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I La mitochondrie

Le mot mitochondrie dérive du grec mitos, « filament », et chondros, « graine » en
raison de 'aspect de cet organite au microscope. Par exemple chez I’Homme, dans les cellules
¢laboratrices d'hormones stéroidiennes les mitochondries sont filamenteuses, alors que dans
les cellules du foie, elles sont granulaires. Les mitochondries sont des organites ovoides de
I’ordre du micrométre présents dans toutes les cellules eucaryotes a I’exception de certains
protistes primitifs comme les diplomonades et les rétortamonades (Roger & Silberman, 2002;
Silberman et al., 2002; Burger & Lang, 2003). Ces organites présentent une grande diversité
dans 1’abondance, 1’activité enzymatique, la composition en protéines et en lipides en fonction

du type de tissu, du stade de développement et des réponses au milieu environnant.

1 Structure

La structure des mitochondries est similaire malgré leur diversité (Figure 1). Ces
organites sont délimités par une enveloppe constituée de deux membranes, membrane externe
et membrane interne. Ces membranes sont trés différentes dans leur composition et leurs
fonctions et délimitent deux compartiments mitochondriaux : espace matriciel et espace inter-

membranaire.

1.1 La membrane externe

La membrane externe mitochondriale est fortement perméable car constituée
principalement de porines également connues sous le nom de VDAC (« Voltage Dependant
Anion Channel »). Chez les plantes, ces porines représentent 50% des protéines de la
membrane externe (HP Braun, Université d’Hannover, communication personnelle). Ces
protéines traversent cette double couche lipidique pour former des canaux permettant la
diffusion de solutés de taille inférieure ou égale a 10 kDa. La membrane externe renferme

¢galement les protéines du complexe TOM (« Translocase of the Outer Membrane »)
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d’importation des protéines et un certain nombre d’enzymes impliquées dans la synthése

mitochondriale des lipides (Alberts, 1994).

1.1 La membrane interne

La membrane interne est beaucoup moins perméable que la membrane externe. Elle se
replie pour former de nombreuses crétes, ce qui lui permet d’augmenter significativement sa
surface. La membrane interne a deux caractéristiques qui lui sont spécifiques. Tout d’abord sa
composition lipidique est particuliere par rapport aux autres membranes de la cellule : elle
contient des phosphatidylcholines et des cardiolipines. De plus, son ratio protéines/lipides de
3,2 est le plus ¢élevé de toutes les membranes biologiques étudiées (contre 1,1 pour la
membrane mitochondriale externe ou 0,85 pour la membrane plasmique de cellules murines)
(Karp, 2007). Cette membrane renferme les protéines des réactions d’oxydation de la chaine
respiratoire et de la synthése d’ATP. De plus, elle contient des transporteurs pour des
¢léments tels que le succinate, les acides aminés, les acides gras, I’ATP, 1’eau ou les protéines
(Picault et al., 2004). Par exemple, c’est a ce niveau que sont localisés les aquaporines pour la
diffusion passive de 1’eau (Lee & Thevenod, 2006), le transporteur ADP/ATP ou ANT
(« Adenine Nucleotide Translocator ») (Klingenberg, 1989) et les protéines du complexe TIM
(« Translocase of the Inner Membrane ») d’importation des protéines qui avec le complexe

TOM de la membrane externe constituent les points de contact entre les deux membranes.

1.3 L’espace matriciel

L’espace matriciel est constitu¢ d’un gel de moins de 50% d’eau renfermant plusieurs
copies du génome mitochondrial accompagnées des éléments nécessaires a sa transcription et
a sa traduction. De plus, on y trouve des enzymes du métabolisme énergétique (par exemple
les enzymes du cycle de ’acide citrique et les enzymes de 1’hélice de Lynen), des substrats,

des cofacteurs nucléotidiques et des ions inorganiques (Voet, 2002).
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2 Fonctions des mitochondries

Les mitochondries sont des organites essentiels a la cellule. Elles participent a la fois
aux processus de la vie et de la mort cellulaire (Figure 2). Son role primordial est de convertir
I’énergie des molécules organiques en énergie utilisable par la cellule, I’ATP. De plus, les
fonctions mitochondriales incluent différentes voies de synthése (acides gras, acides aminés,
vitamines et héme), des voies de catabolisme (acides gras et acides aminés) ainsi que des
systtmes de concentration de substances (protéines, lipides, colorants et calcium) (Voet,
1990; Alberts, 1995; Scheffler, 1999). Enfin, une autre fonction importante de cet organite est
son implication dans la mort cellulaire programmée. Chez les animaux, ce processus se traduit
par le relarguage du cytochrome c, un transporteur d’¢lectrons de la chaine respiratoire,
depuis I’espace inter-membranaire vers le cytosol a travers le « Permeability Transition Pore»
ou PTP dont les principaux composants sont les protéines VDAC et ANT. Le cytochrome ¢
libéré va participer a I’assemblage d’un complexe protéique (1’apoptosome) responsable de
I’activation d’enzymes protéolytiques, les caspases, qui vont activer un certain nombre de
processus impliqués dans la mort de la cellule (Zamzami & Kroemer, 2001). Chez les plantes
I’implication du cytochrome ¢ (Balk et al., 1999; Yu et al., 2002; Thomas & Franklin-Tong,
2004), du PTP (Lin et al., 2006) et de protéines caspases-like (Hatsugai et al., 2004) dans la
mort cellulaire programmée ont été décrits comme montrant des analogies avec 1’apoptose

chez les animaux.

3 Origine des mitochondries

Le nombre croissant de génomes mitochondriaux entiérement séquencés ainsi que de
multiples analyses génomiques indiquent que les mitochondries dériveraient d’une o-
protéobactérie. Cette o-protéobactérie serait proche de Rickettsia prowazekii et aurait été
endocytée par une cellule proto-eucaryotique ancestrale il y a 1,5 milliards d’années (Gray et

al., 2001). C’est la théorie endosymbiotique.

Il est a noter que la cellule végétale, a la différence des autres cellules eucaryotes,
possede un deuxieéme organite, le chloroplaste, issu d’un second événement endosymbiotique

entre une cyanobactérie et la cellule eucaryotique ancestrale (Dyall et al., 2004).
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4 Le génome mitochondrial

Au cours de 1’évolution, depuis I’endosymbiote jusqu’a la mitochondrie actuelle, le
génome mitochondrial a évolu¢ de fagcon indépendante dans les différents regnes
eucaryotiques pour acquérir des caractéristiques spécifiques dans la structure et 1’expression
de leur génome. Ainsi, la comparaison de I’ADN mitochondrial d’organismes évolutivement

¢loignés montre une trés grande variabilité en termes de taille, d’organisation et de séquence.

4.1 Taille

Les génomes mitochondriaux ont une taille variable (Figure 3A). Elle varie
généralement entre 15 et 60 kpb pour les animaux, et peut atteindre jusqu’a 570 kpb pour les
plantes. Citons, par exemple les cas les plus extrémes : 5,9 kpb pour Plasmodium falcipodium
(Conway et al., 2000) et 490 kbp pour le riz (Notsu et al., 2002). Toutefois les variations de
taille observées entre les différentes espeéces ne sont pas corrélées avec le nombre de genes
(Figure 3B). Ainsi, le génome mitochondrial d’A4. thaliana, 22 fois plus grand que celui de
I’Homme, ne posseéde que 57 genes, contre 37 pour ’Homme. Les grandes fluctuations

observées sont principalement dues a la taille et a la fréquence des régions intergéniques.

Chez les plantes, la plus grande taille des génomes mitochondriaux est li¢e d’une part
a Dexistence d’événements de recombinaison entre des séquences répétées et des éléments
mobiles présents dans les régions intergéniques (Mackenzie & Mclntosh, 1999) et d’autre part
a Dintégration, au cours de [’évolution, de séquence d’ADN exogenes (nucléaire et
chloroplastique). Chez A. thaliana, ces s€quences exogeénes représentent respectivement 1,2 et

4% du génome mitochondrial (Marienfeld et al., 1999).

4.2 Organisation

Les génomes mitochondriaux peuvent exister sous forme linéaires, comme pour

Chlamydomonas reinhardtii mais sont en général sous forme circulaires (Figure 3A). Chez

les plantes, ils sont souvent représentés sous la forme d’un cercle maitre qui cotoie des
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structures subgénomiques circulaires, linéaires, en rosette ou sigma (Backert & Borner, 2000).
Cette dynamique provient des événements de recombinaison homologue entre des séquences
répétées plus ou moins longues présentes tout le long du génome (Bonen, 1993; Mackenzie &

Mclntosh, 1999).

Au cours de I’évolution, la conversion de 1’a-protéobactérie en mitochondrie s’est
accompagnée de la perte d’une grande partie de leurs séquences codantes provenant du
génome ancestral. Ainsi, certains génes ont totalement disparu, d’autres ont été transférés vers
le noyau (Adams et al., 2002) ou bien ils ont ét¢ remplacés par d’autres genes (Adams &
Palmer, 2003) (Figure 4). Aujourd’hui les génomes mitochondriaux ne codent que pour un
nombre restreint de macromolécules : des protéines de la chaine respiratoire, des ¢léments de
la machinerie traductionnelle (ARNr et ARNt), et chez les plantes supérieures et les protistes
des protéines ribosomales et des protéines de la biogenese des cytochromes ¢ (Tableau 1)
(Marienfeld et al., 1999). Ainsi 95-98 % des protéines nécessaires a la biogenése
mitochondriale sont codées par le noyau, synthétisées dans le cytosol puis importées dans les

mitochondries via une machinerie d’importation (cf paragraphe 1.6.1).

4. 3 Expression du génome mitochondrial de plantes

La diversité d’organisation des génomes mitochondriaux entre especes rend 1’étude de
I’expression de I’ADN mitochondrial (ADNmt) spécifique de chaque génome. Aussi par
souci de clarté, je vais détailler uniquement I’expression du génome mitochondrial de plante

supérieure photosynthétique.

4.3.1 Transcription, maturation et dégradation

Chez les plantes, la transcription est initiée au niveau d’au moins une vingtaine de
promoteurs sur les deux brins de I’ADNmt (Kuhn et al., 2005). Des ARN polymérases de type
phagiques transcrivent la plus grande partie de ’ADNmt (Hedtke et al., 2002), méme les

séquences non codantes.



Produit/gene Nombre de génes
At Cr H.s S.c
Complexes respiratoires
Complexe I (NADH déshydrogénase)/nad 9 5 7 0
Complexe IT (Succinate déshydrogénase)/sdh 1 0 0 0
Complexe IIT (Cytochrome c réductase)/cob 1 1 1 1
Complexe IV (Cytochrome c oydase)/cox 3 1 3 3
Complexe V (ATP synthase)/atp 5 0 2 3
Biogenése cytochrome c
Biogenése des cytochromes c/ccm 4 0 0 0
Traduction
Protéines ribosomales/rps-rpl 7 0 0 1
ARNr/rrn 3 2 2 2
ARNt/trn 21 3 22 24
Autres
Genes introniques (maturase) 1 1 0 0
Composante ARN de la RNase P 0 0 0 1
Total 57 13 37 35

Tableau 1
Comparaison de ’information génétique présente dans les génomes mitochondriaux
D’apres Unseld et al., 1997

Avec A.t: Arabidopsis thaliana, C.r: Chlamydomonas reinhardtii; H.s: Homo sapiens, S.c: Saccharomyces cerevisae
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Cette ¢tape de transcription est suivie par des mécanismes de modifications post-
transcriptionnelles nombreux et complexes chez les mitochondries de plantes. On peut
distinguer la maturation des extrémités 5’ et 3° des ARN (Morl & Marchfelder, 2001; Perrin
et al., 2004), I’épissage des ARN messagers qui permet 1’excision d’introns de groupe II
(Giege & Brennicke, 2001; Li-Pook-Than & Bonen, 2006), 1’édition qui consiste en des
modifications de C en U (ou parfois de U en C) des ARNm et de quelques ARNt (Gualberto
et al., 1989; Giege & Brennicke, 1999; Fey et al., 2001).

Le controle de I’abondance de chaque ARN est essentiel pour le fonctionnement
correct de la cellule. Chez les mitochondries de plantes, la régulation de ’expression des
genes s’opere par des événements post-transcriptionnels. En effet, les taux de transcrits ne
dépendent pas directement de la transcription mais résultent de 1’équilibre entre I’activité
transcriptionnelle et le controle de la stabilité des ARN qui s’appuie sur la polyadénylation et
la dégradation des ARN (Holec et al., 2006). Ainsi, ’image que ’on peut avoir de la
transcription mitochondriale végétale est celle d’un processus pour le moins permissif, c’est

pourquoi on parle de transcription relachée.

4.3.2 Traduction

La traduction dans les mitochondries de plantes reste I’étape la moins étudiée de
I’expression génétique. La mitochondrie posséde sa propre machinerie traductionnelle. Elle
comprend : des ribosomes de 70S, une vingtaine d’aminoacyl-ARNt synthétases et des
facteurs de traduction EFTu et EFTs importés depuis le cytosol (Duchene et al., 2005; Millar
et al., 2005). Il n’existe pas de séquence de type Shine-Dalgarno dans les transcrits
mitochondriaux et le site d’attachement du ribosome ainsi que le contrdle de la traduction sont
a I’heure actuelle encore inconnus. Néanmoins, il est intéressant de noter que certains ARNm
sont traduits sans codon d’initiation AUG (Unseld et al., 1997) et que la traduction peut se
terminer sans codon stop, c’est par exemple le cas pour les ARNm codant les protéines nad6

et ccmC chez Arabidopsis thaliana et chez le chou-fleur (Raczynska et al., 2006).



unCiv()e(iriel Codon:ganismes Plantes S. cerevisae Vertébrés
Arg AGA Arg Arg Stop
Arg AGG Arg Arg Stop
Ile ATA Ile Met Met
Stop TGA Stop Trp Trp
Leu CTT Leu Thr Leu
Leu CTC Leu Thr Leu
Leu CTA Leu Thr Leu
Leu CTG Leu Thr Leu
Arg CGA Arg X Arg
Arg CGC Arg X Arg
Stop TAA Stop Stop Stop
Stop TAG Stop Stop Stop

Tableau 2
Correspondance entre codons et acides aminés chez les mitochondries de plantes, de S. cerevisae

et de vertébrés et pour le code universel (en rouge)
Avec X=pas d’acide aminé correspondant
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4.3.3 Particularité du code génétique mitochondrial

A T’exception des mitochondries végétales qui utilisent le code génétique universel, le
code génétique utilis¢ par les mitochondries des animaux, des champignons ou des
protozoaires n’est pas identique au code génétique universel (Tableau 2). De plus, d’un
organisme a l’autre, le code génétique mitochondrial peut varier. Ainsi, le codon TGA qui
correspond dans le cytosol, dans les mitochondries de plantes et chez la levure S. cerevisae a
un codon stop, code pour 1’acide aminé tryptophane dans la matrice mitochondriale de
mammiferes. De méme, le codon AGA qui correspond a I’arginine dans les mitochondries de
plantes et de la levure S. cerevisae correspond a un codon stop dans les mitochondries de

mammiferes (Soll, 1995).

5 Le protéome mitochondrial

Au vu du role essentiel de la mitochondrie, le protéome mitochondrial a été au coeur de
nombreuses recherches depuis plusieurs années. Pour estimer le protéome mitochondrial,

deux approches ont principalement été utilisées.

Tout d’abord, les protéines peuvent &tre prédites comme étant localisées dans la
mitochondrie grace a des logiciels de prédiction. Il en existe un certain nombre disponibles
sur Internet. Prenons I’exemple de « Predotar» (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar) (Small
et al., 2004). Ce logiciel utilise des réseaux neuronaux qui se basent sur les séquences
d’adressage situées a I’extrémité N-terminale des protéines cytosoliques connues pour étre
adressées vers la mitochondrie. Bien qu’il ait été couramment utilisé¢ pour les prédictions de
localisation des protéines, ce logiciel souffre de certaines limitations. En effet, il ne prédit pas
les protéines cytosoliques adressées vers la mitochondrie si leur signal d’adressage est interne
ou si la séquence d’adressage N-terminale possede moins de 60 acides aminés. Le méme
résultat est obtenu si les protéines ne possedent pas de méthionine initiatrice tout comme
celles qui utilisent des voies d’importation non classiques telles que les protéines destinées
aux membranes ou a [’espace inter-membranaire. La seconde stratégie est 1’analyse
protéomique qui consiste a fractionner les protéines mitochondriales par électrophorese sur

des gels bidimensionnels par exemple. Aprés extraction des protéines du gel, elles sont
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digérées en peptides puis soumises a une analyse par spectrométriec de masse. Cette
technologie permet de repérer dans les banques de données protéiques la protéine dont sont
issus les peptides a partir de leur masse ou de leur séquence. Cette approche a néanmoins des
limitations intrinséques. En effet, la résolution des gels qui souvent ne permet pas de détecter
et d’identifier toutes les protéines présentes dans un échantillon (Gygi & Aebersold, 2000).
De plus, les gels étant limités en pl et en PM, il est difficile de détecter les protéines n’ayant

pas ces caractéristiques.

Ces deux approches ont permis d’apporter des renseignements précieux au cours de
ces dix dernicres années. En effet, le protéome mitochondrial s’est révélé ne pas étre statique
mais il peut changer suivant les roles joués par la mitochondrie dans les différents tissus et
aux différents stades de développement de la plante ou encore en réponse a différents facteurs
environnementaux. La taille du protéome mitochondrial est estimée a 1500 chez ’Homme
(Andreoli et al., 2004), 800 chez les levures (Andreoli et al., 2004) et a environ 3000 chez les
plantes (Richly et al., 2003). Plus de 400 protéines ont pu étre identifiées chez les plantes
(Millar et al., 2005) et une étude réalisée chez Arabidopsis thaliana montre que pres de 20%
des protéines identifiées ne présentent des similarités avec aucune des protéines connues a ce
jour (Figure 5) (Heazlewood et al., 2004). Il est donc suggéré que de nouvelles fonctions ou

de nouveaux mécanismes puissent entrer en jeu pour réguler le métabolisme mitochondrial.

5.1 Les protéines membranaires

En raison de leur localisation spécifique a l'interface entre le cytosol et la matrice
mitochondriale, les protéines des membranes mitochondriales peuvent assurer des fonctions

extrémement variées (Figure 6).

5.1.1 Les protéines de la membrane externe mitochondriale

Au niveau de la membrane externe, le transport de métabolites ou de macromolécules
depuis le cytosol vers la mitochondrie fait intervenir plusieurs protéines. Les protéines de la
famille VDAC sont les protéines majoritaires de cette membrane. Ces protéines forment des

canaux au sein de la membrane externe pour le passage de métabolites tels que le pyruvate,



Protéines
de la
glycolyse

Complexe TOM Complexe SAM

Chaine respiratoire

Complexe TIM 23

Cycle de
Krebs

Matrice

B oxydation
_pdes lipides _ ‘
polymerase,

Figure 6

Quelques protéines constituant le protéome mitochondrial

TOM-=translocase of the outer membrane, TIM=translocase of the inner membrane, Mpp=mitochondrial processing
peptidase, mtHsp70, matrix heat shock protein 70; PAM= presequence translocase-associated motor, VDAC=voltage
dependent anion channel, SAM=sorting and assembly machinery, MIA=mitochondrial intermembrane space import and
assembly, ME=membrane externe, EIM=espace inter-membranaire, MI= membrane interne



Introduction

I’ATP ou le succinate. Ces protéines peuvent assurer différents rdles. Par exemple, elles
peuvent intervenir dans le transport des ARNt (Salinas et al., 2006), d’ADN (Koulintchenko
et al., 2003; Koulintchenko et al., 2006; Weber-Lotfi et al., 2009) ainsi que dans 1’apoptose en
permettant le relarguage du cytochrome c depuis 1’espace inter-membranaire vers le cytosol
(Godbole et al., 2003). Nos connaissances sur cette famille de protéines seront plus

spécifiquement développées dans la partie 111 de I’Introduction.

Dans cette membrane externe, se trouve aussi le complexe TOM qui assure le passage
vers la mitochondrie des protéines précurseurs mitochondriales codées par le génome
nucléaire. Ce complexe a été initialement étudié¢ chez la levure Saccharomyces cerevisae et le
champignon Neurospora crassa. Le ceeur de ce complexe constitue le « GIP » pour « General
Import Pore » composé des protéines TOM40, TOMS, TOM6 et TOM?7. Trois protéines sont
associées a ce GIP: TOM20, TOM22 et TOM70. Elles constituent les récepteurs pour les

précurseurs protéiques destinés aux mitochondries (Perry et al., 2008).

Opérant en concert avec le complexe TOM, le complexe SAM (« Sorting and
Assembly Machinery ») aussi appelé complexe TOB (« Topogenesis of mitochondria Outer
membrane [-Barrel proteins ») a également été initialement étudié chez la levure
Saccharomyces cerevisae et le champignon Neurospora crassa. 1l assure 1’insertion et le
repliement des protéines précurseurs au sein de la membrane externe mitochondriale aprés
leur importation via le complexe TOM. Ce complexe est constitué¢ des protéines SAMS0

(TOB55), SAM35 (TOB38), SAM37 et MDM10 (Lister et al., 2007).

Ces complexes d’importation sont conservés chez 1’ensemble des eucaryotes.
Cependant, il existe quelques différences dans la composition des complexes que je vais

détailler au paragraphe 6.1.3 de la partie I de 1’Introduction.

5.1.2 Les protéines de la membrane interne mitochondriale

Au niveau de la membrane interne se trouvent les quatre complexes de la chaine
respiratoire. Ces complexes sont impliqués dans le transfert d’électrons (électrons provenant
de I’oxydation des cofacteurs NADH et FADH, intervenant dans le cycle de Krebs par

exemple) qui dans trois cas est couplé a la translocation de protons a travers la membrane
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interne mitochondriale. Le gradient de protons est alors utilisé pour la production d’ATP par
un autre complexe : I’ATP synthase. L’organisation de ces ensembles protéiques au sein de la
membrane est complexe. En effet, les complexes I, III et IV interagissent pour former des
supercomplexes (Boekema & Braun, 2007). Cette interaction est dynamique et dépend de
1’¢état physiologique de la cellule (Dudkina et al., 2008). Plusieurs hypothéses ont été avancées
pour tenter de justifier la présence de ces supercomplexes. En effet, ils pourraient augmenter
le taux d’électrons transférés, représenter des unités de régulation de la respiration ou

augmenter la stabilité des complexes (Boekema & Braun, 2007).

A coté de son role dans la respiration cellulaire, les mitochondries maintiennent la
communication métabolique avec le cytosol grace a une famille de protéines localisées au
niveau des membranes mitochondriales internes. Il s’agit des transporteurs (Picault et al.,
2004). Quelques exemples de ces transporteurs sont le transporteur UCP (« uncoupling
protein »), DTC (« dicarboxylate-tricarboxylate carrier »), BAC (« basic amino acid
carrier »), SFC («succinate-fumarate carrier »), PiC (« phosphate carrier »), AAC
(« ADP/ATP carrier »). De plus, se trouvent a ce niveau les protéines OXA1 qui permettent
I’insertion des complexes respiratoires au sein de la membrane interne (Preuss et al., 2005).
Enfin, deux complexes TIM sont présents dans cette membrane. Ils sont impliqués dans
I’importation des protéines précurseurs mitochondriales. Tout d’abord le complexe TIM23
impliqué dans la translocation des protéines précurseurs possédant un signal d’adressage a
I’extrémité N-terminale et destinées a la matrice mitochondriale. Chez la levure, le coeur de ce
complexe est constitu¢ des protéines TIM23, TIM17, et TIMS50. Deux protéines sont
associées a ce cceur : la protéine TIM 21 dans la membrane interne et le moteur moléculaire
PAM du coté matriciel. Le deuxiéme complexe est le complexe TIM22 impliqué dans la
translocation vers la membrane interne des protéines précurseurs possédant plusieurs
segments transmembranaires. Ce complexe peut étre divisé en deux parties : une premicre
incluse dans la membrane constituée des protéines TIM54, TIM22 et TIM18 et une seconde
partie exposée vers ’espace inter-membranaire constituée des protéines Tim12, Timl10, et

Tim9 (Wagner et al., 2008).
Enfin, au sein de deux membranes mitochondriales, sont localisées des protéines

intervenant dans la morphologie, la dynamique et la division des mitochondries comme par

exemple, les protéines Fis-like au sein de la membrane externe (Logan, 2006).
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5.1.3 Les protéines associées aux membranes mitochondriales

Le protéome mitochondrial végétale peut étre enrichi par 1’association de protéines
solubles du coté cytosolique ou matriciel (Figure 6). En effet, des études récentes ont montré
que des protéines cytosoliques étaient associées aux mitochondries au niveau de la membrane
externe. Ainsi sur les 10 protéines intervenant dans la glycolyse cytosolique, sept protéines
ont été retrouvées dans les fractions mitochondriales (Giege et al., 2003). Il semble que la
glycolyse soit d’ailleurs intimement liée a la face cytosolique de la membrane externe de la
mitochondrie. Une des hypotheses pour expliquer cette promiscuité serait qu’elle permettrait
de mettre a disposition le pyruvate a la mitochondrie plus facilement. Cette association a été
décrite comme dynamique car elle s’adapte au taux respiratoire de la cellule. En effet, lorsque
la respiration est stimulée on observe une augmentation de ’association entre les enzymes de

la glycolyse et la mitochondrie et inversement (Graham et al., 2007).

Du c6té matriciel, des protéines sont associées a la membrane interne. Par exemple la
protéine MPP (« mitochondrial processing peptidase ») qui clive la séquence d’adressage des
protéines précurseurs importées au sein de la mitochondrie (Duchene et al., 2009), les
protéines ribosomales telles que mRPL12 (Delage et al., 2007), les protéines impliquées dans
la réplication et la transcription du chromosome actif mitochondrial (Fey et al., 1999) et la
protéine PPR336 qui semble intervenir dans la traduction mitochondriale (Uyttewaal et al.,

2008).

5.2 Les protéines solubles

Dans I’espace inter-membranaire (Figure 6), on retrouve entre autre le cytochrome ¢
intervenant dans le transfert d’électrons et la mort cellulaire, la protéine NDPK (« nucleoside
diphosphate kinase ») qui posséde une activité nucléasique (Hammargren et al., 2007), les
petites protéines TIM9/10 et TIMS8/13 intervenant dans le transport des protéines (Lister et al.,
2005) ainsi que la machinerie MIA (« Mitochondria inter-membrane space import and

assembly ») impliquée dans DI’importation des protéines destinées a [’espace inter-

11
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membranaire (Gabriel et al., 2007). Son constituant majeur est la protéine MIA40

(Stojanovski et al., 2008).

Dans I’espace matriciel, les protéines assurent différentes fonctions comme la synthése
d’ARN et d’ADN, la maturation d’ARN, les voies de biosynthéses, etc. C’est dans cet espace
que se trouvent par exemple les polymérases, les endo- et exonucléases et les enzymes de
synthése des acides aminés, des vitamines, etc. (Alberts, 1994). Nous retrouvons également
les protéines de la famille PPR (PentatricoPeptide Repeat) (Schmitz-Linneweber & Small,
2008). Ces protéines sont capables de lier I’ARN. Elles sont particuliérement présentes chez
les plantes terrestres. En effet, les protéines PPR sont estimées a 450 chez Arabidopsis
thaliana et 477 chez Oryza sativa. Ces protéines comprennent une succession de 2 a 26 motifs
PPR répétés en tandem. En moyenne 12 motifs sont retrouvés sur ces protéines. Le motif PPR
est une séquence dégénérée constituée de 35 acides aminés riche en tyrosines. Bien que cette
famille de protéines ait été découverte, il y a 8 ans, il est aujourd’hui admis que ces protéines
interviennent dans différentes fonctions post-transcriptionnelles au sein des mitochondries
comme par exemple I’édition (Kotera et al., 2005; Okuda et al., 2007), I’épissage (de
Longevialle et al., 2007) et la traduction des ARN (Uyttewaal et al., 2008). Par exemple, le
gene otp43 code pour une protéine PPR mitochondriale impliquée dans 1’épissage du premier
intron du transcrit nadl codant pour la sous-unit¢ NADI1 du complexe I de la chaine
respiratoire (de Longevialle et al., 2007). Un autre exemple est celui de la protéine PPR336
qui est associée a la membrane interne mitochondriale et plus particuliérement aux ribosomes
mitochondriaux. Cette protéine pourrait intervenir dans la traduction mitochondriales chez les
végétaux (Uyttewaal et al., 2008). Un autre role assuré par les protéines PPR est celui de
restaurateur de fertilité. En effet, il a ét¢ démontré que plusieurs protéines PPR pouvaient
restaurer la fertilité des plantes lorsque celles-ci souffrent de dysfonctionnements (Bentolila et

al., 2002; Desloire et al., 2003).

12
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6 Importation de macromolécules depuis le cytosol

Comme écrit précédemment, les génomes mitochondriaux peuvent ne pas renfermer
un ensemble suffisant de genes d’ ARNt et de protéines. Ainsi pour pallier cette déficience, les

mitochondries importent du cytosol des ARNt et des protéines codés par le génome nucléaire.

6.1 Importation de protéines

La quasi-totalité (95-98%) des protéines nécessaires au fonctionnement des
mitochondries est codée par le génome nucléaire, synthétisée dans le cytosol puis importée

dans les mitochondries via un systéme spécifique.

La majorité¢ des études du mécanisme d’importation a été réalisée chez la levure
S. cerevisae (Bolender et al., 2008). Ce systeme est considéré comme similaire chez les
champignons et les animaux mais présente quelques différences avec le systéme

d’importation des protéines chez les plantes (cf paragraphe 1.6.1.3) (Lister et al., 2007).

Le mécanisme d’importation des protéines va dépendre de la destination finale de
celles-ci. Nous pouvons séparer les protéines en deux catégories: les protéines
mitochondriales précurseurs qui possédent une séquence d’adressage a I’extrémité N-
terminale et celles qui n’en posseédent pas. Dans la premicre catégorie se trouvent les protéines
matricielles ainsi que des protéines de la membrane interne, dans la deuxiéme catégorie se
trouvent les protéines de la membrane externe, de I’espace inter-membranaire et certaines de

la membrane interne.

6.1.1 Protéines avec une séquence d’adressage mitochondriale a l’extrémité N-terminale
Chez la levure, le systéme fait intervenir le complexe TOM au niveau de la membrane

externe et le complexe TIM au niveau de la membrane interne (Figure 7). Pour étre

reconnues par ce systéme, les protéines précurseurs destinées a la matrice mitochondriale et a

la membrane interne possédent une séquence d’adressage située du coté N-terminal. Cette

13
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séquence, riche en résidus hydrophobes et hydroxylés, a la capacité de former une hélice
amphiphile, supposée interagir de facon spécifique avec les récepteurs situés a la surface des
membranes mitochondriales (Zhang & Glaser, 2002). Elle sera éliminée par une MPP

(« Mitochondrial Processing Peptidase »).

Pour étre importée, la protéine précurseur est d’abord prise en charge par des protéines
chaperonnes cytosoliques de type Hsp (« Heat shock protein ») qui vont I’adresser a la surface
de la mitochondrie et la déstructurer. Ensuite, elle est reconnue par le récepteur TOM20 et
traverse la membrane externe via la protéine TOM40. Les protéines TOM40 appartiennent a
la famille des porines, elles forment des tonneaux [ en trois dimensions permettant le passage
de molécules. Une fois dans 1’espace inter-membranaire, la protéine précurseur traverse la
membrane interne via le canal constitu¢ des protéines TIM17 et TIM23 puis est tirée par
I’action concertée de la protéine TIM44 et de la protéine Hsp70 mitochondriale vers la
matrice mitochondriale. Cette protéine Hsp70 va permettre de maintenir la protéine
déstructurée avec 1’aide de chaperonnes MGE et MDJ afin que la séquence d’adressage soit
clivée grace a une peptidase mitochondriale MPP, qui chez les plantes est accrochée a la
membrane interne (Braun & Schmitz, 1999; Zhang & Glaser, 2002). On note que deux autres
types de protéines avec une séquence d’adressage N-terminale utilisent également la voie des
complexes TOM/TIM23. Dans un cas, elles possédent en plus de la séquence d’adressage un
signal interne de sortie qui arréte la translocation au niveau de la membrane interne et induit
un transfert latéral des protéines dans la phase lipidique. Dans I’autre cas, les protéines sont
constituées de domaines transmembranaires. Amenées jusqu’a la matrice mitochondriale, les
séquences d’adressage sont clivées et les protéines matures sont prises en charge par le

complexe Oxal qui permet leur insertion dans la membrane interne (Yi & Dalbey, 2005).

6.1.2 Protéines sans séquence d’adressage mitochondriale a l’extrémité N-terminale

Dans cette catégorie se trouvent les protéines de la membrane externe, de I’espace inter-
membranaire et certaines protéines de la membrane interne. Chez la levure, les protéines sans
séquence d’adressage traversent la membrane externe grace au complexe TOM. Arrivées dans

I’espace inter-membranaire, trois systémes existent (Figure 8) :

-le premier concerne les protéines destinées a la membrane externe souvent riches en
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tonneaux (porine, Mdm10). La protéine précurseur est prise en charge par les complexes
formés par les chaperonnes TIM9/TIM10 et TIM8/TIM13. Ils la guident jusqu’au complexe
SAM (« Sorting and Assembly Machinery ») présent dans la membrane externe, qui permet la

réinsertion et le repliement de la protéine dans la membrane externe (Lister et al., 2005).

-le second systéme concerne les protéines destinées a 1’espace inter-membranaire. Un
complexe d’importation leur est spécifique. Ainsi, aprés leur passage au travers du complexe
TOM, les protéines se lient a la protéine MIA40, constituant majeur du complexe MIA, qui va

leur permettre d’adopter un repliement correct (Stojanovski et al., 2008).

-le dernier systéme concerne les protéines destinées a la membrane interne. Ces protéines
contiennent de nombreux domaines transmembranaires, comme le transporteur de phosphate,
ou le transporteur d’ATP. Un signal est localis¢ dans la partie interne de la protéine
précurseur. Il guide le précurseur vers le récepteur TOM70 situé a la surface de la membrane
externe des mitochondries. Les protéines suivent ensuite la voie classique d’importation. Au
niveau de I’espace inter-membranaire, elles sont prises en charge par un complexe de petites
chaperonnes formé par les protéines TIM9/10 et TIM8/13, avant d’étre incorporées au
complexe TIM22 qui permet I’insertion du précurseur dans la membrane interne (Lister et al.,

2005).

Il est a noter que I'importation des protéines peut étre co-traductionnelle chez les
levures (Ahmed et al., 2006; Yogev et al., 2007). C’est, par exemple, le cas pour la fumarase.
Cette protéine est importée vers la mitochondrie en méme temps qu’elle est traduite. Cette
importation co-traductionnelle permet d’adresser la fumarase a la mitochondrie sans qu’elle
soit dégradée (Yogev et al., 2007). En effet, cette protéine ne peut €tre importée apres sa

traduction car elle est exposée dans le cytosol a la protéase TEV.

6.1.3 Différences avec les plantes

L’analyse du mécanisme d’importation des protéines mitochondriales a été
principalement réalisée chez la levure S. cerevisae. Les systemes d’importation chez les

plantes sont considérés comme similaires (Tableau 3). Par exemple, pour le complexe TOM,
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PROTEINES Arabidopsis | Saccharomyces PROTEINES Arabidopsis Saccharomyces
thaliana cerevisae thaliana cerevisae
MDM10 sc-MDM10 TIM44 at-TIM44-2
MGE1 at-MGE1 sc-MGE1 TIMS50 at-TIM50 sc-TIM50
MIA40 at-MIA40 sc-MIA40 TIMS4 sc-TIM54
MPP ALPHA at-MPP- sc-MAS1
ALPHA-1 TIMS at-TIM8 sc-TIMS
MPP ALPHA at-MPP- TIM9 at-TIM9 sc-TIM9
ALPHA-2
MPP BETA at-MPP- sc-MAS2 TOM20 at-TOM20-1 sc-TOM20
BETA TOM20 at-TOM20-2
TIM10 at-TIM10 sc-TIM10
TOM20 at-TOM20-3
TIM12 sc-TIM12
TIM13 at-TIM13 | sc-TIM13 TOM20 at-TOM20-4
TIM17 at-TIM17-1 sc-TIM17 TOM22 at-TOM9-1 sc-TOM22
TIM17 at-TIM17-2 TOM22 - TOMI-1
TIM17 at-TIM17-3
TOM40 at-TOM40-1 sc-TOM40
TIM18 sc-TIM18
TIM21 at-TIM21 | sc-TIM21 TOM40 at-TOM40-2
TIM22 at-TIM22-1 | sc-TIM22 TOMS5 at-TOM5 sc-TOMS
TIM22 at-TIM22-2 TOM6 at-TOM6 sc-TOM2
TIM22 at-TIM22-3
TOM7 at-TOM7-1 sc-TOM7
TIM23 at-TIM23-1 sc-TIM23
TOM7 at-TOM?7-2
TIM23 at-TIM23-2
TIM23 at-TIM23-3 TOM70 sc-TOM70
TIM44 at-TIM44-1 sc-TIM44 TOM72 sc-TOM72

Tableau 3

Comparaison des protéines de la machinerie d’importation des protéines dans les
mitochondries d’A4. thaliana et de S. cerevisae

MPP= mitochondrial processing peptidase, MGE=mitochondrial GrpE , MDM=mitochondrial distribution and
maintenance ,TOM=translocase of the outer membrane, TIM=translocase of the inner membrane, MIA=mitochondrial
intermembrane space import and assembly , at= Arabidopsis thaliana, sc= Saccharomyces cerevisae

D’aprés http://www.plantenergy.uwa.edu.au/applications/mpric/index.php




Introduction

les homologues suivants ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana (Perry et al., 2006):

- les protéines TOMS, TOM6, TOM7 ont des homologues du méme nom

-trois homologues pour la protéine TOM20, nommés TOM20-2 a TOM20-4 (le géne d’une
quatriéme TOM20-1 a été identifié, cependant la protéine ne semble pas étre exprimée)

-deux protéines homologues de la protéine TOM22 ont été identifices, il s’agit des protéines
TOMO9-1 et TOM9-2

-deux protéines homologues de la protéine TOM40 ont été identifiées (cependant seule une

protéine semble €tre exprimée).

Par contre il existe quelques différences :

-pour les protéines récepteurs TOM70, il semble qu’il n’existe pas d’homologue chez les
plantes. Néanmoins, une protéine pourrait assurer cette fonction de transport des protéines au
sein des mitochondries végétales : il s’agit de la protéine mtOM64 (Lister et al., 2007).

-pour le complexe SAM, seule la protéine SAMS0 a été clairement identifiée par similarité de
séquence (Lister et al., 2005). Néanmoins et de maniére intéressante, la protéine METAXIN a
été identifiée chez Arabidopsis thaliana par similarit¢ de séquence avec la protéine
METAXINEI humaine. Cette protéine est impliquée, chez I’Homme, avec la protéine
METAXINE2 dans I’importation des protéines formant des tonneaux (. La protéine
METAXIN d’Arabidopsis thaliana pourrait donc assurer la fonction du complexe SAM
(Kozjak-Pavlovic et al., 2007).

6.2 Importation d’acides nucléiques

6.2.1 Importation d’ARNt

Comme écrit précédemment, les génomes mitochondriaux peuvent ne pas coder pour
un ensemble suffisant d’ARNt. Ainsi, pour pallier ce manque les mitochondries vont importer
depuis le cytosol des ARNt codés par le génome nucléaire. Ce mécanisme d’importation
d’ ARNt cytosoliques dans la mitochondrie sera décrit plus en détail dans le chapitre suivant

de I’Introduction (II).
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6.2.2 Importation d’autres acides nucléiques

D’autres ARN ont été démontrés comme étant importés dans les mitochondries. Par
exemple, I’ARN 58S chez I’homme (Entelis et al., 2001) et le composant ribonucléique de la
MRP (« Mitochondrial RNA Processing ») chez la souris (Chang & Clayton, 1989).
Toutefois, leur présence au sein de la mitochondrie reste sujet & controverse (Tarassov et al.,

2007).

L’importation in vitro d’ADN dans les mitochondries a ét¢ démontrée chez les plantes
(Koulintchenko et al., 2003), les mammiferes (Koulintchenko et al., 2006) et la levure
S. cerevisae (Weber-Lotfi et al., 2009). Ces mécanismes feraient intervenir les protéines
VDAC au niveau de la membrane externe et les protéines ANT au niveau de la membrane
interne en constituant un complexe proche du PTP (Koulintchenko et al., 2003; Weber-Lotfi

et al., 2009).

7 Dysfonctionnements mitochondriaux

La mitochondrie assure des fonctions primordiales au sein des cellules eucaryotes
(sicge de la respiration, production d’énergie, biosynthése de métabolites, apoptose). Son
dysfonctionnement engendre des répercussions néfastes sur le fonctionnement cellulaire. En
effet, y sont associés chez les plantes la stérilit¢ male cytoplasmique (SMC, caractére qui pour
autant est utilisé positivement par les agronomes), et chez I’Homme les défauts de respiration,
les maladies neurodégénératives et musculaires, le cancer, le diabéte ou encore le

vieillissement:

-La SMC a été observée chez plus de 50 espéces végétales dont les céréales a grande
importance économique, telles que le mais, le sorgho, le tournesol (Komori et al., 2004). La
stérilit¢ male cytoplasmique est due a la délétion ou a 1’addition de genes dans le génome
mitochondrial grace a sa grande capacité de recombinaison. Plusieurs phénotypes peuvent étre

associés a ces mutations. Par exemple, dans certains types de SMC, les plantes ont tendance a
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développer des fleurs a mutations homéotiques (Fujii & Toriyama, 2008), dans d’autres

types, les plantes présentent un dysfonctionnement ou une absence de pollen (Hanson, 1991).

-Chez I’algue verte Chlamydomonas reinhardtii, trois mutants (dum20, dum25 et dn26)
touchant I’activité du complexe I de la chaine respiratoire présentent des retards de croissance

dans le noir (Remacle et al., 2001).

-Chez I’humain, les maladies mitochondriales forment un groupe croissant d’affections
multiformes sévéres et aux causes génétiques multiples. La grande majorité est répertoriée sur
le site http://www.mitomap.org/. Plus de la moiti¢ des mutations mitochondriales se situent au
niveau des génes d’ARNt alors que ceux-ci ne représentent que 10% de I’ADNmt (Florentz et
al., 2003; Levinger et al., 2004). Les maladies les plus connues qui y sont associées sont par
exemple les syndromes épileptiques MELAS (« Mitochondrial myopathy, Encephalopathy,
Lactis Acidosis and Stroke-like episodes ») ou MERRF (« Myoclonus Epilepsy associated
with Ragged Red Fibers ») associés aux mutations des génes codant respectivement pour les

ARNt™" et ARNt"Y® (Kirino & Suzuki, 2005; Taylor & Turnbull, 2005).

-Un autre aspect important ou les mitochondries semblent impliquer concerne le
vieillissement. Depuis de nombreuses années, les liens existant entre les mutations
accidentelles accumulées dans I’ADN des mitochondries et le vieillissement de 1’organisme
étaient connus, mais ce n’est qu’en 2004 qu’'une équipe de I’institut Karolinska, en Suede, a
prouvé pour la premiere fois le role des mitochondries dans le vieillissement de 1'organisme
(Trifunovic et al., 2004). En relation avec la sénescence, il est maintenant établi qu’un certain
nombre de cancers sont directement associés a une accumulation de mutations dans I’ADN

mitochondrial (Kujoth et al., 2006a; Kujoth et al., 2006b).
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Représentations schématiques d’un ARNt

A Structure secondaire en feuille de tréfle

B Représentation des appariements impliqués dans le repliement spatial de I’ARNt
C Structure tertiaire en forme de « L »
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II Importation d’ARNt cytosoliques dans les mitochondries

1 Les ARNt

1.1 Structure

Les ARNt sont des petites molécules d’ARN monocaténaire de 50 a 95 nucléotides
chargés négativement (Figure 9, pour revue voir (Giege, 2008)). Ils sont a I’interface entre
I’information génétique portée par I’ARN messager et son expression en protéine, ce qui leur
vaut le terme d’adaptateurs. Ces molécules sont relativement bien conservées en termes de

taille et de structure.

La plupart des ARNt ont une structure canonique conservée chez toutes les especes. Ils
se replient par des appariements intramoléculaires pour former une structure secondaire a
quatre tiges ou bras, appelée « feuille de trefle ». Ainsi on distingue généralement cinq
domaines au sein des ARNt :
-le domaine accepteur qui comporte la base non discriminatrice en position 73 et I’extrémité
3’CCA, site de fixation de 1’acide aminé
-le domaine D, ainsi appelé car il possede une base modifiée : la Dihydro-uracile (D)
-le domaine T qui posséde la séquence conservée TWC pour ribo-thymidine (T), pseudo-
uridine (W) et cytidine (C)
-le domaine anticodon qui est constitu¢ par la tige inférieure terminée par une boucle qui
contient en position 34, 35 et 36 ’anticodon

-et le domaine variable constitué de 4 a 24 nucléotides selon les ARNL.

Ces domaines se replient pour former une structure spatiale tridimensionnelle en
forme de L renversé, fruit d’un réseau d’interactions conservées entre les boucles T et D.
Cette structure est primordiale pour la fonction de ’ARNt et met en avant les deux sites
essentiels de la molécule qui sont le site pour I’aminoacylation au niveau du bras accepteur et

celui de 1’anticodon.
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1.2 Transcription des génes nucléaires d’ARNt

Chez les plantes supérieures comme chez les autres eucaryotes, les génes codant pour
les ARNt cytosoliques forment des familles multigéniques dispersées dans le génome ou
regroupées sous forme de « cluster ». La transcription est réalisée par une ARN polymérase
IIT et se termine au niveau d’une séquence polyT située a l'extrémité 3’ (Soll, 1995).
L’interaction entre les facteurs de transcription TFIIIB et TFIIC ainsi que deux régions
internes du gene codant I’ARNt appelées boites A et B (ou 5’ICR et 3’ICR pour « Internal
Control Region ») permet I’initiation de la transcription (Bartholomew et al., 1990; Kassavetis
et al., 1990). D’autres éléments sont importants pour la transcription comme les motifs CAA
et TATA-like (Ulmasov & Folk, 1995; Choisne et al., 1997; Yukawa et al., 2000). Les génes
codant pour les ARNt sont transcrits sous forme de précurseurs possédant parfois des introns

au niveau de la boucle de 1’anticodon (Grosjean et al., 1997).

1.3 Maturation des ARNt

Les précurseurs d’ARNt transcrits doivent subir un certain nombre de modifications
dans le noyau pour étre fonctionnels (Figure 10) (Hopper & Phizicky, 2003; Englert et al.,
2007).

Deux étapes sont requises pour assurer I’épissage des introns lorsqu’il y en a. La
premi¢re implique une endonucléase et la deuxieme étape une ligase et une

2’ phosphotransférase (Calvin & Li, 2008).

Pour assurer la spécificité, la fidélité et 1’efficacité de leur fonctionnement, les ARNt
doivent subir des modifications au niveau de leurs nucléotides. Ces modifications de
nucléotides peuvent étre des méthylations, des thiolations, des réductions etc. (Grosjean et al.,
2007). On trouve deux grandes classes de nucléotides modifiés dans I'ARNt : ceux qui
participent a 1'établissement de la stabilisation de la structure tridimensionnelle, par exemple
la ribothymidine et la pseudouridine dans la boucle T, et ceux qui sont localisés dans la boucle
de l'anticodon et qui interviennent directement dans l'interaction avec 'ARNm et dans la

lecture des codons, comme par exemple 1'inosine ou ses dérivés.
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aa + ATP + aaRS < aaRS.aa~AMP + PPi

aaRS.aa~AMP + ARNt <« aaRS + aa-ARNt + AMP

Figure 11

Réaction d’aminoacylation des ARNt

Caractéristiques Classe I Classe IT
Organisation monomerique dimerique
: . HIGH , \
Motifs conservés KMSKS Motifs1a 3
Site d' aminoacylation 2'0OH 3'OH

Tableau 4
Principales caractéristiques des aminoacyl-ARNt synthétases
Adapté de Arnez JG et Moras D, 1997
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Les extrémités doivent ensuite étre maturées pour que I’ ARNt soit fonctionnel. Ainsi,
I’extrémité 5° est coupée par une ribonucléoprotéine, la RNAse P (Evans et al., 2006) et
Pextrémité 3’ par la RNAse Z (Kruszka et al., 2003). Cette derniére est ensuite reconnue par
I’ARNt terminal-nucléotidyl transférase qui est capable d’ajouter le triplet CCA (Martin &
Keller, 2007).

1.4 Aminoacylation des ARNt

L'aminoacylation des ARNt est assurée pas les aminoacyl-ARNt synthétases
(aaRS). Ces enzymes assurent, avec les ARNt, le lien entre le monde des ARN et le monde
des protéines. Elles catalysent la liaison d’un acide aminé sur I’ARNt homologue par une
réaction qui se déroule en deux étapes. La premiere €tape est 1’activation de 1’acide aminé par
une molécule d’ATP (Figure 11). La deuxieme étape consiste en la liaison de cet acide aminé
activé sur le ribose de 1’adénosine 3’ terminale de I’ARNt. La liaison entre ARNt et aaRS se
fait par le nucléotide porté en position 73 du bras accepteur et par la boucle anticodon de
I’ARNt. Les aminoacyl-ARNt synthétases sont réparties en deux classes (type I et II) en

fonction de leur structure et de leurs propriétés fonctionnelles (Tableau 4).

Les aaRS de classe I sont pour la plupart monomeriques. Elles possédent deux motifs
caractéristiques plus ou moins conservés dont le consensus est HIGH (His-Ile- Gly-His) et
KMSKS (Lys-Met-Ser-Lys-Ser). Les résidus histidines de la séquence HIGH et les résidus
lysines de la séquence KMSKS sont impliqués dans la reconnaissance de 1’acide aminé et la
fixation de ’ATP. Ces deux motifs trés conservés s’associent au reste de la séquence pour
former une structure similaire a celle du site de liaison des nucléotides triphosphate de
certaines déshydrogénases, connues sous le nom de structure de Rossmann. Cette structure
correspond a une série de 5 brins f paralléles reliés entre eux par des hélices a.. Toutes les
aaRS de classe I attachent ’acide aminé sur le 2’OH du ribose de I’adénine 3’terminale de

I’ ARNL.

Les enzymes de classe II sont essentiellement dimériques. Trois séquences dégénérées
sont présentes dans le domaine catalytique qui se replie en brins {3 antiparalléles reliés par des
hélices a.. Le motif 1 contient une proline strictement conservée, il participe a la dimerisation

de I’enzyme. Les motifs 2 et 3 ont pour caractéristiques de contenir des résidus arginine

21



Introduction

strictement conservés. Les aaRS de classe II fixent et aminoacylent le ribose de 1’adénine
terminale en position 3’ (a I’exception de la PheRS qui comme les aaRS de classe I

aminoacyle le ribose de I’adénine en 2°OH).

1.5 Eléments d’identité des ARNt

Les ¢léments d’identité sont les signaux moléculaires essentiels qui interviennent dans
la reconnaissance de I’ARNt par son aminoacyl-ARNt. La plupart des éléments d’identité sont
au contact direct avec les aminoacyl-ARNt synthétases. Ce qui pourrait expliquer qu’aucun
¢lément d’identité n’ait été trouvé au niveau des paires de bases 6-12 du bras accepteur ainsi

que sur la boucle T.

On distingue deux types d’éléments d’identité, majeurs et mineurs, selon les effets
plus ou moins importants que les mutations produisent sur 1’activité d’aminoacylation. Pour la
plupart des ARNt, trois éléments d’identité majeurs ont été identifiés. Ils sont situés aux
extrémités distales de la structure en « L » de I’ARNt (Giege, 2008) : boucle de I’anticodon
(position 35), bras accepteur et nucléotide discriminant N73. Les éléments d’identité mineurs
sont en position interne de I’ARNt. Chez A. thaliana, les éléments d’identité suivants ont été
démontrés :

-G3-U70 pour I’ ARNt® (Carneiro et al., 1994; Dietrich et al., 1996)
-G34, A35, A36 et G3-C70 pour I’ ARN™™ (Carneiro et al., 1994)
-A73, C34, C35,A36 pour I’ ARNt™ (Ulmasov et al., 1998)

De plus, il existe également des éléments qui agissent comme « anti-déterminants »
vis-a-vis de la reconnaissance par les aminoacyl-ARNt synthétases. Il s’agit généralement de
nucléotides modifiés. Le premier anti-déterminant décrit, fit celui de ’ARNt"™ Y @°E. coli.
Cet ARNt posséde en position 34 de I’anticodon une cytidine qui est modifiée en 2-lysyl-
cytidine (également appelée lysidine (L)). Lorsque la cytidine en position 34 n’est plus
modifiée, ’ARNt n’est plus reconnu par I’isoleucyl-ARNt synthétase (Muramatsu et al.,

1988).
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Figure 12

Distribution prédite et prouvée des ARNt importés au sein des mitochondries
Les astérix représentent les organismes pour lesquels I’importation des ARNt n’est pas prédite. Le nombre
prédit d’ ARNt cytosoliques requis pour compléter le pool d’ARNt mitochondrial afin d’assurer la traduction
mitochondriale est indiqué. Le signe « - » précédant le nombre N signifie que tous les ARNt sont importés
sauf N. Le nombre d’ ARNt prouvé pour étre importé est noté lorsque les données sont disponibles.
LTA: Leishmania tarentolae;, TBR: Trypanosoma brucei; RAM: Reclinomonas americana; ACA: Acanthamoeba
castelanii; DDI: Dictyostelium discoideum; PFA: Plasmodium falciparum; TAU: Thaustochytrium aureum; ODA:
Ochromonas danica; CRO: Cefeteria roenbergensis; CCR: Chondrus crispus; CRE: Chamydomonas reinhardtii;
PMI: Pedinomonas minor; SOB: Scenedesmus obliquus; PWI: Prototheca wickeramii;, MPO: Marchantia
polymorpha; ATH: Arabidopsis thaliana; SPU: Spizellomyces punctatus; AMA: Allomyces macrogynus; SPO:
Saccharomyces pombe; SCE: Saccharomyces cerevisiae; HSA: Homo sapiens; RRA: Rattus raticus; DVI: Didelphis
virginiana; MSE: Metridium senile; CGl: Crassostrea gigas

D’apres Duchéne et al., 2009
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1.6 Export des ARNt du noyau

Pour participer a la synthese protéique cytosolique, les ARNt maturés sont transportés
du noyau vers le cytosol au travers des pores nucléaires. Ce mécanisme a été largement étudié
chez la levure Saccharomyces cerevisae. 11 semble que plusieurs voies existent faisant
intervenir ou non la voie RAN (protéines apparentées aux protéines Ras)-GTP dépendantes et
les protéines de la famille des exportines T chez les eucaryotes supérieures (Hopper &

Phizicky, 2003).

Ce transport n’a pas encore ¢té completement élucidé chez les plantes. Néanmoins,
chez Arabidopsis thaliana, les protéines HST et PSD semblent étre impliquées. La protéine
PSD est I’orthologue de I’exportine T de levures et la protéine HST est 1’orthologue de
I’exportine 5 qui exporte les ARNt du noyau chez les mammiféres (Park et al., 2005).

2 L’importation des ARNt dans les mitochondries

2.1 Les organismes concernés

L’importation des ARNt dans la mitochondrie a été suggérée pour la premicre fois
chez Tetrahymena pyriformis en 1967 (Suyama, 1967). Ensuite, a partir de mitochondries
hautement purifiées, des expériences d’électrophorése bidimensionnelle, de Northern blot et
de séquencage d’ARNt ainsi que le séquengage complet de nombreux génomes d’organelles
ont permis d’accumuler les preuves de l’étendue de ce transport chez la levure, les
protozoaires, les plantes et les animaux. C’est un processus quasi universel trés largement
répandu dans de nombreux organismes évolutivement éloignés. Par contre, le nombre et
I’identité¢ des ARNt cytosoliques transportés dans les mitochondries différent d’un organisme
a I’autre, ce qui suggere que ce mécanisme est apparu plusieurs fois au cours de I’évolution et
ceci de fagon indépendante. Ainsi, le transport d’ARNt dans les mitochondries est décrit

comme ayant une origine polyphylétique (Figure 12) (Schneider & Marechal-Drouard, 2000).
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2.1.1 Les protozoaires

Chez les protozoaires, trois cas sont observés pour I’importation d’ARNt :
-les organismes qui ont perdu trés peu de génes d’ARNt comme Reclinomonas americana,
protozoaire proche phylogénétiquement du proto-eucaryote ayant subi le processus

d’endosymbiose a 1’origine des mitochondries. Seul I’ ARNt™

cytosolique est importé dans
ses mitochondries (Lang et al., 1997). Ceci démontre d’ailleurs que I’importation d’ ARNt
dans la mitochondrie est un processus qui est apparu trés tot dans 1’évolution

-les organismes qui ont perdu une grande partie de leurs génes comme Tetrahymena
pyriformis dont les mitochondries importent environ les trois quarts de ses ARNt, puisque sur
I’ensemble des ARNt cytosoliques seulement sept ne sont pas importés (Suyama, 1967)

-les organismes qui ont perdu tous leurs génes d’ARNt comme Trypanosoma et Leishmania.

En effet, le pool d’ARNt utilis¢ dans la mitochondrie est composé uniquement d’ARNt
cytosoliques (Schneider & Marechal-Drouard, 2000)

2.1.2 Les champignons

Bien que possédant un jeu complet de génes codant pour des ARNt mitochondriaux, la
levure S. cerevisiae importe trois ARNt. La présence de I’ARNt*“UY) (RK1 cytosolique
dans la mitochondriec a été démontrée dés 1979 (Martin et al.,, 1979) et récemment
I’importation de deux ARNt“" isoaccepteurs a 6té mise en évidence (Rinehart et al., 2005).
Néanmoins, I’importation de ces deux derniers ARNt reste sujet a controverse. En effet, les
mitochondries de levure utilisent la voie de transamidation pour produire I’ ARNt“™ a partir de
I’ ARNt™ et ne semblent donc pas avoir besoin d’importer d’ARNt“"™ (Frechin et al., 2009).

\ r 1 . . y . .y N
Une hypothése avancée est que ces ARNt™" soient importés sous certaines conditions et a des

taux tres faibles.

D’autres champignons comme le chytridiomycéte Spizellomyces punctatus ne possede
que 8 genes d’ARNt dans son génome mitochondrial. Ces 8 ARNt ne permettant pas
d’assurer la traduction, ceci suggere I’importation d’ARNt cytosoliques au sein de la

mitochondrie (Laforest et al., 1997).
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2.1.3 Les animaux

Chez les animaux, le séquencage complet des génomes mitochondriaux de cnidaires et
de mollusques a permis d’observer qu’il manquait quelques geénes codant pour des ARNt,
suggérant fortement I’importation d’ARNt cytosoliques dans les mitochondries de ces
organismes. En effet, chez Metridium senile seulement deux geénes d’ARNt sont encore
présents, PARNt™ et PARNt™ (Beagley et al., 1998). Chez les mammiféres, il est
généralement admis que I’ADNmt code pour la totalit¢ des ARNt. Néanmoins, il est
intéressant de noter que chez les marsupiaux le géne mitochondrial codant pour I’ ARNt™"* est
tronqué, ainsi les mitochondries de ces animaux semblent importer cet ARNt depuis le cytosol
(Dorner et al., 2001). Par ailleurs, deux ARNt"™ isoaccepteurs cytosoliques semblent étre
importés dans les mitochondries de I’Homme et du rat (Rubio et al., 2008). Toutefois, tout

. . . . l
comme pour la levure S. cerevisae, la voie de transamidation de I’ ARNt“™

pour produire
’ARNt“"™ est utilisée dans les mitochondries. L’importation de ces ARNt dans les

mitochondries restent, a ce jour, sujet a controverse (Frechin et al., 2009).

2.1.4 Le régne végetal

Les ARNt cytosoliques importés dans les mitochondries du régne végétal différent en

nombre et en identité d’un organisme a I’autre.

Plusieurs situations sont observées pour les algues. Certaines algues importent peu ou
pas d’ARNt. Par exemple, les algues rouges Chondrus crispus et Porphyra purpurea
semblent en importer seulement deux puisque tous les autres sont codés par le génome
mitochondrial. Par ailleurs, 1’algue verte Prototheca wickerhamii n’a, a priori, besoin
d’importer aucun ARNt cytosolique puisque son génome mitochondrial code pour 1’ensemble
des ARNt. Par contre, I’algue verte Chlamydomonas reinhardtii ne possede que trois genes
mitochondriaux codant pour un ARNt, ce qui implique une importation massive des ARNt
cytosoliques dans leurs mitochondries. En effet, une trentaine d’ARNt codés par le génome

nucléaire est retrouvée dans les mitochondries de cette algue (Vinogradova et al., 2009).

Les plantes vasculaires importent entre un tiers et la moiti¢ des ARNt mitochondriaux.

La complexité de ces organismes est retrouvée dans le nombre et 1’identité des ARNt
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Organisme

ARNt

Déterminants

Anti
déterminants

Réferences

Protozoaires

T. brucei

Ts sauf ARNtMeti gt

Bouzaidi-Tiali et al.,
2007

ARNtSee Paire 51-63 du bras T
ARNtMet Paire U51-A63
ARN{See Paire U8-U66
T. pyriformis ARN¢ GIn(UUG) Anticodon UUG Rusconi et Cech, 1996
L. tarentolae ARN{TY" Bras D Mabhapatra et al., 1998
ARNt TP Anticodon Kapushoc et al., 2000
ARN{Thr Boucle variable Chen et al., 1994
ARNtGl U34 thiolé Kaneko et al., 2003
Champignons
S. cerevisae ARN Lys(CUub) Anticodon Entelis et al., 1998
ARN¢ Lys(UUU) 34 (U*)
Bras accepteur Entelis et al., 1998
Plantes
N. tabaccum ARNgVa Anticodon Delage et al., 2003b
Boules Tet D Laforest et al., 2005
ARNtCYY Anticodon Salinas et al., 2005
Boucle D

Tableau 5

Déterminants et anti-déterminants d’importation des ARNt dans les mitochondries

D’apres Duchéne et al., 2009
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importés qui varient d’une espéce a 1’autre. Par exemple, chez Arabidopsis thaliana, les ARNt
codés par le génome nucléaire correspondants a 9 acides aminés sont importés dans les
mitochondries depuis le cytosol (Duchene & Marechal-Drouard, 2001) alors que chez le
bryophyte Marchantia polymorpha, seuls trois ARNt sont importés (Akashi et al., 1998).
Cette situation est d’autant plus complexe qu'un ARNt donné sera importé ou non en fonction

des espéces. On peut citer I'exemple du géne mitochondrial codant pour I'ARNt™

: présent au
sein du génome mitochondrial de Solanum tuberosum alors qu’il est absent dans le génome
mitochondrial d'4Arabidopsis thaliana (Chen et al., 1997). Ainsi, cet ARNt est importé dans
les mitochondries de A. thaliana alors qu’il ne I’est pas chez S. tuberosum. Chez les
monocotylédones, on peut citer le cas du blé qui importe I’ ARNt™ (Glover et al., 2001) alors

que le mais ne I’importe pas (Kumar et al., 1996).

2.2 Les déterminants de I’importation

De multiples expériences in vitro et in vivo mettant en jeu des variants d’ARNt
obtenus par mutagenese dirigée ont permis de mettre en évidence un certain nombre de
signaux d’import treés différents suivant les organismes considérés. Ces signaux peuvent
permettre 1’importation de I’ARNt, on parle alors de déterminants, ou empécher leur

importation, on parle alors d’anti-déterminants (Tableau 5).

2.2.1 La levure S. cerevisae

Chez S. cerevisiae, I’importation est un processus hautement spécifique puisque sur

LysCUU ommé tRK 1

les deux ARNt™* cytosoliques codés par le génome nucléaire (I’ ARNt
et PARNt™* YY) nommé tRK2), un seul est importé dans la mitochondrie : tRK1 (Martin et
al., 1979; Entelis et al., 1996). L’ARNt tRK1 difféere de I’ARNt tRK2 en 21 positions. Trois
positions sont cruciales pour l’importation des ARNt: la position C34 au niveau de
I’anticodon, la premiere paire de base (G1-C72) ainsi que la base discriminante G73 du bras
accepteur (Entelis et al., 1998). Des études ont également montré que la base modifiée en
position 34 (U*) de tRK2 agit comme anti-déterminant pour ’importation (Entelis et al.,

1998).
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2.2.2 Chez les protozoaires

Chez les protozoaires, les séquences importantes pour I’importation identifiées a ce
jour sur les ARNt sont trés variées. Il faut noter d’une fagon générale qu’il peut exister des
différences non négligeables entre les expériences menées in vitro et celles menées in vivo.
Ainsi, des études ont montré que des ARNt précurseurs dicistroniques peuvent étre importés
(LeBlanc et al., 1999; Yermovsky-Kammerer & Hajduk, 1999; Sherrer et al., 2003) alors que
d’autres résultats montrent que les ARNt sont importés indépendamment de leurs séquences

5’ et 3’ (Tan et al., 2002).

Les déterminants ou anti-déterminants identifiés peuvent étre par exemple la boucle D,
I’anticodon, le bras T ou alors il peut s’agir d’une base modifiée :

-Tetrahymena contient trois ARNt®™ isoaccepteurs. Deux sont spécifiquement
cytosoliques, ils portent les anticodons UUA et CUA. Le troisiéme, portant I’anticodon UUG,
est trouvé dans les fractions cytosolique et mitochondriale. Par une analyse quantitative, il a
pu étre montré en remplagant les anticodons par mutagenese dirigée, que 1’anticodon UUG de
I’ARNt®™ naturellement importé est nécessaire et suffisant pour induire I’importation des

deux autres (Rusconi & Cech, 1996a, b).

-Trypanosoma brucei : a I’aide d’une approche transgénique et en comparant les s€quences
des deux ARNt™™ élongateur et initiateur (respectivement importé et non importé dans les
mitochondries de Trypanosoma brucei), il a été démontré que le bras T est nécessaire et
suffisant pour spécifier la localisation des ARNt dans les mitochondries (Crausaz Esseiva et
al., 2004). De plus, il semble que la paire de base U51-A63 de I’ ARNt™" joue le role d’anti-
déterminant car elle empéche I’interaction avec le facteur d’¢longation eEF1a, essentiel pour

I’importation des ARNt dans cet organisme (Bouzaidi-Tiali et al., 2007).

- L. tarentolae : les déterminants d’importation se situent sur les bras D et T. Ainsi, deux
classes d’ARNt importés ont été déterminées. Le type I contient le motif YGGYAGAGY ou
YGGYAAGY au niveau de la région du bras D et de I’anticodon. Le type II contient le motif
UGGGU ou UGGGGU au niveau de la boucle variable et du domaine T. Les ARNt de type |
traversent efficacement la membrane interne alors que les ARNt de type II la traversent avec

une faible efficacité (Bhattacharyya et al., 2002).
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-Finalement, d’autres travaux montrent que les modifications des bases peuvent aussi étre a
I’origine de la sélectivité d’importation chez les protozoaires. Une uridine modifiée mem5SU
(5-methoxycarbonylmethyluridine), présente dans une minorité d’ARNt®™ ARNt™ ou
ARNt" servirait de signal d’adressage mitochondrial, alors que la thiolation de ce nucléotide
(mecmS5sU : 5-methoxycarbonylmethyl-thiouridine) serait un anti-déterminant d’importation

(Kaneko et al., 2003).

2.2.3 Chez les plantes

Chez les plantes, le processus de sélection des ARNt importés par rapport & ceux qui
ne le sont pas doit étre tres fin. Il est donc légitime d’imaginer qu’une telle sélection puisse
étre obtenue par les mécanismes de reconnaissance ARNt-aaRS. Ainsi, il a été démontré

qu’une mutation en position 70 du bras accepteur de 1’ARNt*?Y9O

, qui abolit sa
reconnaissance par I’ Alanyl-ARNt synthétase, aussi bien qu’une mutation en position 36 de
I’ARNtY®A) " qui abolit sa reconnaissance par la Valyl-ARNt synthétase, inhibent
I’importation de ces ARNt dans les mitochondries de tabac (Dietrich et al., 1996; Delage et
al., 2003b). Il semble donc que la reconnaissance par une aminoacyl-ARNt synthétase
importée dans les mitochondries soit une condition nécessaire pour 1I’importation des ARNt
cytosoliques au sein des mitochondries. Par contre, lorsque les geénes codant le précurseur
mitochondrial de 1’AlaRS et de I’ARNt*® d’Arabidopsis thaliana ont été exprimés chez
S. cerevisae, il a été observé que, bien que 1’enzyme soit importée dans les mitochondries,
I’ ARNt** reste cytosolique (Mireau et al., 2000). De plus, chez les plantes dicotylédones,
alors que les trois ARNt®Y cytosoliques sont reconnus par la méme GlyRS, seuls deux d’entre
eux sont importés dans les mitochondries (Brubacher-Kauffmann et al., 1999). L’ensemble de
ces résultats montre donc que la reconnaissance par une aminoacyl-ARNt synthétase importée

dans les mitochondries est une condition nécessaire mais pas suffisante pour permettre

I’importation d’un ARNt cytosolique.

Afin de mieux définir d’autres déterminants de I’importation portés par les ARNt, une
¢tude a été effectuée sur plusieurs couples d’ARNt importé/ARNt non importé (par exemple
ARNtV/ARNtM®). 11 en découle que les domaines D ou T des ARNt'™ et ARNt®Y sont
essentiels a I’importation de ces ARNt au sein de la mitochondrie (Delage et al., 2003b;

Laforest et al., 2005; Salinas et al., 2005). Ainsi par exemple, la mutation d’un nucléotide de
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aminoacyl-ARNt synthétases oui in vivo

Récepteurs sur la membrane externe oui oui oui
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Comparaison des différents systemes d’importation des trois organismes modeles




Introduction

I’anticodon de I’ ARNtY VO ¢ytosolique importé dans les mitochondries en GCC suffit a
abolir I’importation alors que ce nucléotide ne constitue pas un élément d’identité pour les

Glycyl-ARNt synthétases de plantes (Salinas et al., 2005).

2.3 Les mécanismes d’importation des ARNt dans les mitochondries

Plusieurs questions majeures doivent trouver une réponse pour tenter d’élucider les
mécanismes d’importation des ARNt au sein des mitochondries (Figure 13) :
-les ARNt doivent « voyager » au travers du cytosol pour rejoindre la mitochondrie. Ceci pose
la question de I’adressage des ARNt a la surface des mitochondries. D’aprés I’hypothése du
channeling (Negrutskii & El'skaia, 2001), les ARNt ne seraient pas libres dans le cytosol mais
associés a d’autres molécules qui pourraient donc intervenir dans la spécificité d’importation.
-comme écrit dans les paragraphes précédents, tous les ARNt cytosoliques ne sont pas
importés dans les mitochondries. Ceci suppose qu’il existe un mécanisme permettant de
discriminer I’ARNt importé de celui qui ne ’est pas. En d’autres termes quelles sont les bases
de la spécificité d’importation des ARNt? Les déterminants et les anti-déterminants
d’importation décrits précédemment font partie des signaux qui permettent aux ARNt d’étre
importés ou non au sein des mitochondries.
-les ARNt doivent traverser la double membrane mitochondriale et ceci contre le gradient
¢lectrochimique de la membrane interne, alors que ce sont des molécules de grande taille
(25 kDa) structurées et chargées négativement. Ainsi se pose la question de la machinerie de

translocation des ARNt a travers les deux membranes mitochondriales.

Les données actuelles laissent supposer que des systemes biologiques évolutivement
différents ont acquis de fagcon indépendante la possibilité d’importer des ARNt. De ce fait, il
est trés vraisemblable que des mécanismes d’importation d’ARNt radicalement différents
puissent exister : ainsi si tous les systemes requieérent de 1’énergie ou des récepteurs
membranaires, certains n’ont pas besoin du potentiel membranaire mitochondrial ou des
aminoacyl-ARNt synthétases (Tableau 6). A ce jour, les travaux publiés portant sur 1’étude
des mécanismes impliqués dans cette importation ont permis de proposer trois modeles tres

différents chez la levure, les protozoaires et les plantes.
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Figure 14

Modé¢le du systéme d’importation de tRK1 chez S. cerevisae

LysRS=Lysyl-ARNt synthétase, Lys=lysine, Pré-LysRS=précurseur de la Lysyl-ARNt synthétase mitochondriale,
TOM-=translocase of the outer membrane, TIM= translocase of the inner membrane, ME=membrane externe,
MI=membrane interne, EIM=espace inter-membranaire, Hsp=Heat shock protein, PAM=presequence translocase-
associated motor

D’apres Entelis et al., 2006
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2.3.1 Chez la levure S. cerevisae

Le premier modéle repose sur I’adressage de I'ARNt™*“YY (tRK1) dans les
mitochondries de S. cerevisiae (Figure 14). Ce processus est ATP-dépendant et nécessite
I’intégrité du potentiel membranaire mitochondrial ainsi qu’une machinerie d’importation des
protéines intactes. L’interaction entre I’ARNt et les facteurs cytosoliques est treés spécifique.
Elle se fait une fois I’ARNt aminoacylé et dépend de la structure tridimensionnelle de I’ARNt
(Entelis et al., 2006). L’ARNt"* est tout d’abord aminoacylé par la lysyl-ARNt synthétase
cytosolique. I1 est ensuite reconnu par 1I’énolase, une enzyme glycolytique qui le dirige vers la
surface de la mitochondrie. A ce niveau I’énolase rentre dans le complexe glycolytique et
I’ARN est pris en charge par le précurseur de la lysyl-ARNt synthétase mitochondriale qui
est synthétis¢ a la périphérie des mitochondries (Entelis et al., 2006). Ici I’énolase joue un
double role, celui de transporteur pour l’adressage mitochondrial mais aussi celui de
chaperonne. En effet, I'interaction entre tRK1 et 1’énolase provoquerait un changement
conformationnel de I’ARNY, facilitant et stabilisant I’interaction de tRK1 avec le précurseur
de la lysyl-ARNt synthétase mitochondriale. Cette protéine précurseur va entrainer I’ARNt

dans la mitochondrie via le complexe d’importation des protéines (Tarassov et al., 1995).
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2.3.2 Chez les protozoaires

Le second mod¢le correspond a un mécanisme de transport direct des ARNt dans les
mitochondries de Leishmania (Figure 15) (Adhya, 2007). Il se ferait par le biais de récepteurs
localisés sur la membrane externe mitochondriale et a travers un canal spécifique. De plus, il
ne fait intervenir aucun facteur cytosolique. Les ARNt destinés a étre importés sont tout
d’abord reconnus et fixés par le récepteur TAB (« Tubulin antisense binding »)
(Bhattacharyya et al., 2000). Apres le passage a travers la membrane externe, les ARNt sont
pris en charge par un complexe au niveau de la membrane interne appelé RIC (« RNA Import
Complex ») (Bhattacharyya et al., 2003). Au niveau de la membrane interne, se met en place
une régulation allostérique pour permettre le passage soit de I’ARNt de type I soit de ’ARNt
de type II sans qu’il y ait compétition entre I’un et 1’autre. Ce mécanisme permet de réguler
les différents ARNt importés dans la matrice mitochondriale (Bhattacharyya et al., 2003). Le
passage des ARNt a travers la membrane interne a besoin d’énergie et génére un potentiel
membranaire local. En effet, la fixation de I’ARNt sur le récepteur provoque le transport de
I’ATP dans la matrice via une translocase et le complexe ARNt-récepteur induit I’hydrolyse
de I’ATP par une ATPase présente au sein de RIC. Cette hydrolyse est accompagnée d’un
pompage de proton depuis la matrice jusqu’a 1’espace inter-membranaire provoquant ainsi un
gradient de protons permettant I’ouverture du canal et le passage de I’ARNt. Les protons
pourraient agir & ce niveau pour neutraliser la charge négative de I’ARNt ou bien ils

induiraient un passage ¢lectrophoretique de I’ARNt (Bhattacharyya & Adhya, 2004).

Le complexe RIC de 640 kDa est composé¢ de 11 sous-unités majeures, dont
4 présentent des homologies avec les sous-unités des complexes respiratoires. Les composants
RIC1 et RICS8 ont été identifiés comme étant les récepteurs pour les ARNt de type I et de
type II respectivement. RIC8 a été identifi¢ comme I’homologue de la sous-unité 6b du
complexe de 1’ubiquinol cytochrome c réductase (complexe III de la chaine respiratoire
mitochondriale) (Chatterjee et al., 2006) et RIC1 comme 1’homologue de la sous-unité o de
I’ATP synthase (Goswami & Adhya, 2006). De manicere intéressante, cette protéine, nommée
par la suite RIC1/Fla, est capable d’étre active au niveau du complexe RIC et au niveau du
complexe V. Néanmoins, sa conformation dans ces deux complexes semble étre différente. En
effet, le site de fixation pour les ARNt est exposé dans le complexe RIC alors qu’il ne I’est
pas dans le complexe V (Goswami & Adhya, 2006). Comme aucun site d’activité ATPase n’a

¢été trouvé sur RIC1/Fla, les auteurs proposent que I’interaction entre la partie C-terminale de
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la protéine avec le domaine D des ARNt type I provoquerait un changement conformationnel

permettant d’exposer le site catalytique.

Les études menées chez les Trypanosoma et chez Leishmania, montrent des points
communs mais également des différences. Ainsi par exemple, tous ces systémes d’importation
nécessitent 1’hydrolyse de I’ATP. Par contre, alors que la nécessit¢ d’un potentiel
membranaire a été démontrée chez Leishmania tarentolae, il ne semble pas nécessaire dans le
cas de Trypanosoma brucei. Un autre point de divergence concerne la thiolation des ARNt qui
constitue un anti-déterminant d’importation chez Leishmania. L ’inhibition de 1’expression de
la cystéine désulfurase TbNfs, enzyme clé de la thiolation des ARNt, n’a aucun effet sur

I’importation des ARNt dans les mitochondries de Trypanosoma brucei (Paris et al., 2009).

2.3.3 Chez les plantes

L’importation des ARNt dans les mitochondries de plantes est dépendante de I’ATP et
du potentiel membranaire. Des études in vivo ont montré qu’il existait une corrélation entre
aminoacylation et importation mettant ainsi en évidence 1’implication des aminoacyl-ARNt
synthétases. Par contre in vitro, aucun facteur cytosolique n’est nécessaire pour I’importation
des ARNt et ceux-ci ne doivent pas étre aminoacylés pour étre importés. La sensibilité de
I’importation des ARNt aux traitements aux protéases des mitochondries, suggére qu’il existe
un ou des récepteurs, au niveau de la membrane externe, impliqués dans I’importation des
ARNt (Delage et al., 2003a). En effet, la fixation des ARNt a la surface mitochondriale se
ferait par un complexe protéique comprenant au moins deux protéines du complexe TOM,
TOM20 et TOM40 (Figure 16). Le passage des ARNt a travers la membrane externe se ferait
ensuite par le pore formé par la protéine VDAC (Salinas et al., 2006). Le passage a travers la
membrane interne reste pour I’instant inconnu. Néanmoins, des expériences de compétition

¢écartent I’implication de la voie de transport des protéines.

2.3.4 Chez I’Homme

Gln

Le mécanisme d’importation des ARNt™™ au sein des mitochondries humaines est a

I’heure actuelle encore inconnu. Par contre, il est a noter que les mitochondries de mammiferes
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Figure 17

Stratégie de restauration des dysfonctionnements mitochondriaux liés au syndrome MERFF par le
systéme d’importation des ARNt

Le syndrome MERFF est causée par la mutation A8344G dans le géne codant I’ ARNt™YS mitochondrial.
Ainsi, la synthése protéique mitochondriale est perturbée provoquant des déficits respiratoires.

A L’existence de systémes cryptiques d’import d’ARNt présents chez ’Homme permettent I’import

d’ ARNt provenant de levure exprimé dans des cellules portant la mutation MERFF et ainsi la restauration
partielle de la synthése protéique mitochondriale et la complémentation fonctionnelle de déficits liés a des
mutations d’ ARNt mitochondriaux

B Le transport d’un complexe RIC par une voie contrdlée par la cavéoline dans des cellules humaines
portant la mutation MERFF permet I’importation d’ARNt dans les mitochondries. Ainsi, la traduction
mitochondriale est partielle restaurée et les déficits respiratoires sont partiellement complémentés.

D’apres Salinas et al., 2008
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ont la compétence d’importer de facon naturelle I’ARNr 5S (Entelis et al., 2001). Cet import
requiert de I’énergie sous forme d’ATP, le potentiel membranaire et la présence de protéines

additionnelles, suggérant que ce transport s’effectue par le biais du systeme d’import des
protéines. Deux régions ont été identifiées comme étant des éléments d’identité pour 1’import
de ARN 5S dans les mitochondries humaines. La premiére est localisée dans la partie
proximale de 1’hélice I et contient la paire de base G-U. La seconde est la région associée a la

boucle E-hélice IV (Smirnov et al., 2008).

3 Dysfonctionnements mitochondriaux liés a Pimport des ARNt et

stratégies de correction

Plus de la moitié des mutations mitochondriales se situent au niveau des genes
d’ARNt alors que ceux-ci ne représentent que 10% de ’ADNmt (Florentz et al., 2003;
Levinger et al.,, 2004). A I’heure actuelle, les quelques stratégies développées pour la
manipulation du systéme génétique mitochondrial passent par 1’importation de
macromolécules (protéines, ADN et ARN) dans les mitochondries. Ces rares approches ont
pour principal objectif la complémentation de mutations de I’ADN mitochondrial chez
I’humain (Smith et al., 2004).

Lys

Par exemple, il a ét¢ démontré que I’expression de I’ARNt™~" de levure dans les

Lys mitochondrial liée au

cellules humaines portant une mutation dans le géne codant I’ARNt
syndrome MERRF permet une récupération partielle des fonctions mitochondriales affectées
par la mutation, comme [’activité des complexes respiratoires, le potentiel de membrane, la
synthése des protéines (Kolesnikova et al., 2004). Plus récemment, en se fondant sur les
résultats obtenus chez les protozoaires, il a ét¢ montré que 1’on pouvait forcer le complexe
RIC a entrer dans des cellules humaines par une voie contrdlée par la cavéoline. Une fois dans
les cellules, le complexe RIC s’intégre aux mitochondries et permet I’import d’ARNt (Mahata
et al., 2006). Ainsi il est possible de complémenter fonctionnellement des fibroblastes

humains porteurs de mutations dans I’ARNt*® mitochondrial associées aux syndromes

MERREF et KSS (Mahata et al., 2006) (Figure 17).
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Arbre phylogénétique des protéines VDAC

Les séquences ont été alignées avec le logiciel Muscle. La phylogénie a été réalisée avec le logiciel PhyML
(Guindon et al, 2003). Les arbres non racings obtenus ont été dessinés avec le logiciel Treedyn (Chevenet
et al, 2006). La robustesse des branches a ¢été testée par la méthode des bootstraps (le nombre de boostrap
réalisé est de 100). Seules les valeurs de bootstrap supérieures a 50 ont été indiquées. La barre horizontale
indique la distance d’évolution (nombre de substitutions par site).

Cet arbre a ¢té construit avec 1’aide de Valérie Cognat (Plateforme bioinformatique, IBMP)

Mm: Mus musculus, Rn: Rattus norvegicus, Sc: Saccharomyces Cerevisiae, Sp : Schizosaccharomyces pombe, Dm: Drosophila
melanogaster, Hs : Homo sapiens, At: Arabidopsis thaliana, Os : Oryza sativa, Ps: Pisum sativum, St: Solanum tuberosum,

Ta: Triticum aestivum et Zm: Zea mays
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III Les protéines VDAC

Depuis leur premicre découverte en 1976 (Schein et al., 1976), les canaux dépendant
du voltage ont fait I’objet de nombreuses études. Ces protéines forment des pores dans la
membrane externe des mitochondries de tous les eucaryotes d’ou leur nom de « porines ».
Elles présentent toutes des propriétés structurales et fonctionnelles conservées et ont une taille
généralement comprise entre 28 et 36 kDa. Ces porines sont les protéines les plus abondantes
dans les membranes externes mitochondriales. Cette localisation stratégique les place au cceur

d’un grand nombre de processus.

1 Les génes

Les protéines VDAC représentent une famille multigénique conservée au cours de
I’évolution. Le nombre de génes codant pour des protéines VDAC ainsi que le nombre de
protéines exprimées varient d’un organisme a 1’autre. Ainsi par exemple, ’Homme possede
3 génes codant pour ces protéines, la levure Saccharomyces en contient 2, la plante
Arabidopsis thaliana présente 6 geénes, la pomme de terre en a 4 et 1’algue verte
Chlamydomonas reinhardtii en posséde deux. Les différents génes codant pour ces protéines
sont généralement localisés sur différents chromosomes (Young et al., 2007). Néanmoins,
chez la drosophile les génes codant pour les différentes isoformes de VDAC sont organisés en

tandem répétés sur le méme chromosome (Graham & Craigen, 2005).

2 La famille des protéines VDAC

Un arbre phylogénétique a été construit a partir des séquences des protéines VDAC
publiées ou identifiées dans GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov). L’étude phylogénétique
des protéines VDAC montre que les VDAC de plantes, de levure et d’animaux se trouvent sur

trois branches distinctes (Figure 18).
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Figure 19

Comparaison des structures secondaires des protéines VDAC et de la porine bactérienne
OmpF d’E. coli

L’hélice a est représentée par un carré jaune, les brins § par des carrés gris et les boucles par des
lignes horizontales.
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3 Structure des protéines VDAC

Pour comprendre 1’aspect fonctionnel de ces protéines, il est indispensable de résoudre
leur structure. Il ressort des études actuelles que tous les membres de cette famille possédent
une structure similaire (Young et al., 2007). Au vu de I'importance de VDAC dans le
métabolisme, la modélisation et la détermination de sa structure est au centre de nombreux

programmes de recherches.

3.1 Modélisation de la structure des protéines VDAC

Puisqu’il existe des similarités de séquences et de fonctions entre les protéines VDAC
et les porines bactériennes et que certaines structures bactériennes étaient résolues, les
structures de protéines eucaryotiques ont pu é&tre prédites (Figure 19). Par contre, a la
différence des porines bactériennes, les protéines VDAC eucaryotiques ont une hélice o au
niveau de ’extrémité N-terminale. Cette hélice est suivie d’une succession de brins 3 dont le

nombre varie de 12 a 19 suivant les protéines.

La premicre structure d’une porine a été proposée en 1987 chez la levure (Forte et al.,
1987). En se basant sur I’alternance d’acides aminés hydrophobes et hydrophiles nécessaires a
la formation des brins 3 amphipathiques, Forte et al. proposérent une structure en tonneau f3
avec des résidus successivement orientés face aux espaces hydrophiles (cytosol, espace inter-
membranaire mitochondrial) et face a la bicouche lipidique. Toutes les modélisations
proposées par la suite pour ces protéines sont allés dans le sens d’un tonneau 3 en
3 dimensions d’environ 3 nm de diamétre (Mannella, 1989; Shao et al., 1996). La position de
I’hélice a par rapport au tonneau reste un sujet a controverse. En effet, quand certains pensent
qu’elle forme un clapet permettant d’ouvrir ou de fermer le pore et d’autres la voient a
I’intérieur du pore (De Pinto et al., 2007). De plus, 1’orientation de cette protéine au sein de la
membrane externe mitochondriale n’est toujours pas clair (McDonald et al.,, 2009).
Néanmoins, il semble que cette protéine ait un comportement dynamique au sein de la

membrane lui permettant de moduler son orientation suivant les conditions.

35



Hélice a

Brins p anti paralléles

Figure 20
La protéine VDAC1 de ’Homme
A Structure secondaire de la protéine VDAC1 humaine
La protéine est colorée de I’extrémité N-terminale en bleu a I’extrémité C-terminale en rouge.
B Structure tertiaire de la protéine VDACI humaine
Le numéro des brins f est indiqué. La protéine est colorée de I’extrémité N-terminale en bleu a
I’extrémité C-terminale en rouge.
D’apres Bayrhuber et al., 2008

/// /

Brins $ anti paralléles

N term.

Hélice a

Figure 21

La protéine VDACI de souris

A Structure secondaire de la protéine VDACI1 de souris

La protéine est colorée de I’extrémité N-terminale en bleu a I’extrémité C-terminale en rouge.

B Structure tertiaire de la protéine VDACI de souris

La protéine est colorée de I’extrémité N-terminale en bleu a I’extrémité C-terminale en rouge.
D’apres Ujwal et al., 2008
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3.2 Structure 3D des protéines VDAC

L’obtention de la structure tridimensionnelle des protéines VDAC est soumise a
plusieurs pré-requis. Tout d’abord il faut produire de grande quantité de protéines. De plus,
ces protéines doivent étres dans des conditions natives. Enfin elles doivent €tre trés pures pour
permettre la production de cristaux. Dans la mesure ou les protéines VDAC s’agrégent, il est
difficile de les purifier en grande quantité et en condition native. C’est pourquoi la premicre
structure de protéine VDAC n’a été résolue que récemment. A ce jour, deux structures
tridimensionnelles de protéines VDAC ont été décrites. Il s’agit des protéines VDACI

humaine et de souris.

La structure 3D de la porine humaine a été résolue par résonance magnétique nucléaire
et par diffraction aux rayons X (Figure 20). Cette protéine a été purifiée puis renaturée avec
des détergents (LDAO) pour lui permettre d’adopter sa structure spatiale. La structure a été
résolue & plus de 4 A. Elle forme un tonneau p de 3,7 nm de diamétre. Ce tonneau est
constitué d’une hélice a, localisée dans le pore, suivie de 19 brins § séparés par 18 boucles
dynamiques. L’hélice o est comprise entre les 7° et 17° acides aminés de la protéine. Les

extrémités N- et C-terminale sont orientées dans la méme direction (Bayrhuber et al., 2008).

Chez la souris, la structure de la protéine VDACI a été résolue a 2,3 A dans un
environnement lipidique (Figure 21). Cette protéine forme un tonneau § composé de 19 brins
B et une hélice a située au milieu du tonneau permettant de réguler la conductance des ions et
des métabolites traversant VDAC. Cette hélice est formée de deux segments d’une dizaine
d’acides aminés, elle est orientée du méme coté de la membrane que I’extrémité C-terminale.
Cette ¢tude a montré que la face externe du tonneau est composée d’acides aminés
hydrophobes qui sont exposés a l’environnement lipidique alors que la face interne est
hydrophile et conductrice pour le passage d’ions et de métabolites. Cette face interne a une
densité en charges positives plus forte par rapport aux acides aminés chargés négativement, ce

qui peut expliquer la sélectivité du canal aux anions dans son état ouvert (Ujwal et al., 2008).

Ainsi, les structures de ces deux protéines VDAC sont trés similaires puisque toutes

deux sont constituées d’une hélice a suivie de 19 brins . De plus, I’hélice a est située au
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milieu du pore chez les deux organismes. Enfin, les extrémités N- et C-terminales sont

orientées dans la méme direction.

4 Signature des protéines VDAC

Une analyse faite sur les porines de plantes, de champignons et d’animaux a permis de
mettre en évidence un motif (PS 00558) au niveau de I’extrémité C-terminale de plusieurs
protéines. Ce motif contient la séquence « VKAKYV » (Smith et al., 1995) au niveau du 16°
brin . Cependant ce motif n’est pas universel puisqu’il n’est pas retrouvé chez toutes les
protéines VDAC (Wandrey et al., 2004). Les protéines VDAC présentent un autre motif
conservé « GLK » au niveau du 6° brin . La séquence de ces motifs peut néanmoins varier

d’une protéine a I’autre (Young et al., 2007).

5 Etat oligomerique des protéines VDAC

Plusieurs études ont montré qu’il existait différentes formes multiméeriques. Par
exemple, chez la pomme de terre les protéines VDAC peuvent former des monomeres, des
dimeres, des tétrameres, des hexameéres et méme des oligoméres de plus grande taille
(Hoogenboom et al., 2007). Cette oligomérisation a pu étre visualisée au sein des membranes
mitochondriales de levures grace a des études réalisées par microscopie a force atomique

(Goncalves et al., 2007).

La raison de cette oligomérisation reste a 1’heure actuelle inconnue. Cependant, dans
la mesure ou cette association est spontanée, on peut suggérer qu’elle a une fonction. Une des
hypotheses avancées serait la formation de site de liaison pour certaines protéines comme
I’hexokinase (Young et al., 2007). Une autre hypothese serait que I’oligomérisation induise la
formation d’un pore de plus grande taille pour le passage d’éléments structurés tel que le

cytochrome ¢ (Shoshan-Barmatz et al., 2008).
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Figure 22
Représentation de la dépendance au voltage des canaux VDAC de Dictyostelium discoideum
normalisée par rapport a la conductance de 0 mV

D’apres Troll et al., 1992
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6 Etat conformationnel des protéines VDAC

La protéine VDAC peut exister sous plusieurs conformations (Colombini, 1980,
1989). En effet, il est admis que la protéine VDAC peut adopter un état ouvert et plusieurs
états fermés (Figure 22) (Schein et al., 1976; Colombini, 1989; Mannella & Guo, 1990). A
faible potentiel de membrane, les protéines VDAC posseédent une forte conductance d’environ
4,5 nS en présence de 1 M KCl, c’est 1’état ouvert dans lequel le canal est sélectif aux anions.
Si le voltage est augmenté d’environ 20-30 mV, que ce soit dans des potentiels positifs ou
négatifs, les canaux passent alors dans des états de faible conductance, ce sont les états fermés
dans lequel les porines sont sélectives aux cations. La dépendance vis-a-vis du voltage résulte
des mouvements des charges présentes a 1’intérieur du pore (Doring & Colombini, 1985a, b).
Ces charges constituent le « voltage sensor » (capteur de voltage). Elles sont localisées dans
les parties N- et C-terminales de la protéine et interviennent dans la sélectivité du canal dans
I’état fermé ou ouvert. Ainsi, le changement du potentiel membranaire qui induit des
mouvements d’un ou plusieurs « voltage sensor » est a 1’origine de réarrangements dans la
structure du pore qui impliquent le mouvement de brins f§ a I’intérieur du canal (Peng et al.,
1992; Zizi et al., 1995; Song et al., 1998). Ce sont ces mouvements qui provoquent les
changements de conformation de la protéine. Il est a noter que I’hélice a pourrait aussi
participer aux processus d’ouverture et de fermeture du canal en se comportant tel un clapet
(Blachly-Dyson et al., 1990; Thomas et al., 1993; Mannella, 1997). Ces propriétés sont

conservées dans les différents régnes (Colombini, 1989).

7 Fonctions des protéines VDAC

L’activité des cellules requiert un échange efficace de molécules entre le cytoplasme et
les mitochondries. Ainsi ancrée dans la membrane externe mitochondriale, la protéine VDAC
assure un rdle crucial dans la cellule en régulant les fonctions métaboliques et énergétiques

des mitochondries (Figure 23).
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7.1 Respiration et croissance cellulaire

Les protéines VDAC ont une fonction essentielle. Elles interviennent dans la
respiration cellulaire puisqu’elles sont la principale voie de transport des métabolites tels que
les nucléotides adénylés (Liu & Colombini, 1992). La respiration peut étre influencée par les
modulateurs de la protéine VDAC qui peuvent induire la réduction ou 1’augmentation de la
perméabilité des porines aux nucléotides (cf paragraphe II1.7) (Liu & Colombini, 1992; Zizi et
al., 1994).

De plus, elles ont la capacité de fixer des kinases cytosoliques (hexokinase, glycérol
kinase, créatine kinase) (Font et al., 1987; Adams et al., 1991) ce qui leur donne un acces
préférentiel a I’ATP produit par la mitochondrie. Inversement, les protéines VDAC donnent
aux mitochondries, par cette fixation aux kinases, un acces préférentiel a I’ADP produit par
ces enzymes (Adams et al., 1991). L’interaction de ces enzymes avec la membrane externe
des mitochondries constitue une interaction régulatrice significative du métabolisme
puisqu’elle est dynamique, variable selon les tissus et le stade de développement (Adams et

al., 1991).

7.2 L’apoptose

L’implication des protéines VDAC dans ’apoptose chez les animaux a toujours été
sujet a controverse. Il est suggéré que des molécules pro-apoptotiques interagissent avec le
PTP, formé par les protéines VDAC dans la membrane externe et les protéines ANT dans la
membrane interne (Kroemer, 1998), pour permettre la libération du cytochrome c. Ce
cytochrome va ensuite dans le cytosol activer des enzymes protéolytiques, qui par clivage des
protéines induisent la mort des cellules (Thornberry & Lazebnik, 1998). Dans ce schéma,
I’ouverture et la fermeture du PTP sont étroitement associées a 1’ouverture et a la fermeture de
la protéine VDAC (Crompton, 1999). Ainsi, I’interaction entre VDAC et les facteurs pro-
apoptotiques tels que Bax et Bak augmente la perméabilité du canal et donc 1’ouverture du
PTP permettant le passage du cytochrome c et ’apoptose. A I’inverse, les protéines anti-
apoptotiques ferment le canal et donc le PTP, empéchant I’apoptose de se réaliser. De plus, il
a été démontré que la surexpression de la protéine VDAC dans des cellules humaines,

murines, de levure ou de riz induit la mort des cellules. Il semble donc que le niveau
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d’expression de cette protéine soit un facteur crucial dans le mécanisme d’induction de

I’apoptose (Shoshan-Barmatz et al., 2008; Abu-Hamad et al., 2009).

Cependant plusieurs expériences contredisent ce modele (Shoshan-Barmatz et al.,
2008). Tout d’abord, que la protéine VDAC fasse partie du PTP ou non, des solutés peuvent
traverser la membrane externe par les canaux VDAC ouverts. De plus, le calcium, plus fort
stimulus pour I’ouverture du PTP, n’a aucun effet sur VDAC. Il a méme été démontré que le
flux de calcium était plus important a travers VDAC dans son état fermé vu que dans cet état
il est sélectif aux cations (Tan & Colombini, 2007). Enfin, des études menées sur des mutants
VDAC de souris ont montr¢ la persistance du PTP et I’induction de 1’apoptose par les facteurs
pro-apoptotiques (Baines et al., 2007). Récemment, il a méme été proposé que la fermeture de
VDAC induirait I’apoptose des cellules de souris (Vander Heiden et al., 2000; Vander Heiden

et al., 2001). Cependant, le mécanisme reste a ce jour inconnu.

Chez les plantes, plusieurs études ont montré I’implication des protéines VDAC dans
la mort cellulaire. Par exemple, la surexpression des protéines OsVDAC4 de riz dans des
cellules T de Jurkat induit I’apoptose (Godbole et al., 2003). Ce mécanisme peut étre bloqué
par Bcl-2, facteur anti-apoptotique et le DIDS (acide dihydro-4,4’diisothiocyanostilbene-2,2’-
disulfonique), inhibiteur de VDAC (Godbole et al., 2003). De plus, la fixation de I’hexokinase
a VDAC inhibe I’apoptose en interférant sur I’interaction entre VDAC et Bax, facteur pro-
apoptotique (Godbole et al., 2003) alors que I’inhibition de son expression chez N.

benthamiana induit la mort des cellules végétales (Kim et al., 2006).

7.3 Autres fonctions

L’implication des protéines VDAC dans différents autres processus a ét¢ démontrée
chez plusieurs organismes. Ainsi, les protéines VDAC de spermatozoides de bovins
permettraient de maintenir 1’intégrit¢é de I’acrosome et de réguler le volume de sperme

(Triphan et al., 2008).

Récemment, il a été démontré que les protéines VDAC pourraient étre impliquées
dans le cancer. En effet, ces protéines interviennent dans la distribution du cholestérol au sein

de la membrane externe mitochondriale animale. Et dans les cellules cancéreuses,
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I’expression des protéines VDAC est augmentée (Abu-Hamad et al., 2006) et le taux ¢levé de
cholestérol empéche I’apoptose des cellules (Pastorino & Hoek, 2008). Ceci fait de cette

protéine un agent anticancéreux de choix (Simamura et al., 2008).

Chez les plantes, il a ét¢ montré que les protéines VDAC interviennent dans la défense
contre les pathogénes. Les protéines NbVDAC1 et NbVDAC2 de N. benthamiana sont
surexprimées lors de 1’infection par Pseudomonas cicorii. De plus, I’inhibition de 1’expression
de ces deux protéines VDAC compromet la défense des plantes contre ce champignon (Tateda
et al., 2009). Parallelement, une seconde étude a montré que les transcrits VDAC
d’Arabidopsis thaliana étaient surexprimés en réponse a une infection bactérienne (Lee et al.,

2009).

Enfin, les protéines VDAC interviennent également dans le transport d’acides
nucléiques au sein des mitochondries. Ainsi, le laboratoire a démontré qu’elle intervenait in
vitro dans la translocation des ARNt dans les mitochondries de pomme de terre (Salinas et al.,
2006). De plus, VDAC est impliquée dans le transport in vitro d’ADN dans les mitochondries
de mammiféres (Koulintchenko et al., 2006), de levure (Weber-Lotfi et al., 2009) et de plantes
(Koulintchenko et al., 2003).

8 Modulation de ’activité des protéines VDAC

L’activité¢ des protéines VDAC peut étre modulée de différentes maniéres. Tout
d’abord, les modifications post-traductionnelles peuvent jouer des roles trés importants. Ainsi,
des sites de phosphorylation ont ét¢ mis en évidence dans la protéine VDAC de rat. Lorsque
ces sites sont phosphorylés, en présence de protéine kinase A et d’ATP, le canal se ferme

(Bera et al., 1995).

De plus, de nombreux régulateurs physiologiques de 1’activité du canal VDAC ont été
identifiés. Ces modulateurs peuvent étre de nature variée. Ainsi des quantités micromolaires
d’aluminium peuvent inhiber la dépendance au voltage d’un canal VDAC de Neurospora en

neutralisant les charges positives du « voltage sensor » (Dill et al., 1987). Par ailleurs, des
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concentrations micromolaires de NADH induisent I’ouverture du canal VDAC humain, de

levure et de Neurospora et augmentent sa dépendance au voltage (Zizi et al., 1994).

Enfin, les canaux VDAC peuvent également étre régulés par des protéines. Il a été
identifi¢ par exemple un régulateur du canal localisé dans 1’espace inter-membranaire
mitochondrial dans de nombreuses espéces (Holden & Colombini, 1988; Liu & Colombini,
1991; Elkeles et al., 1997). Cette protéine de 54 kDa augmente la dépendance au voltage des
VDAUC, les conduisant a adopter une conformation fermée de faible conductance. De plus, la
fixation de kinases telle que I’hexokinase induit la fermeture du canal et empéche le
déroulement normal de 1’apoptose (Azoulay-Zohar et al., 2004; Shoshan-Barmatz et al.,

2008).

9 Plusieurs isoformes, plusieurs fonctions ?

Comme écrit précédemment il existe plusieurs isoformes des protéines VDAC dans les
organismes. La présence de diverses formes peut jouer sur leurs fonctions physiologiques.
Ainsi, par exemple il a été¢ démontré que, chez ’homme, HVDACI lie I’hexokinase mais pas
HVDAC?2 (Blachly-Dyson et al., 1993). De plus, la protéine YPORI1 de levure présente une
activité canal mais pas YPOR2 (Blachly-Dyson et al., 1997). Chez la souris, les différentes
isoformes de VDAC ne complémentent pas de maniere identique le mutant VDAC dporl de
levure (Sampson et al., 1997). Il semble donc que les différentes isoformes de VDAC

présentes dans un organisme assurent des fonctions différentes.

10 Localisation cellulaire des protéines VDAC

10.1 Localisation mitochondriale

Depuis leur premicre découverte en 1976 dans les fractions mitochondriales de
Paramecium aurelia, les protéines VDAC d’une grande variété¢ d’eucaryotes ont dans un
premier temps ¢été considérées comme étant uniquement localisées dans les membranes
mitochondriales. (Yu & Forte, 1996). Cette localisation a d’abord été¢ mise en évidence par

des tests ¢életrophysiologiques mettant en évidence 1’activit¢é VDAC, puis par des approches
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d’immunolocalisation. Ces protéines se regroupent en amas pour former des oligoméres
souvent associés a des sites de contact entre les membranes internes et externes

mitochondriales (Yu et al., 1995).

10.2 Localisation au niveau de la membrane plasmique

C’est en 1989, que les travaux de Thinnes et al. suggerent pour la premiere fois que les
protéines VDAC sont également localisées au niveau de la membrane plasmique des
lymphocytes B (Thinnes et al., 1989). Cependant, I’existence de tels canaux dans la
membrane plasmique a souvent été sujet a controverse. C’est en 2000, que les travaux
réalisés par Buettner et al. ont levé le doute et montré que sur les deux protéines VDACI de
souris obtenues par épissage alternatif, la protéine pl-VDACI1 était localisée dans la
membrane plasmique alors que la protéine mt-VDACI ¢était localisée dans la membrane
mitochondriale (Buettner et al., 2000). D’ailleurs, I’interaction des protéines VDACI
humaines avec les protéines Hsp74, présentes dans la mitochondrie et au contact des
endosomes, suggere que les protéines Hsp74 participent a 1’adressage des protéines VDAC

vers la membrane plasmique (Schwarzer et al., 2002).

De plus, tout comme dans la membrane mitochondriale, les protéines VDAC se
regroupent en domaines souvent associés a des caveolines (Bathori et al., 1999; Bahamonde
& Valverde, 2003). Certains auteurs proposent que les protéines VDAC pourraient étre
transportées a la membrane plasmique via un complexe cavéoline/cholestérol, puisqu’elles

sont capables de lier le cholestérol (De Pinto et al., 1989; Popp et al., 1995).

10.3 Autres localisations

Les protéines VDAC sont aussi présentes dans d’autres compartiments que les
mitochondries ou la membrane plasmique. Ainsi, leur présence a ét¢ mise en évidence dans le
réticulum sarcoplasmique (SR) de cellules musculaires de lapin ou elles interviendraient dans
le transport d’ATP et du calcium (Shoshan-Barmatz et al., 1996). Cette localisation a
également ¢été trouvée dans les cellules musculaires d’amphibiens (Lewis et al., 1994). Les

protéines VDAC ont également été localisées au niveau des vésicules d’endocytose du cortex
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rénal de rat (Reymann et al., 1998) ou dans la région acrosomale des spermatozoides de

bovins (Triphan et al., 2007).
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Chapitre I :

Etude de ’interaction des protéines VDAC de pomme de terre avec les ARNt

La mise en place d’un systeme d’importation d’ARNt in vitro dans des mitochondries
isolées couplé a des analyses biochimiques a permis de montrer chez les plantes I’implication
d’une porine mitochondriale de type VDAC (« Voltage Dependant Anion Channel »). A ce

jour, aucun motif connu de reconnaissance a I’ARN n’a été identifié sur ce type de protéine.

Ainsi au cours de ma thése, nous nous sommes dans un premier temps attachés a
étudier I’interaction de cette protéine avec les ARNt. Chez la mitochondrie de pomme de
terre, deux porines majoritaires de 34 kDa et 36 kDa respectivement appelées VDAC34 et
VDAC36 ont été identifiées. Ces deux protéines sont présentes en quantité équivalente dans la
membrane externe de mitochondrie de pomme de terre. Lors d’expériences de northwestern
réalisées avec les protéines de la membrane externe mitochondriale de pomme de terre ou
avec des protéines surexprimées chez E. coli et purifiées, il a été observé que VDAC34
interagit plus efficacement avec les ARNt que VDAC36 (Delage, 2003). Deux questions se
sont posées :

- D’une part, comment la prot€éine VDAC34 qui ne possede aucun motif de fixation
aux ARN peut-elle fixer les ARNt ?

- D’autre part pourquoi ’'une des deux VDAC peut-elle interagir plus efficacement
avec les ARNt alors que ces deux VDAC possedent 75 % d’identité de séquence
{Heins, 1994 #102}.

Chapitre 11 :
Essais de cristallisation des protéines VDAC34 et VDAC36 de pomme de terre

L’étude de I’interaction de VDAC34 avec les ARNt nous a montré qu’elle ne pourra
étre completement comprise qu’en déterminant la structure tridimensionnelle de cette
protéine. La structure secondaire des protéines de type VDAC a été modélisée chez différents
organismes. Ces protéines possedent généralement une hélice o amphiphile suivie d’une
succession de brins 3. Cette protéine forme une structure en tonneau de 3 nm de diametre en 3

dimensions. Malgré I’importance de VDAC dans la biogenése mitochondriale aucune
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structure tridimensionnelle n’a jamais €ét€ élucidée chez les plantes. Nous nous sommes donc,
dans un deuxieme temps, attelés a la purification en condition native de cette porine en vue de

sa cristallisation.

Chapitre I1I :
Recherche de partenaires de VDAC potentiellement impliqués dans le transport des

ARNTt dans les mitochondries de plantes

Un autre aspect que nous avons €tudi€ concerne I’identification des partenaires
membranaires de VDAC potentiellement impliqués dans 1’importation des ARNt dans les
mitochondries végétales. Pour se faire, nous avons réalisé des fractionnements de membranes
mitochondriales en 2 dimensions que nous avons soumis a des expériences de farwestern avec
les protéines VDAC natives. Les partenaires des protéines VDAC mis en évidence ont été
identifiés par spectrométrie de masse et analysés pour leur capacité a étre impliqués dans le

mécanisme d’importation des ARNt au sein des mitochondries végétales.

Chapitre IV :

Etude de la sélectivité dans le transport des ARNt dans les mitochondries végétales

Dans le mécanisme d’importation des ARNt dans la mitochondrie, VDAC ne semble
pas impliquée dans la sélectivité puisqu’elle est capable d’interagir avec n’importe quel acide
nucléique. Cette sélection peut se faire a plusieurs niveaux (qui ne sont pas exclusifs) : lors de
I’adressage a la surface des mitochondries, lors de la translocation a travers chacune des deux
membranes, par le biais d’une dégradation préférentielle a I’intérieur de la mitochondrie.
Aussi, nous nous sommes attachés a développer une approche basée sur le fractionnement
mitochondrial et sur la quantification des ARNt par PCR quantitative afin d’analyser et de
comprendre a quel niveau la sélectivité de I’importation des ARNt dans les mitochondries

végétales se faisait.
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Matériel et Méthodes

I MATERIEL

1 Matériel végétal

Solanum tuberosum : Des tubercules de pomme de terre (variété Bintje) non traités
contre la germination et provenant d’une production locale ont servi a isoler les
mitochondries. Ils peuvent €tre conservés a 1’obscurité pendant quelques semaines dans une
chambre thermostatée a 25°C. Ce matériel a €t€ utilis€ pour la plupart des études

biochimiques mitochondriales.

2 Souches bactériennes d’Escherichia coli

M15 (Qiagen) : Nal, StrS, RifS, Thi’, Lac’, Ara*, Gal*, Mtl', F', RecA", Uvr", Lon"
TOPOIOF’ (Invitrogen) : F{(lacl’Tnl0(Tet")} mcrA  d(mrr-hshRMS-mcrBC)
p80lacZdM15 dlacX74recAlaraD139 d(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str*) end Al nupG

3 Plasmides

pUCIS, pUCI19

Le vecteur pUC18 (Stratagene) de 2,7 kb comporte une origine de réplication reconnue
dans Escherichia coli (E. coli). Ce vecteur porte le géne codant pour la (-lactamase qui
confere aux bactéries transformées la résistance a 1'ampicilline permettant de sélectionner les
transformants. La cassette de clonage est insérée en phase dans le géne codant pour la partie
N-terminale de la (-galactosidase placé sous le controle du promoteur /lac inductible par
I’isopropyl-B-D-thiogalactoside (IPTG). En absence d'insert, la complémentation de 1'activité
de la B-galactosidase permet, apres induction par I'IPTG, I'hydrolyse de 1'X-Gal (analogue du
substrat naturel de l'enzyme) présent dans le milieu de culture. Cette hydrolyse conduit a la
coloration en bleu des bactéries transformées par un vecteur sans insert. Par contre, la

présence d'un insert dans la cassette de clonage produit un changement de phase qui génere
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une protéine de fusion aberrante supprimant la complémentation et conduisant a I'obtention de

colonies blanches. C’est le principe de 1’a-complémentation.

PKS(+), pSK(-)

Ces vecteurs, de type pBluescript, dérivent de pUC19 (Stratagene). Les vecteurs pKS et
pSK différent par I’orientation de leur cassette de clonage. Ils possédent une origine de
réplication de phage filamenteux et le signe - ou + indique l'orientation du brin d'ADN qui est
produit si la culture de bactéries est infectée par un phage dit "helper". La cassette de clonage
est flanquée par des séquences promotrices des ARN polymérases des phages T3 et T7,

permettant la transcription des inserts d'ADN.

PCR®II-TOPO

Le vecteur pCR*II-TOPO (Invitrogen) de 3,9 kb posséde des extrémités 3° dT sortantes
ainsi que 2 sites de restriction EcoRI flanquant le site d’insertion, ceci afin d’exciser
facilement le fragment inséré. De méme, la cassette de clonage est entourée des promoteurs
reconnus par les ARN polymérases des phages Sp6 et T7, ce qui permet la transcription
spécifique d’un brin de I’ADN inséré dans la cassette. Ce vecteur contient aussi le géne
codant pour la B-lactamase qui confere aux bactéries transformées la résistance a 1'ampicilline
ainsi qu’un gene de la (-galactosidase permettant la sélection des bactéries ayant un insert,

selon le principe de I’a-complémentation.

POEGO

Ce vecteur pQE60 (Qiagen) a une taille de 3,4 kb. Il possede le promoteur TS reconnu
par la polymérase d’E. coli, et qui se trouve sous le contrfle de deux promoteurs lacO
réprimés par la protéine lacl’. Le site de fixation des ribosomes (RBSII) se trouve en amont
de la cassette de clonage. En aval de cette derniere se trouve une séquence codant pour une
queue poly-histidine, suivie de deux terminateurs transcriptionnels. Il contient également le
gene codant pour la B-lactamase (bla) qui confere aux bactéries transformées la résistance a
I'ampicilline. L expression des protéines recombinantes est rapidement induite par 'IPTG qui
en se liant avec le répresseur lacl® permet I’initiation de la transcription. Ces transcrits sont
ensuite traduits. Les protéines recombinantes ainsi produites possedent une queue poly-

histidine qui permettra par la suite leur purification.
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4 Constructions

Trois plasmides recombinants construits au laboratoire ont servi a mon travail :
-le premier dérive du vecteur pUC18 dans lequel est inséré le géne codant pour I’ ARNt**V¢©
cytosolique d’Arabidopsis thaliana. La construction réalisée permet 1’obtention, par
transcription in vitro, de molécules d’ARNt de taille mature.
-les deux derniers dérivent du vecteur pQE60 et contiennent les ADNc codant pour les
protéines VDAC34 ou VDAC36 mitochondriales de pomme de terre (n° d’accession X80386

et X80387 respectivement).

S Anticorps polyclonaux

Anti-VDAC 34 /36

Ces anticorps sont dirigés contre les deux protéines VDAC34 et VDAC36 (« voltage
dependent anion channel ») de mitochondrie de pomme de terre (34 et 36 kDa
respectivement) (Heins et al., 1994). Ils ont été fournis par Udo Klaus Schmitz et Hans-Peter

Braun (Allemagne).

Anti-UGPase
Ce sont des anticorps polyclonaux dirigés contre une protéine cytosolique de 1’orge :
I’UDP-Glucose Pyrophosphorylase (51 kDA). Ces anticorps sont produits par la société

Agrisera.

Anti-PDH
Ce sont des anticorps dirigés contre une protéine de la matrice mitochondriale du mais :

la pyruvate déshydrogénase E1 a (40 kDA). Ces anticorps ont €té€ fournis par T. Elthon.

Anti-LHC 11
Ce sont des anticorps dirigés contre une protéine de 1’antenne collectrice de photons
(« light harvesting complex ») chloroplastique de Chlamydomonas (26 kDa). Ces anticorps

ont été fournis par G. Bonnard (IBMP).
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6 Oligonucléotides

Plusieurs oligonucléotides synthétisés par la société Sigma-Genosys ont €té utilisés.
Leur température de fusion est estimée par la formule suivante (Sambrook & Russell, 2001) :

Tm (°C) =2 x (nbre de A + nbre de T) + 4 x (nbre de G + nbre de C).

7 Outils informatiques
7.1 Analyse de séquences

Comparaisons de séquences, alignements de séquences et analyses de restriction ont été

réalisés a ’aide du logiciel MacVector.

7.2 Quantification

Le logiciel MacBAS a été utilisé pour la quantification des protéines transférées sur
membrane et colorées au bleu de Coomassie et pour celle des signaux radioactifs obtenus a

partir des expositions des plaques de Phospholmager.

7.3 Logiciels relatifs a la PCR quantitative

7.3.1 Détermination des couples d’oligodésoxyribonucléotides pour PCR quantitative

Les oligonucléotides utilis€s dans le cadre des PCR quantitatives ont €t€ dessinés
grace au logiciel Universal Probe Library (Roche Applied Science). Il permet de déterminer
les séquences des amorces a utiliser pour I’amplification d’une séquence donnée en

minimisant les effets de structure et les amplifications aspécifiques.

7.3.2 Détermination de [’efficacité des couples d’oligodésoxyribonucléotides pour PCR

quantitative

Le logiciel LinReg (Ramakers et al., 2003) permet de déterminer I’efficacité d’un

couple d’amorces pour 1I’amplification d’un ADN donné. Ce logiciel établit une régression
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linéaire de la partie exponentielle de la courbe d’amplification, courbe obtenue par la
détection de la fluorescence émise par le SYBR®Green. Le coefficient de corrélation de la
régression linéaire ainsi obtenu permet de juger de I’efficacité de I’amplification réalisée par

le couple d’amorces utilis€. Cette efficacité doit étre comprise entre 1,8 et 2.

7.4 Bases de données

Les principaux sites utilis€s pour les recherches dans les bases de données et les
alignements sont :

NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
NCBI :_http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?link loc=BlastHomelL.ink

Base de données d’A. thaliana, TAIR : http://www.arabidopsis.org/
MIPS AtDB : http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html

TIGR : http://www.tigr.org/
TAARSAT : http://www.inra.fr/Internet/Produits/ TAARSAT

Séquences d’ARNt et de genes d’ARNt :
http://www.uni-bayreuth.de/departments/biochemie/ trna/

http://lowelab.ucsc.edu/GtRNAdb/

Données de séquencage de génomes mitochondriaux :

http://megasun.bch.umontreal.ca/ogmp/ projects/other/mt list.html

Données des protéines mitochondriales :

http://www.mitoz.bcs.uwa.edu.au/

Données de microarrays d’A. thaliana :

https://www.geneinvestigator.ethz.ch/at/

Programmes de prédiction de structure :

http://pbil.ibpc.fr/htm/index.php

HelixDraw : www.bioinf.man.ac.uk
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Logiciel pour la conception des amorces pour la PCR quantitative :

Universal Probe Library : https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html

Logiciel pour la prédiction d’interaction avec les ARN :

BindN : http://bioinfo.ggc.org/bindn/
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Figure 24
Principe de la quantification d’ADNc par PCR quantitative.

En noir est représentée I’évolution de la fluorescente en fonction du nombre de
cycles d’amplification (C)

En vert est représentée 1’évolution de I’accélération en fonction du nombre de
cycles d’amplification (C).

Le cycle seuil (Ct) correspond au cycle d’amplification pour lequel
I’accélération est maximale
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II METHODES

1 Techniques spécifiques a ’ADN

1.1 Amplification par PCR (« Polymerase Chain Reaction »)

Il s’agit d’une amplification exponentielle d’un fragment d’ ADN réalisée par une série
de cycles de type dénaturation-hybridation-élongation avec deux amorces oligonucléotidiques
spécifiques des extrémités du fragment a amplifier. Le milieu réactionnel de 50 uL. final
contient 5 L de tampon PCR 10x, 1,5 mM de MgCl,, 50 pmoles de chacune des 2 amorces,
0,2 mM de chaque dNTP, 0,1 ng d’ADN plasmidique, 2,5 U de Taq polymérase (Invitrogen)
et de I’eau g.s.p. 50 pL. La réaction est menée dans un appareil automatisé (icycler, Biorad)
selon le programme suivant : une étape de dénaturation de I’ADN de 3 minutes a 94°C suivie
de 30 cycles comportant successivement une étape de dénaturation de 30 secondes a 94°C,
une étape d’hybridation des amorces de 30 secondes a 10°C en dessous de la température de
fusion des oligonucléotides et une étape de synthése de I’ADN de 30 secondes a 72°C. Les

produits synthétisés sont analysés par électrophorese sur gel d’agarose (cf paragraphe 9.4).

Tampon PCR 10x : Tris-HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM

1.2 PCR quantitative (QPCR)

1.2.1 Principe de la PCR quantitative et détermination du cycle seuil

La PCR quantitative consiste a suive I’amplification d’un acide nucléique cible au
cours du temps (Figure 24). Les quantités relatives présentes dans chaque extrait initial sont
ensuite calculées a partir de la cinétique d’amplification. Le suivi de I’amplification des
ADNCc correspondants aux différents ARNt a été réalisé par 1’intermédiaire d’un agent
intercalant, le SYBR Green qui fluoresce lorsqu’il s’associe aux molécules d’ADN double
brin produit pendant la réaction de PCR. La fluorescence est ainsi directement corrélée a la
quantit¢ d’ADN double brin présente dans le milieu réactionnel. A partir de la courbe
d’amplification, le cycle seuil (Ct) est déterminé. Il correspond au cycle de PCR a partir

duquel la fluorescence émise par le SyBR Green présent dans 1’échantillon dépasse le bruit de
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fond déterminé par la ligne de base. Au cycle seuil, la quantité d’ADN (N¢¢) amplifiée est

proportionnelle a la quantité initiale d’ADNc (Ny) présente dans 1’échantillon.

1.2.2 Conception des oligonucléotides

Les oligonucléotides ont été dessinés grace au logiciel Universal Probe Library (Roche
Applied Science). Leur efficacité a été vérifiée par le logiciel LinRegPCR (Ramakers et al.,

2003). Toutes les analyses ont été opérées grace au logiciel Light Cycler (Roche).

1.2.3 Réactions de gPCR

Les réactions de PCR ont été réalisées dans 10 L de milieu réactionnel composé de
5 pL de mix LightCycler® 480 SYBR-Green I Master (Roche), 2,5 uM d’oligonucléotides
direct et inverse ainsi que de 1 uL de RT réalisée avec des oligonucléotides spécifiques (cf

paragraphe 9.5.3).
Le programme utilis€ est le suivant :
I)Préincubation, 1 cycle : -95°C, 5 secondes
2) Amplification, 40 cycles : -95°C, 10 secondes
-60°C, 20 secondes
-72°C, 15 secondes
3) Courbe de fusion, 1 cycle : -95°C, 5 secondes
-65°C, 1 minute
-97°C continu
LightCycler® 480 SYBR-Green I Master: FastStart Taqg DNA Polymerase, tampon, dNTP

(avec dUTP a la place de dTTP), MgCl,, SYBR® Green (la composition exacte n’est pas

donnée par le fabricant).
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1.2.4 Détermination des efficacités d’amplification

Les efficacités des différents couples d’amorces ont été déterminées a I’aide du
logiciel LinRegPCR (Ramakers et al., 2003) puis validée par la méthode des dilutions
sérielles. Cette méthode consiste a réaliser plusieurs dilutions en série, de raison 10, des
différents échantillons d’ADNc puis a déterminer le Ct de chacune des dilutions pour chaque
couple d’amorces. L’efficacité peut ensuite étre calculée a partir de la pente de la droite
décrivant 1’évolution du Ct en fonction du logarithme décimal de la dilution par

I’intermédiaire de la formule :

E=10 -1/ pente

1.2.5 Méthode de calcul

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer les Ct, nous avons choisi d’utiliser celle
du maximum des dérivées secondes pour déterminer les Ct. Cette méthode consiste a calculer
la dérivée seconde de la fluorescence en fonction du nombre de cycles, ce qui revient a
calculer I’accélération du signal de fluorescence en fonction du cycle d’amplification. Le Ct
correspond au cycle pour lequel I’accélération est maximale. Il correspond au cycle de PCR a
partir duquel la fluorescence émise par le SyBR Green présent dans 1’échantillon dépasse le

bruit de fond déterminé par la ligne de base (Figure 24).

1.3 Mutagenése par PCR

Plusieurs techniques ont été utilisées en fonction des mutations ou des séquences

introduites dans le géne d’intérét.
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Les trois types de construction réalisées par mutagenése dirigée par PCR.
Chacune d’elle est schématisée par un exemple :

1. Introduction d’une mutation ponctuelle a I’extrémité 5’

2. Délétion de I’extrémité 3’

3. Construction d’une séquence codant pour une protéine « chimére » entre VDAC34 et
VDACS36.
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1.3.1 Pour réaliser une mutation ponctuelle a [’extrémité 5’

Dans ce cas, I’un des deux oligonucléotides utilisés lors de la PCR porte une mutation

ponctuelle (amorces du type e ou f sur la Figure 25).

1.3.2 Pour déléter une partie de l’extrémité 3’

Dans ce cas, I’une des deux amorces est située a I’intérieur de la séquence codante

(oligonucléotide de type g sur la Figure 25).

1.3.3 Pour construire des séquences chimériques

Prenons I’exemple d’une protéine chimeére constituée d’une partie de VDAC34 suivie
de VDAC36 (par exemple C7 ou C8 Figure 25). Dans un premier temps, deux réactions de
PCR sont menées en parallele : une partie du géne codant VDAC34 est amplifiée par PCR en
utilisant des amorces de types a et h, de sorte que I’extension ajoutée en 5’ de 1’amorce de
type h soit complémentaire a la séquence du géne de VDAC36. La seconde réaction PCR est
réalisée a partir du géne codant la protéine VDAC36 en utilisant des amorces de type i et d,
I’amorce de type i1 portant une extension en 5’ complémentaire a la séquence du gene codant
pour VDAC34. Les produits des deux PCR sont alors utilisés ensemble pour effectuer la
derniére PCR en présence des deux amorces correspondant respectivement aux extrémités 5’
et 3’ de chacun des genes (ici amorces a et d). Ceci permet I’obtention d’un produit PCR

chimérique des deux genes initiaux.
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1.4 Electrophorese sur gel d’agarose

Les molécules d’ADN peuvent étre séparées en fonction de leur taille par migration
électrophoretique sur gel agarose. L’ADN est chargé (1/3 de volume de tampon de charge)
sur un gel d’agarose (entre 0.8% et 2% (p/v)) dans du tampon TAE 0,5x. La migration de
I’ ADN s'effectue sous une tension de 100 V. Les fragments d’ADN sont ensuite visualisés par

fluorescence sous UV grice au bromure d'éthidium incorporé dans le gel (0,5 pg/mL).

Tampon TAE 0,5x : Tris-Acétate 20 mM pH 8,0, EDTA 0,5 mM
Tampon de charge : Glycérol 30% (v/v), xyléne cyanol 0,25% (p/v), bleu de bromophénol
0,25% (p/v)

1.5 Purification des fragments d’ADN issus de gels d’agarose

Apres fractionnement sur gel d'agarose, le fragment d’ADN d’intérét est découpé sous
UV. L’ADN est ensuite récupéré par simple filtration 10 minutes a 5000 g sur colonne

Ultrafree-DNA (Millipore).

1.6 Techniques de clonage

1.6.1 Clonage de fragments coupés par des enzymes de restriction

1.6.1.1 Digestion par des enzymes de restriction

Les digestions d'’ADN par des enzymes de restriction sont réalisées selon les conditions
préconisées par les fournisseurs. Apres digestion de I’ADN plasmidique par le ou les
enzyme(s) de restriction, I’ADN est précipité en présence de 2,5 volumes d’éthanol et de
0,04 volumes de NaCl 5M quelques heures a —20°C. Apres centrifugation 15 minutes a

14 000 g, le culot est resuspendu dans un volume d’eau adéquat.
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1.6.1.2 Ligation

La réaction de ligation est incubée 1 heure a température ambiante ou une nuit a 14°C.
Le milieu réactionnel de 20 uL contient : 10 a 20 ng de vecteur digéré, I’insert dans un
rapport molaire insert/vecteur compris entre 2 et 3, 4 ul de tampon de ligation S5x
(Invitrogen), 1 U de T4 ADN ligase (Invitrogen). Une extraction phénolique est ensuite
réalisée sur les produits de la ligation et I’ADN contenu dans la phase aqueuse est précipité a

I’éthanol puis redissous dans 1’eau.

Tampon de ligation 5x : Tris-HCI 250 mM pH 7,6, MgCl, 50 mM, ATP 5 mM, DTT 5 mM,
PEG 8000 25% (p/v).

1.6.1.3 Transformation et sélection

Apres précipitation, les produits de la ligation sont resuspendus dans 10 xL. d'H20. Un
uL du mélange de ligation est ajouté a 60 uL. de bactéries compétentes M15 préalablement
préparées au laboratoire. Apres 1 minute sur la glace, les bactéries sont transformées par
€lectroporation (€lectroporateur Bio-Rad 2,5 kV, 25 uF, 200 W) puis reprises dans 700 pL de
milieu LB. Apres une incubation de lheure a 37°C, les bactéries sont étalées sur des boites de
Pétri contenant du milieu LB-agar, 25 yg/mL de kanamycine et 100 ug/mL d’ampicilline.
Apres une nuit d’incubation a 37°C, les bactéries transformées sont criblées par PCR pour

vérifier la présence de I’insert comme décrit au paragraphe 8.8.

Milieu LB : Extrait de levure 5 g/L, bactotryptone 10 g/L., NaCl 10 g/L, pH 7,0.
Milieu LB-Agar : Milieu LB additionné de 1,5 % d’agar (p/v).

1.6.2 Clonage direct d’un produit PCR

Le kit TOPO II-TA Cloning® (Invitrogen) assure le clonage efficace et rapide d’un

produit obtenu par PCR dans un vecteur plasmidique. Ce systeme ne nécessite aucune ligase,
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aucune amorce possédant des sites de restriction et aucune étape supplémentaire apres 1’étape

de PCR.

1.6.2.1 Principe

La Taq ADN polymérase utilisée, commercialisée par Invitrogen, posseéde une activité
terminal transférase qui ajoute a I’extrémité 3’ des produits PCR un résidu désoxyadénosine
(dA). Le vecteur (appelé vecteur T) linéaris€ et fourni avec le kit possede un résidu
désoxythymidine (dT) 3’ sortant. De plus, ce kit exploite I’activité ligase de la topo-isomérase
I. La ligation du vecteur avec le produit de PCR en présence de la topo-isomérase I fournie
avec le kit est tres efficace et se passe en moins de 5 minutes a température ambiante. Le
vecteur pCR®II-TOPO est fourni ouvert et ses extrémités libres sont activées avec la topo-
isomérase 1. Ainsi, la réaction de ligation est bimoléculaire au lieu d’étre trimoléculaire dans
le cas d’un clonage classique. Le produit de la ligation est alors directement utilisé pour

transformer des bactéries compétentes fournies avec le kit.

1.6.2.2 Méthode

Deux uL du produit de la réaction PCR sont incubés 5 minutes a température ambiante
en présence de 2,5 uL d’eau et 0,5 uL. de vecteur pCR-II TOPO. Un gL de solution 1 saline
est ajouté et I’incubation est prolongée de 5 minutes. Le mélange est ajouté a 20 yL de
bactéries F© TOPO compétentes, et laissé 30 minutes sur glace. Un choc thermique est
effectué en placant successivement le tube 30 s a 42°C puis 2 minutes sur glace, ce qui permet
la transformation des bactéries. 250 uL. de milieu SOC sont ajoutés et le tube est incubé
30 minutes a 37°C. La suspension bactérienne (100 uL) est étalée sur boite de Pétri contenant
du milieu LB-agar, 100 mg/L d’ampicilline, 50 yg/mL d’X-Gal et 100 pg/mL d’IPTG. Apres
une nuit d’incubation, les bactéries transformées sont identifiées par le principe de I'a-

complémentation et criblées par PCR comme décrit au paragraphe 8.8.

Solution 1 : NaCl 1,2 M, MgCl, 60 mM
Milieu SOC : tryptone 20 g/L, extrait de levure 5 g/L., NaCl 0,5 g/L, glucose 3,6 g/L., pH 7,0
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LB-agar : extrait de levure 5 g/L, bacto tryptone 10 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7,0, 1,5% (p/v)
d’agar.

1.7 Préparation des bactéries compétentes

Les bactéries d’une colonie isolée sont cultivées dans 50 mL de milieu LB pendant une
nuit. Le lendemain, cette suspension est diluée dans 500 mL de milieu LB et mise a cultivée
jusqu’a I’obtention d’une densité optique a 600 nm de 0,5. Puis les cultures sont placées
30 minutes dans la glace avant d’étre centrifugées 10 minutes a 1500 g. Le culot obtenu est
repris dans 50 mL d’eau stérile. Une nouvelle centrifugation est effectuée dans les mémes
conditions et le culot est repris dans 20 mL d’eau stérile. Ensuite les bactéries sont de
nouveau soumises a une série de deux centrifugations, mais elles sont cette fois-ci reprises
dans un mélange eau/glycérol (10%). Apres la derniere centrifugation les cellules sont
reprises dans 5 mL. du mélange eau/glycérol et laissées 1 heure sur la glace, avant d’étre

reparties dans des tubes par fractions de 50 uL.

1.8 Criblage de colonies par PCR

Cela consiste a vérifier la présence du fragment d’ADN d’intérét par réaction de PCR
directement a partir de colonies bactériennes. Pour cela, nous préparons un milieu réactionnel
de PCR commun contenant les amorces permettant d’identifier I’insert. Ce milieu est réparti
en 20 uL et les bactéries de colonies blanches sont transférées dans ce milieu a 1’aide d’un
cure-dent. Les étapes et les nombres de cycles sont les mémes que pour la PCR (cf paragraphe
8.1). La premicre étape de dénaturation de 3 minutes a 94°C suffit a lyser les bactéries et a

libérer I’ADN.

1.9 Préparation de ' ADN plasmidique
Les kits utilisent le principe de la lyse alcaline (Birnboim and Doly, 1979) suivie d’une

purification sur colonne. Les termes mini et midi désignent le volume de départ de la culture

bactérienne.
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1.9.1 Minipréparation d'ADN plasmidique

Le kit de minipréparation Nucleospin® Plasmid (Macherey-Nagel) a été utilisé. En
pratique, 3 mL de milieu LB contenant 100 pg/mL d’ampicilline sont inoculés avec une
colonie de bactéries puis incubés une nuit a 37°C sous agitation. Deux mL de la culture
saturée sont prélevés puis centrifugés 30 s a 11000 g et le surnageant est éliminé. Le culot est
remis en suspension dans 250 pL de tampon de resuspension, puis les cellules sont lysées
par addition de 250 pL de tampon de lyse alcaline pendant 5 minutes a température
ambiante. L’ ADN chromosomique est précipité par 300 uL. de tampon de précipitation puis
¢liminé par centrifugation 5 minutes a 11000 g. Le surnageant contenant I’ADN plasmidique
est déposé sur une colonne de silice, I’ensemble est centrifugé 1 minute a 11000 g. La colonne
est lavée par 450 uL. de tampon de lavage puis centrifugée 4 minutes a 11000 g. L’¢lution
de I’ADN plasmidique se fait ensuite avec 50 uL d’eau par centrifugation a 11000 g pendant

1 minute apres une incubation de 1 minute a température ambiante.

Tampon de resuspension : Tris-HCl 50 mM pH 8§, EDTA 10 mM, RNase A 100 pg/mL
Tampon de lyse alcaline : NaOH 200 mM, SDS 1%

Tampon de précipitation : Acétate de potassium 2,8 M, pH 5,0

Tampon de lavage : Tris 100 mM, éthanol 15%, KCI 1,15 M, pH 6,3

1.9.2 Midipréparation d'ADN plasmidique

Le kit Nucleobond® Xtra Midi (Macherey-Nagel) a été utilisé. En pratique, 100 mL de
milieu LB contenant 100 ug/mL d’ampicilline sont inoculés avec une colonie de bactéries
isolée sur boite puis incubés une nuit a 37°C sous agitation. Le lendemain, les bactéries sont
culotées par centrifugation a 5000g pendant 20 minutes a 4°C et le surnageant est éliminé.
Les culots bactériens sont ensuite repris dans 8§ mL de tampon de resuspension, puis les
cellules sont lysées par 8 mL de tampon de lyse pendant 5 minutes a température ambiante.
Apres addition de 8 mL de tampon de neutralisation, le lysat est simultanément clarifié et
chargé dans le filtre sur la colonne, I’ensemble filtre et colonne ayant été préalablement
équilibré par 12 mL de tampon d’équilibration. Le filtre est ensuite retiré aprés un lavage

par 5 mL de tampon d’équilibration et la colonne est lavée par 8 mL de tampon de lavage.
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L’ADN plasmidique est ensuite élu¢ avec 5 mL de tampon d’élution. Aprées précipitation de
I’ADN avec 3,5 mL d’isopropanol pendant 2 minutes a température ambiante suivie d’une
centrifugation de 30 minutes a 15000g a 4°C, les culots sont lavés avec 2 mL d’éthanol 70%
puis centrifugés 5 minutes a 15000g a température ambiante. Les culots secs sont finalement

repris dans un volume adéquat de tampon TE.

La composition des tampons n’est pas donnée par le fabricant.

1.10 Séquencage de ' ADN

Les séquences d’ADN sont réalisées par Malek Alioua dans le service de séquencage
de 'IBMP a I’aide d’un appareil « Applied Biosystems 3100 » (Perkin Elmer). La méthode
repose sur une amplification par PCR asymétrique incorporant des didésoxynucléotides,
chacun couplé a un fluorophore possédant une longueur d’onde spécifique. Ainsi, lors de la
migration sur gel, les fluorophores sont excités par un laser a argon. Les signaux réémis sont

transmis au systéme informatique et analysés.

1.11 Marquage d’oligonucléotide a I’extrémité 5’

Les oligonucléotides synthétisés chimiquement sont marqués radioactivement a leur
extrémité 5’ par incubation 30 minutes a 37°C dans le milieu réactionnel suivant : 200 nM
d'oligonucléotide, 2,5 uCi [y-32P]JATP, 1 uL Tampon PNK 10x, 10 U de T4 polynucléotide
kinase (Fermentas) et de ’eau q.s.p. 10 uL. Le volume est ensuite ajusté a 50 uL. d’eau et la
radioactivité non incorporée est éliminée par chromatographie d'exclusion sur une colonne de

Séphadex G50.

Tampon PNK 10x : Tris-HCl 500 mM pH 7,6, MgCl, 100 mM, DTT 50 mM, spermidine
1 mM, EDTA 1 mM
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1.12 Marquage d’un fragment d’ADN double brin

La sonde radioactive a été réalisée par la technique de PCR. La sonde est amplifiée

avec deux amorces déterminées sur un plasmide purifié. Le marquage radioactif est distribué

tout le long de la séquence grace a I’incorporation d’[«’°P] dCTP. Le milieu réactionnel de
50 uL final contient 5 yL. de tampon PCR 10x, 2,5 mM de MgCl,, 100 umoles de chacune
des 2 amorces, 10 mM de dATP, dTTP et dGTP, 2,5 mM de dCTP, 50 ng d’ADN
plasmidique, 50 uCi d’[«*P]dCTP, 2,5 U de Taq polymérase (Invitrogen) et de 1’eau q.s.p.
50 uL. L’amplification est réalisée pendant deux cycles de PCR. Le premier cycle comporte
une étape de dénaturation de I’ADN de 3 minutes a 94°C, une étape d’hybridation des
amorces de 30 secondes a 50°C et une étape de syntheése de I’ADN de 30 secondes a 72°C. Le
deuxieéme cycle comporte une étape de dénaturation de I’ADN de 30 secondes a 94°C, une
étape d’hybridation des amorces de 30 secondes a 50°C et une étape de synthese de I’ADN de
30 minutes a 72°C. La radioactivité non incorporée est éliminée par chromatographie

d'exclusion sur une colonne de Séphadex G50.

Tampon PCR 10x : Tris-HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM

2 Techniques spécifiques a ’ARN
2.1 Extraction d’ARN

2.1.1 ARN totaux de pomme de terre

Pour extraire les ARNt totaux de tubercules de pommes de terre, 12 mL de jus de
broyage sont mélangés a 18 mL de phénol saturé en eau et a du tampon d’extraction. Apres
2 heures de vortex, le tout est centrifugé 20 min a 15000 g. La phase aqueuse est ensuite mise
a précipiter pendant environ 1 heure a —20°C en présence de 2,5 volumes d’éthanol et de
0,1 volume d’acétate de sodium pH 4,5 1M. Apres remise en solution du culot dans de I’eau,
les grands acides nucléiques sont éliminés par une précipitation au lithium (LiCl 3,3M ; Tris-
HCI 33mM pH 7.,5). Apres centrifugation 20 min a 15000 g a 4°C, la phase aqueuse est
récupérée et d’autres extractions au phénol saturé en eau sont réalisées jusqu’a ce que

I’interface soit propre. Enfin, les ARNt contenus dans les phases aqueuses sont prélevés et
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concentrés grace a une derniere précipitation éthanolique avant d’étre repris dans un volume

minimum d’eau.

Des ARNI totaux sont également extraits a partir de feuilles d’A. thaliana. Celles-ci sont
broyées au mortier dans de 1’azote liquide, la poudre est ensuite reprise dans du tampon
d’extraction, a raison de 3 mL de tampon pour 1 g de poudre. L’extraction se poursuit

ensuite comme dans le cas des ARN de tubercules de pomme de terre.

Tampon d’extraction : Tris-HCI pH 7,5 10 mM, MgCl, 10 mM, SDS 1% (p/v)

2.1.2 ARN mitochondriaux de pomme de terre

Les organites culotés (100 xg équivalent protéines) sont repris dans 100 uL. de tampon
d’extraction et un volume de phénol saturé en eau est rapidement ajouté. Aprés 15 min
d’agitation forte sur vortex puis centrifugation 10 min a 12 000 g, la phase aqueuse est
prélevée (100 uL) et mise a précipiter a —20°C pendant au moins une heure avec 2,5 volumes
d’éthanol en présence de 0,1 volume d’acétate de sodium pH 4,8 1M. Apres centrifugation

20 min a 12000 g, le culot est séché a I’air libre et repris dans 6 uL. d’eau.

2.2 Electrophorese dénaturante sur gel de polyacrylamide

La migration sur gel de polyacrylamide est utilisée pour la séparation des molécules
d’ARN. Le gel (8 x 12 x 0,03 cm) est préparé a partir d’une solution d’acrylamide/N,N’
méthylene bisacrylamide (19/1) a 15% et 7 M urée (dénaturant) dans du tampon TBE 1x. La
polymérisation du gel est catalysée par 1'addition d’APS (0,1% (p/v)) et de TEMED (0.035%
(v/v)). Avant dépdt, les acides nucléiques sont additionnés d’un volume de tampon de
charge. La migration s'effectue sous 20 mA dans le tampon TBE 1x. Le bleu de
bromophénol et le xyléne cyanol constituent des témoins de migration (I’équivalence en
nucléotides (nt) dépend de la concentration du gel : 15 et 60 nt sur un gel 15%). Les acides
nucléiques sont ensuite visualisés par autoradiographie s’ils sont marqués ou sous UV apres

coloration au bromure d’éthidium.

64



Matériel et Méthodes

Tampon TBE 1x : Tris 90 mM, EDTA 2,5 mM pH 8.3, acide borique 90 mM
Tampon de charge : Formamide désionisée 95% (v/v), EDTA 20 mM, xylene cyanol 0,05%
(p/v), bleu de bromophénol 0,05% (p/v)

2.3 Elution des ARN sur gel de polyacrylamide

La technique de coloration utilisée est celle décrite par {Peacock, 1967 #469}, avec
quelques modifications. Apres migration, les taches d’ARNt sont détectées par coloration du
gel dans une solution de coloration pendant 5 a 10 minutes, puis décoloration sous 1’eau
courante pendant 30 a 60 minutes. Les ARNt apparaissent comme des taches de couleur bleue
foncé. Les fragments de gel contenant les ARNt sont ensuite découpés, broyés et les ARNt
sont extraits du gel avec 500 ul d’un tampon d’élution {Maxam, 1977 #468}. L’élution se
fait sous agitation mécanique, a température ambiante, durant 15 a 16 heures. Apres addition
d’un volume égal de phénol saturé en eau, I’ensemble est agité quelques minutes. La phase
aqueuse est récupérée apres centrifugation 10 minutes a 10 000g et mise a précipiter dans
2,5 volumes d’éthanol et 0,1 volume d’acétate de sodium 1 M pH 4,8 au moins 1 heure a -
20°C. Apres centrifugation 20 minutes a 4000 rpm, les culots sont repris dans un volume

adéquat d’eau.

Tampon d’élution : Acétate d’ammonium 0,5 M, acétate de magnésium 10 mM, EDTA
0,1 mM, SDS 0,1 %

Solution de coloration : bleu de méthyléne 0,2%, acétate de sodium 0,2 M pH 4,8

2.4 « Northern blot »

2.4.1 Transfert des ARN

Apres séparation sur un gel dénaturant de polyacrylamide, les ARN sont transférés sur
une membrane de nylon de type Hybond N+ (Amersham). Le gel est placé sur la membrane
et ’ensemble est disposé en « sandwich » entre deux feuilles de papier Whatmann 3MM et

deux scotchs brites. L’électrotransfert est effectué¢ dans du tampon TAE 0,25x pendant
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Figure 26

Vecteur pUC 18 contenant le géne d’ ARNtA"? cytosolique d’A. thaliana.

Le promoteur T7 en phase avec la séquence codante permet la transcription du géne d’ ARNt a partir
du premier nucléotide (+1). Le site Bs/NI permet d’obtenir I’extrémité CCA apres transcription de
I’ ADN matrice digéré par cette enzyme. Les sites EcoRI ont servi comme sites de clonage.
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45 minutes sous une intensité de 60 mA. La membrane est brievement séchée et les ARN sont

fixés par irradiation en lumiere UV (366 nm) pendant 3 minutes.

Tampon TAE 0,25x : Tris-Acétate 10 mM pH 8,0, EDTA 0,25 mM

2.4.2 Hybridation de la sonde

L’oligonucléotide marqué radioactivement (environ 10® cpm) est ajouté a la solution
d’hybridation (SSC 6x, SDS 0,5% (p/v)) dans un rouleau d’hybridation contenant la
membrane disposée contre la paroi. L’hydridation s’effectue dans une étuve a une
température de 5 a 10°C inférieure a la température de fusion (Tm) de la sonde pendant une
nuit. Le filtre est ensuite lavé deux fois 10 minutes dans du tampon SSC 2x puis une fois
30 minutes dans du tampon SSC 2x, SDS 0,1% (p/v) a la Tm. La membrane est bri¢vement
séchée puis exposée contre une plaque de Phosphorlmager (Fuji) ou mise en

autoradiographie.

Tampon SSC 2x : Citrate-trisodique 30 mM pH 7,0, NaCl 0,3 M.

2.5 Transcription in vitro
2.5.1 Transcription non radioactive

Apres linéarisation du plasmide contenant le géne de I’ ARNt** (Figure 26) par BstNI
(ce site permet de générer ’extrémité CCA a des transcrits correspondant a des ARNt de
taille mature), la transcription est réalisée a 1’aide de la T7 ARN polymérase (Promega)
pendant 2 a 3 heures a 37°C dans un volume réactionnel de 100 uL contenant: 5 a 10 ug
d’ADN plasmidique digéré par BstNI, 20 L. de tampon de transcription 5x, 30 L d’un
mélange de 25 mM de chaque NTP (ATP, CTP, GTP, UTP), 10 uL du mix enzymatique
(Kit Ribomax de Promega). Apres la réaction de transcription, de la DNase RQ1 est ajoutée
(a raison delU/ug d’ADN initial) et I’ensemble est incubé 15 minutes a 37°C afin de
dégrader les ADN. Un volume de phénol saturé en eau est ensuite ajouté. Apres 15 minutes

d’agitation forte sur vortex puis centrifugation 10 minutes a 12 000 g, la phase aqueuse est
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prélevée et mise a précipiter a —20°C pendant au moins une heure avec 2,5 volumes d’éthanol
en présence de 0,1 volume d’acétate de sodium pH 4,8 1M. Apres centrifugation 20 minutes a

12000 g, le culot est séché a I’air libre et repris dans de 1’eau.

Tampon de transcription 5x : HEPES-KOH 400 mM pH 7,5, MgCl, 120 mM, spermidine

10 mM, DTT 200 mM,
Mix enzymatique : T7 RNA polymérase, pyrophosphatase et inhibiteur de RNase

2.5.2 Transcription radioactive

Pour I’obtention d’un ARNt radioactif, la transcription du gene de I’ARNt se fait en

présence de I'[«’*P]UTP. La transcription se déroule 3 heures a 37°C dans le milieu
réactionnel suivant: 4 pg d’ADN plasmidique digéré par BstNI, 4 ul. de tampon de
transcription 5x, 2 uL. d’un mélange de NTP (ATP, GTP, CTP 2,5 mM chacun), 0,5 uL
d’UTP 0,5 mM, 40 uCi d’[o*P]UTP, 1 uL de mix enzymatique et de 1’eau q.s.p. 20 uL.
Apres incubation, la radioactivité non incorporée est éliminée par gel filtration sur une

colonne de Sephadex G-50.

2.5.3 Transcription inverse suivie d’'une PCR (RT-PCR)

L’enzyme utilisée pour réaliser la réaction de transcription inverse est la « Superscript ™

III » (Invitrogen). Le protocole utilisé€ est celui recommandé par le fabricant.

Dans un premier temps, 10 pg a 5 ug d’ARN totaux ou mitochondriaux sont ajoutés a
2 pmol de I’oligonucléotide inverse spécifique de I’ARN recherché. Un microlitre de d NTP a
10 mM chacun est ajouté, puis le volume est complété a 13 pL. Le mélange est incubé
5 minutes a 70°C puis immédiatement mis dans la glace pendant au moins 1 minute. 4 uL de
tampon de réaction (« First-Strand Buffer ») sont ensuite ajoutés ainsi que 1 uL. de DTT
0,1 M, 40 unités d’inhibiteur de RNAse et 200 unités d’enzyme Superscript ™ III reverse

transcriptase. Les échantillons sont ensuite placés 1 heure a 55 °C. Afin d’inactiver la
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réaction, une incubation a 70°C pendant 15 minutes est réalisée. Les échantillons sont

directement utilisés pour la réaction de PCR (cf paragraphe 9.2).

« First-Strand Buffer » : Tris-HCI 200 mM pH 8,3, KCI 375 mM, MgCl, 15 mM

2.6 Quantification de I’ADN et de PARN

Pour doser une solution d'acides nucléiques, tout en s'assurant de l'absence de
contamination protéique, on utilise une méthode spectrophotométrique. On mesure
I'absorbance de la solution a 260 nm et a 280 nm (A0 et A 2g80) pour un trajet optique de
1 cm. Le rapport Azeo/A280 nous renseigne sur la pureté de la solution (un bon rapport est
compris entre 1.7 et 2.0). Pour I'évaluation de la concentration en acides nucléiques, les
correspondances suivantes ont été utilisées :

-1 Apg0 équivaut a 50 pg/mL d'’ADN double brin

-1 Ap6p équivaut a 33 pg/mL d'un oligonucléotide (20 nt)

-1 Apg0 équivaut a 40 pg/mL d'ARN ou d'ADN simple brin.

La quantité d’un fragment d’ADN ou d’ARN peut également étre évaluée sur gel grace
au systtme ChemiDoc EQ (BioRad). Ce systtme permet de capturer I’image des gels en
temps réel. L’image ainsi obtenue est traitée a 1’aide du logiciel Quantity-One® qui a 1’aide
d’une gamme étalon préalablement établie, permet une quantification précise des

échantillons.

3 Techniques relatives aux protéines

3.1 Surexpression de protéines dans E.coli

L’ADNc codant pour une protéine d’intérét est introduit dans le vecteur d’expression
pQE60. Le vecteur recombinant ainsi obtenu est ensuite utilisé pour transformer la souche
d’expression M15. Le clone obtenu est mis en préculture dans 3 mL (pour une petite

préparation) ou 50 mL (pour une grande préparation) de milieu LB additionné de 100 pg/mL
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d’ampicilline et de 25 pg/mL de kanamycine. La préculture est mise sous agitation une nuit a
37°C. Le lendemain, 300 L de la préculture sont utilisés pour ensemencer 3 mL de LB
additionnés de 100 ug/mL d’ampicilline, de 25 yg/mL de kanamycine, et de 100 uM d’IPTG.
L’IPTG va se lier de facon stable au répresseur Lacl’, ce qui va lever I’inhibition qu’il
exercait sur le promoteur. Le promoteur qui devient alors actif peut induire la production de
protéines. La mise en culture est ensuite réalisée pendant 3 heures a 37°C sous agitation vive.
Les bactéries sont récupérées par centrifugation pendant 5 minutes a 11000 g a température
ambiante. Elles sont analysées immédiatement ou conservées a —20°C jusqu’a purification

ultérieure.

3.2 Techniques de purification de protéines

Les purifications de protéines a partir d’une petite préparation ou d’une grande
préparation sont faites avec deux méthodes différentes qui utilisent le méme principe. En
effet, les protéines surexprimées avec le vecteur d’expression de type pQE possedent une
queue polyhistidine. Cette queue poly-histidine permet, grace a son affinité pour le nickel, de
fixer la protéine sur une matrice enrobée de nickel. Les protéines ainsi purifiées sont ensuite
récupérées en rajoutant de fortes concentrations d’un analogue de I’histidine, I’imidazole. La
purification peut se faire soit en conditions natives soit en conditions dénaturantes en présence

d’urée 8 M.

3.2.1 Petites préparations (3mL)

Pour les petites préparations, nous avons utilisé le kit MagneHis™ de Promega. Dans ce
kit, la matrice correspond a des billes magnétiques enrobées de nickel qui pourront étre

retenues par un aimant. Ce type de purification a toujours été fait en conditions dénaturantes.

Apres obtention des bactéries surexprimant la protéine recombinante (cf paragraphe
ci-dessus), celles-ci sont lysées par 3 cycles de congélation dans 1’azote liquide/décongélation
a température ambiante. La remise en suspension du culot se fait par ajout de 200 L de
solution de lavage. Les protéines VDAC que nous voulons purifier sont des protéines

membranaires trés insolubles, I'urée ajouté entraine la dénaturation des protéines et facilite
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leur solubilisation. Aprés 10 minutes d’agitation douce, 60 L d’une solution de billes
magnétiques enrobées de nickel sont ajoutées. Le mélange est ensuite placé dans une barre
magnétique adaptée aux microtubes. Celle-ci va retenir contre la paroi des microtubes les
billes magnétiques de nickel ou sont accrochées les protéines d’intérét. Le surnageant est
enlevé et les billes sont lavées 3 fois avec 300 uL de la solution de lavage. L’€lution des
protéines se fait par 1’ajout de 50 uL. de solution d’élution. Aprés 2 minutes a température
ambiante, le mélange est de nouveau placé dans la barre magnétique. Le surnageant contenant

les protéines décrochées des billes est récupéré.

Solution de lavage : HEPES 100 mM, imidazole 10 mM, urée 8 M
Solution d’élution : HEPES 100 mM, imidazole 500 mM, urée 8 M

3.2.2 Grandes préparations (500 mL)

Pour les grandes préparations, la purification des protéines a toujours été faite avec la
matrice Ni-NTA-agarose de Qiagen en conditions natives. La préculture est réalisée a 1’aide
d’une colonie incubée dans 50 mL de LB additionnée de 100 mg/mL d’ampicilline. Le
lendemain les 50 mL de bactéries sont induites dans 500 mL de LB additionné de 100 mg/mL
d’ampicilline et de 100 uM d’IPTG pendant 5 heures a 37°C sous agitation. Les bactéries sont
ensuite centrifugées 15 minutes a 8000 rpm (JLA 10.5) et le culot est remis en suspension
dans 30 mL de tampon A. L’ouverture des cellules est réalisée par addition de lysozyme
(1 mg/mL de suspension) pendant 30 minutes a 4°C puis par 10 mL de Triton X-100 0,2%
pendant 10 minutes a 4°C. Apres centrifugation 30 minutes a 3000 g a 4°C, le culot est remis
en suspension dans 15 mL de tampon B et mis sous agitation pendant 45 minutes a
température ambiante. A ce stade les protéines sont solubilisées dans 1’urée. La suspension est
ensuite incubée toute la nuit sous agitation a 4°C en présence de 1 mL de matrice Ni-NTA
agarose préalablement équilibrée avec 2 volumes de tampon B. La matrice est alors coulée
dans une colonne a 4°C puis lavée avec 10 mL de tampon B, 2,5 mL de tampon C et 2,5 mL
de tampon D. Ces étapes permettent de renaturer les protéines. Deux élutions sont alors
réalisées : la premiere avec 2,5 mL de tampon E qui permet de récupérer les protéines natives

et la seconde avec 2,5 mL de tampon F contenant de I'urée qui permet de décrocher les
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protéines encore fixées a la matrice. Apres dilution du premier €luat dans le tampon E, la

purification est répétée sur cette fraction et sur la fraction non retenue de la colonne.

Tampon A : Tris-Maléate 50 mM pH 8,2 MgCl, 5 mM

Tampon B : Tris-Maléate 50 mM pH 8,2 MgCl, 5 mM, urée 8 M, n-octyl glucoside 2%
Tampon C : Tris-Maléate 50 mM pH 8,2 MgCl, 5 mM, urée 4 M, n-octyl glucoside 2%
Tampons D : Tris-Maléate 50 mM pH 8,2 MgCl, 5 mM, n-octyl glucoside 2%
Tampons E : HEPES 25 mM pH 7,5, MgCl, 5 mM, n-octyl glucoside 2%, Imidazole 250 mM
Tampons F : Tris-Maléate 50 mM pH 8,2 MgCl, 5 mM, urée 8 M, Imidazole 250 mM

3.3 Techniques de concentration des protéines : cellule de concentration (« centrifugal
filter device » AMICON CORPORATION)

Le principe de ces cellules est une ultrafiltration sélective. Ces concentrateurs ont une
taille limite de maille (différentes tailles selon le modele de cellule) et les molécules de taille
supérieure a cette taille limite sont retenues par la membrane hydrophile, tandis que l'eau et
les petites molécules (sels par exemple) traversent cette membrane. Ces cellules peuvent étre
utilisées pour concentrer une solution protéique ou pour changer le tampon d’une solution.
Dans la pratique, 1'échantillon est simplement chargé dans la cellule et centrifugé a 2000 g a

4°C jusqu'a la concentration désirée.

3.4 Quantification des protéines

La quantification des protéines est faite par la méthode de Bradford. Cette méthode est
basée sur la modification de la longueur d’onde d’absorption du bleu de Coomassie G-250 en
milieu acide apres sa fixation sur les acides aminés (595 nm) (Bradford, 1976). Un mL de
réactif de Bradford (BioRad) et 100 uL d'extrait protéique a quantifier sont mélangés et
'absorbance est mesurée a 595 nm. Cette mesure de DO permet de déterminer la quantité de
protéines présentes en se référant a une gamme étalon établie avec des quantités connues de
BSA. Il est a noter que les échantillons contenant des détergents tels que le SDS ou le Triton

X-100 en quantité importante ne peuvent étre quantifiés par cette méthode car ces derniers
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interferent avec le réactif de Bradford. La quantit€é de mitochondries utilisées lors des
différentes expériences a €t€ évaluée par cette technique et il s’agira en fait de mg
d’équivalents en protéines mitochondriales lorsque dans le texte nous parlerons de mg de

mitochondries.

Réactif de Bradford : bleu de Coomassie G-250 0.01% (p/v), éthanol 4.7% (v/v), acide
phosphorique 8.5% (v/v)

3.5 Electrophoreése sur gel de polyacrylamide

3.5.1 Electrophoreése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

La séparation des protéines est réalisée par migration électrophoretique en gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes (Laemmli, 1970). Les mailles de la matrice sont
définies par le rapport polyacrylamide/N,N' méthyléne bisacrylamide (37.5/1 dans le cas de
gel de protéines). Le gel (8§ cm x 12 cm x 0,1 cm) comporte deux parties : un gel de
concentration (hauteur 3 cm) et un gel de séparation. La polymérisation de 1'acrylamide est
catalysée par l'ajout d’APS 0,1% (p/v) et de TEMED 0.01% (v/v). Les protéines additionnées
de 0,2 volume de tampon de charge sont chargées sur le gel et la migration s'effectue dans
du tampon de migration pendant environ 1 h sous ampérage constant de 25 mA. La
migration est controlée par la visualisation du front de migration, qui doit avoir atteint le bas

du gel.

Gel de concentration : Acrylamide 5%, Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 0,1% (p/v)

Gel de séparation : Acrylamide 12 a 15% selon la taille des protéines a fractionner, Tris-HCI
380 mM pH 8,8, SDS 0.1% (p/v)

Tampon de charge : Tris-HCI 100 mM pH 6,8, glycérol 10%, SDS 4% (p/v), bleu de
bromophénol 0,05% (p/v), B-mercaptoéthanol 4% (v/v)

Tampon de migration : Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glycine 250 mM, SDS 0,1% (p/v)
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conditions dénaturantes.
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3.5.2 Electrophoreése bidimensionnelle

Cette technique d’électrophorese bidimensionnelle permet de séparer des protéines
selon leur pH isoélectrique puis lors de la seconde dimension selon leur poids moléculaire par

un SDS-PAGE classique (Figure 27).

Les focalisations préisoélectrique et isoélectrique ont été réalisées a 1’aide des gels
ReadyStripTM IPG Strip de 18 cm pH 3-11NL (BIO-RAD). Les strips sont tout d’abord
réhydratées activement (50V) 15 heures en présence de mitochondries ou de membranes

externes préparées dans du tampon IEF.

La focalisation est ensuite lancée comme suit :

Etape | Voltage a atteindre Montée Durée Température
1 250V Rapide 15 minutes 20°C
2 3000 V Progressive 3 heures 20°C
3 3000 V Rapide 10 000 VH 20°C
4 500 V Rapide 5 heures 20°C

Pour la deuxiéme dimension, les strips sont équilibrées dans du tampon
d’équilibration avec 1% DTT pendant 15 minutes puis dans du tampon d’équilibration
avec 4% d’iodoacetamide pendant 15 minutes. Chaque strip est ensuite placée au dessus d’un
gel de polyacrylamide 12% et I’électrophorese est lancée 15 minutes a 20V puis 60 minutes a

150V.

Tampon IEF : urée 7M, thiourée 2M, CHAPS 4% (p/v), DTT 20 mM, ampholyte 0, 2%
(p/v), bleu de bromophénol 0,004%
Tampon d’équilibration : Urée 7M, glycérol 30%, Tris-HCI 0,05M pH 8,8, SDS 2%.

3.6 Identification des protéines par spectrométrie de masse

Lors d’une analyse en spectrométrie de masse, une protéine est digérée par la trypsine
(Figure 28). Cette digestion va entrainer la création de différents peptides. Ces peptides

entrent ensuite dans la source du spectromeétre de masse qui va donner pour chaque peptide
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une masse sous la forme d’un spectre. Ce spectre est directement interprété pour donner la
séquence d’acides aminés correspondante. Une fois les spectres de tous les peptides obtenus

pour une protéine, il s’agit d’identifier les protéines.

Pour se faire, les listes de masses des peptides produits sont comparées a des listes de
masses de peptides théoriques issus de la digestion in silico des protéines présentes dans des
banques de données. Les banques de données que nous avons utilisées sont la banque d’EST
(étiquettes de genes exprimés) de pomme de terre et la banque généraliste NCBI’s Entrez

Protein (Entrez Protein du National Center for Biotechnology Information).

La comparaison des listes de masses entre les peptides analysés et les peptides
théoriques issus de la digestion in silico a été réalisée par 1’algorithme MASCOT développé
par Matrix Science (http://www.matrixscience.com). Cet algorithme est basé sur une
approche probabilistique (Perkins et al., 1999). En effet, la probabilit¢ d’identité est mesurée
par un « score » qui dépend entre autre du nombre de peptides attribuées a la protéine et du
nombre d’entrées de la banque. L’algorithme Mascot se fonde sur des identités strictes de
masses entre les peptides analysés et les peptides théoriques issus de la digestion in silico de
I’ensemble des protéines présentes dans les banques de données. Dans cette approche « non
tolérante aux erreurs », I’exigence d’identité parfaite entre les peptides analysés et les peptides
théoriques présents dans les banques induit que la moindre différence de séquence et donc de
masse entre les peptides analysés et ceux présents dans les banques est critique et conduit
rapidement a I’impossibilit¢ d’identifier la protéine. De plus, cet algorithme permet la
comparaison de séquences peptidiques par rapport aux différentes séquences des banques et
donc d’identifier des protéines par homologie de séquence. En effet, il permet de rechercher
les séquences protéiques ou les séquences issues de la traduction des génomes ce qui permet
de s’affranchir des problémes d’annotation ou de protéines issues de familles multigéniques
(Delalande et al., 2005). Il est donc possible de travailler et d’identifier des protéines

d’organismes dont le génome n’a pas encore été s€quencé.
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3.7 Détection des protéines apres fractionnement électrophoretique

3.7.2 Coloration au bleu de Coomassie

Pour un gel analytique, les protéines sont révélées par incubation du gel dans une
solution de coloration pendant lheure. L’excés de colorant est éliminé par plusieurs
passages successifs dans une solution de décoloration.

Lorsque les protéines sont transférées sur une membrane, les protéines sont révélées
par incubation du gel dans la solution de coloration pendant 5 minutes. L’excés de colorant
est éliminé par plusieurs passages successifs dans une solution contenant 7% (v/v) d’acide

acétique et 50% (v/v) de méthanol.

Solution de coloration : acide acétique 10% (v/v); méthanol 40% (v/v); bleu de coomassie
R250 0.125% (p/v)

Solution de décoloration : acide acétique 10% (v/v), éthanol 20% (v/v)

3.7.1 Coloration a ’argent

Cette technique permet de colorer de trés petites quantités de protéines fractionnées
sur gel de polyacrylamide en augmentant la sensibilité de détection des protéines. Les lavages

on toujours été réalisés avec 10 volumes de gel.

La premiere étape consiste en une fixation de 40 a 60 minutes dans le tampon 1. Puis
un lavage dans le tampon 2 est réalisé pendant 30 minutes. L’étape de sensibilisation consiste
en une incubation de 30 minutes dans le tampon 3. Trois lavages successifs de 10 minutes
dans les tampons 2 et 4 puis dans de I’eau sont effectués. Le gel est ensuite coloré 15 a
20 minutes dans le tampon 5. I est ensuite rincé 20 secondes dans 5 volumes d’eau puis dans
5 volumes de tampon 6 en agitant doucement. Le développement est réalisé par agitation
constante dans 100 mL de tampon 7 pendant 30 secondes. Lorsque la coloration noire
s’intensifie, 200 mL de tampon 7 frais sont ajoutés jusqu’a ce que les bandes soient
completement colorées. Trois lavages de 10 minutes sont ensuite réalisés dans le tampon 8
permettant d’amplifier la coloration et le développement est arrété par passage dans le
tampon 9 pendant 5 minutes. Une décoloration de 10 minutes est ensuite effectuée dans le

tampon 10 puis 3 lavages dans de 1’eau sont réalisés. Le gel est ensuite séché.
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Tampon 1 : méthanol 50% (v/v), TCA 12% (p/v), CuCl, 2% (v/v)
Tampon 2 : éthanol 10% (v/v), acide acétique 5% (v/v)

Tampon 3 : KMnO, 0,01% a partir de 1% fraichement préparé
Tampon 4 : éthanol 10%

Tampon 5 : AgNO, 0,2% (p/v)

Tampon 6 : K,CO, 10 % (p/v)

Tampon 7 : formaldéhyde 0,02%, K,CO;2% (p/v)

Tampon 8 : K,CO; 1% (p/v)

Tampon 9: acide acétique 1%

Tampon 10 : glycérol 3% (v/v), méthanol 45% (v/v), acide acétique 7,5% (v/v)

3.8 Immunorévélation de type «western blot »

Cette technique consiste a révéler une protéine particuliere a 1’aide d’anticorps
spécifiquement dirigés contre cette protéine. Elle nécessite la fixation des protéines sur une

membrane.

3.8.1 Transfert des protéines sur membrane

Apres séparation sur un gel de polyacrylamide, les protéines sont transférées sur une
membrane Immobilon-P 0,45 pm (Millipore) que l'on active avec du méthanol 100%.
L’ensemble est disposé€ en « sandwich » entre 4 feuilles de papier Whatman imbibées avec du
tampon de transfert et placé dans une cuve a électrotransfert semi-sec (Amersham). Gel et
membrane sont placés de sorte que les protéines se fixent sur la membrane en migrant de la
cathode vers l'anode. Ce transfert est effectué a 0,8 mA par cm® de membrane pendant

45 minutes.

Tampon de transfert : Tris 48 mM, glycine 39 mM
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3.8.2 Coloration des protéines apres électrotransfert sur membrane

Les protéines transférées sont visualisées par coloration avec une solution de
coloration a base de bleu de Coomassie puis décolorées au méthanol 50%. Le colorant est

éliminé totalement par lavage prolongé au méthanol 100%.

Solution de coloration : bleu de Coomassie R250 0,25% (p/v), méthanol 50% (v/v), acide

acétique 7% (v/v)

3.8.3 Fixation des anticorps

La membrane est équilibrée et les sites aspécifiques de fixation sont saturés par
incubation, pendant 1 heure sous agitation constante, dans du tampon bloquant. L'anticorps
primaire spécifique de lapin est ajouté a la solution, puis 1'ensemble est incubé toujours sous
agitation constante, une nuit a 4°C ou 1 a 2 heures a température ambiante. La membrane est
ensuite lavée 3 fois 10 minutes dans du tampon bloquant, puis les anticorps secondaires
(anticorps de chevre dirigés contre les immunoglobulines de lapin et couplés a la peroxydase
(Kirkegaard & Perry Laboratories)) sont ajoutés a du tampon bloquant. L'ensemble est agité
une heure a température ambiante, puis lavé une fois 5 minutes dans le tampon bloquant et

3 fois 10 minutes avec le tampon de lavage avant révélation.

Tampon bloquant : Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 0.1% (v/v), lait
écrémé en poudre 5% (p/v)

Tampon de lavage : Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 0.1% (v/v)

3.8.4 Révélation de la fixation des anticorps

Les anticorps secondaires utilis€s sont couplés a la peroxydase. On utilise une

révélation par kit ECL (pour « Enhanced Chemical Luminescence ») qui consiste en une

réaction de chimioluminescence catalysée par la peroxydase et produisant une émission de

photons au lieu de fixation des anticorps secondaires. Dans la pratique, les conditions
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préconisées par le fournisseur (Amersham) sont suivies et 1'émission lumineuse est révélée

par autoradiographie.

3.9 Technique de « farwestern»

Cette technique permet de mettre en évidence des interactions entre une protéine
purifiée et des protéines transférées sur une membrane. Des protéines mitochondriales ou de
membrane externe sont fractionnées par un gel de polyacrylamide dénaturant de 12% puis
transférées sur une membrane Immobilon-P (Millipore). La membrane est lavée deux fois
15 minutes avec du tampon de renaturation pour éliminer le SDS puis incubée 15 heures
dans ce méme tampon pour renaturer les protéines transférées. La membrane est saturée dans
du tampon de renaturation contenant 5% (p/v) de lait écrémé pendant 1 heure. La
membrane est ensuite incubée avec la protéine purifiée (10 mg/mL) dans du tampon de
renaturation contenant 2% (p/v) de lait écrémé pendant 15 heures a 4°C. Apres trois lavages
avec du tampon de renaturation, une immunodétection est réalis€ée avec des anticorps dirigés

contre la protéine purifiée

Tampon de renaturation : Tris-HCl 20 mM pH 7.5, NaCl 75 mM, MgCl, 50 mM, NP
40 0,1%.

3.10 Technique de diffusion élastique de la lumiere « DLS »

La technique de DLS permet de déterminer la taille d’une particule, d’un complexe et
donc de visualiser en temps réel la formation d‘un complexe. En pratique, un laser émet un
rayon monochromatique qui éclaire 1’échantillon en solution contenu dans une cuve en quartz.
Une partie de la lumiére est transmise mais une autre fraction est diffusée par les particules en
solution. Un détecteur permet de mesurer 1’intensité de lumiére diffusée en fonction de la
distribution en taille des particules. Ainsi, ce qu'on mesure en DLS c'est un coefficient de
diffusion. On en déduit un diamétre de particule (exprimé en nm) en faisant I'approximation
que la particule en question est sphérique (formule de Stockes-Einstein). De 1a, on peut

estimer la masse moléculaire correspondante.
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3.11 Techniques permettant d’identifier I’interaction protéine/ARN

3.11.1 Technique de « northwestern »

Cette technique permet I’identification des protéines interagissant avec les ARN. Nous

avons utilisé celle décrite par (Adhya et al., 1997).

Les protéines fixées sur la membrane Immobilon-P sont renaturées une nuit a 4°C
dans du tampon de renaturation. Le NP 40, détergent non ionique, permet une meilleure
élimination du SDS. Apres 4 lavages de 15 minutes de la membrane dans le méme tampon a
4°C sous agitation douce, celle-ci est saturée 5 minutes a température ambiante dans du
tampon de blocage. Le filtre est alors mis en présence de 10° cpm du transcrit d’ARNt
radiomarqué (cf paragraphe 9.5.2) dans 5 mL de tampon d’hybridation et incubé une nuit
a4°C. Apres 4 lavages de 5 minutes a 4°C avec le tampon de lavage, la membrane est séchée

puis mise en autoradiographie et/ou exposée contre une plaque de Phospholmager.

Tampon de renaturation : Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, NP 40 0,1% (v/v)

Tampon de blocage : Tris-HCl 10 mM pH 7,5, Acétate de magnésium 5 mM, DTT 2 mM,
BSA 5% (p/v), Triton X-100 0,01% (v/v)

Tampon d’hybridation : Tris-HCl 10 mM pH 7,5, Acétate de magnésium 5 mM, DTT
2 mM, Triton X-100 0,01% (v/v)

Tampon de lavage : Tris-HCI 10 mM pH 7,5, Acétate de magnésium 5 mM, DTT 2 mM

3.11.2 Technique du gel retard

Le protocole utilisé est celui décrit chez Promega « gel shift assay system ». Cette
technique est basée sur le changement de la mobilité électrophoretique de I’ARN apres avoir
fixé une protéine ou une autre molécule. La molécule d’ARN radiomarquée est incubée en
présence de la protéine d’intérét. Si la protéine fixe I’ARN, la migration de celui-ci dans le gel

non dénaturant sera retardée.
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3.11.2.1 Préparation de |’ échantillon

La réaction est faite dans un volume réactionnel de 9 yL. comprenant : 0 a 21 pmol de la
protéine native, 2 ul. de tampon gel retard 5x. Le milieu est incubé 10 minutes a
température ambiante. Dix fmol d’ARNt radiomarqué sont ensuite ajoutés et I’ensemble est
incubé 20 minutes a température ambiante. Avant migration, le milieu est additionné d’un L

de tampon de charge.

Tampon gel retard 5x : Glycérol 20 %, MgCl, SmM, EDTA 2,5 mM, DTT 2,5 mM, NaCl
250 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,5
Tampon de charge : Tris-HCI 250 mM pH 7,5, glycérol 40 % (v/v)

3.11.2.2 Préparation du gel

Le gel est préparé a partir d'une solution d’acrylamide/N,N' méthyléne bisacrylamide
(19/1) a 4% dans du tampon TBE 0,5x . La polymérisation du gel est catalysée par l'addition
d’APS 0,04% (p/v) et de TEMED 0,04% (v/v). Avant de charger les échantillons, le gel est
mis sous une tension de 350 V pendant 10 minutes. La migration s'effectue ensuite pendant
20 minutes a 350 V dans le tampon TBE 0,5x. Le gel est fixé dans une solution d’acide
acétique 10% (v/v) et d’éthanol 20% (v/v) puis séché et exposé contre une plaque de

PhosphorImager (Fuji) ou mis en autoradiographie.

Tampon TBE 0,5x : Tris 45 mM, EDTA 1,25 mM pH 8,3, acide borique 45 mM

3.12 Techniques de cristallisation des protéines

La cristallogenese est la formation d'un cristal, c’est a dire que c’est le passage d'un
¢état désordonné a un état ordonné solide. Cette transition est controlée par des lois cinétiques
complexes. La fabrication d'un cristal se déroule sous le contrdle de différents facteurs tels
que la température, la pression, le temps d'évaporation, la force ionique, etc. La nucléation
correspond a l'apparition d'une phase cristalline stable. La croissance est le processus qui va

suivre la nucléation et permettre 'augmentation de taille des noyaux pour conduire aux
M
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cristaux. Elle est caractérisée par 1'empilement a la surface du cristal de nouvelles particules.
Ainsi, un cristal est composé de particules identiques parfaitement empilées de fagon
réguliere et périodique dans les trois dimensions de I’espace. L’obtention de cristaux est
subordonnée a 1’obtention de protéines pures et concentrées mais aussi et surtout a la mise au
point des conditions de nucléation. Cette mise au point consiste a rechercher les agents
cristallisants ainsi que les conditions de concentration et de pH qui permettront la nucléation

des cristaux.

3.12.1 Technique de diffusion de vapeur

Une méthode classique de cristallisation est la diffusion de vapeur ou technique de la
goutte suspendue. Cette technique consiste a placer les protéines dans une solution contenant
un agent cristallisant en faible concentration (Figure 29). La goutte ainsi formée est
suspendue au-dessus d’un réservoir contenant une solution plus concentrée en agent
cristallisant. Ainsi, comme le réservoir est plus concentré que la goutte, I’eau diffuse de la

goutte vers le réservoir. La protéine se concentre, cristallise et croit.

3.12.2 Technique de diffusion contre un capillaire

Cette technique consiste a placer les protéines purifiées et concentrées dans un
capillaire. L’ensemble est ensuite plongé dans une solution d’agent cristallisant qui va entrer

dans le capillaire et permettre la cristallisation des protéines (Figure 30).

4 Techniques relatives aux mitochondries de plantes

4.1 Purification de mitochondries de pomme de terre

Ce protocole est une combinaison des techniques décrites par (Neuburger et al., 1982)
et par (Struglics et al., 1993). Le rendement est d'environ 10-15 mg d'équivalents de protéines
mitochondriales par kg de tubercules de pommes de terre. Toutes les étapes se déroulent a

4°C (Figure 31). Les tubercules sont pelés, coupés en morceaux. Pour 5 kg de tubercules, la
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quantité de jus obtenue au moyen d'une centrifugeuse a jus (type Moulinex) est d’environ 2 L.
Ce jus est récolté directement dans 1 L. de tampon d'extraction 3x. Le pH est maintenu a 7,5
au cours de ces opérations par addition de KoHPO4 1 M. 1l est préférable de laisser décanter
la solution quelques minutes (culot d’amidon) avant de la filtrer sur une toile de Nylon de 46
pm de diametre de maille. La solution est ensuite enrichie en mitochondries par une série de
centrifugations différentielles a basse vitesse (1600 g, rotor Beckman J6B) pour éliminer
I’amidon résiduel et les débris cellulaires, puis a haute vitesse (16000 g, rotor Beckman
JA10.5 puis JA25.5) répétées deux fois. Les mitochondries sont enfin purifiées sur des
gradients de Percoll de 30 mL (40000 g pendant 60 minutes, rotor Beckman JA25.5). Trois
lavages successifs avec le tampon de lavage permettent I’élimination du Percoll. Pour une
utilisation ultérieure, les mitochondries sont culotées, congelées dans l'azote liquide et

conservées a -80°C.

Nous utilisons alternativement un deuxieme protocole qui utilise le méme principe mais
qui permet la purification de petites quantités de mitochondries de pomme de terre (500 g de
tubercules sont utilisés). Dans ce protocole, les mitochondries sont purifiées sur des gradients

de Percoll de 3 mL (40000 g pendant 15 minutes, rotor Beckman TLA-100).

Tampon d'extraction 3x : Saccharose 0,9 M, diphosphate de sodium 90 mM pH 7,5, EDTA
6 mM; PVP K25 2,4% (p/v), cystéine 0,15% (p/v), glycine 15 mM, BSA 0,9% (p/v), pB-
mercaptoéthanol 6 mM

Tampon de lavage : Saccharose 0,3 M, phosphate de potassium 10 mM pH 7,5, EDTA
1 mM, BSA 0,1% (p/v), glycine 5 mM

Solution de gradient : Saccharose 0,3 M, phosphate de potassium 10 mM pH 7,5, EDTA
1 mM, BSA 0,1% (p/v), Percoll 28% (v/v).

82



Tubercules de pommes de terre

l Broyage, filtration

Filtrat

Centrifugation basse vitesse

Surnageant (mitochondries)

Centrifugation haute vitesse

Culot de mitochondries

Gradient de percoll
Centrifugation

Mitochondries

Figure 32

Les différentes étapes de purification des mitochondries de pommes de terre.



Matériel et Méthodes

4.2 Fractionnement fait sur les mitochondries de pomme de terre (Figure 32)

4.2.1 Préparation de mitoplastes et de membranes externes

Pour préparer les mitoplastes et les membranes externes, une méthode basée sur le
principe de gonflement hypotonique a été utilisée. Le protocole dérive de celui décrit par

(Heins et al., 1994).

Les mitochondries « fraichement » préparées et culotées sont resuspendues dans le
tampon 1 de basse osmolarité a raison de 0,1 mg de protéines par mL. de tampon. Apres
10 minutes a 4°C, un volume de ce tampon est ajouté et la suspension est maintenue a
nouveau 15 minutes a 4°C. L’osmolarité finale entraine la rupture de la membrane externe,
mais pas celle de la membrane interne. La suspension est passée dans un homogénéisateur de
type Potter afin de décrocher, de la membrane interne, les fragments de membrane externe.
Les membranes externes sont alors séparées des mitoplastes et des mitochondries non cassées
par centrifugation a travers un gradient discontinu de saccharose : 600 ul de I'échantillon sont
déposés par gradient discontinu formé de trois couches de 800 ul de solution de gradient
renfermant respectivement 15, 32 et 60% (p/v) de saccharose. Apres centrifugation a 4°C,
pendant 18 minutes a 57 000 rpm (rotor Beckman TL-100), les mitoplastes se trouvent a
l'interphase 32-60% et les membranes externes a l'interphase 15-32%. Les mitoplastes et les
membranes externes sont prélevés, dilués 5 fois dans du tampon de lavage et collectés par

centrifugation pendant 10 minutes a 65000 rpm (rotor Beckman TLA-100).

Tampon 1 : phosphate de potassium 5 mM pH 7,2, PMSF 0,5 mM

Solution de gradient : Phosphate de potassium 10 mM pH 7,5, EDTA 2 mM, BSA
0,2% (p/v).

Tampon de lavage : Mannitol 0,3 M, phosphate de potassium 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM,
BSA 0,1% (p/v), glycine 5 mM.
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4.2.2 Préparation de matrice, de membranes totales, et de membranes internes

Les mitochondries ou les mitoplastes sont resuspendus dans du tampon de lavage a
raison de 1 mL de solution pour 50 mg de protéines mitochondriales contenant du cocktail
inhibiteur de protéases (CompleteTM, Boehringer, 40 uLL par mL de solution) et 1 mM
PMSF. Apres 3 cycles de congélation/décongélation dans de 1’azote liquide, les échantillons
maintenus a 4°C dans la glace sont soniqués 5 fois pendant 10 secondes (40 kHz, 70 W). Ces
2 étapes permettent la rupture de la membrane et le relarguage de la matrice et de ’espace
inter-membranaire. Les mitochondries encore intactes sont éliminées par centrifugation
10 minutes a 9000 rpm. Le surnageant est ensuite centrifugé 15 minutes 60 000 rpm (rotor
Beckman TLA-100). Le fractionnement suivant est alors obtenu :

-a partir des mitochondries, le culot contient les membranes totales et le surnageant les
protéines de la matrice et de I’espace inter-membranaire.

- a partir des mitoplastes, le culot contient les membranes internes et le surnageant les

protéines de la matrice.
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A Expériences de western et de northwestern réalisées sur des protéines de la membrane externe
mitochondriale de S. fuberosum fractionnées par SDS-PAGE

W : western réalisé avec des anticorps dirigés contre les protéines VDAC de pomme de terre

C : coloration au bleu de coomassie des protéines de la membrane externe mitochondriale de pomme de terre
aprés fractionnement par SDS-PAGE et transfert sur une membrane d’Immobilon-P

NW : Autoradiographie de la membrane aprés I’expérience de northwestern réalisée avec des ARNtA®R

radiomarqués

B Expérience de northwestern réalisée sur les protéines VDAC34 et VDAC36 surexprimées chez E.
coli, purifiées en condition dénaturante puis fractionnées par SDS-PAGE

C : coloration au bleu de coomassie des protéines purifiées apres fractionnement par SDS-PAGE et transfert
sur une membrane d’Immobilon-P

NW : Autoradiographie de la membrane apres 1’expérience de northwestern réalisée avec des ARN
radiomarqués
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Résultats et discussion

1 Préambule

Lorsque la recherche des facteurs membranaires impliqués dans le transport des ARNt
au sein des mitochondries de plante a été initiée au laboratoire, aucune donnée permettant
d’orienter les recherches n’était disponible. Ainsi, une approche biochimique a été€ choisie, en
particulier, la technique de « Northwestern ». Cette technique permet de rechercher des
protéines membranaires mitochondriales de pommes de terre interagissant in vitro avec des
ARNt. Les travaux de these réalisés par Ludovic Delage ont montré par cette technique
qu’une protéine de 34 kDa de la membrane externe mitochondriale de pomme de terre
interagit avec les ARNt (Figure 33A) (Delage et al., 2003). Cette protéine a été purifiée et
identifiée par microséquencage de son extrémité N-terminale. Il s’agit d’une porine connue
sous le nom de VDAC pour « Voltage Dependent Anion Channel ». Chez la pomme de terre,
quatre protéines VDAC ont été identifiées dans les membranes externes mitochondriales
(Figure 34). Deux protéines VDAC sont retrouvées en majorité, ce sont les protéines
VDAC34 et VDAC36 (numéro d’accession P42055, P42056 respectivement) car elles ont une
masse moléculaire apparente de 34 kDa et 36 kDa respectivement (Heins et al., 1994). Deux
autres protéines VDAC ont été identifiées : VDAC30 qui a une masse moléculaire apparente
de 30 kDa (numéro d’accession CAA63968.1) et VDAC34b, nommée ainsi de part sa forte
homologie avec VDAC34 (numéro d’accession DQ294272). En effet, les deux protéines sont
identiques a 84% (Tableau 7). Ces deux protéines sont trés faiblement exprimées
comparativement aux deux autres protéines VDAC. La séquence identifiée par s€équencage de
I’extrémité N-terminale correspond a la séquence de VDAC34. Bien que VDAC36, soit
comme VDAC34, une protéine majoritaire de la membrane externe mitochondriale, cette
protéine ne semble pas interagir avec les ARNt. Pour les deux autres VDAC30 et VDAC34b,
aucune interaction n’a €ét€ détectée. Cependant, leur tres faible quantité ne permet pas

d’exclure qu’une telle interaction existe.

Les travaux de these de Thalia Salinas ont confirmé ces résultats par la suite (Figure
33B). 1l a été¢ montré que la protéine VDAC34 surexprimée chez E. coli et purifiée interagit
plus efficacement avec les ARNt que la prot¢éine VDAC36 alors que ces deux protéines
possedent 75% d’identit¢ de séquence (Tableau 7). A ce jour, aucun motif connu de
reconnaissance a I’ARN n’a été identifié sur ce type de protéine. De plus, comme mentionné

dans I’introduction, cette technique du northwestern couplée a I’utilisation du systéme
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MGKGPGLYTEIGKKARD LLYKDYQSDHKFSITTY SPTGVVITSSGSKKGD LFLADVNTQLENENVTTD IKVDTNSNLFTT
MGKGPGLYSDIGKKTRDLLYRDYQTDHKFTITTY SPTGVAITSSGLEKGD LFLADVNTQLENENITTD IKVDTNSNLLAT
MVKGPGLYSDIGKKARD LLYRDYVSDHKF VI TY STIGVAITASGLEKGELFLADVSTQLENENITTDVKVD THSNVYTT

MSKGPGLFADIGKKARDLLTKDYISDOQKLSISTY SDTGVALTSTAVEKGGLSTGDVGAQYKYENTLIDVEVDTASNISTT
€
ITVDEAAPGLKTILSFRYPDORSGKLEVQYLHDYAGICTSVGLTANP IVNFSGVVGTNITALGTDVSFDTKTGD FTECNA
VIVDEAAPGLKTIFSCRIPDOSSAKMELQYLHDYAGICTSVGLTANPIVNFSGVLGTNVLALGTDVSFDTEAGATITECNA
ITVDEPAPGLKTIFSFVVPDOKSGKVELQYLHEYAGINTS IGLTASPLVNFSGVAGNNTVALGTDLSFDTATGNFTECNA
LTLNDIAPSTKTIASLKFPDYSSGKLEVQYYHHHAAFSTAVGLKQSPIVDLSVTLGTPTFAIGAEASYETAEGKLAKYTA
2
GLSFTHNADLVASLNLNNKGDNLTASYYHIVSP-LTSTAVGAEVNHS FSTNENIITVGTQHRLDPLTSVKARINNFGKASA
GLSFTNADLITSLNLNNKGD S LSASYYHIVTP-LTSTAVGAEVTHSFSTNENTITVGTQHQLDPLTTVEARVNNFGTATA
GLSFS5SDLIASLALNDKGD TV S ASYYHIVKP -VINTAVGAELTHSFSSNENTLTIGTQHLLD PLTTVKARVNSYGKASA

GISVTKPDSCAATTILGDKGDTIKASYIHHLDE LKKSAAVGEITRR-FSTNENTFIVGGSYAVDNLTIVKLKLNNHGNL GA

LLOHEWRPKSLFTVIGEVDTKSVDKGAKFGLALALKP 276
LIQHEWRPKSLFTISGEVDTKAVDKSAKFGLALALKP 276
LIQHEWRPKSLFTISGEVDTRAIEKSAKIGLAVALKP 276
LLOQHELIPKSLLTISSEFDTKALEKTPEFGVALALKP 276

Alignement des séquences des quatre protéines VDAC de S. tuberosum

L’emplacement des motifs « GLK » (1) et « VKAKYV » (2) sont notés.

Tableau 7

VDAC34 VDAC36 VDAC30 | VDAC34b
VDAC34 100
VADC36 75 100
VADC30 52 50 100
VDAC34b 84 77 51 100

Pourcentage d’identité des protéines VDAC de S. tuberosum
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Résultats et discussion

d’importation in vitro mis au point au laboratoire a permis de montrer qu’au moins une
protéine VDAC est impliquée dans le transport des ARNt a travers la membrane

mitochondriale externe de pomme de terre (Salinas et al., 2006).

Ainsi au cours de ma thése, nous nous sommes dans un premier temps attachés a
¢tudier I’interaction des protéines VDAC avec les ARNt et plus généralement avec les acides

nucléiques. Les résultats de ces travaux ont fait I’objet d’un manuscrit en cours de rédaction.

2 Validation par gel retard de D’interaction différentielle des protéines

VDAC34 et VDAC36 avec les ARNt

2.1 Stratégie d’étude

Dans un premier temps, nous avons validé 1’interaction différentielle entre VDAC34
et VDAC36 avec les ARNt en condition non dénaturante. Pour cela, les protéines VDAC
apres avoir été surexprimées chez E. coli, ont été solubilisées en présence de 8 M d’urée et
fixées sur une colonne Ni-NTA grace au tag Histidine présent a leur extrémité C-terminale.
Puis les protéines ont été renaturées par des lavages successifs avec des solutions contenant
des concentrations décroissantes d’urée (8§ M a 0 M) et du B-octyl glucoside (2 % (p/v)),
détergent doux non ionique. Cette partie sera plus amplement développée dans le chapitre
suivant. Les protéines VDAC ainsi renaturées ont été utilisées pour des expériences de gel
retard. Cette technique permet de visualiser I’interaction entre les protéines et les ARNt en
condition native. Ainsi, les protéines VDAC34 ou VDAC36 natives sont incubées en
concentration croissante (0 a 50 ng) en présence de transcrits radiomarqués (10 fmoles) puis
I’ensemble est fractionné par électrophorése sur un gel natif. L’ affinité de I’interaction a aussi
été quantifiée pour les deux protéines VDAC par la mesure de la constante de dissociation Kd

calculée par la méthode de Scatchard.
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Figure 36

Autoradiographie aprés I’expérience de retard sur gel réalisée avec des ARNtA! radiomarqués en
présence des protéines VDAC34 ou VDAC36 surexprimées chez E. coli et purifiées en condition
native

(-): ARNt* radiomarqués incubés en présence des tampons utilisés lors de I’expérience de gel retard

GFP : protéine GFP surexprimée chez E. coli, purifiée en condition native et incubée en présence
d’ ARNt*? radiomarqués



Résultats et discussion

2.2 Substrat utilisé

Pour réaliser les expériences de gel retard et de northwestern, le substrat utilisé

correspond a un transcrit radiomarqué, celui de I’ ARNt*"

cytosolique d’A. thaliana, obtenu
par transcription in vitro (Figure 35). Cet ARNt est importé dans les mitochondries de toutes
les plantes supérieures étudiées a ce jour et a servi de substrat modele pour de nombreuses
études. De plus, bien que ce transcrit ne posseéde pas les bases modifiées présentes in vivo, il
est parfaitement reconnu par 1’alanyl-ARNt synthétase de plantes suggérant qu’il adopte une

Ala

structure similaire a I’ARNt™ présent in vivo (Carneiro et al., 1994).

2.3 Analyse des résultats et discussion

Comme contrdle négatif, la protéine GFP purifiée en condition native a été testée.
Cette protéine est connue pour ne pas interagir avec les ARNt (Salinas et al., 2006). Comme
attendu, aucun retard sur gel n’est observé pour les pistes correspondant aux protéines GFP
incubées avec les transcrits radiomarqués (figure 36). Il en est de méme pour le controle
réalisé avec les ARNt radiomarqués incubés en absence de protéines dans les tampons utilisés

pour cette expérience.

Pour les pistes du gel correspondant a la protéine VDAC34 incubée avec les ARNt
radiomarqués, des bandes correspondant a la formation du complexe VDAC34/ARNt sont
visibles. De plus, plus la quantité de protéine VDAC34 est augmentée, plus I’intensité des
bandes augmente. La méme expérience a été réalisée avec des quantités comparables de
protéines VDAC36. La formation des complexes VDAC36/ARNt est visible. Cependant en
présence de 50 ng de VDAC34, la quantité d’ARNt retardé est dix fois plus importante qu’en
présence d’une quantité équivalente de VDAC36.
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Figure 37

Calcul du Kd de la protéine VDAC34 par gel retard

A Autoradiographie aprés 1’expérience de retard sur gel réalisée avec une gamme croissante d” ARNtA!
radiomarqués en présence de 30 ng de protéine VDAC34 surexprimée chez E. coli et purifiée en
condition native

B Droite de Scatchard représentant la fonction (ARNt A1 li¢/ ARNt A1? libre)=f(ARNt A1 libre)
L’inverse de la pente permet de calculer la constante de dissociation Kd.



Résultats et Discussion

Afin de quantifier plus précisément I’interaction des protéines VDAC avec les ARNt,
leurs constantes de dissociation Kd ont été recherchées. Pour la protéine VDAC34 une valeur
de Kd de 8,2 pM a été calculée (Figure 37). Cette valeur révéle une interaction de nature forte
entre VDAC34 et les ARNt. En effet, I’affinité de la protéine VDAC34 pour les ARNt est
mille fois plus grande que celle des aminoacyl-ARNt synthétases pour leurs ARNt
homologues (de 1’ordre du nM) (Francin et al., 2002). Néanmoins, ce Kd est comparable a
ceux trouvés pour les récepteurs qui ont une trés grande affinité pour leurs ligands. Par
exemple, les récepteurs des glucocorticoides humains qui peuvent lier ’ADN (Yu et al.,
1995) ou le complexe F1 de I’ATP synthase qui lie I’ATP (Xiao & Penefsky, 1994) ont
des Kd de ’ordre du pM. Le Kd calculé pour la protéine VDAC36 révele que I’affinité de
cette protéine pour les ARNt est dix fois moins forte que celle de la protéine VDAC34 pour
les ARNt. Toutefois, c’est toujours une interaction forte. L’interaction entre ces protéines et
les ARNt semblait, a priori, transitoire. Cependant, les constantes de dissociation montrent
que les protéines VDAC et les ARNt interagissent fortement. Il semble donc que cette
association ait une signification physiologique non négligeable, impliquant probablement les
protéines VDAC dans des fonctions cruciales en liaison avec les ARNt et probablement avec

les acides nucléiques.

La technique de gel retard nous a ainsi donné des résultats comparables a ceux obtenus
en northwestern. Cependant, cette technique est lourde et son principal probléme est d’obtenir
des protéines natives. Ainsi pour ¢tudier I’interaction des protéines VDAC avec les ARNt et
rechercher le ou les domaines et/ou les acides aminés impliqué(s) dans 1’interaction, des
mutants des deux protéines VDAC34 et VDAC36 ont été produits et leur interaction avec les

ARNt a été analysée par la technique de northwestern.
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Figure 38

Etude de I’intensité des signaux radioactifs émis par les ARNt radiomarqués liés aux protéines
VDAC en fonction de la quantité de protéines VDAC colorées sur membrane d’immobilon-P
aprés transfert des protéines du gel d’électrophorese



Résultats et Discussion

3 Analyse de l’interaction entre les protéines VDAC et les ARNt par

northwestern

3.1 Stratégie d’étude

Les deux protéines VDAC majoritaires de la membrane externe, VDAC34 et
VDAC36, sont présentes en quantité équivalente sur la membrane externe de pomme de terre.
Or, VDAC34 interagit plus efficacement avec les ARNt. Ainsi, deux questions se sont
poseées :

-Comment la protéine VDAC34 interagit avec les ARNt, alors qu’elle ne posséde aucun motif
connu de liaison a ’ARN ?

-Pourquoi VDAC34 interagit plus efficacement avec les ARNt alors qu’elle possede 75%
d’identité de séquence avec la protéine VDAC36 (Tableau 7) ?

Afin d’étudier I’interaction entre les protéines VDAC et les ARNt, nous avons tiré
profit de I’interaction différentielle existant entre les protéines VDAC34 et VDAC36 avec les
ARNt pour rechercher le ou les domaine(s) et/ou les acides aminés essentiel(s) a 1’interaction
entre VDAC34 et les ARNt. Pour se faire, des constructions mutées des deux protéines
VDAC ont été réalisées par mutagenese dirigée par PCR et les protéines correspondantes ont
été surexprimées chez E. coli, purifiées puis testées in vitro pour leur interaction avec les
ARNTt par northwestern. A mon arrivée au laboratoire, 10 constructions avaient été réalisées et
les protéines correspondantes ont été utilisées pour deux expériences indépendantes de
northwestern. De ces résultats, nous avons dessiné onze nouvelles constructions et réalisé six
expériences de northwestern indépendantes pour chaque mutant afin de réaliser une analyse

statistique de 1’effet de chaque mutation sur I’interaction des protéines VDAC avec les ARNt.

Cette analyse a nécessité de rechercher les quantités de protéines VDAC adéquates
pour étudier leur efficacité d’interaction avec les ARNt. En effet, lorsque la quantité de
protéine VDAC34 est faible alors le signal obtenu pour I’interaction avec les ARNt n’est pas
significatif. Inversement, lorsque la quantité en protéine VDAC34 est saturante, alors le signal
obtenu pour I’interaction avec les ARNt n’est plus proportionnel a la quantité de protéines.
Nous avons donc recherché une quantité de protéine VDAC34 de telle maniére a avoir un

signal d’interaction émis par les ARNt radiomarqués liés a la protéine VDAC34 linéaire en
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Figure 39
Modélisation de la structure secondaire de la protéine VDAC34 de S. tuberosum

A Structure établie grace a la structure 3D de VDAC1 humaine et aux alignements de séquences des
protéines VDAC34 de S. tuberosum et VDAC1 humaine (d’aprés Bayrhuber et al., 2008) en utilisant
le logiciel pymol
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Résultats et Discussion

fonction de la quantité de protéine VDAC34 utilisée. Comme le montre la figure 38, la zone
linéaire est comprise entre 50 et 150 ng de protéines. Pour les quantités inférieures a 50 ng ou
supérieures a 150 ng le signal d’interaction émis par les ARNt radiomarqués liés a la protéine
VDAC34 n’est plus proportionnel a la quantité de protéines. Pour la protéine VDAC36, ce
probléme n’existe pas. En effet, comme le signal d’interaction de cette protéine avec les
ARNt est faible en northwestern, le signal émis par les ARNt liés a la protéine a toujours été
proportionnel a la quantité de protéine VDAC36. Ainsi, afin de comparer I’interaction des
deux protéines VDAC avec les ARNt, nous avons travaillé avec une quantité de protéine de
100 ng de telle mani¢re a avoir pour les deux protéines VDAC un signal d’interaction

proportionnel a la quantité de protéine.

3.2 Choix des mutations

3.2.1 Structure secondaire des protéines VDAC

Dans le but de déterminer quel(s) est le ou les domaine(s) et/ou les acides aminés
essentiels a I’interaction avec les ARNt, il est important d’avoir une représentation de la

structure secondaire des protéines VDAC.

A mon arrivée en Master au laboratoire, le modéle de structure secondaire de
VDAC34 de pomme de terre utilisé avait été¢ développé a partir du modéle de VDAC de riz
proposé par (Al Bitar et al., 2003) en utilisant les programmes de prédiction disponibles sur le

site http://pbil.ibpc.fr/htm/index.php (Wang & Brown, 2006). Au cours de ma thése, ce

modele a évolué en fonction des données plus récentes obtenues pour la protéine VDACI
humaine (Bayrhuber et al., 2008). Ainsi, a partir de la structure de cette protéine et en
collaboration avec Claude Sauter de I'IBMC a Strasbourg, un mode¢le plus précis de la
structure secondaire de la protéine VDAC34 de pomme de terre a pu étre établi (Figure 39A).
Dans ce modele, la protéine VDAC34 est constituée d’une hélice a située a I’extrémité N-
terminale suivie de 19 brins B anti-parall¢les successifs. Cette hélice est amphiphile, ce qui lui
permet d’avoir une face hydrophile et une face hydrophobe (Figure 39B). Les 19 brins B sont
séparés par 18 boucles dont la taille varie de 2 a 9 acides aminés. Une structure trés similaire

peut étre proposée pour VDAC36.
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Figure 40
Comparaison des séquences des deux protéines VDAC34 et VDAC36 de S. tuberosum
Les acides aminés qui différent entre les deux protéines sont représentés suivant leur propriétés
physico-chimiques
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3.2.2 Les constructions mutantes

Les protéines VDAC34 et VDAC36 interagissent différentiellement avec les ARNt

alors qu’elles partagent 75 % d’identité de séquence. En effet, seuls 67 acides aminés sur 276
sont différents entre les deux protéines, parmi lesquels seuls 16 ont des caractéristiques
physico-chimiques différentes répartis sur I’ensemble de la séquence protéique (Figure 40).
Afin de rechercher le(s) domaine(s) ou les acides aminés importants pour I’interaction avec
les ARNt, nous avons réalisé trois types de constructions mutantes :

- des protéines chimeéres entre les deux VDAC

- des versions délétées de différents domaines de la protéine VDAC34

- des protéines mutées ponctuellement
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Protéines chimeéres

Pour les constructions chimériques, la stratégie a été de remplacer des domaines de
VDAC34 par les domaines équivalents de VDAC36 et inversement. Les protéines VDAC34
et VDAC36 ont été arbitrairement divisées en trois parties (Figure 41). Le premier tiers va de
I’acide aminé 1 a I’acide aminé 87, le deuxiéme tiers de 1’acide aminé 88 a 1’acide aminé 173
et le troisieme tiers de 1’acide aminé 174 a 1’acide aminé 276. Sur le premier tiers, 18 acides
aminés différent entre VDAC34 et VDAC36, sur le deuxiéme tiers 21 acides aminés et sur le
troisiéme tiers 28 acides aminés. Quatre constructions ont ainsi été réalisées possédant un ou
deux tiers de chaque protéine (C1 a C4). Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire
avec ces constructions suggéraient que le premier tiers de VDAC34 était essentiel a
I’interaction. La région d’interaction a donc été plus finement délimitée. Ainsi, le premier
tiers N-terminal de la protéine VDAC34 a été, a nouveau, divis€é en trois parties. Les
constructions ont donc la structure suivante : les 23 ou 50 premiers acides aminés de
VDAC36 suivis de la séquence de VDAC34 (C5 et C6) et inversement (C7 et C8). A ce
niveau, il est intéressant de noter, d’apres la comparaison de séquences des deux VDAC, que
les nombres d’acides aminés qui différent entre ces protéines sont les suivants : 4 acides

aminés sur 23, 12 acides aminés sur 50 et 18 acides aminés sur 87.
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Résultats et Discussion

Mutants de délétion

Les mutants de délétion correspondent a la protéine VDAC34 délétée des parties N-
terminale, C-terminale, des deux extrémités ou de séquences internes (Figure 42). Dans un
premier temps, le premier tiers N-terminal a €té étudié. Ainsi, 1’hélice o a été délétée chez le
mutant D3. Pour la construction D5, la protéine a ét€ délétée de maniere a conserver uniquement

le premier tiers N-teminal.

Dans un second temps, la structure en tonneau de la protéine a ét€ analysée. En effet, pour

que le tonneau se forme, il faut que les extrémités N- et C-terminales soient proches et que le
protéine possede un nombre minimum de brins . Ainsi, pour tenter d’affecter la structure en
tonneau de la protéine, la protéine VDAC34 a été délétée de son premier tiers N-terminal (D2),
du dernier tiers C-terminal (D7), des deux tiers N- et C-terminaux pour conserver uniquement
le tiers central (DS8), des deux derniers brins [ (D5), et du dernier brin 3 (D4). Enfin, le 11° brin
[, situé au milieu de la protéine, a ét€ délété de maniere a produire, a priori, un tonneau de plus

petite taille (D1).
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Résultats et Discussion

Mutations ponctuelles

Les constructions mutées ponctuellement concernent le premier tiers N-terminal (Figure
43).

Sur les 23 premiers acides aminés (Figure 40), quatre différent entre les deux
protéines VDAC34 et VDAC36. Trois de ces résidus représentent a priori des changements
neutres (T en S, E en D, K en R). Par contre le résidu glycine en position 2 sur la protéine
VDAC34 est remplacé par un résidu valine hydrophobe sur la protéine VDAC36. Ainsi, afin
de tester I’implication de cet acide aminé dans I’interaction de la protéine VDAC34 avec les
ARNt, deux mutants ont été produits. Le premier mutant M1 correspond a la protéine
VDAC34 ou la glycine a été remplacée par une valine. Le deuxieme mutant M2 correspond a
la prot¢éine VDAC36 dans laquelle la valine a ét¢ remplacée par une glycine. Ces
constructions sont d’ailleurs & mettre en relation avec la protéine chimere C5 composée des

23 premiers acides aminés de VDAC36 suivis de la séquence de la protéine VDAC34.

L’analyse de la séquence de VDAC34 par un logiciel de prédiction d’interaction
potentielle entre acides aminés et ARN a permis de construire trois autres constructions sur ce
premier tiers N-terminal. Le logiciel BindN (http://bioinfo.ggc.org/bindn/) utilise les
caractéristiques des séquences protéiques répertoriées dans la « Protein Data Bank » (indice
d’hydrophobicité, poids moléculaire de I’acide aminé, pKa) couplées a des supports vectoriels
pour prédire les acides aminés qui peuvent interagir avec les ARN (Wang & Brown, 2006).
L’analyse de la séquence de VDAC34 par ce logiciel a mis en évidence plusieurs acides
aminés potentiellement importants pour I’interaction de la protéine VDAC34 avec les ARN.
Ces acides aminés sont distribués tout le long de la séquence protéique. Toutefois au vu des
résultats préliminaires obtenus avec les premiéres constructions mutantes, [’analyse du
premier tiers N-terminal de la protéine VDC34 a été privilégiée, en particulier les acides
aminés 23 a 50. Dans cette région, le motif « SSGSKK » (acides 43 a 48) est prédit pour
interagir avec les ARN (Figure 44A). De plus, une modélisation de la structure
tridimensionnelle de la protéine VDAC34 réalisée dans le département par Jean-Michel
Grienenberger a partir de la structure de la porine de Neuropora Crassa (P07144) suggére que
les deux lysines de ce motif sont proches de I’hélice a (Figure 44B). Dans la mesure ou les
lysines sont connues pour interagir avec les ARN, trois types de mutations ont été réalisées au

niveau du motif afin d’analyser leur implication dans I’interaction avec les ARNt. Chez le
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Figure 44

A Prédiction a 95% de spécificité des acides aminés de VDAC34 capables d’interagir avec les ARN,
d’aprés le programme BindN

Les acides aminés potentiellement capables d’interagir avec des ARN sont sur fond rose

B Modélisation 3D du premier tiers N-terminal de VDAC34, d’aprés la structure de la porine
Neurospora Crassa

Les fleéches rouges indiquent parmi les 50 premiers acides aminés ceux capables d’interagir avec les ARN



Résultats et Discussion

mutant M3, les deux lysines sont mutées en alanine, alors qu’elles sont conservées chez le
mutant M5 en changeant le reste du motif en alanine. Pour la protéine M4, tous les acides

aminés du motif sont mutés en alanine.

L’ensemble de ces constructions devrait permettre d’apporter des renseignements

importants quant a la compréhension de I’interaction entre la protéine VDAC34 et les ARN.

3.4 Analyse par northwestern de ’interaction des différents mutants de VDAC avec les

ARNt

3.4.1 Quantification de |’interaction

Afin d’analyser Dinteraction des protéines VDAC mutantes avec 1’ARNt*
cytosolique d’Arabidopsis thaliana, les constructions ont été réalisées par mutagenese par
PCR selon I’approche décrite dans la partie « Matériel et Méthodes ». Elles ont été clonées
dans le vecteur d’expression pQE60 et les protéines ont été surexprimées chez E. coli. Toutes
les protéines ont été purifiées en condition dénaturante par fixation sur billes de Nickel grace
a leur étiquette de six histidines située a I’extrémité C-terminale. Puis elles ont été
fractionnées sur gel de polyacrylamide en quantité comparable (environ 100 ng) et transférées
sur membrane d’Immobilon-P. Aprées renaturation des protéines sur la membrane, celle ci est

incubée en présence de 10° cpm de transcrit radiomarqué d’ ARNt*"
p p q

. Pour chaque expérience
indépendante, la méme quantité de transcrit est utilisée, et les deux protéines VDAC34 et
VDAC36 non mutées ont toujours €té analysées et servent de référence. L’efficacité
d’interaction entre protéines et ARNt est calculée en faisant le rapport entre la quantité de
radioactivité des transcrits qui interagissent avec les protéines et la quantité de protéines
transférées sur la membrane. Cette quantification des protéines colorées sur membrane et des

signaux radioactifs, est réalisée a I’aide du logiciel MacBas. L’efficacité d’interaction entre

VDAC34 et les ARNt est choisie comme valeur de référence (100 %).
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Figure 45
A Exemple d’expérience de northwestern réalisée sur les protéines surexprimées chez

E. coli, purifiées en condition dénaturante puis fractionnées par SDS-PAGE

C : coloration au bleu de coomassie des protéines purifiées apreés fractionnement par SDS-PAGE et
transfert sur une membrane d’Immobilon-P

NW : Autoradiographie de la membrane aprés 1’expérience de northwestern réalisée avec des ARNtA®
radiomarqués

B Efficacité d’interaction des protéines chiméres avec les ARNt radiomarqués

Les histogrammes donnent des valeurs d’interaction moyennes obtenues lors des expériences de
northwestern.

L’interaction de VDAC34 avec les ARNt a été prise pour référence, son efficacité d’interaction avec les
ARNt est donc de 100%

La barres noire représente VDAC36

La barres grise représente VDAC34

Les barres violettes représentent les protéines chimeres



Résultats et discussion

3.4.2 Analyse des résultats et discussion

Les acides aminés importants pour P’interaction de la protéine VDAC34 avec les ARNt

sont distribués le long de la séquence protéique (Figure 45)

L’analyse de I’efficacité d’interaction des mutants chimériques avec les ARNt montre
que le remplacement progressif de la s€équence de la protéine VDAC36 par la séquence de la
protéine VDAC34 induit une augmentation de I’efficacité d’interaction qui peut étre
schématisée comme suit : 36<C7<C8<C3<C4<34. Inversement, le remplacement progressif
de la séquence protéique de VDAC34 par celle de VDAC36 induit une diminution de
I’efficacité d’interaction schématisé ainsi: 34<C5<C6<C1<C2<36. Il semble donc que
I’interaction VDAC34-ARNt ne requiert pas un motif précis de fixation aux ARN mais que
les acides aminés importants pour 1’interaction avec les ARNt soient répartis tout le long de la

séquence.

Néanmoins, la protéine C2 (deux tiers de VDAC36 suivis d’un tiers de VDAC34) a
une interaction comparable a celle de VDAC36. De plus, la protéine C4 (deux tiers VDAC34
suivis d’un tiers VDAC36), interagit efficacement avec les ARNt. Ainsi, les acides aminés
présents au niveau du dernier tiers C-terminal ne semblent pas requis pour une interaction

efficace entre la protéine VDAC34 et les ARNL.

Les constructions C3 et C4 possedent respectivement un tiers et deux tiers de
VDAC34 suivis ensuite respectivement de deux tiers et un tiers de VDAC36. Les
histogrammes montrent que les protéines chimeres C3 et C4 interagissent fortement avec
I’ ARNt**  raison de 71% et 75%. De plus, le remplacement du premier tiers N-terminal de
VDAC36 par celui de VDAC34 chez le mutant C3 (un tiers de VDAC34 suivi de deux tiers
de VDAC36) multiplie par 5 I’efficacité d’interaction avec les ARNt. Il semble donc que les
acides aminés importants pour l’interaction soient particulierement présents au niveau du
premier tiers N-terminal. L’implication de cette région dans I’interaction avec les ARNt sera

détaillée dans les prochains paragraphes.
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Figure 46

A Exemple d’expérience de northwestern réalisée sur les protéines surexprimées chez E.
coli, purifiées en condition dénaturante puis fractionnées par SDS-PAGE

C : coloration au bleu de coomassie des protéines purifiées apres fractionnement par SDS-PAGE
et transfert sur une membrane d’Immobilon-P

NW : Autoradiographie de la membrane apres 1’expérience de northwestern réalisée avec des
ARN{*"? radiomarqués

B Efficacité d’interaction des protéines délétées avec les ARNt radiomarqués

Les histogrammes donnent des valeurs d’interaction moyennes obtenues lors des expériences de
northwestern.

L’interaction de VDAC34 avec les ARNt a été prise pour référence, son efficacité d’interaction
avec les ARNt est donc de 100%
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La structure en tonneau  de la porine est vraisemblablement requise pour une

interaction efficace avec les ARNt (Figure 45 et 46)

Les constructions D6 et D8 constituées respectivement uniquement du premier et du
second tiers N-terminal, n’interagissent plus avec les ARNt. De plus, la délétion du dernier
tiers C-terminal de VDAC34 (D7) empéche I’interaction avec I’ARNt. Cependant 1’ajout, sur
D6 et D7, des deux derniers et du dernier tiers C-terminaux de VDAC36 restaure
completement ou presque ’interaction avec les ARNt. En effet, les constructions C3 et C4
interagissent a plus de 70% avec les ARNt. Ainsi, il est possible d’émettre 1’hypotheése qu’une
taille minimale est nécessaire a la protéine VDAC34 pour permettre une interaction efficace
avec les ARNt. De plus, il faut noter que des que 1’une des deux extrémités de VDAC34 est
délétée de quelques acides aminés (23 en N-terminal pour le mutant D3 et 30 en C-terminal

pour le mutant D5), I’interaction avec les ARNt est affectée.

Ces données suggerent que l’interaction nécessite une protéine de taille complete
vraisemblablement pour assurer une conformation correcte a la prot€éine VDAC. In vivo, les
extrémités N- et C-terminales de la protéine sont rapprochées du fait de la structure en
tonneau, il est donc possible d’imaginer que ce rapprochement soit une condition nécessaire
lors de 1’étape de renaturation de VDAC34 pour que ’interaction avec les ARNt soit efficace.
Cette structure pourrait jouer un réle important dans la disposition des acides aminés
nécessaires pour I’interaction avec les ARNt. Ce qui expliquerait pourquoi I’interaction entre
la protéine VDAC34 et les ARNt requiert des acides aminés répartis sur I’ensemble de la
protéine. En effet, ces acides aminés pourraient se regrouper grace a la structure
tridimensionnelle de la protéine pour créer un motif tridimensionnel permettant 1’interaction
avec les ARNt. C’est par exemple le cas pour le site de dimérisation qui implique les acides
aminés 27, 29, 50, 51, 257, 259 et 277 de la protéine VDACI humaine (Bayrhuber et al.,
2008) et pour le site formant le « voltage gating » réalisé par les acides aminés 20, 46, 61, 65,
84 de VDAC de S. cerevisae (Thomas et al., 1993). Ces motifs tridimensionnels rappellent
I’interaction entre les aminoacyls-ARNt synthétases et les ARNt. En effet, cette interaction est
le fruit d’une combinaison d’acides aminés de 1’aaRS qui lient les extrémités distales de la

structure en « L » des ARNt (boucle de 1’anticodon et bras accepteur) (Giege, 2008).
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De maniere intéressante, la délétion du 11° brin 3 chez le mutant D1 n’a pas d’effet
significatif sur I’interaction de la protéine VDAC34 avec les ARNt. Il semble donc que les
acides aminés constituant ce brin ne soient pas impliqués dans I’interaction avec les ARNt. Il
est a noter que cette délétion ne semble pas affecter la structure mais produirait simplement un
tonneau de plus petite taille. Néanmoins, I’orientation des brins [ devrait changer a partir du
12° brin. Il semble donc que cette délétion permette toujours de créer un environnement
favorable a D’interaction de VDAC avec les ARNt. Une autre délétion n’a pas d’effet
significatif sur I’interaction de VDAC34 avec les ARNt. En effet, le mutant D4, délété du
dernier brin f, interagit toujours efficacement avec les ARNt. Il semble donc que les acides
aminés de ce brin ne soient pas requis pour I’interaction. Cette délétion devrait produire un
tonneau ouvert. Néanmoins, comme le mutant interagit toujours efficacement avec les ARNt,
il semble que les extrémités N- et C-terminales soient toujours proches et que la structure de
cette protéine crée encore un environnement favorable a 1’interaction de VDAC avec les
ARNt. La structure de la protéine VDAC34 permettra de visualiser les changements
qu’impliquent ces deux délétions et donc de mieux comprendre pourquoi et comment ces
mutants interagissent efficacement avec les ARNt. Cette étude a été initiée et est présentée

dans le chapitre II des Résultats et Discussion.

Le premier tiers N-terminal est essentiel a I’interaction (Figure 45)

L’analyse des résultats pour les protéines chimeres C1 montre que le remplacement du
premier tiers N-terminal de la protéine VDAC34 par celui de VDAC36 induit une baisse
d’efficacité d’interaction de 66%. A 1’inverse pour les protéines chimeres C3, le
remplacement du premier tiers N-terminal de VDAC36 par celui de VDAC34 induit une
augmentation de I’efficacité d’interaction avec les ARNt de 63%. Ainsi le premier tiers N-
terminal semble contenir des acides aminés importants pour l’interaction. En effet, le
remplacement progressif du premier tiers N-terminal de VDAC34 par celui de VDAC36
entraine une diminution progressive de I’interaction que ’on peut schématiser ainsi :
C5>C6>C1. Inversement, le remplacement progressif du premier tiers N-terminal de
VDAC36 par celui de VDAC34 entraine une augmentation progressive de I’interaction que

’on peut schématiser ainsi : C7<C8<C3.
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De maniere générale, les mutations réalisées sur ce premier tiers N-terminal ont des
effets significatifs sur I’interaction de VDAC avec les ARNt. En effet, les histogrammes
montrent pour toutes ces mutations une baisse de plus de 50% de 1’efficacité d’interaction des
protéines VDAC avec les ARNt. Dans ce premier tiers N-terminal, 18 acides aminés différent
sur 87 entre VDAC34 et VDAC36 et sont répartis sur I’ensemble cette région (Figure 40). Il
est curieux de noter que cette région, en comparaison aux deux autres tiers de VDAC34,
présente le moins de différences entre les deux protéines VDAC. Néanmoins, le premier tiers
N-terminal de la protéine VDAC34 contient I’hélice a. La position et I’implication de cette
hélice dans 1’ouverture et la fermeture du pore a toujours été sujet a débat. En effet, certains
auteurs pensent qu’elle serait un clapet permettant 1’ouverture et la fermeture du pore (De
Pinto et al., 2007). Elle pourrait donc jouer un réle capital dans I’interaction avec les ARNt.
Pour tester son importance, la protéine VDAC34 a été délétée de son hélice chez le mutant
D3. L’analyse de son efficacité d’interaction montre une baisse de 63% (Figure 45). Cette
hélice semble donc capitale pour I’interaction avec les ARNt. En effet, lorsqu’on place cette
hélice sur la protéine VDAC36 (C7), I’efficacité d’interaction avec les ARNt est multipliée
par 2. Cette hélice constitue un élément mobile de la porine et, comme je I’ai mentionné ci-
dessus, elle pourrait étre un clapet permettant 1I’ouverture et la fermeture du pore. Ainsi, en

interagissant avec les ARNt elle pourrait leur permettre de traverser le pore.

Bien qu’essentiel, il n’est pas suffisant

La protéine mutante D6, constituée uniquement du premier tiers N-terminal,
n’interagit pas avec les ARNt (Figure 46). De plus, lorsque ce premier tiers est placé sur la
protéine VDAC36, pour le mutant C3, I’efficacité d’interaction n’est pas totalement restaurée
puisqu’elle est de 71%. L’analyse de ces mutants nous montre que bien que le premier tiers
N-terminal de VDAC34 joue un réle prépondérant dans I’interaction avec les ARNt, il n’est

pas suffisant.
Néanmoins, la comparaison des mutants C5, C6 et C1, d’une part, et C7, C8 et C3,

d’autre part, montre que, dans ce premier tiers N-terminal, les acides aminés 23 a 50 jouent un

role crucial dans I’interaction avec les ARNt. Cette région contient la séquence « SSGSKK »
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A Exemple d’expérience de northwestern réalisée sur les protéines surexprimées chez E. coli,
purifiées en condition dénaturante puis fractionnées par SDS-PAGE

C : coloration au bleu de coomassie des protéines purifiées apreés fractionnement par SDS-PAGE et
transfert sur une membrane d’Immobilon-P

NW : Autoradiographie de la membrane apres 1’expérience de northwestern réalisée avec des ARN
radiomarqués

tAla

B Efficacité d’interaction des protéines mutées ponctuellement avec les ARNt radiomarqués
Les histogrammes donnent des valeurs d’interaction moyennes obtenues lors des expériences de
northwestern.

L’interaction de VDAC34 avec les ARNt a été prise pour référence, son efficacité d’interaction avec
les ARNt est donc de 100%

C Alignement du motif « SSGSKK » de quelques plantes supérieures

S. t: Solanum tuberosum, A. t : Arabidopsis thaliana, O.s : Oryza sativa, N.t : Nicotiana tabaccum
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prédite pour interagir avec les ARN d’apres le site BindN (http://bioinfo.ggc.org/bindn/). Ce

motif a donc été muté chez les protéines M3 a M5.

Les deux lysines du motif « SSGSKK » sont importantes pour l’interaction avec les

ARNt (Figure 47)

Les protéines M3 et M4 portent des mutations au niveau du motif « SSGSKK » prédit
pour interagir avec les ARN par le logiciel BindN. L’analyse de ces mutants montre que les
deux lysines de ce motif sont importantes pour 1’interaction de VDAC34 avec les ARNt. En
effet, les deux mutants M3 et M4 montrent une réduction de I’interaction de 60%. Par contre,
lorsque ces deux lysines sont conservées chez le mutant M5 ’interaction avec les ARNt, de
I’ordre de 85%, est toujours aussi efficace. Il semble donc que ces deux lysines jouent un role
prépondérant dans [D’interaction de la protéine VDAC34 avec les ARNt. De maniere
surprenante, ces deux lysines sont présentes sur la protéine VDAC36 et sont conservées
uniquement chez les protéines VDAC de plantes supérieures (Figure 47). Dans la mesure ou
les deux protéines VDAC interagissent avec les ARNt, ces deux acides aminés pourraient
donc étre des éléments clés pour l’interaction des protéines VDAC de plantes supérieures

avec les ARNt et plus généralement avec les acides nucléiques (cf paragraphe 5).

L’acide aminé en 2° position est crucial pour I’interaction avec les ARNt

Comme le montre I’histogramme présenté sur la Figure 47, le remplacement, en
position 2, de la glycine en valine sur VDAC34 (construction M1) entraine une baisse de plus
de 50% de I'interaction. A 1’opposé le remplacement de la valine par la glycine en position 2
de VDAC36 (construction M2) triple I’interaction de VDAC36 puisque celle-ci passe de 9%
a 28%. De plus, les niveaux d’interaction obtenus pour les constructions C5 (48% en
moyenne) et C7 (25% en moyenne) sont du méme ordre de grandeur que les constructions M1
et M2 respectivement. Ces résultats montrent donc que la glycine en position 2 de VDAC34
joue un réle non négligeable dans I'interaction avec les ARNt. L’implication de cet acide
aminé dans la liaison a I’ARNt n’est pas surprenante. En effet, la mutation de deux glycines
d’un motif de liaison aux nucléotides chez deux mutants de la protéine VDACI1 de souris
affecte la liaison aux nucléotides (Yehezkel et al., 2007). Ces sites de liaisons aux nucléotides

sont d’ailleurs connus pour étre riches en lysines, en glycines et en thréonines (Yehezkel et
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al., 2006). En effet, ce sont, par exemple, les acides aminés caractéristiques du motif A de

liaison a I’ATP (Walker et al., 1982).

4 Etude de Pimplication du site de liaison a ’ATP des protéines VDAC

dans Pinteraction avec les ARNt

4.1 Stratégie d’étude

Les protéines VDAC ¢étaient initialement connues pour le transport de petites
molécules telles que I’ATP. Ces protéines possédent plusieurs sites de liaison aux nucléotides
proches du motif A de liaison a ’ATP décrit par Walker et al.: « G(X/G)XGXGKT »
(Walker et al., 1982). Ces sites sont répartis tout au long de la protéine. Par exemple, la
protéine VDAC de rat posséde quatre sites de liaisons a I’ATP : un premier dans la région N-
terminale entre les acides aminés 13 a 28, un second au niveau des acides aminés 100 a 120,
un troisiéme au niveau des acides aminés 257 a 274 et enfin un dernier site au niveau des

acides aminés 271 a 283 (Yehezkel et al., 2006).

Les acides aminés importants pour 1’interaction de la protéine VDAC34 avec I’ARNt
sont répartis tout au long de la protéine, tout comme les sites de liaison a I’ATP, ainsi une
question qui se posait était de savoir si I’ATP et les ARNt utilisent les mémes sites de
fixation. Pour répondre a cette question, deux expériences de compétition par gel retard ont
été réalisées. Des protéines VDAC34 natives ont été incubées avec des ARNt radiomarqués.
L’ensemble a ensuite été mis en présence de concentration croissante d’ATP ou d’ARNt non
marqués. Ainsi, une compétition entre les ARNt radiomarqués et I’ATP ou les ARNt non
marqués induirait un déplacement de 1’équilibre VDAC34/ARNt radiomarqués vers la

formation des complexes VDAC34/ATP ou VDAC34/ARNt non marqués.

4.2 Analyse des résultats et discussion

Comme le montre la Figure 48, pour les pistes du gel correspondant a la protéine

VDAC34 incubée avec les ARNt radiomarqués et une gamme croissante d’ ARNt, les bandes
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Expérience de compétition de ’interaction VDAC34/ARNt avec des ARNt non marqués et de PATP
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absence de la protéine VDAC34
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correspondant aux complexes VDAC34/ARNt diminuent progressivement en intensité. Ainsi,
I’ARNt non marqué entre en compétition avec I’ARNt radiomarqué et induit une diminution
de la formation du complexe VDAC34/ARNt radiomarqué avec un déplacement total de
I’équilibre pour 300 fmol d’ARNt non marqués. Par contre, lorsqu’une gamme croissante
d’ATP est ajoutée, I’intensité des bandes correspondant au complexe VDAC34/ARNt
radiomarqués ne diminue pas. Ainsi, I’ATP ne déplace pas I’équilibre VDAC34/ARNt
radiomarqués et n’entre donc pas en compétition avec les ARNt pour la fixation a la protéine
VDAC34. Ces expériences montrent ainsi que les protéines VDAC34 posseédent des sites de
liaison a I’ ATP différents des points de fixation des ARNL.

5 Interaction avec les acides nucléiques

5.1 Choix des acides nucléiques

Dans le département, 1’équipe d’A. Dietrich a montré que I’ADN aussi peut étre
transporté in vitro dans des mitochondries de plantes, d’animaux et de levures via VDAC
(Koulintchenko et al., 2003; Koulintchenko et al., 2006; Weber-Lotfi et al., 2009). De plus,
VDAC34 peut interagir avec des ARNt qu’ils soient importés ou non dans les mitochondries
végétales (Delage et al., 2003). Ainsi 'interaction des deux protéines VDAC34 et VDAC36
avec différents substrats d’acides nucléiques a été testée. Pour se faire, un ARN quelconque
de méme taille qu’un ARNt a été produit en réalisant une transcription in vitro sur le vecteur
pSK digéré de telle manicre a avoir 75 nucléotides entre le site d’initiation de la transcription
par la polymérase T7 et le dernier nucléotide. Le deuxiéme substrat étudi¢ est de I’ADN
double brin produit par PCR 4 partir du vecteur contenant la séquence en ADN de I’ARNt*"
cytosolique d’Arabidopsis thaliana. Enfin, le dernier substrat testé est de I’ADN simple brin

Al cvtosolique d’Arabidopsis thaliana. L’ ARNt™™ a été

dont la séquence correspond a I’ ARNt
utilis¢ comme controle positif dans nos expériences. L’interaction a ensuite été testée par
north/southwestern avec des gammes croissantes équivalentes des deux protéines VDAC puis

quantifiée a I’aide du logiciel MacBas.

102



VDAC34 VDAC 36
4 4

A C
e T
ARN
- - - NW
4 4
e B C
ADN db
e — -- SW
4 4
- T ey ¢
ADN sb
SW
-
B Efficacité d’interaction
(Unité arbitraire)
st VDAC34
700
600
500
400 ¢
300
200 / VDAC36
100 /

‘ ‘ »  Quantité de protéine
50 70 90 110 130 150 (ng)
Figure 49
A Expériences de northwestern (NW) et de southwestern (SW) réalisées sur des protéines
surexprimées chez E. coli, purifiées en condition dénaturante puis fractionnées par SDS-PAGE

Des gammes croissantes des deux protéines VDAC34 et VDAC36 ont été testées pour leur interaction
avec un ARN quelconque, un ADN double brin et un ADN simple brin.

C : coloration au bleu de coomassie des protéines purifiées apres fractionnement par SDS-PAGE et
transfert sur une membrane d’Immobilon-P

NW et SW : Autoradiographie des membranes apres les expériences de north/southwestern réalisées avec
trois sondes radiomarquées différentes : un ARN quelconque, un ADN double brin et un ADN simple
brin.

B Exemple de quantification de I’efficacité d’interaction des protéines VDAC34 et VDAC36 avec
I’ADN simple brin

Les droites représentent 1’ efficacité d’interaction de la protéine VDAC34 et VDAC36 avec I’ADN en
fonction de la quantité de protéine
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5.2 Analyse des résultats et discussion

Comme pour les résultats obtenus lors de I’interaction différentielle ARNt/VDAC34 et
VDAC36, I’analyse de I’interaction entre les deux protéines VDAC34 et VDAC36 et les 3
types d’acides nucléiques montre systématiquement des signaux d’intensité plus forte pour la
protéine VDAC34 par rapport a la protéine VDAC36 (Figure 49A). La quantification de ces
interactions montre des profils similaires d’interaction différentielle entre les deux protéines
VDAC34 et VDAC36 et tous les types d’acides nucléiques testés (Figure 49B). Ainsi, la
protéine VDAC34 interagit dix fois plus que la protéine VDAC36 avec les acides nucléiques

qu’ils s’agissent d’ARN ou d’ADN, simple ou double brin.

Au vu des résultats, il semble que VDAC34 soit plus adaptée a I’interaction avec les
acides nucléiques. On pourrait donc imaginer qu’elle joue un rdle crucial et différent de
VDAC36 au sein des mitochondries. Néanmoins, le Kd de VDAC36 témoigne d’une
interaction forte entre cette protéine et les ARNt. Il est donc possible que dans certaines
conditions la protéine VDAC36 subisse un changement de conformation permettant de
dévoiler des sites de liaison aux acides nucléiques. Comme ces protéines sont capables
d’interagir avec différents types d’acides nucléiques, et que chaque organisme possede
plusieurs isoformes de VDAC, il est possible que suivant les conditions physiologiques,
chaque protéine VDAC lie préférentiellement un type d’acide nucléique. Ces porines
assureraient donc des réles différentiels et complémentaires. De plus, on ne peut exclure
qu’elles assurent des rdles différents du transport d’ARNt ou d’ADN. En effet, ces protéines
pourraient permettre le passage d’ARN ou d’ADN en faible quantité non détectable avec les
outils actuels. Par exemple, des ARN régulateurs pourraient étre importés et €tre impliqués
dans le contréle du métabolisme mitochondrial. Enfin, dans la mesure ou certains ARNm sont
adressés et traduits préférentiellement a la surface des mitochondries chez la levure et
I’homme (Corral-Debrinski et al., 20000 ; Sylvestre et al., 2003a) , on ne peut exclure qu’un
tel phénomene existe chez les plantes, et que les protéines VDAC pourraient servir de point

d’ancrage pour maintenir ou stabiliser des ARNr ou de I’ARN messager par exemple.
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6 Conclusion

L’analyse des protéines VDAC mutantes pour leur interaction avec I’ARNt*"
cytosolique d’A4. thaliana a montré que I’interaction VDAC34-ARNt ne requiert pas un motif
précis de fixation aux ARN mais que les acides aminés importants pour 1’interaction avec les
ARNt sont distribués le long de la protéine. De plus, la structure en tonneau semble
vraisemblablement importante. Ainsi, ces acides aminés pourraient par cette structure se
regrouper en 3 dimensions pour former un motif d’interaction avec les ARNt comme pour le
site de dimerisation de la protéine VDAC1 humaine (Bayrhuber et al., 2008) ou le site
formant le «voltage gating» de VDAC de S. cerevisae (Thomas et al., 1993). Pour
poursuivre cette étude, d’autres mutants pourraient étre envisagés. En effet, la prédiction des
acides aminés capables d’interagir avec les ARN ainsi que la modélisation du premier tiers N-
terminal de la protéine VDAC34 (Figure 44) montrent que la lysine en position 3, la tyrosine
en position 8, la lysine en position 13 et I’arginine en position 16 forment, avec les lysines 47
et 48, une interface optimale pour I’interaction avec les ARNt. Ainsi, la mutation de ces
acides aminés donnera des informations complémentaires quant a 1’interaction de VDAC34
avec les ARNt. De plus, d’autres acides aminés présents dans le reste de la séquence
pourraient étre mutés. Par exemple, les lysines 61 et 63 sont entourées d’acides aminés
capables d’interagir potentiellement avec les ARNt et pourraient constituer des points de

fixation pour les ARNt.

Il serait intéressant, d’élargir notre étude aux autres protéines VDAC de la méme
famille : VDAC30 et VDAC34b. D’autant plus que VDAC30, possédant 52 % d’identité avec
VDAC34, est la protéine appartenant a la famille de VDAC de pomme de terre la plus
€loignée de VDAC34, alors que VDAC34b avec 85 % d’identité avec VDAC34 est la
protéine la plus proche de VDAC34 (Tableau 7). Pour I’instant nous ne savons pas si ces
protéines peuvent ou non interagir avec les ARNt. Ces travaux permettront ainsi de
déterminer s’il existe plusieurs protéines VDAC responsables de 1’interaction avec les ARNt
chez la pomme de terre. Par la suite, cette méme €tude sera intéressante chez d’autres plantes
et en particulier chez Arabidopsis thaliana ou Chlamydomonas reinhardtii. Pour étudier le
role des protéines VDAC dans le transport des ARNE, il serait intéressant d’analyser des
mutants de ces protéines. Actuellement, des mutants d’insertion d’ADN-t sont disponibles

pour les protéines VDAC1 a 4 d’Arabidopsis thaliana. Des essais ont été initi€s en
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collaboration avec 1I’équipe de G. Ephritikhine (Institut des Sciences du Végétal, CNRS-UPR
2355, Gif sur Yvette) afin d’étudier I’effet de ses mutants sur le transport des ARNt dans les
mitochondries. Chez 1’algue verte C. reinhardtii, deux genes codant des protéines VDAC-
like, nommées VDACI et VDACII, ont été identifi€s. Afin d’étudier le role potentiel de ces
protéines dans le transport des ARNt, des travaux sont actuellement en cours avec 1’équipe de
C. Remacle (Université de Liege, Belgique) afin d’inhiber 1’expression de ces protéines. Les
mutants montrant une expression affaiblie ou nulle sont sélectionnés afin d’analyser leur
activité physiologique ainsi que leur contenu en ARNt. Cette étude permettra de déterminer si

le transport des ARNt dans les mitochondries est affecté dans ces mutants.

Un autre point qui mérite d’étre soulevé est que I’interprétation des résultats se fait en
relation avec la structure secondaire prédite de VDAC34. Dans le cadre d’une étude
structure/fonction, 1’obtention de la structure cristallographique de cette protéine est
primordiale pour comprendre pleinement 1’interaction des protéines VDAC avec les ARNt.
La visualisation du positionnement exact de chaque acide aminé dans 1’espace permettra de
mieux comprendre comment I’ARNt interagit avec la porine en mettant en évidence par
exemple un site de liaison tridimensionnel. Cette structure permettra aussi de comprendre

comment I’ARNt peut traverser la porine. En effet, une question qui reste en suspend est de
savoir comment I’ ARNt, molécule structurée de 25 kDa, traverse un pore de 3 nm de diametre

formé par VDAC. Cette étude a ét€ initi€e et est présentée dans le chapitre suivant.
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Résultats et discussion

1 Préambule

La nature de I’interaction de la protéine VDAC34 avec les ARNt ne pourra étre
complétement comprise qu’en déterminant la structure tridimensionnelle de cette protéine.
Aucune structure de protéine VDAC de plante n’a été résolue a ce jour, et dans la mesure ou
30% des génomes code des protéines membranaires (Scheuring & Sturgis, 2005), la
résolution de leur structure permettra d’enrichir les connaissances sur les protéines VDAC de
plantes et aussi les moyens de cristallisation des protéines membranaires. Ainsi, la

cristallisation des protéines VDAC34 et VDAC36 de pomme de terre a été initiée.

Toute étude structurale débute par la purification de la macromolécule, se poursuit par
la préparation de cristaux, leur analyse sous rayonnement X et I’exploitation des clichés de
diffraction pour aboutir a la structure tridimensionnelle de la molécule. Ainsi, afin de résoudre
la structure des protéines VDAC de pomme de terre, trois pré-requis sont nécessaires. Il faut
avoir des protéines pures, en condition native et en grande quantité. Cependant, les protéines
membranaires posent beaucoup de problémes pour leur surexpression, leur purification et leur

cristallisation.

En effet, la surexpression des protéines membranaires n’a jamais ¢té une chose aisée
du fait de leur toxicité dans les cellules (Laage & Langosch, 2001). Par exemple, 1’expression
de la porine de Rhodobacter blasticus chez E. coli induit la lyse des cellules sans que la
protéine ne soit produite de manic¢re abondante (Bannwarth & Schulz, 2003). Une des
hypotheses avancées pour expliquer ce phénomeéne est que la forte activité canal de la porine
perturbe fortement le fonctionnement de la cellule (Vinothkumar et al., 2006). Néanmoins,
une mani¢re de contourner ce probléme est d’exprimer la protéine membranaire a un niveau
trés bas. Un autre probléme est la protéolyse des protéines membranaires une fois exprimées
au sein des cellules. Plusieurs approches peuvent étre tentées pour limiter la protéolyse des
protéines membranaires : expression a basse température, protéine de fusion, mutagenese de
la protéine pour éliminer des sites de coupure spécifiques, co-expression de chaperons ou
expression dans des souches mutantes dépourvues de certaines protéases. Ainsi, pour éviter la
protéolyse la protéine OmpF d’E. coli a été exprimée dans la souche BL21 d’E.coli déficiente
en protéase (Bannwarth & Schulz, 2003). Le niveau d’expression des protéines membranaires

peut également dépendre de la température de culture des bactéries. Ainsi, bien que la plupart
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les protéines soient surexprimées a 37°C de maniere courante, le taux de protéine OprM de
Pseudomonas aeruginosa est triplé lorsque les cellules sont cultivées a 28°C (Mosser et al.,

1992).

De plus, il est souvent avantageux de modifier la protéine que I’on veut produire en la
fusionnant, la plupart du temps a I’une de ses extrémités, a une autre protéine ou fragment de
protéine afin d’accroitre sa vitesse de repliement, sa solubilité et/ou de faciliter sa purification.
L’une des fusions les plus utilisées est I’addition de 6 histidines qui permet une purification
sur colonne de NiNTA méme en présence de détergent (Hannig & Makrides, 1998). Par
exemple, les protéines TOM40 ont été purifiées a I’aide de cette étiquette et les protéines sont
actives dans les bicouches lipidiques (Hill et al., 1998). Néanmoins cette fusion peut
provoquer des changements de conformation chez certaines protéines et les rendre inactives.
C’est pourquoi des tests sont nécessaires afin de vérifier aprés purification que la protéine

adopte une bonne conformation et est active.

A partir de ces informations, les conditions de surexpression des protéines VDAC de
pomme de terre ont été mises au point. Plusieurs souches d’E.coli ont été testées pour la
surexpression des protéines avant mon arrivée au laboratoire. Il s’agit des souches BL21, M15
et TG2. La souche M15 a permis de surexprimer les protéines VDAC34 et VDAC36 en
grande quantité sans que les bactéries ou les protéines ne soient lysées ou dégradées. Le temps
et la température de culture des bactéries ont aussi été testés. De manicre surprenante, la
surexpression des protéines VDAC a toujours ¢été forte quelque soit la condition testée. Les
séquences des protéines VDAC ont été additionnées de 6 histidines afin de les fixer sur

colonne de NiNTA et de les purifier.

L’expression en quantité importante des protéines VDAC au sein du cytoplasme se
traduit par leur agrégation sous forme de corps d’inclusion. Bien que facilitant la purification
des protéines, ces corps d’inclusion nécessitent la solubilisation des protéines par dénaturation
en présence de détergents puis leur repliement in vitro. Les détergents se lient aux faces
hydrophobes des protéines leur permettant d’exposer leur face hydrophile et donc d’étre
soluble dans les solutions aqueuses. De plus, ils permettent aux protéines d’étre plus stables et
homogenes en solution lors de la production des cristaux. Jusqu’a présent, le choix du

détergent nécessite une mise au point souvent ardue, empirique et spécifique pour chaque
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protéine. Néanmoins, plusieurs articles montrent que les détergents non ioniques permettent la

solubilisation des protéines membranaires (Michel et al., 1991; Hunte & Michel, 2002).

Avant mon arrivée au laboratoire, Thalia Salinas a testé sept détergents non ioniques
pour leur capacité a solubiliser la protéine VDAC34 surexprimée chez E. coli : le B-octyl
glucoside, le LDAO, la digitonine, le dodécyl-maltoside, le Triton X-100, le Tween 20 et le
Nonidet P40. Parmi ces détergents, deux ont permis de solubiliser les protéines VDAC. Il
s’agit du B-octyl glucoside, détergent doux et le Triton X- 100, détergent fort. De plus, elle
avait fait un premier essai de purification des protéines VDAC sur une colonne
d’hydroxylapatite a partir de protéines surexprimées chez E. coli. Cependant, des protéines
contaminantes ont co-purifiées avec VDAC34. Ainsi, une deuxiéme étape de purification a
¢été réalisée sur une colonne de Ni-NTA en tirant parti du fait que la protéine VDAC34
surexprimée possede une queue poly-histidine. Elle a également profité de cette étape pour
changer de détergent et passer du Triton X-100 au f-octyl glucoside, détergent plus doux.
Finalement, elle a pu obtenir environ 2,5 ug de VDAC34 pour 500 mL de culture bactérienne.
Malheureusement, les essais de cristallogeneése nécessitent au minimum 1 mg de protéines a
une concentration minimale de 1 mg/mL. Nous avons donc mis au point un autre protocole

afin d’améliorer le rendement de purification.

La cristallisation des protéines membranaires est beaucoup plus difficile et complexe
que celle des protéines solubles. En effet, les protéines membranaires sont des systémes non
solubles dans les solutions habituellement utilisées pour la cristallisation des protéines
solubles. De nombreux programmes de recherche se sont intéressés a ce sujet et des articles
concernant la cristallisation des protéines membranaires ont ét¢ publiés récemment
(Bayrhuber et al., 2008; Ujwal et al., 2008; Caffrey, 2009; Caffrey & Cherezov, 2009). Ainsi,
une fois les protéines VDAC de pomme de terre purifiées, leur activité a été testée par gel
retard (cf chapitre I Résultats et discussion) puis en collaboration avec Claude Sauter (UPR
9002, IBMC, Strasbourg), des essais de concentration, de diffusion dynamique de la lumiére
et de cristallisation des deux protéines VDAC34 et VDAC36 de pomme de terre ont été

réalisés.
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2 Obtention des protéines VDAC34 et VDAC36 pures et natives

2.1 Purification en condition native

Aprés surexpression dans les cellules d’E. coli (Figure 50), les deux protéines
VDAC34 et VDAC36 ont été purifiées en condition native. Pour obtenir de grande quantité de
protéines VDAC en condition native, il s’agit de récupérer un maximum de protéines
surexprimées au sein des bactéries. Ainsi, les bactéries ont d’abord été lysées avec du
lysozyme, puis incubées avec du Triton X-100 0,2%. Ces étapes ont permis d’obtenir 7,5 mg

de chacune des deux protéines a partir de 500 mL de culture bactérienne.

Les protéines ont été ensuite solubilisées dans de I'urée 8M. Apres cette étape, les
solutions sont centrifugées afin de séparer les protéines solubles des agrégats. Les échantillons
ont montré une absence de culot apres centrifugation pour les deux protéines VDAC. Ainsi

toutes les protéines ont été solubilisées lors de cette étape.

Les protéines solubilisées sont ensuite fixées sur des billes de NiINTA une nuit et les
colonnes sont coulées. La fraction non retenue est récupérée. Cette fraction contenait 6 mg de
protéines. Afin d’obtenir des protéines natives, la stratégie a été de purifier les protéines en
condition dénaturante puis a les renaturer. En effet, les protéines, accrochées a la colonne, ont
¢été lavées par plusieurs tampons contenant des concentrations décroissantes en urée (8 a OM)
et du B-octyl glucoside (2% (p/v)). Le choix de ce détergent s’explique par le fait qu’il soit
doux, qu’il solubilise les protéines VDAC de pomme de terre et surtout que c’est un détergent
glycosidique connu pour stabiliser les protéines membranaires (Arnold & Linke, 2007). Ces
étapes permettent de renaturer les protéines VDAC. Les protéines ont ensuite été éluées a
I’aide d’une solution contenant de I’imidazole a 250 mM et du B-octyl glucoside a 0,2%.
Cette étape a permis de récupérer 0,36 mg de protéines pures et natives. Une seconde élution
a été réalisée a I’aide d’une solution contenant de 1’imidazole 250 mM et de 1’urée 8M qui a

permis de récupérer 0,6 mg de protéines.
Le rendement de purification de cette colonne est de 4,8%. Ainsi, les protéines

récupérées lors de la deuxiéme élution ainsi que la fraction non retenue sur la colonne ont été

utilisées pour une deuxieme purification. Ces étapes de purification ont été répétées trois fois
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Analyse des protéines surexprimées chez E. coli, purifiées en condition native puis fractionnées
par SDS-PAGE
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pour chacune des deux protéines VDAC34 et VDAC36. Ainsi a partir de 500 mL de culture
bactérienne nous avons obtenu 1 mg de chacune des deux protéines VDAC de pomme de terre

a 0,09 mg/mL.

2.2 Concentration des protéines

Afin de réaliser des essais de cristallisation il faut de facon optimale avoir une
concentration de 1 mg/mL en protéine. Le principal probléme pour les protéines VDAC est

qu’au-dessus d’une certaine concentration, les protéines précipitent.

Pour concentrer les protéines VDAC, nous avons opté pour le kit Amicon (Millipore)
basé sur la filtration des solutions par centrifugation. Les tests réalisés sur les deux protéines

VDAC ont permis de les concentrer jusqu’a 0,5 mg/mL avant qu’elles ne précipitent.

Cette concentration est beaucoup plus faible que celles utilisées pour cristalliser les
protéines VDAC. En effet, plus d’un an et demi aprés nos essais, les structures des protéines
VDACI de souris et humaine ont été publiées (Bayrhuber et al., 2008; Ujwal et al., 2008).
Ces protéines étaient a des concentrations comprises entre 5 et 15 mg/mL. Les protéines
VDAC de plantes semblent avoir un comportement différent des autres protéines puisqu’elles
précipitent au-dela de 0,5 mg/mL. Les détergents utilisés pour les protéines VDAC de
mammiféres sont pour la protéine de souris le DMPC et le CHAPSO, et pour la protéine
humaine le LDAO. Ces détergents pourraient stabiliser les protéines VDAC de plantes et leur
permettre d’étre plus concentrées. Ainsi, une alternative pour concentrer les protéines VDAC

de pomme de terre serait donc de tester ces détergents.

2.3 Controle de pureté des échantillons

Pour produire des cristaux, il faut des échantillons trés purs afin de permettre
I’empilement régulier des protéines. Ainsi, la pureté des échantillons a été vérifiée par
coloration a I’argent. Etant mille fois plus sensible que le bleu de Coomassie, le nitrate
d'argent permet de détecter jusqu’a 0,1 ng de protéines. Ainsi les deux protéines VDAC34 et

VDAC36 ont été fractionnées sur un gel dénaturant puis colorées a I’argent. La coloration a
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Diagrammes obtenus lors des expériences de DLS pour la protéine VDAC34 de pomme de terre
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révélé que les protéines étaient pures a 99% (Figure 51). De plus, lors de la coloration, sont
apparues deux fines bandes a environ 70 kDa. Ces bandes semblent correspondre a un dimere
de protéines. Ce résultat a été confirmé. Un western blot réalisé sur une membrane contenant
les protéines VDAC34 et VDAC36 natives montre la présence des formes monomeriques et
dimeriques. Ces résultats corroborent ceux trouvés dans la littérature. En effet, il a été décrit
que les protéines VDAC de pomme de terre peuvent former des monomeres et des diméres

(Hoogenboom et al., 2007).

2.4 Analyse de la monodispersité des protéines VDAC purifiées

Pour envisager des essais de cristallisation, les molécules doivent étre d’une part
monodisperses, ¢’est-a-dire qu’elles doivent exister en solution sous forme d’un oligomere
simple (monomeére, dimére) et d’autre part la solution doit étre homogéne, c'est-a-dire qu’une
seule population de molécules doit exister en solution. La technique de diffusion dynamique
de lumicre («Diffusion Light Scaterring» ou DLS) a été choisie pour avoir des informations
sur I’homogénéité et la dispersion de la solution de particules. Les expériences réalisées en
DLS montrent pour les deux protéines VDAC34 et VDAC36 la présence de plusieurs pics a
différentes tailles. En effet, un premier pic est obtenu a 10 nm. Ce diamétre correspond a une
particule de 70 kDa compatible avec un monomeére de protéine VDAC entouré d’une bouée
de détergent. De plus, un pic a 1000 nm est visible. Il semble correspondre a des agrégats de
protéines VDAC. Pour les essais de cristallisation, les agrégats doivent étre éliminés afin de
permettre la nucléation des cristaux de protéines. Ainsi, des ultracentrifugations a 100 000 g
ont été réalisées afin d’éliminer les complexes de grandes tailles et de récupérer les protéines
non complexées. Les tests, réalisés apres ultracentrifugation, montrent que les solutions sont
homogénes. En effet, pour les deux protéines VDAC, un seul pic a 10 nm est obtenu. La
présence de ce seul pic montre qu'une seule population de protéines existe en solution
(Figure 52). Et comme auparavant la taille de ce pic est compatible avec un monomere de
protéines entouré d’une bouée de détergent. Ces tests ont été répétés un an plus tard sur les
mémes échantillons et les résultats obtenus ont été similaires démontrant que les protéines

VDAC sont trés stables en solution.

111



B-octyl-glucoside (0,7%) Docécyl-maltoside (0,01%)

Intensité Int(?;;lte
(%) ¢
A A
20+ 201
151 VDAC 34 15|
16+ 16+
5+ 51—
' l ! ! > ' : ; : >
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Taille (nm) Taille (nm)
Intensité Intensité
(%) (%)
A A
20+ 204
18] VDAC 36 s
10+ 164
54 51
' : : I > : . : : >
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Taille (nm) Taille (nm)

Figure 53 :
Effet du détergent sur les protéines VDAC de S. tuberosum

Les deux protéines VDAC34 et VDAC36 ont été mises en présence de f-octyl-glucoside (0,7 %) ou
de docécyl-maltoside (0,01 %). Elles ont ensuite été¢ soumises a une expérience de DLS.
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2.5 Essai des détergents pour la cristallisation des protéines VDAC de pomme de terre

La cristallisation des protéines membranaires nécessitent 1’utilisation de détergent. Ces
composés solubilisent les protéines et leur permettent d’étre plus stables et homogeénes en

solution favorisant ainsi leur empilement lors de la production des cristaux

Pour les essais de cristallisation, le comportement des protéines VDAC dans les
détergents a été testé. Un détergent couramment utilisé pour la cristallisation des protéines
membranaires a été choisi dans un premier temps : le dodécyl-maltoside. Ce détergent a en
plus I’avantage d’étre moins colteux que le (-octyl-glucoside utilisé lors de la purification
des protéines. Les protéines VDAC ont subi une dialyse afin d’échanger le B-octyl-glucoside
(2%) contre le dodécyl-maltoside (0,01%), puis leur comportement a été analysé¢ par DLS.
Comme le montre la figure 53, un seul pic est obtenu pour les protéines VDAC34 montrant
que les protéines sont homogenes en solution en présence de dodécyl-maltoside. Par contre,
pour les protéines VDAC36, plusieurs pics correspondant a différentes populations sont

visibles. L.’échantillon est donc devenu hétérogéne en présence de dodécyl-maltoside.

Nous avons alors décidé de conserver le (-octyl-glucoside comme détergent mais
d’essayer de I'utiliser a une concentration inférieure a celle utilisée lors de la purification
(2%) des protéines afin de réduire les colts de cristallisation. Ce détergent a d’ailleurs été
utilisé pour la cristallisation des porines OmpLA (Blaauw et al., 1995), OmpT (Vandeputte-
Rutten et al., 2001) et Omp32 (Zeth et al., 2000) d’Escherichia coli et ScrY de Salmonella
typhimurium (Forst et al., 1998). Les tests réalisés en présence de Boctyl-glucoside a 0,7% ont
montré que les deux protéines VDAC sont homogenes (Figure 53). En effet, un seul pic est
obtenu a 10 nm. Comme précédemment, cette taille est compatible avec un monomere entouré
d’une bouée de détergent. Ainsi, une population homogene et monodisperse existe en solution
en présence de ce détergent pour les deux protéines VDAC. Au vu de ces résultats nous avons

décidé de travailler avec le p octyl-glucoside.
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Figure 54 :
A Diagramme obtenu par I’expérience de DLS pour I’ARNtA! avant ajout de VDAC34

B Diagrammes obtenus par I’expérience de DLS pour la protéine VDAC34 seule, ' ARNtA!? seul, et
les deux macromolécules ensemble.

Superposition des spectres de DLS obtenus pour plusieurs expériences indépendantes réalisées avec les
protéines VDAC34 seules (en vert), les ARNtA seuls ( en orange) et les ARNtA? additionnés de 1,5 ug, 3
ug, et 4,5 ug de protéines VDAC34 (respectivement en dégradé de bleu du plus clair au plus foncé).
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3 Tests d’activité des protéines VDAC

3.1 Etude de l’interaction des protéines VDAC avec les ARNt par la technique de gel

retard

Les protéines purifiées ont été testées pour leur interaction avec les ARNt par des
expériences de gel retard afin de controler qu’elles sont correctement repliées (cf Chapitre I
Résultats et discussion). Le différentiel d’interaction initialement obtenu entre les deux
protéines VDAC34 et VDAC36 avec 'ARNt™™ cytosolique d’Arabidopsis thaliana par la
technique de northwestern est également visible. De plus, la protéine VDAC34 interagit dix
fois plus que la protéine VDAC36 avec les ARNt. Ainsi, les deux protéines VDAC34 et

VDAC36 semblent correctement repliées et prétes pour des essais de cristallisation.

3.2 Analyse de I’interaction des protéines VDAC avec les ARNt par diffusion dynamique

de la lumiére

Afin de valider I’interaction de la protéine VDAC34 avec I’ARNt** en condition
native, des tests ont été effectués par la technique de diffusion dynamique de la lumiére. Cette
technique permet, en plus de déterminer la taille d’une particule ou d’un complexe, de
visualiser en temps réel la formation d’un complexe. Ainsi, la protéine VDAC34 native seule,
de ’ARNt™" issu de transcription in vitro seul, et enfin ces deux macromolécules mises

ensemble en solution ont été analysés.

Dans un premier temps, la protéine VDAC34 purifiée en condition native, présente en
solution dans 0,7% de p-octyl-glucoside a été testée. Cette protéine est a une concentration de
0,5 mg/mL. Comme le montre la figure S4B, nous obtenons comme précédemment un pic a
10 nm correspondant a des particules de 70 kDa compatibles avec un monomere de protéine
entouré d'une “bouée” de détergent.

Dans un second temps, 1 mg d’ARNt**

a été produit a partir de transcription in vitro.
Lors de son fractionnement sur gel de polyacrylamide 15%, plusieurs populations de grande

taille ont été mises en évidence. Les ARNt ont alors été ¢lués du gel et mis a précipiter. Ainsi,
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420 ug d’ARNt a 6 mg/mL ont pu étre soumis a une analyse DLS. Ces ARNt sont placés
extemporanément dans 10 mM MgCl, et ont été dénaturés par chauffage a 70°C puis
renaturés par refroidissement progressif. Les premiers spectres obtenus montrent qu’en plus
des ARNt, plusieurs populations existent en solution, en particulier des agrégats (a 80 et
700 nm). Ainsi, pour s’affranchir de ces complexes, des ultracentrifugations a 400 000 g ont
permis de récupérer le surnageant composé des molécules d’ARNt non complexés. L’analyse
par DLS de ces ARNt a montré I’existence d’un pic majoritaire a 8 nm pour 80% des
molécules (Figure 54A). Ce pic correspond aux ARNt libres en solution. Les 20% des
particules d’ ARNt restant forment des agrégats de grande taille.

Lorsque, la protéine VDAC34 a été ajoutée a la solution d’ARNt en quantité
équivalente, le pic des ARNt a 8 nm est déplacé vers 15 nm (Figure 54B). Ce dernier pic
correspond a une particule de plus grande taille que les ARNt compatible avec un complexe
VDAC34/ARNt. De plus, les pics correspondant aux agrégats d’ARNt diminuent en intensité.
Il semble donc que les protéines VDAC34 déplacent un équilibre d’agrégats d’ ARNt vers les
complexes VDAC34/ARNt. Néanmoins, il est possible que le signal des complexes
VDAC34/ARNt finisse par masquer la contribution des agrégats. Enfin, I’intensité du signal a
doublé. Cette intensité correspond a la quantité de particules présentes en solution. Cette
augmentation de I’intensité s’explique par 1’ajout des protéines VDAC34 aux ARNt en
quantité équivalente. Cette expérience montre ainsi en temps réel que les protéines VDAC34

sont dynamiques en solution et correctement repliées.

Ces tests sont en cours de réalisation avec les protéines VDAC36.

4 Essais de cristallisation des protéines VDAC de pomme de terre

La production de cristaux des protéines membranaires constitue une étape limitante
majeure quant a I’analyse structurale. Le criblage des conditions permettant la cristallisation
des protéines est un processus long dans la détermination de la structure moléculaire des
protéines membranaires. Cela implique de réaliser des criblages sur un grand nombre d’agents
cristallisants jusqu'a 1’obtention de conditions idéales permettant la cristallisation de la
protéine d’intérét. La recherche de ces conditions de cristallisation a toujours été ardue,

empirique et spécifique de chaque protéine membranaire.
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4.1 Technique de la diffusion de vapeur

Dans une premiere approche, la technique de diffusion de vapeur a été choisie pour
cribler les conditions de cristallisation des protéines VDAC de pomme de terre. En effet, un
kit commercial congu pour les protéines membranaires (MbClass II, Qiagen) a été testé.
Ce kit permet de cribler 96 conditions de cristallisation réunies dans une plaque (cf annexe 1
a 3). Ainsi 11 agents cristallisants ont été testés a des pH compris entre 3,3 et 9,5. Cette

plaque a été placée a 4°C et observée réguliecrement pour la formation de cristaux.

Pour ce premier criblage, nous avons pu mettre en évidence la production de cristaux
pour plusieurs conditions. Cependant, les cristaux soumis aux rayons X se sont révélés étre
des cristaux de sels. Au vu de ses résultats, nous avons affiné la recherche des conditions de

cristallisation en ¢éliminant les conditions testées par ce criblage.

4.2 Technique de diffusion contre capillaire

Une seconde approche a alors été envisagée. La technique de diffusion contre
capillaire a ¢été¢ utilisée pour des conditions congues spécialement pour les protéines
membranaires (Capillary Counterdiffusion Kits®, Triana science and technology). Les deux
protéines VDAC34 et VDAC36 a 0,5 mg/mL en solution dans du p-octyl glucoside 0,7% ont
¢été placées dans 12 conditions réparties en deux types d’agent cristallisant et six pH (cf
annexe 4). Le premier agent cristallisant est le malonate de sodium a 3 M, il a été testé pour
les pH 4 a 9. Le deuxiéme est une solution renfermant trois PEG différents (15% PEG 400,
10% PEG 4000, 5% PEG 8000) et du sulfate de lithium a 0.2 M. Cette solution a également
¢été testée pour les pH 4 a 9. 1l est intéressant de noter que ces agents ont été utilisés pour la
cristallisation des protéines membranaires telles que les porines Omp32 d’E. coli (Zeth et al.,
2000) et ScrY de Salmonella typhimurium (Forst et al., 1998). Ces capillaires ont été placés a

4°C en avril 2008 puis régulierement observés pour la formation de cristaux.

L’observation des capillaires a montré au bout d’un mois la présence de séparations de
phase accompagnées d’éléments qui scintillent dans les capillaires plongés dans les solutions
de malonate de sodium 3M. Ces séparations de phase s’expliquent par le fait que le B-octyl

glucoside placé a faible température voit sa solubilit¢ diminuer. Ces séparations de phase
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Figure 55 :
Photographies de capillaires utilisés pour la technique de diffusion contre capillaire

A Séparation de phases obtenues apres un mois d’incubation des protéines VDAC36 contenu dans le
capillaire plongé dans du malonate de sodium3 M pH 6

B Séparations de phases avec un cristal obtenu aprés deux mois d’incubation des protéines VDAC36 a 4°C
pour la condition malonate de sodium 3 M pH 7

C Cristaux obtenus apres deux mois d’incubation des protéines VDAC34 a 4°C pour la condition 15% PEG
400, 10% PEG 4000, 5% PEG 8000 et sulfate de lithium a 0.2 M pH 6
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favorisent la nucléation des cristaux et sont d’ailleurs utilisées pour la cristallisation des
protéines membranaires (Arnold & Linke, 2007). Les capillaires plongés dans une solution de
15% PEG 400, 10% PEG 4000, 5% PEG 8000 et de sulfate de lithium a 0.2 M n’ont montré

aucun changement.

Deux mois plus tard, le capillaire contenant les protéines VDAC36 plongé dans la
solution de malonate de sodium 3 M pH 6 présentait des séparations de phase. De plus,
plusieurs cristaux ont été produits pour les conditions suivantes : solutions de malonate de
sodium 3 M pH 6 et 7 et solution de PEG/sulfate de lithium pH 6 pour VDAC34, solution de
malonate de sodium 3 M pH 7 pour VDA36 (Figure 55). Ces cristaux bien que de petites
tailles ont été soumis a des tirs au synchrotron. Les résultats obtenus ont confirmé que
c’étaient des cristaux de protéines. Malheureusement les taches obtenues ne diffractent pas
suffisamment pour étre analysables. La technique du capillaire ne permet pas aux cristaux de
pousser indéfiniment puisqu’ils sont limités par la taille du capillaire (0,5 um). Les conditions
testées doivent donc étre reprises dans la technique de diffusion de vapeur afin d’obtenir des

cristaux de grande taille.

Les conditions de cristallisation, publiées en octobre 2008, qui ont donné les meilleurs
cristaux sont pour la protéine VDACI de souris 18-20% 2-méthyl-2,4-pentanediol ( MPD)
dans 10% PEG 400 a pH 8.5 et pour la protéine VDACI humaine 30% PEG 400 a pH 7.5 et
0.2 M chlorure de magnésium (Bayrhuber et al., 2008; Ujwal et al., 2008). Le PEG est I’agent
cristallisant commun pour les protéines VDAC de mammiféres et de pomme de terre. Ces
essais sont donc encourageants et pourraient permettre apres optimisation de produire des
cristaux de grande taille qui diffractent et dont la tiche de diffraction est exploitable. Des tests
peuvent étre envisagés en plagant les protéines VDAC de pomme de terre dans du MPD ou du
chlorure de magnésium. Une autre alternative serait d’ajouter du glycérol a 20%. En effet, il a

été rapporté que cet ajout permet d’augmenter la taille des cristaux (Hinnah et al., 2002).

Une autre possibilité serait de placer les protéines VDAC au sein de lipides dans un
ratio 2/3 et d’ajouter les agents cristallisants (Caffrey, 2003). En effet, cette technique permet
de cristalliser des protéines membranaires en formant spontanément une phase lipidique
autour des protéines favorisant la production de cristaux (Caffrey, 2009; Caffrey & Cherezov,
2009). Bien qu’a I’heure actuelle le mécanisme reste inconnu, cette technique semble

prometteuse pour la cristallisation des protéines membranaires.
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5 Conclusion

Nos expériences ont permis de produire assez des deux protéines VDAC de pomme de
terre pour des essais de cristallisation. Les tests effectués par gel retard et DLS ont permis de
valider que les protéines étaient stables et homogénes en solution en présence de [3-
octylglucoside. Le criblage réalisé par la technique de diffusion contre capillaire a permis de
définir plusieurs conditions permettant 1’obtention de cristaux de protéines. Ces conditions
vont étre reprises pour la technique de diffusion de vapeur afin de produire des cristaux de
grande quantité. Une fois la production de cristaux de grande taille et ’obtention de taches de
diffraction exploitable, la structure de ces protéines pourra €tre résolue et la position de
chaque acide aminé pourra étre visualisée en 3D. Ainsi, ’interaction entre les protéines
VDAC de pomme de terre et les ARNt pourra étre mieux comprise.

Les tests de DLS réalisés en mettant en présence la protéine VDAC34 et I’ ARNt""
issus de transcription in vitro sont les premiers du genre. Aucune publication ne traite de ce
type d’expérience. En effet, le fait que les transcrits d’ARNt s’agreégent facilement en solution
remet en question notre conception du comportement de ces macromolécules en solution.
Pour s’affranchir de ces agrégats, des ultracentrifugations ont permis de récupérer les
molécules d’ARNt non complexés. Cette solution d’ARNt laisse envisager des essais de co-
cristallisation des protéines VDAC avec les ARNt. En effet, dans la littérature beaucoup de
protéines ont vu leur cristallisation favorisée en présence de leur substrat. Par exemple, les
aminoacyl-ARNt synthétases sont cristallisées beaucoup plus vite lorsqu’elles sont en
présence de leurs ARNt homologues, probablement parce qu’elles sont stabilisées
(Yaremchuk et al., 1995). Ainsi, dans 1’optique de mieux comprendre I’interaction de VDAC

avec les ARNt, cette co-cristallisation va étre initiée.
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1 Préambule

Les ARNt sont des molécules de 25 kDa chargés négativement. Pour atteindre la
mitochondrie, ils doivent traverser la double membrane mitochondriale, et ceci contre le
gradient électrochimique de la membrane interne. A ce jour, les travaux publiés portant sur
I’é¢tude des mécanismes impliqués dans I’importation des ARNt au sein des mitochondries ont
permis de proposer trois modeles trés différents chez la levure, les protozoaires et les plantes

(cf paragraphe I1.2.3 Introduction).

Le premier modele repose sur I’adressage de I’ ARNt"*“""? dans les mitochondries de
S. cerevisiae (Tarassov et al., 2007). Ce processus est ATP-dépendant et nécessite 1’intégrité

du potentiel membranaire mitochondrial. L’ ARNt"*

est tout d’abord aminoacylé par la lysyl-
ARNTt synthétase cytosolique. Il est ensuite reconnu par I’énolase, une enzyme glycolytique
qui le dirige vers la surface de la mitochondrie. A ce niveau I’énolase rentre dans le complexe
glycolytique et I’ARNt est pris en charge par le précurseur de la lysyl-ARNt synthétase
mitochondriale qui est synthétisé a la périphérie des mitochondries (Entelis et al., 2006). Cette

protéine précurseur va entrainer I’ARNt dans la mitochondrie via le complexe d’importation

des protéines (Tarassov et al., 1995a).

Le second modele correspond a un mécanisme de transport direct des ARNt dans les
mitochondries de Leishmania (Adhya, 2007). Il ne ferait intervenir aucun facteur cytosolique.
Les ARNt destinés a étre importés sont tout d’abord reconnus et fixés par le récepteur TAB
(« Tubulin antisense binding ») au niveau de la membrane externe. Apres le passage a travers
la membrane externe, les ARNt sont pris en charge par un deuxiéme complexe au niveau de la
membrane interne appelé RIC (« RNA Import Complex ») composé de 11 sous-unités
majeures, dont 4 présentent des homologies avec les sous-unités des complexes respiratoires
(Chatterjee et al., 2006; Goswami & Adhya, 2006). Ce modele n’a pu étre propos€ que par le
laboratoire de S. Adhya et des résultats contradictoires, ou donnant sujet a controverse ont été
obtenus par d’autres équipes travaillant sur le mécanisme d’importation chez Leishmania ou

Trypanosoma (Paris et al., 2009).

Les données concernant la machinerie d’importation des ARNt au sein des

mitochondries végétales est encore tres parcellaire. Cependant, la sensibilité de I’importation
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des ARNt aux traitements des mitochondries par des protéases, suggére qu’il existe un
ou des récepteurs, au niveau de la membrane externe, impliqués dans 1’importation des ARNt
(Delage et al., 2003). Les premieres données suggerent que la fixation des ARNt a la surface
mitochondriale se fasse par un complexe protéique qui pourrait comprendre au moins deux
protéines du complexe TOM, TOM20 et TOM40 puisque des anticorps dirigés contre ces
protéines inhibent 1’importation in vitro des ARNt dans les mitochondries (Salinas et al.,
2006). Le passage des ARNt a travers la membrane externe se ferait ensuite par le pore formé
par la protéine VDAC (Salinas et al., 2006). Le passage a travers la membrane interne reste
pour I’instant inconnu. Cependant, bien que les machineries d’importation des protéines et
celle des ARNt dans la mitochondrie utilisent des facteurs communs, des expériences de
compétition in vitro ont montré qu’en absence de facteur cytosolique les deux voies de

transport sont bien distinctes.

Pour continuer la caractérisation des facteurs impliqués dans le transport des ARNt,
nous avons décidé de rechercher les partenaires protéiques des protéines VDAC
potentiellement impliqués dans le transport des ARNt au sein des mitochondries de plantes.
Pour se faire, nous avons utilisé la technique du farwestern sur des protéines des membranes
mitochondriales, qui permet de mettre en évidence des interactions entre deux protéines. Cette
approche a été réalisée en collaboration avec P. Hammann, responsable de la plateforme

« Protéomique » de I’Esplanade a Strasbourg (IBMP, IBMC, GMGM).

2 Méthodologie

La technique de farwestern a été réalisée en plusieurs étapes (Figure 56). Tout
d’abord, 10 ug de protéines des membranes mitochondriales de pomme de terre ont été
fractionnées sur un gel a deux dimensions. Les protéines ont ainsi été séparées en fonction de
leur charge et de leur poids moléculaire. Ces protéines ont ensuite été transférées sur une
membrane d’Immobilon-P, renaturées puis incubées en présence de 200 ng de protéine
VDAC34 native. Un western a ensuite ¢té réalisé sur la membrane a I’aide d’anticorps dirigés
contre les protéines VDAC. La révélation du western permet de mettre en évidence les

protéines VDAC ainsi que leurs partenaires auxquelles elles se sont fixées.
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Figure 57

Coloration au bleu de coomassie des membranes totales de mitrochondries de pomme de terre
fractionnées sur des gels 2D (C) et Autoradiographie (W) des membranes pour les conditions 1 a
4 aprés I’expérience de farwesten réalisée avec de la VDAC34 native
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Plusieurs controles sont nécessaires afin d’interpréter les résultats obtenus. Pour se
faire, trois autres membranes ont été préparées en paralléle. Deux de ces membranes ont été
incubées ou non avec de la protéine VDAC34 native puis les western, effectués sur ces
membranes, ont été réalisés a I’aide de sérum pré-immun provenant du lapin ayant servi a la
production d’anticorps dirigés contre les protéines VDAC. La derniére membrane a été
incubée en absence de protéine VDAC34 et le western a été réalisé a I’aide d’anticorps dirigés
contre les protéines VDAC. Pour analyser les résultats, il s’agit de comparer les différentes
images obtenues, aprés révélation des western, pour les quatre expériences de farwestern

menées en parallele.

3 Analyse des résultats et discussion

3.1 Analyse des paramétres fournis par la spectrométrie de masse

Par souci de simplification, les conditions utilisées sont numérotées 1 a 4 (Figure 56).
Pour les conditions 1 a 3, les spots obtenus correspondent aux protéines VDAC et a des
fixations aspécifiques, ainsi ces spots ne sont pas pris en compte (Figure 57). Aprés
soustraction de ces associations aspécifiques de 1’image obtenue pour la condition 4, treize
protéines interagissant avec les protéines VDAC ont été repérées (Figure 58). Les protéines
correspondant a ces spots ont été carottées d’un gel bidimensionnel mis a migrer en parallele
des autres gels utilisés pour les farwestern. Aprés extraction, les protéines ont alors été
soumises a une analyse par spectrométrie de masse . Afin de vérifier la reproductibilité de la

technique, les gels 2D ont été réitérés deux fois de maniere indépendante.

L’analyse de ces protéines a permis I’identification de 11 d’entre elles (Tableau 8).
Ces 11 identifications représentent en fait 8 protéines différentes, car plusieurs spots
contiennent la méme protéine. Les protéines 1 et 11 n’ont pu étre identifiées probablement a
cause de la mauvaise qualit¢ du spectre des masses obtenu pour les peptides issus de la

fragmentation des protéines.
Le génome mitochondrial de la pomme de terre n’est pas séquencé. Ainsi, les peptides

obtenus par digestion des protéines ont été analysés contre la banque d’EST de pomme de

terre et la banque de données généraliste NCBI de manicre a identifier les protéines
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homologues. Sur les huit protéines de pomme de terre interagissant avec la protéine VDAC34
identifiées par spectrométrie de masse, trois sont répertoriées dans les banques de données.
Les cinq autres ont ¢été identifiées par homologie de séquence avec des protéines
d’Arabidopsis thaliana, de Lotus corniculatus et de Glycine max. Ces organismes
appartiennent tous au régne végétal, ils sont donc proches en terme d’évolution de la pomme

de terre. Ainsi, les homologies entre les protéines sont fortes.

L’¢étude de ces protéines nécessite 1’analyse de plusieurs paramétres fournis par la
spectrométriec de masse. Le tableau 8 montre que les résultats sont significatifs puisque
I’indice de confiance est supérieur a 95%. Il est a noter que ’identification d’une protéine est
obtenue avec un niveau de confiance acceptable lorsque deux parameétres sont réunis. Tout
d’abord, il faut au minimum 4 ou 5 peptides issus de la digestion d’une protéine qui s’alignent
avec des peptides issus de la digestion in silico d’une protéine de la banque de données. De
plus, il faut que le pourcentage de recouvrement soit supérieur ou égal a 20%. Pour les
protéines identifiées, 1’identification est slire puisque dans tous les cas plus de 16 peptides
s’alignent sur la séquence protéique et le pourcentage de recouvrement est supérieur a 26%

(tableau 8).

Le deuxi¢me parametre auquel il faut étre attentif est le score. Il faut savoir que la
valeur a partir de laquelle un score est significatif varie en fonction de la base de données
interrogée. Pour la base de données NCBI, le score, pour étre significatif avec 95% de
confiance, doit étre supérieur a 79. Pour les protéines identifiées, le score est dans tous les cas
supérieur a 124 sauf pour la protéine homologue a 1’alanine glyoxylate aminotransferase
d’Arabidopsis thaliana. Ainsi le score est significatif pour toutes les protéines sauf cette

derniére que nous n’allons pas prendre en compte (tableau 8).

Un autre critere pour valider 1’identification des protéines est la concordance des
masses moléculaires théoriques et expérimentales des peptides. Pour les protéines identifiées,
I’identité entre les masses des peptides produits par la digestion des protéines et les masses
des peptides théoriques issus de la digestion in silico des protéines présentes dans les banques
est parfaite (cf Annexes 7 a 13). Les alignements des séquences des protéines et des peptides

obtenus apres digestion trypsique sont présentés dans les Annexes 5 et 6.
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Nom Identififcation o Peptide in vitro/ C Score % R
N° d’accession Peptides in silico Mascot

1 Signal insuffisant

2-10 | Précurseur de la malate déshydrogénase S.t 16/35 >95% 137 26
de 62 kDa
P37221

3 Homologue a sous-unité 1 At 34/42 >95% 341 44
de la succinate déshydrogenase
TC74988

4 Précurseur de 1a malate déshydrogénase S.t 28/35 >95% 305 46
de 59 kDa
P37225

5 Homologue au précurseur L.c 28/45 >95% 304 46
de I’aldéhyde déshydrogénase 1
TC75224

6-7 Sous-unité de 55 kDa S.t 20/33 >95% 247 43
de la NADH déshydrogénase
CAAS58823

8-9 Homologue a I’alanine At 16/31 >95% 74 64
glyoxylate aminotransférase
TC77261

11 Signal insuffisant

12 Homologue a une sous-unité G.m 13/26 >95% 128 30
de ’ATP synthase
TC75489

13 Homologue 2 TOM40-1 At 19/40 >95% 124 36
TC75750

Tableau 8

Identification des protéines par spectrométrie de masse MALDI-TOF

Avec O : organisme, C : indice de confiance, R : recouvrement, A. t: Arabidopsis thaliana, S. t : Solanum tuberosum,
L. t: Lotus corniculatus, G. m : Glycine max
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3.2 Analyse des protéines identifiées par spectrométrie de masse et discussion

3.2.1 Analyse globale

Parmi les protéines identifiées, trois sont des précurseurs de protéines mitochondriales.
Il s’agit des précurseurs de deux isoformes de la malate déshydrogénase de 59 et 62 kDa (N°
d’accession P37225 et P37221 respectivement) et d’une protéine (TC75224) homologue au
précurseur de [’aldéhyde déshydrogénase 1 de Lotus corniculatus (N° d’accession
AAQO72532). Les autres protéines sont une protéine (TC74988) homologue a la sous-unité 1
de la succinate déshydrogénase d’Arabidopsis thaliana (082663), la sous-unité de 55 kDa de
la NADH déshydrogénase (CAAS58823), une protéine (TC75489) homologue a une sous-unité
de ’ATP synthase de Glycine max (N° d’accession S48643), et une protéine (TC75750)
homologue a la porine TOM40-1 d’Arabidopsis thaliana (N° d’accession Q9LHES).

Les protéines VDAC peuvent assurer des fonctions extrémement variées et donc avoir
de multiples partenaires. Ainsi, a partir des données disponibles au laboratoire et de la
littérature, nous avons privilégi¢ ’analyse de certaines protéines suivant leur implication
potentielle dans le transport des ARNt dans les mitochondries. Il s’agit des précurseurs des
deux isoformes de la malate déshydrogeénase, de la protéine homologue au précurseur de
I’aldéhyde déshydrogénase 1 de Lotus corniculatus, de la protéine homologue a la protéine
TOMA40-1 d’Arabidopsis thaliana et de la protéine homologue a une sous-unit¢ de I’ATP

synthase de Glycine max.

3.2.2 Les protéines potentiellement impliquées dans le mécanisme d’importation des

ARNLt au sein des mitochondries végétales

3.2.2.1 Les précurseurs des protéines mitochondriales

Comme écrit ci-dessus, trois précurseurs de protéines mitochondriales ont été
identifiées comme interagissant avec VDAC. 1l s’agit des précurseurs de deux isoformes de la
malate déshydrogénase (59 et 62 kDa) et d’une protéine homologue au précurseur de
I’aldéhyde déshydrogenase 1 de Lotus corniculatus. L’interaction des précurseurs protéiques
avec VDAC permet d’imaginer que ces protéines puisent intervenir dans le mécanisme

d’importation des ARNt. En effet, chez la levure S. cerevisae, le précurseur de la lysyl-ARNt

122



MAIFSNQMRLSSTLLKRLHQRVAAAVNSSSSRNFTTTEGHRPTIVHKRSLDILHDPHFNK

————— b — — — — — — —_————— e ———

_______ ——— e e e e e e e e e e

_______ e e e e e —————————————

Figure 59

Prédiction a 95% de spécificité des acides aminés capables d’interagir avec les ARN sur les séquence
des précurseurs de la malate deshydrogenase de 62 kDa (A), de 59kDa (B) de Solanum tuberosum, et de
la protéine de Solanum tuberosum homologue au précurseur de I’aldehyde dehydrogenase 1 de Lotus
corniculatus (C), d’apres le programme BindN

Les acides aminés potentiellement capables d’interagir avec des ARN sont sur fond rose
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synthétase prend en charge I’ARNt au niveau de la surface mitochondriale et permet sa

translocation a travers les membranes mitochondriales (Tarassov et al., 1995b).

Ainsi, les séquences de ces précurseurs protéiques ont été¢ analysées par le logiciel
BindN (http://bioinfo.ggc.org/bindn/) afin de prédire les acides aminés qui pourraient interagir
avec les ARN (Figure 59). Les deux précurseurs des deux isoformes de la malate
déshydrogénase présentent un motif putatif de liaison a I’ARN au niveau de leur séquence
d’adressage mitochondriale a D’extrémité N-terminale ainsi que des acides aminés
potentiellement importants répartis le long de la séquence. Ces séquences d’adressage sont
généralement riches en résidus chargés positivement et pourraient donc permettre une
interaction avec les ARNt. Pour la protéine homologue au précurseur de 1’aldéhyde
déhydrogénase 1 de Lotus corniculatus, aucun motif putatif de liaison a ’ARN n’est mis
¢vidence. Cependant certains acides aminés sont prédits pour interagir avec les ARN. Ces

protéines pourraient donc interagir avec les ARNt.

Contrairement a la levure, les systémes d’importation des ARNt et des protéines sont
différents chez les plantes. Ainsi les précurseurs des protéines mitochondriales pourraient
amener les ARNt au récepteur de la membrane externe constitué au moins des protéines
TOM20 et TOM40 (Salinas et al., 2006). A ce niveau, les précurseurs seraient transloqués a
travers les membranes mitochondriales via le systéme d’importation des protéines et les ARNt

via VDAC (Salinas et al., 20006).

3.2.2.2 La protéine homologue a TOM40-1 d’Arabidopsis thaliana

Une autre protéine identifiée comme interagissant avec la protéine VDAC est une
protéine homologue a la protéine TOM40-1 d’Arabidopsis thaliana. Chez les plantes, les
protéines TOM40 semblent impliquées avec les protéines TOM20 dans la fixation des ARNt a
la surface des mitochondries de pomme de terre (Salinas et al., 2006). Cependant, des
expériences de gel retard et de northwestern réalisées au laboratoire suggérent que les
protéines TOM20 de pomme de terre ne semblent pas lier directement les ARNt (Salinas et
al., 2006). Les protéines TOM40 pourraient donc avoir un rdle direct dans la fixation des
ARN a la surface des mitochondries de pomme de terre. La séquence de cette protéine a été

soumise au logiciel de prédiction d’interaction des acides aminés avec les ARN BindN
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Figure 60

A Schéma du complexe TOM et des protéines VDAC au sein de la membrane externe mitochondriale
des plantes

B Prédiction a 95% de spécificité des acides aminés capables d’interagir avec les ARN sur la séquence
de la protéine de S. tuberosum homologue a la protéine TOM40-1 d’Arabidopsis thaliana, d’aprés le
programme BindN

Les acides aminés potentiellement capables d’interagir avec des ARN sont encadrés en rose
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(Figure 60). Cette analyse a permis de mettre en évidence plusieurs acides aminés
potentiellement capables d’interagir avec les ARNt. Ainsi, on pourrait imaginer qu’apres
fixation au récepteur, les ARNt pourraient étre transférés a la protéine VDAC grace a leur

interaction avec TOM40-1.

Néanmoins, I’expérience de northwestern, réalisée par L. Delage, avec les protéines de la
membrane externe mitochondriale de pomme de terre avait révélé que seule VDAC
interagissait avec les ARNt (Delage et al., 2003). Bien que ces données semblent a priori
contradictoires, plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cela. Dans
I’expérience de northwestern, les protéines sont d’abord dénaturées lors de leur
fractionnement puis renaturées aprés leur transfert sur membrane. Il est possible que les
conditions utilisées dans notre protocole ne permettent pas une renaturation correcte de la
protéine TOM40-1 et de ce fait, I’interaction avec I’ ARNt est impossible. D’autre part, lors de
I’analyse par northwestern, la quantit¢ de protéine TOM40-1 présente dans l’extrait de
membrane externe est trés faible, ainsi aucune interaction avec les ARNt ne sera visible par

cette approche.

3.2.2.3 La protéine homologue a une sous-unité de I’ATP synthase de Glycine max

L’une des protéines identifiées comme interagissant avec la protéine VDAC est
une protéine homologue a une sous-unité de I’ATP synthase de Glycine max. Cette sous-unité
de Glycine max est homologue a la sous-unité & de I’ATP synthase de bovin (N° d’accession
CAA34885) (Smith et al., 1994). L’ ATP synthase est constitué¢e de deux parties (Figure 61) :
F1 et FO. FO est constitué¢ des sous-unités a et b et permet le passage des protons a travers le

complexe. F1 est constitué¢ des sous-unités a, p, v, 0, € et permet la production d’ATP.

L’interaction de cette protéine avec VDAC suggére que ces protéines soient
relativement proches. Or I’ATP synthase est localisée dans la membrane interne et la sous-
unité O est située du co6té matriciel. Ainsi, si ces deux protéines interagissent, il semble que la
sous-unité O ait une autre localisation que celle du complexe V. En effet, il a été décrit que

cette sous-unité peut-étre localisée en dehors du complexe V (Monticello & Brusilow, 1994).
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Figure 61

A Schéma de ’ATP synthase dans la membrane interne mitochondriale

B Prédiction a 95% de spécificité des acides aminés capables d’interagir avec les ARN sur la
séquence de la protéine de Solanum tuberosum homologue une sous-unité de ’ATP synthase de
Glycine max, d’aprés le programme BindN

Les acides aminés potentiellement capables d’interagir avec des ARN sont encadrés en rose
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La séquence de cette protéine a été soumise au logiciel BindN qui prédit les acides
aminés pouvant potentiellement interagir avec les ARN. Cette analyse a mis en évidence
plusieurs acides aminés répartis le long de la séquence capables d’interagir avec les ARN
(Figure 61). Ainsi, la protéine pourrait interagir avec les ARN. Cette sous-unité est impliquée
dans le maintien de la liaison entre FO et F1, dans la régulation de FO en activant le transport
des protons et dans la transmission d’énergie entre FO et F1. Elle est donc cruciale pour la
synthése d’ATP et pourrait fournir avec d’autres protéines 1’énergie nécessaire aux transport
d’ARNt. De manicre intéressante, il avait ét¢ démontré au laboratoire que la sous-unité y de
I’ATP synthase pouvait interagir avec les ARNt. Cette sous-unité est impliquée dans le
transport des protons. Ainsi, on pourrait imaginer que ces deux sous-unités forment avec
d’autres protéines un complexe permettant de fournir I’énergie nécessaire au transport des

ARNTL.

En effet, des expériences d’importation in vitro réalisées au laboratoire avaient montré
que la fixation des ARNt au niveau de la surface mitochondriale était ATP dépendante. Le
role de cet ATP reste a cette heure inconnu, mais nous pouvons supposer que la fixation et le
passage a travers les membranes mitochondriales des ARNt nécessitent une dénaturation au
moins partielle de sa structure en «L» qui nécessiterait 1’hydrolyse de I’ATP. Ceci pourrait

donc se faire par I’action d’un complexe renfermant cette sous-unité de I’ATP synthase.

Ces résultats sont confortés par ceux obtenus chez Leishmania. En effet, des protéines
homologues aux sous-unités du complexe III et du complexe V de la chaine respiratoire sont
impliquées dans I’importation des ARNt au sein des mitochondries. En particulier, RIC1 a été
identifi¢ comme 1’homologue de la sous-unité o de ’ATP synthase (Goswami & Adhya,
2006). Cette protéine, nommeée par la suite RIC1/Fla, est capable d’étre active au niveau du
complexe RIC mais également au niveau du complexe V. Elle permet la production d’ATP

nécessaire au transport des ARNt dans la matrice mitochondriale.

Ainsi, ’implication des deux sous-unités de ’ATP synthase dans le transport des

ARNt est tout a fait plausible.

125



Précurseur protéique

' Complexe TOM Cytosol

Complexe TIM

; Matrice

Figure 62
Modé¢le d’importation des ARNt dans les mitochondries de plantes
aaRS: aminoacyl-ARNt synthétase
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4 Modéle proposé

Au vu des résultats présentés ci-dessus, un modele peut étre proposé pour le
mécanisme d’importation des ARNt a travers les membranes mitochondriales végétales

(Figure 62).

Les ARNt cytosoliques sont synthétisés dans le noyau, exportés dans le cytosol puis
adressés vers la mitochondrie. La théorie du « channeling » stipule que les ARNt ne sont
jamais libres dans la cellule mais toujours associés a une protéine (Negrutskii & Deutscher,
1991; Negrutskii & El'skaia, 2001). Cette étape pourrait étre responsable de la spécificité de
I’importation des ARNt. Les aminoacyl-ARNt-synthétases sont des candidates principales
pour exercer la sélectivité car d’une part ce sont les seules protéines capables de différencier
entre différents ARNt et d’autre part il a été montré in vivo qu’il existe une corrélation entre
aminoacylation et importation. Néanmoins on ne peut exclure que d’autres protéines

. . , . . . 1
interviennent dans ce mécanisme. En effet, bien que les trois ARNt?Y

cytosoliques sont
reconnus par la méme glycyl-ARNt synthétase, ils sont différentiellement importés dans les
mitochondries de pomme de terre (Brubacher-Kauffmann et al., 1999). Ainsi, on pourrait
imaginer que les précurseurs des protéines mitochondriales amenent les ARNt au récepteur de
la membrane externe constitué au moins des protéines TOM20 et TOM40. A ce niveau, les
précurseurs protéiques seraient transloqués a travers les deux membranes mitochondriales via
le systétme d’importation des protéines constitué des complexes TOM et TIM et les ARNt
seraient transférés grace a TOM40-1 a la protéine VDAC qui leur permettra de traverser la
membrane externe. Le passage a travers la membrane interne est a ’heure actuelle encore
inconnu. Les sous-unités O et y de ’ATP synthase pourraient fournir avec d’autres protéines

I’énergie nécessaire a la translocation des ARNt a travers les deux membranes

mitochondriales.
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5 Conclusion

La recherche de partenaires de la protéine VDAC dans le mécanisme d’importation
des ARNt a mis en évidence plusieurs candidats. Les protéines VDAC étant impliquées dans
de nombreux processus cellulaires, nous avons retenu notre attention sur 5 protéines pouvant
potentiellement intervenir dans le mécanisme d’importation des ARNt au sein des
mitochondries de pomme de terre : les précurseurs des protéines mitochondriales, la protéine
homologue a la protéine TOM40-1 d’Arabidopsis thaliana et la protéine homologue a une
sous-unit¢ de I’ATP synthase de Glycine max. Ces protéines possedent des acides aminés
pouvant potentiellement interagir avec les ARN. Ainsi, ces protéines pourraient étre impliqués

dans le transport des ARNt.

Des expériences de split ubiquitine ont été entreprises pour confirmer 1’interaction
entre les protéines VDAC et TOM40-1. De plus, des études d’interaction entre les protéines
TOMA40-1 surexprimées et les ARNt seront a réaliser par northwestern et gel retard afin de
vérifier si ces protéines sont capables ou non d’interagir avec les ARNt. L’interaction des
autres protéines avec VDAC devra étre validée par des approches de type split ubiquitine dans
un premier temps. Si I’interaction est confirmée, une analyse par northwestern et gel retard de
I’interaction des protéines surexprimées et purifiées avec les ARNt pourra étre entreprise.
Enfin, le role de ces protéines dans le mécanisme d’importation in vivo des ARNt pourraient

étre validée par ’inhibition de I’expression de ces protéines ou de leur activité.

Bien que cette technique nous a permis d’identifier les partenaires de VDAC, elle
présente cependant certaines limitations (Ong & Pandey, 2001; Lopez, 2007):
-la résolution des gels qui souvent ne permet pas de détecter et/ou d’identifier toutes les
protéines présentes dans un échantillon (Gygi & Aebersold, 2000).
-la limite de détection des protéines est de 1ng : ainsi les protéines minoritaires ne seront pas
visibles sur un gel 2D.
-la visualisation des protéines de points isoélectriques (pl) et de poids moléculaires (PM)
extrémes : les gels que nous avons utilisés permettent de séparer les protéines entre des pl de
3-11 et des PM 20-170 kDa. De ce fait, il est difficile de détecter les protéines n’ayant pas ces

caractéristiques.
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Ainsi, d’autres partenaires de VDAC pourraient exister et ne pas étre mis en évidence
par cette technique. Pour les identifier, 1’approche de type split ubiquitin peut étre envisagée

en utilisant la protéine VDAC comme appat dirigée contre une banque de protéine.
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Etude de la sélectivité dans le
transport des ARNt dans les

mitochondries vegétales
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Figure 63 :
Problématique de la spécificité d’ importation des ARNt au sein des mitochondries
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1 Préambule

Les mécanismes d’importation des ARNt dans les mitochondries sont hautement
spécifiques. Ceci suppose qu’il existe un mécanisme permettant de discriminer 1’ARNt
importé de celui qui ne I’est pas. De plus, pour les ARNt qui sont retrouvés au sein de
I’organelle, leur niveau de présence peut €tre variable. I1 semble donc qu’il existe des
mécanismes de régulation permettant d’ajuster le taux d’ARNt importés au sein des
mitochondries. Chez la levure S. cerevisiae, seul 2-3% de I’ARNt"*“"Y cytosolique est
importé au sein des mitochondries (Entelis et al., 1996). Cet ARNt devient pourtant essentiel
pour la synthese protéique en décodant le codon rare AAG lors de stress thermique. En effet,
a4 37°C la premiére base de I’anticodon de I’ ARNt"*""Y| codé par le génome mitochondrial,
n’est pas modifiée. Ainsi, cet ARNt ne peut plus décoder le codon AAG. Trois composants du

Lys(CUU)

systeme d’ubiquitination vont alors interagir avec I’ARNt cytosolique pour moduler son

transport au sein des mitochondries et permettre le décodage du codon AAG. Ce lien

fonctionnel entre I’importation de 1’ ARN{"Y*"Y

et I’ubiquitination montre pour la premiére
fois que I’'importation des ARNt au sein des mitochondries est soumise a un mécanismes de

régulation (Brandina et al., 2007).

Actuellement, hormis quelques expériences de transgene avec des genes d’ARNt mutés
mettant en évidence des déterminants ou des anti-déterminants (cf paragraphe II.3 de
I’Introduction) aucune autre donnée n’existe pour expliquer comment se fait la spécificité

d’importation.

La sélectivité de I’importation des ARNt dans les mitochondries peut se faire a plusieurs
niveaux (qui ne sont pas exclusifs) (Figure 63) : lors de I’adressage a la surface des
mitochondries, lors de la translocation a travers chacune des deux membranes, ou par le biais

d’une dégradation préférentielle a I’intérieur de la mitochondrie.

En effet, une premiere possibilité pour la sélection des ARNt importés est qu’elle se
fasse au moment de leur acheminement jusqu’a la surface mitochondriale. La théorie du
« channeling » stipule que les ARNt ne sont pas libres dans le cytosol mais qu’ils seraient
toujours associés a d’autres molécules (Negrutskii & Deutscher, 1991; Negrutskii & El'skaia,

2001). Parmi les différentes protéines interagissant avec les ARNt au cours de la traduction
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Schéma de ’approche développée pour quantifier les ARNt présents dans les sous-compartiments

mitochondriaux.

Les quantités d’ARNt extraits de chaque sous-compartiment est noté en rouge.

Avec T : total, M : mitochondrie, ME : membrane externe, MI : membrane interne, EIM : espace inter-membranaire,

MAT : matrice
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cytosolique, les aminoacyl-ARNt synthétases sont les seules a reconnaitre spécifiquement les
différents ARNt isoaccepteurs. Ce sont donc de bons candidats pour acheminer les ARNt
depuis le noyau jusqu’a la mitochondrie et exercer une sélectivité au niveau de 1’importation.
D’autant plus, qu'une reconnaissance par 1’aminoacyl-ARNt synthétase appropriée semble
nécessaire pour I’'importation in vivo chez les végétaux (Delage et al., 2003). Néanmoins, on
ne peut pas exclure la participation d’autres protéines comme cela a été démontré pour
I’énolase chez S. cerevisiae (Entelis et al., 2006) ou le facteur d’élongation EF-1a chez les

T. brucei (Bouzaidi-Tiali et al., 2007).

Les membranes mitochondriales pourraient étre un moyen d’exercer la sélectivité lors
du mécanisme d’importation des ARNt. A ce niveau la protéine VDAC est impliquée dans le
transport des ARNt et de I’ADN (Koulintchenko et al., 2003; Salinas et al., 2006; Weber-
Lotfi et al., 2009). Néanmoins, cette protéine peut interagir avec des ARNt qu’ils soient
importés ou non (Delage et al., 2003) et avec n’importe quel type d’acide nucléique (cf
paragraphe 1.5 des Résultats et Discussion). Ainsi, cette protéine n’est pas directement
impliquée dans la sélectivité de I’importation des ARNt dans les mitochondries végétales. 11
est donc possible que d’autres protéines interviennent a ce niveau pour sélectionner les ARNt

importés.

La derniere possibilité pour expliquer la sélectivité du mécanisme d’importation des
ARNT au sein des mitochondries serait que 1’ensemble des ARNt cytosoliques puissent entrer
dans la mitochondrie. En effet, comme les ARNt ayant la méme séquence sont importés dans
les mitochondries de certaines plantes et pas dans d’autres, il est possible qu’il existe une
régulation a l’intérieur de l’organelle de telle sorte a, d’une part, utiliser les ARNt
cytosoliques nécessaires a la machinerie traductionnelle mitochondriale et, d’autre part, a

dégrader les ARNt cytosoliques non utilisés.

A partir de ces hypothéses, nous avons recherché a quel niveau se faisait la sélectivité
lors du transport des ARNt au sein des mitochondries végétales. Afin de répondre a cette
question, une nouvelle approche a été développée (figure 64). En effet, les mitochondries de
tubercules de pomme de terre ont été fractionnées de telle maniere a préparer des extraits de
membranes externe et interne, de matrice et d’espace inter-membranaire. Ensuite, les ARNt

présents dans ces sous-compartiments ont été extraits et purifiés pour étre quantifié€s. Pour se
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Figure 65
Choix des ARNt et ARNr étudiés par PCR quantitative
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faire les ARNt ont été rétro-transcrits et les ADNc produits ont été utilisés pour des

expériences de PCR quantitative.

2 Mise au point des conditions pour la quantification des ARNt par PCR

quantitative

2.1 Préparation des extraits mitochondriaux

Les extraits mitochondriaux sont préparés a partir des mitochondries de pomme de
terre. Ces protocoles sont classiquement utilisés au laboratoire et permettent d’avoir des
extraits hautement purifiés. Le principal probléme auquel nous nous sommes confrontés est la
préparation de membrane externe. En effet, notre travail a été limité par les 40 ng d’ARNt
extrait a partir des 20 ug équivalent protéine de membranes externes obtenues. Il faut savoir
que ces 20 ug équivalent protéine de membranes externe ont été extraits a partir de 100 mg

équivalent protéine de mitochondries de pomme de terre (Figure 64).

Il est a noter que I’extrait de membrane interne renferme une petite proportion de
membrane externe localisée au niveau des points d’ancrage entre les deux membranes. Ainsi,
nous allons comparer les quantifications obtenues pour ces deux extraits afin de vérifier qu’il

n’y ait pas de biais pour I’analyse de 1’extrait de membrane interne.

Afin d’éliminer tout contaminant de chaque extrait nous avons fractionné les ARNt sur
gel (figure 64), puis nous les avons ¢élués. La qualité des ARNt est vérifiée a chaque étape sur

gel et par mesure spectrophotométrique.

2.2 Choix des ARNt analysés

Pour cette étude nous avons décidé d’analyser onze ARNt. Le choix de ces ARNt a été
réalisé suivant leur présence ou leur absence dans les mitochondries de pomme de terre
d’apres 1’analyse des northern blot réalisés au laboratoire. Ainsi, comme le montre la Figure

65, nous avons choisi 5 ARNt cytosoliques présents dans les mitochondries de pomme de
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Matrice Amorce sens Amorce anti-sens
ARNtAR GGGGATGTAGCTCATATGG CCTGGTGGAGATGCAGGG
ARNEMCCO) | GCGCATCTGGTGTAGTGGTATC GCGCATCCAGGGTCGAACCCT
ARN{E(GCO GCACCAGTGGTCTAGTGGTAG GCACCAGCCGGAATCGAACCCG
ARN{EUCO) GCGTCTGTAGTCCAACGGTTA TGCGTCTGCCGGAGTCGAA
ARN{Met-e GGGGTGGTGGCGCAGTTGGCTA GGGGTGGTGGCGCAGTTGGCTA
ARN{Phe GCGGGGATAGCTCAGTTGGGA TGCGGTCAGCGTGGATCGAAC
ARNtPr CGAGGTGTAGCGCAGTCTGG CAAGGTGACAGGATTCGAACCT
ARN(tTr GCTTTCATAGCTCAGTTGGTTA TGCTTTCATTGAGAGTTGAACT
ARNtTY GGCTGGATGGCCTAAGCTTGG GGCTGGAATCGAGTCAACCATC
LARNDT CCCTCTCCGTCCTAAGCTTGG CCCTCTCACGGCTCACCAG
ARN{Val(CAC) GTCTGGGTGGTGTAGTCGGTT TGTCTGAGCCCGGGTTCGAAC
ARNr 58 GACTCTCGGCAACGGATATC GCAATTCACACCAAGTATCGC
LARNr 58 ACCGGGCACTACGGTGAGAC CATATGGCGCAAGACGATTC
Tableau 9

Couples d’amorces spécifiques des ARNt testés par PCR quantitative
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terre (ARNt*?, ARNtYVO ARNtEY(CCO - ARNtVHEAO ot ARNE™), 5 ARNt cytosoliques
qui ne sont pas retrouvés dans les mitochondries de pomme de terre (ARNt®Y(CC9 ARNt Mete,
ARNt™ ARNt"™ et ,ARNt™"), un ARNt codé par le génome mitochondrial et exprimé dans
les mitochondries (mARNt"™") et les ARN ribosomiques 5S cytosolique et mitochondrial

(.ARNT 5S et nARNTF 5S).

2.3 Choix des amorces

Dans la mise au point de la réaction PCR quantitative, le choix des amorces est
crucial. Elles vont avoir un double rdle : en s'hybridant a I'ADN matrice, elles délimitent la
région d’ADN a amplifier et avec leur extrémité 3' OH libre servir d’amorce pour I’ADN
polymérase. Pour faciliter le choix des séquences des deux amorces, des logiciels d’analyse de
séquences permettent de vérifier les points suivants :

-des températures de fusion comparables. Les oligonucléotides amorces doivent s’hybrider a
I'ADN matrice dans les mémes conditions de température

-les séquences des deux amorces du méme couple doivent présenter le maximum de
divergences et plus particuliérement a I'extrémité 3', afin d'éviter leur hybridation

-les séquences ne doivent pas contenir de séquences répétées inversées afin d’éviter les

repliements intramoléculaires.

Dans un premier temps, nous avons utilisé le site « Universal Probe Library » de
Roche Applied Science (https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html)
congu pour la conception d’amorces pour la PCR quantitative. Ce site permet de déterminer
les séquences des amorces a utiliser pour I’amplification d’une séquence donnée en
minimisant les effets de structure et les amplifications aspécifiques. Cependant ce logiciel
n’est pas adapté aux petites séquences nucléotidiques comme les ARNt et produisait des
amorces qui s hybridaient entre elles. Ainsi, nous avons dessiné les amorces a partir des

séquences des ARNt.

Une fois les amorces dessinées (Tableau 9), les expériences préliminaires consistaient
a tester pour chaque ARNt le couple d’amorce dessiné. Chaque couple devait ne pas produire
de dimeres d’amorces c'est-a-dire que les deux amorces ne devaient pas s hybrider entre elles.

De plus, il devait produire une courbe de fusion correcte traduisant une hybridation spécifique

132



Courbes d’amplification Courbes de fusion

I -d(IF)/dT
4500 [P o 100k y e
4000 900 1 =
3500 sl i P i s ||l | | 800 /1 \
3000 alia 700 1‘ \\
2500 |BEIT Wee 600 == 11
2000 / 500 7|
1500 400 7
1000 ool Sl 300 Vi A
500 | = 200 v, Bt il
E 100 A i
5 10 15 20 25 30 35 4(? BE 10 15 20 25 30 35 >
I Cycles -d(IF)/dT T°C
5o‘¥ o N
40 14 50 ,A] / [ A A
3"% ot iAo TS BAREA B
ol DA I T
— A 10 Z\W AN VTR AT YA
N L = N 0 [ N Y R LA T T O 7R
1 X : \ VAU < -IO%JVL" A ATV VTUWE T/ VY TY
A y 20|/ a4 | \ v
20( / \ 300 ] L/ v
30/ _d Aot d
5 10 15 20 25 30 35 > 55 60 65 70 75 30 85 90 >
Cycle T°C
IF .
-d(IE/dT
5500 = A i
2088 777777 VY 4 1000 %"\I
5 77— m
4000 Vil 500 i A
3500 7. 800 |
3(5)88 | / 700
2000 Foo /4 600 P 4
1500 i 400 s |
1000 Y/ 00 Ao B\ | [ |
500 | 7 0 L il N G
5 10 1 20 2/ 0 > Y >
5 5 3 35 55 60 65 0075 80 85 90 .
IF Cycles _qqryqar
450& 1400A = N
4000 i B |
00 120 A
» 2 1000 T
3000 800 [ =
2500 600 A\
2000 400 RN \\k\
1500 7 /- 200 Vs a1
1000 i Ol —tf \__
: - 200 M—_ EiEe
5 10 15 20 25 - 30 35 4(’ 55 60 65 70 75 80 85 90 >
300(1)FA ‘ el 4-5d e -
400
2500 350 I
/ / 300 /AN
2000 /. 250 /|
/ // 200 N LLSAN LAY ‘
1500 150 / /ﬁ X Y |
/ 100} [ YU I
1000 50 4 »1;/\/ Bl ‘@
0| / / N
500 s s0p WL M o
. -100F N /M
/ 150V
5 10 15 20 25 30 > S0 6 0 53 o0 o>
Figure 66 Cycles e

Test des amorces par PCR sur ’extrait d’ARNt total
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des amorces a I’ADNc. Enfin, il devait permettre une amplification correcte de I’ADNc au
cours de la PCR. Cette amplification devait étre reproductible entre les trois triplicats
techniques réalisés sur chaque plaque de gPCR.

Comme le montre la Figure 66A;, les amorces testées pour I’ ARNt9(€C©)

permettent
une amplification correcte. De plus, la courbe de fusion montre que les amorces sont
spécifiques. Ces amorces ont été soumises sans matrice a une amplification par PCR
quantitative (Figure 66A;). Nous pouvons voir 1’absence d’amplification et de courbe de
fusion. En effet, les signaux obtenus correspondent aux bruits de fond. Le méme résultat a été
obtenu pour les amorces des ARNtYCCO ARNtOYUCO  ARNtVHCAO ot les ARNr 5S
cytosolique et mitochondrial.

s Al
Les amorces dessinées pour I’ARNt™

produisent une courbe de fusion correcte
montrant quelles sont spécifiques. De plus, elles permettent une amplification correcte de
I’ADNc. Cependant, en absence de matrice, nous pouvons voir une amplification et une
courbe de fusion (Figure 66B;). Ceci montre que les amorces s’hybrident produisant des

diméres d’amorces. Il en est de méme pour les ARNt™, ARNt™, , ARNt™" et ARNt™".

Enfin, pour ’ARNtY*"*, les amorces ne sont pas spécifiques. En effet comme le
montre la figure 66C nous n’obtenons pas une courbe de fusion correcte. Il en est de méme

pour ’ARNt™,

Les ARNt sont constitués d’uniquement 75 nucléotides, aussi les possibilités pour
dessiner des amorces sont relativement limitées. Ainsi, les expériences de mise au point pour
la PCR quantitative nous ont conduits a étudier quatre ARNt. Nous avons étudié les
ARNtVHCAD) ot ARNIOYUC) importés et présents dans les mitochondries, I’ ARNt9Y €9 qui
est importé dans les mitochondries mais beaucoup moins que les deux premiers et
I’ ARNt™EC) qui n’est pas importé dans les mitochondries (Brubacher-Kauffmann et al.,
1999). D’ailleurs cette étude permettra de mieux comprendre comment les trois ARNt®Y
cytosoliques, qui sont reconnus par la méme aminoacyl-ARNt-synthétase, ne sont pas

retrouvés de facon équivalente dans les mitochondries. Enfin, nous avons étudié¢ les ARNr 5S

cytosolique et mitochondrial qui nous serviront a estimer la contamination de nos extraits.
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ARNt Amorce sens Amorce anti-sens Efficacité
ARN{CIY(CCO) GCGCATCTGGTGTAGTGGTATC GCGCATCCAGGGTCGAACCCT 1,78
ARN{GI¥(GCC) GCACCAGTGGTCTAGTGGTAG GCACCAGCCGGAATCGAACCCG 2,17
ARN{GI(UCC) GCGTCTGTAGTCCAACGGTTA TGCGTCTGCCGGAGTCGAA 1,86
ARN{Val(CAC) GTCTGGGTGGTGTAGTCGGTT TGTCTGAGCCCGGGTTCGAAC 2,01

ARNr 58 GACTCTCGGCAACGGATATC GCAATTCACACCAAGTATCGC 1,98
LARNr 58 ACCGGGCACTACGGTGAGAC CATATGGCGCAAGACGATTC 2,02
Tableau 10

Efficacité des couples d’amorces utilisés pour la PCR quantitative

ARNt Ct(tot)
ARN{C(CCO) 23,59
ARN{G(GCO) 23,84
ARN{G(UCO) 15,06
ARN{Val(CAC) 19,45

ARNT 58 20,54

_ARNr 58 20,66

Tableau 11

Ct obtenu pour I’extrait total pour les ARNt et les ARNr étudiés par PCR quantitative
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2.4 Efficacité de la PCR

Il est important de connaitre l'efficacité E de la PCR. En effet, ce paramétre entre
directement dans le calcul des quantités d’ADN présent dans les échantillons. Pour calculer
I’efficacité des amorces choisies, on effectue une PCR en temps réel sur des échantillons de
dilution croissante pour obtenir une courbe étalon correspondant au couple d'amorce utilisé.
Les Ct obtenus pour chaque dilution sont placés sur un graphique et 1'équation de la
régression linéaire passant par ces points donne 1'efficacité. Les efficacités mesurées par cette
méthode varient entre 1,78 et 2,17 selon le couple d’amorce utilisé (Tableau 10). Aucune

variation significative n’a été observée d’une expérience a I’autre.

2.5 Correction des données en fonction du niveau d’expression des génes

Les analyses par PCR quantitative nécessitent de définir une référence permettant la
normalisation des résultats obtenus afin de s’affranchir des variations pouvant étre observées
entre les différentes préparations d’ARNt. Des extraits d’ ARNt totaux ont été préparés a partir
de tubercules de pomme de terre. Ils vont servir de référence pour les expériences. Afin de
limiter au maximum les corrections des données obtenues pour les différents ARNt testés, les
quantités initiales d’ ARNt utilisées ont ét¢ ajustées de telle sorte que pour chaque expérience,

10 ng d’ARN soit présente dans les différents échantillons.

Afin de mettre en évidence les pools d’ARNt présents dans chaque compartiment
mitochondrial, il est nécessaire de rapporter la quantité de cet ARN présent dans les fractions
mitochondriales a son niveau d’expression dans la fraction totale. En effet, plus un ARN est
exprimé dans la cellule et plus il sera retrouvé en quantité importante dans les fractions
mitochondriales. Nous avons donc déterminé, pour chaque ARNt analysé, le rapport entre la
quantité initiale d’ARN présente dans les différents compartiments mitochondriaux (No(x)) et
la quantité initiale d’ARNt présente dans la fraction totale (No(tot)) par I’intermédiaire de la

formule suivante :

No(x) _ E (Ctton-Cix))
No(tOt)
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Figure 67

Quantification des ARNr 5S cytosoliques et mitochondriaux au sein des différents sous-
compartiments mitochondriaux.

Le rapport N,(extrait)/N,, (tot) a été calculé a partir des résultats de qRT-PCR. Ce rapport
correspond a la quantité d’ ARNr présents dans les extraits mitochondriaux rapporté au niveau
d’expression du gene dans les fractions totales (N(tot)).

En bleu est représenté I’ ARNr 58S, en rouge I’ ARNr 58S.

Avec M : mitochondrie, ME : membrane externe, MI : membrane interne, EIM : espace inter-membranaire, MAT :
matrice
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3 Analyse des résultats et discussion

Les Ct que nous avons obtenus sont compris entre 14 et 31 (Tableau 11). Pour chaque
ARN, les valeurs sont reproductibles entre les trois amplifications réalisées a partir du méme
lot de transcription inverse, et entre les trois lots de transcription inverse. Les quantifications

réalisées sont présentées sous forme d’histogrammes.
Les quantifications sont corrélées avec les résultats obtenus en northern blot

Comme le montre la figure 67, nous retrouvons I’ ARNr 5S dans les mitochondries
ainsi que dans les compartiments membrane interne et matrice. Cet ARNr n’est pas retrouveé
dans les extraits de membrane externe. Par contre, il est faiblement retrouvé dans 1’espace
inter-membranaire. La présence de cet ARNr dans cet extrait t¢émoigne d’une contamination
de notre extrait par la matrice mitochondriale ou la membrane interne. Ainsi, nous n’allons
pas tenir compte de cet extrait. L’ ARNr 5S n’est pas retrouvé a lintérieur de la
mitochondrie. En effet, il n’est retrouvé que dans I’extrait total. Ces résultats sont donc en
adéquation avec la localisation cellulaire de ces deux ARNT.

Les histogrammes (Figure 68) montrent que 1’ ARNt“Y(¢C©

I’extrait matriciel contrairement aux ARNtGMCCC), ARNYUCO ot ARNtVAHCAO  De lus,
p
Gly(CCC)

n’est pas retrouvé dans
I’ ARNt®UCO) est présent en quantité plus importante que 1’ARNt . Ces résultats
concordent donc avec les expériences réalisées par northern blot chez les mitochondries de
pomme de terre (Brubacher-Kauffmann et al., 1999). De plus, les ratios des extraits
mitochondriaux par rapport aux extraits totaux calculés par northern blot pour les trois
ARNt®Y et pour I':ARNTr 5S (0,7 pour I’ ARNt“YYC9) 0.2 pour I’ ARNtY O, 0,03 pour I
ARNtECO) 1 0,02 pour I’;ARNr 5S) (Brubacher-Kauffmann et al., 1999) sont équivalents a
ceux trouvés par PCR quantitative (0,7 pour PARN{YUCO 3 pour P ARNtYCCO 0 02
pour I’ ARNtY(CC) et 0,04 pour I’ ARNTr 58).

Ainsi, les conditions sont optimales pour une exploitation des données concernant les

extraits membranaires.
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Figure 68

Répartition différentielle des ARNt au sein des différents sous-compartiments
mitochondriaux.

Le rapport N,(extrait)/N,(tot) a été calculé a partir des résultats de qRT-PCR. Ce rapport
correspond a la quantité d’ ARNt présents dans les fractions mitochondriales rapporté au
niveau d’expression du gene dans les fractions totales (N (tot)).

En rose est représenté I’ ARNtOY(CCO)en brun I’ ARNtSYGCO en jaune I’ ARNtEYUCO),
en vert P ARNtY2(CAO et en bleu I’ ARNTr 5S.

Avec M : mitochondrie, ME : membrane externe, MI : membrane interne, EIM : espace inter-
membranaire, MAT : matrice
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Il n’y pas d’enrichissement en ARNt au niveau de la membrane externe (Figure 68)

Les quantifications réalisées sur I’extrait membrane externe ne montrent pas la
présence d’ARNt. En effet, les signaux obtenus ne semblent pas étre significatif. Il semble

donc qu’il n’y ait pas d’enrichissement en ARNt qu’il soit importé ou non.

Plusieurs explications peuvent étre proposées. Tout d’abord, il est possible que
certains ARNt ne soient pas adressés vers la surface mitochondriale comme par exemple
I’ ARNt™ECO D autres ARNt pourraient arriver a la surface mitochondriale et traverser la
membrane externe via les pores VDAC sans subir aucune restriction, comme pour les
ARNtECECO ARNVHCAD) of ARNtYUCC) En effet, la membrane externe est composée de
50% de protéines VDAC. C’est une membrane trés perméable, ainsi les ARNt pourraient
traverser la membrane externe sans difficulté. De plus, il est possible que la présence des
ARNt soit extrémement transitoire a ce niveau et donc sans fixation covalente des ARNt
aucune détection ne pourra étre réalisée. Enfin, on ne peut pas exclure que nos conditions
d’extraction des ARNt ne permettent pas de conserver les ARNt a la surface des membranes

externes.

Les ARNt sont présents a des taux différents au niveau de la membrane interne (Figure

68)

Les quantifications obtenues pour la membrane interne montrent que I’ ARNt9Y(“C©)

est présent en quantit¢ deux fois plus importante que 1’ARNtVC©)

Val(CAC)

et quatre fois plus

importante que I’ARNt alors que ces deux derniers ARNt sont deux voire trois fois

plus présents dans I’extrait matriciel. L’ ARNt9Y(¢¢©)

a donc un comportement différent des
deux autres ARNt. Nous pourrions imaginer que I’importation de cet ARNt soit freinée par
des mécanismes de régulation au niveau de cette membrane d’ou son enrichissement. Par
contre, comme les ARNtYVUCO et ARNt VA9 sont plus importés dans la mitochondrie,
alors ils pourraient traverser plus vite la membrane interne et donc ils seraient moins retrouvés

au niveau de la membrane interne.
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Figure 69

Répartition différentielle des ARNt au sein des différents sous-compartiments
mitochondriaux.

Le rapport N, (extrait)/N,(tot) a été calculé a partir des résultats de qRT-PCR. Ce rapport
correspond a la quantité d’ ARNt présents dans les fractions mitochondriales rapporté au
niveau d’expression du gene dans les fractions totales (N (tot)).

En rouge est représenté 1’extrait mitochondrial, en violet I’extrait membrane externe, en
mauve |’extrait membrane interne, en bleu 1’espace inter-membranaire et en vert 1’extrait

matriciel.
Avec M : mitochondrie, ME : membrane externe, MI : membrane interne, EIM : espace inter-
membranaire, MAT : matrice
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Néanmoins, on ne peut pas exclure que les ARNt quantifiés soient accrochés a la face
matricielle de la membrane interne. En effet, comme les taux d’ARNt présents dans 1’extrait
d’espace inter-membranaire sont faibles, il est possible que les ARNt ne soient pas enrichis au
niveau de la face de la membrane interne orientée vers 1’espace inter-membranaire mais
plutdt au niveau de la face matricielle. Ainsi, comme la traduction mitochondriale est
intimement liée a la membrane interne, on pourrait envisager que ces ARNt participent a la
synthése protéique alors que les ARNt retrouvés dans la matrice mitochondriale assureraient

d’autres fonctions.

Suivi du comportement des ARNt tout au long des sous-compartiments mitochondriaux

(Figure 69)

L’analyse des histogrammes obtenus pour les ARNt retrouvés dans la mitochondrie
montre qu’ils ne semblent pas freinés lors de leur translocation a travers les deux membranes
mitochondriales mai au contraire qu’ils soient importés rapidement et massivement. D’ailleurs
a partir des Ct obtenus dans 1’extrait total, nous avons pu estimer que I ARNt“Y VO o5t 16

fois plus présent dans I’extrait total que I’ ARNt"*(CAC)

et 500 fois plus présent que les deux
autres ARNt“Y. Ainsi, on pourrait imaginer qu’il y ait une forte présence de cet ARNt dans le
cytosol qui pourrait permettre une importation massive et rapide de cet ARNt a travers les

deux membranes mitochondriales et donc un fort taux dans la matrice mitochondriale.

Par contre, I’ARNt™“““) qui n’est pas retrouvé dans la mitochondrie, n’est pas
enrichi a la surface des mitochondries. Il semble donc que cet ARNt soit confronté a une

barriére a ce niveau. Inversement, I’ ARNt“Y(€¢©)

est présent dans ’extrait total au méme taux
que I’ ARNtY O non importé et comme aucun enrichissement n’est retrouvé a la surface de
la mitochondrie, il semble qu’au niveau de la membrane externe mitochondriale

1" ARNt“Y(€CO) goit sélectionné pour étre importé.
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Figure 70

Modzéle proposé pour expliquer la sélectivité du processus d’importation des ARNt
au sein des mitochondries végétales
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6 Conclusion

Chez les plantes supérieures, le nombre et I’identit¢ des ARNt cytosoliques importés
dans les mitochondries varient d’une plante a [’autre. Une des questions qui se pose est de
comprendre comment se fait cette sélectivité d’importation. Cette question est
particulierement importante chez les plantes car le processus de sélection est hautement fin et
surtout car des ARNt ayant une méme séquence sont importés dans les mitochondries de

certaines plantes et pas dans d’autres.

Nos hypothéses de départ suggéraient que la sélectivité puisse se faire a trois niveaux
qui ne sont pas exclusifs : au moment de 1’adressage des ARNt a la surface des mitochondries,
lors de leur translocation a travers les deux membranes mitochondriales, lors d’une
dégradation préférentielle de certains ARNt apres I’importation non sélective de tous les

ARNt cytosoliques.

Notre étude montre que ces hypothéses ne semblent pas valables chez les plantes. En
effet, aucune des trois situations n’a été retrouvée. Les résultats suggerent que la sélectivité ne
se fasse pas lors de I’adressage des ARNt vers la surface de la mitochondrie puisque aucun
enrichissement particulier en ARNt importés n’est observé. Inversement, nous n’observons
pas non plus un enrichissement en ARNt cytosol-spécifiques a la surface des mitochondries.
De plus, les membranes internes ne semblent pas indiquer qu’il y ait un blocage particulier en
ARNt. Enfin, PARNtYC9 non importé n’est pas retrouvé dans la mitochondrie. Il semble

donc que le mécanisme de sélectivité soit plus complexe (Figure 70).

L’importation des ARNt a travers les membranes semble étre régulée de telle sorte a
avoir le pool d’ARNt requis au sein de la matrice mitochondriale a un taux adéquat. En effet,
il semble qu’il y ait deux niveaux de sélection. Le premier permet de discerner les ARNt
importés de ceux qui ne le sont pas tels que les ARNtMECO ot ARNEYCCO Le second
permet d’ajuster le taux d’ ARNt importé comme pour les ARNtYUCO et ARNEM O Alnsi,
on pourrait imaginer que les ARNt importés soient sélectionnés au niveau de la membrane
externe, probablement par des récepteurs membranaires et que les ARNt soient importés a des
taux précis afin d’étre utilisés dans la traduction (le taux sera peut étre corrélé a ’'usage des

codons) ou dans d’autres fonctions au sein de la matrice mitochondriale (régulation etc.).
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Cette étude doit étre élargie a d’autres ARNt importés ou non. De plus, elle devra étre
confirmée par une deuxiéme approche telle que des expériences de dot blot. En effet, des
oligonucléotides spécifiques d’ARNt importés ou non pourrait étre déposés sur des
membranes incubées avec des extraits des différents sous-compartiments mitochondriaux dont
les ARNt sont radiomarqués. La comparaison des taux des ARNt présents dans les différents
sous-compartiments mitochondriaux donnera des indications sur le niveau de sélectivité lors

de I’importation des ARN.
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Conclusions et Perspectives

Au cours de mes travaux de thése, nous nous sommes intéressés a trois aspects du
mécanisme d’importation des ARNt au sein des mitochondries végétales : tout d’abord la
question de I’interaction entre la protéine VDAC et les ARNt, puis les partenaires protéiques
de VDAC et enfin la recherche des barrieres impliquées dans 1’importation. Toutefois, il reste

de nombreuses questions a résoudre.

1 Interaction entre les protéines VDAC de pomme de terre et les acides

nucléiques

Ces travaux de these ont abordé dans un premier temps 1’étude de 1’interaction entre
les protéines VDAC34 ou VDAC36 et les ARNt. Pour cela, nous avons tiré profit du fait que
la protéine VDAC34 interagit plus fortement avec les ARNt que la protéine VDAC36 alors
que ces deux protéines possedent 75% d’identité. L’ interaction de mutants des deux protéines
VDAC avec les ARNt a ét€é analysée par northwestern. Les résultats indiquent que
I’interaction ne se fait par un motif précis mais que les acides aminés impliqués dans
I’interaction sont répartis le long de la s€équence protéique, en particulier au niveau du premier
tiers N-terminal qui contient une hélice a. Cette étude a montré que toute la protéine et
vraisemblablement sa structure semble requise pour D'interaction avec les ARNt. Les
protéines VDAC étaient initialement connues pour étre des transporteurs de métabolites tels
que I’ATP. Néanmoins, les sites de fixation aux ARNt ne mettent pas en jeu les sites de

liaison a I’ATP.

Une question qui reste en suspend est de savoir comment 1’ARNt traverse la protéine
VDAC. En effet, le diametre de VDAC est de 3 nm environ. Cette protéine permet le passage
de métabolites tels que I’ATP ou le NADH. Du fait de sa structure en « L », I’encombrement
de I’ARNt est important. Ainsi, la question est de savoir si I’ARNt est dénaturé ou non lors de
son passage a travers les membranes mitochondriales. Pour répondre a cette question, des
expériences d’importation in vitro pourraient étre envisagées avec un ARNt produit in vitro
comme cela a été fait chez la levure (Entelis et al., 1998). Cet ARNt serait constitué de deux
parties produites séparément et hybridées afin de former un ARNt capable d’adopter une
structure 3D correcte mais contenant une breche. Ainsi, si ’ARNt est retrouvé apres

importation entier, alors il n’aura pas été dénaturé lors de son transport. Par contre, si les deux
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parties de I’ ARNt sont retrouvées dans la mitochondrie, alors I’ ARNt aura été dénaturé lors de

son passage a travers les membranes mitochondriales.

L’étude de cette interaction des protéines VDAC a ét€ élargie aux acides nucléiques. Il
semble que la protéine VDAC34 soit plus adaptée a interagir avec les acides nucléiques que la
protéine VDAC36. On pourrait donc imaginer qu’elle joue un rdle crucial et différent de
VDAC36 au sein des mitochondries. Néanmoins, le Kd de VDAC36 témoigne d’une
interaction forte entre cette protéine et les ARNt. Il est donc possible que dans certaines
conditions la protéine VDAC36 subisse un changement de conformation permettant de
dévoiler des sites de liaison aux acides nucléiques. Les protéines VDAC forment des familles
multigéniques. Ainsi on pourrait imaginer qu’in vivo suivant les conditions physiologiques,
chaque isoforme de VDAC lie préférentiellement un type d’acide nucléique. Ces porines
assureraient donc des roles différentiels et complémentaires. Pour étudier le role de ces
isoformes, il serait intéressant d’étudier des mutants de ces protéines. Actuellement, des
mutants d’insertion d’ADN-t sont disponibles pour les protéines VDACI a 4 d’Arabidopsis
thaliana. Des essais ont €t€ initiés en collaboration avec 1’équipe de G. Ephritikhine (Institut
des Sciences du Végétal, CNRS-UPR 2355, Gif sur Yvette) afin d’étudier I’effet de ses
mutants sur le transport des ARNt dans les mitochondries. Chez 1’algue verte C. reinhardtii,
deux genes codant des protéines VDAC-like, nommées VDACI et VDACII, ont été identifiés.
Afin d’étudier le role potentiel de ces protéines dans le transport des ARNt, des travaux sont
actuellement en cours avec 1’équipe de C. Remacle (Université de Liege, Belgique) afin
d’inhiber I’expression de ces protéines. Les mutants montrant une expression affaiblie ou
nulle sont sélectionnés afin d’analyser leur activité physiologique ainsi que leur contenu en
ARNIL. Cette étude permettra de déterminer si le transport des ARNt dans les mitochondries

est affecté dans ces mutants.

Les protéines VDAC peuvent interagir avec différents types d’acides nucléiques.
Ainsi, on ne peut exclure qu’elles assurent des roles différents du transport d’ARNt ou
d’ADN. En effet, ces protéines pourraient permettre le passage d’ARN ou d’ADN en faible
quantité non détectable avec les outils actuels. Par exemple, des ARN régulateurs pourraient
étre importés et étre impliqués dans le contréle du métabolisme mitochondrial. De plus, dans
la mesure ou certains ARNm sont adressés et traduits préférentiellement a la surface des
mitochondries chez la levure et ’homme (Corral-Debrinski et al., 20000 ; Sylvestre et al.,

2003a), on ne peut exclure qu'un tel phénomene existe chez les plantes, et que les protéines
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VDAC pourraient servir de point d’ancrage pour maintenir ou stabiliser des ARNr ou de

I’ARN messager par exemple.

L’interprétation des résultats se fait en relation avec la structure secondaire prédite de
VDAC34. Dans le cadre d’une étude structure/fonction, 1’obtention de la structure
cristallographique de cette protéine est primordiale pour comprendre I’interaction des
protéines VDAC avec les ARNt. En effet, cette protéine forme un tonneau f§ en trois
dimensions, des sites d’interaction peuvent donc étre formés avec des acides aminés a
différents positions de la séquence protéique qui sont rapprochés dans I’espace. Cette
structure permettra aussi de comprendre comment I’ ARNt peut traverser la porine. Cette étude

a été réalisée et est présentée dans le paragraphe qui suit.

2 Essais de cristallisation des protéines VDAC

Afin de déterminer la structure tridimensionnelle de la protéine, trois pré-requis étaient
nécessaires : avoir les protéines VDAC natives, pures et en grande quantité, mettre au point
les conditions de cristallisation et avoir des taches de diffraction exploitables. Nos expériences
nous ont permis de produire sous forme native 1 mg des deux protéines VDAC34 et VDAC36
a 0,5 mg/mL. Ces protéines sont pures a 99%, elles se replient correctement et sont stables et
homogénes en solution dans du B-octylglucoside (0,7%). Les tests que nous avons ensuite
réalisés pour cribler les conditions de cristallisation ont mis en évidence plusieurs possibilités
qui permettent d’obtenir des cristaux. Cependant, les cristaux obtenus étaient de petites tailles
et les taches obtenus n’étaient pas exploitables. Les conditions obtenues vont donc étre
reprises dans la technique de diffusion de vapeur afin de produire des cristaux de grande

taille.

A ce jour, seules les structures des protéines VDAC] humaine et de souris ont été
résolues. Ainsi, la résolution de la structure des protéines VDAC de pomme de terre permettra
d’enrichir les connaissances sur ces protéines et proposera la premicre structure de protéine
VDAC végétale. De plus, la résolution des structures des deux protéines VDAC34 et
VDAC36 de pomme de terre permettra de mieux comprendre pourquoi ces deux protéines

interagissent différentiellement avec les acides nucléiques. Les protéines VDAC de pomme de
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terre ne sont pas cristallisées dans un environnement lipidique contrairement a la protéine
VDACI de souris. Ainsi, ’aboutissement de cette étude permettra de proposer la seconde

structure pour les protéines VDAC.

Dans la littérature beaucoup de protéines ont vu leur cristallisation favorisée en présence
de leur substrat. Par exemple, les aminoacyl-ARNt synthétases sont cristallisées beaucoup
plus vite lorsqu’elles sont en présence de leurs ARNt homologues, probablement parce
qu’elles sont stabilisées (Yaremchuk et al., 1995). Ainsi, dans 1’optique de mieux comprendre
I’interaction de VDAC avec les ARNt, la co-cristallisation des deux protéines VDAC de
pomme de terre avec les ARNt natifs va €tre initiée. La résolution de la structure du complexe
donnera des renseignements cruciaux pour la compréhension de I’interaction entre les

protéines VDAC et les ARNt ainsi que pour le transport des ARNt.

3 Recherche des partenaires protéiques de VDAC

Un dernier aspect que nous avons abordé concerne 1’identification des partenaires
membranaires de VDAC impliqués dans I’importation des ARNt dans les mitochondries
végétales. Pour se faire des expériences de farwestern sur des gels bidimensionnels ont été
réalisées sur des membranes totales de mitochondries de pomme de terre en présence de
VDAC34 native. Ainsi, la spectrométrie de masse a permis d’identifier huit protéines
interagissant avec la protéine VDAC34 de pomme de terre. A partir des données disponibles
au laboratoire et de la littérature, nous avons privilégié 1’analyse de cinq d’entre elles : deux
précurseurs de la malate déshydrogenase, une protéine homologue au précurseur de
I’aldéhyde déshydrogenase 1 de Lotus corniculatus, une protéine homologue a la protéine
TOM40-1 d’Arabidopsis thaliana et une protéine homologue a une sous-unité de I’ATP
synthase de Glycine max. L’analyse des séquences de toutes ces protéines par le logiciel
BindN montrent que plusieurs acides aminés pourraient potentiellement interagir avec les
ARNt. L’étape suivante sera de valider I’interaction de ces protéines avec VDAC notamment
par split ubiquitine ou farwestern en les surexprimant. Si ’interaction est validée, 1’étape
suivante sera de tester leur interaction avec les ARNt par northwestern et gel retard. Ainsi, si
ces protéines interagissent avec VDAC et les ARNt, plusieurs possibilités s’offrent afin

d’étudier le rdle de chacune de ces protéines dans le transport des ARNt.
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Pour les précurseurs des protéines mitochondriales, il s’agira de réaliser par exemple
des expériences d’importation in vitro avec les protéines surexprimées et des ARNt
radiomarqués afin de voir si I’efficacité d’importation des ARNt est modifiée. Pour étudier la
possible implication de la protéine TOM40-1 dans le transport des ARNt, des mutants
pourraient étre produit afin d’inhiber I’expression de cette protéine et d’analyser I’effet sur le
transport des ARNt. La derniére protéine identifiée pour interagir avec VDAC34 est la sous-
unité 0 de I’ATP synthase. Cette sous-unité est impliquée dans le maintien de la liaison entre
FO et F1, dans la régulation de FO en activant le transport des protons et dans la transmission
d’énergie entre FO et F1. C’est donc une protéine cruciale pour la production d’ATP. De plus,
il a été décrit que cette sous-unité peut-&tre localisée en dehors du complexe V (Monticello &
Brusilow, 1994). Ainsi, la localisation de cette sous-unité au niveau d’un autre complexe que
le complexe V laisse envisager qu’elle puisse former avec d’autres protéines un complexe
permettant de produire I’énergie nécessaire au transport des ARNt. Une de ces protéines
pourrait €tre la sous-unité€ y de I’ATP synthase. En effet, il a ét€ démontré au laboratoire que
cette sous-unité est capable d’interagir avec les ARNt. D’ailleurs, il serait intéressant
d’analyser D’interaction de cette sous-unité¢ avec d’autres acides nucléiques. Pour tenter
d’isoler un tel complexe, une colonne d’affinité contenant un ARNt pourrait étre envisagée

sur des protéines membranaires.

4 Etude du niveau de sélection dans le mécanisme d’importation des ARNt

au sein des mitochondries végétales

La sélectivité de I’importation des ARNt dans les mitochondries peut se faire a plusieurs
niveaux (qui ne sont pas exclusifs) : lors de I’adressage a la surface des mitochondries, lors de
la translocation a travers chacune des deux membranes, ou par le biais d’une dégradation
préférentielle a I’intérieur de la mitochondrie. Pour tenter de résoudre la question de la
sélectivité nous avons recherché a quel niveau elle pouvait se faire. Ainsi, nous avons
quantifi¢ dans les différents sous-compartiments mitochondriaux plusieurs ARNt importés ou
non dans la mitochondrie. Les résultats suggerent que la sélectivité ne se fasse pas lors de
I’adressage des ARNt vers la surface de la mitochondrie puisque aucun enrichissement
particulier en ARNt importés n’est observé. Inversement, nous n’observons pas non plus un

enrichissement en ARNt cytosol-spécifiques a la surface des mitochondries.
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L’importation des ARNt a travers les membranes semble étre régulée de telle sorte a
avoir le pool d’ARNt requis au sein de la matrice mitochondriale a un taux adéquat. En effet,
il semble qu’il y ait deux niveaux de sélection. Le premier permet de discerner les ARNt
importés de ceux qui ne le sont pas. Le second permet d’ajuster le taux d’ARNt importé. Chez
I’algue verte Chlamydomonas reinhardtii, 1a traduction mitochondriale dépend tres fortement
de I’'importation d’ARNt cytosoliques. Les taux d’ ARNt importés sont corrélés a 1’utilisation
des codons, suggérant I’existence de processus de régulation et/ou co-adaptation
(Vinogradova et al., 2009). On peut donc imaginer qu’une telle situation existe chez les
plantes. Afin d’élucider ce mécanisme de sélectivité plus en détail, il serait intéressant
d’élargir cette étude a d’autres ARNt et de vérifier ces résultats par une seconde approche.
Pour se faire, des expériences de dot blot pourraient étre réalisés avec des oligonucléotides
complémentaires aux ARNt plagés sur une membrane qui sera mise a incuber avec des ARNt
radiomarqués extraits des différents sous-compartiments mitochondriaux. La comparaison des
taux des ARNt présents dans les différents sous-compartiments mitochondriaux donnera des

indications sur le niveau de sélectivité lors de I’importation des ARN.

5 Applications de I’étude du transport des ARNt aux dysfonctionnements

mitochondriaux liés aux ARNt

Les protéines VDAC sont présentes chez tous les eucaryotes. Ainsi, il est possible que
cette protéine soit impliquée chez d’autres organismes dans le transport des ARNt dans les
mitochondries. Néanmoins, chez les protozoaires cette porine n’est pas impliquée dans le
transport des ARNt (Pusnik et al., 2009). La compréhension de la sélectivit¢ dans le
mécanisme du transport des ARNt permettra d’adresser des molécules d’ARN ou d’ADN
dans les mitochondries. De manic¢re générale, la compréhension des mécanismes
d’importation chez la levure, les protozoaires et les plantes permettent d’envisager de
nouvelles approches pour adresser du matériel exogéne, ADN ou ARN, dans le compartiment
mitochondrial. A ce jour, quelques approches ont ét¢ décrites (Kyriakouli et al., 2008 ; Rustin
et al., 2007). Par exemple, il est possible de restaurer des mutations de I’ADN mitochondrial
en transfectant des mitochondries ou en exprimant un gene dans le noyau dont le produit
d’expression serait importé dans la mitochondrie. Bien que ces approches soient confrontées a

de multiples obstacles (transfection difficile, expression transitoire, etc.), elles se révelent étre
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une stratégie productive et prometteuse pour I’avenir. En effet, la place de la mitochondrie
dans de nombreux dysfonctionnements est grande, en particulier chez ’homme. Ainsi toute
complémentation de tout ou partie des déficits mitochondriaux préparent les outils

thérapeutiques de demain pour vaincre les maladies mitochondriales.
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I Cadre général et enjeux

1 Introduction

Les organismes vivants sont constitués de cellules regroupées en tissus eux-mémes
regroupés en organes. Les cellules sont des unités vivantes qui fonctionnent de maniére
autonome. Elles produisent 1’énergie qui leur est nécessaire au niveau d’un compartiment
nomm¢é mitochondrie. Cet élément est primordial car il est au cceur de nombreux processus
vitaux pour les cellules comme la production d’énergie, la mort cellulaire ou le stockage du
calcium. Aussi les défauts de fonctionnement de la mitochondrie sont a [’origine de
nombreuses maladies qui impliquent de nombreux organes avec des signes neurologiques et
musculaires souvent de premier plan. Les maladies les plus citées sont les syndromes MELAS
et MERFF. Ceci explique que la mitochondrie est au cceur de nombreux programmes de
recherches scientifiques fondamentales, agroalimentaires et pharmaceutiques.

Les mitochondries proviennent de bactéries qui auraient été intégrées au sein de
cellules primitives. Ainsi elles possédent leur propre ADN et leur propre machinerie de
production des protéines. Cependant au cours de I’évolution, beaucoup de geénes ont été
transférés depuis le génome mitochondrial vers le génome nucléaire, comme certains genes
codant des ARN de transfert (ARNt). Pour pallier ce manque la mitochondrie va importer par
exemple des ARNt codés par le génome nucléaire. Ces ARNt sont les adaptateurs lors de la
synthése protéique entre la séquence d’ARN a décoder et les acides aminés. Ainsi lors de la
lecture de la séquence d’ARN ils permettent de placer les acides aminés dans le bon ordre afin
de produire une protéine fonctionnelle.

Mon laboratoire s’intéresse au transport des ARNt dans les mitochondries végétales,
en particulier il a montré que les ARNt traversent la membrane externe mitochondriale a travers
la protéine VDAC. Cette protéine forme des canaux au sein de la membrane externe
mitochondriale pour le passage de petites molécules comme I’ATP. Ainsi au cours de mes trois
années de these, j’ai étudié comment cette protéine permettait le passage des ARNt sachant tout
d’abord que ce sont des molécules de méme taille que les protéines VDAC et qu’ils sont
extrémement structurés car ils forment un « L » en trois dimensions (3D).

Ma theése s’est focalisée dans un premier temps sur I’étude de I’interaction entre
VDAC et les ARNt puisqu’aucun site potentiel de liaison avec I’ARN n’a pu étre prédit avec
les outils informatiques sur cette protéine. Dans un second temps comme cette protéine forme
un canal en 3D il semblait nécessaire de déterminer sa structure spatiale afin de mieux
comprendre comment les ARNt peuvent traverser ce pore. Puis comme VDAC peut interagir
avec différents acides nucléiques et que tous les ARNt ne rentrent pas dans la mitochondrie,
nous avons recherché a quel niveau se faisait la sélectivité. Enfin pour décortiquer le processus
d’importation des ARNt dans les mitochondries, je me suis attelée a la recherche des
partenaires de VDAC.

2 Ma thése dans son contexte

2.1 Le contexte scientifique

Mes travaux ont été effectués dans le laboratoire dont la thématique est « Adressage et
transport de macromolécules vers les mitochondries » sous la direction de Mme Maréchal-
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Drouard. L’équipe travaille conjointement avec les autres laboratoires du département
« Biogenese des mitochondries dans la cellule végétale » autour de 1’é¢tude des mitochondries
végétales.

Sur le plan international, mon laboratoire d’accueil est souvent sollicité pour des
présentations ou pour animer des symposiums de congres et nos études sont régulicrement
citées dans de nombreux articles scientifiques. De plus, nos articles sont publiés dans des
journaux a fort facteur d’impact, ce qui vaut a I’équipe une reconnaissance au niveau
international. Ceci est d’autant plus valorisant qu’il est le seul étudiant I’importation des ARNt
dans les mitochondries chez les plantes. Ce théme de recherche est beaucoup plus approfondi
chez la levure ou chez les protozoaires. Ainsi, nos rapports avec les autres laboratoires sont
d’ordre collaboratif et les recherches effectuées par ces équipes représentent des informations
précieuses pour mes travaux.

2.2 Les enjeux scientifiques, techniques et socio-économiques

Ces travaux de thése ont été réalisés dans le cadre de la recherche fondamentale. Les
enjeux scientifiques a court terme sont donc difficilement prévisibles. Cependant la recherche
appliquée se fonde sur des résultats de la recherche fondamentale. La compréhension du
mécanisme d’importation des ARNt dans les mitochondries permettrait a long terme par
exemple d’introduire des ARNt fonctionnels dans les mitochondries qui souffrent d’'un ARNt
non fonctionnel.

Du point de vue technique, mon travail a nécessité deux types d’approches. Tout
d’abord, j’ai employé¢ des techniques visant a tester 1’interaction des protéines avec les acides
nucléiques et avec les protéines. Puis j’ai recherché des ARNt (importés ou non dans la
mitochondrie) dans les différents compartiments mitochondriaux afin de comprendre ou se
faisait la sélectivité. Dans I’ensemble, j’ai eu recours a des méthodes variées afin d’obtenir
mes propres résultats.

Comme je 1’ai dis ci-dessus, le systtme d’importation des ARNt dans les
mitochondries végétales est tres différent de celui retrouvé dans les deux autres organismes
modeles a savoir la levure et les protozoaires. Il semble donc qu’au cours de 1’évolution des
complexes protéiques différents sont parvenus a assurer des fonctions similaires. Ainsi les
résultats obtenus pour ces différents systémes nous permettent d’envisager de nouvelles pistes
pour nos recherches car il n’est pas rare que les protéines trouvées chez ces organismes
assurent les mémes fonctions chez les plantes. L’¢lucidation de cette machinerie peut aboutir a
terme a la mise au point d’une navette permettant le transport d’ARNt dans les mitochondries
afin de traiter les maladies mitochondriales liées a un défaut d’ARNt notamment chez
I’Homme ou les plantes. Une autre application serait d’exprimer un ARNt qui serait importé
dans une mitochondrie qui exprime un ARNt non fonctionnel.

2.3 Les moyens scientifiques, techniques et humains

Sur le plan scientifique, chaque semaine trois séminaires sont programmeés. Le premier
est réalisé¢ au niveau du laboratoire. Il nous permet de prendre connaissance des recherches
effectuées par chaque membre de 1’équipe. C’est 1’occasion de discuter de 1’avancée de chaque
projet et de proposer des solutions ou des alternatives aux problémes rencontrés. Le second
rendez vous est réalisé au niveau du département entre les membres des équipes travaillant sur
les mitochondries végétales. C’est une discussion ouverte sur les dernieres manipulations et
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résultats. Enfin, le dernier séminaire est organis¢ par |’Institut, il est présenté par des
intervenants aussi bien externes qu’internes. Ces présentations permettent de connaitre les
derniéres évolutions a la fois au niveau scientifique et technique. A coté de ces séminaires, j’ai
pu profiter des compétences scientifiques et techniques des membres de 1’équipe pour cerner
mon sujet de thése. De plus, j’ai eu acces, par I’Institut et le CNRS, aux versions électroniques
des derni¢res publications scientifiques et par l'Université de Strasbourg aux différentes
bibliothéques du campus.

Au niveau technique, j’ai utilisé des appareils classiques tels que centrifugeuses,
machines a PCR, machine d’¢électrophorése, hottes stériles etc... De plus, j’ai eu recours aux
plateformes de séquencage, de protéomique et de PCR quantitative.

Enfin, j’ai pu bénéficier de la collaboration des membres de mon équipe ainsi que de
techniciens et d’ingénieurs responsables des services communs de séquencage, de protéomique
et de PCR quantitative. Leurs compétences scientifiques et techniques m’ont ét¢ d’une aide
capitale.

2.4 Appartenance a des réseaux et collaborations

Les membres de notre Institut et des autres unités de recherche de Strasbourg se
retrouvent régulierement au cours de séminaires. Ainsi nous avons créé des collaborations avec
plusieurs équipes de recherche. Au niveau national, plusieurs collaborations sont en cours avec
plusieurs équipes sur les différents sujets d’étude du laboratoire. Ces collaborations sont le fruit
de rencontres réalisées lors de congres ou de stages de formation.

De plus, le laboratoire fait actuellement partie du réseau « MeetOchondrie ». Ce réseau
a été créé¢ afin de favoriser le développement d'une communauté scientifique interactive,
compétitive, et dont l'intérét commun est la recherche sur les mitochondries, que celle-ci soit a
visée fondamentale, clinique ou appliquée.

3 La thése et moi...

3.1 Le pourquoi de cette these ?

J’ai eu mon premier contact avec mon laboratoire d’accueil lors d’un stage volontaire
d’un mois durant 1’ét¢ 2003. Je souhaitais vivre concrétement ce qu’était la recherche
scientifique et pouvoir ainsi déterminer la suite de mon cursus aprés ma licence. Ce stage m’a
permis d’utiliser plusieurs techniques. Il a été extrémement fructueux en résultats et en
rencontres. J’ai donc décidé d’effectuer mon stage de master2 dans ce laboratoire. Pendant ce
stage, j’ai découvert le sujet et j’ai été séduite par 1’intérét des techniques employées ainsi que
la qualité de 1’équipe. Une fois mon master achevé, je me suis présentée au concours pour
obtenir une bourse du ministére de la recherche afin de financer ma these. Etant bien classée au
concours, j’ai débuté ma thése dés la rentrée suivante.

Les raisons qui ont motivé mon choix de réaliser une thése dans le méme laboratoire
sont nombreuses. Tout d'abord, cela m’a permit de valider les résultats obtenus durant le master
(une publication en premier auteur est en cours de préparation). De plus, et surtout, c’est la
qualité¢ de I’équipe qui me décida. Les nombreuses publications de 1’équipe ainsi que les
invitations a des congrés internationaux m’ont prouvé qu’elle était reconnue au niveau
international. De plus, ’ambiance de travail au sein du laboratoire est excellente et j’y ai
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toujours trouvé le soutien et la motivation.
3.2 Mon role dans la définition du projet

Lors de la préparation du concours aux bourses ministérielles, nous avons défini mon
sujet de thése en collaboration avec ma directrice de thése. Ainsi, nous avons dessiné les
grandes lignes du projet en décidant des stratégies mises en place et des techniques que
j’allais mettre en ceuvre.

II Déroulement, gestion et coiit

1 Préparation et cadrage du projet

1.1 Facteurs de succés et de risques

Il était trés difficile d'évaluer les facteurs de succes dans la recherche fondamentale.
De plus, le fait de faire partie de I'unique équipe travaillant sur le transport des ARNt dans les
mitochondries végétales rendait la tache plus difficile. Ceci dit, cela ne signifiait pas que rien
n’était connu a ce sujet. Comme je ’ai dit précédemment, ce théme est plus approfondi chez
la levure et les protozoaires, ce qui représente une grande aide pour orienter mon travail. De
plus, les outils expérimentaux dont je disposais ou que j’envisageais de réaliser laissaient
présager d’une bonne faisabilité du projet.

1.2 Propriété intellectuelle

La recherche que nous faisons au laboratoire est de la recherche fondamentale. Dés
que nous publions, les résultats tombent dans le domaine public. Ainsi, il n'y a aucune
confidentialit¢ comme cela est la régle en recherche et développement. Il est possible de
produire des brevets mais ce n'est pas notre préoccupation majeure. Nous voulons avant tout
avancer dans la compréhension des mécanismes de transport des ARNt dans les mitochondries
végétales.

2 Gestion du projet

Durant ma theése et en fonction des résultats obtenus, mon projet a évolué. Ainsi en
concertation avec ma directrice de thése nous avons régulierement évalué 'avancement de
mes travaux de recherche et si nécessaire nous avons réorienté mon travail de recherche en
mettant I’accent sur un point plus particulier. J’ai donc pu jouer un réle actif au cours de ma
thése. Ma directrice de recherche m’a fait confiance en me laissant une grande autonomie
dans mon travail. En effet, j’ai pu mettre au point les techniques, proposer des idées de
recherche, tester des hypothéses. De plus, comme je I’ai mentionné précédemment, une
réunion avec tous les membres du laboratoire est organisée toutes les semaines pour suivre
I’avancée des travaux. Le but de ces réunions est d’exposer les tous derniers résultats obtenus
ainsi que les problémes rencontrés. Lorsqu’une approche particuliére rencontre des difficultés,
une alternative est proposée.
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3 Coiit du projet
3.1 Ressources humaines

Types de dépenses

Doctorant
Directeur de recherche
TOTAL

3.2 Dépenses associées au projet

Type de dépenses
Consommables

Infrastructures

Matériels

Déplacements

Formations

Documentation et communication
TOTAL

Coiit total du projet : 114 990 + 28 950 = 143 940 euros

3.3 Origine des financements

Temps passé pour le
projet
100 %
20%

Coiit total pour le
projet
72 490 euros
42 500 euros
114 990 euros

Coiit pour le projet
15 000 euros

3 200 euros

6 600 euros

1 500 euros

1 650 euros

1 000 euros

28 950 euros

Mon salaire a été financé par le Ministere de la Recherche grace a la bourse qui m'a été
attribuée suite a mon classement au concours. Le salaire de ma directrice de thése a été
financé par le CNRS. Enfin les dépenses associées au projet ont été financées par les fonds
propres de 1'Institut. Ces fonds proviennent de sources diverses : dotation de base du CNRS
(32,6%) et de I’Université de Strasbourg (2,9%), et de contrats (64,5%). Ces contrats ont été
contractés avec I'Agence Nationale de la Recherche, des industriels, la communauté
européenne ou ils peuvent s'agir de dons de fondations. Ces ressources sont utilisées pour
toutes les dépenses communes de 1'Institut (produits chimiques, infrastructures...) puis sont
distribuées aux différentes équipes de recherche.

Ressources propres de [ Institul

Mi
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III Compétences, savoir-faire, qualités professionnelles et
personnelles

Cette theése constitue pour moi une expérience professionnelle majeure. Elle me permet
d’avoir aujourd’hui des compétences et connaissances a la fois scientifiques, techniques et
méthodologiques.

1 Domaine d’expertise scientifique

Au cours de ma theése, j’ai pu affiner mon expertise scientifique et technique dans le
domaine de la biologie moléculaire et cellulaire grace tout d’abord a mes travaux de
recherche, aux différents articles lus et aux nombreux séminaires auxquels j’ai participé. Cette
expérience me permettra de mettre en ceuvre de nouveaux projets scientifiques et de gérer
leur avancée.

2 Domaine d’expertise technique

Ma theése m’a permis de m’investir dans la maitrise de nombreuses approches comme
les techniques de base de biologie moléculaire (techniques de clonage, mutagenése par
PCR,...) et des techniques biochimiques (gel de protéines, Western blot, interaction protéines-
protéines et protéines-acides nucléiques). Travaillant sur les mitochondries, j’ai appris a les
extraire des cellules en les maintenant intégres. De plus, j'ai pu approfondir mes
connaissances informatiques et apprendre les outils nécessaires a 'é¢tude des protéines et des
acides nucléiques in silico.

3 Connaissances acquises dans le champ de la discipline

J’ai acquis de nombreuses connaissances concernant les interactions protéines/acides
nucléiques et protéines/protéines. De plus, je me suis intéressée aux techniques de
cristallisation des protéines et j'ai fait de nombreuses investigations sur la recherche d’ARNt
au niveau des différents compartiments mitochondriaux.

4 Compétences méthodologiques

4.1 Conduite de projet

Pour étre au courant des dernicres avancées réalisées sur mon sujet de thése, j'ai suivi
I'évolution des connaissances dans mon domaine d'activité grace a la bibliographie accessible
sur le Web. Ainsi, nous avons pu orienter mes recherches en accord avec ma directrice de
these.

4.2 Communication
Sur le plan de la communication, j'ai pu partager mon travail lors de congres par le

biais de posters et lors des séminaires au sein de notre Institut par le biais de communications
orales en anglais.
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J’ai également eu I’opportunité d’organiser deux projets scientifiques pour vulgariser
la science au grand public.

En collaboration avec trois autres doctorants moniteurs, nous avons créé un stand sur
la recherche a la Féte de la Science 2008 a Strasbourg. Ce premier projet consistait en la
conception et 1’organisation de jeux, d’expériences et de posters sur la biologie et les plantes.
Ce stand a permis aux participants d’entrer par la pratique dans la démarche scientifique et de
découvrir de maniére ludique les fondements de la biologie. Ces journées d’échange avec le
public ont été pour moi un trés bon exercice de pédagogie puisqu’il demande d’expliquer en
termes simples et de maniére accessible des concepts qui sont complexes. Ce projet a
¢galement exigé une planification exhaustive des ressources a utiliser et transporter au village
des Sciences ou avait lieu la manifestation.

Le second projet porte sur I’élaboration d’un dossier Web qui va paraitre sur le site
Internet « Science citoyen » (http://science-citoyen.u-strasbg.fr/). Ce site est consulté¢ en
majorité par des enseignants du secondaire afin de préparer les cours qu’ils dispensent. Il
permet de développer une véritable culture scientifique sur des thémes inspirés par I’actualité.
Ce dossier porte sur les Tests d’ADN. Il est subdivisé en plusieurs rubriques portant sur
I’ADN, les techniques d’analyse et la 1égislation. Nous avons mené une réelle réflexion sur
des textes clairs et explicites accompagnés d’illustrations. De plus, nous assurerons une veille
car les internautes pourront poser des questions auxquelles nous répondrons.

En tant que responsable des deux projets, j’ai pu encadrer et gérer des équipes
dynamiques. De plus, j’ai développé des compétences administratives, financieres, et
logistiques tout en respectant les délais impartis par les organisateurs.

5 Compétences comportementales

5.1 Méthodologie de travail

J'ai un esprit assez critique qui me fait me remettre en question réguliérement ainsi que
les résultats que je peux obtenir. Ainsi, je peux analyser consciencieusement mes résultats et
orienter mes expériences en fonction des conclusions.

5.2 Gestion du temps

Au cours de ma thése, j’ai eu I’opportunité d’effectuer un monitorat d’initiation a
I’enseignement supérieur grace a mon classement au concours de la bourse ministérielle pour
financer ma thése. Ainsi, mon projet a exigé une planification trés précise puisque cet
engagement a occupé une part assez conséquente de mon temps. En effet, la préparation des
cours, leur dispense, la préparation ainsi que la surveillance et la correction des examens
demandent un investissement assez conséquent. Ainsi, j'essaie au maximum de planifier mon
travail. Je me donne un programme pour chaque jour. Durant la journée de travail, je connais
les différents temps nécessaires aux expériences donc je m'organise pour pouvoir concilier
plusieurs essais en méme temps. Les expériences requierent souvent des temps d'incubation
que j’utilise pour faire de la bibliographie ou les taches qui incombent & mon enseignement.
Cette planification rigoureuse m’a permis de réaliser mes travaux de thése en trois ans.
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6 Savoirs-faire

6.1 Savoir-faire administratif

Le travail de laboratoire consiste aussi a réaliser des tidches administratives. En
particulier, j'ai appris a établir des contrats pour des stagiaires et rédiger des dossiers de
demande de bourses pour organiser mes déplacements aux congrés. De plus, la préparation
des dossiers pour les projets de communication scientifique ont été pour moi une expérience
formatrice tant dans la recherche de partenaires et de financements, que dans le suivi du
projet, sa communication ou la logistique.

6.2 Savoir-faire linguistique

Ayant une bonne maitrise de la langue anglaise, cette compétence me fut précieuse
pendant toute la durée de ma these. La présence de personnes étrangeres dans I'Institut et les
séminaires en anglais me permettent d'améliorer ma compréhension et ma pratique de la
langue anglaise. De plus, je suis amenée a préparer des présentations en anglais. J’ai donc pu
affiner davantage ma maitrise de la langue.

7 Qualités personnelles

7.1 Pédagogie/encadrement

Grace a mon monitorat, j’ai suivi une excellente formation a I’enseignement et j’ai
enseigné et encadré des étudiants de 2éme année de Licence Sciences de la Vie a I’Université
de Strasbourg. Ces enseignements permettent aux étudiants d’aborder la biochimie avec des
cours théoriques et pratiques. Chaque séance était I’occasion pour les étudiants de développer
leurs compétences de synthése et d’expression orale ainsi que leur sens critique. Mener un
groupe de 30 étudiants pendant 6 semaines et les conduire a avoir une réflexion critique sur
les expérimentations qu’ils réalisent est trés formateur. Il faut a la fois gérer le temps et le
matériel, anticiper les expériences ardues, expliquer clairement la théorie, déceler les
incompréhensions et les évaluer. Cela m’a permis de développer mon sens critique et ma
pédagogie.

J'ai également géré des stagiaires. Je devais planifier leur travail, les former aux
techniques classiques de laboratoire et les suivre tout au long de leur stage. Lorsque j'encadre,
je deviens alors le "manager" : je forme et oriente les stagiaires. Au sein de 1’équipe, je suis
amenée a aider ou conseiller des étudiants en thése dans leurs travaux.

7.2 Autonomie et Force de proposition

Comme je I’ai mentionné auparavant, mon projet a évolué¢ en fonction des résultats.
Ainsi, j'ai pu proposer des idées de recherche, tester des hypothéses et orienter mon travail de
recherche. Ma directrice de thése m’a fait confiance et m’a laissé une grande autonomie dans
mon travail.

7.3 Adaptabilité et ouverture d’esprit

Ma rapidit¢ de compréhension m’a permis de m’adapter rapidement au monde du
travail notamment lors des collaborations. De plus, suite a différentes conversations avec des
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chercheurs et des doctorants, il m’a été indiqué que j’avais une écoute et une ouverture
d’esprit appréciées.

7.4 Construction d’un réseau professionnel personnel

Au fil des années, je me suis créé¢ un réseau de connaissances comprenant des
chercheurs, des ingénieurs, des maitres de conférences, des responsables de plateformes de
différents horizons et de différents instituts. A travers ces rencontres et les discussions que j’ai
pu avoir, je me suis enrichie de tous leurs savoirs et leurs savoirs-faire. De plus, par ce moyen,
j’ai eu acces a différentes ressources et a différents matériels.

7.5 Transférabilité de mes compétences

Mes recherches m’ont permis d’acquérir de nombreuses compétences scientifiques,
techniques et méthodologiques qui peuvent étre appliquées autant a la biologie végétale qu'a
la biologie animale dans des laboratoires publics ou des entreprises privées.

IV Résultats et impacts de la thése

1 Pour le laboratoire et I'équipe

Mes travaux ont permis de compléter les expériences amorcées pendant mon stage de
master. Ces résultats sont actuellement rassemblés dans un manuscrit en vue d’une
publication dans un journal a haut facteur d’impact. Ainsi, mon laboratoire va bénéficier de
I’impact international de cette publication. La lisibilité¢ du laboratoire devrait étre renforcée au
niveau international.

Ma theése a permis a 1’équipe d'approfondir ses connaissances sur les protéines VDAC et
le processus d’importation des ARNt au sein des mitochondries végétales. Les derniers
résultats obtenus ouvrent la voie vers de nouvelles recherches sur la compréhension de ce
mécanisme ainsi que sa régulation et sur la cristallisation des protéines VDAC grace aux
outils méthodologiques que j’ai mis au point.

2 Pour la recherche et la société

Les résultats obtenus ont permis d’appréhender le transport des ARNt dans les
mitochondries de plantes sous deux optiques particuliéres : par I’étude de I’interaction entre le
canal VDAC, les acides nucléiques et les protéines ainsi que par la recherche des barricres
empéchant I’import des ARN.

A court terme, il n'y a aucun impact réel pour la société. Ceci dit, on peut imaginer
qu’a terme ces travaux contribueront a ouvrir la voie a de nouveaux traitements contre les
maladies présentant des dysfonctionnements au niveau des ARNt mitochondriaux ou a des
applications dans le domaine agricole.
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V Conclusion

En conclusion, la thése est une formation trés compléte ouvrant de nombreuses voies
que ce soit dans le domaine public ou privé. Elle permet d'acquérir de nombreuses
compétences applicables a la recherche, l'enseignement, la communication ou encore la
gestion de projet.

Les expériences que j'ai pu faire au cours de ma thése ont renforcé mon envie de gérer
des projets. Les compétences techniques, scientifiques et les méthodes de travail conjuguées a
l'esprit d'analyse, 1'adaptabilité et le travail d’équipe sont des qualités qui peuvent étres utiles
et bénéfiques a une entreprise. Toutes ces compétences peuvent me permettre de m'intégrer
facilement dans une entreprise privée a laquelle je pourrais apporter une réelle valeur ajoutée.
De plus, la possibilité de travailler sur des projets ayant une application concréte m’interpelle
tout particulierement. Actuellement en cours de rédaction de ma thése, je poursuis ma
prospection du marché et I’entretien de mon réseau afin d’obtenir un emploi dans ce domaine.

Mon deuxiéme projet professionnel serait d’intégrer une structure qui communique sur
la science. En effet, faire découvrir de maniere ludique les fondements de la biologie au grand
public m’intéresse particuliecrement. Le faire entrer dans la démarche scientifique lui permet
de s’interpeller sur de sujets parfois trés complexes. De plus, c’est ’occasion de briser des
tabous ou de barrer la route a des «a priori » dans une ambiance conviviale. Ainsi, la
communication de la science permet de développer une véritable culture scientifique. Elle
permet de susciter des vocations chez les plus jeunes et est également un moyen de faire
participer le grand public a des débats citoyens. De plus, les rencontres et le dialogue avec des
personnes de différents horizons sont des expériences extrémement enrichissantes ou 1’on
apprend a déchiffrer les modes de pensée.

Ainsi, cette thése constitue pour moi une expérience professionnelle majeure. Elle me
permet d’avoir aujourd’hui des compétences et connaissances a la fois scientifiques,
techniques et méthodologiques qui me seront précieuses dans mon avenir professionnel. Etant
en fin de thése aujourd’hui, je me rends compte que j’ai accompli dans un laps de temps
défini et respecté, en parallele a mon engagement au monitorat, un travail scientifique
reconnu. Ceci me prouve que j’ai gagné le pari de la thése.
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