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Introduction
La paroi chez S. cerevisiae : morphologie, roles, architecture.
Les acteurs de la Morphogenese

Cytosquelette : actine, septines.
Le polarisome

Signalisation cellulaire en réponse aux stress
Le Mécanisme de compensation
La voie CWI ( Cell Wall Integrity )
La voie de la Calcineurine
Le “Morphogenesis Checkpoint”

Un cas particulier : la protéine Knr4

Vue Intégrative



Cicatrices de

bourgeonnement

Cellule fille

Cellule mere




Structure dynamique
@ morphogénese
@ bourgeonnement

Applications
@ santé/ sécurité alimentaire,
<@ cible pour agents antifongiques

Structure essentielle
@ Intégrite cellulaire
@ Sélectivité







Apparence et propriétés nano-mécaniques
de la paroi : étude par AFM.

mnn9 (mutant affecté fksl (mutant affecté
Souche contrble dans la synthese dans la synthese
des mannanes) des B-glucanes)

Elasticité —» Elasticité '\,

Rugosité -~ Rugosité¢ /
Dague et al., 2010. Yeast, 27(8), 673-84.



Les acteurs de la Morphogenese :

Cytosquelette : actine, septines.
Le polarisome

Signalisation cellulaire en réponse aux stress
Le Mécanisme de compensation
La voie CWI ( Cell Wall Integrity )
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Cytosquelette :
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Signalisation cellulaire en réponse aux stress
Le Mécanisme de compensation
La voie CWI ( Cell Wall Integrity )
La voie de la Calcineurine
Le “Morphogenesis Checkpoint”

Un cas particulier : la protéine Knr4
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Le Mécanisme de compensation :
Une réponse génomique globale au stress pariétal

S —

Analyse globale par puces a ADN
de 5 mutants différents de la paroi

300 genes exprimés difféerentiellement
~ =

79 genes corégulés

—— N

Analyse des promoteurs
In Silico :

/ consensus
~ I

Analyse
fonctionnelle
du consensus

WCE

Lagorce et al., 2003, J Biol Chem.
278 (22), 20345-20357



Analyse des promoteurs des 79 genes co-régules:

Promoteur Gene
-700bp ATG

Séquences Distribution  Fonction
RLM1 NTAWWWWTAG 39/79  Synthese Pariétale
STRE CCCCT 45/79 Réponse au Stress
HSE GAANNTCC 75/79 Réponse au Stress
GCR1 RGCTTCCWC 28/79 Meétabolisme Central
PHO4 NNNCACGTKNGN 17/79  Metabolisme P
SCB CACGAAA 28/79  Cycle Cellulaire
WCE/CDRE AGCCTC 30/79 Réponse au Calcium

K=G /T M=A/C N=A,T,GouC R=A/G W=A/T



Voies de signalisation impliquees dans la
reponse aux differents stress :

Réponse Cascades de MAPK Choc
au Ca=* Cell Wall Integrity Thermique
Hypo-osmolarité Hyper-
osmolarité
” Wsc1/2/3/4
Ca Mid?2 Sinl Sho1l protéines
1 l \4 dénaturées
Rho1l
Calmoduline ! \ /
1 Pkc1
Hogl
. . Bckl g
Calcineurine | Hsp70/Hsf1
Mkk / Mkk?2 \
|
Slit2
: \
Crzl Rlyl / S<: Msn Hsfl
WCE/CDRE |RIm1 binding SCB ST HSE
sites




Wsc1 Wsc2 Wsc3 Mid2 Mt

Nucleus




Dépolarisation transitoire de
I'actine en reponse au stress

Choc Thermique

(Delley and Hall.,
J Cell Biol. 1999 October 4; 147(1): 163-174.)

Chute brutale du taux de glucose

dans le milieu.
(Uesono Y., et al.,
MBOoC, 15 (4), 1544-1556, 2004)




Voie de signalisation du Calcium :

Ca 2t

)

calmodulin

calcineurin

Crzl1l-P

Crzl






Paroi

Membrane Plasmique

" Calmodulin | N
Bckl
J l CWI : cascade
Phosphatases l de MAP kinases
_ Calcineurin Mkk1/Mkk2
‘ | Sl )
Crzl L Noyau
Autres effecteurs .- Vi
: v Slt2 ) Synthese pariétale,
— Progression du cycle
Crzl :
SBF RIm1 cellulaire,

Morphogenesis
checkpoint,



Un cas particulier : la protéine Knr4

Vue Intégrative



1994 . Complémentation des mutants résistants a la killer toxine
K9 de Hansenula mrakii (Hong et al., Mol Cell Biol. 2, 1017 )

Activité lytique de la toxine
killer K9 de H. mrakii

(Photo : Komiyama et al. 1996
J. Biochem, 119, 731-736)

1999 : Complémentation des mutants hyper-sensibles au Calcofluor white
(Martin et al., Microbiology, 145, 249)

~9¥ KNR4 spécifique des champignons

—~% Le mutant knr44 est viable, mais ts et hypersensible a de nombreux stress.
- 235 partenaires synthétiques letaux
- 27 interactions physiques identifiees

~9 Knr4 localisée au niveau des sites de croissance polarisée



Knrd : nouvel élément dans le maintien de
I'intégrité cellulaire

Q / Voie CWI

Progression du cycle Expression des genes
cellulaire de synthese pariétale,

Martin-Yken et al., 2003, Mol. Microbiol. 49(1), 23-35.



Synthétiques létaux

(235) Swfl Chs3

Chs6
Rom2 Wscl Chs7
; Chs4
wr " Bck2
. Gasl )
Swi4 Sbe2 Elmi Y DOUblZZ)yb”de
Pho85 Tyrl Pkcl © ymR262¢
Cczl Bni4d Cla4d
ez arpy BNl Spa2  Pfk2 Cin5
Ctfs RvS167 Cnal e
Rpal4
Ctf4 Rpc40
ki3

Autres

Basmaiji et al., 2006, Mol Gen.Genomics, 275(3), 217-30.

Synthese Pariétale / régulation

Polarité / croissance bourgeon
Cycle Cellulaire / mitose

Transcription/ stress



Réseau d’intéractions physiques autour de Knr4

Données issues de notre équipe :
Martin-Yken et al., 2003, Mol. Microbiol. 49, 23-35.
Basmaiji et al., 2006, Mol Gen.Genomics, 275, 217-30.
Durand et al., 2008, Yeast, 25(8):563-76.
Dagkessamanskaia et al., 2010, Yeast, 27(8), 563-74.
Et d’études globales :
Ito T. et al., 2001 PNAS U S A.; 98, 4277-8.
Goehring AS. et al., 2003 Mol Biol Cell. 14, 1501-16.
Tong, A. H.,et al., 2001, Science 294, 2364-8.
Uetz, P. et al., 2000. Nature 403, 623-627.



Caractéristiques structurales de Knr4 :

Deux domaines désordonnes, avec des propriéeteées
tres differentes.

(I'essentiel de la fonction biologique)

A

-~

80 340 505

N-term:

, Structure et globulaire oS ClgsMgle]s RS i([av](=
Non-structure

A J - J
e = ~"

- Bypass voie CWI | _ Inhibition des interactions
- Interaction avec la calcineurine, (séquences PEST).
(et activité de la calcineurine)

- Localisation de la protéine

Dagkessamanskaia et al., 2010, Protein Sci,19(7):1376-85.
Durand et al., 2008, Yeast, 25(8):563-76.



| ocalisation cellulaire de Knr4 au cours du
bourgeonnement :

Dagkessamanskaia et al.,
2010, Yeast, 27(8), 563-74.




| ocalisation cellulaire de Knr4
lors de la formation des “shmoos”:

Lo Cellules haploides
de type sexuel a,
exposees a la
phéromone a,
lheure.

Dagkessamanskaia et al.,
2010, Yeast, 27(8), 563-74.




Phéromone a, 2 heures



Phéromone a, 3 heures...



Knr4 coordonne les deux voies majeures de
signalisation cellulaire du stress pariétal

e Paro)
& """""""" Membrane Plasmique
Senseurs l % Rhol
......................... P k C 1
Calmodulin Bck1
l Mkk1/Mkk2
Calcineurin<—><_. Sit2
I \'\\ Synthese pariétale et
-7 “~<._ progression du cycle
Noyau Crzl L Sltz\ pg cellulaire ’
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Merci de votre attention...

Merci au Pr. J-M. Francois,

a A. Dagkessamanskaia,

et a N. Dallies, B. Aguilar-Uscanga, A. Lagorce, F. Basmaiji, F.
Durand et K. El Azzouzi.



