
i NA binding cofactor
Receptors | | 7 | Smad4 - Coactivator
b Or repressor
SARA P x-—]
v ) target gene
L Co > >,

Figure 30 : Représentation schématique de la voie de signalisation de T@I
(Massague et al., 20Q0)

Les protéines Smads sont classées en 3 catégories : il y a les R-Smads ou Smads
inductibles (Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 et Smad8), les Co-Smads ou Smads
coactivatrices (Smad4) et les I-Smads ou Smads inhibitrices (Smad6 et Smad7). Les I-Smads
bloguent soit le récepteur soit les R-Smads lorsque ces protéines sont activées. Les protéines
R-Smads et Co-Smads possédent environ 500 résidus organisés en deux domaines structuraux
reliés par une région charniere riche en proline (figure 31). Le premier domaine, dit MH1
(Mad Homology 1}, est responsable de la liaison a I’ADN. Le deuxiéme domaine, dit MH2
(Mad Homology?2), posséde un repliement de type FHA (Forkhead associated) trouvé chez
les protéines liant des phosphopeptides (Wu et al., 2BA1)absence de stimulation par des
ligands extracellulaires, ’interaction entre les domaines MH1 et MH2 maintient les protéines
Smads dans leur état inactif. Aprés phosphorylation, le domaine MH2 est responsable de
I’association des Smads en homotrimeére. Il permet aussi 1’association des R-Smads avec les
Co-Smads. Enfin, la liaison des Smads avec des facteurs de transcription cibles se fait

principalement par ce méme domaine MH2.
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Figure 31 : Représentation schématique des domaines fonctionnels des protéines Smaeks.
domaines MH1 et MH2 sont conservés dans toutes les protéines R-Smads et co-Smads et forment des
structures globulaires. Ces domaines sont liés par une région beaucoup plus divergente.

B. Lamines et Smads

Quelques données génétiques récentes sur les souris suggerent que les lamines de type
A pourraient jouer un role dans la régulation de la voie de signalisatiofi €Gtervenant
sur I’état de modification des protéines R-Smads. Les souris sans gémeng qui n’expriment
pas les lamines de type A, développent des cardiomyopathies et des anomalies dans la région
des muscles squelettiques qui ressemblent a ’EDMD humaine (Sullivan et al., 1999). En
utilisant des fibroblastes d’embryon de souris Lmna " et des contrdles sauvages, I’équipe de
C.J. Hutchison a obtenu des données impliquant les lamines de type A dans la régulation de la
phosphorylation et la déphosphorylation des R-Smads (Van Berlo et al., 2005). En absence
des lamines de type A, les cinétiques de phosphorylation de certaines R-Smads, induites par
TGF, sont altérées, avec une phosphorylation se produisant plus rapidement et qui se
dissipe plus vite. Cette équipe a aussi obtenu des preuves que les lamines de type A
interagissent avec la phosphatase PP2A et conclut que les lamines régulent ’activité¢ de
déphosphorylation de cette enzyme sur les R-Smads (Van Berlo et al., 2005).

L’équipe de G. Bonne a aussi montré que I’introductiond’une homozygotie H222P
chez une souris, mutation qui cause une EDMIBtat hétérozygote chez I’homme, provoque
une maladie des muscles squelettique et cardiaque (Arimura et al.,. 208%lyse
histopathologique de la souris révele une dégeénérescence des muscles avec des fibroses
associées, une dibcation de 1’hétérochromatine, et une activation de la signalisation des
Smads dans le cceur et les muscles squelettiques. Cette observation suggere que des mutations
dans les lamines de type A qui causent des maladies des muscles striés pourraient affecter
I’activité des R-Smads. Cependant, 1’activation des R-Smads pourrait étre un effet secondaire
dans ces souris, comme il a aussi été observé dans d’autres formes de dystrophie musculaire

et de cardiomyopathie (Bernasconi et al., 1999; Rosenkranz, 2004).
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C. MANL1 dans la transduction du signal

Comme I’émerine, MANI interagit avec le facteur de transcription GCL et le
répresseutranscriptionnel de 1’apoptose Btf (Mansharamani and Wilson, 2005). De plus, il a
été montré chez les mammiferes et le xénope que MANL lie les protéines R-Smads (figure
32) (Lin et al., 2005; Osada et al., 2003; Pan et al., 2005; Raju et al., 2003). Je détaillerai ici

cette interaction sur laquelle porte une partie importante de mon travail de these.

€D )

NN

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
Figure 32 : MANL1 réprime la voie de signalisation de Bmp4 dans les embryons de Xenopus
laevis(Gruenbaum et al., 2005)

Il existe plusieurs régulateurs positifs ou négatifs des protéines Smads. Des exemples
bien étudiés de régulateurs négatifs sont Sno et Ski (Luo, 2004). Des études convergentes de
laboratoires indépendants utilisant des approches différentes ont montré que MANL1 est un
régulateur négatif de cette voie de signalisation de par son interaction avec Smadl, Smad2 et
Smad3. Ces travaux ont ainsi établi que la membrane nucléaire interne est un nouveau site de
régulation de la transduction du signal.

L’une des preuves montrant que MAN1 est impliqué dans la transduction du signal par
I’intermédiaire des Smads provient d’une recherche sur les prot€ines interagissant avec
MANI. L’équipe de H.J. Worman a effectué des cribles de double hybride avec les régions C-
terminale et N-terminale nucléoplasmiques de MANL1 (Lin et al., 2005). Alors que les cribles
avec la région Nerminale n’ont pas permis d’identifier un partenaire spécifique, les cribles
avec la région Germinale ont permis d’obtenir des clones d’ADNc¢ qui codent pour Smad?2.

Les expériences de liaisam vitro et les essais d’interaction directe par double hybride ont
montré que la région C-terminale de MANL1 lie le domaine MH2 de Smad2 et Smad3.
L’ « antisérum MAN » a aussi Gommunoprécipité Smad2 a partir d’extraits cellulaires,

démontrant une interactiom vivo. La surexpression de MAN1 dans les cellules inhibe
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I’activation de la réponse de TGF-f auprés des génes cibles et bloque I’arrét de la
prolifération induite par TGIB- Ces résultats présentent MAN1 comme un régulateur négatif
de Smad2 et Smads3.

Des recherches visant & découvrir de nouvelles protéines qui interagissent avec les
Smads ont aussi fourni des preuves que MAN1 est un inhibitetacdeité de ces protéines.
L’équipe de H.C. Huang a effectu¢ un crible de double hybride utilisant Smadl de Xénope
comme proie et identifié ainsi 1’orthologue de MAN1 chez cet organisme, lequel se normm
SANE pour Smadl Antagonistic Effector (Raju et al., 2003). La région C-terminale de cette
protéine de Xénope se lie au domaine MH2 de Smad1l. De plus, la surexpression de SANE
bloque la voie de signalisation de BMP/Smadl dans les embryons de Xénope et dans un
modéle mammifére de formation de 1’os. En parallele, une autre équipe a aussi identifié un
homologue de MAN1 chez le Xénope, XMAN1 (Osada et al.,, 2003). Cette protéine lie
Smadl, 5 et 8, blogue la voie de signalisation de BMP et neutralise la formation de
I’ectoderme dans le développement du Xénope. Cette méme équipe a montré que la
neutralisation de I’ectoderme et le blocage de ’activit¢ de BMP dépendent de la région C-
terminale de XMANL. Enfin, une autre équipe a identifi€¢ MAN1 en utilisant des expériences
de chromatographie d’affinité pour trouver des protéines qui se lient a Smad3 de mammiféres
(Pan et al., 2005). Elle a montré que le domainer@inal de MANI s’associe avec les
domaines MH2 des protéines Smadl, Smad2 et Smad3 mais pas avec Smad4. Dans leurs
expériences, la surexpression de MANL1 inhibe la phosphorylation de Smadl, 2 et 3, leur
hétérodimérisation avec Smad4 et leur pénétration dans le noyau. De plus, MAN1 réprime
I’activation transcriptionnelle de TGF-f3, de BMP et de I’activine sur des genes spécifiques.

Une preuve additionnelle que MAN1 est un régulateur négatif de la voie de
signalisation de TGIB-et de BMP vient d’une étude de clonage positionnel visant a identifier
le geéne responsable de I’ostéopoikilose, du syndrome de Buschke-Ollendorff et de la
mélorhéostose héréditaire non sporadique (Hellemans et al.,, 2004). Des mutations dans
MANL1 provoquant la délétion de la région C-terminale nucléoplasmique sont responsables de
ces pathologiesL’équipe de G.R. Mortier a aussi montré qu’en 1’absence de mutation,
MANL1 interagissait avec les protéines Smads et bloquait les deux voies de signalisation de
TGF et de BMP dans les cellules humaines. En revanche, les cellules des sujets humains
avec les mutations dans MAN1 montrent une expression amplifiee des génes activés par
TGF{3 et BMP, ce qui provoque des lésions des os et quelquefois des anomalies des tissus de
soutien.Le blocage de la signalisation de T@Fet BMP par MANL1 résulte probablement de
la séquestration par MAN1 de Smadl, 2 et 3 a la membrane nucléaire interne. Cependant,

certains résultats suggerent que MAN1 pourrait jouer un réle beaucoup plus complexe,
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bloguant la phosphorylation de Smad ou induisant sa déphosphorylation, en changeant sa
localisation. Tandis que des études futures apporteront des données supplémentaires sur le
blocage de la signalisation dépendante des Smads par MANIgésldsts jusqu’ici
démontrent clairement que la membrane nucléaire interne est un site subcellulaire ou la

transduction du signal est régulée.
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Chapitre 2 : Analyse de la région C-terminale
nucléoplasmique de MAN1 humaine

l. Introduction

Nous avons prédémment décrit les données suggérant que 1’enveloppe nucléaire
joue un réle important dans la régulation de 1’expression de certains génes. Cependant,
aucune donnée structurale n’existe sur des complexes comprenant des protéines de
I’enveloppe nucléaire et des régulateurs de la transcription, alors que de telles structures nous
paraissent étre des supports indispensables a la compréhension des mécanismes moléculaires
médiés par ces interactionkors de ma thése, j’ai abordé cet aspect structural de la
caractérisation du rOlaeles protéines de I’enveloppe nucléaire dans la régulation de
I’expression des geénes. Dans ce chapitre, je présente mes travaux sur I’analyse de la structure
tridimensionnelle de la région nucléoplasmique C-terminale de la protéine humaine MANL1,
ancrée a la membrane interne du noyau. Cette étude a été réalisBebgead d’identifier
les déterminants moléculaires des interactions entre MAN1 et les protéines R-Smads,
régulateurs transcriptionnels appartenant a la voie de signalisatiop. F8Er cette étude,
nous avons collaboré avec le groupe d’Howard J. Worman a Columbia University, New York,
qui a été I’un des premiers a publier ces interactions MAN1/R-Smads (Lin et al., 2005). Avec
cette équipenous avons tenté d’exprimer plusieurs fragments de la région nucléoplasmique
C-terminale de MAN1. Puis nous avons caractérisé la structure tridimensionnelle en solution
de deux de ces fragments. Nos résultats ont suggéré que ces fragments pourraient interagir
directement avec I’ADN. Nous avons testé ces interactions, et nous avons cherché a
comprendre si MANI pouvait simultanément lier ’ADN et les protéines R-Smads. La
camactérisation structurale du complexe ternaire MAN1/R-Smad/ADN en cours au laboratoire
devrait permettre d’avancer de manicre significative dans la compréhension du rdle
biologique de MANL1.

La région nucléoplasmique C-terminale de MAN1 (résidus 655-911) est trés bien
conservée chez les eucaryotes supérieurs (~d2¥entité entre toutes les séquences
disponibles). Cette région est riche en résidus hydrophobes et peut étre décomposée en deux
parties prédites comme globulaires. La premiére partie, que nous avons hommée ‘MAN1C
est située entre les résidus 655 et 775. Elle est responsable de la liaison de MAN1 a la
protéine BAF, qui lie I’ADN, certaines histones, et intervient dans 1’intégration des génomes
viraux a I’ADN de la cellule hote (Segura-Totten and Wilson, 2004). Elle fait aussi partie de

la région impliquée dans I’interaction de MANI1 avec les facteurs de transcription GCL et Btf
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(Mansharamani and Wilson, 2005) et les régulateurs de la transcription R-Ginaelsal.,
2005). Au cours de ma thése, il a ptéposé a partir de I’analyse de la séquence de MANI1
par bioinformatique que cette partie adopte un repliement de type Winged Helix (Mans et al.,
2004). La deuxiéme partie de la région nucléoplasmique C-terminaleAfL Mjue nous
avons nommé&JHM, est située entre les résidus 776 et 911. Elle est aussi impliquée dans les
interactions avec GCL, Btf et plusieurs R-Smads (figui) 3Sa structure tridimensionnelle
a été prédite recemment par bioinformatique (Kielkopf et al., 2004). Cette partie est supposee
se replier comme un domaine RRM, mais ellps®ede pas le motif de liaison a I’ARN des
domaines RRM. En revanche, elle est analogue a un domaine des protéines U2AF qui
interagissent avec des partenaires protéiques, ce qui la classe dans les domaines dé type RR
dits UHM (U2AF Homology Motif, figure 33A et B

Dans ce chapitre, je présenterai les articles publiésddis. NMRet J. Biol. Chem.
ou sont réunis la plupart des résultats obtenus sur la région nucléoplasmique C-terminale de
MANL1, ainsi que des expériences complémentaires renforgcant les conclusions de ces articles.
Ensuite, je développerai les résultats préliminaires obtenus sur la purification du domaine

MH2 des protéines R-Smads.

A-

Liaison a BAF Liaison a BAF

Liaison aux lamies (A/C, B) et I’émerine

1 50 47C49C 63C  65C 77C \ 911
Liaison a Btf et GCL\
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> ) | &7
Zﬁﬂ!&: & L W%
« )
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MAN1CB
B' A
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1 50 47C 49C 63C 65C 77C 911
MAN1CA

Figure 33: Schémas récapitulatifs Ades roles biologiques des différentes régions de MANtes
constructions étudiées dans ce travail.
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Il . Caractérisation structurale de la région Cterminale de MAN1

1. Résultats préliminaires non publiés

A. Le premier domaine est replié d’aprés le Dichroisme Circulaire

En préliminaire d’une étude structurale plus poussée, nous avons enregistré des
spectres de dichroisme circulaire sur le premier domaiten@ral de MANL1. Par cette
méthode, nous avons pu véeifil’état de repliement de MAN1C” avec peu de protéine et

identifier les premiers éléments de structure secondaire de ce domaine.
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Figure 34 : Spectre enregistré en dichroisme circulaire de MANYCEn rose, spectre enregistré
dans la région des UV lointains avec 20uM de MAR{&ive de 1 cm) et en bleu, spectre enregistré
dans la région des UV proches avec 80 uM de MAN®Gve de 1 cm).

Nous avons enregistré dgsctres a deux concentrations différentes afin d’obtenir des
informations sur les deux régions spectrales d’intérét (figure 34). Le spectre enregistré dans
les UV lointains (en rose) correspond a un profil d’hélice a et de feuillefy mélangés. Dans les
UV proches (en bleu), nous observons un signal correspondant a une structuration autour des
aromatiques de MAN1T

B. L’ensemble de la région C-terminale contient un seul domaine structuré

Pour aller plus loin dans la caractérisation structurale de la région C-terminale de
MAN1, nous avons enregistré des spectresHBMN sur MAN1C* et MAN1C.
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Figure 35 : Spectre 1D'H RMN de MAN1C” (en rouge) et MAN1C (en bleu) enregistés a 23°C
a 600 Mhz.

Le spectre 100H RMN de MAN1C présente un aspect général similaire & celui de
MAN1C” avec des pics supplémentaires répartis sur tout le spectre et pas de maniére
prépondérante dans la région correspondant a une chaine peptidique déstfigue 35).

On peut dongenser que le domaine UHM n’est pas destructuré.
Nous avons ensuite enregistré des spectreSHLRMN de MAN1C & différentes

températures afin d’observer I’effet de la température sur notre domaine (figure 36).
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Figure 36 : Spectre 1D'H RMN de MAN1CP enregistés a différentes températures a 600 Mhz.
A partir de ces spectres, nous avons conclu que la structure tridimensionnelle de

MAN1CP était semblable entre 27°C (300°K) et 42°C (315°K), mais était destabilisée aprés
42°C (315°K).
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2. Articles publiés

A. The carboxyl-terminal nucleoplasmic region of MAN1 exhibits a DNA
binding winged helix domain.

Lorsque nous superposons les specti#s®N HSQC de MAN1CE (655-775) et
MAN1CP® (658-910), nous retrouvons tous les pics de MAN$Grle spectre de MAN1E
Ceci montre que I’environnement chimique des résidus de MANIC? n’est aucunement
modifi¢ par I’introduction du domaine UHM, donc qu’il n’y a pas d’interaction entre ces deux
domaines. Nous observoasssi une quarantaine de pics supplémentaires correspondants au
deuxieme domaine alors que celui-ci contient 134 résidus. Ce manque de signaux pourrait étre
du a un dépliement partiel ou a un processus d’échange conformationnel. Cependant les
spectres 1BH RMN de MAN1C* et MAN1CP sont similaires, ce qui suggére que MAN1C
ne possede pas une large partie destructurée propre. Nous proposons plutdt que le deuxieme
domaine n’adopte pas de structure tertiaire stable, mais une structure fluctuant sur une échelle
de temps de l’ordre de la milliseconde. Dans la littérature, seulement trois structures
tridimensionnelles de domaines UHM ont été résolues. Deux de ces domaines> BRAF
TgDRE, ne sont pas stables en solution. Le domaine UHM de B24répli¢ lorsqu’il est
seul, et celui d&'gDRE s’agregerapidement au cours de I’enregistrement des expériences
RMN (Frenal et al., 2006; Kellenberger et al., 2002). La troisieme structure disponible est
celle du domaine UHM de la protéine UZRRen complexe avec un ligand mais aucune
donnée sur la stabilité de la protéinalsen solution n’est présentée (Selenko et al., 2003)
On peut donc penser que la structuration ainsi que la stabilité des domaines UHM dépendent
en général de leur liaison avec un partenaire biologique.

Nous avons ensuite résolu la struetitidimensionnelle ¢ MAN1C* humain, & partir
de données de RMN et de calculs de modélisation moléculaire. Ce domaine se replie suivant
un motif structural nommé « Winged Helix » (hélice ailée), qui sera noté WH par la suite. L
motif Winged Helix est une sous-classe de la superfamille des domaines « hélice-coude-
hélice» de liaison a ’ADN (Gajiwala and Burley, 2000). Il est retrouvé chez les organismes
procaryotes et eucaryotes et sa structure tridimensionnelle a été caractérisée nemuieta p
fois en 1993, chez le facteur de transcription HNEEIlark et al., 1993). La topologie
canonique d’un domaine WH est de la forme HI-S1-H2-T-H3-S2-W1-S3-W2 ou S1, S2 et S3
forment un feuillef3 antiparallele situé en périphérie du motif « hélice-coude-hélice » H2-T-
H3. W1 et W2 sont deux boucles dont la disposition autour de 1’hélice H3 évoque les ailes

d’un papillon, ce qui explique le nom de Winged Helix.
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Les domaines WH sont connus pour interagir avec I’ADN par I’hélice de
reconnaissance H3. Nous avons montré une interaction avec I’ADN par retard sur gel pour
MAN1C”* mais aussi pour MAN1E MAN1C® présente une plus forte affinité apparente
(d’un facteur 3) pour ’ADN que MAN1C”. Le calcul du potentiel électrostatique du domaine
WH de MAN1 montre que I’hélice de reconnaissance est fortement chargée positivement.
Cette hélice présente traiquences d’acides aminés arginine ou lysine. Nous avons aligné
les hélices H3 des différents WH dont la structure tridimensioneetlempexe avec I’ADN
a ¢ét¢ résolue par cristallographie, afin de repérer les motifs de reconnaissance a 1’ADN
communs. L’interaction WH-ADN implique principalement une arginine centrale dans
I’hélice de reconnaissance, encadrée de part et d’autre de résidus hydrophobes puis de résidus
hydrophiles. Afin de déterminer si cette arginine ou/et les autres séquences d’acides aminés
chargés positivement étaient impliquéass 1’interaction de MAN1 avec I’ADN, nous avons
muté ces différentes séquences dans MANGOVANLC® et réalisé des gels retards avec ces
mutants. Un seul des mutants de MAN@sente encore de 1affinité pour 1’ ADN, tous les
autres mutants ont perdu leur interaction pour I’ADN, lorsque ces interactions sont visualisées

par retard sur gel.

ADN

— - sHE - 57— > 55 > UHM I

Figure 37: Schéma de MAN1& avec les détails topologiques de MANZTCet les différentes interactions
connues.H : hélice, S : brin, UHM : U2AF homology motif.

En condusion, MANI1 interagit avec I’ADN par son hélice de reconnaissance H3.
L’équipe de H.J. Worman a montré que I’interaction entre MANI1 et le domaine MH2 des
protéines R-Smads implique le domaine UHM de MANL, le linker entre le domaine UHM et
le WH et les deux derniers brins du Wikais en aucun cas I’hélice H3 (figure 37). MAN1
pourrait donc interagir a la fois avec I’ADN et avec les R-Smads. Enfin, les protéines R-
Smads se lient par leur domaine MH2 a de nombreux fadcfeutgonnaissance de I’ADN
afin d’acquérir une spécificitéle liaison a ’ADN plus importante. Cet article suggere donc
que MANI pourrait intervenir dans un complexe ternaire avec I’ADN et les R-Smads et ainsi
régukr la transcription d’une autre famille de génes spécifique de MAN1 au travers de la voie

de signalisation de TGB-
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MANI is an integral protein of the inner nuclear membrane that
interacts with nuclear lamins and emerin, thus playing a role in
nuclear organization. Italso binds to chromatin-associated proteins
and transcriptional regulators, including the R-Smads, Smadl,
Smad2, and Smad3. Mutations in the human gene encoding MAN1
cause sclerosing bone dysplasias, which sometimes have associated
skin abnormalities. At the molecular level, these mutations lead to
loss of the MAN1-R-Smads interaction, thus perturbing transform-
ing growth factor 3 superfamily signaling pathway. As a first step to
understanding the physical basis of MAN]1 interaction with R-Smads,
we here report the structural characterization of the carboxyl-terminal
nucleoplasmic region of MAN1, which is responsible for Smad bind-
ing. This region exhibits an amino-terminal globular domain adopting
awinged helix fold, as found in several Smad-associated sequence-spe-
cific DNA binding factors. Consistently, it binds to DNA through the
positively charged recognition helix H3 of its winged helix motif. How-
ever, it does not show the predicted carboxyl-terminal U2AF homology
domain in solution, suggesting that the folding and stability of such a
domain in MAN1 depend upon binding to an unidentified partner.
Modeling the complex between DNA and the winged helix domain
shows that the regions involved in DNA binding are essentially distinct
from those reported to be involved in Smad binding. This suggests that
MANT1 binds simultaneously to R-Smads and their targeted DNA
sequences.

The nuclear envelope separates the nucleus from the cytoplasm in
eukaryotic cells. It consists of inner and outer nuclear membranes and
nuclear pore complexes. The inner nuclear membrane is closely associ-
ated with the underlying chromatin and nuclear lamina. For many years,
the nuclear envelope was thought to function mainly as an architectural
stabilizer of the nucleus, participating in assembly and disassembly pro-
cesses during mitosis. However, recent findings demonstrate that
nuclear envelope proteins are involved in fundamental nuclear func-
tions, such as chromatin organization and gene expression (1). Inherited

* The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment of page
charges. This article must therefore be hereby marked “advertisement” in accordance
with 18 US.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

The atomic coordinates and structure factors (code 2CH0) have been deposited in the Protein
Data Bank, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics, Rutgers University, New
Brunswick, NJ (http://www.rcsb.org/).

The chemical shift assignments reported here have been deposited in the BioMagRes-
Bank Database under accession number 6919.

" Supported by Grants 8699, 9513, and 11591 from Association Francaise contre les
Myopathies.

2 Present address: United Biomedical, Inc., 25 Davids Dr., Hauppauge, NY 11788.

? Supported by Grant MDA3711 from the Muscular Dystrophy Association.

“To whom correspondence should be addressed. Tel.: 33-1-69-08-30-26; Fax: 33-1-69-
08-90-71; E-mail: szinn@cea fr.

18208 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

or de novo mutations in genes encoding nuclear envelope proteins cause
a wide range of human diseases (2). These findings emphasize the
importance of understanding the functions of the nuclear envelope in
both physiologic and pathologic states.

MANT (also known as LEMD3) is a transmembrane protein of the
inner nuclear membrane. It was originally identified as an antigen
recognized by self-antibodies from the serum of a patient with a
collagen vascular disease (3, 4). MAN1 is part of a protein complex
essential for chromatin organization and cell division. It is analogous
to the yeast protein SRC1, which may play a role in sister chromatid
separation (5). In Xenopus embryos, overexpressed MAN1 induces
the formation of a secondary neural axis by binding directly to the
MH2 domain of Smadl, Smad5, or Smad8, thus antagonizing bone
morphogenetic protein signaling (6, 7). Similarly, in humans MAN1
binds to the MH2 domain of the R-Smads Smadl, Smad2, and
Smad3, which mediate signaling by activin, bone morphogenic pro-
tein, and transforming growth factor B (8, 9). Heterozygous loss-of-
function mutations in the human gene encoding MAN1 that disrupt
this critical interaction cause sclerosing bone dysplasias character-
ized by increased bone density and sometimes skin abnormalities
(10). Thus, mutations in a ubiquitous nuclear envelope protein give
rise to relatively tissue-specific disease phenotypes, suggesting a role
for MANT1 in the regulation of tissue-specific gene transcription, as
has similarly been proposed for nuclear lamins (11).

Sequence analysis indicates that MANT1 spans the inner nuclear mem-
brane twice, resulting in a protein with amino-terminal and carboxyl-ter-
minal nucleoplasmic domains (4). Atits amino terminus, MAN1 contains a
LEM domain that is present in several proteins, including the inner nuclear
membrane proteins lamina-associated polypeptide 2 and emerin (4,
12-14). This domain interacts with the DNA and chromatin-binding pro-
tein Barrier-to- Autointegration Factor (15, 16). The entire amino-terminal
nucleoplasmic region of MANT also binds to the nuclear intermediate fil-
aments lamin A and lamin B1 and to emerin (17). Thus, it mediates protein-
protein interactions through contacts with the chromatin and the nuclear
lamina. This domain is also necessary for efficient localization of MANI in
the inner nuclear membrane (18).

Here we have examined the three-dimensional structure of the car-
boxyl-terminal nucleoplasmic region of MANT1, which is responsible for
the inhibition of physiologically important signaling pathways through
an interaction with several R-Smads (8, 9). This region of MAN1 has
also been shown to bind to Barrier-to-Autointegration Factor and to the
transcriptional regulators GCL and Btf (17). It comprises a first frag-
ment (amino acids 655-758) showing sequence characteristics of a
globular domain and a second fragment (amino acids 782-911) pre-
dicted to be an RRM-like protein interaction domain named U2AF

A% VOLUME 281+ NUMBER 26+ JUNE 30, 2006

71



Analyse de la région C-terminale nucléoplasmique de MA1 humaine- |l. Caractérisation structurale de la région C-teaten

MANT1 Carboxyl-terminal Structure
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FIGURE 1. Superimposition of "H-">N HSQC spectra of MAN1C” and MAN1CE, Overlay of the 'H-T*N HSQC spectra obtained at 300 K for MANTC? (blue) and for MANTCE (red). Both
protein fragments were prepared in 50 mm phosphate/Tris buffer and 150 mm NaCl at pH 6.0.

homology motif (UHM)” (19). We report that the first globular domain
adopts a three-dimensional structure generally found in DNA binding
regions of transcription factors. We show that indeed the entire carbox-
yl-terminal region of MANT1 is involved in DNA binding and propose
that this interaction is synergetic to the binding of MAN1 to different
transcriptional regulators, particularly R-Smads.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Sample Preparation—All cloning procedures were performed according
to standard methods (20). The region from amino acid 655 to amino acid
775 of MAN1 (MAN1C*) was overexpressed in Escherichia coli strain
BL21 DE3 pLys S transformed with a construct generated in pGEX-4T-1
(Amersham Biosciences, Inc.) that encodes glutathione S-transferase and
a thrombin cleavage site fused to MAN1C*. The fusion protein was
purified using glutathione-Sepharose 4B (Amersham Biosciences) and
cleaved using thrombin protease. Because of the cloning strategy, the
peptide resulting from the cleavage comprises additional residues from
1to 5, MANI residues from 6 to 126, and again additional residues from
127 to 133. Uniformly labeled '°N protein was produced in minimum
medium M9 containing 1 g-liter ! of (**NH,),SO, (Boehringer) as the
nitrogen source. Uniformly labeled **C/**N protein was produced in a
rich medium prepared from uniformly labeled "*C/"*N Spirulina max-
irma cyanobacteria. The resulting protein was characterized by electros-
pray ionization mass spectroscopy and amino terminus sequencing. NMR

® The abbreviations used are: UHM, U2AF homology motif; r.m.s.d., root mean square
deviation; TSP, 3-(trimethylsilyl)[2,2,3,3-2H,] propionate.
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samples (—0.8 mM) were prepared in 50 mm phosphate buffer (pH 6.0)
containing 150 mM NaCl in either 90% H,0/10% D,O or in 100% D,0, 1
mMm EDTA, a protease inhibitor mixture (Sigma-Aldrich), 1 mm Tris(2-
chloroethyl) phosphate, and 1 mum NaN,. 3-(Trimethylsilyl)[2,2,3,3-"H,]
propionate (TSP) was added as a chemical shift reference. >C and "N
chemical shifts were referenced indirectly to TSP, using the absolute fre-
quency ratios.

The region of MAN1 from amino acid 658 to amino acid 910
(MAN1CP) was overexpressed in E. coli strain BL21 DE3 Star trans-
formed with a plasmid that encodes ZZ fusion, a cleavage site for
tobacco etch virus, protease and MANIC" (21). It was purified using
immunoglobulin IgG-Sepharose™ 6 Fast Flow (Amersham Bio-
sciences) and cleaved using the catalytic domain of tobacco etch virus
protease. Uniformly labeled "N protein was produced in minimum
medium M9 containing 1 g-liter™" of ('"NH,),SQ, (Boehringer) as the
nitrogen source. The resulting protein was characterized by electro-
spray ionization mass spectroscopy and amino terminus sequencing.
NMR samples of the protein at ~0.5 mm were prepared in 50 mm
Tris buffer (pH 6.0) containing 150 mm NaCl in either 90% H,0/10%
D,O or in 100% D,O, 1 mM EDTA, a protease inhibitor mixture
(Sigma-Aldrich), 1 mm Tris(2-chloroethyl) phosphate, and 1 mm
NaN,. TSP was added as a chemical shift reference. '*N chemical
shifts were referenced indirectly to TSP, using the absolute fre-
quency ratios. MAN1C* and MAN1C® mutants were generated with
QuikChange multisite-directed mutagenesis kit (Stratagene) follow-
ing the manufacturer’s instructions.
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NMR Spectroscopy—All assignment experiments of MAN1C* were
performed at 30 °C on Bruker DRX-600 or DRX-900 spectrometers
equipped with a triple resonance probe according to the previously
reported procedure (22). The nuclear Overhauser effect cross-peak vol-
umes used for structure calculation were measured on five NOESY
experiments (a *"N-HSQC-NOESY in H,O and a "*C-HSQC-NOESY
in D,O recorded at 900 MHz with a 100-ms mixing time at the
European Large Scale Facilities in Utrecht, Netherlands, a ""N-HSQC-
NOESY in H,O with a 150-ms mixing time and a *C-HSQC-NOESY in
D,O with a 200-ms mixing time and a **C-HSQC-NOESY in the **C
aromatic region with a 200-ms mixing time, all three recorded on a local
600-MHz spectrometer equipped with a triple resonance TXI cryo-
probe). ¢ torsion angle values were deduced from the analysis of the
Hn-Ha and HMQC-] experiments (23, 24). Hydrogen-bound restraints
were derived from slowly exchanging amide protons, identitied by
measuring the amide proton exchange rates from ‘H-'*N HSQC spec-
tra recorded at different times on a protein sample dissolved in D,O. All
spectra were processed with the programs Xwinnmr (Bruker) or
NMRPipe (25) and analyzed using Felix (Accelrys).

Solution Structure Determination—We solved the three-dimensional
solution structure of the carboxyl-terminal domain of MAN1C* using
heteronuclear double and triple resonance NMR spectroscopy and
molecular modeling. Coordinates and NMR restraints were deposited
at the Protein Data Bank. The solution structure was calculated on the
basis of the analysis of 3581 nuclear Overhauser effect cross-peaks (765
were picked on the N-HSQC-NOESY 600 MHz, 756 on the '°N-
HSQC-NOESY 900 MHz, 1241 on the "*C-HSQC-NOESY 900 MHz,
763 on the "*C-HSQC-NOESY 600 MHz, and 56 on the "*C-HSQC-
NOESY aromatic 600 MHz, respectively). A semiautomated iterative
assignment procedure was applied for the assignment and the construc-
tion of the three-dimensional structures (26). A force field adapted to
NMR structure calculation (file parallhdg.pro in CNS 1.0) (27) was used.
On this basis, 1850 restraints were generated. Thus, the mean number
of distance restraints/residue yields 19.2 for the segment Arg-6 to Ile-
111. Furthermore, 169 couples of (¢, ) torsion angles were derived
either from the backbone *H, *°N, and **C chemical shifts using the
program TALOS (28) or from the Hn-Ha and HMQC-] data. Finally, 8
hydrogen bonds were imposed during the structure calculation. At the
last step, 1000 structures were calculated and the 20 best structures were
selected and refined with a standard energy function (CHARMM?22),
including an electrostatic energy term. This term was calculated with no
net charge on the side-chain atoms and with a distance-gated dielectric
constant. Analysis of the 20 final structures showed that no distance
violations larger than 0.5 A were present and that the covalent geometry
was respected. The r.m.s.d. around the average structure was 1.0 A for
the backbone and 1.6 A for the heavy atoms.

DNA Preparation—The 211-base pair DNA fragment was generated
by polymerase chain reaction with a thermostable DNA polymerase
(Promega) using a PTC-100 PCR System (M] Research, Inc.). The 211-
base pair DNA fragment, obtained from the Dral and BamHI double
digest of the plasmid pUC(357.4), was used as template and the
5-AAATAGCTTAACTTTCATCAAGCAAG-3" and 5'-CCCGGGC-
GAGCTCGAATTCC-3' oligonucleotides as sense and antisense prim-
ers. 5'-end labeling with [**P]JATP and T4 polynucleotide kinase was
performed according to standard protocols (20).

Protein-DNA Interactions—Proteins were diluted to the concentra-
tions indicated in the Fig. 5 legend in 50 mm Tris-HCI, pH 8.0, 0.5 mM
EDTA, 1 mM 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride, 1 mm Tris(2-
chloroethyl) phosphate, 50 mm NaCl, and 0.1% Triton X-100. They
were incubated with the radioactive 211-base pair DNA fragment for 3 h
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TABLE 1

Structural statistics for the human MAN1 655-775 fragment

The van der Waals energy is calculated with a Lennard-Jones potential. The elec-
trostatic energy is calculated with no net charge on side-chain atoms and a distance-
gated dielectric constant. CHARMM22 parameters are used. NOE, nuclear Over-
hauser effect.

Number of NOE assigned 3581
Number of constraints
Distance constraints 1811
Dihedral constraints 169
Number of violations
NOE distance > 0.54 0.1*03
Dihedral restraints > 10° 005+ 02

R.m.s.d. from idealized covalent geometry

Bond (4) 0.018 % 0.00024
Angle () 3.5%0.05
Improper (°) 2402

R.m.s.d. on restraints

Distance (A) 0.043 = 0.0016

Dihedral () 1.3 £ 0.09
Energy (kcal/mol)

Van der Waals 182+ 13

Electrostatic —379 + 25
Ramachandran plot (%) (residues 17-101)

Most favoured region 90.0

Additionally allowed region 9
Coordinate precision (residues 17-101) (A)

Backbone 1.0+01

Heavy atoms 1.6+ 016

at room temperature. Protein-DNA complexes were analyzed on 5%
polyacrylamide gels at an acrylamide to bis-acrylamide ratio of 29/1
(w/w)in 12.5 mM Tris-HCl, pH 8.4, 95 mM glycine, and 0.5 mM EDTA.
After 1 h of pre-electrophoresis, samples were loaded onto the gels and
resolved by electrophoresis at 70 V for 2 h. DNA was detected by auto-
radiography of dried polyacrylamide gels at —80 °C using Biomax MR
films (Kodak) and an intensifying screen. For affinity measurements,
dried polyacrylamide gels were exposed to a phosphor screen, and
measurements of the radioactive signals were performed with a
STORM 860 scanner (Amersham Biosciences) using ImageQuant soft-
ware (GE Healthcare).

Molecular Modeling of the MANI Winged Helix-DNA Complex—
The winged helix domain of MAN1 was superimposed onto the winged
helix domain of MecI-DNA complex using the program Sybyl 6.9. The
superimposition was done by fitting the Cer atoms of the following seg-
ments 6-23, 24-25, 26-37, 38-53, 6064, and 65-68 of Mecl on
15-32, 44— 45, 46 -57, 60 -75, 82— 86, and 93-96 of MANTC* (result-
ing rm.s.d. 34 A). These segments correspond to the secondary ele-
ments of the winged helix motif. Then, in the MecI-DNA complex, the
winged helix domain of Mecl was replaced by the corresponding
domain of MAN1. To remove the small number of steric clashes, 1000
steps of steepest descents energy minimization were run using the pro-
gram CHARMM (29). Side-chain conformations were allowed to vary
only on the MAN1 winged helix domain, keeping the entire DNA fixed
and maintaining the MAN1 winged helix domain backbone by progres-
sively decreasing harmonics constraints. A MAN1 winged helix-DNA
complex model with no bad clashes and reasonable interaction energy
was thus obtained.

RESULTS

The MAN! Carboxyl-terminal Nucleoplasmic Region Contains a
Well Structured Domain—The carboxyl-terminal nucleoplasmic region
of MAN1, comprising residues 655-910, exhibits two potential globular
domains. The region from amino acid 655 to 758 is conserved in all
MANT analogs (called MAN1 and LEM2 proteins) (30) and shows glob-
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ular domain sequence characteristics (31); the region between amino
acids 785 and 910is found only in MANT1 proteins and shows an unusual
RRM motif called UHM, predicted to adopt an «/f fold and to be
involved in protein recognition (19). We have recorded the 'H-*N
HSQC spectra of MAN1C* (aminos acid 655-775 of MANI1) and
MANI1C® (amino acids 658 —910), corresponding to the first predicted
globular domain and the entire carboxyl-terminal nucleoplasmic region
of MANI, respectively. The spectrum of MAN1C* is well dispersed,
confirming that the region from amino acid 655 to 775 adopts a globular
structure in solution. Superposition of MAN1C* and MAN1C" spectra
shows that all peaks of MAN1C* are found at identical chemical shifts
in MAN1C" spectrum (Fig. 1). This suggests that the three-dimensional
structure of MANTC? is not affected by the presence of the putative
UHM domain. Furthermore, only ~40 additional peaks are found on
the MANI1C" spectrum compared with the MAN1C* spectrum. These
peaks are mostly clustered between 7.5 and 8.5 ppm in the proton
dimension. This is not consistent with the presence of a well structured
a/B UHM domain. A slow protealysis of MAN1C® is observed at 300 K,
and analysis of the resulting peptides by SDS-PAGE and amino-termi-
nal sequencing revealed that only MAN1C* is resistant to proteolysis.

Helix 3

Helix |

Beta 3

Y

FIGURE 2. Three-dimensional structure of the MAN1 region (666-750). Schematic
representation of residues 666 -750. The secondary structures are colored in green for
x-helix H1, magenta for a-helix H2, red for a-helix H3, and yellow for the three B-strands.

FIGURE 3. Superimposition of the WH domain
of MANT1 (e-helices in blue and 3-strands in yel-
fow) with those of a domain of the bacterial
transcriptional repressor Mecl (A) (PDB code
10KR, «-helices in cyan and g-strands in red)
and a module of the ESCTR-1l endosomal traf-
ficking complex (B) (PDB code 1U5T, a-helices
in cyan and B-strands in red ).

MANI-10KR
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Finally, expression in E. coli of the second putative domain alone (amino
acid 776 -910) yielded a rapidly aggregating protein. All these data sug-
gest that only the first globular domain adopts a stable three-dimen-
sional structure on the NMR time scale (millisecond).

The Fragment from Amino Acid 666 to Amino Acid 750 of MAN1
Adopts a Well Defined o/ Striscture—The three-dimensional structure
of MAN1C* was characterized using heteronuclear NMR. In the fol-
lowing, residues belonging to this fragment are numbered from 6 to 126
(residues 1-5 and 127-133 are additional amino acids linked to the
plasmid construction). Backbone and side-chain 'H, *C, and "*N reso-
nance assignments were performed from residue 6 to 112 (22). Next,
molecular modeling calculations were carried out to obtain a structure
consistent with the 1811 NOESY-derived proton-proton distances and the
169 dihedral angle values deduced from TALOS (Table 1). The region
between residues 17 and 101 (amino acids 666 —750, using the MANT1 num-
bering) adopts a well defined e/@ fold. The backbone r.m.s.d. calculated on
this fragment with respect to the mean coordinate yields 1.0 A. The three-
dimensional structure of the region between residues 17 and 101 is con-
stituted of three a-helices, H1 (residues 17-37), H2 (residues 47-54),
and H3 (residues 58 —76), and three B-strands, S1 (residues 44 —46), 52
(residues 81— 88), and S3 (residues 92-99), organized into a H1-S1-H2-
H3-52-5S3 topology (Fig. 2). Thus, the amino-terminal half of the
domain is mainly a-helical, whereas the carboxyl-terminal half is com-
posed of two large B-strands arranged in a twisted anti-parallel B-sheet.

The helices form a three-helix bundle. They are amphipathic, and
their hydrophobic core is constituted by Met-20, Val-21, Tle-24, Ile-25,
Val-27, and Leu-28 (H1), Val-50, Leu-54 (H2), and Trp-67, Ala-70, Val-
71, Leu-74 (H3). The three-stranded B-sheet is packed onto the three-
helix bundle. The «/f interface is mainly hydrophobic. It is constituted
by Leu-28 (H1), lle-47 and Val-50 (H2), Trp-67 and Val-71 (H3), which
contact the hydrophobic face of the three-stranded B-sheet composed
of Met-45 (S1), Val-81 (52), and Trp-96, Trp-98 (53). This interface also
involves a hydrogen bond network between the backbone of Leu-28
(H1), the side chain of Asn-32 (H1), the side chain of Trp-98 (S3), and
the backbone of Arg-80 (52).

The a/B Structure of MANI Corresponds to a Winged Helix
Domain—The three-dimensional structure of the fragment between
residues 17 and 101 of MAN1C* was submitted to the DALI server. Its
structure is close to the three-dimensional structure of numerous proteins
belonging to the winged helix superfamily as defined by SCOP. Winged
helix domains are mainly used for DNA recognition (32). The winged helix
domain of MANL is structurally similar to several DNA binding domains

MANI1-1UST
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A)

FIGURE 4. Electrostatic properties at the surface of the MAN1 WH domain. A, surface representation of the electrostatic potential at the surface of the MANT WH domain (from
positively charged, in blue, to negatively charged, in red). B, schematic representation of the backbone (in gray) and the positively charged side chains (in blue) of the MAN1T WH

domain.

A)

MANICA

MANI1CA R60A-

A K64A-K A
K61A-K62A MANICA K64A-K65A MANICA R69A

Peptide-DNA

FIGURE 5. Comparative DNA binding of complexes

MAN1C* and MAN1C® to DNA. A increasing
concentrations of MAN1CA wild-type and mutant
peptides were incubated with a 211-bp DNA frag-
ment at a concentration of 18 nmin 50 mm NaCl:
10-fold (lanes 2, 6, 10, and 14), 20-fold (lanes 3, 7,
11, and 15), 40-fold (lanes 4, 8, 12, and 16), and
80-fold (lanes 5, 9, 13, and 17) molar excess of
MAN1CA (655-775). Lane 1 indicates the mobility
of naked DNA. B, increasing concentrations of
MAN1C® wild-type and mutant peptides were
incubated with a 211-bp DNA fragment at a con-
centration of 18 nmin 50 mm NaCl: 5-fold (lanes 2,6,
10, and 14), 10-fold (lanes 3,7, 11, and 15), 20-fold
(lanes 4, 8, 12, and 16), and 40-fold (lanes 5, 9, 13,
and 17) molar excess of MAN1C8 (658-910). Lane 1
indicates the mobility of naked DNA.

211bp —>

B)

Peptide-DNA
complexes

211bp —>

MANICB

17

10 11 12 13 14 15 16

MANIC® R60A-K61A- i
) K -K65.
K62A MANICB K64A-K65A

——

MANICE R69A

8

belonging to transcription factors (PDB code 10KR, Z-score 4.0, sequence
identity 5%, Fig. 34; 1P4X, Z-score 3.8, sequence identity 9%) and to histone
H5 (1HST, Z-score 3.5, sequence identity 9%). However, recently winged
helix domains were also described as protein-RNA (19, 33, 34) and protein-
protein (4, 35) interaction modules. The MAN1 winged helix domain isalso
structurally similar to a protein-protein interaction module belonging to
the ESCTR-II endosomal trafficking complex (1U5T; Z-score 4.0, sequence
identity 5%, Fig. 3B). In this structure, contacts between different winged
helices are mediated on one side by the concave surface formed by helices
H2, H3, and B-sheet $2-S3 and on the other side by the loop connecting H3
to S2.
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Both the Winged Helix Domain and the Entire Carboxyl-terminal
Nucleoplasmic Region of MANI Interact with DNA—Calculation of the
electrostatic potential at the surface of the MAN1 winged helix domain
shows that the amino-terminal region of H3 and the tip of the B-sheet
are mainly positively charged (Fig. 4). In particular, the sequence
RKKMKKVWDR found in H3, which corresponds to the recognition
helix in known complexes of winged helix domains with DNA (32),
presents 6 positively charged residues (Fig. 4B). We tested the impor-
tance of these 6 residues for the binding of MAN1C* and MAN1C” to
DNA by gel shift retardation assay. Therefore, we produced three types
of mutants R60A/K61A/K62A, K64A/K65A, and R69A of the recogni-
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MAN1 HDRK ]

Mecl-DNA (1SAX) SPXTIRELITH

Blal-DNA (1XSD) K1 LITRILY]

DP from E2F-DP-DNA (1CF7) SAY| IR LNV

E2F from E2F-DP-DNA {1CF7) TNVLEG
Elk-1-DNA (1DUX) SAP-1-DNA (1BC8)  NMNYBELS AL v|v
RTP-DNA (1F4K) VYRSLELLDD
HSF-DNA (3HTS) FASE

Excisionase-DNA (1RHE) LESV R

PhoB-DNA (1GXP) IDRTVDVEIRREREALE

B)

FIGURE 6. Modeling the complex between the WH domain of MAN1 and DNA.
A, structural alignment of a-helices H3 of winged helix domains binding to B-DNA (PDB
code isindicated in parentheses). Black boxes indicate the limits of H3 sequences. Under-
lined residues contact DNA through hydrogen bonds; residues in bold interact with bases.
The central arginine residue is boxed in a red square; on both sides of this arginine, blue
and orange boxes surround hydrophobic and hydrophilic residues, respectively. B, model
of the complex between the WH domain of MAN1 and DNA based on analysis of the
Mecl-DNA complex (15AX).

tion helix H3. Interaction with a 211-base pair linear DNA fragment was
tested by electrophoresis in a 5% polyacrylamide gel. Fig. 5 shows that
the DNA forms complexes with wild-type proteins as demonstrated by
delayed migration compared with naked DNA (Fig. 5, A and B, lanes
2-5). The apparent affinities of the two peptides for DNA are 150 = 13
nM for MAN1C* and 50 + 18 nM for MAN1CP. The appearance of
discrete bands with MAN1CP as well as the higher affinity of MAN1C®
for DNA suggests that the second domain may play a role in the stability
of the complex. Consistently, for all mutants of MAN1C* a complete
loss of DNA binding is observed (Fig. 54, lanes 6-17), whereas the
mutant of MAN1C®, which exhibits a single mutation, R69A, shows
only a 10-fold decrease of affinity for DNA (Fig. 5B, lanes 14-17). Yet the
two mutants (R60A,K61A K62A and K64A,K65A) of MAN1CP? present
a complete loss of DNA binding (Fig. 5B, lanes 6-13). Thus, several
positively charged residues of the recognition helix H3 are involved in
the binding of the carboxyl-terminal region of MAN1 to DNA. The
poorly structured UHM domain also contributes to the affinity of
MANTI for DNA.

JUNE 30, 2006+ VOLUME 281+« NUMBER 26

MANT1 Carboxyl-terminal Structure

Modeling of the Complex of MANI Winged Helix Domain with DNA—
Nine crystal structures of winged helix domains in complex with B-DNA
are available. We analyzed these structures to get insight into the struc-
tural determinants of the DNA recognition by the winged helix motif.
Fig. 6A shows the structural alignment of the recognition helix residues
in these complexes. Interestingly, the arginine residue that makes mul-
tiple hydrogen bonds with a guanine base is roughly at the center of helix
H3. This residue is flanked on both sides by hydrophobic residues.
Before and after these two hydrophobic regions, several hydrophilic
residues of the H3 helix make contacts with DNA. The MAN1 sequence
presents all these characteristics: a central Arg-69, flanked by two
hydrophobic regions (Val-66-Trp-67 and Ala-70-Val-71) with hydro-
philic residues on both sides. To construct a structural model of the com-
plex between the MAN1 winged helix domain and DNA, we selected the
MecI-DNA complex (36) because of the high DALI score found for Mecl
(PDB code 10KR). Our domain was globally fitted onto the winged helix
structure of Mecl in complex with DNA using the DALI alignment, and
Arg-69 of MAN1 was adjusted to Arg-51 of Mecl. In such a model, the
winged helix domain of MAN1 is in close contact with the DNA fragment
(Fig. 6B8). In particular, the side chain of Arg-69 interacts with the Gua0 (our
DNA reference point) by two H-bonds. Moreover, at the beginning of helix
H3, Lys-62 and Lys-65 form a salt bridge with the backbone phosphates at
Ade+2 and Ade+3, respectively. Therefore, in this complex, 1 residue of
each of 3 mutated segments of MANI interacts with DNA. Finally, as in
other complexes of winged helix domains with DNA, the wing1 (the turn
between B2 and B3) of the winged helix of MAN1 makes contact with the
minor groove: Phe-93 at the tip of the B-sheet is positioned in this groove.
Thus, the calculated model is consistent with our experimental data as well
as with the published structures of winged helix transcription factors bound
to DNA.

DISCUSSION

The Carboxyl-terminal Nucleoplasmic Region of MAN1 Contains a
Well Folded Winged Helix Domain but Does Not Show the Predicted
Stable UHM Domain—NMR analysis of the solution structure of the
carboxyl-terminal nucleoplasmic region of MAN1 showed that this
region is composed of a DNA binding winged helix domain followed by
a poorly stable/folded peptide fragment. Superimposition of the one-
dimensional *H NMR spectra of MAN1C* and MAN1C® shows that
the two spectra are similar (data not shown). The low contribution of
the second putative UHM domain to the one-dimensional "H NMR
spectrum of MAN1C? indicates that this domain is not completely dis-
ordered. Gel filtration experiments carried out on MAN1C® do not
suggest extensive oligomerization or aggregation of this fragment,
which could be responsible for the lack of NMR signal. More likely, this
lack of signal could be a consequence of a partial unfolding or confor-
mational exchange process. However, the carboxyl-terminal nucleo-
plasmic region of MANT is at least partially functional in the conditions
used in this study, as it is capable of binding to the MH2 domain of
Smad2 and Smad3 (data not shown). Within the three structurally char-
acterized UHM domains, two of them (from proteins U2AF*® (37) and
U2AF® (38)) are in complex with a peptide ligand. Furthermore, the
UHM domain of U2AF* adapts its stable three-dimensional structure
upon binding to its ligand (39). The third domain, belonging to the
protein TgDRE (40), was characterized alone and was rapidly aggregat-
ing.® Similarly, we suggest that the folding and the stability of the UHM
domain of MAN1 depend upon binding to a yet unknown biological
partner.

€ K. Frénal, personal communication.
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The consequence of the unusual behavior of the predicted UHM
domain is that most winged helix peaks can be easily identified in the
HSQC spectrum of the entire carboxyl-terminal region of MANI.
Essentially no chemical shift perturbations were found between the
spectrum of the winged helix domain alone and the spectrum of the
winged helix domain within the entire carboxyl-terminal region. This
suggests that there is no extensive contact between the winged helix and
the predicted UHM domains of MAN1.

The Carboxyl-terminal Nucleoplasmic Region of MAN1 Binds to Both
DNA and R-Smads—We carried out gel retardation assays using a 211-
base pair linear DNA fragment and increasing quantities of either
MANI1C* or MAN1CP, Clearly, both domains bind to DNA. The rec-
ognition helix H3 of the winged helix domain is critical for this binding,
as it is in other published winged helix domain-DNA complexes. The
apparent affinity for DNA is only 3-fold higher for MAN1C® as com-
pared with MAN1C?*, showing that the contribution of the poorly
folded MAN1CP region to DNA binding is not essential.

MANI1CP also shows a significant affinity for the MH2 domain of
R-Smads (8, 9). MAN1C*, which spans from amino acids 655 to 775
of MAN1 or the predicted UHM domain alone (amino acids 776 —
910 of MANI1) are not sufficient for R-Smad binding. However, the
region from amino acid 730 to amino acid 910 of MAN]1, comprising the
B2- and B3-strands of the winged helix domain, the linker between this
domain and the putative UHM domain, and the UHM domain itself,
binds to Smad2 and Smad3 (9). Interestingly, it has been shown that
several homeodomain and winged helix transcription factors recruit
activated Smad2 to distinct promoter elements through an interaction
between the MH2 domain of Smad2 and a common Smad binding motif
(41). This motif is located after the DNA binding domain of these tran-
scription factors and comprises the following sequence consensus,
PPNKT/SI/VX;hX,-h, where h is a hydrophobic residue (42). In the
case of MANT1, an analogous MH2 binding motif is found within the
linker, between Pro-777 and Leu-785, 2 residues after MAN1C* and a
few residues before the first -strand of the putative UHM domain. This
motif PPNSLTX,L could participate to the MAN1-Smad? interaction.
Such a hypothesis is consistent with the reported unfolded structure of
several free MH2 binding ligands. More generally, as both the two last
B-strands of the winged helix domain or the linker region and the puta-
tive UHM domain are necessary and sufficient for R-Smad binding and
as these regions are essentially distinct from those suggested as critical
for DNA binding, i.e. the recognition helix and the tip of the B-hairpin
(Fig. 6B), we propose that MAN1C? can bind simultaneously to DNA
and the MH2 domain of R-Smads.

CONCLUSIONS

In the nucleus, Smads bind to transcriptional coactivators and
promoter regions and play a role in the transcription of numerous
genes regulated by transforming growth factor-p superfamily mem-
bers (43). The MH1 domain of Smads interacts with DNA. However,
the affinity of Smads for DNA is relatively low, and Smads require
other sequence-specific binding factors to bind efficiently to the
promoters of certain responsive genes (44). The MH2 domain of
Smads interacts with several such factors, which include a plethora
of non-homologous proteins including FoxH1, Mixer, TGIF, CBP,
AML1, Ski, and SIP1 (43). MAN1C* adopts a three-dimensional
structural motif found in several of these proteins and binds to DNA
with an apparent affinity of 1077 M through its helix H3. This same
helix mediates interaction with DNA in classical DNA binding
winged helix domains. Furthermore, it was recently proposed that
several Smad-associated proteins share a common MH2 binding

18214 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

motif (41). This motit is partially found in MAN1 25 amino acid
residues after the carboxyl terminus of the winged helix domain at
the amino terminus of the putative UHM domain. If MAN1 uses this
motif to interact with R-Smads, then it can be predicted that the
highly homologous human LEM?2 protein, which shares the LEM
domain, the two transmembrane segments, and the winged helix
domain with MAN1 but lacks the linker and putative UHM regions,
does not act as an antagonist of the Smad-mediated signaling path-
ways activated by bone morphogenetic protein, transforming growth
factor-B, or activin. Gotzmann and co-workers (30) recently reported
that, consistently, they have not been able to detect antagonism of
R-Smad-mediated signaling activity by LEM2. As LEM2 exhibits a
highly positively charged helix H3 completely similar to MAN1 helix
H3 in its winged helix domain, it could potentially regulate MAN1
DNA binding by interacting with the same specific DNA sequences.
Finally, MAN1C® binds to other transcriptional regulators such as
GCL and Btf (17). A competition between the different transcription
regulators associated to MANT1 might also play a role in the complex
regulation of the transcription of genes potentially targeted by the
winged helix domain of MANI.
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B. Lettre to the Editor:*H, **C and°N resonance assignments of the region
655-775 of human MAN1
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Letter to the Editor

NMR assignment of region 655-775 of human MANI
DOT 10.1007/5 108 58-005-2628-9

MANI is a 911 residue vertebrate protein anchored at the inner nuclear membrane. Heterozygous
loss-of-function mutations in MANI1 cause syndromes characterized by increased bone density in humans.
We here focus on the C-terminal nucleoplasmic region of MANI1, which binds to BAF, to the transcription
regulators GCL and Btf, and is responsible for the inhibition of the Smad signalling pathway by interacting
with R-Smad proteins ( Lin et al., 2005). This region comprises a first domain of unknown fold that we have
assigned using heteronuclear NMR on C. *N-labeled MANI (655-775). and a second domain (776-911)
predicted to be an UHM (RRM-like protein domain). On the basis of the assignment ol the first domain,
we aim at solving the 3D structure of this domain, and map the interaction site with the second domain, in
order to model the 3D structure of the whole C-terminal nucleoplasmic region.

Residues corresponding to region 655-761 of MANI were almost all identified: 91% of the backbone
chemicals shifts and for the side chains. 82% of the aliphatic and 62% of the aromatic 'H-"*C nuclei were
assigned. BMRB deposits with Accession No. 6919,
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Letter to the Editor: 'H, *C and N resonance assignments of the region 655-775 of the human MANI1

Sandrine Caputo®, Lin Feng®, Bernard Gilquin®, Howard J. Worman®, Sophie Zinn-Justin® and Jogl Couprie®,
*Département d’Ingénierie et d'Etudes des Protéines, CEA Saclay, 91191 Gif-sur-Yvette, France ; "Departments of
Medicine and of Anatomy and Cell Biology, College of Physicians and Surgeons, Columbia University, New York,
NY 10032, U.S.A.

Biological context

MANT is a 911 residue vertebrate protein anchored at the inner nuclear membrane. It was first identified using
antibodies from a patient with a collagen vascular disease (Lin et al., 2000). Heterozygous loss-of-function
mutations in MANI cause syndromes characterized by increased bone density in humans (Hellemans et al., 2004).
MANI is part of a protein complex essential for chromatin organization and cell division (Wu et al., 2002;
Mansharamani et al., 2005). It also inhibits Smad signalling downstream of transforming growth factor B, (Pan et
al., 2005; Lin et al., 2005). Sequence analysis indicates that MANTI spans the inner nuclear membrane twice,
resulting in a protein with N- and C-terminal nucleoplasmic domains. At its N-terminus, MANT1 contains a LEM
domain that is present in several proteins including the inner nuclear membrane proteins LAP2 and Emerin (Lin et
al., 2000). This domain interacts with the DNA-binding Barrier-to-Autointegration Factor (BAF). The whole N-
terminal nucleoplasmic region of MAN]I also binds to the nuclear intermediate filaments lamin A and lamin B1 and
to Emerin. Thus, it mediates protein-protein interactions through contacts with the chromatin and the nuclear
lamina. It is also necessary for the inner nuclear envelope localisation of MAN1 (Wu et al., 2002). We here focus
on the C-terminal nucleoplasmic region of MANI, which binds to BAF, to the transcription regulators GCL and
Btf (Mansharamani et al., 2005), and is responsible for the inhibition of the Smad signalling pathway by interacting
with several R-Smad proteins (Pan et al., 2005: Lin et al., 2005). This region comprises a first domain (655-775) of
unknown fold that we have assigned using heteronuclear NMR, and a second domain (776-911) predicted to be an
RRM-like protein interaction domain named UHM. On the basis of the assignment of the first domain, we aim at
solving the 3D structure of this domain, and map the interaction site with the second domain, in order to model the
3D structure of the whole C-terminal nucleoplasmic region.

We report here the 'H, *N and C assignment of the region 655-775 of human MAN1.
Methods and experiments

The region 655-775 of MANT1 was overexpressed in E. coli strain BL21 DE3 pLys S transformed with plasmid
pPGEX-4T-1 (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) that encodes glutathione-S-transferase (GST), a thrombin
cleavage site and our MAN1 domain. It was purified using Glutathione Sepharose 4B (Amersham Pharmacia
Biotech, Inc.) and cleaved using thrombin protease. Because of the cloning strategy, the peptide resulting from the
cleavage comprises additional residues from 1 to 5, MANI residues from 6 to 126 and again additional residues
from 127 to 133. Uniformly labeled "N protein was produced in minimum medium M9 containing 1 gI' of
(“NH:),80: (Bochringer) as the nitrogen source. Uniformly labeled *C/ N protein was produced in a rich
medium prepared from uniformly labeled “C/*N Spirulina maxima cyanobacteria. The resulting protein was
characterised by electrospray ionization mass spectroscopy and N-terminus sequencing. NMR samples (about
0,8mM) were prepared in Phosphate 50mM buffer pH 6.0 containing 150mM NaCl in either 90% H,0/10% D,0 or
in 100% D,0, ImM EDTA, a protease inhibitor cocktail (SIGMA), 1 mM TCEP, and 1mM NalNi. 3-
(trimethylsily1)[2.2.3,3-"H.] propionate (TSP) was added as a chemical shift reference. *C and N chemical shifts
were referenced indirectly to TSP, using the absolute frequency ratios. All experiments were performed at 30°C on
Bruker DRX-600 or DRX-900 spectrometers equipped with triple-resonance probes. Sequential backbone
resonance assignments were achieved using the following experiments: “N-'H HSQC, HNCO, HNCA,
HN(CO)CA, CBCA(CONH, HNCACB. CBCACOHA. HNHA, (HCA)CO(CAN)NH. 'H-"N nOe
measurements were carried out in order to characterise the backbone dynamics. Side chain assignments were
obtained using HBHA(CO)NH, HCCH-TOCSY, HCCH-COSY and “C-HSQC NOESY experiments. All spectra
were processed with the programs Xwinnnw (Bruker) or NMRPipe (Delaglio et al., 1995) and analysed with Felix
(Molecular Simulations).

8C



Analyse de la région C-terminale nucléoplasmique de MA1 humaine- |l. Caractérisation structurale de la région C-teaten

[-1110

1T

™ Chemien Ehifpem)

1210

EEFEL]

HI4 Chemizal Shit (ppmy

Figure 1. "H"-P"N HSQC spectrum of the region 655-775 of human MANT.

Extend of assignments and data deposition

Figure 1 shows the "N-"H HSQC spectrum of the 133 residue peptide containing the region 655-775 of
MANI. 132 backbone cross-peaks are observed while only 125 (133 minus 8 prolines) were expected from the
amino acid sequence. Backbone and side chain assignments and 3D "N HSQC-NOESY patterns revealed that 3
spin systems are splitted in two ($102, A103, $104). 31 backbone "N-"HN cross-peaks were not assigned. '"H—"N
n0Oe measurements show that these cross-peaks mainly correspond to unfolded residues. Most of them are located
in the C-terminal region.

Finally, residues 6 to 112 corresponding to region 655-761 of MANI were almost all identified: in the
backbone, 88% of NH and N, 90% of ¥C . 91% of 'H and 94% of ®CO chemicals shifts were assigned: in the
side chains, 82 % of the aliphatic and 62% of the aromatic 'H-"’C nuclei were assigned. Determination of the
peptide topology showed that the non assigned backbone nuclei correspond to 3 residues in the N-terminal helix
and 3 residues in a loop. Non assigned side-chain nuclei belonging to backbone assigned residues mainly
correspond to 11 long side chains.

The 'H, C and N chemical shifts of the region 655-761 of human MAN]1 have been deposited in the
BioMagResBank (http://bmrb.wise.edu) under accession number 6919.
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3. Résultats complémentaires non publiés

A. La conservation en séquence de la région C-terminale de MAN1

Nous avons réalisé avec le logiciel MUSCLE (http://phylogenomics.berkeley.edu/cgi-

bin/muscle/input_muscle.py) un alignement de toutes les séquences disponibles du domaine WH de

MANL1 et de LEM2 qui ne contient pas le domaine UHM (voir figure 12 p 28)si qu’un
alignement des séquences du domaine UHM de MAR d’analyser la conservation de ces
séquenceau cours de I’évolution (figure 38 et 39). Dans toutes ces séquences, on retrouve le
domaine LEM, suivi d’une région N-terminale plus ou moins longue, deux passages
transmembranaires, un domaine WH, et un domaine prédit comme UHM uniquement pour les
protéines MANL1. Les différentes séquences de MANL1 disponibles vont duigueusi’homme
alors que pour les séquences de LEM2, on peut remonter jusqu’a la levure.

Nous avons aussi réalisé un alignement avec les séquences disponibles du domaine UHM.
Nous avons réuni des séquences allant de la drosophile a I’lhomme. Le domaine UHM est trés bien
conserveé au cours du temps : on peut calculer une identité de séquence moyenne par résidu de 75%
et les résidus sont trés conservés au cours de 1’évolution (60%). Le fragment 655-775 de MAN1 a
une identité de séquence moyenne par résidu de 65% mais seulement 17 résidus sur 91 (19%)
présentent une grande conservation de la séquence. Les résidus les plus conservés du domaine Wi
correspondent principalemeatdes résidus du coeur hydrophobe (7 résidus), trois résidus ont un
réle structural, les derniers sont dans des boucles ou exposés au solvant (figure 39). Parmi ces
résidus conservés, trois appartiertn 1’hélice de reconnaissance H3 de notre motif WH mais ils

ne sont pas impliqués dans I’interaction avec I’ADN.
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RKKARIEELVTQTMEKLKEFQKIKSMSDPKE--—————-— NA-YLSIVQLRDIFLSD---—-——-—-----— IVDLKYKNQLWSEVVKYLEHNNS-NIKSNLTEI-RGEIMKCWEWIGP
QGEQIIEKLVKEAIDKLKDVKKNKGE--————————-—— EP-FLTTVQLRATLLSD---—-—-————-—-— IPNIKEQNNLWAQTKEKIMKEQSENIELYLLEE-NGEIMTCWEWKE-
VVKHGVSVCVSHCIAKLOKTKLKSLTDEFSV------—- NP-RVEVVQLRSDCFVSGVADDKGLFELVHLPLSIQLEIWEKVVSVLEGMVSVKVWDSERLA----KNRAWEWIGV
IVAKYLPSASRFCVESLKRQKANYQMSRSQ--—————-— EP-VIPLIEMHDILFHG----- NGPLEQIHMTKATARTLWEAIVERVEQVGS--VRTRESEV-DGEWTRVWEWVGT
IARRIKTYLHDYKVDMLQVAKPGDAKLPG--—-—————-— FA-AVTLVQLRDLFLAS----—-———————-— YPRVIRLILWKKVLKNIHSDS--RITITSSIDLTGRIAEFAVWNGL
EELLAIEHNCKKSLKILQQRTQFE-—---—-=—=—=—————— DP-WISELILKDEVMGS---—-—-——-——-—-—---— NNDKKSNLIWEKTLEKISS--NVRVLCTVKLI-HGESQKTLEWTDS
LEETKLYELIDRITELIKESSADG---—-———————-—--— DP-YVSQPHVRDVMFPP--—————-—-—-—-—— SKRRSAEMNRWEQAVKFIDTNES-RVATDVIVLPSGNECAVWKWIGN
-EEAKLYELIERITELIRESSIDG-----—-=-—-—————-— DP-YVSQPHVRDVLFPP-—-—————-—-—-—-—— AKRRSAELARWEQAVKFIDTNES-RVATDVLVLPSGNECAVWKWIG-
CEFSRRVEELYDQVCDFLEENAVASNSAETSN-—----— CEP-WVIASWLRDYLLLP---—----—-—-————-— RERRDPLLWTKVEELIKE-DS-RIDRYEKLL-KGEKKVVWEWQVE
EERLHMARKIMKDIADVLVRQIYVSTRNAS--—-————-- FPSYVYIEQLKDCFGV---=-===———————————— DKRVWREVESMILAN-S-NIRESCVEG----- RRAWEWVGP
QEKYRAEELVQVALKRLODQEQLHYTDPVITN-—----— PQP-FIPRDQLRDLVMPH--—-————-—-—-——— TGSTASRLRLWARVLDMVERNA--NVAVRDQEL-KGEIWKTWEWAGV
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SDLARVPELVATTLDRLAAQAALHARGHAH------—- EP-YISIGQLRDDVLRS-—-—-———-—-—-—-—--— ELRGNRREEIWKRVRNVVEGN-A-NIRAAVREGRGGDVARVWEWVGG
AVARQIPGLVDQVLDRLALOKEIAFESEGDD---—-—--- DA-FLFLPNLRDDVLRS---—-—-—-—-—-—-—--— VHRLAERERVWKKVAAVVEQNS--NVRTGQRESSSGEIARAWEWIGP
ATKAQVPRLVDMVLERLAAQKELAYDTGED------—- DP-FLEFLPNLRDDVLRE---——-—-—--—---— KHSLAERERIWQRVRTVVEQNS--NVRQGOREGRDGEVGRAWEWIGP
ATKAQVPALVDIVLERLANQKELGEEGID-----—-—-—- DP-WLFLPNLRDDVLRN---—-—-——————— IHSLSERERIWQRVRAVVEQNS--NVRTSQREGRSGEVGRAWEWIGP
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Figure 38 : Alignement de la région C-terminale de MAN1 et LEM2 de toutes les séquences connues des résidus 655 a 775.
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Figure 39 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la région 655-775 de MANZe
code couleur indique le degré de conservation du bleu foncé pour les résidus les plus conservés au
rouge pour les résidus les moins conserves.

Les résidus conservés, dans des boucles ou exposés au solvant sont au nombre de sept
(His49, Arg51, Asp52, Glu78, Ser79, Arg80 et Arg97) et représentent deux surfaces bien
distinctes. La surface impliquant Glu78, Ser79, Arg80 a été proposée comme surface
d’interaction de la protéine BAF mais cela n’a pas encore été prouvé (Mansharamani and
Wilson, 2005) Aujourd’hui, aucune interaction impliquant MANI et un de ses partenaires n’a

été décrite en faisant intervenir ces différentes surfaces.

B. Modélisation du domaine UHM

Nous avons réalisé un modéle du dora UHM de MANT a partir d’un alignement
des séquences des domaines UHM de différentes protéines (Kielkopf et al.,[28@dyse
de ce modele confirme que MANL1 ne posséde pas les résidus aromatiques des motifs RNP en
général impliqués dars reconnaissance de I’ARN, mais possede des insertions de séquence
dans la premiére hélice et un motif conservé Arg-X-Phe (ou X est un acide aminé) dans la
boucle entre la deuxieme hélice et le dernier brin du repliement (figure 40). Ce derifier mot
est essentiel pour la liaison du domaine UHM de U2AFson partenaire protéique UZRF

par exemple.
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Figure 40: Modéle du domaine UHM de MANTI réalisé a partir d’un alignement de la littérature
(Kielkopf et al., 2004)Sur cette représentation, la premiére hélice est représentée en jaune, la
deuxieme en cyan, les RNP-like en orange et le motif conservé en rose.

C. Essais de cristallogenese

En parallelede I’étude RMN, des essais de cristallogenése ont été réalisés sur
MAN1C®. La premiére étape consiste & déterminer la concentration appropriée des
échantillons pour la cristallisatiofiln crible matriciel permet d’étudier la solubilité de la
protéine en fonction de 9 agents précipitants, a des pH différents (Stura et al., 1994). Les
agents precipitants utilisées sont 3 sels (sutfatmmonium, phosphate et citrate), et 6 PEG
de poids moléculaire allant de 600Da a 10000Da. Dans chaque condition (12 au total), 4
concentrationsl’agents précipitants sont testées pour identifier les agents précipitants ayant
un réel effet sur la solubilité de MANL, c'esthide ceux qui permettent de passer de 1’état
soluble a un précipité en variant faiblement la concentration en agent précipitant. Dans ce ca
des gouttes assises de 1ul de protéines sont mélavgéasl d’agent précipitant.

Enfin, des essais de cristallogenése ontr&tkisés au robot d’Orsay avec 3 cribles
différents (Classics, MbClass, MbClassll, Nextal) de 96 puits chacun sur deux concentrations
en protéine : 8mg/ml et 16 mg/ml. Dans ce cas, les gouttes assises contienmede 0,1
protéine et 0,4l d’agent précipitant. Le nombre important de conditions de cristallisation
permet de mettre en évidence les conditions les plus favorables pour la cristallisation de
MAN1CEB. Quelques pistest en cours d’exploitation mais pour I’instant, nous n’avons pas

observé la présence de cristaux de protéines.

D. Modélisation du complexe MAN1/R-Smads

MAN1 a été décrite comme interagissant avec les protéines R-Shadsl’article
sur la caractérisation de tegion C-terminale de MAN1, nous awo#mis 1’hypothése que
I’interaction entre MAN1 et Smads pouvait se faire par I’intermédiaire d’un motif P-P-N-S-L-
T-X,-L présent dans le linker de la région C-terminale de MAN1, deux résidus aprées

MAN1C" et quelques résidus avant le premier brin du domaine UHM (Caputo et al., 2006a).
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Ce modele n’implique par I’hélice de reconnaissance H3 et est donc compatible avec un
complexe ternaire entre MAN1/R-Smads/ADN

Une autre hypothese a aussi été envisagée au labor8taifa.base de 1’interaction
entre le domaine MH2 des protéines R-Smads et un peptide de la protéine SARA (Smad
anchor for receptor activation), nous avons réalisé un modéle du complexe NANZ
SARA est une protéine ancrée a la membrane cytoplasmique, qui interagit avec certaines
protéines R-Smads a travers leur domaine MH2 et cette interaction est régulée/dissociée par la
phosphorylation des R-Smads (Tsukazaki et al., 1998). Des expériences de co-
immunoprécipitation avec le domaine MH2 des R-Smads et différents mutants de SARA ont
permis d’identifier un peptide de 85 résidus (SBD : Smad Binding Domain) nécessaire a
I’interaction SARA/R-Smads. 1équipe d’Y. Shi a résolu par cristallographie la structure
tridimensionnelle du complexe entre le domaine MH2 de Smad2 et un peptide de 57 résidus
de SARAsuUfisant pour I’interaction (Wu et al., 2000). Ce peptide adopte une conformation
flexible qui est stabilisée par la liaison a Smad2.

Nous avons donc aligné le linker de la région C-terminale de MAN1, contenant 31
résidus, avec une partie de ce peptide de SARA. Ensuite, nous avons réalisé un modéle de la

région C-terminale de MAN1 avec le domaine MH2 de Smad2 (figure 41).

Hélice H3

‘ Domaine MH2
£~ de Smad2
KJ 7 "" \ i \ \ =

Figure 41 : Modeéle du complexe entre la région C-terminale de MAN1 et le domaine MH2 de
Smad2.Sur cette représentation, le domaine WH est représenté en vert, le domaine UHM en rose, le
linker de la région C-terminale de MAN1 entre le domaine WH et le domaine UHM en rouge et le
domaine MH2 de Smad?2 en jaune.
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Dans ce modele aussin voit que I’hélice de reconnaissance de I’ADN du WH est
accessible a ’ADN. En conséquemg I’hypothése de la formation d’un complexe ternaire

MANZ1/ADN/ R-Smads reste possible dans ce cas.

E. Essais de production et de purification du domaine MH2 de Smad3

Afin d’identifier les résidus de MANI1 directement impliqués dans 1’interaction avec
les protéines FSmads, nous avons décidé d’utiliser la RMN. Cette technique permet
d’obtenir rapidement la région de liaison par le suivi des modificationsle I’environnement
chimique de chacun des résidus de la protéine marquée a 1’azote 15 lors du titrage avec &
partenaire non marqué. Cependant, elle nécessite 1’utilisation de milligrammes de protéines. Il
a donc fallu mettre au point les conditions de production et de purification du domaine MH2
d’une des protéines R-Smads humaines. Dans notre cas, il s’agit du domaine MH2 de Smad3
(MH2Smad3) dont le plasmide nous a été fourni par H.J. Worman.

Aprés surexpression de la protéine G8M2Smad3, nous avons reéalisé une
purification sur colonne d’affinit¢ GS4B (Glutathion Sepharose 4B, Amersham) en condition
standard puis une coupure a la thrombine sur colonne. Nous avions un faible rendement de
coupure et la protéine coupée ne s’¢luait pas. Dans la littérature, cette protéine était purifiée
en condition trés saline (1M NacCl) et en présence de détergent (NP-40 ou Triton Xih00) (L
et al., 2005). Nous avons repris ces conditions et réussi a €éluer la protéine de fusion GST-
MH2-Smad3 dans un tampon contenant 100 mM Glutathion, pH 8. Cette protéine deafusion
été ensuite clivée en solution avec de la thrombine. Afin de séparer la GST de notre protéine,
nous avons tenté plusieurs stratégies, notamment celle de rajouter MANZE sur la
protéine de fusion clivée et de réaliser une filtration sur gel mais dans aucun des cas nous
n’arrivions & récupérer le complexe MAN¥@®IH2-Smad3. Sur la base de I’interaction
MAN1CB-MH2Smad3, une autre stratégie a ensuite été exploitée : ajouter MANEE au
cours de la purification par affinité de GST-MH2Smad3 et tenter une coupure sur colonne a la
thrombine de cette fusion dont le domaine MH2Smad3 interagirait avec MAPLIE. Cette
expérience a permis d’obtenir le complexe mais pas dans des proportions équivalentes des
deux protéines et avec une perte au cours du temps du domaine MH2Smad3. Pour finir, une
derniere possibilité a été testée, réunir les cellules ayant surexprimées chacune de nos
protéines de fusion avant la purification. Dans ce cas la nous récupérons bien RpneC
mais pas MH2Smads3.

La structure tridimensionnelle du domaine MH2 des protéines R-Smad a été résolue
par cristallographie (Wu et al., 2001). Donc cette protéine a été produite pure et en grande

quantité. Une différence majeure entre la construction utilisée par les cristallographes et la
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noétre est la présence de 30 résidus supplémentaires non structurés en N-terminal de la
protéine qui doivent aider a la solubilisatieina la structuration de 1’ensemble du domaine
MH2Smad3.L’équipe de H.J. Worman a donc construit un vecteur d’expression codant pour

cette version longue du MH2 fusionnée a la GST pour la purification. Nous sommes
actuellement en train de tester la production et la purification de cette nouvelle version du
domaine MH2.
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Chapitre 3 : Caractérisation des interactions de la lamine
A/C et ses partenaires

l. Introduction

Pour aller plus loin dans la caractérisation structurale des interactions de 1’enveloppe
nucléaire avec les régulateurs de la transcription des genes, nous avons choisi de travailler sur
uneprotéine essentielle de I’enveloppe, la lamine de type A. Cette protéine filamentaire est au
centre d’un vaste réseau d’interactions impliquant en particulier sa région C-terminale dite
« queue » (résidus 390 a 464) et différents facteurs de transcription (figure 42A). Notre
objectif est de confirmer les interactions décrites dans la littérature et de cartographier les
surfaces d’interaction des différents facteurs de transcription sur la région C-terminale de la
lamine de type ACela afin d’identifier les surfaces fonctionnelles de cette région de la
lamine de type A, et de localiser les mutations pathologiques de la lamine de type A par
rapport aux sites d’interaction avec ses partenaires. Afin de répondre a ces différentes
questions, au cours de ma thgss commencé par exprimer et purifier différents fragments
de la région C-terminale des lamines de type A (figurB)42insi que de deux de ses
partenaires une protéine de 1’enveloppe nucléaire, 1’émerine et un facteur de transcription,
SREBPI. J’ai ensuite réalisé différentes expériences afin de confirmer les interactions entre

les lamines de type A et ces deux partenaires et afin de caractériser les interactions ainsi

validées.
pene (lamne C)

A) [ el

Téte Diomaine cantral Cheue (lamine A mahra)

f_._‘.ﬂ_ —— Y = h
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—] Te-fold
1 a5 84
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B)
Laraine C

Igfold
1 (L] ]

Lamine 411-553 (Ig fold Larmine 4/C)

Lamine 411-664 (Prélamine A)
Lamine 389-646 {Lamine A mature 389

Figure 42 : Schéma représentant la lamine A/C, en Aps régions d’interactions avec ses différents
partenaires (Zastrow et al., 2004) ainsi qu’en B) les fragments de lamine A ou C utilisés dans n
études.

En parallele, le laboratoire collabore avec différentes équipes de médecins afin
d’apporter une analyse structurale des mutants de la lamine de type A trouvés chez les
patients. J’ai participé a la caractérisation du mutant R439C des lamines de type A identifié
par I’équipe cesPr P.M. Steijlen et F.C.S. Ramaekitshopital de Maastricht.

[l. Interaction de la partie « queue » des lamines A/C avec ses partenaires.

1. Analyse de séquence du domaine de type immunoglobuline

En premier lieu, nous avons réalisé un alignement des séquences du domaine de type
immunoglobuline (Ig fold) de toutes les lamines connues avec le logiciel MUSCLE

(http://phylogenomics.berkeley.edu/cgi-bin/muscle/input_muscle.py) (figure 43). Cela nous a

permis d’observer que ce domaine est trés bien conservé au courgwiéution dans les

lamines de type A et B. Notamment on observe que la surface ou sont localisées les mutations
responsables de la FPLD est aussi bien conservée chez les lamines de type A que chez les
lamines de type B alors que la surface définie par les mutations responsables de la progéria est
conservée uniquement chez les lamines de type A (figure 44). Cependant, on ignore quels

sont les partenaires des lamines reconnus par ces deux surfaces.
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SSFSQHARTSGRVAVEEVDEEGKEFVRLRNKS-NEDQSMGNWQIKRQON-GD-D-PL--LTYRFPPKFTLKAGQVVTIWAAGAG-ATHSPPTDLVWKAQNTWGCGNSLRTALINSTGEEVAMRKLVRSVTV
SSFSQHARTSGRVAVEEVDEEGKEFVRLRNKS -SEDQSMGNWQIKRON-GD-D-PL--LTYRFPPKFTLKAGQVVTIWAAGAG-ATHSPPTDLVWKAQNTWGCGNSLRTALINSTGEEVAMRKLVRSVTV
SSFSQHARTSGRVAVEEVDEEGKEFVRLRNKS -NEDQSMGNWQIKRON-GD-D-PL--MTYRFPPKFTLKAGQVVTIWASGAG-ATHSPPTDLVWKAQNTWGCGTSLRTALINATGEEVAMRKLVRSLTM
SSFSQHARTSGRVAVEEVDEEGKEFVRLRNKS-NEDQSMGNWQIRRON-GD-D-PL--MTYRFPPKFTLKAGQVVTIWASGAG-ATHSPPTDLVWKAQNTWGCGSSLRTALINSTGEEVAMRKLVRSLTM
TSFSHHARTSGRVGVEEVDLEGREFVRLRNKS-NEDQALGNWQVKRON-GD-D-PP--LTYRFPPKFTLKAGQAVTIWASGAG-ATHSPPSDVVWKAQSSWGSGDSLRTALINSNGEEVAMRKLVRTVII
TRIFQQASASGRVTVDEVDLEGKEFVRLNNKS-DODQOSLGHWQVKRQI-GS-G-TP--IVYKFPPKENLKAGQTVTIWAAGAG-GTHSPPSDLVWKTONSWGSGDLFQTTLISSSGEEMAMRKVTRTLEQ
SSFTQHARTTGKVSVEEVDPEGKYVRLRNKS-NEDQSLGNWQIKRQI-GD-E-TP--IVYKFPPRLTLKAGQTVTIWASGAG-ATNSPPSDLVWKAQSSWGTGDSIRTALLTSSNEEVAMRKLVRTVVI
VSISHSASATGNVCIEEIDVDGKEFIRLKNTS-EQDQPMGGWEMIRKI-GD-T-S---VSYKYTSRYVLKAGQTVTIWAANAG-VTASPPTDLIWKNQNSWGTGEDVKVILKNSQGEEVAQRSTVEFKTTI
VSISHSASATGNVCIEEIDVDGKEFIRLKNTS-EQDQPMGGWEMIRKI-GD-T-S---VSYKYTSRYVLKAGQTVTVWAANAG-VTASPPTDLIWKNQNSWGTGEDVKVVLKNSQGEEVAQRSTVEFKTTI
VSISHSASATGNVCIEEIDVDGKFIRLKNTS-EQDQPMGGWEMIRKI-GD-T-S---VSYKYTSRYVLKAGQTVTVWAANAG-VTASPPTDLIWKNQONSWGTGEDVKVILKNSQGEEVAQRSTVFKTTI
VSISHSASATGNISIEEIDVDGKFIRLKNTS-EQDQPMGGWEMIRKI-GD-T-SA---SYRYTSRYVLKAGQTVTIWAANAG-VTASPPTDLIWKNQNSWGTGEDVKVVLKNSQGEEVAQRSTVFKTTV
VSIAHSASATGNVSIDELDVDGKEFIRLHNNS-EQDQPMAGFQLTRTI-GE-V-TA---TYKFTAKYNLKAGQKVTIWASNAG-ISSNPPADLIWKNQPSWGTGENIKVALLSPAGEKVAVRSTVEFKTAV
VRIAHSASATGNICIDELDVDGKFMRLHNNS-EQDQPMAGFQLIQTV-GD-V-SA---VYKFTAKYTLKAGQKVTIWACDAG-VSSSPPADLIWKSQSSWGSGEDIKVLLLSPDGEEVAVRSTAFNTTV
VSIAHSASATGDVSIEEVDMEGKYIRLKNNS-EKDQPLGGWELTRTI-GE-A-S---VNFKFTSRYVLKAGQTVTIWAADAG-VTASPPSNLIWKNQONSWGTGEDVKATLKNSQGEEVAQRTTVYTTNI
LPPGPAGLGLGQRHIEEIDLEGKEVQLKNNS-DKDQSLGNWRIKRQV-LE-G-EE--IAYKFTPKYILRAGOMVTVWAAGAG-VAHSPPSTLVWKGQSSWGTGESFRTVLVNADGEEVAMRTVKKSSVM
RKRLEQASASGGVSIEEIDLEGRFVQLKNSS-DKDQSLGNWRIKRQV-LE-G-EE--IAYKFTPKYVLRAGQTVTVWAAGAG-VAHSPPSTLVWKTONSWGTGESFRTVLVNADGEEVAMRTVKQSSVV
GSRLAQTVATGVVNIDEVDPEGREFVRLKNSS-DKDQSLGNWRIKRQV-LE-G-ED--IAYKFTPKYVLRAGQTVTVWAAGAG-ATHSPPSTLVWKSQTNWGPGESFRTALVSADGEEVAVKAAKHSSVQ
FQMSQOASATGSISIEEIDLEGKYVQLKNNS-EKDQSLGNWRLKRQI-GD-G-EE--IAYKFTPKYVLRAGQTVTIWGADAG-VSHSPPSVLVWKNQGSWGTGGNIRTYLVNSDGEEVAVRTVTKSVVV
AQISQQOAEASGSVSIEEIDLEGKSVTLRNNS-DKDQSLGSWRLKRQI-GD-G-EE--IVYKFSPKFVLKAGQTVIVWSADAG-MSHSPPSDLLWKSQSSWGTGENILTLLVNSSGEDVAKRTVTKSVIE
QVVSQAAEATGSVSVEDIDLEGKSVTLRNNS-DKDQSLGSWRLKRQI-GD-E-EE--ITYKFSPKFVLKAGQTVTVWSARAG-VSHSPPSDLLWKSQSSWGTGEVIITTLVNSSGEEVAKRTVTKSVLG
FHLSQQASATGSISIEEIDLEGKYVHLKNNS-DKDQSLGNWRLKRKI-GE-E-EE--IVYKFTPKYVLKAGQSVKIYSADAG-VAHSPPSILVWKNQSSWGTGSNIRTYLVNTEEEEVAVRTVTKSVLR
SRLAQQTVATGVVNIDEVDPEGREFVRLKNSS-DKDQSLGNWRIKRQV-LE-G-ED--IAYKFTPKYVLRAGQTVTVWAAGAG-ATHSPPSTLVWKSQTNWGPGESFRTALVSADGEEVAVKAAKHSSVQ
FKTVQHASSSGKVSIEEIDADGNEFVRLKNNS-DEDQPLHGWVLRRHL-ES-V-SD--VAYKFPSQFTLOAGQVVTIWGAAAG-VSPG-PSDLVWKSQKSWGSGFNIGVTLITDEGEELAERKLMHVPRG
YRLSQHSSCRGPVSIEEVDLDGRYIKLKNAS-DRDQVVSGWQLRKSE-AE-A-PD--IVFCFPSPCVMNAGHMLTVWAAAAV-DQCGSASDLLLSTHQSWGSFADVRVSLLNIQNEEMAEYYVVQDKTE
NKLSQHSSSRGNLSIDEIDLDGRFIRIKNNS-DQDQSVGGWVLRKSE-AE-A-PD--VVFQIPSPCVLSAGQTLTVRAAGSV-MEQVPRGDLVLRTHETWGPFGEVRVSLLNPOQNEETAEFCLVCVQGK
YKVVQQOASSTGPVSVEDIDPEGNYVRLLNNT-EEDFSLHGWVVKRMH-MS-L-PE--IAFKLPCRFILKSSQRVTIWAAGAG-AVHSPPTDLVWKSQKTWGTGDNIKITLLDSTGEECAERTLYRVIGE
YKISQHSSSSGPVSVDELDLEGNEVKLRNNS-EEDQPLGGWMLKRNL-LS-V-SD--VVYKFPSREVLRSGQTVTIWASNTG-VSPNPPSDLVWKSETTWGTGDNIRIVLMNSNKEEIAERTLVRILRE
SSITQSATNSGVVAIVESDPEGKEFVKLHNNS-ETDQALGGWHLKRSA-DG-G-SE--QSYKFTSKYVLKAGQEVTVWASGSG-KSQSAPTDLVFKNTESWGTGDNVETTLVDASGEVMATRTVIKEVTT
SSVTQRPTNNGVVAIVESDPEGNEFVKLHNNS-DTDQALGGWHLKRSV-DG-G-SQ--QSYKFTAKYVLKAGQEVTVWASGSG-KSHSPPKDLVYKNVESWGTGDNVETSLLDASGEIMATRTVIKEVTT
ADYYVSASAKGNVEIKEIDPEGKFVRLEFNKG-SEEVAIGGWQLORLI-NE-KGPS--TTYKFHRSVRIEPNGVITVWSADTK-ASHEPPSSLVMKSQK-WVSADNTRTILLNSEGEAVANLDRIKRIVS
SDYYVSASARGNIEIKEIDPEGKEFVKIFNKG-NEEVAIGGWQLORIV-NESG-PS--NTYKFHRSVKIDANAFVTVWSVDSK-ASHEPPTNIVMKQOK-WITGDNTKTILLNTDGETVANLDRIKRIVS
SDYYVTATAKGNVEIKEIDPEGKEFVKLENKG-NEEVAIGGWQLORMVIES-G-SS--TIYKFNRSVKIDANAFVTVWSADTK-ATHEPPTNIVMKTQK-WIAGDNTKTILVNGDGETVANLDRIKRIIS
RRSKLNKETVGPVGIDEVDEEGKWVRVANNS-EEEQSIGGYKLVVKA-GN-K--E--ASFQFSSRMKLAPHASATVWSADAG-AVHHPPEVYVMKKQQO-WPIGDNPSARLEDSEGDTVSSITVEFSESS
ETVQQOSSTTTGLVAIIESDLKGNFIKLONAS-DODQALGGWNLKRQV-DN-G-DE--ISYKLSAKYILKAGKEVTIWSSGSG-HPQNAPSDLVFKSQKTWGTGKEVVSTLVDASGEVMATRTISTTSSS
YEYSTTDSSKGEVRVMECDPDGKEVKLSNTS-DKDIHIGTWQLKRIT-GD-K--E--ITYKFHRNIILKAGQHINVWSSDVKDVTHNPPSDLVMKNQK-WYSGESMKTILIDSEGEEVGERENFRQLRA
AMVTQSATASGFITIDEVDLEGKFVKLONTSAEKDMSMGGWLLKRTV-GG-G-EE--ISYKFPSRYVLKAGQSVTVWATEGG-VTHSPPSDLLFRGQASWGSGDDTKTLLVNDSGEEMATRSVTRVASS
EQPHVENNAIGSIEIAECDSDAKFVRLINNS-DKDEPLGGWSVQRIV-DG-K-DEQAVEYKFTPKFVLKGKQTVTIWSQNSG-VKQKPPTDFVLKQED-WSHGSSMTTSLINPDAEIVAKHTIALPTPP
STVITTTTAEGAIQIVESNPEGKFIKLEFNSG-DKDEPLGGWTIQRQV-GK-E-DP--IVYKFTPKYVLKGDSYVTIYSSDGG-GQHKPPAELLYKHLSSWGSGNEVRTALINASGEELAALTEEKIFEQ

Figure 43 : Alignement du domaine Ig fold de la région C-terminale des lamines de type A et B.
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Figure 44 : La représentation de la structure tridimensionnelle du domaine globulaire des

lamines révéle une surface chargée positivement hautement conservée dans les lamines de type A
et B (Verstraeten et al., 2008} ette région, colorée en bleu foncé, est affectée dans la FPLD (résidus
R482, K486 et G465). Sur la surface des mutations progéroides, les résidus M540 aussi bien que R527
et K542 sont conservés dans les lamines de type A (du poisson a I’homme) mais pas dans les lamines

de type B (mutations colorées en vert). Les résidus T528 et R471 (en italique) sont le plus souvent

conservés dans tous les types de lamine mais leur chaine latérale est enfouie et donc ne sont pas vus

sur la surface du domaine.

2. Caractérisation structurale en solution de la partie « queue ».

La structure tridimensionnelle du domaine globulaire de la partie « queue » de la
lamine de type A, comprenant les résidus 411 a 553, a été résolue au laboratoire par I. Krimm
(Krimm et al.,, 2002). La lamine A mature (411-646) comporte toutefois 93 résidus
supplémentaires dans sa partie C-terminale. Nous avons donc entrepris de déterminer si la
présence de ces résidus supplémentair@difiait d’'une fagon ou d’une autre la structure
tridimensionnelle du domaine globulaire. Nous nous sommes intéressés a cette partie
destructurée de la protéine car plusieurs études ont moritiée qest impliquée dans des
interactions avec différents partenaires comme SREBP1 (Lloyd et al., 2002; Sakaki et al.,
2001).

Afin de déterminer I’influence de ces 93 résidus supplémentaires, nous avons comparé
les spectre$H->N HSQC de la laminé 411-553 et de la lamind mature 411-646. Cette
méthode permead’observer les modifications des déplacements chimiques des résidus de la
lamine 411-553 qui seraient impliqués dans une interaction avec un ou plusieurs des résidus
supplémentaires de la lamine A mature (411-646).

La premiéere observation fait apparaitre la présence de 72 pics supplémentaires sur le
spectre'H->N HSQC de la lamine 411-646 qui correspondent & une grande partie des résidus
du fragment 554-646 (figure 45). Ces pics supplémentaires ont des déplacements chimiques
caractéristiques’dn peptide destructuré. De plus, 1’addition de 93 résidus en C-terminal di

fragment 411-553 de la lamine A induit des changements de déplacements chimiques
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significatifs (supérieur & écart type de I’ensemble des écarts de déplacements chimiques de

tous les résidus : 0,0168 ppmhun certain nombre de corrélations Hn-N correspondant au

fragment 411-553. Ces variations de

déplacements

chimiques,

définies

|a8|=|p8(*H)|+0,1*8(**N)|, indiquentun changement dans I’environnement chimique de

certains résidus et donc une interaction, dans la lamine 411-646, entre la partie globulaire

411-553 et les 93 résidus supplémentaires.
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Figure 45: Impact des 93 résidus C-terminaux de la lamine A matureSuperposition des spectres

'H-*N HSQC de la lamine A 411-553 (bleu) et de la lamine 411-646 (pourpre).

L’ensemble des variations de déplacements chimiques induites par la présence des 93

résidus (dont 3 prolines) est représenté sur la figure 46.
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Figure 46 : Ensemble des variations des déplacements chimiques des résidus 411-553 de la
lamine 411-646 par rapport aux résidus de la lamine 411-55Bigne rouge : 2 écart-types, ligne
jaune : écd-type.

Les résidus de la structure dont I’écart de déplacement chimique est supérieur a 0,0336
ppm (2 écart-types) ont été colorés en rouge sur la structure de la lamine 411-553 présentée
dans la figure 47 : Ser428, Ala434, Leu 543, Thr548, Val549, Val 550 et Asp552. Les résidus
dont la variation de déplacement chimique est supérieure a 0.0168 ppm (1 écart-type) ont été
colorés en jaune : Leud42l, Serd428, Ser431l, GIn432, Arg435, Ser437, Arg439, Val440,
Glud43, Val445, Glud4d7, Lys457, Leud79, Lys486, Thrd96, Ala516, Gly523, Ser525,
Leu526, Val538, Met540, Ser546 et Val547. Cette surface d’interaction concerne
principalement les résidus des régions N-terminale et C-terminale de la lamine 411-553
(figure 47). On en conclut que le domaine globulaire garde la méme structure
tridimensionnelle en présence de la partie C-terminale dépliée et que la partie déplige interag

peu avec ce domaine.
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Figure 47 : Surface d’interaction entre le domaine globulaire 411-553 et les résidus 554-646 de la
lamine 411-646Les résidus rouges correspondent aux résidus dont la variation de déplacement
chimique est supérieure a 2 écart-types, et les jaunes a ceux dont la variation de déplacement chimique
est supérieure a 1 écart-type.

Plusieurs interactions décrites entre la lamine A et ses différents partenaires semblent
impliquer cette région 554-646 (Lloyd et al., 2002; Sakaki et al., 2001). Cette région pourrait

se structurer au contact de partenaires.

3. Analyse de Pinteraction entre la lamine de type A et I’émerine

Afin de confirmer et d’approfondir les ¢tudes d’interaction de la lamine A/C avec
I’émerine, nous avons d’abord entrepris de vérifier I’interaction de nos domaines de lamine
A/C avec I’émerine, par une méthode biochimique (pulldown).

Pour cela, nous avons travaillé a obtenir des miliigties d’émerine sous forme
soluble dan€. coli, alors que les papiers décrivant I’interaction émerine-lamine sont basés
sur I’utilisation d’émerine se trouvant dans des extraits cellulaires ou d’émerine purifiée a
partir de corps d’inclusion obtenus chez E. coli. Aprés avoir réalisé des tests d’expression et

de purification sur différentes constructions (cf Chapitre 5 : Matériel et méthodes), nous avons

sélectionné la construction n°1 réalisée par Cecila Ostlund a Columbia University (NY).

A. Mise au point de conditions d’expression de I’émerine 1-187

Figure 48: Schéma représentant I’émerine et le fragment utilisé dans nos études
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a - Les constructions issues de la plate-forme

Les premiers essais d’expression de I’émerine humaine (1-187) avaient été réalisé

pendant mon DEA sur un plasmide fourni par H.J. Worman (figure 48). Cette protéine se

surexprimait tres peu ché&z coli dans des conditions standard d’expression (37°C pendant 3

h). De plus, la protéine surexprimée se trouvait essentiellement danspesi’énclusion.

Afin d’obtenir de la protéine soluble en quantité suffisante pour réaliser des expériences

RMN, plusieurs stratégies ont été utilisées.
Nous avons commencé par modifier le plasmide initial pour changer le site de clivage,

le partenaire de fusion et la position de ce dernier, en collaboration avec la plate-forme de

production de protéines recombinantes cBezoli du DIEP. Cela a permis d’obtenir une

forte surexpression de la protéine mais majoritairement en corps d’inclusion quelque soit le

plasmide ou la souche & coli utilisés (tableau 3).

Souche Plasmide Surexpression Solubilité
BL21 Al E15 +++ +/-
BL21 Al E17 +++ +
BL21 Al E24 +++ -
BL21 Al E42 - -
BL21 Al E49 +++ +/-
BL21 DE3 Rosetta E17 +++ +-

Tableau 3: Résultats des tests de surexpression des différents plasmides de I’émerine issus de la
plate-forme. E15 : plasmide codant pour une fusion GST etariinal de I’émerine, E17 : plasmide
codant pour un tag histidine ent&tminal de 1’émerine, E24 : plasmide codant pour une fusion GST
en Cterminal de I’émerine, E42 : plasmide codant pour un tag histidine etefdtinal de 1’émerine et
E49 : plasmide codant pour une fusion thioredoxine eg¢riNmal de 1’émerine.

Nous avons ensuite eprimé 1’émerine avec des protéines chaperons qui

interviennent dans le repliement des protéines. Cette technique a permis d’obtenir de

I’émerine soluble et purifiée mais en trop petite quantité pour une étude structurale (figure

49).
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: Surexpression avec les chaperon
: Poids Moléculaire

: Surexpression sans les chaperon
: Poids Moléculaire

: Chargement

: Lavage avec 10 mM d’Imidazole

: Lavage avec 50 mM d’Imidazole

: Elution avec 100mM d’Imidazole

O~NO OIS~ WNPEF

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 49 : Gel représentant la caexpression de I’émerine avec les protéines chaperons et la
purification de cet essailLes fleches horizontales indiquent les cinq protéines chaperon:
fléche de la piste 1 indique la surexpression de I’émerine parmi les protéines bactériennes et la
fleche de la piste 8 montre I’émerine purifiée.

La majeure partie de la protéine exprimée se localisait toujours dans les corps
d’inclusion. Nous avons donc utilisé une technique qui permet d’extraire la protéine de ces
corps d’inclusion et de la renaturer. Cependant en fin de renaturation, a la concentration, la

protéine précipite (figure 50

1 2 3
97 1 : Poids moléculaire
66~ 2 : Culot aprés concentration
45w 3 : Surnageant aprés concentratio
0% 4
20 =
- -

Figure 50: Gel représentant le culot apres la concentration de I’émerine a la fin de I’extraction a
partir des corps d’inclusion.

b - La construction TEV#1

Au vu des résultats précédents, une nouvelle stratégie a été adoptée pour exprimer
I’émerine de fagon soluble. L’émerine interagit avec la lamine qui s’exprime trés bien donc
des constructions ont été réalisées a partir de cette idée par Cecilia Ostlind a Columbia
University (New York) (figure 51). La lamine 411-566 correspond au domaine C-terminal
commun entre les lamines A et C, I’émerine 1-187 correspond a presque toute la partie N-

terminale nucléoplasmique de 1’émerine.
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ou un linker (ETE565565)

Emerine 1-187

Lamine A/C 411-566

Lamine A/C 411-566

Emerine 1-187

site de coupure 4 la TEV (G6EMNLYFQSAGES)
TEV-site

|

Figure 51 : Schéma des deuconstructions d’Emerine-Lamine réalisées par notre collaboratrice,

Cecilia Ostlind & Columbia University (New York).

Cette construction est constituée d’un tag histidine, d’une fusion GST, d’un site de

coupure a la TEV, de I’émerine 1-187, d’un autre site de coupure a la TEV suivi de la lamine

411566. La protéine s’exprime de fagon soluble donc nous avons mis au point la purification

de la protéine. La premiere étape de purification consiste en une colonne d’affinité (GS4FF)

pour éliminer la plupart des protéines solublesEdeoli (figure 52A). Apres coupure a la

TEV sur colonne, les protéases ainsi que la lamine sont éliminées par une étape de filtration

sur gel (figure 52).
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1, 18 et 22 : Poids moléculaire

2 : Bactérie avant iduction

3 : Bactéries apres induction

4 : Culot apreés lyse des cellules

5: Surnageant apres lyse des cellules
Chargement

6 : Protéines qui ne se sont pas
accrochées

7 : Lavage de la colonne

8 : Elution 1 aprés coupure sur colonr
9 : Elution 2 aprés coupure sur colont
10 & 24 : Elutions successives de la
purification sur gel filtration

Figure 52: A) Gel représentant les différentes étapes de d’expression et de purification de
I’émerine a partir de la construction TEV#1. B) Chromatogramme de |a filtration sur gel

représentant la séparation de I’émerine de la lamine.

Apres purification, pour six litres de culture, nous obtenons 33 mg d’émerine pure

pour réaliser les premiéres expériences RMN.
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B. Caractérisation structurale de I’émerine . étude par RMN

Une production en milieu marqué (milieu minimum contenant comme seule source
d’azote du 15NH4C1) a permis d’obtenir un échantillon RMN marqué 15N de ’émerine. Un
spectre'H-"N HSQC a été enregistré & 600MHz, 25°C et pH 6,3. La température @e 25°
correspond a la température d’étude du domaine LEM de 1’émerine par RMN (Wolff et al.,

2001) La méme température a été utilisée dans les deux cas d’études afin de pouvoir
comparer les valeurs de déplacements chimiques.

Le spectre’H-""N HSQC de I’émerine présente 177 pics qui correspondent aux
corrélations*H->N (figure 53). Ces corrélations correspondent a celles des groupements
amides du squelette de la protéine (soit un pic par résidu sauf pour les prolines) et aux chaines
latérales des asparagines, glutamines, tryptophanes et arginines. Le nombre de pics attendu
pour I’émerine est de 196. L’écart entre le nombre de pics observés et celui attendu peut étre
du a une superposition des pics, un échange chimique entt@ities du squelette et I’eau,
ou a des échanges conformationnels qui peuvent élargir les raies et diminuer ainsi 1’intensité
des signaux dans les régions en échange. La zone centrale du spectre présente un grand

nombre de pics, suggérant la présence den€destructurées dans ce fragment d’émerine.

F105

F110

F115
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F130
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Figure 53: 'H-'>N HSQC de I’émerine enregistrées 2 600MHz et 4 25°C. La concentration en
protéine est de 0,2 mM dans un tampon 50mM Tris, 150 mM NacCl, pH 6,3.

Une expérience permettant de mesurer de nOes hétéronuclé4it®d (nuclear
Overhauser effects) a été réalisée (figure 54). Celle-ci permet de distinguer les parties
flexibles de la protéine, telles que les boucles exposées ou les parties destructurées, de la
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partie repliée. Les nO€sl-'°N dépendent uniquement des mouvements rapides de la liaison
Hn-N dans le référentiel de 1’aimant (de 1’ordre de la picoseconde a la nanoseconde) et de la
distance Hn-N (qui est fixe), mais ils sont indépendants des protons environnants. La mesure
de ces effets dan&ux conditions d’irradiations radiofréquence en saturant ou non le spin

observé, permet d’avoir une estimation des mouvements des NH de la protéine. Les régions

dans lesquelles les pics ont une valeur positive sont considérées comme rigides ou
relativement flexible (boucles) et les régions dans lesquelles les pics ont une valeur négative,

correspondent aux régions destructurées de la protéine.
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Figure 54 : Superposition du spectréH-">N HSQC et du spectre de nOes hétéronucléairéd-
5N de I’émerine enregistrées & 600MHz et & 25°CEn bleu, le spectriH->N HSQC, en rouge, les
pics correspondants a des résidus structurés, en vert, les pics correspondants a des résiuésdéstru

Cette expérience nous a permis de comptabiliser seulement 56 résidus dans des
régions relativement rigides ou flexibles, le reste des résidus correspondant a des régions dans
lesquelles il existe dasouvements de I’ordre de la picoseconde a la nanoseconde. Ces 56
résidus correspondent probablement au domaine LEM de la régiamale de 1’émerine.

En conclusion, la partie 187 de I’émerine n’est pas repliée, donc deux solutions sont
envisageablessoit cette protéine a besoin d’un de ses partenaires biologiques pour se replier
soit elle a besoin de toute sa région nucléoplasmique pour se replier. Afin de répondre a la
premiere hypothese, nous voulions vérifier les interactions avec la lamine décrites dans la
littérature par des expériences biochimiques puis regarder I’effet de 1’ajout de lamine sur le

spectre'H-"N HSQCde I’émerine.
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C. Interaction émerine-lamine par pulldown

L’expérience de GST pulldown consiste a accrocher un fragment de la lamine
fusionnée a la GST sur une colonne d’affinité pour la GST (GS4B), puis a ajouter I’émerine.
Un contrdle négatif est réaliséeaMa GST seule (sans lamine). Aprés différents lavages, s’il
y a interaction entre la lamine et 1’émerine, cette derniére reste accrochée a la colonne. Les
protéines sont observées sur gel d’électrophorese.

Les fragments de lamine utilisés sont : 411-553 qui correspond au domaine globulaire
seul, 411-572 qui correspond a la partie C-terminale de la lamine C et 411-646 qui correspond

a la partie C-terminale de la lamine A mature.

GST S + 5
GST-lamine 411-553 - - - +
GST-lamine 411-572 - - - - +
GST-lamine 411-646 - - - - - +
Emerine + " + + + +
b
<mee

Figure 55 : Gels du GST pulldown entre différents fragments de lamine #¥merine. Ces
expériences ont été analysées sur gels de polyacrylamide en conditions dénaturantes, révélés au bleu
de Coomassie.

Le gel de la figure 55 montre que les différents fragments de lamines utilisés

n’interagissent pas avec I’émerine 1-187 dans nos conditions expérimentales.

4. Analyse de Pinteraction entre la lamine de type A et SREBP1

L’interaction entre SREBP1 et les lamines de type A a ét¢ mise en évidence par
I’équipe de S. Shackleton in vivo etin vitro (LIoyd et al., 2002). Cette interaction met en jeu
la partie 227-487 de SMP1 qui contient le motif de liaison a I’ADN et la région 389-664 de
la prélamine A. De plus, le groupe de S. Shackleton a réalisé des tests de liaison utilisant des
plus petits fragments de SREBP1, et en particulier a obtenu des résultats positifs avec |
domaine de liaison a ’ADN (S. Shackleton, communication personnelle). Ce groupe nous a
donc envoyé le plasmide permettant 1’expression de la région 320-405 de SREBP1,
correspondant au domaine de liaison a I’ADN cristallisé (Parraga et al., 1998), afin que nous

testions I’interaction de ce fragment avec nos peptides de lamine. Notre objectif est de
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délimiter la région d’interaction de SREBP1 sur la lamine. Dansteeaiptique, nous avons
testé différentes constructions de la région C-terminale des lamines de type A avec le motif de
liaison a I’ADN de SREBP1 (résidus 320 a 405) par GST pulldown et RMN.

A. Interaction in vitro par pulldown

Les fragments de lamine utilisés pour 1’expérience de GST pulldown sont : 411-553
qui correspond au domaine globulaire seul, 411-572 qui correspond a la partie C-tereninale d
la lamine C et 411-646 qui correspond a presque toute la partie C-terminale de la lamine A
mature.

Le gel de la figure 56 montre que les différents fragments de lamines utilisés

n’interagissent pas avec SREBP1 320-405 dans nos conditions expérimentales.

GST - + +

GST-lamine 411-553 - - - +

GST-lamine 411-572 - - - - +
GST-lamine 411-646 - - - - - +
SREBP1 + - + + + +

Figure 56 : Gels du GST pulldown entre différents fragments de lamine et SREBP1 avec 200
mM de NacCl. Ces expériences ont été analysées sur gels de polyacrylamide en conditions
dénaturantes, révélés au bleu de Coomassie.

En revanche, notre collaboratrice |. Duband-Goulet a réalisé cette expérience de GST
pulldown avec deux fragments de GST-lamine 411-646 et 411-664 et le méme fragment de
SREBPL1. Elle a observé une interaction entre SREBP1 et la lamine A mature ainsi que la
prélamine A mais avec de faible concentration en sel (100 mM, figure 57). Pour confirmer ces

résultats, nous avons ensuite réalisé des expériences RMN.
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100mM NacCl 200mM NacCl
GST + - + - - = - + = - - - - s
GST-prélamine A 411-664 - + - + - = & = + - v % _ -
GST-lamine 411-646 - - - - — = - s . - - + - +
SREBPI - - - +: + o+ - - - + + + o+ =
741D e Hokrd—
66,2 KDa e -
45kDi Gl . -' S 45kDa ' F -
31 kDa S - —— 31 kDa s
s - —
21,5 kDa 21,5 KD
14,4 kDa " 14,4 KDzt -

Figure 57 : Gels du GST pulldown entre la lamine A mature ou la prélamine A et SREBP1 avec
100 mM ou 200 mM de NaClCes expériences ont été analysées sur gels de polyacrylamide en
conditions dénaturaeg révélés au bleu de Coomassie. Pour chaque gel, le poids moléculaire est dans
la premiére colonne.

B. Cartographie de ’interaction lamine/SREBP1

Dans les expériences de GST-pgoWn, la présence de GST peut géner I’interaction
entre les deux partenaires. Nous avons Vérifié ce point en utilisant la RMN. La liaison de
SREBP1 a été testée avec les fragments 411-553 et 411-646 de la lamine par RMN. Comme
le montre la superposition des spectlids™™N HSQC de la figure 58, correspondant a la
lamine 411646 seule ou en présence de 2 équivalents de SREBP1, I’addition de SREBP1
induit des changements de déplacements chimiques d’un certain nombre de corrélations Hn-N
(supérieur a I’écart type de I’ensemble des écarts significatifs de tous les résidus : 0,00143).
Ces changements sont identiques que ce soit pour la lamine 411-553 ou la lamine 411-646

donc je ne présenterai ici que les résultats pour la lamine 411-646.
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Figure 58 : Interaction de la lamine 411-646 avec SREBP3uperposition des spectrigs-°N
HSQC de la lamine 411-646 sans SREBP1 (bleu) et avec 2 équivalents SREBP1 (vert).
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Figure 59 : Ensemble des variations des déplacements chimiques des résidus 411-553 de la
lamine 411-646 aprés addition de 2 équivalents de SREBRIgne rouge : 2 écart-types, ligne

jaune : écart-type.

L’ensemble des variations de déplacements chimiques induites par la présence de

SREBP1 est représenté sur la figure 59.
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Les variations de déplacements chimiques des corrélations Hn-N sont faibles,
similairesa celles observées avec un autre partenaire de la lamine, 1’émerine donc on peut
penser qu’il s’agit d’un effet du a la dilution plusqu’a une véritable interaction.

En conclusiond’autres expériences sont nécessaires pour documenter une éventuelle

interaction lamine-SREBP1 fortement dépendante de la concentration en sel.
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[1l. Caractérisation d’un mutant des lamines de type A : R439C

1. Article: The FPLD-associated R439C LMNA mutation causes lamin
oligomerisation that interferes with DNA binding (submitted to Human

Mutation)

Le groupe des Pr P.M. Steijlen et F.C.S. Ramae#erEhopital de Maastricht a
découvert une nouvelle mutation localisée dans le domaine globulaire C-terminal de la lamine
A/C et qui entraine une forme de FPLD avec un fonctionnement anormal des muscles et des
anomalies du squelette typiques des laminopathies progéroides. Plusieurs autres mutations
connues de la lamine A/C sont responsables d’une FPLD. Ces mutations sont principalemen
localisées dans la partie C-terminale de la lamine, notamment dans le domaine globulaire.
Elles ne déstabilisent pas la structure tridimensionnelle de 1’Ig-fold (Krimm et al., 2002). En
revanche, elles sont positionnées sur une surface exposée au solvant du domaine constituée
principalement de résidus chargés positivement, et impliquée dans I’interaction de 1’Ig-fold
avec I’ADN (Stierle et al., 2003). Elles diminuent la charge positive de cette surface
conservée chez les laminAset B. C’est pourquoi il a été proposé que ces mutations FPLD
soienta l’origine d’une perte d’interaction entre la lamine de type A et certains de ses
partenairescomme I’ADN. On peut se demander si notre nouvelle mutation a le méme
mécanisme d’action car elle induit non seulement une lipodystrophie mais aussi des
phénotypes supplémentaires a la FPLD.

J’ai montré que la mutation R439C, comme les autres mutations causant une
lipodystrophien’a pas d’impact sur la structure tridimensionnelle et la stabilité thermique du
domaine Ig-fold C-terminalPuis j’ai étudié I’'impact de I’introduction d’une cystéine
supplémentaire sur les propriétés d’oligomérisation de 1’Ig-fold. Le domaine C-terminal de la
lamine contient déja une cystéine en position &22 formation d’un dimére de lamine par
cette cystéine permet I’interaction de la lamine avec I’ADN in vitro (Stierle et al., 2003).
L’introduction d’une cystéine supplémentaire entraine la formation d’oligoméres plus
complexesde lamine A/C par I’intermédiaire des ponts disulfures alors que les autres
mutations FPLD de la lamine ne modifient pas le profil de dimérisation. Je me suis intéressee
a ce phénomene et par gel retatai, caractérisé 1’impact de la formation de ces oligoméres
sur I’interaction de la lamine A/C avec I’ADN. Mais cette oligomérisation est-elle réellein
vivo ? Les premiéres experiences réalisées par nos collaborateurs a Maastricht sur les lamines
de type A extraites des fibroblastes de patients en conditions non réductrices semblent
confirmer cette hypothése. Mais la formation de ponts disulfures pendant la lyse des cellules
et la purification des lamines est un facteur limitant. Cette difficulté peut étre contournée par

I’ajout de NEM, produit bloquant les cystéines libres et donc empéchant des ponts disulfures
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non présentdn vivo de se former lors de la manipulation des lamiimesvitro. Des
expériences préliminaires utilisant le NEM pour protéger les cystéines libres apres
I’extraction des lamines ont déja été réalies par plusieurs groupes sur des lamines de
différents organismes. Des diméres de lamine ont été identifiés, mais le blocage de la
formation des ponts disulfures n’étantréalisé qu’aprés I’extraction des lamines, celles-ci ont
potentiellemente temps de s’oxyder in vitro (Dessev et al., 1990; Lam and Kasper, 1979)

J’ai a mon tour testé 1’oligomérisation des lamines in vivo en utilisant un protocole mis au

point avec Michel Toledano. Ces expériences sont en cours. Elles devraient permettre de
conclure sur les conséquences de la mutation R439C sur 1’oligomérisation des lamines de

type A.
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ABSTRACT

Dunnigan-type familial partial lipodystrophy (FPLD) is a laminopathy characterised by an aberrant
fat distribution and a metabolic syndrome. We present a distinctive form of FPLD with clinically
abnormal muscle function and skeletal abnormalities resembling those found 1 progeroid
laminopathies. The phenotype is caused by a novel heterozygous missense mutation m the LMNA
gene leading to the p.R439C substitution and affecting the C-ternunal globular domam of lamins A
and C. Cultured patient fibroblasts revealed honeycomb lamin A/C formations in a significant
percentage of nuclei. At the molecular level, the three-dimensional structure and thermal stability of
the C-terminal domains of mutant and wild-type lamins A/C are similar. However, the introduction
of an additional cysteine provokes the formation of disulfide-mediated lamin A/C oligomers, as
seen for both the recombmant C-ternunal domain and full-length lamun A/C punified from patient
fibroblasts. Such oligomensation affects the interaction properties of the C-termunal domain with
DNA as shown by gel retardation assays. When compared to wild-type lamin A, the iz vive stability
of the nuclear lamina and nucleoplasmic network of the R439C mutant 15 decreased as concluded
from photobleaching studies in GFP-lamin A expressing cells. In conclusion, the novel mutation
affects the oligomerisation properties of A-tvpe lamins, their interaction with DINA, and as a result
their dvnamic behaviour in vive, suggesting a new pathogenetic mechanism for laminopathies.

KEY WORDS
Lamunopathy, lipodystrophy, Dunnigan, disulfide-mediated oligomensation
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INTRODUCTION

Mutations 1n the LMNA gene are associated with a spectrum of disorders called laminopathies
(Burke and Stewart, 2002), affecting many organs and tissues such as bone, fat, heart, the nervous
system, skeletal muscle and skin. Lamins are intermediate filament proteins with N- and C-terminal
regions flanking an a-helical rod domain. This structure forms coiled-coil dimers which polymerise
into a network of filaments lining the nucleoplasmic side of the inner nuclear membrane
{(Hutchison, et al., 2001). The capacity of nuclear lamins to oligomernise further into large molecular
weight complexes by disulfide bonds was suggested by studies on A- and B-type lamins performed
under oxidizing conditions (Shelton, et al | 1982) The in vivo existence of these oligomers has been
questioned, although dimers of the 67-kDa lamin stabilised by disulfide bonds could be detected in
Surf Clam (Spisula Solidissima) cocytes (Dessev, et al., 1990). There 15 as vet no evidence that
these lamin oligomers can exist in human cells. Lamins are not only present in the nuclear lamina
but are also found in the nucleoplasm as part of intra-nuclear tubes and as scaffolding proteins
(Broers, et al., 1999). They play an essential role in the maintenance of the structural integrity of the
nucleus and in the regulation of chromatin structure and function (Goldman, et al., 2002; Hutchison,
2002). The study of human laminopathies has shed further light on lamin biology. Mutations in the
rod domain are mainly associated with muscle diseases including Emery-Dreifuss muscular
dystrophy (EDMD) (Bonne, et al., 1999), himb girdle muscular dvstrophy (Muchar, et al., 2000},
and dilated cardiomyopathy (Fatkin, et al., 1999), while mutations affecting the C-terminal globular
region cause either muscle diseases or familial partial lipodystrophy (FPLD) (Cao and Hegele,
2000) and progeroid phenotypes (Novells, et al.. 2002; Plasilova, et al., 2004).

FPLD (MIM# 131660) 1s characterised by wasting of fat in the extremities and gluteal area starting
around puberty (Haque, et al., 2003), accompanied by excess fat deposition in the face, neck and
often labia majora (Garg. et al.. 2001; Hegele, et al.. 2000). Most patients develop diabetes mellitus
tvpe II, acanthosis migricans, dyslipidemia and hypertension (Hegele, et al., 2000). The R482W/Q
mutations in LMNA that cause FPLD (Cao and Hegele, 2000) result in nuclear abnormalities, such
as honeycomb formation of the lamin network, nuclear blebbing and hypersensitivity to heat shock
(Vigouroux, et al., 2001). These mutations do not significantly destabilize the three-dimensional
structure of the C-terminal globular domain but decrease the positive charge of a solvent-exposed
surface conserved 1n all types of lamins (Krimm, et al.. 2002). Fluorescence loss-of-intensity after
photobleaching (FLIP) assays showed that these FPLD-associated mutations may have a significant
impact on lamin polymerisation (Broers, et al , 2003

Here, we report a Dunnigan-type famlial partial lipodystrophy with skeletal abnormalities
resembling those in progeroid syndromes. In affected family members, we found a novel
heterozvgous LMNA missense mutation that affects nucleotide ¢ 1315 (C=T) in exon 7. resulting in
an arginine to cysteine substitution (p. R439C) in the C-terminal globular domain of the A-tvpe
lamins. We examined the impact of this mutation on the structural integrity of the nuclear lamina
and on the interaction of A-type lamins with DNA
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MATERTALS AND METHODS

Patients and controls.

The index patients are a 50-vear-old Dutch woman and her 25-year-old daughter. Blood samples
were collected from the mndex patients, an affected sister of the mother and her daughter in tubes
containing ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), and informed consent was obtained. As
controls, samples from 150 unrelated individuals of Dutch origin were examined.

Muiation analysis.

Genomic DNA was extracted from whole blood by standard procedures using the Wizard genomic
DNA purification kit (Promega. Leiden, the Netherlands). The coding exons of LMMNA, mcluding
the splice-junctions, were amplified by PCE. PCR reactions (50ul) contamned lx Tag buffer
(Invitrogen, Breda, the Netherlands), 0.2 mM dNTPs, 100ng of each pnimer and 1.0 U Tag DNA
polvmerase (Invitrogen, Breda, the Netherlands). PCR conditions were; 30s 94°C, 30s 62°C, 60s
T2°C for 35 cycles, mnitiated by 90s at 94°C and termiated by 420s at 72°C. PCR. products were
purified in 30ul elution buffer (Tris 10mM, PH §.0) with a MultiScreen-PCR. filter plate (Mallipore,
Amsterdam, the Netherlands) or Qiagen PCR purification kit (Qiagen. Venlo, the Netherlands).
Subsequently, 1ul was directly sequenced with the big dye terminator V1.1 cyele sequencing kit
(Applied Biosystems, Fostercity, CA. USA) using the PCR primers according to the specifications
of the manufacturer (all primer sequences are available upon request). Sequence analysis was
performed with Vector NTT software (Informax, Inc.).

Recombinant globular domain preparation

The mutant B439C A-type lanun C-terminal domain (residues 411-3353) was expressed i E. coli
stramn BL21 Star (DE3) (Invitrogen) transformed with plasmuid pGEX-4T-1 (Amersham Pharmacia
Biotech, Inc.) that encodes glutathione-S-transferase (GST) and a thrombin cleavage site between
the lamun protemn and GST. The fusion protemn was purified using Glutathione Sepharose 4B
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) and cleaved using thrombin protease.

NMR Speciroscopy

For NMER. spectroscopy samples, contained 0.5 mM protein dissolved in 20 mM Tns-HC1 buffer
(pH 6.3). 1 mM DTT. 1 mM EDTA, and 0.1 mM NalN3, while 3-(trimethylsilyl) [2,2,3,3—2HJ']
propionate { TSP) was added as a chemical shift reference.

All experiments were performed at 20°C on a Bruker DRX-600 spectrometer and spectra were
processad with the program Xwinnmr.

Circular dichroism

For the circular dichroism studies the protein concentration used was 3 pM in a buffer of 20 mM
Tris-HC1 (pH 6.3) containing 0.1 mM DTT.

The C-termunal domamn of lamin mutant was analyzed by circular dichroism using Jobin-Ivon CD6
spectropolanmeter (Longjumeau, France). Spectra were recorded between 190 and 250 nm on a 1
ml protein sample (optical length: lem) at temperatures varving from 10 to 90°C.
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Qligomerisation study

For the oligomerisation studies the lamin globular domain was diluted to 50pM mn 10 mM Trnis-HC1
(pH 8.0), 1 mM EDTA. and 1 mM 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride contamning 100 mM
NaCl and 0.1% Triton X-100, and mcubated at etther 4°C or 37°C for different time mntervals as
mentioned in the text. Aliquots were solubilized 1n SDS-sample buffer (62.5 mM Tris-HCL pH 6.8,
2.3% SDS. 10% glyvcerol, 5% B-mercaptoethanol and 0.05% Bromophenol Blue) with or without
1mM [-mercaptoethanol and analyzed by gel electrophoresis.

Preparation of the nuclear mairix fraction fo assess disulfide bond formation in vive

Fibroblasts from the mother obtamed by skin biopsy and human control fibroblasts (NHDF o) were
grown m 73 cm” culture flasks. The cells were ninsed twice with 2ml phosphate buffered saline
(PBS). Extraction followed by adding 400ul of CSK buffer containing 100mM NaCl (Merck). 300
mM sucrose (Merck), 10mM PIPES (Sigma) (pH 6.8). 3mM MgCly (Merck), 0.3% Triton X-100
(BDH Scintran) and 1.2 mM phenylmethylsulphonyl chloride (PMSC) (Merck, VWE. International
B. V., Amsterdam. the Netherlands). The sample was transferred to a 1.5 ml tube for 30 minutes at
0°C, mixad thoroughly every 10 minutes and centrifuged at 17 600 g during 5 minutes. Pellets were
digested for 20 minutes at 20°C 1n 20001 of CSK buffer containing 30 mM NaCl and 123 U / ml
benzonase. Subsequently, 250mM of ammonium sulfate was added for 3 minutes at 20°C. The
samples were divided in two equal fractions and centrifuged for about 10 minutes at 17 600 g The
pellets containing the nuclear martrix fraction were dissolved in SDS-sample buffer with or without

p-mercaptoethanol, loaded onto a 5% SDS-polyacryvlamide gel and resolved at 100 Volts during 1h
-130h

Gel elecirophoresis and immunoblotiing

One-dimensional SDS-polvacrylamide gel electrophoresis (Bio-Rad Laboratories, Hemel
Hempstead, Herts HP2 7DX, UK) was performed as described by Laemmli (Laemmli, 1970).
Coomassie Brilliant Blue staining. as well as actin immunoblotting was performed to assess the
amount of protein loaded onto the gel. Gels were mun on the Mini-Protean Il system from Bio-Rad
Laboratories at 100 Volt for 1 hour. Proteins were blotted using a Mimi Trans-Blot cell (Bio-Rad
Laboratories) onto nitrocellulose membranes (BAS3, Schleicher and Schiill, Dassel, Germany)
during 60 minutes at 100 Volts, in a buffer containing 192mM glycine (Bio-Rad Laboratories).
25mM Tris (Bio-Rad Laboratories). 20% methanol (Sigma) and 002% SDS (Bio-Rad
Laboratories), essentially as described by Towbin et al. (Towbin, et al., 1979). The membranes were
pre-incubated in blocking solution (PBS / 0.5% Trton X-100 with 3% non-fat dry nulk) followed
by 1 hour incubation with mouse antibody Jol-2 (dilution 1:1000), X67 (dilution 1:30), or B-actin
(dilution 1:5000). As secondary antibody peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse Ig (DAKO/ITK)
{(dilution 1/10.000) was used and peroxidase activity was detected by chemiluminescence (Pierce,
Rockford, IL. USA). visualised on RX Fujt medical X-ray films (Fuji. Tokyo, Japan).

Stripping of the nitrocellulose membrane was performed with the Restore Western Blot Stripping
Buffer (21039, Pierce, Rockford, IL61103) for about 15 minutes. When the Jol-2 immunoreactive
bands could no longer be detected. the blot was re-incubated for about 60 nunutes with the X67
antibody.

Gel refardaiion assay

DNA prepararion. A 357 bp fragment was obtained from a BamHI digest of the plasmid pUC 357 4
{(Duband-Goulet and Courvalin, 2000). Dephosphorvlation of DNA fragments and 5 -end labeling

=
.

112



Caractérisation des interactions de la lamine A/C etes partenaires- III. Caractérisation d’un mutant des lamines de type A : R439C

with **P-ATP and T4 polvnucleotide kinase were performed according to standard protocols
{Sambrook, et al., 1989).

Frotein-DNA Interactions. Protein diluted at the indicated concentrations in 10 mM Tns-HC1 (pH
8.0). 1 mM EDTA, and 1 mM 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride containing 100 mM NaCl
and 0.1% Trton X-100 were mcubated with radicactive DNA fragments at 4°C or RT for 3h.
Protein-DNA complexes were analyzed on 4% polyacrvlamide gels at an acrylamide/bisacrvlanude
ratio of 29/1 (w/w), 1n 12.5 mM Tris-HC1 (pH 8.4), 95 mM glycine, and 0.5 mM EDTA. After a 1h
pre-electrophoresis, samples were loaded and resolved at 80 V., by a 2h30 electrophoresis at 4°C.
DNA retardation was detected by autoradiography of the dried polyacrylamide gel at -B0°C, using
Biomax MR film (Kodak) and an intensifying screen.

Mutant pEGFP-R439C construct and mransfection of CHQ cells

The cDNA plasmud encoding lamin A-EGFP (Broers, et al., 2004) served as a basis to generate the
R439C mutant form of EGFP-lamin A using the Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit
{(Clontech Laboratories. Mountain View, CA 94043 USA) following the manufacturer’s
instmictions (primer sequences used are available upon request).

CHO-K1 cells were transfected overmight with a pEGFP-Lamin A E439C construct using
Genejammer (Invitrogen) according to the manufacturer’s mstructions. After selection for stable
transfectants by geneticin (G418, 300 pg/ml, Gibco-Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) cells were subcloned to single-cell colonies by limited dilution. EGFP-expressing colonies
were selected using an inverted fluorescence microscope (Zeiss) and used for further experiments.

Fluorescence loss of intensity after photoebleaching (FLIP,

Fluorescence mtensity in living cells was measured using a MRC600 confocal laser scanning
microscope (BioRad) with an oil-immersion objective (40x, NA = 1.3). Transfected CHO-K1 cells
grown on glass coverslips were exposed to a bleaching regimen, consisting of prebleach recording,
bleaching, and postbleach recording as described earlier (Broers, et al.. 2003). To obtam optimal
bleaching, scanning was performed at a 30x zoom (vertical box recording setting, 1.2 368 x 512
pixels), equivalent to a rectangular area of 5 x 7.5 pm. This area was exposed to 13 repetitive senes
of 10 bleaching scans at fast (F3) scan speed using full laser power (0.8 mW). The interval between
the start of each bleaching round was set at 13 5. As a result, duration of the complete bleaching
regimen was approximately 230 s. The bleaching series was immediately followed by a postbleach
recording with settings identical to the prebleach recordings.

Fluorescence intensities of selected cellular regions before and after bleaching were compared with
Image J software (version 1 34p, Wawvne Rasband National Institutes of Health, USA) Tdentical
regions in cells before and after bleaching were selected and the mean fluorescence intensity
expressed in pixel values (1-256) was measurad in these regions. The relative loss of

intensity was calculated for each region after background subtraction. For each cell average
intensities were measured for the following areas: lamina (nuclear membrane), mtra-nuclear area
without any visible structures (nucleoplasm), background area, and bleached areas. In all recordings
the intensity measured in the bleached area corresponded to the background signal. From the mutant
clone 20 cells with average fluorescence intensity were chosen and subjected to the FLIP regimen.
Cells with verv brightly fluorescent intra-nuclear aggregates were excluded, as well as cells with
fluorescence mtensity too low to correct for background variations.

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)

Recovery of fluorescence after photobleaching (Edidin, et al., 1994) was studied using a Zeiss LSM
310 confocal microscope. Bleaching experiments were electromically controlled using LSM 510

6
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software (release 2 01, Zeiss). Bleaching was achieved by performing 10 scans of a small, selected
region of interest (part of the nucleoplasm or the lamina) at full laser power (100% transmission;
0.8 mW). Recordings of the cells with a resolution of 128x128 pixels were performed before
bleaching. The average intensity of the bleached region of interest was measured at low laser power
(1% transmission; 0,008 mW) at 200 ms mtervals after bleaching for up to 50 seconds.

Immunohistochemical staiming of cultured fibroblasts.

Skin fibroblasts were grown on glass coverslips in 12-well culture plates with DMEM-F12
(Cambrex, Verviers, Belgium), 10% fetal calf serum and 1% antibiotics (penicilline-streptomycine;
GIBCO, Cat. No. 15140-148). After reaching 80% confluency the cells were fixed with 4%
formaldehvde 1 PBS pH 7.4 for 13 min, followed by permeabilization in 0.1% Triton X-100 for 10
min at room temperature (RT). For staining with the LN43 antibody, cells were fixed in methanol at
-20°C for 10 min. Primary antibodies (see below) diluted in PBS with 3% bovine semum albumine
(BSA) were applied onto the cells for 1 h at RT. After washing in PBS, secondary antibodies were
applied for 1 h at RT. Secondary antibodies used are FITC-conjugated rabbit anti-mouse Ig (1:100,
DAKO, Glostrup, DK) or FITC-conjugated swine anti-rabbit Ig (1:80, DAKO, Glostrup, DK).
Secondary antibodies were diluted in PBS with 3% BSA. After three final washing steps (each 5
min) in PBS, slides were mounted m 90% glycerol, 0.02 M Tris—HC1 pH 8.0, 0.8% NaN3 and 2%]1,
4-di-azobicyclo-{2.2 2y-octane (DABCO: Merck., Darmstadt, Germany) containing 1 mg/ml
propidmom iodide (PI).

Primary anttbodies used for immunofluorescence studies:

- 133A2 (mouse IgG3) was a kind gift from Dr. Y. Raymond (Montreal. Canada) and 15 distributed
by MUbio Products BV (Maastricht, The Netherlands). It recognises lamin A and AAI1Q, reacting
with the epitope consisting of amino acids 398-611 (Hozak, et al., 1993). Dilution used for
immunohistochemistry: 1/100.

- RalC (MUbio Products BV) 15 an affinity purified rabbit polyeclonal antibody directed against the
C-termunal sequence VSGSRE (posittion 367-572) of human lamin C (Venables, et al., 2001).
Dilution used for immunochistochemistry: 1,20

- Jol-2 {mouse IgG1) was kindly provided by Dr. C. Hutchison (Durham, UK). The antibody reacts
with an epitope (amino acids 464-372) in the C-terminal domain of lamins A AA10 and C (Dver, et
al.. 1997). Dilution wsed for immunochistochemastry: 1/20; for immunoblotting: 1/1000.

- 119D5-F1 (mouse I[gG1) (MUbio Products BV) directed against an epitope located C-terminal of
residue 231 m lamin Bl (Broers, et al., 2002; Hozak, et al., 1993; Machiels, et al., 1993). Dilution
used for immunohistochemistry: 1/100.

- Lamin Bl 1s an affinity-purified rabbit polyclonal antibody to lamin Bl, kindly provided by Dy
I.C. Courvalin (INSERM, Paris, France) (Chaudhary and Courvalin, 1993). Dilution used for
immunochistochemaistry: 1/100; dilution used for immunoblotting: 1/100.

- LN43 (mouse [gGl) (MUbio Products BV). recogmzes lamin B2 and does not cross react with
lamin Bl or A-type lamins (Bridger, et al | 1993) The antibody was kindly provided by Dr. EB.
Lane (Dundee, UK.). LN43 was used as undiluted culture supermnatant i mmmunohistochemistry.
Dilution used for immunchistochemistry: 1/5.

- NCL-Emernn (mouse IgGl) (clone 4G3; Novocastra, Newcastle, UK) directed against a 222
amino acid fragment near the N-terminus of the emerin protein (Bione, et al., 1994; Nigro, et al_,
1993). Dilution used for immunochistochemistry: 1/30.

- A polvclonal rabbit antibody o-PA kindly provided by Dr. Sinensky. and directed against the 15
amino acids of prelamin A which are proteolytically removed during the farnesylation-dependent
processing step (Sinensky, et al., 1994). Dalution used for immunohistochemastry: 1/200.
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- X67 (mouse IgG1) kindly provided by Dr. G. Krohne (Wiirzburg, Germany) recognizing amino
acids 1-28 at the N-terminus of lamins A, AA10 or C Dilution used for immunoblotting: 1/50

- B-actin (mouse IgG1) (clone AC-13; Sigma, Samnt Louis, Missouri, 63103 USA) recognizing a
slightly modified B-cytoplasmic actin N-termunal peptide. Dilution used for mmmunoblotting:

1/3000.

Confocal laser scanning microscopy.

Fluorescent samples were imaged usmng a Bio-FRad MRC600 confocal microscope (Bio-Rad
Laboratories Litd. Hemel Hempstead, UK), equupped with an air-cooled Argon—Krypton nuxed gas
laser and mounted onto an Axiophote microscope (Zeiss), using oil-immersion objectives (40x, NA
Y2 3D1 3 or 63x, NAY 3D1 4). The microscope was used in the dual parameter set-up, according to
the manufacturer’'s specifications, using dual wavelength excitation at 488 and 568 nm. Emission
spectra were separated by the standard sets of dichroic murrors and barnier filters. Optical sections
were recorded in the Kalman filtering mode using 3-8 scans for each picture. Z-series were
generated by collecting a stack consisting of optical sections using a step size of 0.18 pm in the z-
direction. The Huvgens System image restoration software (Scientific Volume Imaging BV,
Hilversum, The Netherlands) was used to improve the effective resolution of some of the confocal
mmages and to reduce background noise. For this purpose a maximum likelihood estimation
algorithm (Shepp and Vardi, 1982) was used.

Total cell lysate preparation for gel electrophoresis and immunoblotting

Cells were grown in 75cm” culture flasks and harvested bv scraping with a rubber police man after
one wash with PBS containing 0 3mM protease inhibitor PMSC, in 200ul ice-cold lysis buffer
containing 62,5 mM Tris-HC1 pH 6.8, 12.3% glvcerol, 2% NP40, 2.5 mM PMSC, 1.25 mM EDTA,
12.5 pg/ml leupeptin and 30 pg/ml trasylol. Cell suspensions were kept on 1ce for 30 munutes,
mixed every five minutes, diluted 1:1 with SDS-sample buffer, boiled for 4 minutes and stored at -
20 *C unril use. For the analvses of these samples 10% polvacrylamide gels were used.
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RESULTS

Clinical characteristics of the index patients.

A S0-year-old woman and her 25-year-old daughter presented with complaints of abnormal fat
distribution. The mother reported a generalised progressive wasting of fat, complaints of lowered
exercise capacity and mmscle aches after muld exercise such as walking up stairs. Her medical
history included hypercholesterolenia and transient 1schemic attacks. Her teeth had all been drawn
because of advanced caries caused by dental crowding The daughter presented with the same
abnormal fat distribution. She had noticed a thickeming of the skin in the mgumnal and axillary folds
around menarche, which occurrad at eleven vears of age. Menses were regular until fourteen vears
of age, becomuing wmregular afterwards. Oral contraceptives were prescribed to no avail. Breast
development reportedly became apparent around age seventeen and remained limited. Like her
mother, she had complaints of muscle aches after mild exercise affecting both lower and upper
limbs. Several permanent molars had been removed becaunse of crowding. Upon clinical
examination we noticed paucity of adipose tissue in the gluteal area and the extremities in both
subjects. There was sparse adipose tissue in the breasts, with mammary development at Tanner
stage 2-3 (Figure 1A). Accumulation of adipose tissue in the face, neck and lalia majora was
evident. Both patients had sloping shoulders and a seemingly masculine build with pronounced
thigh and upper arm musculature (Figure 1B). The daughter presented with a gray papillomatons
thickening of the skin in the axillary and inguinal folds, consistent with acanthosis nigricans. Both
subjects had a normal blood pressure, while an older affected sister was found to be hypertensive.
Muscle strength, sensibility and coordination were normal Electromvography revealed minor
myopathic changes in the mother. However, biopsy of the m. vastus lateralis showed no myvopathic
changes and a normal variation in fiber thickness. Cardiac ultrasound and electrocardiography were
performed in both subjects and revealed a minor sinus arthythmia in the daughter. Abdominal
ultrasound showed no evidence for polycystic ovaries but revealed a hepatic steatosis in both
subjects. Radiography of the clavicles and hands revealed resorption of the distal part of the left
clavicle 1n the daughter (Figure 2B, arrow). Radiography of the mother's skull showed a vertical
skull base (Figure 2A. arrow) and irregularities of the occipital bone (Figure 2A), which may be the
consequence of Wormian bones. Fasting insulin and C-peptide levels were elevated in both
subjects, suggesting insulin resistance although fasting glucose levels were still normal. Aside from
the expected FPLD-related alterations in triglycerids and cholesterol, their liver enzymes, fasting
leptin and sex hormone levels were normal.

Mutation analysis of the LMNA gene

Sequence analysis of the LMNA coding region revealed a heterozygous mutation ¢ 1315C=T
(p.R439C) 1 exon 7, thereby introducing a second cysteine i the C-terminal globular domain of A-
type lamins. The mutation was detected in both subjects, a sister of the mother and her daughter.

Position of the affected R439 residue in the C-terminal globular demain

The three-dimensional structure of the A-type lamin C-termunal Ig-fold (amino acid residues 411-
353) as determined by NME. spectroscopy shows that the affected residue R439 is located in a loop
(residues 436 to 441) connecting B-strand 1 and f-strand 2 (Figure 3A) (Krimm, et al., 2002). C322,
the only cysteine present in the native C-terminal fold. 1s situated on the opposite site of the
globular domain (Figure 3A). E439 iz solvent accessible, similar to the other FPLD causing
residues of the C-termunal Ig-fold, though located more than 10 A from these residues (Figure 3B-
C). The region commonly affectad in FPLD (e g residues R482, K486 and G463) corresponds to a
surface highly conserved in A- and B-tvpe lamins, as illustrated in Figure 3B and 3C by the dark
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blue color. R439 1s only conserved in A-type lamins.

Stability and structure of the R439C mutant Ig-domain

The evolution of the circular dichroism spectrum of the E. coli-produced R439C mutant A-tvpe
lamin C-terminal Ig-like peptide (residues 411-353) as a function of temperature shows that the
denaturation temperature of the R439C mutant 1s 38°C (Figure 4A-B). This value 1s close to the
denaturation temperature of the wild-type Ig-like domain (62°C) (Figure 4B). Analysis of the NMR
proton spectra of the wild-type and B439C mutant peptides revealed no significant differences in
the three-dimensional structures of both wild-type and mutant Ig-like domains (Figure 4C).

Qligomerisation of the R439C mutani Io-domain

SDS-polvacrylamide gel electrophoresis of the E. coli -produced wild-type and R439C mutant Ig-
like C-terminal globular domain of lamins A/C (residues 411-353) shows that the wild-type Ig-like
peptide 15 able to form dimers under non-reducing conditions, but doss not oligomerise further
(Figure 5A-B). In contrast. under these conditions the F439C mutant Ig-like C-termunal globular
domain demonstrates extensive oligomerisation at 4% and at 37°, represented by multiple bands with
decreasing mobility in the gel (Figure 5B-C). Under reducing conditions, the observed dimerization
of the wild-type lamin A/C (Figure 5A, lane 2) or oligomerisation of the R439C mutant peptide did
not take place (Figure 5C. lane 7). Oligomerisation 1s therefore hypothesized to be due to disulfide
bond formation implicating residue C522 for the wild-type Ig-like peptide. and both residues C522
and C439 for the mutant B439C peptide.

The nuclear matrix fraction was isolated from the mother’s fibroblasts (passage 6) and unrelated
human control fibroblasts (NHDF o, passage 6) and dissolved in sample buffer with or without -
mercaptoethanol. After immunoblotting with the Jol-2 antibody (Figure 5D lanes 1,2} and the X67
antibody (Figure 3D; lanes 3-3) immunoreactive lamin A/C protein bands could be detected in the
high molecular weight region of the patient samples (Figure 5D:; lane 1.3) i addition to the protein
bands representing lamins A and C at the bottom of the gel The higher bands likely reflect the
oligomernisation of A-type lamins, as already suggested in the in vifro experiment using recombinant
A-type lamin Ig-fold domain (Figure 5C). Addition of [f-mercaptoethanol showed that these
oligomers were based on disulfide bonds (Figure 3D; lane 3). The control fibroblasts showed only
weak bands in this region of the gel and only with the Jol-2 antibody (Figure 53D; lane 2, 4).

DNA interaction studies with the R439C mutant Ie-domain

Gel retardation assays were performed to compare the DNA binding capacity of the mutant R439C
to the wild-type Ig-like lamin A/C domain. The mutant monomer, like its wild-tyvpe counterpart,
does not bind DNA (data not shown). After dimerisation or oligomernsation, both wild-type and
mutant Ig-like domains bind naked DNA_ but the gel retardation profiles are different Mainly
qualitative differences in the interactions can be observed. Figure 3E illustrates that after 2.5 hours
of dimerization at 37°C the wild-type [g-like domain forms at least 4 distinct complexes with DNA
visible as discrete bands on the gel. At the highest peptide concentrations. 3 to 4 dimers are bound
to the DINA fragment and 32 molar excess of peptide 1s sufficient to bind all DNA (Figure 3E, lane
4). The mutant has been studied at 4°C instead of 37°C, since the large oligomers formed at 37°C
(Figure 3B, lane 4) would mmpede the electrophoretic resolution of the DNA/Ig-peptide complexes.
The complexes formed with the mutant peptide (previously oligomerised at 4°C for twenty-four
hours) after three hours’ incubation with 357bp double strand DNA at 4°C mugrate as a smear
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(Figure 5G) instead of discrete bands as obtamned with the wild-type Ig-like domamn under simalar
conditions (Figure 3F). In addition, at the highest peptide concentration, the mutant peptide/DINA
complexes largely fail to enter the gel (Figure 3G, lanes 4 and 3).

Photobleaching studies on EGFP-labeled R439C mutant lamin A

Because of the formation of R439C mutant lamin oligomers that affect DINA-interaction in vifro,
we investigated the consequences for polymerisation and stability of the lamin networks in vive. In
the fluorescence loss-of-intensity after photobleaching (FLIP) study, pEGFP-R439C lamin A was
transfected into CHO cells and the stability of the lamin A network was examined in the lamina and
in the nucleoplasm (Figure 6A/B). At the lamina. a 30% loss of fluorescence intensity of mutant
F439C lamin A could be detected (P = 3):1{?_5, Student's ¢ test). An even larger fraction of the
fluorescence intensity was lost m the nucleoplasm (60%) (P = 2x10% Student's ¢ test). These
findings are similar to the data previously obtained in a FLIP assav on pGFP-E482W lamuin A
transfected CHO cells (Broers, et al . 2003). but the lamin A R439C mutant led to a significantly
larger loss of intensity 1n the lamina (Figure 6C). In wild-type pGFP-lamin A transfected CHO cells
only a minor loss of fluorescence intensity in the lamina (=10%) and in the nucleoplasm (about
15%) could be observed (Broers, et al., 2003).

In the fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) assay, pEGFP-tagged wild-type lamin A
and pEGFP-R439C lamin A were transfected into CHO cells. Nucle: were examined for recovery of
fluorescence within the bleached area. The fraction of fluorescence recovered in the nucleoplasm
was more pronounced for the R439C mutant compared to the wild-type (Figure 7). however not
significant (P = 0.19, Student’s r test). Furthermore, when compared to wild-type, a higher
fluorescence recovery rate was found in the lamina of R439C lamin A transfected CHO cells. These
findings support the FLIP data of the R439C lamin A mutant.

Immuneohistochemical lamin staining patterns

Cultured skin fibroblasts of the mother were used at passage 3 for immunohistochemical analyses.
Several nuclel were irregularly shaped with foldings and indentations. About 20% of the nucle
revealed intra/trans-nuclear membrane invaginations and evident donut-shaped nuclei could be
detected in a small percentage of nuclei (=1%). Nuclear blebbing was found in 6.3% of all patient
fibroblasts: honeycomb structures were encountered in about 10% of the nuclei. In contrast, normal
human control fibroblasts (NHDFa. passage ) showed nuclear blebbing and honeycomb figures i
about 2% and 3%, respectively. A-type lamins (Figure 8A-C) as well as emenn (Figure 8D) were
normally expressed at the nuclear lamina. However, in the nuclear protrusions containing chromatin
lamin Bl (Figure 8E) was absent and lamin B2 (Figure 8F) expression was reduced. Prelamin A
expression could not be detected (data not shown)).

Immuneblotting to assess expression levels of A-type lamins

Skin fibroblasts from the mother (Figure 8G, lane 2) and a control human fibroblast cell line
(NHDFo) (Figure 8G. lane 1) were used to assess and compare expression levels of A-tvpe lamins.
Actin was used as a loading control. With an antibody recognizing the C-terminal globular domain
of A-type lamins (Jol-2; Figure 8G, top) lamins A and C were positively identified, next to a third
band beneath lamin C representing a 46kDa proteolvtic fragment of lamins A/C (Burke, et al,
1983) (Figure 8G. astenisk). No significant differences in expression levels between the normal and
mutant lamins were observed. Also, the lamin A/C ratio seemed to be largely unaltered. These
findings were confirmed using a lamin A/C antibody recognizing the N-terminal region of A-tvpe
lamins (3{67; Figure 8G, bottom).
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DISCUSSION

We report a novel heterozyvgous missense mutation ¢.1315C=T (p.R439C) in the LMNA gene that
causes a Dunnigan-type familial partial lipodystrophy (FPLD) associated with skeletal and
muscular abnormalities not previously reported. Mother and daughter both showed a phenotype that
i1s reminiscent of mandibuloacral dysplasia (MADA; MIM#E 248370), as dental crowding, bone
resorption of the clavicles, vertical skull base and irregulanties resulting from Wormian bones were
encountered. However, their tall masculine build with pronounced thigh and upper arm
musculature, the absence of the typical pinched nose, the absence of pronounced acro-osteolysis,
the specific fat distribution and the absence of hypogonadism all favour a diagnosis of FPLD. In
addition, thev exhibited normal muscle strength and no signs of muscle wasting as reported in other
muscular dystrophy-associated laminopathies, but instead showed a lowered exercise capacity and
complained of muscle aching after short periods of mild exercise.

Because of the unique climcal features m our patients. we examined whether the novel mutation
exerted unique effects on lamin structure and function as compared to previously reported FPLD-
associated LMNA murations. The R439C mutation does not significantly modify the three-
dimensional structure nor the thermal stability of the A-type lamin C-terminal globular domain, as
was found for other FPLD mutations (Krimm et al.. 2002). However, 1t provokes oligomerisation
of the globular domain in vire. The wild-type Ig-like domain contains only one cysteine residue at
position 322, thought to be required for dimerization between two oppositely directed C-terminal
Ig-like domains (Stierle. et al., 2003). The mutated Ig-like domain, now containing two cysteines,
formed large oligomers in vitre through disulfide bond formation, implicating the native residue
C3522 of the wild-type Ig-like peptide and both residues C522 and C439 of the R439C mutant.
Reducing conditions abolished the oligomer formation. In this perspective. we assessed the ability
of full-length wild-type and mutant A-type lamuns to form disulfide bonds by nuclear matrix
1solations from patient and human control fibroblasts. High molecular weight complexes of A-tvpe
lamins were extracted from the patient cells under non-reducing conditions, but not or to a much
lesser degree from human control fibroblasts. From this we may conclude that the ability of the
R439C mutant lamin A/C to form high molecular weight complexes i1s sigmificantly larger
compared to that of the wild-type lamin A/C. These high molecular weight complexes are based on
disulfide bonds and could be detected with both the Jol-2 and X67 antibody. The existence of
disulfide bond-mediated lamin oligomers in the reducing environment of the hiving cell can be
questioned. Nonetheless, there are transcription factors of which the activity 1s controlled by the
formation of disulfide bonds (Toledano, et al.. 2004). Because a previous report by Stierle et al.
(2003) shows that a covalent dimer of the A-type lamin C-terminal globular domain (residues 411-
353) can bind a 30-40bp DNA fragment, we assessed the DNA binding properties of the R439C
mutant disulfide-mediated oligomers of the C-terminal globular domain. Our DNA-binding studies
show that the R439C mutation perturbs the interaction with DINA because the gel retardation assay
showed a smear of lamun/DNA complexes instead of discrete bands. as seen with wild-type lamin
A We suggest that the smear reflects the presence of unstable DNA-protein interactions due to the
formation of multiple oligomers with different affinities for DNA. When increasing amounts of the
mutant B439C A-type lamin C-terminal Ig-fold are incubated with a 357bp DNA fragment, protein-
protein interactions between high molecular weight oligomers seem to be enhanced, mmpeding the
electrophoretic mobility and resolution of the complexes. Residue R439 15 not simated in the
regions thought to be involved in the interaction between the Ig-like domain and DNA, 1e. the
region holding the nuclear localization signal and a large positively charged region centered around
residue R482 (Stierle, et al | 2003). Thus, the mutation probably does not interfere directly with the
lamin/DINA interaction as has been shown for R4820Q) (Stierle, et al, 2003). A gel retardation assay
with the mutant R482Q) showed a decrease in affinity between the peptide and DNA. but distinct
bands were still observed. In the case of the R439C mutant therefore, perturbation of DNA binding
most probably arises from the formation of oligomers before and during migration. In order to
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assess the in vive impact of these findings, we studied the dynamics of R439C mutant lamin A by
the FLIP assay. Largely, the effects measured for EGFP-E439C lamin A were comparable to those
of the GFP-R482W lamin A mutant (Broers, et al., 2003). However, in case of the R439C lamin A
mutant, the amount of fluorescence lost was far more pronounced in the nucleoplasmic region and
the lamina, as compared to that of the wild-tvpe lamin A and the R482W mutant. The R482W
mutant was previously shown to affect the nucleoplasmic lamin network to a larger extent than the
B4533W mutant mnvolved in EDMD (MIM# 181350) (Broers, et al, 2003). We think that this
difference in stability of the intra-nuclear lamin network results from the putative role of the R482
residus 1 DINA interaction. In that perspective. the significant destabilisation of the nucleoplasmic
lamin network likely reflects the extent to which the R439C mutation affects proper polyvmerisation
into a mature lamin network as well as its altered interaction with DINA. The FRAP assay supported
the effect of the R439C mutation on polvmerisation and revealed an enhanced fluorescence
recovery of the mutant as compared to the wild-type. Considering the impact of the R439C
mutation on A-type lamin polymerisation, we expected to find micro-structural nuclear envelope
defects. Indeed, immunochistochemical analysis of the patient’s fibroblasts revealed nuclear
abnormalities that were reported in other FPLD patients, such as blebbing and honeycomb
structures (Vigouroux, et al., 2001).

In conclusion, we characterise a novel heterozvgous missense mutation p B439C that introduces a
second cysteine residue in the C-terminal globular domain of lanins A and C. The mutation results
in a hybrid laminopathy comprising Dunnigan-type lipodystrophy, muscle weakness and skeletal
defects reminiscent of progeroid laminopathies. Structural studies performed on the recombinant
R439C C-terminal globular domain showed little effect of the mutation on its structure and stabality.
However, the introduction of a cysteine into the solvent-exposed surface of the Ig-fold results in
extensive disulfide-mediated oligomerisation of A-type lamins, as concluded from in vino
experiments on recombinant peptide and from nuclear extracts of patient fibroblasts. This
oligomerisation affects the interaction with DNA i vitre. Photobleaching studies on R439C lamin
A supported the in vive impact as the stability of the nuclear lamin networks was adversely affected.
Hence, our findings suggest a novel pathogenetic mechanism in laminopathies, based on disulfide-
mediated oligomerisation. Future studies will have to determine how such oligomerisation
contributes to the pathogenesis of this and potentially other laminopathies.

—
(5]
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Figure 1. Clinical characteristics of the 25-year-old daughter.

A) Masculine build, limited breast development, lack of adipose tissue in the extremities and excess
of fat deposition in the face, neck and labia majora.

B) Masculine build and pronounced calf musculature.
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Figure 2. Radiography of the skull and clavicles.

A) Radiography of the mother’s skull with vertical skull base (arrow) and Wormian bone remnants
visible in the occipital region.

B) Radiography of the daughter’s clavicles with resorption of the distal end of the left clavicle
(arrow).
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Figure 3. Structure of the R439C mutant A-type lamin C-terminal globular domain.

A) Backbone structure of the Ig-globular domain of LA/C (residues 411-553), as determined by
NMR. The affected residue R439 is located in a loop comnecting fl- and P2-strands. On the
opposite side of the f-sandwich residue C522 is found. the only cysteine present in the native C-
terminal globular domain of A-type lamins.

B, C) Three-dimensional representation of the C-terminal Ig-like fold of A-type lamins. The color
code indicates the degree of conservation in a spectrum from dark blue for highly conserved
residues to red for less conserved residues. The affected residue R439 is not conserved between A-
and B-type lamins, though strongly conserved between A-type lamins (depicted in yellow). This
residue is located at more than 10 A from a highly conserved positively charged region affected in
previously described FPLD. B) Dark blue colored region positively charged and hydrophobic,
forming a cave in the Ig-fold. Residue R439 lays behind this surface as demarcated by the dotted
arrow. C) The orientation of the C-terminal globular domain corresponds to that of Figure 3B
rotated by 90° around the vertical axis, revealing the position of the R439 residue.
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Figure 4. Structural characterisation of the R439C mutant A-type lamin C-terminal globular region
(residues 411-553) by circular dichroism (CD) and NMR.

A) Evolution of the CD spectrum of the R439C mutant Ig-like domain of A-type lamins as a
function of temperature. Curves corresponding to temperatures from 10° to 90°C are displayed
according to the color code at the right of the diagram.

B) Molar residual ellipticity as a function of the temperature for the wild-type and R439C mutant
lamin globular domain was measured between 212 nm and 218 nm; the average measurement is
shown. The figure shows that the denaturation temperature of the R439C mutant is 58°C (blue
graph). This value is close to the denaturation temperature of the wild-type domain (about 62°C)
(black graph).

C) Proton 1D NMR spectra of the wild-type domain (black plot) and the R439C mutant lamin
globular domain (blue plot) recorded at 20°C. Analysis of the NMR proton spectra shows that the
R439C mutation does not significantly change the 3D structure of the Ig-like domain.
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Figure 5. Oligomerisation of A-type lamins and DNA interaction.

A) SDS-polyacrylamide gel electrophoretic analysis of the wild-type lamin A/C Ig-fold domain
(residues 411-553). Coomassie Brilliant Blue staining of gels in which the wild-type peptide was
resolved under non-reducing conditions (lane 1) and reducing conditions (lane 2) after incubation at
4°C for 16h. Under reducing conditions a single band occurs corresponding to the monomer (~18
kDa) whereas under non-reducing conditions dimerisation of the Ig-fold is observed (~36 kDa).

B) SDS-polyacrylamide gel electrophoretic analysis of dimerization of the wild-type lamin A/C
(referred to as LA/C) and oligomerisation of the R439C lamin A/C mutant (referred to as R439C)
Ig-fold domains (residues 411-553). Coomassie Brilliant Blue staining of the gel in which LA/C
and R439C peptides were resolved under non-reducing conditions. Lanes 1 and 3 correspond to an
incubation at 4°C for 40h of LA/C and R439C peptides, respectively. Lanes 2 and 4 correspond to
an incubation at 37°C for 16h of LA/C and R439C peptides. respectively. Dimerization of the wild-
type LA/C and an oligomerisation of the R439C mutant are clearly observed. At 37°C the mutant
R439C peptide oligomerises to large complexes that impede their electrophoretic resolution (lane
4).

C) SDS-polyacrylamide gel electrophoretic analysis of the time dependent oligomerisation at 4°C
of the R439C lamin A/C mutant Ig-fold domain (residues 411-553). Coomassie Brilliant Blue
staining of the gel in which the R439C mutant was resolved under non-reducing conditions. Lane 1
indicates the mobility of the monomer R439C. Note that a slight oligomerisation 1s present in the
starting material. Lanes 2 to 6 reveal the peptide oligomers formed after 16h, 24h, 40h, 48h and 62h
of incubation at 4°C, respectively. The lowest arrowhead refers to the monomer, the highest refers
to the dimer. Lane 7 represents a Coomassie Brilliant Blue staining of a gel in which the R439C
mutant was resolved under reducing conditions. Under these conditions oligomerisation does not
take place.

D) Oligomerisation of the R439C mutant A-type lamins under non-reducing conditions. Nuclear
matrix fractions obtained from patient fibroblasts (R439C: lanes 1, 3 and 5) and a human control
fibroblast cell line (NHDF: lanes 2. 4) were analysed on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
with (lane 5) or without (lanes 1-4) p-mercaptoethanol. Staining with the Jol-2 antibody (lanes 1. 2)
and the X67 antibody (lanes 3-5) revealed immunoreactive high molecular weight complexes under
non-reducing conditions in the patient sample and to a significantly lower extent in the control
sample. In the presence of f-mercaptoethanol these high molecular weight complexes could not be
detected (lane 5).

E) Binding of the wild-type LA/C (residues 411-553) dimer to DNA. The 357 bp DNA fragment at
a concentration of 11nM in 100mM NaCl was incubated for 3h at room temperature with increasing
concentrations of the wild-type lamin A/C Ig-fold (LA/C) previously dimerised at 37°C for 2h30.
Incubation was performed in the presence of an 8-fold (lane 2), 16-fold (lane 3), 32-fold (lane 4)
and 64-fold (lane 5) molar excess of the peptide. Lane 1 indicates the mobility of naked DNA.

F, G) The 357 bp DNA fragment at a concentration of 11nM in 100mM NaCl was incubated for 3h
at 4°C with increasing concentrations of the wild-type LA/C (Figure 5F) and R439C mutant (Figure
5G) Ig-peptide (residues 411-553) previously dimerised or oligomerised respectively, at 4°C for
24h. Incubations were performed in the presence of an 8-fold (lane 2), 16-fold (lane 3), 32-fold
(lane 4) and 64-fold (lane 5) molar excess of the peptides. Lanes 1 indicate the mobility of naked
DNA. Stable DNA/peptide complexes are formed with the highest concentrations of the wild-type
LA/C dimerised at 4°C (arrowhead, Figure 5F). The R439C mutant oligomers bind to DNA (Figure
5G). However, the DNA/peptide complexes migrate as a smear on the gel (Figure 5G. lanes 2 to 4)
revealing a lower stability of the DNA/peptide interactions. At higher peptide concentrations,
DNA/peptide complexes failed to enter the gel (Figure 5G, lanes 4 and 5) due to enhanced protein-
protein interactions.
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Figure 6. Fluorescence loss of intensity (FLIP) studies in CHO-K1 cells transfected with the
pEGFP-Lamin A R439C construct.

A and A B and B") Examples of different areas measured in the cells before (A and B: 1 = lamina,
3 = nucleoplasm, 5 = background) and after (A' and B'; 2 = lamina, 4 = nucleoplasm, 6 =
background, 7 = bleached area) photobleaching.

C) Summary of FLIP measurements. Mean values of retained fluorescence in the lamina and
nucleoplasm are given with standard errors. Statistical analyses were performed using Student's t
test, comparing the R439C lamin A mutant with wild-type lamin A and the R482W lamin A
mutant. Asterisks indicate the levels of significance, i.e. R439C lamin A mutant in lamina (P <
3x107%), R439C lamin A mutant in nucleoplasm (P < 2x10°%), and R482W lamin A mutant in
nucleoplasm (P < 0.05).
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Figure 7. Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) in CHO-KI cells transfected with
the pEGFP-lamin A R439C and the wild-type pEGFP-lamin A construct. A higher rate of
fluorescence recovery was found in the nucleoplasm for the mutant lamin A protein as compared to
the wild-type. Interestingly, the fraction of EGFP fluorescence recovered in the lamina was
evidently higher for the R439C mutant than for the wild-type lamin A protein. These findings
indicate an increased mobility of the R439C mutant lamin A protein.
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Figure 8. Immunofluorescence labelling of A-and B-type lamins in single confocal sections (panels
A-F) and immunoblotting of cultured patient fibroblasts (panel G). All nuclei were counterstained
with propidium iodide (E™).

Lamin A/C staining with antibody Jol-2 (A) and lamin A staining with antibody 133A2 (B) reveals
the presence of honeycomb figures in the nuclear lattice (arrow). Lamin C staining with antibody
RalC (C) reveals intra-nuclear tubular structures. Emerin staining with antibody NCL-Emerin (D)
shows an increased expression of emerin within the bleb. Intra-nuclear structures are visible in the
bleb. Staining with antibody 119D5-F1 (E) reveals the absence of lamin B1 in the lamina lining the
protrusion filled with chromatin (arrow). Note the donut-shaped nucleus. Staining with antibody
LN43 (F) shows presence of lamin B2 in intra-nuclear foci and a reduced expression in the lamina
lining the bleb (arrow). Scale bars represent 10um.

Immunoblotting for lamins A and C (G) in human control fibroblasts (NHDFu, lane 1) and patient
fibroblasts (lane 2). Actin was used as a control for protein loading. With the Jol-2 antibody (top)
and the X67 antibody (bottom) bands corresponding to lamins A and C could be detected.
Underneath the band corresponding to lamin C. an additional band corresponding to the 46kDa
proteolytic fragment containing the C-terminal end of lamins A/C was found (asterisk).
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2. En cours : a la recherche des ponts disulfures de la lamine in vivo

Suite a I’observation de 1’oligomérisation du mutant R439C du domaine globulaire des
lamines de type An vitro, j’ai voulu savoir si cette oligomérisation se produigaitivo. Pour
cela,j’ai réalisé des expériences a partir de cellules HelLa ou de fibroblastes de malades avec
la mutation R439C sur les lamines de type A chez Michel B. Toledano du SBGM au CEA de
Saclay A I’aide de NEM,j’ai bloqué la formation de ponts disulfures supplémentaires dans
ces cellules (figure 60)J’ai ensuite extrait les lamines et obgel’oligomérisation des
lamines de type A en présence ou non de réducteur (figure 61). La présence derrédiicteu
rompre tous les ponts disulfures. Par conséquent, toutes les bandes observées en présence de
réducteur correspondent soit aux lamines de type A, soit a des complexes formés avec les

lamines de type A et qui ne sont pas dus aux cystéines.

P P
@ @
| |

Traitement PBS Traitement PBS +
l NEM
Extraction des Extraction des
lamines lamines + NEM
+ réducteur - réducteur + réducteur - réducteur

Figure 60 : Description de I’expérience de blocage des ponts disulfures par NEM
NEM - + + - + -
Réducteur - - - - + +

Lamine A

\

.
115,5kDa

182.2kDa

Lamine A

Lamine C

Lamine C

H_J — —~— _/
Cellules Hele Fibroblastes de malad
Figure 61 :Blot des expériences réalisées sur des lamines extraites a partir de cellules HeLa ou

de fibroblastes de malades avec la mutation R439C sur les lamines de typdrAvélation avec un
anticorps anti-lamine A donné par B. Buendia.
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Ces expériences ont permis d’observer la formation d’un pont disulfure
intramoléculaire dans les lamines A mais pas dans les laminaspontGi’existe pas in Vivo
car il disparait en présence de NEM. En revanehs n’avons pasobservé la formation de
pont disulfure intermoléculaire. Ces résultats préliminaires ont précéatées expériences
en cours de réalisation chez nos collaborateurs a Maastricht. Ceux-ci ont travaillé sur des
fibroblastes de malades avec la mutation R439C mais cettei faieec des fibroblastes
normaux comme témoin puis ont révée protéines d’intérét avec différents anticorps anti-

lamine A.

NEM + + a - + +
Réducteur - + - + - + a N

250kDa

150kDa|

100kDa

75kDa!

Lamine de

type A
Y Y
Fibroblastes d Fibroblastes
patients Témoins

Figure 62: Blot des expériences réalisées sur des lamines extraites a partir de fibroblastes sains
ou de fibroblastes de malades avec la mutation R439C sur les lamines de typ&RAvélation des
lamines de type A par un anticorps anti-lamine A.

Le blot de la figure 62 montre plusieurs bandes correspondant au poids moléculaire
des lamines A/C monomeéreln effet, I’anticorps anti-lamine A permet la révélation de la
présence des différentes lamines de type A : lamine A, lamine C, lamit® &k des formes
mineures.L’oligomérisation observée sur les pistes 3 et 7 nous permet de confirmer les
résultats obtenu# vitro sur le domaine globulaire des lamines A/C en conditions non
réductrices. La comparaison des pistest & pourrait indiquer une faible oligomérisation d
mutant des lamines de typein vivo maisce résultat n’a pour I’instant pas été reproduit.

En conclusion, nous ne pouvons pas encore affirmer que les lamines de type A
peuvent oligomérisan vivo. Dans la littérature, la recherche d’oligoméres des lamines avait
été réalisé sur des lamines de différents organismes mais dans des conditions ou les lamines
pouvaient s’oxyder in vitro (Dessev et al., 1990; Shelton et al., 1982). Par conséquent, nos
résultats apportent un début gleuve de 1’oligomérisation de certaines lamines humaines in

Vivo.
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Chapitre 4 : Conclusions et perspectives

Aujourd’hui le role de I’enveloppe nucléaire apparait étre non seulement mécanique -
I’enveloppe soutient la membrane nucléaire interne - mais aussi génétigu&nveloppe
régule I’expression de certains génes et influence en particulier les processus de prolifération
et de différenciation cellulaire. Récemment, la lamina nucléaire a été proposée comme
impliquée dans les processus de vieillissement normaux et pathologiques. Certaines protéines
de I’enveloppe impliquées dans ces mécanismes ont ¢été identifiées, et au cours de ma thése
différents partenaires biologiques ont été proposés pour ces protéines. Cependant, aucune
donnée structurale n’existe qui permettrait d’¢élucider a I’échelle atomique les mécanismes

moléculaires sur lesquels reposent les principales fonctions de I’enveloppe nucléaire.

I. MAN1, protéine régulatrice ou inhibitrice de la transcription

Au cours de ma thesd;un des objectifs de mon travail était d’apporter des
informations structurales et fonctionnelles qui permettent de comprendre le réle de la protéine
MAN1, notamment de sa région C-terminale. En effet, notre collaborateur H.J. Worman avait
identifié une interaction entre cette région de MAN1 et le domaine MH2 des protéines Smad2
et Smad3, protéines régulatrices de la transcription. Cela nous a conduits a nous demander
comment une protéine de 1I’enveloppe nucléaire pouvait intervenir au niveau de la régulation
transcriptionnelle des génes cibles des ligands de la famille deBTGHPour essayer de
répondre a cette questigrai commencé par caractériser la région C-terminale de MAN1 par
RMN. Celam’a permis dapporter des informations Structurales sur les deux domaines qui
composent cette région: un premier domaine pour lequel on ne connaissait aucune
information structurale (MAN1€) et un deuxiéme domaine pour lequel un repliement de
type UHM était prédit (MAN1E). Ce dernier domaine’est révélé adopter une structure
fluctuante et j’ai suggéré que la présence dedn de ses partenaires biologiques pourrait le
stabiliser, comme cela a été montré pour un autre domaine de type UHM (Kellenberger et al.,
2002).

J’ai résolu par RMN la structure tridimensionnelle du premier domaine C-terminal de
MANI. C’est un repliement de type Winged-Helix (WH). Les motifs WH sont des domaines
de liaison a I’ADN donc j’ai testé si cette hypothése était valable pour MAN4i mis en
évidence une interaction entre MAN1Get ’ADN tout & fait classique, c¢’est-a-dire
impliquant I’hélice H3 du WH. Enfin, a partir de I’analyse des structures tridimensionnelles
de complexes WH/ADN résolus par cristallograpliei proposé un modele de complexe
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entre MAN1C' etI’ADN. Dans ce modéle, on observe que la région de MAN@&®liquée

dans I’interaction avec les R-Smads n’est pas enfouie lors dd’interaction avec I’ADN. J’ai

donc proposé la possibilité 1’existence d’un complexe ternaire entre I’ADN, MANI1 et les
R-Smads. Dans cetteptique, MAN1 n’aurait pas le réle d’inhibiteur de la transcription

proposé dans la littérature. En efféans toutes les expériences réalisées sur 1’impact de

MANL1 dans la voie de signalisation de TBFMANL est surexprimée, capture de maniére
excessive les R-Smads et bloque certaines voies de signalisation impliquant ces R-Smads.
Cependant, la rétention des protéineSrixds a I’enveloppe nucléaire par MAN1 pourrait

avoir comme but detimuler I’expression d’une autre famille de génes spécifiques du
domaine WH de MANL1 et régulée par les ligands de la famille de[.GF-

Dans la littérature, une autre protéine comprenant un motif WH intervient dans une
voie de la signalisation par TG¥Fen interagissant avec les protéines R-Smads : Fast-1 (Chen
et al., 1997). Cette protéine, comme MANL1, est localisée dans le noyau, interagiesave
protéines R-Smads par un domaine différent du \fkine des complexes avec I’ADN et
blogue une voie de signalisation par T@Gluand elle est surexprimée. Sur ce modéle, on
peut soumettren mode d’action de MANI1. Les protéines R-Smads se lient a Smad4 afin
d’entrer dans le noyau. Une fois dans le noyau, toutes les protéines Smads reconnaissent par
leur domaine MH1 la méme séquercADN donc ces protéines ont besoin d’un cofacteur de
liaison a ’ADN afin d’acquérir une spécificité de séquence originale. Ce cofacteur peut
correspondre a notre motif WH. Aingé trimere Smad4, Bmad et MANI se lie a ’ADN
afin de transcrire des génes spécifiques (figure 63).

ADN

Figure 63 : Représentation d’un modéle pour la reconnaissance et la régulation de génes
spécifiques par les protéines Smads en concert avec MARMassague and Wotton, 2000).

Pour valider ce modeéle, il faudrait maintengmbuver 1’existence du complexe
ternaire MAN1CG/MH,/ADN, identifier la séquence d’ADN spécifiquement reconnue par le
motif WH de MAN1, et déterminer la structure du complexe MANII@H /ADN specifiquePar
RMN et modélisation ou cristallographie.
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Toutes les pathologies causées par des mutations dans le géne de MANL1 touchent les
os. En effet, esmutations entrainent la perte de la région C-terminale de la protéine puis une
expression amplifiée des génes activés par F&E-BMP, ce qui provoque des lésions des
0S. Une fois la séquence d’ADN spécifique du WH de MANI déterminée, il faudrait
envisager de comprendre comment le complexe MAN1/Smad2/Smad4/ADN contribue a un

processus biologique essentiel pour la formation des os.

Il. La lamine et ses partenaires

En parallele, pendant ma thésej aussi continué le travail initié¢ au laboratoire sur la
caractérisation de la structure tridimensionnelle de régions de la lamine de type A et la
cartographie de leurs surfac€snttractions avec d’autres protéines de 1’enveloppe nucléaire
ou des facteurs de transcription. La structure tridimensionnelle du domaine riche en acides
aminés hydrophobes 411-553 de la partie « queue » des lamines de type A avait été
déterminée par RMN. Cependant, les interactions décrites dans la littérature enprartiette
« queue » et plusieurs partenaires biologiques de la lamine impliquent non seulement le
domaine de structure tridimensionnelle connue 411-553, mais aussi le fragment se trouvant en
C-terminal de ce domainé54-646.

J’ai donc commencé par caractériser 1’ensemble de la région 411-646, par RMN J’ai
montré que la structure de la partie globulaire et structurée 411-553 reste inchangée dans le
fragment 411-646. De plus, dans le spetH-"N HSQC de la lamine 411-646, les pics
représentants les résidus de 554-646 ont des déplacements chimiques caractéristiques d
peptide déstructuré. En conclusion, la partie 554-646 du fragmeni441d*interagit pas
avec les résidus 411-553 et est déstructurée. Mais ces résidus semblent importants pour la
liaison a différents partenaires donc on peut penser qu’ils acquiérent une structure repliée au
contact d’un partenaire biologique.

Parallelement, je me suis focalisée sur deux interactions impliquant la lamine de type
A : (1) lamine A-émerine, sur laguelle il existe une importante littérature, notamment car ces
deux molécules sont mutées dans des formes cliniquement similaires de la dystrophie
musculaire d’Emery-Dreifuss. (2) lamine A-SREBP1 commgemple d’une interaction de la
lamina avec un facteur de transcription impliqué dans la différenciation cellulaire.

Dans le premier cas, I’interaction décrite in vivo et in vitro entre la lamine A et
I’émerine n’a pu étre retrouvée, ni par GST pulldown, ni par BiaCore, ni par RMN. La
majorité des expériences publiées repose sur I’utilisation de 1’ensemble de la partie
nucléoplasmique de 1I’émerine 1-222, alors que nous n’avons testé que 1’émerine 1-187, sans

la partie poly-Ser C-terminale. Deux groupes ont mis en évidence une interaction entre
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I’émerine 1-187 et la lamine de type A. L’équipe de C. J. Hutchison a réalisé des expériences
de co-immunoprécipitation a partir de lysats de réticulocytes dans lesquels ils ont exprimé
I’émerine recombinante 1-187 (Vaughan et al., 2001).dquipe de G.E. Morris a aussi mis en
évidence une interaction estte fragment d’émerine et la lamine A mais a partir de culot
bactérien repris dans de 1’urée (Clements et al., 2000). En conséquence, ces deux groupes ne
peuventn’avoir observéu’une interactionndirecte ente le fragment d’émerine 1-187 et les
lamines de type A.

Aujourd’hui, nous proposons deux hypothéses pour expliquer nos résultats : soit le
segment 18822 est indispensable a 1’interaction, soit 1’interaction entre les deux protéines
est stabilisée par umoisiéme partenaire ou méme est indirecte. Il faut rappeler qu’un
argument foren faveur d’une relation structurale entre la lamine de type A et I’émerine est la
localisation de 1’émerine dépendante de la lamine (Vaughan et al., 2001).

Notre premiere hypothése est contredite par 1’équipe de K. Wilson qui a réalisé des
expériences de blot osey avec des mutants d’émerine, et a montré ainsi que la région
centrale de 1’émerine, des résidus 70 a 178, était impliqué dans I’interaction avec la lamine A
entiére (Lee et al., 20010 n contrepartie, certains partenaires de 1’émerine ont besoin de cette
région 188-222 pour interagirvec 1’émerine ; ¢c’est notamment le cas de GCL, un facteur de
la transcription (Holaska et al., 2003).

La deuxieme hypotheése qui implique la présence d’un troisieme partenaire dans ce
complexe laminémerine a été récemment étayée par 1’équipe de K. Wilson (Holaska et al.,
2003) En effet, d’apreés des expériences de microtitrage sur billes, la lamine A et BAF
peuvent se lier simultanément a 1’émerine. Cette méme équipe vient de suggérer que la non-
phosphorylation de BAF serait a ’origine de 1’augmentation de la liaison émerine-lamine A
in vitro et donc que la phosphorylation de BAF inhiberait cette interaction (Bengtsson and
Wilson, 2006) Récemment, 1’équipe de 1. Karakesisoglou a aussi mis en évidence, par des
expériences de GST pulldown, des interactions entresfaine 2, la lamine A/C et I’émerine
(Libotte et al., 2005)Ces expériences ont montré que la lamine et 1’émerine interagissaient
directement avec différents domaines de la nesprine 2. En conséquence, la nesprine 2 jouerait
le role d’intermédiaire entre la lamine et 1’émerine.

Les deux hypotheses sont aujourd’hui étudiées au laboratoire. En effet, nous
construisons actuellement le plasmide de la région N-terminale nucléapla de 1’émerine
1-222. Nous pourrons ainsi comparer en RMN les fragments 1-187 et 1-222. Nous pourrons
aussi réaliser les expériences de GST pulldown avec ce fragmd@ntde-1’émerine et les
différents fragments de la lamine que nous possédons afisedier les différences par

rapport au fragment 1-187.
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Afin de répondre a la seconde hypothése du complexe ternaire entre la lamine,
I’émerine et la nesprine 2, nous sommes en train d’exprimer les différents fragments de
nesprine 2 impliqués dans I’interaction avec la lamine et 1’émerine. Nous voudrions vérifier
ces interactions par pulldovet par RMN.

J’ai aussi tenté d’apporter des informations structurales sur 1’émerine. Comme cela a
été dit précédemmentussi bien la lamine de type A que I’émerine sont mutées dans
I’EDMD doncl’objectif du laboratoire était de positionner les mutations pathologiques dans
la structure tridimensionnelle de chacune des deux protéines. Le travail a été publié dans le
cas de la lamine (Krimm et al., 200Bour ce qui est de 1’émerine, j’ai enregistré des
expériences RMN 'H-"N HSQC et nOes hétéronucléaird$i-">N de la région
nucléoplasmique 1-187. Cette régianprésente qu’une partie structurée, son domaine LEM
N-terminal et la structure tridimensionnelle de ce domame@éja été résolue au laboratoire
(Wolff et al., 2001) Le reste de la protéine n’est pas clairement repli€. En conséquence, soit
ce fragment 1187 de I’émerine a besoin des résidus 188-222 pour se structurer, soit cette
protéine adopte un repliement tridimensionnel quand elle entre en interaction avec un de ses
partenaires biologiques.

Dans ¢t cas de I’interaction lamine A—-SREBP1, nous avons choisi de nous focaliser
sur le domaine de liaison a ’ADN de SREBPI apres discussion avec le groupe de S.
Shackleton.Je n’ai pas pu mettre en évidence une interaction entre SREBP1 et les fragments
de lamine de type A testés au laboratoire. En revanche, notre collaboratrice, I. Duband-Goulet
vient de montrer une interaction par GST pulldown entre SREBPllahiae A mature ou
SREBP1 et la prélamine A dans des conditions de faible concentration saline. Elle a aussi
réalisé ces expériences avec notre concentration saline et perd I’interaction dans les deux cas.
En conséquence, on observe une interaction électrostatique faible entre la lamine A mature ou
la prélamine A et le fragment de liaison a I’ADN de SREBPI1. Il serait intéressant de faire
intervenir ’ADN de SREBP1 dans ce complexe afin d’observer s’il y a formation d’un
trimére lamine-SREBPADN. Cette expérience pourrait étre réalisée par gel retard pour
vérifier I'impact de la lamine sur le complexe SREBP1-ADN, puis par RMN afin de
cartographier la surface d’interaction du complexe SREBP1/ADN sur la lamine. Pour finir,
nous pourrions essayer de cristallises trimére afin d’en résoudre la structure
tridimensionnelle ce qui nous permettrait d’observer le comportement des résidus propre a la
lamine A mature (554-646) ou a la prélamine A (554-664). Ce serait aussi les premiéres
informations structurales sur 1’implication de la lamina nucléaire dans la régulation de la

transcription.
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Enfin, j’ai participé au dialogue entre notre laboratoire et les hopitaux engagés dans
I’identification des mutations de la lamine de type A causant des maladies génétiques. En
particulier, j’ai caractérisé le mutant R439C de la lamine de type A. Cette mutation
découverte par le groupe des Pr P.M. Steijlen et F.C.S. Ramaekers de 1’hdpital de Maastricht,
localisée dans le domaine globulaire de la lamine A, entraine une forme de FPLD avec un
fonctionnement anormal des muscles et des anomalies du squelette typiques des
laminopathies progéroides. Le fait de modifier une argiemene cystéine ne modifie pas la
structure tridimensionnelle et la stabilité thermique du domaine de type immunoglobuline,
comme observé dans le cas des autres mutations HRLfdvanche, ’introduction de cette
cystéine supplémentaire en plus de celle déja présente dans le domaine de type
immunoglobuline natifentraine la formation d’oligoméres plus complexes du domaine C-
terminal globulairgyar I’intermédiaire des ponts disulfures. Les autres mutations FPLD de la
lamine ne modifient pas le profif@igomérisation du domaine de type immunoglobuline. Je
me suis donc intéressée a ce processus et j’ai observée 1’effet de cette oligomérisation sur
I’interaction avec I’ADN par retard sur gel. Dans cette expérience, on a remarqué que le
domaine de type immunoglobuline de la lamine mutée R439C ne formait plus de complexes
bien déterminésvec I’ADN comme la lamine sauvage. En effet, on observe des smears dus a
la formation de complexes instables et transitoires entre le mutant de la lamine R439C et
I’ADN. On a aussi remarqué que plus on avait d’oligomeéres de tailles importantes, moins on
observait de déplacement de I’ADN dans le gel. Cela peut étre éllia formation d’énormes
complexesautour de I’ADN qui ne rentrent pas dans les mailles du gel. En conclusion, cette
mutation de la lamine modifie le comportement du domaine de type immunoglobuline de la
lamine envers I’ADN. On peut se demander si muter la cystéine native de ce domaine de la
lamine dans le mutant R439C permettrait de récupeéseprbpriétés d’interaction de la
lamineavec I’ADN. C’est une des pistes qui serait aujourd’hui a exploiter. En revanche, cette
cystéine nativeest localisée a 1’opposé des mutations FPLD sur la structure du domaine de
type immunoglobulinge la lamine A. En conséquence, on peut penser que 1’on retrouvera les
propriétés de dimérisation du domaine de type immunoglobuline mais peut étre pas
I’interaction avec I’ADN. On peut aussi se demander si la destabilisation du complexe ADN-
lamine A provoquée par la mutation et lig@e phénomeéne d’oligomérisation n’est pas un
reflet d’un impact plus important de cette mutation R439C. En effet, cette mutation pourrait
déstabiliser d’autres complexes lamine A-partenaires dont I’interaction avec I’ADN serait un
exemple.

A cette occasion, j’ai soulevé la question de la régulation de I’oxydation des cystéines

au sein de la lamina nucléaire. Afin de pouvapporter des éléments de réponse, j’ai
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commenceé des expériences sur les lamines de tyipevAo. Nous n’avons pas encore pu

étayer notre réponse a ce sujet. Cette question constitue aussi pour le laboratoire une

perspective intéressante de ce travail.
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Chapitre 5 : Matériels et méthodes

|. Expression, production et purification

1. La plate-forme de production de protéines recombinantes chez. coli du DIEP

Afin d’obtenir des protéines solubles ou d’améliorer le rendement de surexpression de
certaines protéinesa plate-forme de production de protéines recombinantes Eheali du
DIEP a mis en place un criblage systématique de plusieurs conditions expérimentales (7
partenaires de fusion, 3 souches d’expression, et 2 températures d’expression) (Braud et al.,
2005). Pour rendreeccriblage d’un grand nombre de conditions réalisable en un temps
raisonnable, un systéme en microplaque ainsi qu’un traitement en paralléle des échantillons a
été mis en place. Les tesfexpression des protéines se déroulent en 2 étapes distinctes :

* Une premicre étape de criblage des conditions d’expression réalisée a petite échelle

sur microplaques en volume de 250 pL.

* Puis, une fois les meilleures conditions d’expression de protéine soluble

déterminées, une production a grande échelle pour obtenir les protéines en quantité

appréciable.

Au-dela de la possibilité de tester un grand nombre de conditions en paralléle, ce
systéme d’expression permet également de produire plusieurs domaines ou protéines
simultanément, ce qui est difficilement réalisablec des techniques d’expression classiques.

La stratégie de production de protéines solubles dans le cadre de cette plate-forme peut se

l:xr
' Partenaire . MANI1C

Figure 64 : Représentation des constructions issues de la plateforme de productior
protéines recombinantes chez E. coli du DIEBraud et al., 20056

décomposer en trois étapes principales :

Cette plate-forme de production de protéines recombinantescloe du DIEP a été
mise en place au cours de ma thése, donc dans les paragraphes suivants, certains plasmides en
seront issus. A notre avantage, certains de nos collaborateurs nous fournissent aussi des
plasmides, donc nous avons utilisé cette plate-forme dans le cas de protéines dont la

surexpression posait probléme.
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2. Les différentes constructions de la région C-terminale de MAN1

Les différents plasmides de MAN1 nous ont été fournis par H.J. Worman. Nous avions
trois plasmides initiaux pGEX-4T-1 qui codent pour une fusion GST, un site de coupure a la
thrombine et notre protéine d’intérét :

- MAN1C" (655-775), le premier domaine de la région C-terminale de MAN1.,

- MAN1C® (658-910), la région C-terminale entiére de MANL1.

- MAN1-UHM (776-910), le deuxieme domaine de la région C-terminale de MAN1

qui est prédit par le bioinformatique comme un domaine UHM.

A. MAN1C"

Ce plasmide pGEX-4T-1 (Amersham) de MAN1Ga été surexprimé dans des
bactéries deE. coli BL21 DE3 Gold a 37°C pendant 3h. Comme on obtenait peu de
surexpression de notre protéine de fusidmutres conditions ont été testées :

- 3 souchesH. coliBL21 DE3 Star-Gold-Rosetta pLys S),

- 2 températures de culture (37°C et 20 °C),

- 3 temps de culture apres induction (4h, une nuit et 2 jours),

- 2 DO d’induction (0,8 et 1,2) et 2 concentrations en IPTG (0,1 et 0,4 mM).

Une fois les conditions d’expression sélectionnées, NOUS avons mis au point les
conditions de purification de MANZYC Une purification par affinité sur colonne GS4B
(Glutathion Sepharose 4B, Amersham) a été réalisée avec coupure a la thrombine sur colonne.
Aprés action de la thrombine, on élue la protéine clivée avec notre tampon de purification. De
cette facon, on récupére uniquement notre protéine d’intérét sans la protéine de fusion.

Ensuite, nous avongouté une étape de purification par échangeuse d’ions.

Nous avons besoin d’une protéine concentrée entre 0,5 et ImM pour enregistrer les
expériences RMN mais notre protéine précipite a la concentration. Par conséquent, nous
avons réalisé un crible de solubilité afin de déterminer les conditions optimales de solubilité
de notre domaine pour une étude RMN. Ce crible est basé sur les cribles de cristallogenése et
consiste a tester :

- différents tampons a différents pH,

- différentes concentrations en tampons,

- plusieurs sels a différentes concentrations.
Les conditions de solubilité sélectionnées pour MANI®us ont permis de réaliser de
nombreuses expériences RMN et d’aboutir a la structure de ce domaine de la région C-

terminale de MAN1 (Caputo et al., 2006a; Caputo et al., 2006b).
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B. MAN1-UHM

Le plasmide de MAN1-UHM a été modifié au sein de la plate-forme de production de
protéines recombinantes chEz coli du DIEP. Un plasmide qui code pour un tag histidine,
une fusion GST, un site de coupure a la TEV et MAN1-UHM a été surexprimé dans des
bactéries deE. coli BL21 Al & 37°C pendant 3h. Une purification sur colonne GS4B
(Glutathion Sepharose 4B, Amershaagnsuite été réake ainsi qu’une coupure a la TEV.

Une fois MAN1UHM récupérée, elle s’agrége rapidement.

C. MAN1CB

Le plasmide de MAN1E a été modifié au sein de la plate-forme de production de
protéines recombinantes chiz coli du DIEP. Un plasmide qui code pour un tag histidine,
une fusion ZZ, un site de coupure & la TEV et MARBECété surexprimé dans des bactéries
de E. coli BL21 DE3 Star a 37°C pendant 3h. Une purification par affinité sur colonne IgG
Sepharosé Fast Flow (Amershana)ensuite été réalisée ainsi qu'une coupure a la TEV. Une
fois MAN1CP récupérée, une filtration sur gel a été effectuée. Nous avons ensuite utilisé des
conditions de solubilité similaires & MAN£@fin de pouvoir comparer les spectres RMN des

deux protéines.

3. Le domaine MH2 de Smad3

Le plasmide pGEX4-T2 (Amersham) du domaine MH2 de Smad3 (MH2-Smad3) nous
a éteé fourni par H.J. Worman. Ce plasmide qui code pour une fusion GST, un site de coupure
a la thrombine et le domaine MH2-Smad3 a été surexprimé dans des bactdtiesotle
BL21 DE3 Star a 25°C sur la nuit. Plusieurs stratégies de purification ont été testées :
- purification standard sur colonne d’affinit¢ GS4B (Glutathion Sepharose 4B,
Amersham), puis coupure a la thrombine et élution.
- purification sur colonne d’affinit¢é GS4B en PBS avec 1M NaCl et 0,5% triton X-
100, puis élution avec 100 mM glutathion pH 8,
* coupure a la thrombine en solution et ajout sur la colonne de MAN1C
* ou coupure a la thrombine en solution et repassage sur GS4B pour enlever la
GST,
* ou coupure & la thrombine en solution et ajout de MAR/Iiis filtration

sur gel.
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- purification sur colonne d’affinit¢ GS4B en PBS avec 1M NaCl et 0,5% triton X-

100, puis ajout de MAN1Epure, coupure & la thrombine sur colonne puis élution et filtration
sur gel.

- mise en contact de MANfGure et de la culture de GST-MH2-Smad3 avant la
colonne d’affinité, puis purification sur colonne d’affinit¢ GS4B en PBS avec 1M NaCl et
0,5% triton X-100.

- mise en contact des cellules ayant surexprimées ZZ-MAN%Qle celles ayan
surexprimées GST- MH&mad3, purification sur colonne d’affinité GS4B en PBS avec IM

NaCl et 0,5% triton X-100, coupure sur colonne a la thrombine, élution et filtration sur gel.

4. Lamine A/IC
A. Les protéines recombinantes

Les plasmides pGEX4-T1 (Amersham) des différentes constructions de lamine A/C
nous ont été fournis par H.J. Worman. Ces plasmides codent pour une fusion GST, un site de
coupure a la thrombine et la lamine (figure 65) :

-GST-lamine 411-553,

-GST-lamine 411-572,

-GST-lamine 411-646,

-GST-lamine 389-646,

-GST-lamine 411-664,

-GST-lamine 411-553-R439C.

_ Lamine C

- | I—C Tgfold. >

1 386 - 646

Lamine 411-553

Lamine 411-664

Lamine 389-646

Figure 65 : Schéma représentant les fragments de lamine A ou C utilisés dans nos études.

Toutes ces constructions ont été surexprimées dans des bactétiesoi®L21 DE3 Star a
37°C pendansh. Les fusions sont ensuite purifiées par chromatographie d’affinité sur GS4B

et coupées a la thrombine.
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B. La protéine entiere

Les lamines sont extraites d’aprés un protocole d’extraction de la matrice nucléaire
(Fey et al., 1984). Sur les conseils de Michel B. Toledano du SBGM au CEA de Saclay, nous
avons modifié ce protocole enjoutant une étape d’hydrolyse des acides nucléiques. Cette
expérience a aussi été réalisée en présence de NEM afin de bloquer la formation de ponts
disulfures supplémentair@s vitro. Pour ces expériences, nous avons utilisé des cellules HelLa
ou des fibroblastes de malades avec la mutation R439C fournit par nos collaborateurs de
Maastricht.

Ces cellules aprés une croissance suffisante, sont rincées avec du PBS. Les cellules
sont cassées par méthode chimique avec un tampon CSK (100mM NaCl, 300mM sucrose,
10mM PIPES, 3mM MgCI2, 0,5% Triton X-100 et 1,2 mM PMSF, pH 6,8) et plusieurs temps
d’attente a 0°C. La matrice est récupérée par centrifugation et digérée a 20°C dans un tampon
CSK contenant 50mM NaCl et de la benzonase. On ajoute ensuite 250 mM de sulfate
d’ammonium afin de purifier nos protéines d’intérét. Aprés centrifugation, le culot est repris
dans un tampon de migration pour les gels avec ou sans réducteur. La méme expérience est
réalisée en parallele en ajoutant 40mM de NEM a chaque étape. Ce produit siadende
covalente aux cystéines libres et permet de bloquer la formation de ponts disulfures
supplémentairef vitro. Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE 5% et transférées
membrane de nitrocellulose. La révélation s’effectue a 1’aide d’un anticorps primaire anti-

lamine A fournit par B. Buendipuis d’un anticorps secondaire de révélation.
5. L’Emerine

Les différents plasmides d’émerine que nous avons utilisés nous ont été¢ fournis par
H.J. Worman :

-pET-19b (Histag, site de coupure a I’entérokinase, suivi de I’émerine 1-187)

-pETM30 (Histag, GST, site de coupure a la TEV, I’émerine 1-187, site de coupure a
la TEV suivi de la lamine 411-566TEV#1.

Le plasmide pET-19b a ensuite été modifié au sein de la plate-forme de production de
protéines recombinantes chezcolidu DIEP a partir de plasmides commerciaux (Invitrogen)
et nous avons donc travaillé sur de nouvelles constructions :

-E15: GST, site de coupure a I’entérokinase suivi de 1I’émerine 1-187

-E17: His+tag, site de coupure a I’entérokinase suivi de I’émerine 1-187

-E24 : Emerine 1187, site de coupure a I’entérokinase, suivi de la GST

-E42: Emerine 1187, site de coupure a I’entérokinase, suivi d’un His-tag
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-E49: Thioredoxine, site de coupure a I’entérokinase, émerine 1-187 suivie de la

thioredoxine.

A. Souches de E. coli utilisées pour ’expression de I’émerine 1-187

Les nouvelles constructions ont ensuite été surexprimées avec différentes souches de
bactéries d&. coli:

- BL21 DE3 Rosetta améliore 1’expression des protéines qui contiennent des codons

rares

- BL21 Al : permet une meilleure régulation de 1’induction

Toutes les constructions E15, E17, E24, E42 et E49 ont été exprimées dans des
souches d&. coliBL21 Al & 37°C pendant 3h. La construction E17 a aussi été exprimée dans
des souches d&. coliBL21 DE3 Rosetta a 37°C pendant 3h.

B. Co-expression de I’émerine avec des protéines chaperons

Quand une protéine se replie difficilement, elle est exprimée dans les corps d’inclusion
de la bactérie. Une technique consiste a co-exprimer ces protéines avec des protéines
chaperons qui vont faciliter leur repliement. Le plasmide pG-KJE3 de ces protéines nous a été
fourni par T. Yura (Nishihara et al., 1998). Il code pour cinq protéines chaperons : Dnal,
DnakK, GroEL, GroES, GrpE. Nous avarsexprimé les cing plasmides éiémerine obtenus
par la plate-forme avec les protéines chaperons dans des souéhenliBL21 DE3 Gold a
37°C pendant 3h. Nous avons ensuite réalisé une purificatidfinité pour chacune des

constructions.

C. Renaturation de I’émerine produite en corps d’inclusion

Cette technique consiste a récupérer la protéine qui est exprimée dans les corps
d’inclusions et a la dénaturer puis tenter de la repliewitro.

E17 a été exprimée dans des souchds.dmli BL21 Al a 37°C pendant 3h. Dans ce
cas, on recuperesd corps d’inclusion que 1’on traite avec du triton X-100. L’émerine et les
protéines deE. coli des corps d’inclusion sont ensuite dénaturées une nuit, sous agitation a
4°C, dans un tampon contenant 6M de Guanidine (tampon de dénaturation : 6M Guanidine,
50mM Tris pH 8, 150mM NaCl et 5mM-mercaptoéthanol)l faut réaliser 1I’expérience en
présence d’une forte concentration de réducteur afin d’éliminer tous les ponts disulfures. Une
purification d’affinité sur colonne de nickel est ensuite réalisée en conditions dénaturantes.
L’étape finale est la renaturation de la protéine par des dilutions successives™$idans un

tampon ne contenant plus de Guanidine.
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D. Production de I’émerine a partir du plasmide TEV#1

Dans ce cas, le plasmide code pour une protéine dont la séquence correspond a trois
protéines la protéine de fusion GST, I’émerine 1-187 et la lamine qui se surexprime tres bien
et peutaider a la surexpression de I’émerine. Cette construction TEV#1 a été exprimée dans
des souches dg. coli BL21 DE3 Star a 20°C sur la nuit. La fusion est ensuite purifiée par
chromatographie d’affinité sur GS4FF et coupée a la TEV sur colonne. Les différentes

protéines récupérées sont ensuite séparées par filtration sur gel.

6. SREBP1

Le plasmide pGEX4-T3 (Amersham) de SREBP1 320-405 nous a été fourni par S.
Shackelton (Lloyd et al., 2002). Ce plasmide code pour une fusion GST, un site de coupure a
la thrombine et SREBP1 320-405. Cette construction a été surexprimée dans des bactéries de
E. coliBL21 DE3 Star a 37°C pendant 2h. La fusion est ensuite purifiée par chromatographie
d’affinité sur GS4B et coupée a la thrombine. La protéine récupérée est ensuite purifiée par

filtration sur gel avec un tampon 100 mM Tris, 200 mM NacCl, pH 8.

Il. Caractérisation structurale

1. Caractérisation par Dichroisme Circulaire (DC)

Le dichroisme circulaire (DC) est une méthode spectrophotométrique qui mesure
I’absorbance optique des molécules asymétriques en solution. Les spectres DC dans
I’ultraviolet (UV) lointain des protéines sont trés sensibles a la structure secondaire des
protéines, les spectres d’UV proche reflétent I’environnement chimique des chaines latérales
aromatiques et des ponts disulfure.

L’utilisation du DC permet aussi de déterminer si la protéine est stable pour 1’étude
RMN qui suivra. Cette technique permet en effet de déterminer la température de dénaturation
de la protéine. Nous avons utilisé cette technique afin de déterminer les éléments de structure
secondaire de MANL1 et de veérifier la stabilité du mutant R439C des lamines de type A (pour
le mutant R439C de la lamine voir article chapitre 3).

Pour les expériences de DC, les échantillons de MANIiilisés étaient & 20 ou 80
MM dans un tampon PBS a pH 7,4. Ces expériences ont été réaliseées avec un appareil de DC
Jobin Yvon CD6. Les spectres ont été enregistrés entre 290 ein pour 1’échantillon a 20
uM et entre 250 et 330 nm pour I’échantillon a 80 pM sur un échantillon de 1 ml (longueur
optique : 1 cm) a 20 °C.
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2. Préparation des échantillons pour la RMN

Les échantillons RMN contiennent 90%®110% DO ou 99,9% DO, 1 mM EDTA,
2 mM TCEP ou 5 mM DTT, un cocktail d’inhibiteur de protéases (SIGMA), 0,01% NaN3 et
0,5 mM TSP comme référence de déplacement chimique. Les tampons utilisés sont :
« pour MAN1C" : 50 mM Phosphate, 150 mM NacCl, pH 6,0
pour MAN1C® : 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 6,0
pour toutes les constructions de lamine : 20 mM Tris, pH 6,3
< pour I’émerine 1-187 : 50 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 6,3

3. Expériences RMN et modélisation

Les expériences ont été enregistrées a 30°C pour MANMANILCE, les
constructions de lamines et I’émerine sur des spectromeétres Bruker DRX-600 au CEA de
Saclay et a I'université d’Evry ou sur le DRX-900 de I'université d’Utrecht (Hollande).

Les expériences utilisées pour 1’attribution des déplacements chimiques et le calcul de
la structure ont été décrites précédemment dans le cas de MA(CHPuto et al., 2006a;
Caputo et al., 2006b).

Ill. Interactions

1. GST pulldown

20 a 200 pg de protéines purifiees fusionnées a la GST (GST-lamine, GST seule) sont
fixées sur 50ul de billes GS4B (Amersham). Les interactions non spécifiques sont éliminées
par des lavages avec un tampon contenant 1 M NaCl, suivis de lavage en tampon
d’incubation. 20 ou 200 pg de protéines ligands (SREBP1) sont incubées avec ces billes dans
le tampon d’incubation (100 mM Tris, 200 mM NacCl, pH 8) pendant au moins 1h a 4°C sous
agitation.Les protéines ligands qui n’interagissent pas avec les protéines fixées sur les billes
sont éliminées par des lavages avec les tampamsibation. Les billes sont analysées sur

gels SDS-PAGE 15% réveélé au bleu de coomassie.

2. Cartographie de surfaces d’interaction par RMN

Les expériences permettant de suivre les variations de déplacements chimiques
induites par I’addition d’un ligand sont des *H-N-HSQC enregistrées & 600 MHz sur des
échantillons entre 0,1 et 0,5 mM de protéine (Lamine 411-553 et lamine 411-646). Les
variations de déplacements chimiques sont pondérées par le rapport de rapports
gyromagnétiques™N/*H (~0,1) : pS|=pS(*H)|+0,1*pS(*°N)|, ou 28=8-8¢ (8 est le
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déplacement chimique correspondant a I’ajout de ligand numéro i et 5o est le déplacement
chimique avant I’ajour de ligand). En considérant que 1’échange entre les formes libres et liées
(protéine/ligand) & rapide, et que I’affinité de ces interactions est faible, on peut approximer
que la concentration de ligand libre est égale a la concentration de ligand lié.
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