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Sélection de mutants => crible phénotypique

|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|

Modéles théoriques

|

Hypothéses de travail

53

Sélection de mutants de levure [ura-]

M1
(J-4-@) =
v MC

crible négatif

MM

N expériences -> N mutants [ura’] indépendants
M1, M2, M3, M4 ...

54
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Test de complémentation

[ural] M1 X m2 [ura’]

Hypothése 1 : M1 et M2 sont mutés dans le MEME géne (2 sites mutationnels)

>3 alléles du géne UrA1 -> alléle sauvage urA71+ [ura*]
-> alléle mutant urA1;- [ura’ (récessif, 1 site muté)
-> alléle mutant urA1,- [ura’] (récessif, 1 site muté)

[ural M1 urA1- X urA1» M2 [ural]

Fécondation

<

rA1s-

urAd> Diploide -> [ura’]

55
Test de complémentation
[ura]l M1 X ™3 [ura]
Hypothése 2 : M1 et M3 sont muté dans DEUX génes DIFFERENTS
»1 géne UrA1, 2 alleles -> alléle sauvage urA1+ [ura*]
-> alléle mutant urA1- [ura] (récessif, 1 site muté)
»>1 géne UrA3, 2 alléles -> alléle sauvage urA3+ [ura*]
-> alléle mutant urA3- [ura] (récessif, 1 site muté)
[ura] M1 urA1-urA3+ X urA1+urA3- M3 [ura]
Fécondation
urAt+> urA1- urA1- urA3+
urA3+ > urA3- urA1+ urA3-
Alors diploide -> [ura*] = COMPLEMENTATION FONCTIONNELLE
56
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( N
urAl* urA2* urA3*
wr [ = v v v [ura*]
L )
( urAly urA2* urA3* A
w | T2 — 1
v v v [ura]
. ® )
( urAly urA2* urA3* A
— ) — ————— 11—
M2 v v v [ura]
_ ® )
( urA1* urA2* UrA3; )
—| } —
M3  Z L 4 v [ura]
: 3 )
57
Test de dominance récessivité
M1 XWT
urA1* urA2* urA3*
— 1 —
v v v
urAly; urA2* urA3*
= -
v v v
®
Si urA1*> urA1y alors diploide [ura*]
58
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Test de dominance récessivité

M2 X WT
urAl* urA2* urA3*
— } —
v v \
urAly urA2* urA3*
— e —

¥ ¥ v
®

Si urA1*> urA1; alors diploide [ura*]

59
Test de dominance récessivité
M3 X WT
urA1* urA2* urA3*
— 1 —
v v v
urA1* urA2* urA3;,
— 1 —
@ v
Si UrA3*> UrA3s alors diploide [ura*]
60
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Test de complémentation

M1 X M2
urAly urA2* urA3*
= 1
v v \
®
urAly urA2* urA3*
S —
v v \
®
diploide [ura’]

61
Test de complémentation
M1 X M3
urAly urA2* urA3*
e ) —
\ v \
»
urA1* urA2* urA3y
v v \
3¢
diploide [ura*]
62
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Test de complémentation

M2 X M3
urAly urA2* urA3*
S} —
v v \
®
urAl1* urA2* urA3;
—

¥ V
b3

diploide [ura*]

63

Groupes de complémentation

M1 M2 M3
M1 -
M2 - -
M3 + + -

< Groupe de complémentation 1 : M1 et M2

< Groupe de complémentation 2 : M3

I=,> 3 mutants mais seulement 2 génes identifiés: urA1, 2 alléles

urA3, 1 alléle

64

22/01/2025



Exceptions au test de complémentation

urAls N urA2r urA3*
————— —
M4 v I v
® »
haploide [ura’]
urA1* urA2* urA3*
—{ —

v v v
wr
IV)I(4 urAlsy N urA2s urA3*

—————— —
v J V¥ v
® ®
diploide [ura*]
65
Exceptions au test de complémentation
urA1* urA2y urA3*
— —F —
M5 v v v
x®
haploide [ura’]
urA1* urA2* urA3*
— —1 —
v v v
wr
X
M5 urA1+ urA2; urA3*
— —— 1

v v v

®

diploide [ura*]

66
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Exceptions au test de complémentation

urAly; urA2* urA3*
L — l—'

v v v
W ®
N)I(4 urAlsy r N urA2s urA3*

————————— —
v L Jd V¥ v
® ®

diploide [ura’]
67
Exceptions au test de complémentation

urAly urA2+ urA3*

— T 1— 1 —

v v v
we ®
N)I(4 urAls e N urA2y urA3*

- o

v L J V¥ \

® ®

diploide [ura’]
68
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Exceptions au test de complémentation
urA1* urA2+ urA3s
—1 } —{ —-AA x 11—
v v \
W ¢
N)I(4 urAlsy r N urA2s urA3*
————————— — —
v L Jd V¥ v
® ®
diploide [ura*]
69
Exceptions au test de complémentation
urA1* urA2y urA3*
—{ —A ¥ ——- —
v v v
s 2.3
N)I(4 urAly g N urA2r urA3*
-1 —— —
v L J V¥ v

® ®

diploide [ura’]
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Exceptions au test de complémentation

< Groupe de complémentation 3 : M5 M4

M1 M2 M3 M4 M5

M1 -

M2 - -

M3 + + -

M4 - - + -

M5 + + + (O) -
<~ Groupe de complémentation 1 : M1, M2, M4 M4

1 site muté

< Groupe de complémentation 2 : M3 &

2 génes touchés
urA1 et urA2

=) 5 mutants mais seulement 3 génes identifiés: urA1, 3 alléles
urA2, 2 alléle
urA3, 1 alléle

71
Exceptions au test de complémentation
Complémentation intra-génique (ex. Neurospora crassa) :
3 alléles du géne Trp3  -> alléle sauvage trp3* [trp*] trp3+ > trp3™-
-> alléle mutant1 trp3" [trp’] )
-> alléle mutant2 trp3% [trp] trp3+ > trp3*
ala ala asp asp lys lys asplys
actif inactif inactif actif
trp3* trp3* trp3? trp3'
trp3* trp3" trp3? trp32
protéines homo-multimériques : mutations altérant la charge
72
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3 alléles du géne His4

-> allele sauvage his4* [his*]
-> alléle mutant1 his4’ [his7]
-> alléle mutant2 his4% [his’]

_ $—
" ¢—

his4* his4'
his4* his4'-

-9
-9

his4%
his42

Exceptions au test de complémentation

Complémentation intra-génique (ex. Saccharomyces cerevisiae):

his4+ > his41-
his4+ > his42

$_
-4

his41-
his4?-

Protéines présentant au moins deux fonctions enzymatiques distinctes,
portées par deux domaines distincts

73
Exceptions au test de complémentation
Absence de complémentation (haplo-insuffisance) :
Protéine actine (S. cerevisiae) codée par ACT1
Mutations act1-1 & act1-4 (alléles récessifs) -> thermosensibilité
Protéines TPM1 et SACS6 interagissent avec le cytosquelette d’actine
actl-1 TPM1+/ ACTI+ tpmi- thermorésistant
actl-4 TPM1+ | ACTI+ tpm1- thermorésistant
actl-1 SAC6+ | ACT1+ sac6- thermorésistant
actl-4 SAC6+ | ACT1+ sac6- thermosensible
74

22/01/2025

12



Modeles expliquant I’'absence de complémentation :
Protéines hétéro-multimériques (interactions stoechiométriques)

< Effet de dose

act1-4 SAC6+ | ACT1+ SAC6+ ACT1+ SAC6+/ ACT1+ sacé- act1-4 SAC6+ | ACT1+ sac6-
1/2 complexes actifs 1/2 complexes actifs 1/4 complexes actifs
» Fonctionnels » Fonctionnels » NON fonctionnel

< Effet poison

act1-4 SAC6+/ ACT1+ sac6-

ajelul

75
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Les interactions géniques

La suppression

Démarche génétique

=> possibilité d’aborder des questions biologiques complexes

« recherche de mutants
< recherche de suppresseurs
v' Etudes structure/fonction(s) d’'une protéine donnée

v Mise en évidence d’interactions entre macromolécules : réseaux
d’interactions
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Démarche expérimentale : isoler des suppresseurs

SSR: a* [ade+]

Souche mutante 1 : a' [ade-]

mutagénése

Q\ répliques
sur MM
MM

MM + Adénine 4 colonies [ade+]
Souche mutante 1 : a' [ade-]

=> Révertants phénotypiques

Mutation(s) additionnelle(s) qui restaure(nt) un phénotype sauvage
Plusieurs mécanismes possibles < plusieurs génotypes possibles

Souche révertante 1 Souche révertante 2 Souche révertante 3
[ade+] [ade+] [ade+]

Souche révertante [ade+] X SSR [ade+]

RN

descendants [ade+] 100% descendants [ade+]
&

descendants [ade-]

Génotype de chacune des souches révertantes ?
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Supression intragénique

Réversion vraie ou suppression intra-codon

SSR mutagénese 1 Souche mutante ~ mutagénése 2 Souche révertante 1
[ade+] -« [ade-] = N [ade+]
_—
a* al a*
Souche révertante 1 a+ X a+ SSR
[ade+] [ade+]

|

+
— [adet]
a*

atr a+ a* a*

100% [ade+]
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Réversion vraie ou suppression intra-codon

at 5’ - .. ATG TGG TTT TAT .. // .. CAA .. // .. CCA TGA .. — 3’
[ade+] Met Trp Phe Tyr .. // .. Gln .. // .. Pro STOP

a1 5 - .. ATG TGG TTT TAA .. // .. CAA .. // .. CCA TGA .. — 3’
[ade-] Met Trp Phe STOP

|

at 5" - .. ATG TGG TTT TAT .. // .. CAA // .. CCA TGA .. - 3’

Met Trp Phe Tyr .. // .. Gln // .. Pro STOP
[ade+]

a+ 5" - .. ATG TGG TTT TAC .. // .. CAA // .. CCA TGA .. — 3’
Met Trp Phe Tyr .. // .. Gln // .. Pro STOP

=> suppression par mutation réverse qui élimine la mutation initiale

Suppression intragénique

SSR  mutagénése 1 Souche mutante ~ mufagénese 2 Souche révertante 2
[ade+] - [ade-] * [ade+]
—_—
o al al2

Souche révertante 2 a'] 2 x a* SSR

[ade+] l [ade+]
a1 2
—— [ade+]
at
Parentaux Recombinés
2 sites mutés a* al2 al a2
dans
un méme géne [ade+] [ade+] [ade-] [ade-?]
50% 50% 0% (<1%) 0% (<1%)

Levure : 1 cM < 3 Kb Taille moyenne d’un géne = 1,5 Kb




b+
[*1

[ade-]

Suppression intragénique

5'- .. ATG TGG TTT AAA .. // .. GAA TGA .. — 3’ NH+ --- -00C
Lys Glu
Met Trp Phe Lys .. // .. Glu STOP \
5'- . ATG TGG TTT GAA .. // .. GAA TGA .. — 3’ | COO- -ooc
Met Trp Phe Glu .. // .. Glu STOP Glu Glu
5'- .. ATG TGG TTT GAA .. // .. ABA TGA .. — 3’ COO- --- +HN
Glu Lys
Met Trp Phe Glu .. // .. Lys STOP \

Suppression intragénique

+ 3 grands types de mutations initiales

v' mutation décalage du cadre de lecture ou «frameshift»

-> su décalage compensateur du cadre de lecture

v' mutation non sens
-> su intracodonique

v' mutation faux sens

-> su intracodonique ou mutation d’un autre codon

+ Pas de délétion

10
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Exemples de suppression intragénique: le pore MscL

% E. coli : import de protéines de grande taille (>30 A)

MscL homopentameére de MscL

Alleles mutants [défaut de croissance] : Val23Ala & Gly26Ser

11
mutants [défaut de croissance] : Val23Ala ou Gly26Ser
muTagénésex l
révertants [croissance normale]
>wn > -9
> O~ ) =
V23A -+ -+ + + 4+ - o+ o+ o+ o+ - MY e+ o+ o+
G26S + + + - + - - Y - 0~ 0~ o 4+ o+ o+ Y o+ o+ o+ o+ o+ o+
T™1 T™2
Suppression intragénique n’est pas un phénoméne de tout ou rien
-> seule démarche expérimentale permet de conclure
12
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=> mutation G26S est supprimée par 192V

1% mutation 2¢me mutation

G 26 S 192 Vv

Masse 57 87 113 99

Volume 60 89 166 140

A~ ™M

concerne 'encombrement stérique

les deux substitutions se compensent en ce qui

13
G
+ i G
I taille du
pore . .
fonctionnel PfOtelc\(/eTnatlve
pentamére [ 1
fonctionnel
+
I taille du
pore
fonctionnel Protéine G26S
pentameére [mu tant]
non fonctionnel
14
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taille du
pore

pentamére
non fonctionnel

+
taille du
pore
fonctionnel
pentamere
fonctionnel
restauré

Protéine G26S
[mutant]

Protéine
G26S & 192V
[revertant = WT]

15

Exemples de suppression intragénique: la fascine

« D. melanogaster : fascine codée par le gene singed (sn)

Allgle mutant sn289 -> fascine S289N mutation pléiotrope
1 ehenoype |

Modifications | Expression de la Taille des | Fertilité
protéine sn protéine oeufs femelle
sn+

aucune normale lisses

sn289 S289N

52§9N modérément légérement

S251F réduite courbées

trés réduite noueuses

sn Sup289

100% fertiles
50% stériles

80% fertiles

=> suppression partielle en fonction du phénotype considéré

il suffit parfois de quelques pourcents d’activité pour rétablir un
phénotype proche de celui de la souche sauvage de référence

16
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Supression extragénique

fonctionnelle

17

Suppression extragénique

SSR mutagénése 1

Souche mutante

mutagénese 2

Souche révertante 3

[ade+] = [ade-] [ade+]
- 5 .
a’ al al su
Souche révertante 3 a1 su X a+ Su+ SSR
[ade+] l [ade+]
1 -
i iu [ade 7]
a*su*
2 sites mutés Parentaux Recombinés
dans atsu* alsu alsu* atsu
2 genes différents
et génétiquement [ade+] [ade+] [ade-] [ade?]
indépendants 25% 25% 25% 25%

Levure : 1 cM < 3 Kb Taille moyenne d’un géne = 1,5 Kb

18
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Suppresseurs extragéniques conformationnels

complexe
-BE E@® @~
actif [+]
- PO O~
inactif [-]
« P > X0
actif [+]
il P P«
inactif [-]
B B® P«
inactif [-]
19
Exemples de suppression extragénique: I'actine
« S. cerevisiae : ACT1 code I'actine, une protéine essentielle, qui
forme des microfilaments, un des composants du cytosquelette
délétion nuls 1étalité
non-sens
décalage cadre de lecture
surexpression gain de fonction létalité
mutation faux sens pertes de fonction ~ thermosensibilité
Temp. permissive ~ Temp. non permissive
27° C 37" C
ACT1 croissance croissance
act1-1 croissance pas de croissance
20
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Souche mutante mutagénése Souche révertante
[TS] =_ [TR]
act1-1 act1-1 su -
27° ¢ 3 ¢C
REPLIQUES
AU VELOURS
N X I— NX
act1-1su -

21
Souche révertante  gct1-1 su - X ACT1suy+ SSR
[TR] [TR]
act1-1su-
— [TR]
ACT1 su*
Parentaux Recombinés
ACT1su* actl-1 su actl-1su* ACT1 su
[TR] [TR] [TS] [TS]
25% 25% 25% 25%
Suppression extragénique, ACT1 et SU sont génétiquement indépendants
SU - ->sacé6 - SAC6 code la fimbrine
Interaction Act1p & Sac6p ?
22
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KD Act1p Act1p + Sac6p
200-
116-
97-
66- — Sac6p ; ;
43- Actlp
21-
fribres d’actine  faisceaux d’actine
Act1p & Sac6p interagissent in vivo
23
Sac6p | NH:CaBCaB COOH
ABDI ABD2
mutations [TS]
situées dans zone
Actlp d’interaction
avec Sac6p
24

22/01/2025
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Actlp Act1p + Sac6p

X

(¥]
Monomeéres d’actines La fimbrine permet d’aggréger
s’assemblent en microfibre les microfibrilles en faisceaux
-> 2 fibres forment une microfibrille d’actine

Suppression extragénique fonctionnelle (physiologique)

Suppresseurs extragéniques conformationnels

complexe

‘E E@ @«
actif [+]

> O D -
inactif [-

al . , su
actif [+]

a? - ’ su
inactif [-]

- B > X
inactif [-]

13



Temp. permissive  Temp. non permissive

27° @ 37° @
ACT1 croissance croissance
act1-1 croissance pas de croissance
act1-4 croissance pas de croissance

Alléle suppresseur sac6 - supprime-t-il aussi le défaut de croissance lié a act1-4 ?

[rs] act1-4 SAC6 X ACT1 sac6- [Ts]
act1-4 SAC6
ACT1 sac6 -

|

act1-4 SAC6 ACT1 sac6- ACT1 SAC6  Act1-4 sac6 -
[TS] [TS] [TR] [?]

[TR]

27

Temp. permissive ~ Temp. non permissive

27° @ 37° @
ACT1 croissance croissance
act1-1 croissance pas de croissance
act1-4 croissance pas de croissance

Allele suppresseur sac6 - supprime-t-il aussi le défaut de croissance lié a act1-4 ?

(s} act!-4 SAC6 X ACT1 sac6- [Ts]
act1-4 SAC6
ACT1 sac6 -

[TR]

act1-4 SAC6 ACT1 sacé6 - ACT1 SAC6  Act1-4 sac6 -
[TS] [TS] [TR] [TS]

donc sac6 -

Suppression extragénique fonctionnelle
NE supprime PAS act1-4

pas universelle

28
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[Ts] act!-4 SAC6 X ACT1 sac6- [Ts]
act1-4 SAC6
[TR]
ACT1 sac6 -
SAC6 | sac6- = SAC6  sac6- SAC6 @ sac6-
SAC6 | sac6- | sac6- SAC6  sac6- SAC6
sac6- = SAC6 | sac6- SAC6 SAC6 @ sac6-
sac6- = SAC6 @ SAC6  sac6-  sac6- SAC6
si sac6 - DR 4[18]
supprime -> O0[TS] 0[TR]
act1-4 4[TR] DP

Pas de 4 [TR] : 0 [TS] mais 2 [TR] : 2 [TS] donc sac6 ~ NE supprime PAS act1-4

Suppression extragénique fonctionnelle pas universelle

29
Suppresseurs extragéniques conformationnels
complexe
-E E® @«
actif [+]
« il ? D -
inactif [-
« Wb > B
actif [+]
« Wk ® -
inactif [-]
< s I
inactif [-]
30
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NH2

Suppression extragénique fonctionnelle : mécanisme
d’interactions compensatoires

31
Suppresseurs extragéniques fonctionnels : cytochrome C
Quantité relative de
Génotype cytochromeCen% | phénotype
Cytochrome C CYC1* CYC7*HAP1* 95 5 [lactate+]
chez la levure cyc1-1 CYC7* HAPI* 0 5 [lactate-]
S. cerevisiae
cycl-1 cyc7-2 HAP1* 0 35 [lactate+]
cycl-1 CYC7*hapl-18 0 40 [lactate+]
Lactate : substrat respirable mais pas fermentescible
cyc1-1: alléle récessif perte de fonction
v’ suppresseurs => 2 génes indépendants cyc7-2 & hap1-18
<« cyc7-2: allele dominant gain de fonction
-> mutation localisée dans le promoteur de CYC7 qui augmente son taux de
transcription
<+ hap1-18: alléle dominant gain de fonction
-> protéine Hap1p activateur transcriptionnel de CYC?7, mutation augmente son
activité
32
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Quantité relative de
Génotype cytochrome Cen% | phénotype
5

CYC1* CYC7*HAP1* 95 [lactate+]
cycl-1 CYC7* HAP1* 0 5 [lactate-]
cycl-1 cyc7-2 HAP1* 0 35 [lactate+]
cycl-1 CYC7*hapl-18 0 40 [lactate+]
0

0

0

cycl-8 CYC7*HAP1* 5 [lactate-]
cycl-8 cyc7-2 HAP1* 35 [lactate+]
cycl-8 CYC7* hapl-18 40 [lactate+]

Lactate : substrat respirable mais pas fermentescible
cyc1-8: allele récessif perte de fonction

=> 2 genes indépendants cyc7-2 & hap1-18 qui suppriment les deux alléles

cyc1-1 & cyc1-8

Suppression extragénique fonctionnelle : mécanisme régulatoire

33

Supression extragénique
informationnelle

34
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Suppression extragénique informationnelle (allele spécifique)

- ARNm o AUB. v o UGG .. . UAA
a*rsu 5 3
@0 AUA
SSR codon ARN{T® \J anti-codon ARNYY
[ade+] Trp Tyr
Protéine —
native M Trp 00H
a'su* ARNm g AUG . .. UAG....UAA AUA
mutant ARNW'—
[ade-] Protéine NHe coom Tyr
tronquée
ARNM g AUG - - UAG . uaa
a'su AUC AUC
Révertant ARNEY ARNT':’F"|_
[ade+] Tyr yr
NH: Tyr 0OH

35

au site A

du peptide

Rappel : terminaison de la traduction

Pas d’ARNt cognate pour les trois codons non-sens

-> le ribosome se dissocie = fin de I'élongation

-> fixation du facteur de fin de la traduction RF1

Fee 308
subunit

36

22/01/2025
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2eme letire du codon
u c A G
u
Uy phénylalanine von uau tyrosine ucu cystéine
U CC| oo JUAC usC e
WAl uca A
uuG|  lewcine  uce -SIOP UGG
c @ tryptophane | G g
o
S cw ccu cAlll pesis el -
8 coe CCC|  ine |CAC cGC c O
p CUA leucine CCA proline CAA CGA arginine . 5
oS e cce CAG| dlutamine cGG o T
(]
e v &
L= AUU ACU AAU asparagine AGU| serine [7}
D | auc| isoleucine |acc o AA AGC C| —
o A Aca [fréone) 4 pn AGA A g
5 AUG [ ACG AAG lysine AGG | arginine H
- méthioninefstart i ®
GUU GCU GAU | 4cide aspartique | GCU
ofeue i ece| GAC 6eCl c
GUA valine GCA alanine GAA GGA glycine .
GUG GCG GAG acide glutamique| GGG 3

3 codons non-sens => suppression dite allele spécifique

37
Suppression extragénique informationnelle (alléle spécifique)
ARNmal 5 AUEC66 ... UAGUGC .....UAA
alsu- AUC AUC
Reévertant arntr [ ARN{
[ade+] Tyr Tyr
Protéine A1 N Tyr COOH
AUG Ci .
ARNm g _AUG C66 .. .. UUG U6A LGN
azsu- AUC
Mutant "RN*"’T’|_
_ Protéine yr
[ade-] tronquée A2 N COoH
Pas de suppression
ARNm ¢! 5 AUBCCU ... UAG A6 ... UGA
clsu- AUC AUC
Révertant ARNY |_ ARN*"'|_
[trp+] Tyr Tyr
Protéine C1 NH Tyr COOH Suppression
38
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Suppresseurs informationnels

« ARNt suppresseur de mutation non-sens (su-)

v' Gain de fonction

v' Alléles dominants

v' Protéines fonctionnelles mais pas natives

Vutaton
< Protéine ribosomique suppresseur de mutation :
non-sens (su-)
v' Diminue la fidélité de la traduction
v' Alléles dominants
v Non alléle spécifique, non géne spécifique

v’ Effets déléteres

Suppressor IRNA
®

39
Mutant de phosphatase alcaline chez E. coli
AUG .. .. .. UGG .. UAA
ARNm . .
phoA* 5 3
Protéine |
SSR native y Trp 00H
[PA+]
phoA - ARNm g AUG o UGA . ... UAA AGU
mutant e
Protéine ARNT |_
[PA] tronquée i coon Ser
ARNm g AUG .. UBA ... UAA
phoA - su- AcU AcU
Révertant ARN{Ser ARN e
[PA+] ser Ser
N Ser OOH
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Mutant de phosphatase alcaline chez E. coli

Bactériophage R17 m Plage de lyses

R17 + phoA+ 4+
R17 + phoA- 4+
R17 - phoA+ -
R17 - phoA- -
R17 - PhoA- su- ++

Suppression extragénique informationnelle (alléle spécifique)
->méme mutation d’origine pour les alléles phoA- et R17- soit

mutation non-sens UGA

41
Récapitulatif suppression
— Réversion vraie
« Informations relations structure-fonction
« Pas d'identification de nouveaux génes
impl
rSr:rUnthet Suppression intragénique
Fonctionnelle (physiologique)
non allele spécifique
« Relations fonctionnelles entre
. . génes impliqués dans un méme
— Suppression extragénique processus biologique
Informationnelle alléle spécifique
UAA ou UAG ou UGA
42
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Interaction génique : I'accentuation

Accentuation => inverse de la suppression

Une deuxieme mutation aggrave le phénotype
mutant causé par une premiére mutation

=> mutations d’accentuation

43
myoD & myf5 codent des protéines impliquées dans la différenciation
musculaire
cerovoe | Phénotvoe e ErrESSON |
myoD myfs
myoD myf5 [WT] + +
myoD myf5
AmzoD mz[5 [wT] - 4+
AmyoD myf5
myoD  Amyf5 [WT] 4+ _
myoD Amyf5
AmyoD  Amyf5 [1étal] S -
AmyoD  Amyf5
myoD & myf5 => redondance fonctionnelle partielle
Mutation AmyoD et Amyf5 = effet synergique (co-létalité)
44
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L’accentuation : haplo-insuffisance

CDC28 : protéine sérine/thréonine kinase impliquée dans le contréle du cycle cellulaire

CLB1 : cycline
permissive 27° C | permissive 37° C
CDC28+ croissance croissance
CDC28tsIN croissance pas de croissance
CLB1+ croissance croissance
CLB1- croissance croissance
CDC28%IN CLB1- pas de croissance pas de croissance (*)

CDC28 et CLB1 interagissent en complexe pour déclencher la mitose

(*) -> exception au test de complémentation (voir chapitre précédent)

45

L’accentuation: les synthétiques létaux

Etape 1 : Construction de banque de mutants de délétion : comment
identifier un gene essentiel ?

» Si ORF1 n'est pas
un gene essentiel

[ade*]

@ AORF1

AORF1 MM + ode2-1
ade2-1 _

{ADE* - ORF1*} adénine

» SiORF1 estun
géne essentiel

46
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L'accentuation: les synthétiques létaux

Etape 2 : Sélection de mutants synthétiques Iétaux

AORF1
ade2-1

S| ORF1 n’est pas un géne essentiel, recherche
d’'une seconde mutation thermosensible (ORF2)
telle que :

AORF1 + ORF2ts = |étal a T° restrictive

47
Etape 2 : Sélection de mutants synthétiques Iétaux
mutagenése Crible de sélection des co-létaux
AORF1 MM + I Q
ade2-1 —_— Température Température
{ADE* - ORF1+} adénine permissive non permissive
ORF1 et ORF2
interagissent AORF1 ORF2ts
Ensemble dans un processus <—— ade2-1
biologique essentiel a la vie de {ADE* - ORF1+}
la levure
48
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Plasmide shuffling : quelle est la partie essentielle de TORF2 ?

ORF2

ORF2dell

ORF2del2

ORF2del3

-AORF1-
-AORF2-
-ura3-52- -leu2-1-
{LEU* ORF2dell}

-AORF1-
-AORF2-
-ura3-52- -leu2-1-
{LEU* ORF2del3}

-AORF1-
-AORF2-

-ura3-52- -leu2-1-
{LEU* ORF2del2}

{URA3*- ORF2*} {URA3"- ORF2"}

{URA3* - ORF2*}

=> étude structure/fonction

49

-AORF1-
-AORF2-
-ura3-52- -leu2-1-

{LEU* ORF2del1}
{URA3* - ORF2*}

Etalement sur milieu + 5-FOA + uracile => perte du plasmide {URA3*- ORF2*}

-AORF1-
-AORF2-
-ura3-52- -leu2-1-
{LEU* ORF2del1}

-AORF1-
-AORF2-
-ura3-52- -leu2-1-
{LEU* ORF2del1}

Absence de colonies
=> ORF2del1 ne contient pas la partie
essentielle a |a viabilité

Croissance de colonies
=> ORF2del1 contient partie essentielle
a la viabilité

50
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Crible de co-létaux a I'échelle d’'un génome
-> créer un réseau d’interaction génique
nécessaire a la survie

Interactor  Type

® ARGE2

® AsKio

® AsKi0

® BEMI

BEM2

Genetic

Genetic

Genetic

Genetic

Physical

Genetic

Genetic

Genetic

Genetic

Physical

Assay

Synthetic
Growtn Defect

Negative
Genetic

Negative
Genetic

Phenotypic
Suppression

Biochemical
Activity

Positive
Genetic

Positive
Genetic

Syntnetic
Growth Defect

Synthetic
Lethality

Co-fractionation

Annotation

manually
curated

high-throughput

high-throughput

manually
curated

manually
curated

high-throughput

high-throughput

manually
curated

high-throughput

high-throughput

Action

Bait

Bait

Bait

Bait

Bait

Bait

Bait

Bait

Bait

Modification

Phosphorylation

No Modification

Phenotype  Reference

etative
th

eased
Mutant
Type:
unspecified
Costanzo M, et al
(2010) Pusmssis

Szappanos
al. (2011) e

Szappanos B,
al. (201

grov
decreased
Mutant

Type:
unspecifed

inviable
Mutant Aronova s, et al
Type: o e
unspeciied

Aronova s, et al
(2007) swe reze
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