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RÉSUMÉ 

Les mécanismes qui entrent en jeu dans la maturation de l'ARN ribosomique (ARNr) restent 
toujours obscurs. Dbp4 est une ARN hélicase putative qui fait partie du groupe des hélicases 
« DEAD-box ». Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, Dbp4 aurait un rôle àjouer dans la 
maturation du pré-ARNr 35S. Les ARN hélicases ont généralement une activité ATPasique 
dépendante de la présence d'ARN. De plus, la plupart des hélicases possèdent des domaines 
supplémentaires en N- et en C-terminal qui pourraient être nécessaires pour l'activité et/ou 
pour conférer la spécificité pour un substrat. Nous désirons déterminer les caractéristiques 
biochimiques de Dbp4. Cette enzyme est pourvue d'un très long domaine C-terminal qui 
contient un motif de liaison protéique « coiled-coil ». La présence de ce motif suggère que 
Dbp4 pourrait nécessiter l'assistance de protéine(s) cofacteur(s) pour avoir une activité 
ATPasique et/ou hélicasique. Des tests d'interaction dans le système double hybride de 
levure ont permis d'identifier une interaction entre Dbp4 et les protéines Bfr2, Esfl et Enp2. 
Les conditions optimales pour l'activité ATPasique sont une incubation à 37 oC dans un 
tampon HEPES à pH 7.5 avec 10 Ilg d'ARN total de levure. Dbp4 possède une activité 
ATPasique qui augmente de quatre à cinq fois en présence d'ARN. La protéine Dbp4 
recombinante sans la section C-terminale a été produite et des tests d'activité ATPasique ont 
été effectués. Selon nos observations, la section C-terminale de Dbp4 Joue un rôle important 
pour l'activité ATPasique. Finalement, la production d'anticorps anti-Dbp4 chez le lapin 
nous a donné deux anticorps, A et B, capables de détecter Dbp4. 

Mot-clés: Hélicase, ATPase, ARNr, DEAD-box, Dbp4, Saccharomyces cerevisiae, double 
hybride et coloration au vert de malachite. 



CHAPITRE I - INTRODUCTION
 

1.1 État des connaissances 

1.1.1 Le nucléole 

C'est en 1781 que le nucléole fut observé pour la première fois par Fontana. Cette structure 

contrastée du noyau fut observée par microscopie en contraste de phase (Hernandez-Verdun, 

2006). Chez les mammifères, le noyau peut contenir d'un à six nucléoles qui varient en taille 

et en forme (Savino et al., 2001). On peut séparer le nucléole en trois parties distinctes. Tout 

d'abord, il ya les zones claires nommées FC « Fibrillar Center» qui sont entourées du DFC 

« Dense Fibri llar Center» qui est plus sombre (Goessens et al., 1987). Ces DFC sont des 

régions hautement contrastées qui forment un réseau entre les FC (Junéra et al., 1995). On 

retrouve les DFC et FC à l'intérieur du GC « Granular Component» qui est constitué 

essentiellement de granules de 15 à 20 nanomètres de diamètre (Hernandez-Verdun, 2006; 

Junéra et al., 1995). Le nucléole est la zone d'assemblage des ribosomes. C'est à l'intérieur 

de celui-ci que les gènes d'ARN ribosomiques (ARNr) sont transcrits et maturés. 

1.1.2 Le ribosome 

Le ribosome est constitué de SO protéines et 4 ARNr : le 5S, le 5.8S, le 18S et le 25S. Le tout 

forme deux sous-unités de 40S et 60S qui vont permettre la traduction de l'ARNm en 

protéine. Chez la levure, le mécanisme de maturation des ribosomes nécessite plus de 150 

protéines nucléolaires et 77 snoRNA (Piekna-Przybylska et al., 2007). Les ARNr ISS, 5.8S et 

25S proviennent d'un ARN précurseur de 35S qui a subi de nombreux clivages et 

modifications chimiques. Ce pré-ARN ribosomique et l'ARNr pré-5S sont codés par deux 

gènes de l'ADNr qui font ensemble approximativement 9100 paires de bases. Ces 9100 

paires de bases sont répétées de 100 à 200 fois sur le chromosome XII (Kressler et al., 

1999). Le pré-ARNr 35S est transcrit par l' ARN polymérase l alors que le pré-ARNr 5S est 

transcrit par l'ARN polymérase III. Chez la levure, le transcrit primaire 35S est tout d'abord 

clivé en 5' au site AO, suivi de clivages en Al et A2, ce qui crée les intermédiaires 20S et 27S 

(Figure 1.1). Le précurseur 20S sera clivé au site D en 3' dans le cytoplasme pour donner 

naissance au 18S. Le 27S subit des clivages supplémentaires pour produire les 25S et 5.SS 
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matures (Kressler et al., 1999). Plusieurs nucléotides vont subir des modifications durant la 

maturation. Au total, on peut compter quarante-cinq sites de pseudouridylations et cinquante

cinq méthylations en 2'OH du ribose (Kressler et al., 1999; Maden et al., 1997). Ces 

modifications seront effectuées par des snoRNA (petits ARN nucléolaires) qui seront couplés 

à des protéines pour former des complexes actifs nommés snoRNP (petite ribonucléoprotéine 

nucléolaire) (Reichow et al., 2007). 

A) 5' ETS 3' ETS o 58S 

82 

ITS1 ITS2
 

X

1

B) 5.8S 
35S 

ClivageAO
 
(U3. snR30 et Dbp4)
 

J< 

~ 5.8S ) 

33S ClivageA1 
(U3, snR30, snR10. U14 et Dbp4) 

1 5.8S ) Clivage A2 
32S (U3, snR30, snR10. U14 el Dbp4) 

5.8S )
 
20S 27SA2
 

Maturation 

5.8S 
0 ) 

ou 

5.85 

Figure 1. 1 : Maturation du pré-ARNr chez Saccharomyces cerevisiae. La structure d'une 
unité de répétition d'AONr est présentée en (A). La voie de maturation du pré-ARNr est 
présentée en (B). Le pré-ARNr 355 subit d'abord des modifications post-transcriptionelles 
par des snoRNP CID et H/ACA. Il y a ensuite un clivage au site AO qui est dépendant de la 
snoRNP U3, de la snoRNP snR30 et de Obp4. Les clivages en AI et A2 permettent d'obtenir 
un pré-ARNr 20S et 27S. Obp4 et les snoRNP U14, U3 et snR30 jouent un rôle important 
dans ces deux clivages. Le pré-ARNr 205 deviendra de [' ARNr 185 qui fera partie de la 
petite sous-unité du ribosome. L'ARNr 5.8S et 25S de la grande sous-unité ribosomique vont 
provenir de la biogénèse du pré-ARNr 27S. 
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1.1.3 Les petits ARN nucléolaires (snoRNA) 

On peut classer les snoRNA en deux familles: la famille à boîtes HIACA et celle à 

boîtes CID. La seule exception connue à ce jour est MRP qui n'entre dans aucune des deux 

familles (Balakin et al., 1996). 

Les membres de la famille à boîte HIACA sont formés de deux tiges boucles séparées 

d'une boîte H (ANANNA), le tout suivi d'une boîte ACA en 3'. Les snoRNP H/ACA 

isomérisent J'uridine en pseudouridine (Ganot et al., 1997; Ni et al., 1997). Les deux 

exceptions connues de la famille à boîtes HIACA sont snR30 qui clive en AO, Al et A2 le 

pré-ARNr et snR10 qui clive en A 1 et A2 en plus de faire la pseudouridylation du 25S à la 

position 2919 (Morrissey et Tollervey, 1993; Ni et al., 1997; Samarsky et Fournier, 1999; 

Tollervey, 1987). Ces deux snoRNA possèdent chacun un homologue chez 1'humain, soit 

U17 pour snR30 et ACA21 pour snR10. Le snoRNA du complexe snoRNP se lie à l'ARNr 

par appariement de bases. Les snoRNA HIACA sont toujours liés à au moins 4 protéines 

essentielles: Cbf5, Garl, Nhp2 et Nop10 (Henras et al., 1998; Watkins et al., 1998). CbfS 

pourrait être la pseudouridine synthase car elle partage une certaine homologie avec une 

famille de pseudouridine synthase (Koonin, 1996). La famille à boîtes CID est composée 

d'un snoRNA où le bout 5' lie l'extrimité 3' par appariement de bases. Les snoRNA CID 

possèdent un ou deux groupes de boîtes C et D (Kiss-Laszlo et al., 1996). En complexe de 

snoRNP, ils lient toujours Snu13, Nop1, NopS6 et Nop58 chez la levure (Ganot et al., 1997; 

Gautier et al., 1997; Lafontaine et Tollervey, 1999; Wu et al., 1998). Le snoRNA CID lie 

aussi le pré-ARNr avec 10 à 20 bases complémentaires à celui-ci. Les snoRNP CID sont 

responsables de la méthylation en 2 'OH du ribose. Cette méthylation est effectuée en amont 

de la boîte D etlou D' (Kiss-Laszlo et al., 1998).Deux snoR1\JA, U3 (AO, Al et A2) et U14 

(Al et A2), sont capable d'effectuer des clivages sur le pré-ARNr qui causent la libération de 

l'ARNr 20S, le précurseur de l' ARNr 18S (Figure 1.1). Ces deux snoRNA sont conservés 

chez les eucaryotes (Maxwell et Fournier, 1995). 

1.1.4 Le snoRNA U3 

U3 est essentiel pour les clivages en AO, Al et A2 (Figure 1.1). Le site de clivage AO 

se situe dans le S' ETS du pré-ARNr et le site Al se retrouve à la jonction du S'ETS et de 

l'ARNr 18S (Figure 1.2) alors que le site A2 se retrouve dans le pré-ARNr 3SS entre les 
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séquences du 18S et du 5.8S. De plus, U3 ne peut pas méthyler l' ARNr contrairement aux 

autres snoRNA à boîtes CID (Bel trame et al., 1994; Hughes et Ares, 1991; Samarsky et 

Fournier, 1999; Tollervey et Kiss, 1997). Dans une expérience de « crosslink» il a été 

retrouvé lié au 5' ETS du pré-ARNr sur 10 nucléotides qui se sont retrouvés à être essentiels 

pour l'activité de U3 (Hughes et Ares, 1991; Kass et Sollner-Webb, 1990; Mougey et al., 

1993). On retrouve 40 protéines uniques attachées directement ou indirectement à U3 telles 

les protéines Utp, Sofl et Mpp 10 (Bernstein et al., 2004; Dragon et al., 2002 ; Dunbar et al., 

1997; Jansen et al., 1993). 

Figure 1.2: Structure secondaire de U3 et du pré-ARNr 35S. La structure démontre 
l'interaction de U3 avec le pré-ARNr 35S et son 5'ETS. En noir on peut voir U3. Le bout 5' 
du pré-ARNr 35S qui va donner l'ARNr 18S est en rouge et le 5' ETS est en bleu. On peut 
voir les domaines A et A', nommés Box A et A', hybridés avec le pré-ARNr. Adapté de 
« yeast snoRNA database at UMASS Amherst» (Piekna-Przybylska et al., 2007). 
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1.1.5 Le snoRNA U14 

Le snoRNA U14 est requis pour des clivages en AI et A2 (Enright et al., 1996; Li et 

al., 1990). U14 est aussi capable de guider la méthylation de l'ARNr 18S à la position C414 

(Maxwell et Fournier, 1995). Il contient 4 séquences conservées et une tige boucle terminale 

(Figure 1.3). Deux de ces séquences conservées sont des boîtes C et D qui sont, tout comme 

la tige boucle terminale 5'/3', essentielles à l'accumulation de Ul4 (Huang et al., 1992; Li 

and Fournier, 1992). Les deux autres séquences conservées chez U14 sont les domaines de 

liaison A et B. Ces domaines de liaison possèdent des bases complémentaires à l' ARNr 18S. 

Ils ont une taille de 13 et 14 nucléotides, respectivement. Des mutations létales dans le 

domaine de liaison A peuvent être contrées si on effectue des mutations compensatoires dans 

l'ARNr 18S au site d'appariement. Ceci impliquerait que U14 interagit directement avec 

l'ARNr par des interactions de type "Watson-Crick" (Li et al., 1990; Liang and Fournier, 

1995; Trinh-Rohlik and Maxwell, 1988). Dans le snoRNA U14 des levures et des plantes, on 

peut retrouver un motif en forme de tige boucle norruné domaine Y (Samarsky et al., 1996). 

Ce domaine de 33 nt chez Saccharomyces cerevisiae est fortement protégé des RNases à 

simple brin et forme donc une tige boucle stable (Balakin et al., 1994). La comparaison de 

domaines Y de plusieurs homologues de UI4 démontre que la taille de la tige boucle n'est 

pas conservée, mais qu'en revanche la tige-boucle contient 8 nucléotides conservés 

[ANGAACCNAU]. Une mutation ponctuelle sur un des nucléotides 64 à 66 (ACC) a un effet 

délétère sur la croissance cellulaire. De plus, la mutation de plusieurs de ces trois bases est 

létale (Liang et al., 1997). La tige-boucle pourrait donc servir de signal de reconnaissance. Il 

a été prouvé que la délétion du domaine Y empêche la maturation de l' ARNr 18S chez la 

levure (Li et al, 1990). La surexpression d'une hélicase putative nommée Dbp4 permet 

cependant de récupérer le phénotype nonnal chez un mutant avec U14 sans domaine Y. Une 

mutation létale dans d'autres domaines essentiels de U14 ne peut être contrée par la 

surexpression de Dbp4 ce qui laisse penser que celle-ci réagit de manière spécifique avec le 

domaine Y (Liang et al., 1997). Dbp4 semble avoir un rôle à jouer pour séparer U14 et le pré

ARNr. En effet, on peut remarquer que U14 reste fixé au pré-ARNr durant une déplétion de 

Dbp4 (Kos and Tollervey, 2005). 
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Figure 1.3 : Structure secondaire de U14. La structure démontre les domaines d'interaction 
de U14. La molécule contient quatre séquences conservées nommées boîte C, boîte D, 
domaine A (vert) et domaine B (bleu). La molécule contient aussi une structure spécifique 
repliée en forme de tige boucle qui est essentielle chez la levure qui se nomme domaine Y 
(mauve). Les boîtes C et D ainsi que la tige terminale sont des éléments essentiels à la 
production de U14. Les domaines A, B et Y sont nécessaires pour l'activité de U14. Les 
nucléotides encerclés sont conservés dans 5 espèces de levures. 

1.1.6 Les hélicases 

Les hél icases sont généralement des protéines qui catalysent la séparation de duplex 

d'oligonucléotides en simple brin, en utilisant l'hydrolyse de NTP comme source d'énergie. 

Les gènes qui encodent des hélicases sont très nombreux, autant chez les eucaryotes que chez 

les procaryotes (Shiratori et al., 1999; Silverman et al., 2003). Beaucoup d'hélicases ont une 

activité ATPasique augmentée en présence d'ARN, mais en général elles ne nécessitent pas 

un ARN spécifique (Rocak and Linder, 2004). La présence de cofacteur est parfois capitale à 

leur bon fonctionnement. On peut citer la faible activité ATPasique de eIF4A qui est 
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grandement accrue en présence de eIF4B (Rogers et al, 2001). Selon des études de 

cristallographie, les hélicases vont lier un substrat d'ADN ou d'ARN d'environ 8 à 10 paires 

de bases (Kim et al., 1998; Korolev et al., 1997; Velankar et al., 1999). Plusieurs modèles 

sont imaginés pour l'activité de déroulement des doubles brins d'oligonucléotides. Dans le 

premier cas l'hélicase se déplace sur le brin d'oligonucléotide après s'y être liée. On dit de 

ces hélicases qu'elles sont processives. Un deuxième modèle implique que les hélicases vont 

déstabiliser le duplex de nucléotides uniquement par leur présence (Rocak et Linder, 2004). 

Selon un autre modèle récent, une hélicase pourrait aussi avancer par translocation à l'aide 

d'autres protéines. L'hélicase de ce modèle serait déplacée de la portion d'oligonucléotide 

qui vient d'être ouverte à une portion qui est encore double brin (Xie, 2006). 

1.1.7 Les cinq superfamilles d'hélicases 

Les hélicases sont classées en cinq superfamilles (SF) (Gorbalenya and Koonin, 

1993). On peut différencier les superfamilles par le nombre de motifs, qui sont parfois 

présents chez plusieurs familles, et par la séquence de ces mêmes motifs (Gorbalenya and 

Koonin, 1993). Les hélicases des SF3, SF4 et SF5 se présentent généralement sous forme 

d'hexamère et proviennent de bactéries ou de virus (Patel and Picha, 2000). Les SF3, SF4 et 

SF5 ont un seul domaine et contiennent 2 à 5 motifs conservés. Les deux plus grandes 

superfamilles sont SFI et SF2 qui contiennent des ARN et ADN hélicases chez les 

archaebactéries, eubactéries, eucaryotes et virus. On retrouve habituellement ces hélicases 

sous forme de monomère ou de dimère et elles sont habituellement constituées de sept motifs 

et plus. Elles se replient sous la forme de deux domaines liés par un « linker » pour former le 

centre catalytique de l'hélicase que l'on nomme cœur. Les deux domaines du cœur ont une 

structure similaire à la protéine RecA (Story and Steitz, 1992). Les domaines sont formés en 

général de cinq brins bêta et cinq hélices alpha (Cordin et al., 2006) (Figure lA). Le cœur de 

ces hélicases a une taille approximative de 400 acides aminés (Caruthers and McKay, 2002; 

Tanner and Linder, 2001). Quelques membres des SFI et SF2 ont été cocristalisés avec des 

oligonucléotides et de l'ATP. Dans tous les cas, l'ATP se lie à J'intérieur de la fissure entre 

les deux domaines et l'oligonucléotide se lie à la base des deux domaines, perpen

diculairement à la fissure (Cordin et al., 2006). 
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A) Schéma 

/' 

V 

Domaine 2 Domaine 1 

B) RecA 

Figure 1. 4 : Structure schématisée des hélicases de la SFI et SF2. On peut voir le schéma 
des hélicases des SF 1 et SF2 avec les motifs qui sont présents chez ces superfamilles en (A). 
Les motifs qui sont spécifiques à certains groupes de ces superfamiJJes sont présentés entre 
parenthèses. En (B) on peut voir la structure schématisée de RecA. En bleu, le domaine 
RecA-like des hélicases ; en rouge, les structures variant du domaine RecA-like ; en vert, des 
domaines structurels supplémentaires. Les hélices a. sont présentées sous forme de rectangles 
et les brins ~ sont présentés sous forme de flèches. 

1.1.8 Les ARN hélicases DEx(DIH) 

Les ARN hélicases de la superfamille 2 (SF2) sont distribuées dans tous les processus 

utilisant de l'ARN tels la transcription, l'épissage, le transport de l'ARN, la biogénèse du 

ribosome, l'ARN « editing », la traduction et la dégradation de l'ARN (de la Cruz et al., 

1999; Fuller-Pace, 1994; Luking et al., 1998; Tanner and Linder, 2001). Les ARN hé1icases 
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sont aussi appelées ARN hélicases « DEx(DIH)-box » et elles fOl111ent la majorité de la SF2 

(Cordin et al., 2006). Certaines protéines « DEx(DIH)-box » ont une activité RNPase, c'est-à

dire qu'elles déstabilisent des liens protéine-protéine ou protéine-ARN dans les complexes 

ribonucléoprotéiques, communément appelés RNP (Jankowsky et al., 2001; Lorsch and 

Herschlag, 1998; Schwer, 2001; Staley and Guthrie, 1998). Dans certains cas on a remarqué 

que l'activité RNPasique pouvait être indépendante de l'activité hélicasique. Donc, il est 

possible pour celtaines protéines DEx(DIH)-box de défaire un complexe protéique .lié à un 

duplex d'oligonucléotide sans dérouler ce duplex (FaiIman et a!., 2004). 

1.1.9 Les protéines « DEAD-box » 

C'est en 1982 que eIF4A, la première protéine DEAD-box, fut identifiée comme 

ayant une activité ATPasique ARN-dépendante (Grifo et al., 1982). Ce n'est que sept ans 

plus tard que la découverte d'un groupe de NTPases avec des motifs similaires et la 

caractérisation de plusieurs de ces protéines donnèrent naissance au groupe des 

protéines DEAD-box (Linder et al., 1989). Contrairement aux protéines DEAH-box qui 

possèdent peu de préférence entre les différents NTP, les protéines DEAD-box utilisent le 

plus souvent de l'ATP comme source d'énergie (Kim et a!., 1992; Lee and Hurwitz, 1992; 

Tmmer, 2003). On peut retrouver jusqu'à 3999 séquences de protéines DEAD-box dans des 

bases de données telles que SwissProt et TrEl'v1BL. Sur les 17 ARN hélicases qui jouent un 

rôle dans la biogénèse du ribosome chez la levure, 14 sont des protéines DEAD-box 

(Bernstein et al., 2006; de la Cruz et a!., 1999; Granneman et a!., 2006). Huit de ces protéines 

DEAD-box ont un rôle à jouer dans la maturation de l'ARNr puisque leur inactivation cause 

un déficit de sous-unité 40S (Daugeron and Linder, 2001; Granneman et a!., 2006; Ksess 1er et 

al., 1997; Liang et al., 1997; Venema et al., 1997). La plupart des ARN hélicases DEAD-box 

montrent peu ou pas d'activité de déroulement lorsqu'elles sont testées in vitro. Ceci peut être 

causé par les conditions utilisées dans les tests ou par le manque de partenaire d'interaction 

essentielle ou bien par la très grande spécialisation de l'activité hélicasique pour un substrat 

des enzymes testées. (Cordin et a!., 2006). Récemment, la protéine DEAD-box CYT-19 a été 

décrite conune étant une chaperonne d'ARN mal replié (Mohr et a!., 2002). Les protéines 

DEAD-box pourraient donc servir de chaperonne pour les ARN. 
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1.1.10 Les motifs des protéines « DEAD-box» 

Les protéines DEAD-box possèdent neuf motifs conservés qui forment leur cœur 

hélicasique (Linder, 2006). Les extensions N- et C-terminales qui flanquent le cœur sont très 

divergentes et contiennent probablement les séquences responsables de la spécificité pour les 

substrats et/ou pour diriger la protéine dans différents compartiments cellulaires (de la Cruz 

et al., 1999; Silverman et al., 2003; Wang et Guthrie, 1998). Les neuf motifs ont les 

séquences consensus présentées dans la Figure 1.5. Le motif Q est unique aux protéines 

DEAD-box. Il possède un groupement aromatique et une glutamine (Q). Le motif Q et l'acide 

aminé aromatique ont été proposés comme élément de liaison à l'ATP qui fonctionnerait 

comme un conunutateur moléculaire qui régulerait l'hydrolyse (Tanner, 2003). Les motifs la 

et lb sont connus pour leurs liaisons au squelette de ribose de l' ARN (Gorbalenya and 

Koonin, 1993). Les motifs 1et II sont aussi connus sous Je nom de motifs Walker A et B. Ces 

deux motifs sont présents chez une grande variété de NTPases et sont nécessaires à la 

définition d'une hélicase (Tanner and Linder, 2001; Walker et al., 1982). Les deux motifs 

utilisent un ion de Mg2+ pour se complexer à l'ATP. Le motif 1 forme une structure 

secondaire en forme de boucle qui peut être ouverte ou fermée et qui lie t'ATP lorsqu'elle est 

ouverte. Cet état est une conformation typique du motif 1 retrouvé chez les NTPases en 

général (Cordin et al., 2006). Le motif II (Walker B) contient un seul résidu aspartate 

(Walker et al., 1982) mais il est composé deux dans le groupe D-E-A-D. Chez les protéines 

DEAD-box le deuxième aspaltate du motif DEAD lie S et T du motif III par des ponts 

hydrogènes (Cordin et al., 2006). Le motif II coordonne l'hydrolyse de l'ATP avec une 

molécule d'eau (Caruthers et al., 2000; Walker et al., 1982). Le motif III lie le complexe 

Mg2+.ATP et contribue à la liaison avec l'oligonucléotide. Il associe l'hydrolyse des NTP 

avec l'activité de déroulement. Les motifs IV et V interagissent avec l'oligonucléotide par le 

squelette de ribose (Caruthers et al., 2000; Korolev et al., 1998; Lin and Kim, 1999). Le 

motif VI joue un rôle impOltant en convertissant l'hydrolyse des NTP en mouvement pour les 

domaines 1 et 2 de l'hélicase. Il peut lier le phosphate y des NTP (Caruthers et al., 2000; Hall 

and Matson, 1999; Korolev et al., 1998; Lin and Kim, 1999; Linder et al., 2000 ; Pause et al., 

1993). 
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Figure 1.5 : Présentation schématique de Dbp4 et des motifs conservés des protéines 
DEAD-box. En haut, schéma de Dbp4. En bas, les séquence consensus des motifs des 
protéines DEAD-box. Les acides aminées conservés qui interagissent avec l' ATP (rouge), 
l'ARN (bleu) ou qui sont impliqués dans des interactions intraprotéiques (vert) sont présentés. 
Dans les séquences consensus des motifs, les lettres en majuscule sont conservées dans 80% 
des cas et plus, et les lettres minuscules représentent des séquences conservées de SO% à 
79%. 

1.1.11 La« DEAD-box protein 4» (Dbp4) et ses interacteurs possibles 

L'hélicase putative Dbp4 est une protéine DEAD-box de la superfamille 2 ayant une 

taille prédite de 87 kilodaltons. Dbp4 interagit génétiquement avec le snoRNA U14 (Liang et 

al., 1997). En effet, une mutation létale dans le domaine Y de U 14 va être contrée par la 

surexpression de Dbp4. Elle est composée d'un cœur hélicasique suivi d'une longue séquence 

en C-terminal, mais elle a une très courte séquence en N-terminal. Elle possède, en C

terminal, un motif «coiled-coil» qui pourrait être impliqué dans la liaison avec d'autres 

protéines. Un schéma de Dbp4 est présenté dans la Figure 1.S. Les formes en dimère et en 

trimère sont les plus courantes liaisons coiled-coiJ (Liu et al., 2006). Dbp4 et plusieurs autres 

protéines sont nécessaires pour les clivages de AO à A2 et une déplétion de Dbp4 cause un 

défaut dans le clivage du pré-ARNr 3SS tout comme la déplétion de U3 (Kos and Tollervey, 

200S). Puisque la protéine Dbp4 est essentielle aux clivages en AO à A2, la caractérisation de 

celle-ci permettrait d'éclaircir nos connaissances sur la biogenèse et la maturation du pré

ARNr 3SS. Dbp4 possède un homologue très conservé chez J'humain qui se nomme DDXl 0 

(Liang et al., 1997). Il est connu que le gène de cette protéine nucléolaire est muté dans 

certains cancers du sein (Sjoblom et al, 2006). Elle est aussi impliquée dans une leucémie 

myéloïde causée par une translocation de gènes qui provoque la fusion NUP98-DDX 10. 
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NUP98 est une nucléoporine. La caractérisation de Dbp4 nous permettrait de mieux 

comprendre les causes de ces cancers et nous donne une nouvelle cible dans les traitements 

anticancéreux (Xi, 2007). Selon les bases de données YRC (Riffle et al., 2005) et yeast 

interactome (Collins et al., 2007) les protéines Dbp4, Enp2, Esfl et Bfr2 interagiraient toutes 

ensembles. Ces protéines sont impliquées dans la maturation de l'ARNr 18S chez la levure 

(Peng et al., 2004 ; Bernstein et al., 2004; Kos et Tollervey, 2005). La protéine Bfr2 serait 

possiblement un facteur de croissance présent dans le nucléole (Chabane et al., 1998). Esfl, 

Enp2 et Bfr2 possèdent toutes des motifs « coiled-coil ». Finalement, Enp2 est une protéine 

nucléolaire sans fonction précise connue qui contient des répétitions WD40, un motif qui est 

impliqué dans les interactions protéiques. 
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1.2 LE PROJET 

1.2.1 Hypothèses de travail 

La première hypothèse serait que Dbp4, comme plusieurs hélicases, possèderait une activité 

ATPasique dépendante de la présence d'ARN. Dbp4 fait partie d'un groupe de protéines 

DEAD-box reconnues comme étant des hélicases. Il a été démontré que U14 et Dbp4 ont un 

lien génétique (Liang et al., 1997). La déplétion de U3 ou de Dbp4 cause les mêmes défauts 

de clivage en AO, Al et A2 (Kos and Tollervey, 2005). Des analyses non publiées de notre 

laboratoire ont démontré que U3 co-immunoprécipite avec Dbp4. Il est donc possible que 

Dbp4 utilise U14 et/ou U3 et/ou l'ARN ribosomique 35S comme substrat. Des tests d'activité 

ATPasique en présence ou non d'ARN total nous permettent donc de déterminer si Dbp4 

possède l'une des caractéristiques nécessaires pour la décrire comme une hélicase. 

Les ARN hé1icases sont constituées d'un cœur hélicasique qui possède des motifs de 

liaison à l'ATP et à l'ARN. Mis à part ce cœur hélicasique très conservé, les hélicases ont des 

portions N- et C-terminale très variables. Il est donc logique de penser que ces portions ont 

un rôle à jouer dans la sélection du substrat ou un impact sur l'activité de l'enzyme. Puisque 

Dbp4 possède une portion C-terminale très longue, il est probable qu'elle joue un rôle 

important dans son activité. Afin de déterminer si le domaine C-terminal a un impact sur 

l'activité de Dbp4, cette portion de l'enzyme sera enlevée et des tests d'activité ATPasique 

avec le mutant seront effectués. 

La troisième hypothèse serait que Dbp4 fonctionne en complexe avec plusieurs 

protéines. Puisque les ARN hélicases jouent des rôles importants dans des processus 

nécessitant de gros complexes ARN-protéines, tel que le spliceosome, il est probable que 

Dbp4 agisse en association avec d'autres protéines. Le domaine C-terminal de Dbp4 pourrait 

facilement contribuer à donner la spécificité à un substrat et/ou à lier Dbp4 à d'autres 

protéines, puisqu'il possède un motif « coiled-coil ». Des chromatographies d'affinités 

suivies d'une analyse en spectrométrie de masse ont démontré que les protéines nucléolaires 

Bfr2, Enp2 et Esfl avaient une forte affinité pour Dbp4. Nous allons donc vérifier les 

interactions de Dbp4 avec les protéines Bfr2, Esfl, Enp2 et Dbp4 en utilisant le système 

double hybride. 



CHAPITRE II - MÉTHODOLOGIE
 

2.1 SOUCHES ET CONSTRUCTIONS 

2.1.1 Souches bactériennes 

Les souches nonunées BTK3, BTK9, BTK35 et BTK64 nous ont été données par Dr. M.J. 

Fournier (University of Massachusetts at Amherst, USA). La souche BTK3 est une E. coli 

TOPIOF' ({lacIq
, Tn10(TetR

)} mcrA 6(mrr-hsdRMS-mcrBC) ~801acZ 6Ml5 6lacX74 

recAI araD139 6(ara-leu)7697 gaJU galK rpsL (StrR
) endAI nupG) contenant un plasmide 

pET23a(+):: T7-Dbp4-6His. Le gène de Dbp4 (23 1Opb) fut inséré dans les sites Xho 1 en 3' 

et BamHVBcI en 5'. La souche BTK35 est une E. coli TOPIOF' avec un plasmide 

pET23a(+)::T7-Dbp46cat-6His. pET23a(+)::T7-Dbp4-6His fut tronqué de 1 098 paires de 

bases au centre du gène de Dbp4 entre les deux sites de restriction EcoRI puis les deux 

extrémités EcoRl furent ligasées ensemble pour donner une Dbp4 tronquée. Cette protéine ne 

possède pas les motifs conservés 1 à VI et sera utilisée pour produire des anticorps. Les deux 

souches BTK3 et BTK35 ne servent qu'à maintenir le plasmide. Il est à noter que le plasmide 

pET23a(+) de Novagen contient un gène de résistance à l'ampicilline pour permettre sa 

sélection. Les souches BTK9 et BTK64 sont des E. coli BUI pLysS W ompT hsdSB(rB'mB') 

gal dcm (DE3) pLysS (CamR
)) qui vont être utilisées pour exprimer les protéines 

recombinantes. La souche BTK9 possède la version complète de Dbp4 qui provient de 

pET23a(+): :T7-Dbp4-6His alors que la souche BTK64 possède la version tronquée de Dbp4 

(norruné Dbp46cat) qui provient de pET23a(+)::T7-Dbp46cat-6His. Les deux souches ont Lin 

plasmide pLysS qui réduit l'expression basale du gène possédant un promoteur T7 dans nos 

constructions et qui possède un gène de résistance pour le chloramphénicol. 

2.1.2 Constructions 

Les ORf de DBP4, ESF1, ENP2 et BFR2 ont été insérés individuellement au site de 

restriction Xmal et Xhol du plasmide pGEX-4Tl. Pour ce faire, les gènes ont été amplifiés 

par PCR avec les amorces suivantes: 5'- CCC CCC GGG TAT GGC CAA AAAAAA TAG 

AIT GAA -3' pour DBP4-Xmal; 5'- CCG eTC GAG TTA ACC ATG GAT TAA TTT 

AGC TGT C -3' pour DBP4-Xhol ; 5' -CCC CCC GGG TAT GGC TGG AGA GAA CCC 
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AAA GAA G -3' pour ESF1-XmaI ; S'-CGC eTC GAG AAC CTT TAC CTT CTT GGA 

TGA TTT GCT TT-3' pour ESF1-XhoI; S'-CCC CCC GGG TAT GGT TTT GAA ATC 

TAC TTC CGC AAA TG-3' pour ENP2-XmaI; 5'- CGC eTC GAG CAT ACC ACG GAA 

CGC ATT TTT G -3' ENP2-XhoI; 5'- CCC CCC GGG TAT GGA AAA ATC ACT AGC 

GGA TCA AAT TTC C -3' pour BFR2-XmaI et 5'- CGC eTC GAG ACC AAA GAT TTG 

GAT ATC ATC GTT TTT AAC -3' pour BFR2-XhoI. Tous les plasmides crées à partir de 

l'amplification des gènes par PCR ont été séquencés afin de vérifier que leurs séquences 

étaient justes. Les constructions avec pGEX-4Tl ont toutes été exprimées dans Rosetta DE2 

pLysS (Novagen). pGEX-4Tl permet d'obtenir des protéines de fusion avec GST qui 

peuvent être purifiées par clu'omatographie d'affinité. Des tests d'interaction double hybrides 

entre Dbp4, Es fi , Enp2 et Bfr2 ont été effectués. Nous avons utilisé les plasmides pGADT7 

et pGBKTI de Clontech. pGBKT7::Dbp4 fut construit durant des expériences préalables et la 

construction est décrite dans un mémoire de l'UQÀM (Ba, 2007). Les constructions 

pGADT7::Dbp4, pGADT7::Enp2, pGADT7::Esfl et pGADT7::Bfr2 ont été sous-clonées à 

partir des plasmides pGEX contenant le gène désiré en utilisant les mêmes sites de restriction 

XmaI et XhoI. Les constructions avec pGBKT7 et pGADT7 ont été exprimées dans 

Saccharomyces cerevisiae AHl09 (MATa, trpl-901, leu2-3, Jl2, ura3-52, his3-200, gaI46., 

ga1804LYS2::GALl UAS-GALlTATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MELl 

UAS-MELl TATA-IacZ, MELl). Un mutant de Dbp4 sans le domaine C-terminal fut créé en 

clivant le plasmide pET23a(+)::T7-Dbp4-6His au site BamHI et XhoI. Par la suite le plasmide 

linéaire contenant Dbp4 sans le domaine C-terminal fut purifié sur un gel d'agarose et 

recueilli grâce à un « QIAquick Gel Extraction Kit» de QIAGEN. Deux oligonucléotides 

phosphorylés partiellement complémentaires ont été ajoutés avec le plasmide linéaire. Les 

oligonucléotides utilisés sont 5'- GAT CCA GGA GGA GGA C -3' et 5'- TCG AGT CCT 

CCT CCT G -3'. Lorsque ces oligonucléotides sont appariés, ils créent un site BamHI et un 

site Xhol. Le duplex peut être inséré dans le plasmide linéarisé et le tout est ligasé pour 

former le plasmide pET23a(+)::T7-Dbp46.Cterm-6His qui fut séquencé pour vérifier la 

séquence. Ce plasmide a ensuite été transformé dans des Rosetta DE2 pLysS par choc 

thermique tel que détaillé dans Ausubel et al. (1999). L'induction de se plasmide permet 

d'obtenir la protéine nommée Dbp46.Cterm. 
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2.2 PURIFICATION DE PROTÉINES 

2.2.1 Méthode de préparation des extraits bactériens 

Pour exprimer et extraire une protéine, nous allons effectuer les étapes suivantes. À partir 

d'une pré-culture, un litre de milieu de culture LB (Bacto-tryptone 1%, « Yeast extract» 

0.5% et NaCI 1%) contenant 100 ~g/ml d'ampicilline et 50 ~g/ml de chloramphénicol est 

incubée avec agitation à 37 oC afin d'avoir une densité optique de 0.600 à 600 mTI. Les 

antibiotiques sont utilisés pour maintenir les plasmides dans la cellule. Le chloramphénicol 

maintient le plasmide pLysS et l'ampicilline maintient le plasmide contenant le gène de la 

protéine d'intérêt. La production de protéine est induite dans la culture à des conditions 

optimisées, soit avec 0.5 mM IPTG et la culture est incubée trente minutes à 30°C. Après 

l'induction, les cellules sont sédimentées en centrifugeant à nOOxg durant dix minutes à 

4 oC. Le surnageant est jeté et les cellules sont resuspendues dans 10 ml de tampon 

d'extraction TMN300 froid (25 mM Tris-HCI pH7.5, 10 mM MgCb, 300 mM NaCl, 1 ~lM 

de pepstatine et cocktail d'inhibiteurs de protéase Complete® sans EDTA de Roche) pour 1 

litre de milieu induit. La suite des manipulations est effectuée à 4°C. Les cellules sont brisées 

par sonication durant quinze secondes avec quinze secondes d'intervalle entre les huit 

sonications qui sont effectuées à puissance 7 (26 watts) sur un Sonic Dismembrator Model 

100 de Fisher. L'extrait est centrifugé à une vitesse de 17000xg durant dix minutes afin de se 

débarrasser des débris cellulaires. Le surnageant est recueilli et placé dans un autre tube de 50 

ml. L'extrait bactérien contenant la protéine de fusion d'intérêt est filtré avec des filtres 0.45 

J1.m. 

2.2.2 Purification de protéines de fusion 6His par chromatographie d'affinité. 

Les protéines de fusion avec un 6His sont purifiées avec cette méthode. L'extrait filtré est 

injecté dans une « superloop» de chargement de 50 ml. L'appareil utilisé est un FPLC 

AKTApurifier de Amersham. Tous les tampons utilisés ont été filtrés et dégazés avant leur 

utilisation. On utilise une colonne NiNTA superflow 1 ml de QIAGEN pour la purification 

des protéines de fusion avec 6His. Le chargement de l'extrait est effectué à 0.4 ml/minute 

suivi d'un lavage avec 15 ml de tampon (25 mM Tris-HCl pH7.5 , 10 mM MgCI2, 300 mM 

NaCl et 30 mM imidazole). La protéine d'intérêt est ensuite éluée à 0.1 ml/minute avec 6 ml 
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de tampon d'élution (25 mM Tris-HCI pH7.5, 10 mM MgCI2, 300 mM NaCI et 300 mM 

imidazole) et l'éluât est récupéré en fraction de 500 pL avec un collecteur de fraction Frac

950 de Amersham. Les fractions contenant le pic d'absorbance de protéine dans le 

chromatograrrune seront rassemblées dans un seul tube. On ajuste à 15% de glycéroll'éluât 

afin d'augmenter sa stabilité, puis on fait un dosage protéique de Bradford (Bio-Rad Protein 

Assay) et on congèle l'éluât par aliquot de 50 pL à -80°C. 

2.3 ANALYSE DE PROTÉINES 

2.3.1 SDS-PAGE 

Pour l'analyse de protéines, les échantillons à analyser sont mélangés 5 : 1 dans une solution 

de bleu de chargement 6X (0.3 M Tris-HCl pH 6.8, glycérol 60%, SDS 12%, 2

mercaptoétanol 30%, Bleu de bromophénol 0.003%). Les échantillons sont bouillis cinq 

minutes. Chaque échantillon est déposé dans un puit d'un gel de polyacrylamide 10% 

(acrylamide: bis-acrylamide, 37.5 :1) et les protéines sont séparées avec un courant de 200 

volts jusqu'à ce que le bleu de bromophénol sorte du gel. La migration est faite dans du 

tampon d'électrophorèse (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM glycine, sodium lauryl sulfate 

0.1 % (SDS)) et le système d'électrophorèse Mini-Protean 3 de Bio-Rad est utilisé. Ici le gel 

peut être coloré ou utilisé pour faire un irrununobuvardage. Pour la coloration des gels au 

bleu de Coomassie R-250 on laisse tremper celui-ci deux heures dans du colorant de 

Coomassie (méthanol 45%, acide acétique 10% et Coomassie brillant blue R-250 0.05%) 

puis on décolore le gel avec une solution de décoloration (méthanol 45%, acide acétique 

10%) jusqu'à ce que le gel soit clair et que seules les bandes soient colorées. Les colorations 

au Coomassie seront effectuées essentiellement pour vérifier que les purifications ont bien 

fonctionné et s'assurer de la pureté des protéines désirées. 

2.3.2 Immunobuvardage 

Pour l'immunobuvardage, un gel SDS et une membrane de PVDF, préalablement traitée 

trente secondes au méthanol, seront trempés durant trente minutes dans du tampon Towbin 

(25 mM Tris, 192 mM glycine pH 8.5 et méthanol 20%). Les protéines du gel sont 

transférées sur la membrane dans un appareil de transfert électrophorétique semi-sec Trans
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Blot durant vingt minutes à 20 volts. Par la suite on colore le gel au Coomassie afin de 

s'assurer que toutes les protéines ont été transférées sur la membrane. La membrane est 

ensuite incubée 1 heure dans 5% de lait en poudre dans du TBS-Tween (20 mM Tris-Hel pH 

7.6, 136.8 mM NaCl, Tween 0.2%) afin de saturer les sites non spécifiques. Ensuite on laisse 

incuber la membrane durant une heure dans du lait 5%/TBS-Tween avec l'anticorps qui lie la 

protéine que nous désirons détecter. Pour les protéines de fusion avec un 6His nous utilisons 

un anticorps a-6His couplé à une peroxydase à une dilution de 1 pour 40 000 (Qiagen). Après 

l'incubation avec l'anticorps, la membrane est lavée trois fois durant dix minutes avec du 

TBS-Tween. Dans le cas où l'on utilise un anticorps qui est directement couplé à une 

peroxydase, on fait le traitement au ECL-Plus et la révélation immédiatement avec la trousse 

d'immunofluorescence ECL-P1us (GE Healthcare) selon le protocole du manufacturier. Si le 

premier anticorps n'est pas couplé à une peroxydase, la membrane est par la suite incubée 

une autre heure dans du lait 5%/TBS-Tween avec un anticorps secondaire couplé à HRP qui 

reconnaît le premier anticorps. Une seconde série de lavages est effectuée après l'incubation. 

La membrane est ensuite traitée avec la trousse d'immunofluorescence ECL-Plus (GE 

Healthcare) selon le protocole du manufacturier. Les membranes traitées au ECL-Plus sont 

révélées avec des films à autoradiographie. 

2.4 INTERACTIONS PROTÉIQUES 

2.4.1 Transformation de levures 

Dans 300 ml de YPD stérile (yeast extract 1%, peptone 2% et dextrose 2%) une culture de S. 

cerevisiae d'une D.O. de 0.25 à 600 nm est incubée trois heures à 30 oC avec agitation. Le 

tout est par la suite centrifugé à 1OOOx g durant cinq minutes et le surnageant est jeté. Le culot 

de cellule est resuspendu dans 50 ml d'eau stérile. On centrifuge à nouveau et on jette le 

surnageant. On resuspend les cellules dans 1.5 ml de TE/LiAc (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 

mM EDTA et 100 mM acétate de lithium). À 100 /lI du mélange de levures on ajoute 600 /lI 

de PEG/LiAc (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 100 mM acétate de lithium et PEG 

4000 6.25%), 100 /lg de HSS (ADN concassé) et 0.1 /lg de chaque plasmide à transformer. 

Le mélange est incubé 30 minutes à 30°C avec agitation (200 rpm). Ensuite, on ajoute 70 /lI 

de DMSO et on mélange. Le mélange est incubé à 42°C durant quinze minutes afin de causer 
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un choc thermique aux levures. Après l'incubation, les cellules sont placées sur glace durant 

dix minutes. Afin de sédimenter les cellules on centrifuge cinq secondes à 10 000 xg et le 

sumageant est jeté. Les cellules sont resuspendues dans 500 ,ul de TE (10mM Tris-HCl pH 

7.5, 1mM EDTA) et 100,ul sont étalés sur une plaque contenant le milieu SD -Leu -Trp 

constitué de 1.7 glL de YNB, 5 glL sulfate d'ammonium, 20 glL de dextrose, 20 glL d'agar et 

une mixture d'acides aminés désirés (<< drop out mix» de Clontech). Les plaques sont 

incubées à 30°C jusqu'à l'apparition de colonies. 

2.4.2 Test d'interaction protéine-protéine 

Ce test utilise le système du double hybride qui permet d'identifier des partenaires 

d'interaction entre protéines (Bartel et al, 1993). Le système utilise le facteur de transcription 

GAL4 qui est capable d'activer la transcription des gènes de sélection HIS3, ADE2, MEU et 

LaeZ chez S. cerevisae AH! 09. Le facteur de transcription GAL4 est séparé en deux 

domaines: le domaine d'activation (AD) et le domaine de liaison à l'ADN (BD). La portion 

du gène de GAL4 codant pour le domaine d'activation est présente chez le plasmide 

pGADT7 (la proie) qui possède aussi un gène de sélection LEU2. La portion du gène de 

GAL4 codant pour le domaine de liaison à l'ADN est présente chez le plasmide pGBKT7 

(l'appât) qui possède aussi un gène de sélection TRF 1. Chaque plasmide a un site de clonage 

multiple qui permettra d'obtenir des protéines de fusion avec les domaines AD ou BD selon 

le plasmide. Après une transformation des deux plasmides dans AH! 09 les clones sont 

sélectionnés par étalement sur un milieu sélectif - Trp et -Leu. Ensuite, on ensemence quatre 

transformants sur une plaque de milieu minimal sans tryptophane, leucine et histidine. Si la 

protéine de fusion proie-BD et la protéine de fusion appât-AD interagissent ensemble alors 

les deux domaines de GAL4 seront à proximité l'un de l'autre et le domaine de liaison va lier 

l'ADN et le domaine d'activation va démarrer le transcription des gènes rapporteurs ce qui 

permettra à la levure de croître sur un milieu sélectif. L'ajout de 3-AT (3-aminotriazole) 

permet de diminuer le bruit de fond du gène rapporteur HIS3. Les protéines qui ont été 

uti1isées pour faire le double hybride sont Dbp4, Esfl, Enp2 et Bfr2. La protéine appât qui 

sera utilisée sera Dbp4. Les protéines proies qui seront testées sont Dbp4, Esfl, Enp2 et Bfr2. 

On pourra ainsi savoir quelles protéines sont capables de lier Dbp4. 
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2.5 TEST ENZYMATIQUE 

2.5.1 Préparation d'ARN total de levures. 

L'ARN qui est utilisé dans les tests d'activité ATPasique doit être relativement pur. Puisque 

Dbp4 est une protéine de levure, 1'ARN total que nous avons utilisé provient de la levure S 

cerevisiae YPH499 (MATa ura3-52 lys2-801_amber ade2-101_ochre trpl-6.63 his3-6.200 

leu2-6.1). La préparation d' ARN de levure par la méthode au phénol acide chaud permet 

d'obtenir de l' ARN total. La procédure est détaillée dans Ausubel et al. (1999). 

2.5.2 Dosage de phosphate avec un test colorimétrique à base de vert de malachite. 

Afin de quantifier le phosphate inorganique en solution nous avons utilisé une méthode 

adaptée de Harder et al. (1994) qui permet de doser le phosphate 1l10rganique en solution. Le 

réactif est composé d'ammonium molybdate, de vert de malachite et de Tween-20, le tout à 

très bas pH. Ce mélange va fonner un complexe en présence de phosphate inorganique qui 

sera visible à 620 nm. Pour 100 ~I de solution enzymatique, on ajoute 1 ml de solution-stop 

colorimétrique BIOMOL GREEN™ (Biomol International) qui va arrêter la réaction 

enzymatique et colorer la solution selon la quantité de phosphate inorganique en solution. 

Pour chaque tube de réaction enzymatique, on doit faire un blanc en même temps, sans 

enzyme, avec 100 ~l de solution. Le blanc doit être effectué pour chaque tube car le temps 

d'incubation, la température, le pH et la concentration de produits en solution peuvent avoir 

un impact sur le test colorimétrique. Après l'ajout du réactifcolorimétrique, on laisse incuber 

30 minutes à température pièce puis on effectue le zéro d'absorbance à 620 nm à l'aide du 

blanc. Puis on fait une lecture de l'absorbance de notre test colorimétrique de la réaction 

enzymatique à 620 nm. Le coefficient d'extinction molaire est calculé à l'aide d'une courbe 

standard de Pi. Pour chaque point de la courbe standard, une quantité de Pi dans 100 ,.d de 

tampon est testée avec le test colorimétrique. 

2.5.3 Test d'activité ATPasique 

Afin de caractériser l'activité ATPasique de Dbp4 et de vérifier si l'activité ATPasique est 

dépendante de l'ARN nous avons effectué des tests enzymatiques en dosant le phosphate 

inorganique en solution. Pour ce faire, dans des tubes contenant un volume final de 40 ~I de 
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tampon TMN100 (50 mM Tris-HCL, 10 mM MgClz, 100 mM NaCl) nous avons utilisé 1 ~lg 

(5.8 pmol) d'enzyme Dbp4 purifiée. Le même nombre de tubes est utilisé pour les tests avec 

et sans enzyme. Les tubes sans enzyme sont utilisés pour faire les blancs. Pour commencer la 

réaction enzymatique nous avons ajouté 60 ~l de TMN100 contenant 1mM d'ATP. Il est à 

noter que tous les tubes sont incubés à 30°C pour les expériences initiales, jusqu'à ce que la 

température optimum soit déterminée. La réaction enzymatique est incubée durant trente 

minutes à moins qu'il n'en soit spécifié autrement. Par la suite, la réaction enzymatique est 

arrêtée par l'ajout de 1 ml de la solution stop colorimétrique BIOMOL GREEN™. Par l'ajout 

de la solution stop, on COI1lli1ence un test colorimétrique afin de doser le Pi libéré en solution 

par la dégradation de l'ATP. Les premiers tests seront faits avec une quantité croissante 

d'ARN total en solution afin de voir l'impact de l'ARN sur l'activité ATPasique. Si l'activité 

ATPasique de Dbp4 est dépendante de la présence d' ARN, on pourra observer une plus 

grande activité lors de l'ajout d'ARN à la réaction enzymatique. Ensuite des tests d'activité 

ATPasique avec une quantité constante d'ARN total ont été faits et nous avons fait varier le 

pH ou la température afin de trouver le pH, le tampon et la température optimale pour 

l'activité ATPasique. Finalement, nous avons fait un test d'activité ATPasique avec et sans 

ARN total en faisant varier le temps d'incubation de la réaction enzymatique. Tous ces tests 

on été effectués en duplicata à plusieurs reprises. 

2.5.4 Détermination du pH et de la température optimum 

Des tests d'activité ATPasique seront effectués afin de trouver le pH optimum de l'activité 

ATPasique de Dbp4. Pour ce faire, nous avons effectué un test d'activité ATPasique avec de 

l'ARN avec une incubation de trente minutes, mais à différents pH. Le point isoélectrique 

prédit de Dbp4 est de 7.44. Trois tampons ont été utilisés dans le but de trouver le pH 

optimum et le tampon qui donne l'activité ATPasique la plus haute. Les pH de 7 à 8 sont 

testés avec un tampon HMN100 (50 mM HEPES, 10 mM MgCIz, 100 mM NaCI). Les pH 6 à 

8 on été testés avec un tampon TMN100 (50 mM Tris-HC1, 10 mM MgClz, 100 mM NaCl). 

Le pH 7.5 à 9 on été testés avec un tampon TMMN100 (50 mM Tris-maléate, 10 mM MgCIz, 

100 mM NaCl). Par la suite, nous avons effectué différents tests d'activité ATPasique avec 

de l'ARN au pH et tampon optimaux avec une incubation de 30 minutes. Cependant, nous 

avons fait varier la température d'incubation de 16 à 50°e. Ces tests ont été effectués en 
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duplicata à plusieurs reprises. Tous les tests ATPasiques qui ont été effectués après 

l'optimisation utilisent le pH et la température optimale trouvée ici. 

2.6 PRODUCTION D'ANTICORPS 

2.6.1 Coloration inversée 

Pour faire un anticorps anti-Dbp4 nous avons purifié la protéine Dbp4t..cat. Cette protéine ne 

possède pas le cœur hélicasique présent chez les hélicases DEAD-box. Un anticorps contre 

cette protéine ne devrait reconnaître que Dbp4. Tout d'abord, Dbp4t..cat fut purifiée par 

chromatographie d'affinité avec W1e colonne NiNTA superflow 1 ml. Ensuite, l'éluât a été 

fractionné par un gel SDS préparatif. Afin de voir les bandes de protéines dans le gel nous 

avons effectué une coloration inversée. Cette méthode nous permet de colorer tout le gel, à 

l'exception des endroits où l'on retrouve des protéines. Pour ce faire, le gel est inunergé dans 

une solution de 1% de carbonate de sodium durant cinq minutes. Puis il est laissé dans une 

solution de 0.2M d'imidazole et de 0.1 % SDS. La solution est jetée après quinze minutes et le 

gel est rincé dans de l'eau. Le gel est finalement trempé dans une solution de 0.2M ZnS04 

durant trente secondes. Les bandes de protéine contenant Dbp4t..cat on été préalablement 

identifiées par spectrométrie de masse au Centre d'Innovation Génome Québec et Université 

McGill. La bande ne contenant que la protéine Dbp4t..cat est ensuite découpée du gel. 

2.6.2 Purification de Dbp4t..cat par électroélution 

L'appareil utilisé pour l'électroélution est un Electro-eluter Model 422 (Bio-Rad). Les 

bandes de gel contenant la protéine Dbp4L'.cal ont été coupées pour faire des morceaux d'au 

plus 1 cm. Ces morceaux ont été placés dans l'électroéluteur. La protéine fut éluée durant 

quatre heures et demi dans un tampon d'élution (25 mM Tris-base, 192 mM Glycine et SDS 

0.1%). Après ce temps, le tampon d'élution fut changé afin d'enlever le SDS. L'élution a 

continué dans le nouveau tampon d' élution (25 mM Tris-base, 192 mM Glycine) durant trois 

heures et demi. L'éluât fut recueilli puis concentré en utilisant des filtres MiCl-ocon YM-1 0 de 

Millipore. 
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2.6.3 Production d'anticorps de lapin. 

Tout d'abord, deux lapins femelles NewZealand white furent utilisés pour la production de 

l'anticorps contre Dbp4. Les anticorps furent produits selon les spécifications du service 

d'immunisation de l'animalerie de l'UQAM. Un aliquot de sang avant l'immunisation a été 

recueilli afin de vérifier que les lapins ne possèdent pas déjà des anticorps. Il y a eu une 

immunisation le jour 1,21,42, 70 et 98. Des prélèvements de sang ont été pris les jours 0, 31, 

52, 80, 108 et 118. Les lapins furent exsanguinés le jour 118. 

2.6.4 Méthode de préparation des extraits de levures. 

Une culture de 100 ml de S. cerevisiae W303 (MATa/MATa. {leu2-3, 112 trp1-1 can1-100 

ura3-1 ade2-1 his3-11, 15} [pht]) est incubée dans du milieux YPD jusqu'à ce que la culture 

aie une D.O. de 0.6 à 600 run. Le tout est centrifugé à 2000xg pendant cinq minutes. Le culot 

est resuspendu dans l'eau stérile froide puis centrifugé à nouveau à 2000 xg pendant cinq 

minutes. Cette étape est répétée une seconde fois, puis les cellules sont resuspendues dans 

500 j.tL de tampon d'extraction TMN100 froid (25 mM Tris-HCl, 10 mM MgCI2, 100 mM 

NaCI, 1 j.tM de pepstatin et cocktail d'inhibiteur de protéase Complete® de Roche, pH7.5). 

100 j.tl de bille de verres de 400 à 625 microns (Sigma) sont ajoutés. Le tout est passé au 

vortex durant quarante-cinq secondes puis placé sur glace quarante-cinq secondes. Cette 

étape est répétée huit autres fois. On se débarrasse des débris cellulaires par une 

centrifugation de dix minutes à 17000 xg à 4 oc. Le surnageant recueilli contient la protéine 

Dbp4 natif et il est utilisé comme extrait pour le test de titrage de l'anticorps de lapin anti

Dbp4. 

2.6.5 Vérification du titre de l'anticorps anti-Dbp4. 

Afin de vérifier la présence de l'anticorps et son titre, un gel SDS avec une piste préparatif de 

5 cm a été effectué avec un extrait de levure représentant 30 D.O. Les protéines du gel ont été 

transférées sur une membrane de PVDF. Par la suite, la membrane de PVDF a été placée 

dans un Mini-Protean II Multiscreen de BIO-RAD et chaque piste a été mise en présence de 

différentes concentrations de sérum contenant l'anticorps primaire. Par la suite, la membrane 

fut traitée comme un immunobuvardage normal. Les sérums de chaque prélèvement sanguin 

des deux lapins ont été testés. Pour les sérums pré-immuns du lapin A et B, une dilution de 
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1/100 a été utilisée avec du TBS-Tween avec 5% de lait en poudre. Pour les quatre 

prélèvements sanguins de chaque lapin, une dilution de 11100 a aussi été utilisée. Pour le sang 

recueilli durant l'exsanguination des deux lapins des dilutions de 1/1 00, 11500 et 1/2500 ont 

été testés. Le sérum est dilué dans du TBS-Tween avec 5% de lait en poudre. Par la suite, la 

membrane est traitée comme un iJmnunobuvardage normal. L'anticorps secondaire utilisé est 

un anti-IgG de lapin couplé à HRP de GE Healthcare à une dilution de 1/1 00000. 



CHAPITRE III - RÉSULTAS
 

3.1 Expression de Dbp4 et Dbp4~Cterm. 

Les protéines Dbp4 et Dbp4~Cterm exprimées dans la bactérie furent purifiées par 

chromatographie d'affinité afin d'effectuer des tests d'activité ATPasique. Des aliquotes de 

l'extrait, du «flow-through » (FT), du lavage et de l'éluât ont été analysés à l'aide d'un SDS

PAGE coloré au Coomasie et d'un immunobuvardage pour 6His (Figure 3.1). La différence 

entre l'extrait et le FT pour la purification de Dbp4 n'est pas visible indiquant que la majorité 

des protéines n'est pas retenue sur la colonne. Le tampon de lavage de la purification de 

Dbp4 contient une faible quantité de protéines à 100 l<Da. L'éluât de Dbp4 contient une 

bande à 100 kDa dans le SDS-PAGE, tout comme sur l'immunobuvardage. Le poids prédit 

de Dbp4 est de 87 kDa, cependant la protéine possède une section riche en glutamine qui est 

un acide aminé acide qui peut ralentir la migration de la protéine dans un SDS-PAGE. Cette 

bande sur le gel coloré au Coomasie et l'immunobuvardage à 100 kDa représente donc Dbp4, 

à moins qu'il y ait comigration de Dbp4 avec une autre protéine. Quelques autres bandes sont 

visibles plus bas dans l'éluât dans le gel coloré au coomassie mais la majorité ont une bande 

équivalente sur l'immunobuvardage ce qui suggère que se sont des bandes de dégradation de 

la protéine Dbp4. Les résultats suggèrent que la protéine isolée Dbp4 est relativement pure. 

La purification de Dbp46Cterm est présentée dans la Figure 3.1 B. La différence entre 

l'extrait et le FT pour la purification de Dbp46Cterm n'est pas visible indiquant que la 

majorité des protéines n'est pas retenue sur la colonne. Le tampon de lavage de la 

purification de Dbp46Cterm contient une grande quantité de protéines que l'on ne retrouve 

pas dans l'éluât. L'éluât de Dbp46Cterm contient une bande à approximativement 49 kDa 

qui est présente sur le gel coloré au Coomasie et sur l' immunobuvardage. La protéine 

Dbp46Cterm fut délétée d'approximativement 55% de ses acides aminés et son poids prédit 

est de 49 l<Da. Cette bande à approximativement 49 kDa représente donc Dbp46Cterm, à 

moins qu'il y ait comigration de Dbp46Cterm avec une autre protéine. Quelques autres 

bandes sont visibles plus haut dans l'éluât dans le gel coloré au Coomassie et aucune de ces 

bandes n'est présente sur l'immunobuvardage ce qui laisse supposer que se sont des bandes 

de protéines contaminantes. Cependant, on peut toutefois conclure que la pureté de la 

protéine Dbp46Cterm est bonne, car l'intensité de la bande à 49 l<Da est en très forte. 
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Figure 3.1 : Purification de Dbp4 et Dbp4ACterm par chromatographie d'affinité. Pour 
chaque section (A et B) on retrouve à gauche un SDS-PAGE 10 % coloré au Coomasie et à 
droite un immunobuvardage pour 6His. Ext: 0.1 % de l'extrait bactérien; FT: 0.1 % du 
« flow through» ; Lav : 0.07% du lavage; Elu: 0.07 % de l'éluât et M : standard de poids 
moléculaire. A) Purification de Dbp4. B) Purification de Dbp4~Cterm. 

3.2 Quantité d' ARN total pour l'optimisation de l'activité ATPasique. 

Pour débuter, nous avons effectué un test d'activité ATPasique avec une quantité croissante 

d'ARN total de levure (Figure 3.2). Ce test initial nous permet de connaître la quantité ARN 

total à utiliser pour avoir une activité ATPasique maximale durant l'optimisation des 

conditions. La réaction enzymatique est effectuée dans du tampon TMN 100 (25 mM Tris

HCI, 10 mM MgCb, 100 mM NaCI, pH7.5) et l'incubation est faite à 30°C pendant trente 

minutes. Il est présenté en absorbance par rapport à la quantité d'ARN total utilisée pour 

chaque point. On remarque que l'activité ATPasique augmente jusqu'à un plateau d'activité 

maximale qui se situe de 10 à 30 !lg d'ARN total. À plus de 30 !lg d'ARN total de levure, le 

test colorimétrique perd de sa précision et son exactitude car il y a apparition de précipité qui 

fausse la lecture (résultats non présentés). 
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Figure 3.2: Quantité d'ARN total nécessaire à l'obtention d'une activité ATPasique 
maximale. Des tests d'activité ATPasique de Dbp4 sont faits avec différentes quantités 
d'ARN total de levure avec 1 /lg (5.8 pmol) d'enzyme Dbp4. Les réactions enzymatiques 
sont incubées trente minutes à 30 oC et à pH 7.5 dans du TMN 100. 

3.3 Détermination du pH optimum 

Des tests ATPasiques ont été effectués avec une nouvel préparation de Dbp4 à différent pH 

dans du tampon à base d'HEPES, de Tris-HCl ou de Tris-maléate respectivement, afin de 

trouver le pH optimum ainsi que le meilleur tampon à uti liser pour cette réaction 

enzymatique (Figure 3.3). Nous avons utilisé 10 /lg d'ARN total dans la réaction 

enzymatique afin de favoriser l'activité ATPasique. L'activité est calculée un utilisant une 

courbe standard du test colorimétrique fait avec du Pi. Les deux tampons TMMNI00 et 

TMNIOO donnent une activité ATPasique plus faible que le tampon à base d'HEPES. 

L'activité ATPasique avec le TMNI00 possède un pic d'activité à pH 8.5 alors que pour le 

tampon HMNIOO on peut remarquer que la courbe a tendance à augmenter à pH 7.5. Il a été 

remarqué que l'HEPES en haute concentration (200rnM) pouvait inhiber l'activité 

ATPasique (résultats non présentés). Pour les autres tests ATPasiques, le pH et le tampon 

utilisé pour la réaction enzymatique seront du HMNIOO à pH 7.5. Le tampon à base 

d'HEPES, HMNIOO, a été choisi pour la grande activité ATPasique qu'il permettait d'obtenir 

et le pH 7.5 a été choisi par défaut de ne pas avoir de pic distinctif d'activité. 
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Figure 3.3 : pH optimum pour l'activité ATPasique de Dbp4. L'activité ATPasique de 1 
{tg (5.8 pmol) de Dbp4 en présence de 10 Ilg d'ARN total est présentée en fonction des 
différents pH dans lesquels la réaction enzymatique fut effectuée. Les réactions enzymatiques 
ont été incubées à 30°C. 

3.4 Détermination de la température optimale 

Toujours dans le but d'obtenir les conditions optimales pour des tests ATPasiques avec Dbp4, 

nous avons effectué une série de réactions enzymatiques à différentes températures (Figure 

3.4). Les tests ont été effectués avec une nouvelle préparation de Dbp4. Pour chaque réaction 

enzymatique, une température différente a été utilisée et chaque réaction enzymatique a été 

faite avec 10 {tg d'ARN total afin de favoriser l'activité ATPasique. En observant les tests 

d'activité ATPasique, on peut remarquer que l'activité est maximale lorsque la réaction 

enzymatique est faite à 37°C. Si on s'écarte de 37°C en diminuant ou en augmentant la 

température on peut remarquer une diminution de l'activité. Les prochains tests ATPasiques 

seront donc effectués à 37°C. 
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Figure 3.4: Température optimale pour l'activité ATPasique de Dbp4. L'activité 
ATPasique de 1 /-Lg (5.8 pmol) de Dbp4 est présentée en fonction des différentes températures 
d'incubation de la réaction enzymatique. Les réactions enzymatiques furent incubées durant 
trente minutes dans du tampon HMN100 à pH 7.5 avec 10 ~lg d'ARN total. 

3.5 L'activité ATPasique de Dbp4 est stimulée par la présence d'ARN. 

Nous avons déjà montré que Dbp4 a bel et bien une activité ATPasique augmentée en 

présence d'ARN (Figure 3.2). Afin de voir comment réagit l'enzyme dans le temps et aussi 

de confirmer les résultats précédents (section 3.2) nous avons fait une série de tests 

ATPasiques avec Dbp4 recombinante en présence ou non d'ARN, le tout à différents temps 

d'incubation (Figure 3.5). La réaction enzymatique a donc été faite dans des conditions 

optimales, c'est-à-dire dans du tampon HMN100 à pH 7.5 et ['incubation a été faite à 37°C. 

Pour l'activité ATPasique avec de l'ARN, 10 /-Lg d'ARN total ont été utilisés. Nous avons 

calculé la quantité d'ATP utilisée par l/-Lg (5.8 pmol) de Dbp4 et nous l'avons présenté en 

nmol de Pi grâce à une courbe standard du test colorimétrique. L'activité ATPasique basale 

de Dbp4 recombinante augmente de manière linéaire au fur et à mesure que le temps 

d'incubation augmente. Par l'ajout de 10 /-Lg d'ARN total, on peut remarquer une forte 

augmentation de l'activité ATPasique. Pour l'activité ATPasique au temps 0, on ne distingue 

aucune différence d'activité. Il est à noter que le grand écart type nous empêche de 

déterminer la proportion de l'augmentation de l'activité ATPasique en présence d'ARN de 

manière précise mais en général une augmentation de 3 à 5 fois est observée. On peut 
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cependant remarquer que l'activité ATPasique reste présente durant les 50 minutes 

d'incubation. 
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Figure 3.5: Activité ATPasique de Dbp4 stimulée par l'ARN. L'activité ATPasique de 
Dbp4 est présentée en fonction des différents temps d'incubation de la réaction enzymatique. 
Nous avons utilisé 10 !J..g d'ARN total dans la courbe réaction enzymatique nommée ARN + 
( • ). Les réactions enzymatiques furent effectuées dans du tampon HMN 100 pH 7.5 à 37°C. 

3.6 Impact du domaine C-terminal de Dbp4 sur l'activité ATPasique. 

Il est possible que le domaine C-terminal de Dbp4 ait un rôle à jouer dans son activité et/ou 

dans sa spécificité pour un substrat puisque Dbp4 possède un long domaine C-terminal et que 

les hélicases ont une très grande variation en N- et C-termina1. Pour cette raison, une série de 

tests ATPasiques a été faite avec 1 Jlg (5.8 pmol) de la protéine Dbp4 (Figure 3.6). En même 

temps, des tests ATPasiques ont été effectués sur une quantité équimolaire de Dbp4 sans le 

domaine C-terminal dans les mêmes conditions. Grâce à la courbe standard du test 

colorimétrique, nous avons calculé la quantité d'ATP utilisée par 5.8 pmol de Dbp4, ou de 

Dbp4t>Cterm, dans le temps et nous l'avons présentée en nmol de Pi libéré en solution par 

minute. Les tests ATPasique ont été faits dans des conditions optimales, c'est-à-dire dans du 

tampon HMNIOO à pH 7.5 et l'incubation a été faite à 3rC durant 30 minutes. On peut 

remarquer que l'activité ATPasique de Dbp4t>Cterm en présence d'ARN est diminuée de 2.7 

fois par rappo11 à l'activité de Dbp4 complet et que l'activité ATPasique de Dbp4t>Cteml en 

absence d'ARN est diminuée de ~3 fois par rapport à l'activité de Dbp4 complet. En 

présence d'ARN, Dbp4t>Cterm a une activité ATPasique cinq fois plus grande que son 
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activité ATPasique basale sans ARN. Dbp4 complet réagi de manière attendue avec une 

augmentation de l'activité ATPasique d'approximativement quatre fois l'activité basale. On 

peut donc remarquer un fort impact de la délétion du domaine C-terminal sur l'activité 

ATPasique. 
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Figure 3.6 : Impact de la délétion du domaine C-terminal sur l'activité ATPasique de 
Dbp4. L'activité ATPasique de 5.8 pmol de Dbp4 et Dbp46Cterm est présentée en quantité 
de Pi libéré en solution par minute. Nous avons utilisé 10 /lg d'ARN total dans les réactions 
enzymatiques nonunées ARN +. Les réactions enzymatiques furent effectuées dans du 
tampon HMNIOO pH 7.5 à 37°C durant 30 minutes. 

3.7 Test d'interaction in vivo avec Dbp4 

On retrouve en C-terminal de Dbp4 un motif de liaison protéine-protéine nommé « coiled

coil » (Figure 1.5). Pour cette raison une série de tests dans le système double hybride a été 

effectuée dans la souche S. cerevisae AHI09. La protéine appât est Dbp4. Les protéines qui 

furent testées comme protéines proies sont Dbp4, Esfl, Enp2 et Bfr2. Puisque des bases de 

données telles YRC (Riffle et al., 2005) et yeast interactome (Collins et al., 2007) suggèrent 

que les protéines Dbp4, Enp2, Esfl et Bfr2 sont toutes présentes dans des gros complexes, il 

est intéressant de vérifier si elles ont une interaction les unes avec les autres. Les hélicases 

ont tendance à se lier à elles-mêmes pour former des multimères. Pour cette raison nous 

avons aussi vérifié si Dbp4 pouvait se lier à elle-même. Sur un milieu sans tryptophane et 

sans leucine toutes les souches réussissent à croître ce qui confirme que les souches 
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contiennent les vecteurs nécessaires pour le test double hybride (Figure 3.7). Des contrôles 

négatifs ont été effectués avec les vecteurs pGBKT7 (appât) et/ou pGADT7 (proies) vides. 

Lorsque l'on passe ces souches contrôles sur un nùlieu sélectif sans tryptophane, leucine et 

histidine, on remarque qu'aucune levure contenant un plasmide vide ne réussit à croître. Il 

n'y a donc pas de bruit de fond. Cependant, les souches contenant Dbp4 comme protéine 

appât et Dbp4, Esf1, Enp2 ou Bfr2 comme protéine proie, peuvent croître sur un milieu 

sélectif sans tryptophane, leucine et histidine. Donc les quatre protéines testées peuvent lier 

Dbp4 in vivo dans le système double hybride et permettre l'activation de la transcription du 

gène rapporteur HIS3. En ajoutant 20 mM de 3-AT on atténue l'activation du gène rapporteur 

HIS3, donc seulement les protéines qui sont fortement liées ensembles vont pouvoir activer 

ce gène. En présence de 3-AT on remarque que les souches avec les protéines proies Dbp4 et 

Esf1 ont de la difficulté à croître, alors que celles avec la protéine Enp2 ne poussent pas. 

Toutefois, la souche contenant la protéine appât Dbp4 et la protéine proie Bfr2 croissent très 

bien. Bfr2 est donc le meilleur candidat en tant que protéine pouvant lier Dbp4. Dans l'ordre 

de force de liaison avec Dbp4 on retrouve donc Bfr2 suivi de Esf1/Dbp4 et finalement Enp2. 

Des tests d'interaction double hybride on été effectués avec le mutant tronqué en C-terminal 

mais les contrôles signalaient des interactions non-spécifiques (résultats non présentés). 
pGBKTl/pGADTl 
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Figure 3.7: Test d'interaction double hybride avec Dbp4. Les tests sont faits dans la 
souche S. cerevisae AHI09 qui est incapable de survivre sans tryptophane, leucine et 
histidine. Le plasmide pGADT7 (la proie) possède un gène de sélection LEU2 et pGBKT7 
(l'appât) a un gène de sélection TRPI. L'activation du gène rapporteur HIS3 permet la survie 
des cellules sur milieux sans histidine et démontre une liaison entre les deux protéines testées 
dans ce système. 
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3.8 Expression de Dbp4~cat pour l'immunisation de lapin. 

La protéine Dbp4~cat exprimée dans la bactérie fut purifiée par chromatographie d'affinité. 

La taille prédite de Dbp4~cat est de 45 lilla. Des aliquotes de l'extrait, du « flow-through » 

(FT), du lavage et de l'éluât ont été analysés à l'aide d'un SDS-PAGE coloré au Coomasie et 

d'un immunobuvardage contre 6His (Figure 3.8). Les trois fractions de l'éluât contenant les 

protéines purifiées ont été chargées séparément afin de voir si différentes protéines sont 

présentes dans les différentes fractions. Les trois fractions possèdent toutes quatre bandes. 

Selon !'inununobuvardage fait sur la fraction 4 de l'éluât, les trois bandes à 60, 45 et 37 kDa 

contiennent Dbp4~cat. Les bandes ont été vérifiées par spectrométrie de masse. La bande à 

45 kDa correspond à Dbp46.cat. Les bandes à 75, 60 et 37 kDa ne seront pas utilisées pour 

l'immunisation des lapins. Dbp4~cat a été purifiée sur un gel SDS préparatif, la bande à 45 

kDa a été électroéluée et a été utilisée pour inununiser les lapins. 

Immuno
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Figure 3.8: Purification de Dbp4Acat par chromatographie d'affinité. On retrouve à 
gauche un SDS-PAGE 10 % coloré au Coomasie et à droite un inununnobuvardage contre 
6His. Ext: 0.1% de l'extrait bactérien; FT: 0.1% du « flow through»; Elu 2, 3 et 4 : 
0.07 % de l'éluât et M : standard de poids moléculaire. 

3.9 Production d'anticorps de lapin contre Dbp4 

Un suivi de la progression de l'immunisation a été fait et les titres des anticorps polyclonaux 

furent évalués (Figure 3.10). Les deux lapins utilisés pour l'inununisation sont nonunés A et 

B. La protéine qui fut utilisée pour immuniser les lapins est une protéine recombinante qui fut 
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exprimée dans la bactérie. Le test du titre des anticorps est effectué avec de l'extrait de levure. 

Par conséquent, les bandes que l'on observe ne peuvent provenir que de Dbp4, Dbp4 

dégradée ou d'une autre hélicase DEAD-box car la protéine Dbp4L'.cat possède toujours le 

motif Q qui est caractéristique des ARN hélicases DEAD-box. Afin de s'assurer que les 

lapins ne possèdent pas déjà un anticorps qui réagit avec une protéine de levures avant 

l'immunisation, les sérums pré-immuns des deux lapins ont été testés. Aucun sérum pré

immun ne présente de bande. L'immunisation des lapins A et B a été suivie avec différents 

prélèvements. Pour les lapins A et B, il a été jugé, après le quatrième prélèvement, que 

l'immunisation était suffisante pour obtenir assez d'anticorps. À la suite de cette observation 

les deux lapins ont été sacrifiés par exsanguination et le titre des deux anticorps a été vérifié. 

Pour le lapin A, on peut observer l'apparition d'une bande au deuxième prélèvement sanguin. 

L'intensité de la bande augmente à chaque prélèvement sanguin. L'anticorps de lapin A (anti

Dbp4) peut lier une bande à 100 kDajusqu'à une dilution de 112500. On peut aussi voir une 

légère bande à 75 et à 27 kDa qui peuvent être des bandes non spécifiques ou des bandes 

constituées de la protéine Dbp4 dégradée. La bande observée à approximativement 130 IcDa 

dans les prélèvements du lapin A et les deux premières dilutions de l'exsanguination du lapin 

A sont des bandes non spécifiques qui disparaissent à plus fOlie dilution. Pour le lapin B, on 

observe l'apparition d'une bande à 100 kDa dès le premier prélèvement sanguin, mais ce 

n'est qu'au quatrième prélèvement sanguin que cette bande est fortement apparente. Elle 

n'est pas présente dans le deuxième prélèvement et à peine visible dans le troisième 

prélèvement. La bande est cependant présente dans des immunobuvardage précédents, ce qui 

nous laisse croire qu'une bulle d'air a nui au transfert dans cette région. Lorsque le sérum de 

l'exsanguination est testé, on peut facilement voir une bande à 100 kDa à une dilution de 

1/2500. L'anticorps de lapin A et l'anticorps de lapin B ont tout les deux des bandes à 75 et 

27 kDa qui ont la même intensité qui peuvent être des bandes non spécifiques ou des bandes 

constituées de la protéine Dbp4 dégradée. Il est à noter que le titre de l'anticorps B semble 

meilleur que l'anticorps A. 
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Figure 3.9: Titrage de l'anticorps anti-Dbp4. Un inununobuvardage avec l'anticorps 
primaire provenant du lapin A ou B a été fait. Dbp4 est affiché avec une flèche. Les 
prélèvements et les pré-inununs ont été testés avec une dilution de 1/100. 



CHAPITRE IV - DISCUSSION 

Dbp4 contient des motifs qui sont caractéristiques d'une hélicase de la famille DEAD-box. Il 

est donc possible que Dbp4 possède les activités propres aux hélicases, soit une activité 

ATPasique et une hélicasique. L'activité ATPasique a été étudiée. L'activité hélicasique n'a 

pas été étudiée dû aux contraintes de temps et aux études antérieures qui ont révélé que les 

ARN hélicases DEAD-box montrent peu ou pas d'activité hélicasique lorsque testées in vitro 

(Cordin el al., 2006). Dbp4 a un domaine C-terminal qui contient un motif « coiled-coil » qui 

pourrait jouer un rôle dans des interactions protéine-protéine. Puisque plusieurs hélicases, 

telle eIF4A, nécessitent l'ajout de cofacteur pour avoir une activité, il est possible que Dbp4 

puisse lier des protéines et que ces protéines aient un effet de cofacteur. La caractérisation de 

Dbp4 nous permettra d'approfondir nos connaissances sur les premières étapes de la 

maturation de l'ARNr. Sachant que Dbp4 est une protéine conservée dans l'évolution, sa 

caractérisation nous aidera à mieux comprendre les mécanismes de maturation chez d'autres 

organismes, tel l'humain. 

4.1 Les conditions nécessaires à une activité ATPasique optimale 

Afin de caractériser Dbp4 nous avons purifié et utilisé la protéine Dbp4 recombinante 

produite dans la bactérie (Figure 3.1 A). L'ATP a été utilisée comme source d'énergie puisque 

la majorité des enzymes DEAD-box utilise plus facilement l'ATP que d'autres NTP. Il aurait 

été intéressant de tester différents NTP afin de voir si Dbp4 se comporte comme les autres 

enzymes DEAD-box. Nous avons fait des tests ATPasiques avec Dbp4, en présence d'ARN. 

De l' ARN total de levure a été choisi à cause de la facilité à en obtenir. Des substrats comme 

le pré-ARN 35S, U14 et U3 seraient des bons candidats mais dans le cadre de cette étude ils 

n'ont pas été utilisés. Par l'ajout d'ARN total, on peut remarquer une augmentation de 

l'activité ATPasique (Figure 3.2). Dbp4 possède donc une activité ATPasique qui est 

augmentée en présence d'ARN, ce qui renforce l'hypothèse selon laquelle elle serait une 

ARN hélicase. On utilise donc 10 fJ.g d'ARN total pour faire les tests d'optimisation, car avec 

cette quantité d'ARN on atteint un plateau d'activité ATPasique maximale. Des tests 

contrôles auraient pu être effectué sans ATP ou avec de l' ATP non-hydrolysable. Ces 
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contrôles n'ont pas été faits puisque la seule différence entre les blancs et les tests est la 

présence de la protéine étudiée. Puisque Dbp4 est une protéine de levure, il est probable que 

ses températures et pH optimaux se situent près des températures et pH optimaux de la levure. 

Dans l'optique d'obtenir une activité ATPasique optimum, le pH optimum a été déterminé. 

Des réactions enzymatiques ont été faites dans des tampons Tris-HCl, Tris-maléate et HEPES 

(Figure 3.3). Le tampon à base de 50 mM d'HEPES a permis d'obtenir l'activité ATPasique 

la plus élevée. La variation d'activité ATPasique ne varie pas beaucoup en fonction du pH 

dans de l'HEPES. Cependant, une légère augmentation est observable à un pH de 7.5. Ce 

tampon à pH 7.5 est donc utilisé pour faire les prochains tests enzymatiques. TouJours dans 

l'optique d'avoir une activité ATPasique optimale, nous avons effectué des tests ATPasiques 

à différentes températures (Figure 3.4). Nous avons trouvé que Dbp4 a une activité 

ATPasique optimale à une température de 37°C. L'enzyme a donc une confonnation à 37°C 

qui favorise l'utilisation de l'ATP. Cependant, il est à noter que son activité hélicasique, si 

elle en possède une, n'est pas nécessairement reliée à cette température optimale. La 

température utilisée pour les tests enzymatiques avec Dbp4 devrait donc être effectuée à 

37°C pour les prochains tests ATPasiques. 

4.2 L'activité ATPasique de Dbp4 est stimulée par la présence d'ARN 

Il a déjà été discuté ci-haut que Dbp4 réagit comme un ARN hélicase pour ce qui est de son 

activité ATPasique. Cependant, le test précédent a été effectué à un seul temps d'incubation 

dans des conditions qui n'étaient pas optimales pour l'activité ATPasique. Donc, des tests 

d'activité ATPasiques dans les conditions optimales ont été effectués dans le temps avec ou 

sans ARN total (Figure 3.5). En général, Dbp4 a une borme activité ATPasique qui reste 

assez constante dans le temps. Puisque de l' ARN total est utilisé, il nous est impossible de 

savoir si un ou plusieurs ARN stimulent l'activité et donc aucun modèle de cinétique 

enzymatique ne peut être utilisé. On peut tout de même confirmer que Dbp4 a une activité 

ATPasique qui augmente en présence d'ARN et que l'enzyme est capable de garder cette 

activité et de dégrader de l'ATP durant cinquante minutes de manière constante. 
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4.3 Implication du domaine en C-terminal de Dbp4 dans l'activité ATPasique. 

Les hélicases sont constituées d'un cœur hélicasique conservé qui est flanqué de régions N

et C-terminales peu conservées. Puisque Dbp4 est constituée d'un grand domall1e C-terminal 

peu conservé, il est normal d'envisager que cette partie de Dbp4 puisse avoir une importance 

pour son activité et/ou sa spécificité pour un substrat. Lorsque la section en C-terminal du 

cœur héJicasique a été éliminée, on a pu remarquer une forte diminution de l'activité 

ATPasique avec et sans ARN (Figure 3.6). Puisque l'activité basale et l'activité en présence 

d'ARN ont diminué, il est probable que la portion en C-terminal aie un rôle à jouer dans 

l'utilisation de l'ATP, ou bien en stabilisant l'enzyme, ou bien en favorisant la réaction de 

dégradation de l'ATP. Il est cependant évident que le domaine C-terminal n'a pas de rôle à 

jouer pour la liaison au substrat d' ARN car dans cette situation l' ARN aurait eu plus de 

difficulté à stimuler J'activité ATPasique et on aurait remarqué une diminution de l'activité 

ATPasique en présence d'ARN et il n'y aurait pas eu de différence entre l'activité de Dbp4 et 

Dbp46.Cterm sans ARN. Ici, l'activité ATPasique avec et sans ARN diminue de manière 

proportionnelle. Donc l'activité ATPasique est affectée par la délétion de la région C

terminale mais la liaison à son substrat d' ARN ne l'est pas. Il est probable que la portion C

terminale, qui fut tronqué, ait un impact sur la conformation de J'enzyme et donc sur son 

activité ATPasique. La diminution d'activité ATPasique de la protéine tronquée pourrait 

avoir un impact sur l'activité hélicasique. 

4.4 Protéines associées à Dbp4. 

Le test d'interaction double hybride est fait dans des levures. Puisque ce test est effectué avec 

des protéines de levure il est possible que certaines protéines endogènes favorisent les 

interactions. Pour cette raison nous ne pouvons affirmer que la liaison avec Dbp4 est directe. 

Cependant puisque les protéines dans le test sont surexprimées, il est peu probable qu'une 

tierce protéine soit impliquée. La section C-terminale de Dbp4 est très importante pour 

J'activité ATPasique. Cette section C-terminale détient un motif de liaison « coiled-coil ». 

Dbp4 peut donc lier d'autres protéines qui renferment ce motif. Plusieurs hélicases ont une 

activité ATPasique qui est grandement augmentée en présence de cofacteur. On peut penser à 

eIF4A qui voit son activité ATPasique augmentée en présence de eIF4B et eIF4G (Korneeva 

et al., 2005). Dbp4 a été trouvée dans des complexes composés de nombreuses protéines. Il 
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est donc possible que Dbp4 lie une autre protéine et tout aussi possible que l'une de ces 

protéines soit un cofacteur. Les protéines Bfr2, Enp2 et Esfl sont trois protéines qui se 

retrouvent le plus souvent dans des complexes contenant Dbp4 (Riffle et 01.,2005 ; Collins el 

al., 2007). Les tests effectués grâce au système du double hybride ont permis de confirmer 

que ces protéines pouvaient lier Dbp4 (Figure 3.7). Ces mêmes tests ont aussi démontré que 

Dbp4 peut se lier à elle-même, ce qui est courant chez les bélicases. Aucun test quantitatif n'a 

été effectué avec le dosage de la ~-galactosidase, un des gènes rapporteur de AH 109, 

puisqu'avec l'ajout de 3-AT nous avons obtenu une seule forte interaction (Dbp4-Bfr2). Il 

serait cependant intéressant d'effectuer ce test il des fins de comparaison. Tout comme Dbp4, 

U3 et U14, la protéine Esfl est essentielle au clivage du pré-ARN 35S (Peng el al., 2004). 

Elle possède deux motifs prédits « coiled-coil » qui lui permettent possiblement de lier Dbp4. 

Cette protéine est donc un très bon candidat pour être testé en tant que cofacteur. Enp2 est 

une protéine de fonction inconnue qui est essentiellement localisée dans le nucléole 

(Bernstein el al., 2004). Elle possède un motif prédit « coiled-coil ». Puisque que nous avons 

démontré que Dbp4 pouvait lier cette protéine et que Enp2 ne possède aucune fonction 

connue, il serait très intéressant de tester si cette protéine est un cofacteur de Dbp4. La 

protéine Bfr2 est aussi une très bonne candidate pour des tests en tant que cofacteur car, bien 

qu'elle ne soit pas présente dans le SSU processome, elle est tout de même essentielle à la 

production d' ARNr 18S et elle est localisée dans le nucléole (Bernstein et al., 2004). De plus, 

elle est capable de lier fortement Dbp4 et elle a trois motifs « coiled-coil » prédit dans sa 

séquence. Dans une étude de Chabane et al. (1998), Bfr2 a été suggérée comme étant une 

protéine essentielle pour la croissance dû au fait que l'expression de son gène était corrélée 

avec la croissance de la masse et la prolifération cellulaire. Dans un rôle possible de cofacteur 

pour Dbp4, Bfr2 pourrait facilement être lié à la croissance de la cellule qui nécessite une 

machinerie ribosomique fonctionnelle pour bien croître. De plus il est à noter que les 

protéines Bfi'2, Esfl et Enp2 possèdent des homologues chez l'humain qui sont 

respectivement ABTAP, NOLlO et AATF. ABTAP (<< ABTl-associated protein ») lie la 

protéine ABTl. ABTl joue un rôle dans l'activation basale de la transcription (Oda el al., 

2004). La protéine NOLl 0 est une protéine présente dans le nucléole. Le rôle de NOLl 0 dans 

n'a pas encore été découvert. AATF est un facteur de transcription qui inhibe l' apoptose et 

son gène est surexprimé dans toutes les leucémies étudiées à ce jour (Kaul et Mehrotra, 2007). 
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4.5 Production d'anticorps anti-Dbp4 

Les tests effectués dans cette étude sur Dbp4 ont été faits sur une protéine recombinante qui 

fut produite dans des bactéries. Il est évident que certaines modifications post

traductionnelles n'ont pas été effectuées par la bactérie. Ces modifications peuvent avoir un 

impact marqué sur l'activité et/ou la stabilité de Dbp4. La production d'anticorps pourrait 

donc apporter un avantage important dans les futures études sur Dbp4. La détection et la 

purification de Dbp4 seraient possibles chez la levure. Lorsque les anticorps sont utilisés avec 

un extrait de levure on peut retrouver une bande qui migre à 100 kDa, où Dbp4 recombinante 

migre, et quelques bandes plus bas (Figure 3.8). Les anticorps produits par les deux lapins 

sont capables de détecter Dbp4 qui se situe à 100 kDa à une dilution de 1/2500. Plus la 

dilution augmente pour les anticorps, moins on voit les bandes non spécifiques, mais la bande 

à 100kDa qui représente Dbp4 reste relativement intense. On peut donc supposer qu'en 

utilisant les anticorps A et B à plus haute dilution que 112500 on pourra réussir à obtenir une 

seule bande qui identifiera Dbp4. Les bandes plus basses à 25 et 75 lilla sont probablement 

des morceaux de la protéine Dbp4 dégradée. En effet, puisque la protéine Dbp4 recombinante 

fut produite chez la bactérie, les anticorps produits ne peuvent être que contre Dbp4 ou des 

protéines de bactérie. De l'extrait de levure est utilisé pour vérifier le titre des anticorps. 

Donc, la seule protéine qui va réagir est Dbp4 ou des portions dégradées de celle-ci, ou bien 

des protéines ayant des homologies avec des protéines bactériennes. Il est tout de même 

possible que l'anticorps reconnaisse une autre hélicase de la famille DEAD, car la protéIl1e 

utilisée pour l'immunisation des lapins possédait le motif Q. Cependant les chances que cela 

se produise sont assez faibles si l'on considère la petite portion que ce motif représente dans 

toute la protéine. Néanmoins, l'idéal serait d'effectuer un test avec un extrait bactérien afin 

de vérifier les interactions possibles avec des protéines de bactérie. Il serait aussi intéressant 

de purifier les anticorps qui reconnaissent Dbp4; ceci pourrait se faire par chromatographie 

d'affinité avec une résine couplée à Dbp4 de façon covalente. 
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CHAPITRE V - CONCLUSIONS 

5.1 Conclusion 

Dbp4 est une protéine qui possède tous les motifs d'une hélicase de la famille DEAD-box. 

Tout comme on aurait pu s'y attendre d'une ARN hélicase, Dbp4 recombinante a une activité 

ATPasique qui augmente en présence d'ARN. Les conditions optimales à utiliser afin 

d'obtenir une activité ATPasique maximale sont les suivantes: on doit faire le test 

enzymatique à 3rC dans du tampon HMNI00 à pH 7.5 avec 10 J.l..g d'ARN total de levure. 

Le domaine en C-terminal joue un rôle important dans le bon fonctionnement de J'activité 

ATPasique. La présence d'un motif « coiled-coil » dans ce domaine et la présence de Dbp4 

dans des gros complexes protéiques laissaient supposer que celle-ci pourrait lier des protéines. 

En se basant sur les résultats du système double hybride on peut affirmer que Dbp4 lie fort 

probablement les protéines Enp2, Esfl et Bfr2, l'interaction la plus forte étant avec la 

protéine Bfr2. Il a aussi été démontré que Dbp4 pouvait se lier à elle-même, ce qui concorde 

avec la tendance des ARN hélicases à se lier en dimère. La production d'anticorps de lapin 

anti-Dbp4 sera utilisée pour la purification de Dbp4 et pour la détection dans différents tests, 

tel des immunobuvardages et des immunolocalisations chez la levure. Donc à ce jour, Dbp4 

possède les caractéristiques d'une ARN hélicase. Cependant, il reste à caractériser son 

activité hélicasique. 

5.2 Perspectives 

Il reste à déterminer si les protéines qui lient Dbp4 le font de manière directe. Pour se faire, le 

système Fusion-Alpha pourrait être utilisé. Par l'utilisation d'un « protein-protein interaction 

assay», il serait possible de déterminer si les protéines Bfr2, Esfl et Enp2 lient Dbp4 de 

manière directe. Il serait aussi important de déterminer si les protéines qui lient Dbp4 sont 

des cofacteurs. À ce jour, aucun test ATPasique n'a bien fonctionné avec GST-Bfr2, GST

Enp2 et GST-Esfl dû à la présence d'ATPase contaminante dans les fractions purifiées 

(résultats non présentés). Une série de purifications en deux étapes avec une chromatographie 

ionique suivie d'une chromatographie d'affinité avec GST à forte concentration en sel devrait 

permettre d'obtenir des protéines pures. Des tests d'activité hélicasique devront aussi être 

faits afin de prouver que Dbp4 est bien une hélicase. Le principe qui devra être utilisé dans ce 
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test est basé sur le fait qu'un oligonucléotide d'ARN double brin migre plus lentement dans 

un gel de polyacrylamide qu'un ARN simple brin (Soni et al. 2003). Parmi les possibilités de 

substrats qui s'offrent à nous, il y a la boîte A de U3 (Figure 1.2) et le domaine A de U 14 

(Figure 1.3) couplés avec leurs séquences complémentaires qui proviennent du pré-ARNr 

35S. Puisque ces deux snoRNA ont un rôle à jouer dans des clivages où Dbp4 est essentielle, 

il est possible que U3 et/ou U14 soient des substrats de Dbp4. Des tests hélicasiques avec la 

portion C-terminale en moins devraient aussi être effectués afin de voir l'importance de ce 

domaine sur l'activité hélicasique. 
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