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RÉSUMÉ 

Le SSU («~mali subunit») processome est une énorme ribonucléoprotéine d'environ 
80S qui est nécessaire aux processus d'assemblage et maturation de la sous-unité 40S 
du ribosome eucaryote. Ces processus commencent dans le nucléole par la 
transcription d'un long ARN ribosomique précurseur (pré-ARNr) de 47S (35S chez la 
levure) par l' ARN polymérase I. Chez Saccharomyces cerevisiae ce pré-ARNr subit 
une série de modifications chimiques et de clivages pour générer l'ARNr 18S mature 
qui compose la petite sous-unité (40S), ainsi que les ARNr 5,8S et 25S de la grande 
sous-unité (60S) du ribosome. Kre33 est une protéine nucléolaire qui contient des 
motifs conservés acétyltransférase, ATPase et ARN héli case, ainsi qu 'une extension 
C-terminale unique aux eucaryotes qui contient des motifs «coiled-coil» et NLS. 
Cette protéine est essentielle à la viabilité cellulaire et nécessaire à la formation de la 
sous-unité 40S, mais son rôle spécifique dans la biogenèse des ribosomes n'a pas 
encore été élucidé. Nos objectifs de recherche sont de déterminer si Kre33 est une 
composante du SSU processome et si son extension C-terminale contient des 
élements importants pour sa fonction. Pour cela nous avons analysé le profil de 
sédimentation de Kre33 dans des gradients de saccharose et nous avons étudié les 
interactions de cette protéine avec différents composants du SSU processome par co
immunoprécipitation. Nos résultats montrent que Kre33 interagit in vivo avec 
plusieurs protéines du SSU processome dans un complexe de 80S ainsi qu'avec le 
petit ARN nucléolaire U3 («U3 snoRNA»), ce qui indique qu'elle est une composante 
du SSU processome eucaryote. De plus, nous avons démontré par mutagénèse dirigée 
et par des expériences de complémentation que l'extension C-terminale de Kre33 , et 
en particulier le motif NLS, sont importants pour la croissance de la levure. 
L'ensemble de ces résultats ouvrent la voie à des nouvelles expérimentations afin de 
mieux comprendre le rôle de cette enzyme dans la biogenèse des ribosomes et dans 
d' autres processus cellulaires chez les eucaryotes. 

Mots clés: nucléole, ribosome, SSU processome, levure, acétyltransférase, interaction 
protéine-protéine, «U3 snoRNA». 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1. ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1 Le nucléole 

1.1.1 Structure et fonctions du nucléole 

Le nucléole est la plus proéminente des structures du noyau en interphase et le site de 

synthèse et maturation de l' ARN ribosomique (ARNr) et des ribosomes (Feng et al. , 

2012). Chez la levure il occupe approximativement le tiers du volume nucléaire et se 

localise près de la membrane nucléaire, opposé au corps à pôle-fuseau (SPB) (Taddei 

et Gasser, 2012). Le nucléole se forme autour de certaines régions chromosomiques 

connues comme régions d' organisation nucléolaire (NOR: «nucleolar organiser 

regiom)) et caractérisées par plusieurs gènes d' ARNr en série (Raska et al. , 2006; 

Shaw et Brown, 2012). Chez les cellules humaines, les NOR se trouvent dans les bras 

courts des chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 et contiennent environ 400 gènes 

ribosomiques. Pendant l' interphase plus d'un de ces chromosomes sont réunis 

ensembles et participent dans la formation d' un nouveau nucléole (Cmarko et al. , 

2008). 

L' apparence du nucléole au microscope électronique varie en fonction de son activité 

et du type cellulaire. Quand la biogenèse des ribosomes est active, le nucléole est 

organisé en trois composants majeurs: les centres fibrillaires qui sont des régions 

claires dont la taille varie de 0,1 à 1 11m; ils sont entourés par le composant fibrillaire 

dense, dont le nom est directement lié à son aspect contrasté et à sa texture; ces deux 

composants sont enchâssés dans le composant granulaire constitué de granules de 15 

à 20 nm (Hernandez-Verdun et Louvet, 2004; Berciano et al. , 2007; Hernandez-
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Verdun et al. , 2010). Le nucléole peut contenir différentes quantités de centres 

fibrillaires qui varient aussi dans leur dimension. Les cellules avec une biogenèse des 

ribosomes active possèdent généralement plusieurs petits centres fibrillaires . Dans le 

cas contraire, des cellules avec des activités transcriptionnelles et métaboliques 

réduites montrent de petits nucléoles avec un long centre fibrillaire, comme c' est le 

cas des lymphocytes et des neurones en état inactif De plus, dans quelques espèces 

de chordés il existe des variantes structurales du nucléole qui ne contiennent pas de 

centres fibrillaires (Thiry et al., 2011). il a été proposé que ces différences puissent 

être associées avec l' évolution des ADN ribosorniques (ADNr) et de façon 

particulière avec la taille des séquences intergéniques (Sirri et al. , 2008). 

Les interactions entre les différents composants (interactions protéine-protéine, 

interactions protéine-acide nucléique) sont essentielles à la coordination des fonctions 

nucléolaires (Cmarko et al. , 2008). Également, la localisation des éléments 

fonctionnels est reliée à leur fonction dans la production de petites et grandes sous

unités ribosorniques, ce qui a permis d'associer des rôles aux différents 

compartiments. Les transcrits nouvellement synthétisés émergent entre les centres 

fibrillaires et le composant fibrillaire dense et sont accumulés dans ce dernier, mais ils 

ne sont pas détectés dans le composant granulaire (Casafont et al. , 2007). Chez 

l' humain les clivages et les modifications post-transcriptionnelles du pré-ARNr 47S 

(35S chez S. cerevisiae) commencent au site de transcription dans le composant 

fibrillaire dense et continuent pendant leur migration intranucléolaire au travers du 

composant granulaire. Les protéines et petits ARN nucléolaires (snoRNA) qui 

participent aux étapes précoces de maturation de ce pré-ARNr se localisent dans le 

composant fibrillaire dense, alors que les facteurs qui agissent dans les étapes 

intermédiaires et finales se trouvent dans le composant granulaire et aussi dans le 

cytoplasme. Par contre, la majorité des étapes de maturation de la grande sous-unité 

60S se passent dans le composant granulaire (Sirri et al. , 2008). 
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Plus de 4500 protéines nucléolaires humaines ont été déjà identifiées dont 90% ont 

des homologues chez la levure (Andersen et al. , 2005 ; Ahmad et al. , 2009) ce qui 

démontre que le protéome du nucléole et possiblement ses fonctions sont très 

conservés dans l ' évolution (Boisvert et al. , 2007; Cmarko et al. , 2008). De 

nombreuses études faites dans les dernières années ont indiqué que le nucléole 

pourrait avoir d'autres fonctions comme la maturation des ARN messagers (ARNm) 

et des ARN de transfert (i\R.Nt), l'assemblage de la particule de reconnaissance du 

signal (SRP: «signal recognition particle»), le vieillissement, la réponse aux stress 

cellulaires et la régulation du cycle cellulaire et de 1' activité télomérase . Il contient 

des protéines qui ne sont pas impliquées dans le processus d'assemblage des 

ribosomes et plusieurs autres qui n 'ont pas de fonction connue, ce qui indique que sa 

composition et ses fonctions sont beaucoup plus compliquées que ce que 1' on pensait 

(Boulon et al., 2010; Feng et al., 2012; Hetman et Pietrzak, 2012; Miroslav, 2012). 

Cette idée est appuyée par les faits que la plupart des types d' ARN et des protéines 

nucléaires sont constamment échangés avec le nucléoplasme et que plusieurs autres 

protéines sont accumulées dans le nucléole de façon transitoire et dépendante des 

signaux cellulaires (Taddei et al., 2010). 

Le nucléole se désassemble au début de la mitose après la répression de la 

transcription de 1' ADNr. Cette répression est provoquée par la phosphorylation des 

composants de la machinerie de transcription, de façon dépendante de la CDKl

cycline B. Par contre, le nucléole est réassemblé et est fonctionnellement actif 

pendant l'interphase (Sirri et al. , 2008; Hernandez-Verdun, 2011). Pendant la 

prophase, les composants des complexes de maturation des pré-ARNr se détachent de 

l' ADNr et sont redistribués sur la surface des chromosomes pendant que les facteurs 

qui participent à la transcription restent associés avec l' ADNr dans les NOR. 

Cependant, quelques études ont démontré que les sous-unités Rpa39, Rpal6 et 

Rpal94 de l' ARN polymérase 1 sont temporairement dissociées de l' ADNr pendant la 
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métaphase et réassociées pendant l'anaphase. Il est important de dire que la migration 

des complexes qui participent à la maturation des pré-ARNr se passe avant que 

l'inhibition de la transcription soit finie et que les pré-ARNr nouvellement synthétisés 

s'accumulent sous forme de pré-ARNr 45S (Sirri et al., 2008). Ceci indique que la 

transcription et la maturation des ARNr pendant la prophase sont régulées par des 

mécanismes différents. De plus, des études récentes chez la levure ont montré que les 

sous-unités Rpa34 et Rpa49 de 1 'ARN polymérase 1 et le nombre de molécules de 

cette enzyme, par rapport au nombre d'unités transcriptionnelles sur l'ADNr, sont 

essentielles pour l'assemblage du nucléole (Albert et al. , 2011). 

1.1 .2 Localisation nucléolaire et infections virales 

Contrairement aux signaux de localisation nucléaire (NLS), les séquences consensus 

ou signaux de localisation nucléolaire (NoLS) ne sont pas bien caractérisés. 

Cependant, la plupart des NoLS déjà identifiées sont des séquences riches en résidus 

basiques, principalement des arginines et des lysines qui peuvent varier de sept 

jusqu 'à trente acides aminés (Reed et al. , 2006). Des motifs riches en proline ou 

tryptophane ont été aussi décrits (Catez et al. , 2002; Nishimura et al. , 2002). Dans 

quelques cas les NoLS font partie d'un NLS, ce qui rend son identification difficile. 

Par exemple, la protéine FGF2 («fibroblast growth factor 2») contient deux NLS et 

celui de la région C-terrninale agit comme un NoLS (Sheng et al. , 2004). La protéine 

ORF57 du HSV («herpes simplex virus») contient deux NLS qui sont aussi impliqués 

dans la localisation nucléolaire (Boyne et Whitehouse, 2006). C'est aussi le cas des 

protéines qui dépassent la taille limite d' exclusion du pore nucléaire et qui ont besoin 

d'un NLS pour être transportées de manière active au travers de l'enveloppe 

nucléaire, ce qui poun-ait expliquer l' existence des motifs partagés NLS/NoLS 

(Emmott et Hiscox, 2009). 
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Toutefois, la localisation nucléolaire d'une protéine est possiblement déterminée par 

plusieurs facteurs et la présence d'un N oLS n' est pas suffisante pour prédire sa 

localisation. C'est le cas de 1' activité de certains N oLS qui peuvent être régulés par 

des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation et la SUMOylation 

(Liu et al. , 2007; Emmott et Hiscox, 2009). TI a été proposé que la localisation 

nucléolaire des protéines peut être une conséquence, directe ou indirecte, de son 

interaction avec des molécules nucléolaires (ADNr, ARN, protéines), comme dans les 

cas de la protéine nucléoline et du NRF («NF -KB-repressing factor») . Certaines 

protéines nucléolaires ont des interactions avec la protéine B23 (nucléophosmine). La 

capacité de B23 (qui contient un NoLS) d ' interagir avec de nombreuses protéines 

nucléolaires ainsi que son déplacement constant entre le cytoplasme et le noyau 

suggèrent qu'elle peut fonctionner comme un transportem pom ces protéines (Sirri et 

al. , 2008). Par exemple, le suppresseur de tumeurs ARF («alternative reading frame 

product of the CDKN2A locus») est fonctionnellement inactif dans le nucléole où il 

est retenu par association avec B23 (Emmott et Hiscox, 2009). D'autres exemples 

sont les protéines PPl («protein phosphatase 1») et NOP58 dont la localisation 

dépend de l'interaction avec les protéines NOMl («nucleolar protein with MIF4G 

domain 1») et CRMl («chromosome region maintenance 1», aussi nommée exportine 

1), respectivement (Gunawardena et al. , 2008; Verheggen et Bertrand, 2012). 

L'association avec B23 ou avec d'autres protéines nucléolaires est aussi requise pour 

le transport vers le nucléole et pour la fonction de plusieurs protéines virales (Hiscox, 

2007; Kim et al. , 2007). 

Des protéines de différents virus à ADN ou à ARN sont dirigées vers le noyau des 

cellules infectées, ce qui est nécessaire à la réplication, à la pathogénie et à la 

dissémination de 1' infection virale (Taliansky et al. , 201 0). Tel est le cas des familles 

Herpesviridae, Adenoviridae, Hepadnaviridae, Retroviridae, Rhabdoviridae, 

Orthomyxoviridae, Potyviridae, Coronaviridae et Flaviviridae (Emmott et Hiscox, 



6 

2009). Certaines de ces protéines virales contiennent des NoLS (Tableau I), des 

signaux d'exportation nucléaire (NES: «nuclear export signal») ou des motifs de 

liaison à l' ARN ou à l'ADN (Kann et al. , 2007; Melen et al. , 2007) et il y en a 

d'autres dont la localisation dépend des étapes du cycle cellulaire (Cawood et al. , 

2007). 

La protéine Rev du IDV-1 («human immunodeficiency virus-1 »), par exemple, est 

essentielle pour la réplication virale. Sa localisation subcellulaire est nucléolaire mais 

elle se déplace constamment entre le noyau et le cytoplasme. Cette protéine possède 

un NES et un NLS et ce dernier s' associe avec les protéines importine-1 et B23 . Le 

déplacement de Rev dans le nucléole est très limité, ce qui indique qu 'elle est fixée à 

des structures ou à des sites de liaison internes de ce compartiment. En plus, la 

translocation de Rev du nucléole au cytoplasme est inhibée par la protéine NF90, une 

protéine cellulaire qui co-localise avec Rev dans le nucléole (Urcuqui-Inchima et al. , 

2006; Sirri et al. , 2008) (Figure 1.1 ). 

La protéine ORF57 du HVS est requise pour la translocation vers le nucléole des 

protéines humaines nécessaires aux étapes de transcription et exportation nucléaire 

des ARNm viraux (Boyne et Whitehouse, 2006). Des études réalisées avec des 

cellules infectées avec l'IBV («infectious bronchitis virus») ont montré des variations 

dans le contenu protéique du nucléole et des changements morphologiques qui 

incluent l'élargissement du centre fibrillaire et la redistribution du suppresseur de 

tumeurs p53 vers le cytoplasme (Dove et al., 2006). La co-localisation nucléolaire du 

HBcAg («hepatitis B virus core antigen>>) avec les protéines nucléoline et B23 est 

souvent associée avec des cellules à noyaux multiples et en apoptose, ce qui indique 

que la localisation du HBcAg dans ce compartiment cellulaire affecte la cytokinèse 

(Ning et Shih, 2004). Des effets similaires ont été observés pour les protéines NS2B, 

NS3 et WNVCp du WNV («West Nile virus») (Yang et al. , 2007). 



Tableau 1.1 

Signaux de localisation nucléolaire de quelques protéines virales 

(Adapté de Emmott et Hiscox, 2009) 

Numéro 
Protéine Séquence NoLS Position Référence 

d'accès 

IBVN WRRQARFK 71-78 AAA46214 
Reed et al., 

2006 

ApLLP 
MAKSIRSKHRRQMRM 

1-19 ABY66901 
Kim et al. , 

MKRE 2003 

HIV-1 Siomi et al. , 
RKKRRQRRRAHQ 48-61 AAC82591 

TAT 1990 

GGNNVa. RRRANNRRR 23-31 ACB21052 
Guo et al. , 

2003 

HSV type 1 
MARRRRHRGPRRPRPP 1-16 P08353 

Cheng et al. , 

y(1)34.5 2002 

HIV-1 Cochrane et 
RRNRRRRWRERQRQI 38-52 CAA41586 

REV al. , 1990 

LIMK2 KKRTLRKNDRKKR 491-503 CAG30399 
Goyal et al. , 

2006 

HVS 91-94, 
Boyne et 

KRPR-RRPSRPFRKP NP 040259 Whitehouse, 
ORF57 119-128 

2006 

NIK RKKRKKK Q99558 
Birbach et al. , 

143-149 
2004 

7 
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Figure 1.1 Co-localisation des protéines Rev et NF90 dans le nucléole. Des protéines de 

fusion Rev-GFP et NF90-RFP ont été exprimées dans des cellules HeLa. Le noyau est 

visualisé en bleu par coloration au DAPI. La co-localisation des protéines Rev-GFP et NF90-

RFP est montrée dans le panneau «Merge». Barre: 10 1..un. (Figure tirée de Sirri et al., 2008). 

1.2 Les petits ARN nucléolaires 

Le transcriptome eucaryote est fonné d' ARN codants et non-codants dont le dernier 

groupe représente 95% de la population totale des ARN (Rother et Meister, 2011 ; 

Siomi et al. , 2011; Rinn et Chang, 2012). Les ARN non-codants sont regroupés en 

différentes catégories fonctionnelles : ARN ribosomiques (ARNr), ARN de transfert 

(ARNt), petits ARN cytoplasmiques (seRNA), petits ARN nucléaires (snRNA), petits 

ARN nucléolaires (snoRNA), petits ARN des corps de Cajal (scaRNA), composants 

de la télomérase (TERC : «telomerase RNA component»), micro ARN (miRNA), 

longs ARN non-codants (lncRNA), ARN activateurs (eRNA), ARN guide (gRNA), 

ARN interagissant avec Piwi (piRNA), petits ARN activateurs (saRNA) et ARN 

initiateurs de la transcription (tiRNA). L'équilibre des ARN dans la cellule est affecté 

dans des conditions de stress, inflammation, cancer et d' autres maladies (Nallar et 

Kalvakolanu, 2013) . 
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Plus de 200 petits ARN nucléolaires (snoRNA) ont été identifiés chez les 

mammifères et presque 80 chez la levure. En général, leur longueur varie de 60 à 300 

nucléotides. Ils fonctionnent sous la forme de ribonucléoprotéines (RNP) et leur 

fonction la plus étudiée est la participation dans les étapes de maturation des ARNr 

18S, 5,8S et 28S (25S chez la levure). Les snoRNA sont généralement transcrits par 

1' ARN polymérase II et produits à partir des introns de quelques transcrits codants ou 

non-codants. Ils ont été classifiés selon la présence de motifs conservés et selon leur 

structure secondaire dans deux familles: les snoRNA à boîtes Cet D (snoRNA CID) 

et les snoRNA à boîtes H et ACA (snoRNA H/ACA) (Dragon et al. , 2006; Mannoor 

et al. , 2012; Nallar et Kalvakolanu, 2013). 

La plupart des snoRNA de la famille CID sont responsables de la méthylation des 

pré-ARNr en position 2'-0H de riboses spécifiques (Makarova et al. , 2013). Ces 

snoRNA se caractérisent par la présence vers l' extrémité 5' de la séquence consensus 

RUGAUGA (boîte C) et d'une deuxième région (boîte D) contenant la séquence 

CUGA vers l' extrémité 3'. Les extrémités 5' et 3 ' s'apparient souvent entre elles pour 

former une courte hélice terminale nommée motif CID central («CID core motif»). 

D ' autres copies des boîtes Cet D, appelées C' et D', sont souvent retrouvées dans la 

partie centrale de l' ARN, séparées par quelques nucléotides. 

Les snoRNA de la famille CID possèdent de courtes séquences de 10 à 21 nucléotides 

situées en amont de la boîte D ou D' et qui sont complémentaires à des séquences 

conservés des ARNr, permettant l' appariement avec l' ARNr cible (Dragon et al. , 

2006; Mannoor et al., 2012). L'hélice ainsi formée entre le snoRNA et l' ARNr, place 

la boîte D ou D ' à exactement 5 nucléotides du résidu de l' ARNr qui sera méthylée en 

position 2 ' -0-ribose (Kiss et Darzacq, 2001) (Figure 1.2 A). Cette modification est 

catalysée par la protéine fibrillarine (Nop1 chez la levure) (Watkins et Bohnsack, 
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2012). D'autres composants foncti01mels des RNP CID sont NOP56, NOP58 et 

NHP2Ll (Snul3 chez la levure) (Nallar et al. , 2013). 

La majorité des snoRNA de la famille Hl ACA participent à la pseudouridylation des 

pré-ARNr (Makarova et al. , 2013). lls se caractérisent par la présence des motifs 

conservés ANANNA (boîte H) et ACA (boîte ACA), qui sont importants pour leur 

stabilité et leur accumulation in vivo. Les snoRNA Hl ACA présentent une structure 

secondaire conservée dans 1' évolution qui consiste en deux tiges-boucles connectées, 

suivies par deux régions simple brin en position centrale et terminale. Ces régions 

simple brin portent les boîtes H et ACA. Les tiges-boucles sont généralement 

interrompues par des boucles internes qm contiennent des séquences 

complémentaires à l' ARNr cible (Kiss et Darzacq, 2001 ; Dragon et al. , 2006) (Figure 

1.2 B). L ' appariement entre le snoRNA et l' ARNr laisse libre l'uridine qui sera 

modifiée, permettant ainsi la rotation de la base pendant la réaction d'isomérisation. 

Le site de pseudouridylation du snoRNA est toujours placé en amont de la boîte Hou 

de la boîte ACA, à une distance qui peut varier de 14 à 16 nucléotides, par rapport à 

la pseudouridine. L ' enzyme qui catalyse cette réaction d'isomérisation est la 

pseudouridine synthase NAP57, aussi nommée dyskérine (son homologue chez la 

levure est appelé Cbf5) (Kiss et Darzacq, 2001 ). Les autres constituants des RNP 

H/ACA sont NHP2, NOPlO et GARl (Nallar et al., 2013). Chez les vertébrés, l' ARN 

du complexe de la télomérase contient un motif H/ ACA vers son extrémité 3' qui est 

essentiel pour l'accumulation in vivo de cette RNP (Dragon et al. , 2006). De plus, la 

télomérase des vertébrés est associée avec les protéines GARI , dyskérine, NOPlO et 

NHP2 (Makarova et al. , 2013). 
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@ @ 

Boîte H Boîte ACA 

Figure 1.2 Structure secondaire et classification des snoRNA. (A) Les snoRNA à boîtes C 

et D, responsables de la méthylation en position 2' -OH du ribose, contiennent des éléments 

anti-sens, capables de s ' apparier avec des séquences dans l' ARN cible. Cette interaction 

place la boîte D ou D' à une distance de cinq nucléotides par rapport la base qui sera 

méthylée. (B) Les snoRNA à boîtes H et ACA forment une structure avec leur ARN cible 

dans laquelle l'uridine substrat ('P) occupe toujours la m2me position par rapport au site de 

pseudouridylation du snoRNA (Figure tirée de Kiss et Darzacq, 2001) . 

L' ARN 7-2/MRP (un composant du complexe RNase l\tfRP) est un snoRNA qui 

n'appartient ni à la famille CID ni à la famille H/ACA et dont sa structure ressemble à 

l' ARN du complexe RNase P, l' endonucléase qui clive les extensions 5' des pré

ARNt. Le complexe RNase MRP est impliqué dans la maturation des pré-ARNr, 

spécifiquement dans le clivage en position A3 (Lygerou et al. , 1996). D'autre part, 

des mutations dans l' ARN RPRl du complexe RNase P affectent le processus de 

maturation des pré-ARNr, ce qui indique que ce complexe a des fonctions dans le 

nucléole. Il a aussi été proposé que les complexes RNase P et RNase MRP ont des 

étapes évolutives en commun (Hipp et al. , 2012; Khanova et al. , 2012; Krehan et al. , 

2012). 
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Les snoRNA sont impliqués dans d'autres fonctions cellulaires comme la maturation 

des petits ARN nucléaires (snRNA) et des ARNt, l'épissage alternatif, le contrôle de 

l' expression génique et la réponse cellulaire au stress (Kawaji et al., 2008; Mannoor 

et al. , 2012; Scott et al. , 2012). Des défauts dans leur production peuvent provoquer 

des sérieuses maladies comme le Syndrome de Prader-Willi (Falaleeva et Stamm, 

2013). Plus de la moitié des snoRNA des vertébrés, d' Arabidopsis et de levure 

peuvent donner origine à des plus petits fragments appelés ARN dérivés de snoRNA 

(sdRNA: «sno-derived RNA») qui sont capables de réguler la traduction grâce à des 

interactions de complémentarité avec les ARNm (Taft et al., 2009; Makarova et al. , 

2013). La plupart des sdRNA sont produits par des mécanismes de maturation 

spécifiques des snoRNA et non par leur dégradation. Quelques études ont mis en 

évidence que certains miRNA sont des fragments de snoRNA (Langenberger et al., 

2010; Scott et al. , 2012). De façon similaire aux miRNA, les sdRNA lient les 

protéines de la famille Ago (Ago 1-4) du complexe RISC (<<RNA-induced silencing 

complex») (Ender et al. , 2008; Burroughs et al. , 2011 ; Fabian et Sonenberg, 2012). 

L' endonucléase Drosha et la protéine de liaison à l' ARN DGCR8 ne sont pas 

impliquées dans la formation de la plus part des sdRNA. Ceux-ci sont plutôt maturés 

par la voie non-canonique des «mirtons» qui requiert la participation de 

l' endonucléase Dicer. Dicer a été récemment trouvée dans le noyau des cellules 

mammifères et sa déplétion cause des défauts dans la maturation des ARNr et des 

changements dans la structure du nucléole ( Ando et al. , 2011 ; Liang et Crooke, 2011 ; 

Ohrt et al., 2012). Cependant, le processus de maturation de plusieurs autres sdRNA 

HIACA semble être indépendant de Dicer (Makarova et al. , 2013). 
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Le ribosome est une énonne ribonucléoprotéine qui est responsable d'un des 

processus essentiels à toutes les cellules, la traduction de l'information portée par les 

ARNm en protéines. Les ribosomes bactériens ont un coefficient de sédimentation de 

70S . lis sont constitués par une petite sous-unité (SSU) contenant l'ARNr 16S et 21 

protéines ribosorniques {S1-S21) ainsi que par une grande sous-unité (LSU) 

composée des ARNr SS et 23S et 33 protéines ribosorniques (L1-L33). Les ribosomes 

eucaryotes sont des structures plus grandes et complexes que ceux des bactéries, avec 

un coefficient de sédimentation d'approximativement 80S. La petite sous-unité 40S 

est fonné par l' ARNr 18S et 33 protéines ribosomiques tandis que la grande sous

unité 60S contient les ARNr SS, 5,8S et 28S (25S chez la levure) et 47 protéines 

ribosomiques {46 chez la levure) (Lecompte et al. , 2002; Wilson et Doudna Cate, 

2012). 

La biogenèse des ribosomes est un processus très conservé chez les eucaryotes et qui 

demande la contribution des trois ARN polymérases et de centaines d'autres protéines 

et petits ARN nucléolaires (Phipps et al. , 2011 ; Shah et al. , 2013; Zha.ng et al., 2013). 

Le génome de Saccharomyces cerevisiae contient de 100 à 200 copies d' ADNr 

localisées sur le chromosome XII, chacune avec une longueur d' environ 9, 1 kb 

(Karkusiewicz et al. , 2004; Taddei et Gasser, 2012). Le processus de production des 

ribosomes commence dans le nucléole avec la transcription par l' ARN polymérase I 

d'un long précurseur polycistronique, qui est clivé en 3 ' pour produire le pré-ARNr 

35S (47S chez l' humain) (Kong et al. , 2011 ; Taddei et Gasser, 2012). Ce pré-ARNr 

35S contient les ARNr 18S, 5,8S et 25S (28S chez l'humain), séparés par des régions 

internes appelées ITS l et ITS2 («internai tra.nscribed spa cers»), et flanqués en 5' et 3' 

par des séquences externes ou ETS («external transcribed spacers»). L ' ARNr 5S est 
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transcrit de façon indépendante par l' ARN polyméase III (Gerbi et al. , 2003 ; 

Swiatkowska et al., 2012; Sloan et al. , 2014). 

La maturation des ARNr 18S, 5,8S et 25S implique plusieurs clivages et des 

modifications chimiques covalentes, principalement la méthylation en position 2 ' -OH 

de riboses et la pseudouridylation (Rempola et al. , 2006). Les clivages aux sites AO, 

Al (dans le 5' -ETS) et A2 (dans I' ITSl) produisent les pré-ARNr 20S et 27SA2, 

pendant que le clivage en position A3 peut générer le pré-ARNr 27SA3 de façon 

indépendante de A2. Ensuite, le pré-ARNr 20S est exporté vers le cytoplasme où il 

est clivé en position 3 ' (clivage D) pour dotmer l' ARNr 18S de la sous-unité 40S du 

ribosome. Les ARNr 5,8S et 25S sont maturés à partir du pré-ARNr 27SA2/27SA3 et 

assemblés avec les protéines ribosomiques de la grande sous-unité 60S dans le 

cytoplasme (Strunk et Karbstein 2009; Charette et Baserga, 2010; Swiatkowska et al. , 

2012) (Figure 1.3). 
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Figure 1.3 Maturation des pré-ARNr chez Saccharomyces cerevisiae. (A) Structure du 

pré-ARNr 35S. (B) Étapes de maturation des pré-ARNr 18S, 5,8S et 25S . (Figure tirée de 

Swiatkowska et al. , 2012). 

Les processus de clivage et maturation des pré-ARNr requièrent la collaboration de 

plus de 200 protéines non ribosorniques (nucléases, ARN hélicases, ATPases, 

GTPases, etc) et des petits ARN nucléolaires agissant sous forme de complexes 

ribonucléoprotéiques (snoRNP) (Henras et al., 2008; Ohmayer et al., 2013; Sloan et 

al. , 2013). Ces snoRNP s'assemblent pendant la transcription et peuvent être 
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visualisés au mtcroscope électronique comme des granules à l' extrémité S' des 

noveaux transcrits en formation (Mougey et al. , 1993; Sloan et al. , 2014). Chez S. 

cerevisiae le pré-ARNr 3SS et modifié par 43 snoRNP CID et 28 snoRNP H/ACA 

(Phipps et al. , 2011). Les clivages aux sites AO, Al et A2 requièrent la participation 

des snoRNP U3 et snR30, tandis que l'activité des snoRNP snRlO et Ul4 est 

nécessaire seulement pour les clivages en positions Al et A2 (Dragon et al., 2002; 

Osheim et al. , 2004; Lemay et al. , 2011 ; Lebaron et al. , 2013). Le mécanisme de 

maturation des ARNr 18S, S,8S et 2SS nécessite aussi la collaboration des protéines 

Rrp6, Rrpl7, Ratl , Xml , Xrn2, Nobl et Erbl (Granneman et al., 2011 ; 

Sahasranaman et al. , 2011 ; Preti et al. , 2013; Sloan et al. , 2013 ; Axt et al., 2014). La 

participation des endonucléases Dicer et Drosha dans la maturation de l'extrémité S' 

du pré-ARNr S,8S a été aussi décrite chez les cellules mammifères (Liang et Crooke, 

2011). 

1.3 .2 Le SSU processome 

Le SSU («~mall subunit») processome est une énonne ribonucléoprotéine d 'environ 

80S qui est essentielle au processus de maturation de l'ARNr 18S chez les eucaryotes. 

Il est constitué du petit ARN nucléolaire U3 et d' environ 72 protéines ribosomiques 

et non ribosomiques (Dragon et al., 2002; Charette et Baserga, 201 0; Lim et al. , 

2011). Des nombreuses études ont montré que l' absence d'un ou plusieurs 

composants du SSU processome provoque la perte des clivages aux sites AO, Al et 

A2, sans affecter le clivage A3. Cet effet se manifeste comme une diminution 

dramatique des ARNr 20S et 18S et une accumulation dans la cellule des pré-ARNr 

3SS et 23S (généré par clivage du pré-ARNr 35S au site A3), tandis que les niveaux 

du pré-ARNr 27SA3 et des ARNr 5,8S et 2SS ne sont pas affectés (Sharma and 

Tollervey 1999; Bleichert et al. , 2006; Charrette et Baserga, 2010). 
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Les composants du SSU processome sont assemblés de façon coordonnée, avec la 

formation de plusieurs sous-complexes autonomes, qui sont incorporés aux pré-ARNr 

en ordre chronologique (Kuhn et al., 2009; Perez-Fernandez et al. , 2011). Cependant, 

seulement 43% des protéines connues du SSU processome ont été décrites comme 

faisant partie d'un de ces sous-complexes et il existe même d' autres composants qui 

n' ont pas encore été identifiés (Li rn et al. , 2011; Phipps et al. , 2011 ; Soltanieh et al. , 

2014). L 'union du sous-complexe UTP-A/tUTP (Nan1 , UtplO, Utpl5, Utp4, Utp5, 

Utp8, Utp9) est essentielle pour le processus de transcription du pré-ARNr 35S et 

pour l'association des autres sous-complexes. Les prochains composants du SSU 

processome sont assemblés dans deux branches différentes. La protéine Rrp5 

s' incorpore dans une des branches, suivie du sous-complexe UTP-C (Ckal , Cka2, 

Ckb1 , Ckb2, Rrp7, Utp22) . Dans la deuxième branche le snoRNA U3 et le sous

complexe UTP-B (Dip2, Pwp2, Utpl3, Utp18, Utp21, Utp6) sont co-assemblés, 

suivis des sous-complexes Bms1/Rcll , Mpp10/Imp3/Imp4 et Dbp4/Bfr2/Enp2. Le 

reste des constituants du SSU processome sont incorporés plus tard d'une façon qui 

n'est pas encore connue (Gallagher et al. , 2004; K.rogan et al., 2004; Perez-Femandez 

et al., 2011 ; Soltanieh et al. , 2014) 

1. 3. 3 Ribosomopathies 

La plupart des protéines ribosomiques et des facteurs qui participent à la biogenèse 

des ribosomes sont essentiels à la viabilité cellulaire. Les ribosomopathies sont des 

maladies caractérisées par des anomalies génétiques qui causent des défauts dans la 

maturation et dans la fonction des ribosomes, ce qui entraîne différents signes 

cliniques (Narla et Ebert, 201 0). 

L ' anémie de Diamond-Blackfan a été initialement décrite par Josephs en 1936 

(Josephs, 1936) et classée comme une anémie hypoplasique congénitale par Diamond 

et Blackfan en 1938 (Diamond et Blackfan, 1938). Les signes cliniques les plus 
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importants sont l'anémie, la macrocytose, la réticulocytopénie et une diminution ou 

une absence de précurseurs érythroïdes dans la moelle osseuse. L'incidence est 

estimée de 4 à 5 cas par million et la plus part des patients sont diagnostiqués pendant 

la première année de vie, ayant pâleur et léthargie comme les symptômes les plus 

communs. De 40% à 62% des patients présentent aussi des malformations cranio

faciales, cardiaques, des membres et urogénitales (Lipton et Ellis, 2009; Freed et al., 

2010). Les traitements actuels comprennent des stéroïdes, des transfusions sanguines 

et la transplantation de la moelle osseuse (Vlachos et al., 2001 ). Des mutations dans 

les gènes codants pour les protéines ribosomiques RPS19, RPS24, RPSI7, RPL35A, 

RPL5 et RPL11 ont été détectées dans approximativement 50% des patients. Les 

mutations dans le gène RPL5 sont associées aux symptômes les plus sévères. D'autres 

mutations dans les gènes des protéines RPS7, RPL36, RPS15 et RPS27A ont été aussi 

décrites (Freed et al. , 201 0; Narla et Ebert, 201 0; Preti et al. , 20 13). 

Le syndrome Sq a été décrit par van Den Berghe en 1974. Il est caractérisé par une 

anémie macrocytaire sévère et par des délétions dans le bras long du chromosome 5. 

Le gène RPS14 a été identifié comme un des gènes manquants, ce qui provoque des 

défauts dans la formation de la sous-unité 40S et des impacts sévères sur 

l' érythropoïèse (Pellagatti et al. , 2008; Ebert, 2009). 

La chondrodysplasie métaphysaire de McKusick est une ribosomopathie qui a été 

premièrement décrite en 1965. Les signes cliniques les plus notables sont la dysplasie 

squelettique, l'anémie macrocytaire, la lymphopénie et une prédisposition au cancer. 

Elle est provoquée par des mutations dans le gène RMRP qui code pour le snoRNA 7-

2/MRP du complexe RNase MRP. Ce complexe participe dans les étapes de 

maturation des ARNt et de l' extrémité 5' de l' ARNr 5,8S (Narla et Ebert, 2010). 
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Le syndrome de Treacher Collins, décrit en 1900 par Edward Treacher Collins, est 

une maladie autosomique dominante qui se caractérise par des anomalies 

morphologiques des oreilles, des yeux et des os du visage, particulièrement au niveau 

de la mâchoire et des joues (Sakai et Trainer, 2009; Freed et al. , 201 0). Cette maladie 

est causée par des mutations dans le gène TCOF 1 qui code pour Treacle, une protéine 

nucléolaire impliquée dans la transcription et la méthylation de l' ARNr (Valdez et al. , 

2004). 

La dyskératose congénitale est une maladie qui a été découverte en 1910. L'incidence 

dans la population est estimée à 1 cas par million (Dokal et Vulliamy, 2003 ; Narla et 

Ebert, 2010) et les signes cliniques les plus fréquents sont un retard dans la 

croissance, des défaillances de la moelle osseuse ainsi que des anomalies cutanée

muqueuses et neurologiques. Cette maladie est provoquée par des mutations dans le 

gène DKCJ qui code pour la protéine dyskérine, la pseudouridine syntase des 

snoRNP Hf ACA (Liu et Ellis, 2006). Des mutations dans les gènes des protéines 

NHP2, NOP10 et TERT ont été aussi décrites (Freed et al. , 2010). 

Le syndrome de Scbwachman-Diamond, décrit en 1964, est causé par des mutations 

dans le gène SBDS (Boocock et al. , 2003). Les fonctions de SBDS ne sont pas 

connues, mais les cellules affectées montrent une diminution significative dans les 

niveaux d' expression des protéines ribosorniques RPS9, RPS20, RPL6, RPL15, 

RPL22, RPL23 , and RPL29 et d'autres facteurs cellulaires nécessaires à la biogenèse 

des ARNr et des ARNm (Rujkijyanont et al. , 2009). De plus, SBDS cosédimente 

avec le pré-ribosome 60S dans des gradients de saccharose et intéragit avec 1' ARNr 

28S (Ganapathi et al. , 2007). Les patients atteints de cette maladie présentent des 

défauts dans 1' hématopoïèse, une insuffisance pancréatique exocrine, une 

neutropénie, une anémie, une thrombocytopénie, des anomalies squelettiques et une 

prédisposition à la leucémie (Ganapathi et Shimamura, 2008). 
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Des mutations dans des gènes importants pour la biogenèse ou la fonction des 

ribosomes sont impliquées dans plusieurs autres maladies comme le syndrome de 

Bowen-Conradi, la neurofibromatose de type 1, le glaucome à angle ouvert, le 

syndrome de Prader-Willi et le syndrome ANE («Alopecia, Neurological defects, and 

E_ndocrinopathy syndrome») (Freed et al. , 2010). 

1.3.4 Les liens avec le cancer 

Les liens entre la prolifération cellulaire, le cancer et l' activité nucléolaire ont été bien 

établis dans les dernières décennies. Le nombre et la taille des nucléoles sont 

généralement augmentés dans les cellules cancéreuses ou en prolifération et la 

production des ribosomes est affectée par plusieurs suppresseurs de tumeurs et protoa 

oncogènes (Ruggero et Pandolfi, 2003; Hein et al. , 2013 ; Vlatkovié et al. , 2014). Le 

contrôle de 1' activité de 1' ARN polymérase I en fonction du cycle cellulaire dépend 

de la protéine du rétinoblastome, un suppresseur de tumeur qui peut inhiber l' activité 

de l' ARN polymérase I en agissant directement sur la protéine UBF, un facteur 

essentiel à la transcription des ARNr 18S, 5,8S et 28S (Hemandez-Verdun et Louvet, 

2004). Des études faites pendant les dernières années ont aussi montré que la 

transcription de l' ARNr par l' ARN polymérase I est suractivée par les oncogènes c

myc et RAS (Arabi et al. , 2005; Grandori et al. , 2005) et qu'une diminution dans la 

production des ribosomes peut induire l'apoptose d'une façon dépendante des 

suppresseurs de tumeurs p53, p14ARF et de l'ubiquitine ligase Mdm2 (Rubbi et 

Milner, 2003; Sirri et al. , 2008; Burger et Eick, 2013; Sloan et al., 2014). Ces 

observations indiquent que le développement de nouveaux médicaments dirigés vers 

la régulation de la transcription de l' ARNr pourrait devenir très utile dans le 

traitement du cancer (Ruggero, 2012; Hein et al., 2013 ; Pickard et Bierbach, 2013). 

Les maladies causées par des défauts dans la biogenèse des ribosomes sont reliées à 

des changements dans le cycle et dans la prolifération cellulaires, ce qui augmente le 
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risque de cancer (Montanaro et al. , 2008; Freed et al. , 2010; Lipton et Ellis, 2010; 

Narla et Ebert, 2010). Les protéines du SSU processome UTP4 et UTP14 sont 

impliquées dans les cancers de l' ovaire et du foie chez l' humain et les rôles des 

protéines BOPl et 1A6/DRIM (UTP20) sont encore à l' étude (Bernstein et Baserga, 

2004; Wang et al. , 2007; Sondalle et Baserga, 2014). Plusieurs autres protéines 

nucléolaires ont été associées avec la pathogénèse du cancer, comme c' est le cas de 

B23, NCL (nucléoline) et RAR (Grisendi et al., 2005; Rego et al., 2006; 

Abdelmohsen et Gorospe, 2012). Les protéines ribosorniques RPL5, RPLll , RPL23, 

RPL26 et RPS7 s'associent avec Mdm2 et empêchent la dégradation de p53 dans des 

conditions de stress nucléolaire (Dundr, 2012) . D'autres exemples sont la protéine 

GNL3 (nucléosternine) et le suppresseur de tumeurs pl4ARF qui peuvent réguler la 

fonction de p53 par déplacement entre le nucléole et le nucléoplasme (Grisendi et al. , 

2005; Tsai et McKay, 2005; Kawahara, 2013). 

1. 4 Les ARN helicases de la famille «DEAD-box» 

Les hélicases sont des protéines essentielles au métabolisme des acides nucléiques. 

Elles sont classifiées selon la présence de domaines conservés dans cinq grandes 

superfamilles: SF1-SF5. Les «DEAD-box» ARN hélicases forment la plus grande 

famille de la superfamille SF2 et se caractérisent par la présence d'un domaine 

catalytique comprenant 300-400 acides aminés. Ce domaine contient 13 motifs 

conservés qui sont impliqués dans l'hydrolyse de l' ATP et la reconnaissance de 

l'ARN (Q, I, la, lb, le, II, III, IV, IVa, V, Va, Vb et VI) (Figure 1.4). 
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Nil:: Oomaan 1 Uommn 2 Cil:: C laJI 

Figure 1.4 Structure du domaine catalytique des ARN hélicases «DEAD-bon>. Les 

motifs qui interagissent avec 1' A TP sont montrés en orange tandis que ceu.x qui interagissent 

ayec l'ARN sont présentés en vert. Le motif ID, impliqué dans la communication des 

domaines globulaires 1 et 2 est indiqué en jaune. Dans le panneau du haut, les domaines 1 et 

2 sont montrés en gris foncé et en argent, respectivement. Le domaine au.xiliaire C-terminal 

est indiqué en bleu (Figure tirée de Russell et al., 20 13). 

Le centre catalytique forme deux domaines globulaires similaires à ceux de 1 'ATPase 

RecA (Gustafson et Wessel, 2010; Jank:owsk:y et al. , 2011 ; Russell et al. , 2013). Le 

motif Il, aussi nommé «Walker B» contient la séquence consensus D-E-A-D. Les 

motifs I (aussi connu comme «P-loop» ou «Walker A>>), II, Va, VI et Q sont 

impliqués dans l' interaction et l'hydrolyse de l' ATP, tandis que les motifs la, Ib, le, 

IV, IV a, V et Vb participent à la reconnaissance et la modification de l' ARN 

(Jarmoskaite et Russell, 2011 ; Russel et al., 2013). Le domaine catalytique des 

protéines <<DEAD-boX>> est encadré par des séquences N- et C-terminales non

conservées, connues sous le nom d' extensions ou de domaines auxiliaires. Ces 

domaines interagissent avec des éléments structurels du substrat ou avec des 

cofacteurs, ce qui confère la spécificité fonctionnelle à ces enzymes. Les domaines 
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auxiliaires peuvent aussi contribuer à la dimérisation de la protéine, à la stabilité des 

domaines globulaires RecA et à la régulation de l'activité catalytique (Gustafson et 

Wessel, 2010; Russell et al. , 2013). Les différentes étapes du cycle d'hydrolyse de 

1 'ATP provoquent des changements conformationnels dans 1 'ARN et des variations 

dans 1' affinité de 1 'enzyme, ce qui permet à ces protéines de lier ou de libérer 1' ARN 

de façon contrôlée (Hilbert et al., 2009; Jarmoskaite et Russell, 2011 ; Henn et al. , 

2012). 

Les «DEAD-box» ARN hélicases fonctionnent généralement dans des complexes 

multiprotéiques et sont capables de dérouler des brins de 25 à 40 paires de bases (Pan 

et Russell, 2010). Elles participent à des processus cellulaires très divers qui incluent 

1' assemblage et le fonctionnement de structures macromoléculaires comme le 

ribosome et le splicéosome, les mécanismes de contrôle de l'expression génique, 

1' exportation nucléaire des ARNm, la gamétogenèse, la conservation des télomères, la 

maturation et la dégradation des ARN, l' apoptose, etc. (Jarmoskaite et Russell, 2011 ; 

Kënig et al. , 2013 ; Lasko, 2013 ; Russell et al., 2013 ; Soto-Rifo et Ohlmann, 2013). 

Leur implication dans la prolifération et les transformations des cellules cancéreuses, 

dans la réponse immunitaire et dans les mécanismes de réplication des virus a été 

aussi démontrée (Garbelli et al., 2011 ; Fullam et Schrëder, 2013 ; Fuller-Pace, 2013). 

1.5 Les GNAT 

Les «GCN5-related N-acetyltransferases» (GNAT) sont une grande famille 

d' enzymes qui catalysent le transfert d'un groupe acétyle de l'acétyl-coenzyme A 

(acétyl-CoA) vers une amine primaire (Vetting et al. , 2005; Chimnaronk et al. , 

2009). Les membres de cette superfamille sont très conservés et comprennent des 

aminoglycoside-N-acétyltransférases, des sérotonine-N-acétyltransférases, des 

glucosamine-6-phosphate-N-acétyltransférases, des hj stone-acétyltransférases (HAT), 

des mycothiol-synthases, des N-myristoyltransférases et les aminoacyltransférases de 
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la famille Fern (Kuhn et al., 2013). Les GNAT sont impliquées dans une énorme 

variété de mécanismes cellulaires comme le métabolisme du carbone et de l' ARN, la 

résistance aux antibiotiques, le contrôle hormonal et la régulation de 1' activité des 

facteurs de transcription (Furdas et al. , 2012; Tucker et Escalante-Semerena, 2013). ll 

existe aussi plusieurs membres de cette famille dont la fonction et le substrat ne sont 

pas encore connus (Dida et al ., 2000; Yang, 2004; Kuhn etal. , 2013). 

La superfamille des GNAT se caractérise par la présence de quatre régions 

conservées (A-D) couvrant à peu près 100 acides aminés (Neuwald et Landsman, 

1997). Ces domaines forment une structure de six à sept brins de type ~ et quatre 

hélices de type a. dans l'ordre ~l-a.l-a.2-~2-~3-~4-a.3-~5-a.4-~6 . Le motif A contient 

la séquence consensus Arg/Gln-X-X-Gly-X-Gly/ Ala. Les motifs A et B sont les 

motifs les plus conservés et sont impliqués dans la liaison à l'acétyl -CoA (Tercera et 

al. , 1992; Dyda et al., 2000). Le motif C, au contraire, est le moins conservé des 

quatre motifs. Les régions qui sont impliquées dans l'interaction avec le substrat sont 

très différentes dû à la grande variété de types de substrat qu'elles peuvent acétyler, 

ce qui leur permet d'avoir plusieurs fonctions (Stemglanz et Schindelin, 1999; 

V etting et al. , 2005). 

L ' acétylation des protéines par les GNAT se produit par acétylation de l' acide aminé 

N-tenninal (acétylation Na.), l'acétylation des résidus lysine (acétylation NE) ou la 0-

acétylation des résidus sérine et thréonine (Yang et Rang, 2011). L'acétylation Na. se 

fait sur des résidus de méthionine, alanine, glycine, sérine ou thréonine qui 

deviennent accessibles après des clivages par des aminopeptidases (Kuhn et al., 

2013). GCNS est une histone acétyltransférases (HAT) dont la fonction principale est 

la modification de la chromatine. Cette protéine est un composant catalytique du 

complexe acétyltransférase Spt-TAFII31-GCNSL (Spt-Ada-GCNS chez la levure). 

L' activité enzymatique de GCNS est nécessaire à l'acétylation des résidus K9 et Kl4 
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de l' histone H3 et facilite l'élongation de la transcription par relaxation des 

nucléosomes. L'acétylation des histones a un rôle fondamental dans le contrôle de 

plusieurs mécanismes cellulaires comme 1' expression génique, la réplication, la 

recombinaison et la réparation de l'ADN, le vieillissement et la pathogénèse des 

rétrovirus (Yu et Waters, 2005; Ablack et al. , 2012; Sun et al., 2012). Chez les 

mammifères, la perturbation de l'activité acétyltransférase du complexe GCNS a été 

associée à des défauts dans la fermeture du tube neural, au développement des 

maladies cardiovasculaires et au cancer (Nagy et Tora, 2007; Lafon et al., 2012). 

1.6 La protéine nucléolaire Kre33 

Kre33 est une protéine nucléolaire (Grandi et al. , 2002; Huh et al. , 2003 ; Li et al. , 

2009), codée par l'ORF (cadre de lecture ouvert) YNL132W du chromosome VIT de 

Saccharomyces cerevisiae. Elle a été identifiée et séquencée en 1995 par Mallet et al. , 

à partir de la souche S288C de S. cerevisiae («UniProtKB/Swiss-Prot Accession 

number P53914») et associée avec le phénomène de résistance à la toxine «killen> Kl 

(Pagé et al. , 2003). Cette protéine est essentielle à la viabilité cellulaire (Giaever et 

al. , 2002) et nécessaire aux processus de maturation et exportation de la petite sous

unité 40S du ribosome (Grandi et al. , 2002; Li et al. , 2009). 

L'homologue de Kre33 chez Escherichia coli est TmcA, une ARNt cytidine 

acétyltransférase (Chirnnaronk et al., 2009), mais la protéine responsable de cette 

fonction chez S. cerevisiae est Tan1 (Johansson et Bystrëm, 2004). Chez l'humain 

l'homologue de Kre33 est NATlO, une protéine associée à la réponse aux dommages 

à l'ADN (Liu et al. , 2007), à la stabilité des microtubules (Shen et al., 2009; Tan et 

al., 2013; Larrieu et al. , 2014) et à la régulation de l'activité de la télomérase (Lv et 

al., 2003 ; Fu et Collins, 2007). Kre33 contient des motifs conservés GNAT (GNAT A 

et GNAT B), ATPase et ARN hélicase («Walker A» et «Walker B ») (Figure 1.5), 

ainsi qu 'une extension C-terrninale et d'autres régions internes qui sont uniques aux 
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eucaryotes. Ces éléments indiquent que Kre3 3 a une fonction différente de 

l'homologue TmcA (Chirnnaronk: et al. , 2009; Ebersberger et al. , 2014) ou même 

plusieurs fonctions, conservées ou non, chez les eucaryotes. 

E . coli 
Y . p••udbtub•~lo$i• 
B. izl1'1uenzae 
B . ma.ri.5mort:ui 
s . ce.rev.i~i.ae 

D. mol~UJDgaseer 
.H . muacu..lUS' 

B . sçieas 

E . coli 
Y . pseu.dot:ubereulo.si.s 
B . izl1'1wmzae 
B . marits:morcui 
s . eerevi.si•e 
D . melA.IlOqa6t:~ 

M. musculu..s 
B . sapiezu• 

Pos. Walker A Walter B 

196 -----A VTJV\RGRGKSALAGQ----------- -- -----LVVDE.P.AAI PAPLL--------------· 
195 -----VLT~TLAGM--------·----------LLIDEAAAI PTPLL----------------

162 -----FLTSKRGRGKSALLGM-----------------LLVDEAAVLPLPLL----------------
248 -----VVEADRGRGKSSAAGL------------------VI VDE.P.AALPVRRL---------------
280 -----ALTAGRGRGKSAALGI--------·----------VVI DEAAALPLPIV--------------
276 -----SLTAARGRGKSAALGL------------------LLIDE.P.AALPLPIV----------------
281 -----ALTAARGBGKSAALGL-------------------VVIDEAAALPLPIV---------------
281 ----ALTAARGRGKSAALGL-------------------VVIDEAAALP1PIV--------------

Pos . 

--------LRGRRVSRJAVHPARQREGTG-----------DYLSVSFGYTGEL~mFWQROGFV------ 510 
--------LLSRRISRVAVTAAWRQQGIA-----------DFLSVSFGYTAELAH FWHRCGFR------ 522 
·-------LRSLRI SRJ AVQPNWQQKGIG-----------DFLSVSFGYTDELAKFNQKCGFV------ 521 
-------- PVGQRVURJ ATHAAVRSRGLG--------- -- DWVGVSYGATPELVRFNADNGYN------ 599 
--------LSGARI VRIATNPEYASMGYG-----------HYLGVSYGLTQSLHKFWKNNSFV------ 743 
--------LCGVRI VRVATHPNYQRMGYG-----------DYLGTSYGLTTELLK FWKNAGFV------ 70~ 

--------LSGGRVVRI AVHPDYQGMGYG-----------DYLGVSYGLTPRLLKFWKRAGFV------ 729 
--------~GGRVVRJAVHPDYQGX~Y§-----------~~GVSYGL!P~LLK~RAGFV------ 729 

Figure 1.5 Alignement de séquences des motifs conservés de Kre33. 

Des homologues de Kre33 sont présentés. Les motifs conservés acétyltransférase (GNAT A 

et GNAT B), ATPase et ARN hélicase (Walker A et Walker B) sont indiqués. Les acides 

aminés conservés sont soulignés. Les résidus invariables sont indiqués en rouge. (Information 

obtenue à partir de Chimnaronk et al., 2009) . 

2. HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 
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Kre33 est une protéine essentielle à la biogenèse de la petite sous-unité du ribosome, 

mais ses fonctions spécifiques dans la maturation des pré-ARNr et de la sous-unité 

40S chez les eucaryotes ne sont pas encore élucidés (Ebersberger et al., 2014). De 

plus, elle a été co-purifiée avec d ' autres protéines impliquées dans la biogenèse des 

ribosomes, comme Prp43 (Lebaron et al. , 2005), Pwp2 (Pérez-Fernandez et al., 2011) 

et Rrp12 (Dosil, 2011), ce qui suggère qu' elle fonctionne en faisant partie d'un ou 

plusieurs complexes contenant d' autres protéines. 

Hypothèse # 1: Kre33 est une composante du SSU processome eucaryote. 

Objectifs: 

• Déterminer si Kre33 est associée à des protéines du SSU processome. 

• Analyser le profil de sédimentation de Kre33 dans des gradients de 

saccharose. 

• Déterminer si Kre33 est associée au petit ARN nucléolaire U3 . 

• Identifier des partenaires proches de Kre33 dans le SSU processome. 

Hypothèse# 2: L'extension C-terminale de Kre33 contient des éléments fonctionnels 

importants. 

Objectifs: 

• Déterminer si l' extension C-terrninale de Kre33 est essentielle à la viabilité de 

S. cerevisiae. 

• Identifier les motifs de l' extension C-terminale de Kre33 qui lui confèrent une 

spécificité fonctionnelle chez les eucaryotes. 



CHAPITRE II 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2. l Souches bactériennes et souches de levures 

La souche DHlOB (F- 111C1A A(mrr-hsdRMS-mcrBC) <p80/acZAM15 AlacX7-1 recAJ 

endAJ araD139 A(ara, leu) 7697 ga!U ga/K .À.- 1psL m1pG/pMONJ4272/pMON7124) 

(Invitrogen) est dérivée de la souche K-12 MG1655 d'Escherichia coli (Durfee et al. , 

2008). Cette souche a été utilisée pour les clonages et la propagation des plasmides 

recombinants. 

La souche AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4L1, gal80A, 

LYS2::GALIUAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3:: 

MELIUAS-MELJTATA-LacZ MELI) (Clontech) a été utilisée pour l' analyse des 

interactions protéine-protéine par le système double hybride chez la levure. La souche 

YPH499 (MATa, ura3-52, lys2-80, ade2-101, trp1-i163, his3-i1200, leu2-i11) 

(Sikorski et Hieter, 1989) a été utilisée pour la construction des souches KRE33-

MYC et YS 1-YS7 et comme contrôle négatif dans les expériences 

d'immunoprécipitation (IP) anti-MYC entre les protéines Kre33 et Dbp4 . 

La souche KRE33-MYC a été obtenue suite à l'introduction d 'un épitope 9xMYC 

fusioné au marqueur de sélection auxotrophe TRP 1 (MYCITRP 1) par recombinaison 

homologue en aval de la région du génome qui code pour la protéine Kre33 (Knop et 

al., 1999). Cette souche a été utilisée comme contrôle négatif dans les expériences 

d' immunoprécipitation anti-HA. Par la suite cette souche a été modifiée en 

remplaçant le promoteur naturel de .KRE33 par le promoteur inductible GALl (souche 

GAL: :KRE33-MYC); cette souche exprime la protéine Kre33 de façon conditionnelle 

et a été utilisée pour les expériences de complémentation avec la protéine Kre33 



29 

exprimée de façon constitutive à partir d'un plasmide (souche GAL::KRE33) ou avec 

des dérivées de Kre3 3 portant des mutations, soit une délétion de 1' extension C

terrninale (souche GAL: :KRE33~Ct) ou une délétion du motif NLS (souche 

GAL::KRE33~NLS)_ 

La série de souches YS1-YS7 a été générée à partir de YPH499, dans laquelle on a 

introduit un triple épitope HA (3 xHA) et le marqueur de sélection auxotrophe HIS3 

(HA/lllS3) en aval des régions du génome qui codent pour les protéines Utp22, 

Mpplü, Utp7, Enpl , Bfr2, Noc4 et Nopl4, respectivement. Ces souches ont été 

utilisées comme contrôles négatifs dans les expériences d 'immunoprécipitation anti

MYC. Les souches YSKl-YSK7 ont été utilisées pour les études 

d'immunoprécipitation avec des partenaires potentiels de Kre33 . Elles ont été 

obtenues à partir de la souche KRE33-MYC, par insertion dans le génome de la 

cassette HA!IllS3 à 1' extrémité 3' des ORF encodant les protéines Utp22, Mpp 10, 

Utp7, Enp1, Bfr2, Noc4 et Nopl4, respectivement. 

2.2 Milieux de culture 

Les bactéries ont été inoculées dans du milieu LB (Luria-Bertani) (tryptone 1%, 

extrait de levure 0,5%, NaCl 85,5 mM), supplémenté avec de l'ampicilline (100 

11g/mL) ou de la kanamycine (50 llg/mL), selon le cas. La croissance des levures a été 

faite dans du milieu YP (peptone 2%, extrait de levure 1%) contenant 2% de dextrose 

(YPD) ou 2% de galactose (YPGal) comme source de carbone. Du milieu YPGal 

supplémenté avec 200 11g/mL de généticine ou des milieux sélectifs SD ou SGal 

(«yeast nitrogen base» 0,67%, dextrose ou galactose 2%, respectivement) avec ou 

sans tryptophane (-Trp), histidine (-His), leucine (-Leu) ou uracile (-Ura) ont été 

utilisés au besoin. Dans chaque cas les milieux solides ont été obtenus en ajoutant de 

l'agar dans une concentration finale de 2%. 
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2.3 Oligonucléotides 

Tous les oligonucléotides utilisés dans cette étude ont été synthétisés par la 

compagnie Integrated DNA Technologies (IDT). Les paires d' oligonucléotides 

KRE33-Xmal/KRE33-Xhol et KRE33-NotiiKRE33-Kpni ont été utilisées pour 

1' amplification, à partir de l'ADN génomique de la souche YPH499, de la séquence 

qui code pour la protéine Kre33 et son clonage dans les vecteurs pGBKT7 (Clontech) 

et pCM188-HA (Gari et al. , 1997), respectivement. Les paires KRE33-

NotiiKRE33~Ct-Kpni et KRE33-Noti!KRE33dNLS-Kpni ont été utilisés pour 

l'amplification et le clonage dans le vecteur pCM188-HA des mutants de délétion de 

l' extension C-terminale et du motifNLS de Kre33 (Voir les Sections 2.9.2 et 2.14). 

Les oligonucléotides KRE33-640, KRE33-1322 et KRE33-2006 ont été synthétisés 

pour le séquençage de l'ORF .KRE33, tandis que l' oligonucléotide anti-U3 (Soltanieh 

et al. , 2014) radio-marqué au P-32 a été utilisé pour détecter le snoRNA U3 par 

hybridation de type «northern» (voir dans la section 2.13) (Tableau 2.1). 

Les paires d 'oligonucléotides S3/S2 et F4/R2 (Tableau 2.2) ont été utilisés pour 

l' amplification des cassettes MYC/TRP1 , HAIHIS3 et GAL1/KanMX6 (contient un 

gène de résistance à la généticine) à partir des vecteurs dérivés du plasmide pFA6a, 

selon les procédures décrites par Longtine et al. (1998) et Knop et al. (1999). Ces 

amorces contiennent des séquences complémentaires aux régions S3/S2 et F4/R2 des 

vecteurs pFA6a, fusionnées à des séquences de 50-55 nucléotides identiques aux 

régions de part et d' autre du codon de terminaison ou du codon d' initiation des 

protéines d' intérêt, respectivement. Elles ont été utilisées pour la construction des 

souches KRE33-MYC, YS1-YS7, YSK1-YSK7 et GAL::KRE33-MYC (voir dans la 

Section 2.9.1). 

La dernière série d' amorces a été utilisée pour la vérification de l' intégration des 

cassettes MYC/TRPl, HAIHIS3 et GALl/KanMX6 dans le génome de la levure. Ces 
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amorces contiennent des séquences de 20 à 40 nucléotides complémentaires aux 

régions du génome situées à une distance de 200-250 nucléotides du codon d'arrêt ou 

du codon d'initiation des protéines d'intérêt (Tableau 2 .3). 

Tableau 2.1 

Oligonucléotides utilisés pour l'amplification et le séquençage 

de la région qui code pour la protéine Kre33. 

Les sites de restriction des enzymes Xmal, Xhoi, Notl et Kpnl sont montrés en rouge 

Nom Séquence 

KRE33-Xmal 5 '-CCCCCCGGGTGCCAAAAAAGCT AT CGA TTCAAGA 
ATC-3 ' 

KRE33-Xhol 5 ' -CGCCTCGAGGAGT AGAACGCTT AA TTTGCAGCC-3 ' 

KRE33-Notl 5 ' -AAA TTTGCGGCCGCGAGAAAATGGCCAAAAAAGC 
TATCG-3 ' 

KRE33-Kpnl 5' -CCCGGTACCGAGTAGAACGCTT AA TTTGCAGCC-3 ' 

KRE33ACt-Kpnl 5 '-CCCGGTACCTTCAA TTGATTGGCTTAACAGCTGA-3 ' 

KRE33ANLS-Kpnl 5 '-CCCGGTACCTTTGGCCTTGGCAGCTATTTCT AAA-3 ' 

KRE33-640 5 '-GTTCTACCGCTATCTGGTGCCA-3 ' 

KRE33-1322 5 ' -AACAACACATCCGGTCGGGAAAG-3' 

KRE33-2006 5' - CGAGGGTAAATTCACTGACATGTC-3 ' 

Anti-U3 5' -CCAAGTTGGATTCAGTGGCTC-3 ' 
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Tableau 2.2 

Oligonucléotides utilisés pour l'amplification des cassettes MYCffRPl, 

HAIHIS3 et GALl!KanMX6 et l'intégration dans le génome de la levure. 

Les régions S3-S2 et F4-R2 sont montrées en rouge. 

Nom Séquence 

S3-KRE33 
5' -AAGAGATGAAAGCTATGAAAAAACCAAGAAAGTCT AAAAAG 
GCTGCAAA TCGTACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-KRE33 
5 ' -AAA TT AAGT AAACGTTT AGCTATAAAAGGGTTTGACAAAGAGT 
AGAACGCATCGATGAA TTCGAGCTCG-3 ' 

F4-KRE33 
5 ' -AAA T AAAGTACGCAA T AGAGTATATAAGCCAAGTCACCTTTT A 
TATTTCTGAA TTCGAGCTCGTTT AAAC-3 ' 

R2-KRE33 5 ' -CCATTCCTGATCAGTGACGGGATTCTTGAATCGATAGCIII 111 
GGCCATCA TTTTGAGATCCGGGTTTT -3 ' 

S3-UTP22 
5' -ATGAGATTGCTGCATTCGGGAATGACATGGTTATAAATTTTGA 
GACAGATCGTACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-UTP22 
5' -TATTTAATATTATACAGATACTTCTAAAAGTTATGATTTTGTTG 
TTT A TT ATCGATGAA TTCGAGCTCG-3 ' 

S3-MFP10 
5 '-GT AAAACGAAGAAGAGCAGATCAGGGCCAGATAGCACAAA TA 
TAAAACTTCGTACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-MPP10 
5' -TGAAGAAATAAT L 11 L 1ACCTAAATACAAACTAAGTCTTCTTCG 
GCGTGTATCGATGAA ITCGAGCTCG-3' 

S3-UTP7 
5 ' -TTTCAGAAGACCACAAGGATGTCATCGAAGAGGCATTGAGCAG 
A TTCGGCCGTACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-UTP7 
5' -TATATATACATACATAATCATTTAAGI 11111111 IAAAGATATT 
TCGATATCGATGAATTCGAGCTCG-3 ' 

S3-ENP1 
5 ' -AGTTTGTTGATCCACAGGAAGCTAA TGATGA TTT AA TGATTGAT 
GTCAATCGT ACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-ENP1 
5'-GGGGGAAAGACCGAGCGATATAAAATTGATGAAAAATTGATA 
TTACAGCAA TCGA TGAA TTCGAGCTCG-3 ' 

S3-BFR2 
5'-AATGACGAAGAATTAGAGGCTGTTAAAAACGATGATATCCAAA 
TCTTTGGTCGTACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-BFR2 
5' -TT AT AAGCCCT AAATTAAA TGAGTTGTGCGTATTTAAAAT AAA T 
GTATATATCGATGAA TTCGAGCTCG-3 ' 

S3-NOC4 
5' -ATAGCGAAGCGTCATCCCAAGGTAACGTCTACTTGCCTGGGGT 
AGCATGGCGTACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-NOC4 
5 ' -TAT AAATGTATATATACACACTTTTAAAACTTCGTTGTTCATCT 
TCGCTT ATCGATGAA TTCGAGCTCG-3 ' 

S3-NOP14 
5 ' -CGGAAAAAAACAAGTATGAAAGAGAAAGAAAACTACGTGGCG 
GAAAGAAACGTACGCTGCAGGTCGAC-3 ' 

S2-NOP14 
5' -TCTGAGAAGCCTAA T AAGAAAAAAAGAGGTT AAT AAA TT A TT A 
TT ATTGGATCGA TGAA TTCGAGCTCG-3 ' 



Tableau 2.3 

Oligonucléotides utilisés pour la vérification de l'intégration des cassettes 

MYCffRPl, HAIHIS3 et GAL1/KanMX6 dans le génome de la levure. 

Nom Séquence 

KRE33checkCt-f 5 '-AGTGAGGAA TGGGCTGAATCTCAA-3 ' 

KRE3 3checkCt -r 5 ' -GGGTTCAGTTITCGCCGGCA-3 ' 

KRE33checkNt-f 5' -GAAGAGCCAAGAT ACAA TGAGATGAG-3 ' 

KRE33checkNt-r 5' -AGCCCATAAGACGGACTTGTTCAT -3 ' 

UTP22checkCt-f 5' -GCCACTCTTCAAGGGAGCCCAC-3 ' 

UTP22checkCt -r 5' -CTGAGCGTCGCCACAGCAGTAC-3 ' 

MPP 1 OcheckCt -f 5' -AGAGAAGATAAAAACAGATTGCGCAGGGC-3 ' 

MPPlücheckCt-r 5'-GTA TTTATGAGTGTATATGTTCCGCATCTCGTC-3 ' 

UTP7 checkCt -f 5' -GTAAGAATTCGGGTTTGCGTTCCI II 1 IGC-3 ' 
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UTP7 checkCt -r 5 ' -CAA TCGA TTCTCATACTGTCAAC I I'I I I GAACA TG-3' 

ENP 1 checkCt-f 5'-GCACAAGGCTTTCTTAACATTTGCACAACG-3 ' 

ENP 1 checkCt -r 5' -GGCTAATATATAGGCCATA TTTTGATGATTTCGATA 
G.., ' -.) 

BFR2checkCt-f 5 ' -CGACCAAA TCGATGAA TTCTTTGCGG-3 ' 

BFR2checkCt -r 5' -TGAAGAA TTGTGCAGAGCAGCTGTTT -3 ' 

N OC4checkCt -f 5 '-CTCTCTGTGGGAGCTGGCGTC-3' 

N OC4checkCt -r 5'-CGGGGATCAGCGGTTCGATCC-3 ' 

NOP 14checkCt-f 5' -CCGTATCCATACCTACGCATGCTCC-3 ' 

NOP14checkCt-r 5' -GAGAATCCCTTCCCTGTTITAGAAATGAGTAG-3 ' 

2.4 Préparation et transformation des bactéries compétentes 

Pour la préparation des bactéries compétentes, la souche DHI OB a été inoculée dans 

10 mL de milieu LB et incubée à 3 7°C pendant toute la nuit, sous une agitation de 

250 rpm. La pré-culture a été transférée dans un erlenmeyer contenant 500 mL de LB 
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et incubée dans les mêmes conditions jusqu' à une ~00 de 0,6. La culture a ensuite été 

refroidie sur glace et centrifugée à 4000g et 4°C pendant 15 minutes. Le culot a été 

resuspendu dans 100 mL de solution TFB 1 froide (KOAc 30 mM, KCl 100 mM, 

Mn Ch 50 mM, Ca Ch 10 mM, glycérol 15% ). L ' étape de centrifugation a été répétée 

et le culot a été resuspendu dans 20 mL de solution TFB2 froide (MOPS 10 mM, 

CaCh 75 mM, KCl 10 mM, glycérol 15%). Des aliquotes de 200 ~, préparées dans 

50% de glycérol (v/v) ont été congelées dans un bain de glace sèche/éthanol et puis 

conservées à -80°C. 

Pour les transformations, 10 ng d 'ADN plasmidique ou 50-100 ng de produit de 

ligation ont été mélangés avec 100 jlL des bactéries compétentes. Le mélange a été 

incubé sur la glace pendant 20-30 minutes, puis à 42°C pendant 2 minutes et ensuite 

gardé sur glace pendant 10 minutes. Après ajout de milieu LB (1 mL) le mélange a 

été incubé à 37°C pendant 1 heure avec une agitation (200 rpm). Finalement, 200 11L 

du mélange ont été étalés sur une gélose contenant du LB et un antibiotique pour la 

sélection, soit de l'ampicilline (100 jlg/mL) ou de la kanamycine (50 jlg/mL), selon le 

cas. Les géloses ont été incubées à 37°C jusqu'à l' apparition des colonies. 

2. 5 Préparation et transformation des levures compétentes 

La préparation et transformation des levures compétentes ont été faites selon la 

méthode de Gietz et al. (1992). Brièvement, 60 mL d'une culture de levure en phase 

exponentielle ont été centrifugés à une vitesse de 1200g pendant 5 minutes à 

température an1biante. Le culot a été lavé avec de l'eau stérile est resuspendu dans 

300 jlL de solution TE/LiOAC froide (Tris-HCI10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, LiOAc 

100 mM). Ensuite 100 ng d'ADN ont été mélangés avec 0, 1 mg d ' ADN «carrier» 

(« sheared hareng sperm DNA », Roche) et 100 jlL de cellules compétentes. Après 

l'ajout de 600 jlL d'une solution stérile de TE/PEG/LiOAc (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, 

EDTA 1 mM, PEG 40%, LiOAc 100 mM), le mélange a été incubé pendant 30 
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minutes à 30°C avec agitation (200 rpm). Juste avant de procéder à la transformation 

du DMSO a été ajouté à une concentration finale de 10%. Les tubes ont été incubés à 

42°C pendant 15 minutes, puis 10 minutes dans la glace. Après quelques secondes de 

centrifugation à haute vitesse (13000g) le culot a été resuspendu dans 500 JlL de 

solution TE stérile (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM). Finalement, 200 JlL du 

mélange ont été étalés sur milieu riche (YP) ou sur milieu sélectif auxotrophe 

contenant du galactose ou du dextrose. Les plaques ont été incubées à 3 aoc jusqu'à 

l'apparition des colonies. 

2.6 Extraction d'ADN génomique des levures 

L'ADN génomique des levures a été préparé selon les procédures décrites par 

Hoffman et Winston (1987). Une colonie fraîche de levure a été inoculée dans un 

tube contenant 10 mL de milieu YPD ou YPGal stérile. La culture a été incubée à 

30°C dans un agitateur (250 rpm) jusqu'à atteindre la phase stationnaire, puis 

centrifugée à température ambiante pendant 5 minutes à une vitesse de 1200g. Les 

cellules ont été resuspendues dans de l'eau nanopure puis centrifugées pendant 5 

minutes, avant de resuspendre le culot dans 400 JlL de tampon de lyse cellulaire 

(Tris-HellO mM pH 8,0, EDTA 1 mM, NaCllOO mM, SDS 34,7 mM, Triton X-100 

2%). Par la suite, 0,3g de billes de verre de 450-625 Jlm de diamètre (Sigma-Aldrich) 

et 400 JlL d'une solution de phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) ont été 

ajoutés au mélange. Après avoir mélangé dans un vortex pendant 3 minutes, 

1' échantillon a été centrifugé à 18000g pendant 5 minutes à température ambiante et 

la phase aqueuse a été transférée dans un tube E ppendorf propre. L ' étape d'extraction 

avec phénol-chloroforme-alcool isoamylique a été répétée une deuxième fois et une 

troisième fois avec seulement le mélange chloroforme-alcool isoamylique (24 :1) 

pour éliminer les résidus de phénol. La solution résultante a été mélangée avec 1 mL 

d'éthanol100% et centrifugée à l8000g pendant 3 minutes à température ambiante. Le 

culot a été suspendu dans 400 JlL de tampon TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 
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mM) puis incubé à 37°C pendant une demi-heure en présence de 30 11g de RNase A 

(Sigma-Aldrich). L'ADN a été précipité avec 1 mL d'éthanol 100% en présence de 

0,04 mM d'acétate d'ammonium et centrifugé à vitesse maximale (18000g) pendant 3 

minutes. Le culot été lavé avec de l'éthanol 70%, séché à température ambiante et 

puis resuspendu dans 200 11L de tampon TE. La quantification de 1' ADN génomique 

a été faite avec un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

2. 7 Extraction des protéines de levures pour immunobuvardage 

Les protéines des levures ont été extraites par la méthode de Kushnirov (2000). 

Quelques colonies d'une culture de levure en milieu solide ont été grattées et 

resuspendues dans 200 11L d'eau nanopure. Après avoir ajouté 200 11L d'une solution 

de NaOH 0,2N, le mélange a été bien agité à l' aide d'un vortex, incubé à température 

pièce pendant 5 minutes et puis centrifugé à vitesse maximale (18000g) pendant 1 

minute. Le culot a immédiatement été resuspendu dans 50 11L de tampon de charge 

SDS 2X (Tris-HCI 60 mM pH 6,8, SDS 138,7 mM, glycérol20%, ~-mercaptoéthanol 

4%, bleu de bromophénol 0,01%). Les échantillons ont été chauffés pendant 5 

minutes à 95°C, puis centrifugés à 18000g pendant quelques secondes. Le surnageant 

a été récupéré et analysé par électrophorèse de protéines (SDS-PAGE). 

2.8 Analyse des protéines par immunobuvardage («western blotting») 

Les protéines ont été séparées par SDS-P AGE dans un gel de polyacrylamide 8% 

(Tris-HCI 380 mM pH 8,8, acrylamide/bisacrylamide (37,5:1) 8%, SDS 0,1%, APS 

0,1% et TEMED 0,06%). La migration a été réalisée dans du tampon d'électrophorèse 

(Tris-base 25 mM, glycine 200 mM, SDS 3,5 mM, pH 8,3) à 100 V pendant 45-60 

minutes, en utilisant le standard Precision Plus ProteinTM Ali Blue de Bio-Rad comme 

marqueur de poids moléculaire. Les protéines du gel ont ensuite été transférées sur 

une membrane de PVDF (Imrnobilon-P, Millipore) préalablement traité au méthanol. 

Le transfert a été fait dans d'un appareil de transfert électrophorétique (Bio-Rad) 
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contenant du tampon Towbin (Tris-base 25 mM, glycine 192 mM, méthanol20%, pH 

8,3), à 100 V pendant 30-40 minutes. Ensuite, la membrane a été incubée pendant 5 

minutes dans une solution de Ponceau S (Ponceau S 0,1 %, acide acétique 1%) afin 

de mettre en évidence la présence de protéines et d'évaluer la qualité du transfert. Puis 

la membrane a été rincée à l'eau distillée et incubée pendant 1 heure dans la solution 

de blocage contenant 5% de lait écrémé dissout dans du tampon TBS-T (Tris-HCI 

100 mM pH 7,5, NaCI 154 mM, Tween-20 0,2%). Par la suite elle a été incubée 60 

minutes dans la solution de blocage en présence de l'anticorps primaire: anti-myc 

monoclonal de souris (hybridome 9E10) dilué 1:200, anti-HA monoclonal de souris 

(hybridome 12CA5) dilué 1:200 ou anti-Dbp4 polyclonal de lapin dilué 1: 1000), 

selon le cas. La membrane à été lavée trois fois avec du tampon TBS-T pendant 15 

minutes au total puis incubée pendant 1 heure dans la solution de blocage contenant 

l'anticorps secondaire approprié: anti-IgG de souris dilué 1:10000 ou anti-IgG de 

lapin dilué 1:100000 (GE Healthcare). Une seconde série de lavages a été effectuée 

après l'incubation. Ensuite la membrane a été traitée avec du «Western 

Cherniluminescent HRP Substrate» (Immobilon), selon le protocole du manufacturier 

et exposée à un film d'autoradiographie Hyblot CL (Denville Scientific). 

2. 9 Construction des souches de levures 

2.9.1 Construction des souches KRE33-MYC, YS1-YS7, YSK1-YSK7 et 

GAL::KRE33-MYC 

Les cassettes MYC/TRP1 et HAIHIS3 (voir Section 2.3) ont été amplifiées par PCR à 

partir des vecteurs p YM6 et p YM2, respectivement, selon les procédures décrites par 

Knop et al. (1999) en utilisant les oligonucléotides de la série S3/S2 (Tableau 2.2). La 

cassette GAL1/KanMX6 a été amplifiée par PCR avec les amorces F4-Kre33 et R2-

Kre33 (Tableau 2.2) à l'aide du vecteur pFA6a-kanMX6-PGAL1 selon la procédure 

décrites par Longtine et al. (1999) . Chaque réaction de PCR a été préparée dans 50 
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JlL (volume final), contenant 20 ng du plasmide adéquat, 0,6 JlM de chaque 

oligonucléotide, 200 JlM d'un mélange de dNTP, le tampon de réaction à une 

concentration finale de lX et 5 wùtés 1' enzyme Taq DNA Polymerase (New England 

Biolabs). Dans tous les cas nos avons utilisé un programme de PCR de 30 cycles 

divisé en deux étapes: suite à un «hotstart» de 5 minutes à 95°C, la première étape 

d'amplification (10 cycles) consiste en 30 secondes de dénaturation à 95°C, 1 minute 

d'hybridation à 50°C et de 3 minutes d' extension à 68°C. La deuxième étape (20 

cycles) a été effectuée par 30 secondes de dénaturation à 95°C, 1 minute 

d'hybridation à 60°C et 3 minutes d'extension à 68°C. La PCR se termine par 7 

minutes d'extension à 68°C. 

Les produits de PCR (aliquotes de 2 JlL) ont été vérifiés sur un gel d' agarose 0,8% 

préparé dans du tampon TBE (Tris-HCI 89 mM pH 8,0, acide borique 89 mM, EDTA 

2 mM), en utilisant le standard lKb Plus DNA Ladder (Invitrogen) comme marqueur 

de poids moléculaire. Par la suite, les échantillons d'ADN ont été précipités avec 2.5 

volumes d'éthanol 100% en présence de NaOAc 0,3 M pH 5,2 et 40 Jlg de glycogène 

(Roche), centrifugés à 14000 rpm et à 4°C pendant 20 minutes et resuspendus dans 10 

JlL d'eau nanopure stérile. Les produits de PCR contenant les cassettes MYC/TRPl et 

HAIHIS3 ont été utilisés pour générer les souches KRE33-MYC et YS1-YS7, après 

transformation de la souche de levure YPH499, tandis que ceux contenant les 

cassettes HAIHIS3 et GALl/KanMX6 ont été utilisés pour la construction des 

souches YSK1-YSK7 et GAL::KRE33-MYC, à partir de la souche KRE33-MYC 

(voir Sections 2.1 et 2.5). Les produits des transformations ont été étalés sur des 

géloses YPGal (supplémentées avec 200 Jlg/mL de généticine), SD-Trp ou SD-Trp

His, selon le cas. 

La vérification de l' intégration des cassettes dans le génome de chaque souche de 

levure a été réalisée par PCR. Les réactions ont été faites à partir de 100 ng d ' ADN 
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génomique (voir épigraphe 2.6), en utilisant les amorces du Tableau 2.3 et l'enzyme 

Taq DNA polymerase (New England Biolabs). Le programme de PCR utilisé a été le 

suivant: 5 minutes de dénaturation initiale à 95°C suivies de 30 cycles commençant 

par 30 secondes à 95°C, 1 minute d' hybridation à 5l°C et 3 minutes d' extension à 

68°C. Une extension terminale de 7 minutes a été faite à 68°C à la fin de la réaction. 

L ' expression des protéines recombinantes Kre33-myc, Utp22-HA, MpplO-HA, Utp7-

HA, Enpl-HA, Bfr2-HA, Noc4-HA et Nop14-HA a été analysée par 

immunobuvardage avec des anticorps anti-myc ou anti-HA, selon le cas (voir la 

section 2.8). 

2.9.2 Construction des souches GAL::KRE33, GAL::KRE33LlCt et 

GAL::KRE33LlNLS 

La séquence qui code pour la protéine Kre33 a été amplifiée par PCR à partir de 100 

ng d'ADN génomique de la souche YPH499, avec les amorces KRE33-Noti et 

KRE33-Kpni (Tableau 2.1). Ces oligonucléotides renferment les sites de restriction 

des endonucléases Noti et Kpnl, respectivement. Pour l' amplification des mutants de 

délétion de l' extension C-terminale et du motif NLS de Kre33 les oligonucléotides 

KRE33-Noti, KRE33LlCt-Kpni et KRE33LlNLS-Kpni ont été utilisés. Les réactions 

de PCR ont été effectuées dans un volume final de 50 ~L avec 1 'enzyme Pfu Turbo 

DNA Polymerase (Agilent Technologies), en utilisant 5 minutes de dénaturation 

initiale à 95°C suivies de 30 cycles de 30 secondes à 95°C, 1 minute d'hybridation à 

60°C et 3 minutes d' extension à n oe. Une extension de 7 nùnutes à n oe a été faite 

à la fm de la réaction. Après vérification sur gel d' agarose 0,8%, les produits de PCR 

ont été digérés avec les enzymes de restriction Notl et Kpnl (New England Biolabs) et 

clonés dans le plasmide pBluescript ll SK( -) (pBS) (Agilent Technologies) à l'aide de 

l' enzyme T4 DNA Ligase (New England Biolabs). Par la suite, des bactéries DHIOB 

compétentes ont été transformées avec les produits de ligation (voir épigraphe 2.4) et 

la sélection des clones recombinants a été faite par analyse de restriction avec les 
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enzymes Ndel, Bgill, Not! et Kpnl (New England Biolabs). Les constructions 

obtenues (nommées pBS-KRE33 , pBS-KRE33ACt et pBS-KRE33ANLS) ont été 

vérifiées par séquençage au Centre d'Innovation Génome Québec de l 'Université 

McGill, en utilisant les oligonucléotides KRE33-640, ..KRE33-1322 et KRE33-2006 

(voir Tableau 2.1). 

La séquence qui code pour la protéine Kre33 et pour les mutants Kre33ôCt et 

Kre33ANLS ont été digérées avec les enzymes Not! et Kpnl à partir des plasmides 

pBS-KRE33, pBS-KRE33ACt et pBS-KRE3ANLS et clonées dans les mêmes sites de 

restriction dans le vecteur pCM188-HA. Ce vecteur contient un épitope HA après le 

site de clonage multiple et un marqueur de sélection auxotrophe URA3 . Les plasmides 

recombinants ont été sélectionnés par analyse de restriction avec 1' enzyme BamHI 

(New England Biolabs) et utilisés pour transformer la souche de levure 

GAL::KRE33-MYC (voir les sections 2.1 et 2.6) . Les souches obtenues (nommées 

GAL::KRE33 , GAL::KRE33ôCt et GAL::KRE33ANLS) ont été sélectionnées dans 

du milieu solide SGaJ-Trp-Ura. L 'expression des protéines recombinantes Kre33 , 

Kre33ACt et Kre33ANLS a été vérifiée par immunobuvardage avec des anticorps 

anti-HA (voir épigraphe 2.8). 

2.10 Préparation des extraits cellulaires de levures pour immunoprécipitations et 

gradients de saccharose 

Pour la préparation des extraits cellulaires de levures, 30 mL d'une culture à ~oo de 

0,5 (15 unités ~00) ont été centrifugés à 1200g et à température pièce pendant 5 

minutes, puis lavés avec de l'eau nanopure et resuspendus dans 0,4 mL de tampon 

d' extraction T.MN100 froid (Tris-HC125 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCh 10 mM, 

DTT 1 mM, NP-40 0,1 %, cocktail d'inhibiteur de protéases Complete® de Roche) 

préparé dans des conditions «RNase-free». Des billes de verre (0,3-0,4 g) de 450-625 

Jlm de diamètre (Sigma-Aldrich) ont été ajoutées au mélange et la lyse cellulaire a été 
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faite en alternant 45 secondes de vortex et 2 minutes dans la glace. Cette étape a été 

répétée 7 fois et les débris cellulaires ont été centrifugés à 2500g et à 4°C pendant 5 

minutes. Le surnageant (extrait cellulaire) a été récupéré et maintenu dans la glace 

jusqu ' à son utilisation pour les expériences d ' immunoprécipitation (voir Section 

2.12) . 

Pour les analyses sur gradients de saccharose, une quantité de cellules équivalente à 

35 unités ~00 (70 mL de culture à ~00 de 0,5) a été incubée avec 100 j..tg/rnL de 

cycloheximide dans un bain de glace pendant 10 minutes. La cycloheximide a été 

maintenue dans toutes les étapes suivantes. Après centrifugation, le culot de cellules a 

été resuspendu dans 0,5 mL de tampon d' extraction TMK100 froid (Tris-HCl 25 mM 

pH 7,5, KCl 100 mM, MgC12 10 mM, DIT 1 mM, NP-40 0,1 %, cocktail d'inhibiteur 

de protéase Complete® de Roche) préparé dans des conditions «RNase-free», avant 

de procéder à la lyse cellulaire. 

2. Il Gradients de densité de saccharose 

Les extraits cellulaires de levures on été préparés dans du tampon TMK100 contenant 

100 j..tg/rnL de cycloheximide, suivant la procédure décrite dans la Section 2.10. Us 

ont ensuite été fractionnés dans des gradients linéaires de saccharose 7-47% (préparés 

dans du tampon TMK100), selon la procédure décrite par Foiani et al. (1991). Les 

gradients on été centrifugés à 4°C dans un rotor Beckman SW41 à 39000 rpm 

pendant 2 heures et 45 minutes . Ensuite, 16 fractions on été collectées à l'aide d'un 

collecteur à gradient ISCO équipé d 'un détecteur UA-6 permettant une lecture 

continue de l'absorbance à 254 mn. Les profils de sédimentation ont été analysés afin 

de localiser les sous-unités ribosomiques 40S et 60S, les ribosomes 80S et les 

polysomes. Trente-cinq ~-tL de chaque fraction ont été utilisés pour 1' analyse du profil 

de sédimentation des protéines et 200 j..tl pour la détection des ARN. 
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2.12 Immunoprécipitations 

Les extraits cellulaires de levures on été préparés dans du tampon TMN1 00, suivant 

la procédure décrite dans 1' épigraphe 2.1 O. Les fractions 7-9 des gradients de 

saccharose (pic de 80S) ont aussi été analysées par immunoprécipitation . Cinquante 

JlL de billes de protéine A-agarose (Roche) ont été incubées toute la nuit à 4°C avec 

un anticorps monoclonal anti-myc (hybridome 9E 1 0), un anticorps monoclonal anti

HA (hybridome 12CA5) ou avec un anticorps polyclonal anti -Dbp4 (Soltanieh et al., 

2014), selon les cas. Les billes ont été lavées trois fois avec du tampon TMN100 et 

incubées avec les échantillons sur un NutatorTM (BD diagnostics) pendant 1 heure à 

4°C. Ensuite, elles ont été centrifugées à 500g pendant 30 secondes dans une 

centrifugeuse réfrigérée et lavées cinq fois avec du tampon TMN100. L ' élution a été 

faite dans du tampon d ' élution (Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, SDS 17,4 

mM) à 65°C pendant 10 minutes, puis les billes ont été centrifugées à 500g et à 4QC 

pendant 30 secondes. Le surnageant a été récupéré et la détection des protéines co

immunoprécipitées a été faite par immunobuvardage. Pour l'analyse des petits ARN, 

des extractions au phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25 :24 : 1) ont été faites, 

suivies d'une précipitation à l'éthanol à -20°C pendant toute la nuit. 

2.13 Hybridation de type «northem» 

Après trois extractions successives au phénol-chloroforme-alcool isoamylique 

(25 :24 : 1) et une précipitation à l'éthanol, les ARN ont été centrifugés à 18000g 

pendant 30 minutes à 4°C puis resuspendus dans 10 JlL d ' eau nanopure, le tout dans 

des conditions <<RNase-free». Les échantillons ont été mélangés avec 10 JlL du 

tampon de charge (formamide 95%, EDTA 10 mM, xylène cyanol 0, 1 %, bleu de 

bromophénol 0,1% ), chauffés à 95°C pendant 3 minutes puis mis sur glace 

immédiatement après chauffage. Par la suite, les ARN ont été séparés dans un gel de 

polyacrylamide 8% contenant de l'urée 8M. La migration a été effectuée dans du 

tampon TBE (Tris-HCI 89 mM pH 8,0, acide borique 89 mM, EDTA 2 mM) à 10 
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watts pendant environ une heure et demie. Après la migration, les ARN ont été 

transférées sur une membrane Hybond-XL (GE Healthcare) dans du tampon TBE à 

15 V et 250 mA pendant toute la nuit. La membrane a ensuite été exposée à la 

lumière UV dans un XL-1000 UV Crosslink:er (Spectrolink:er) et pré-incubée pendant 

1 heure à 37°C dans du tampon d'hybridation contenant 5% de SSPE (NaCl 0,9 M, 

NaH2P04 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7, 7), 5% de solution de Denhardt (Ficoll 0,1 %, 

polyvinylpyrrolidone 0,1%, BSA 0,1%), 17,4 mM de SDS et l mg d'ARNt dénaturé. 

L'hybridation a ensuite été faite à 37°C avec la sonde radioactive anti-U3 (voir 

Tableau 2.1) qui reconnaît spécifiquement le snoRNA U3; la sonde a été marquée au 

P-32 par incubation avec la T4 polynucléotide kinase (New England Biolabs) et de 

l'adénosine triphosphate y-32P (6000 Ci/mmol; PerkinElmer). Après une nuit 

d'incubation, la membrane a été lavée deux fois avec 50 mL de solution de lavage 1 

(SSPE 5%, SDS 3,5 mM) et une troisième fois avec 100 mL de solution de lavage II 

(SSPE 0,5%, SDS 3,5 mM), pendant un total de 45 minutes. La membrane a été 

exposée à un écran au phosphore pendant toute la nuit puis révélée avec un Molecular 

Imager FIX™ (Bio-Rad). 

2.14 Système double hybride de levure 

2.14.1 Construction du vecteur pGBKT7-KRE33 

Les oligonucléotides KRE33-Xmal et KRE33-Xhol (voir Tableau 2.1) ont été utilisés 

pour amplifier la séquence qui code pour la protéine Kre33. Ces amorces renferment 

les sites de restriction des endonucléases Xinal et Xhol, respectivement. 

L'amplification a été réalisée par PCR avec l'enzyme Pfu Turbo DNA Polymerase 

(Agilent Technologies) incubée avec 100 ng d'ADN génomique de la souche 

YPH499 dans un volume final de 50 Jll. Le programme de PCR utilisé a été le 

suivant: 5 minutes d' amplification initiale à 95°C suivies de 30 cycles de 30 secondes 

de dénaturation à 95°C, 1 minute d'hybridation à 58°C et 3 minutes d'extension à 
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72°C. Une extension terminale de 7 minutes à n oe a été faite à la fin de la réaction. 

Après vérification sur gel d'agarose 0,8%, le produit de PCR a été digéré avec les 

enzymes de restriction Xmal et Xhol (New England Biolabs) et cloné dans le 

plasmide pBluescript ll SK(-) (pBS) (Agilent Technologies). Les clones recombinants 

ont été sélectionnés par analyse de restriction avec les enzymes Ndel, Bgm, Xmal et 

Xhol (New England Biolabs) et vérifiés par séquençage au Centre d'Innovation 

Génome Québec de l 'Université McGill avec les oligonucléotides KRE33-640, 

KRE33-1322 et KRE33-2006 (Tableau 2.1). Par la suite, la séquence qui code pour la 

protéine Kre33 a été digérée avec les enzymes Xmal et Xhol et clonée dans les mêmes 

sites de restriction dans le vecteur pGBKT7 (Clontech). Ce vecteur contient un 

épitope MYC entre le domaine de liaison à 1 'ADN du facteur de transcription GAL4 

(DNA-BD) et le site multiple de clonage, ainsi que le marqueur de sélection 

auxotrophe TRPI . Le vecteur recombinant obtenu a été nommé pGBKT7-KRE33 . Ce 

vecteur sera utilisé avec les plasmides pGADT7-DBP4, pGADT7-BFR2, pGADT7-

ENP2 et pGADT7-LCP5 (disponibles au laboratoire) pour l'analyse des interactions 

de Kre33 avec les protéines Dbp4, Bfr2, Enp2 et Lcp5. Le vecteur pGADT7 

(Clontech) contient un épitope HA entre le domaine d'activation du facteur de 

transcription GAL4 (AD) et le site multiple de clonage, ainsi que le marqueur de 

sélection auxotrophe LEU2. 

2.14.2 Tests d'auto-activation et analyse des interactions protéine-protéine 

Le vecteur recombinant pGBKT7-KRE33 a été co-transformé avec chacun des 

plasmides pGADT7-DBP4, pGADT7-BFR2, pGADT7-ENP2 et pGADT7-LCP5 

dans la souche de levure AH109 (voir les sections 2.1 et 2.6). Des combinaisons entre 

chacun de ces vecteurs recombinants et les vecteurs pGADT7 ou pGBKT7 vides ont 

été utilisées pour les tests d'auto-activation. La sélection des transformants a été faite 

par étalement sur gélose SD-Trp-Leu et 1' expression des protéines recombinantes a 

été vérifiée par immunobuvardage avec des anticorps anti-myc ou anti-HA, selon le 
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cas (voir la section 2.8). Les tests d' auto-activation du gène rapporteur HIS3 et 

1' analyse des interactions protéine-protéine ont été réalisés par «spots assays». Les 

cellules ont été cultivées dans 10 mL de milieu SD-Trp-Leu jusqu'à une A600 de 0,5-

0,7. Après, elles ont été centrifugées à 1200g pendant 5 minutes, lavées trois fois et 

resuspendues dans l'eau stérile. Des dilutions en série 1/10 à partir d'une ~oo de 1 

ont été faites et déposées sur géloses SD-Trp-Leu-His supplémentées ou non avec 2 

mM, 5 mM, 10 mM et 20 mM de 3-Amino-1 ,2,4-triazole (3AT). 

2.15 Courbes de croissance 

Une colonie fraîche de levure a été inoculée dans un erlenmeyer contenant 50 mL de 

milieu YPGal ou SGal-Trp-Ura stérile, selon le cas. La culture a été incubée dans un 

agitateur à 250 rpm et 30°C jusqu 'à une ~00 de 0,6. Par la suite, les cellules ont été 

centrifugées à 1200g pendant 5 minutes, lavées trois fois avec de l' eau stérile et puis 

resuspendues à une ~00 de 0,1 dans du milieu YPD ou SD-Trp-Ura stérile, 

préchauffés à 30°C. Les cultures ont été maintenues en phase exponentielle 

(~00<0, 8), en faisant des dilutions dans du milieu YPD ou SD-Trp-Ura frais . Des 

mesures de densité optique à 600 nm (~00) ont été prises à chaque heure pendant une 

période de 50 heures après le changement de galactose à dextrose. 

2.16 Expériences de complémentation en milieu solide 

Les expériences de complémentation ont été réalisées par «spots assays» . Pour cela la 

souche GAL::KRE33-MYC transformée avec le vecteur pCMl88-HA vide et les 

souches GAL::KRE33, GAL:KRE33~Ct et GAL::.KRE33~NLS ont été inoculées 

dans 10 mL de milieu SGal-Trp-Ura liquide. Les cultures ont été incubées à 30°C 

jusqu' à une ~00 de 0,5-0,7, puis centrifugées à 1200g pendant 5 minutes. Par la suite, 

les cellules ont été lavées trois fois et resuspendues à une ~00 de 1 dans l' eau stérile. 

Des dilutions en série 1/10 ont été faites à partir de ces suspensions et déposées en 
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points successifs sur géloses SGal-Trp-Ura ou SD-Trp-Ura. Les plaques ont été 

incubées à 30°C pendant 3-5 jours, jusqu 'à l' apparition des colonies. 



CHAPITRE ill 

RÉSULTATS 

3.1 Kre33 est associée avec des composants du SSU processome dans un complexe 

de 80S 

Kre33 est une protéine nucléolaire essentielle à la viabilité cellulaire et qui contient 

des motifs conservés acétyltransférase (GNAT), ATPase et ARN hélicase. (Giaever et 

al. , 2002; Huh et al. , 2003 ; Chimnaronk et al. , 2009). Quelques études ont montré 

que Kre33 est nécessaire à la maturation de la petite sous-unité 40S du ribosome, 

mais le rôle spécifique de cette protéine dans la biogenèse des ribosomes chez les 

eucaryotes n'est pas élucidé (Li et al. , 2009; Ebersberger et al., 2014). La première 

question qu ' on peut se poser à propos de cette problématique est si Kre33 est un 

constituant du SSU («~mali subunit») processome, un gros complexe 

ribonucléoprotéique d'environ 80S qui est essentiel au processus de maturation de 

I'ARNr 18S chez les eucaryotes (Dragon et al., 2002; Charette et Baserga, 2010). 

Pour répondre à cette question nous avons choisi huit protéines du SSU processome à 

partir du répertoire des partenaires potentiels de Kre33 dans les bases de données 

BioGRID (http://thebiogrid .org/), DIP (http://dip.doe-mbi .ucla.edu/dip/Main.cgi) et 

STRING (http://string.embl.de//). Ces protéines du SSU processome sont Utp22, 

Mpp10, Utp7, Enp1 , Bfr2, Dbp4, Noc4 et Nop14 (Dragon et al. , 2002; Chen et al. , 

2003; Bernstein et al., 2004; Kühn et al. , 2009; Turner et al., 2009; Pérez-Fernândez 

et al. , 2011 ; Eswara et al. , 2012; Jakob et al. , 2012; Soltanieh et al. , 2014). Par la 

suite, nous avons construit 15 souches de levure à partir de la souche YPH499 de 

Saccharomyces cerevisiae et nous avons étudié les interactions de Kre33 avec 

chacune de ces protéines par co-immunoprécipitation. Pour cela nous avons introduit 
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par recombinaison homologue un épitope 9xMYC fusionné au marqueur de sélection 

TRP 1 en aval de la région du génome qui code pour la protéine .Kre33 (souche 

KRE33-MYC), dans le but de la détecter avec des anticorps anti-MYC. La cassette 

MYC/TRPl a été amplifiée par PCR à partir du plasmide pYM6 (Knop et al., 1999) 

et utilisée pour transformer la souche YPH499. Les oligonucléotides utilisés pour 

1' amplification contiennent des séquences identiques aux régions de part et d'autre du 

codon de terminaison de la protéine .Kre33, ce qui permet la recombinaison 

homologue avec le génome de la levure. De façon similaire et à partir des souches 

YPH499 et KRE33-MYC nous avons généré 14 autres souches de levure qui 

contiennent un épitope 3 xHA et le marqueur de sélection auxotrophe HIS3 après la 

région C-terrninale des protéines Utp22, MpplO, Utp7, Enpl , Bfr2, Noc4 et Nopl4, 

respectivement (souches YS1-YS7 et YSK1-YSK7). Les souches YS1-YS7, obtenues 

à partir de la souche YPH499, ont été utilisées comme contrôles négatifs dans les 

expériences d'immunoprécipitation (Figure 3.1). 

La sélection des clones transformants a été faite dans du milieu sélectif SD-Trp, SD

His ou SD-Trp-His. L'intégration des cassettes MYC/TRPl et/ou HAIIDS3 dans le 

génome a été vérifiée par PCR à partir de l'ADN génomique de chaque souche. Les 

amorces utilisées pour l'amplification sont complémentaires aux régions du génome 

situées à une distance de 200-250 nucléotides du codon de terminaison des protéines 

d' intérêt. En conséquence, dans les cas des clones qui ont intégré la cassette 

MYC/TRPl au bon endroit nous avons observé une bande d'environ 1,9 kb, tandis 

qu'une bande de 2,1-2,2 kb a été détectée dans ceux qui ont intégré correctement la 

cassette HAIIDS3 . Une bande de 400-500 pb a été amplifiée dans les cas de clones 

négatifs. L'intégration de la cassette HAIIDS3 dans le génome des souches YSK1-

YSK7 est montrée comme exemple dans la Figure 3.2. 
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ADN génomique S.cerevisiae YPH499 

1) Souche KRE33-MYC 

2-8) Souches VSK1-YSK7 (KRE33-MYC/X-HA1 

Bfr2, Noc4, Nop14 

9-15) Souches YS1-YS7 (X-HA) 

Figure 3.1 Construction des souches KRE33-MYC, YSK1-YSK7 et YS1-YS7. Les 

cassettes MYCffRP 1 et HAIHIS3 ont été amplifiés par PCR et introduits par recombinaison 

homologue dans le génome de la souche YPH499 de Saccharomyces cerevisiae . La souche 

KRE33-MYC contient la cassette MYC/TRP 1 en aval de la région du génome qui code pour 

la protéine Kre33 . Les souches YSKl-YSK7 et YS 1-YS7 ont été obtenues par insertion de la 

cassette HAIHIS3 à l'extrémité 3 · des ORF encodant les protéines Utp22, Mpp 10, Utp7, 

Enpl , Bfr2, Noc4 et Nopl4, dans le génome des souches Kre33-MYC et YPH499, 

respectivement. 

L ' expression des protéines recombinantes a été vérifiée par immunobuvardage avec 

des anticorps anti-MYC, anti-HA ou anti-Dbp4. Des bandes d' environ 130 kDa, 144 

kDa, 70 kDa, 66 kDa, 58 kDa, 65 kDa, 67 kDa, 98 kDa et 87 kDa ont été détectées 

pour les protéines Kre33-MYC, Utp22-HA, MpplO-HA, Utp7-HA, Enpl-HA, Bfr2-

HA, Noc4-HA, Nopl4-HA et Dbp4, respectivement. Des produits de dégradation 

protéolytique ont été observés dans quelques cas . Suite à des expériences 
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d' immunoprécipitation (IP) avec des anticorps anti-MYC et une immunodétection 

avec des anticorps anti-Dbp4 et anti-HA, nous avons détecté une association physique 

de Kre33 avec la plupart des protéines du SSU processome testées, sauf avec la 

protéine Dbp4, alors qu 'aucun signal n' a été observé dans les contrôles négatifs dû à 

l' absence de l 'épitope MYC. La précipitation de la protéine Kre33 a été confirmée 

avec des anticorps anti-MYC dans tous les cas (Figure 3.3). 
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Figure 3.2 Vérification de l'intégration de la cassette HA!IllS3 dans le génome des 

souches YSK1-YSK7. L 'intégration de la cassette HA/lllS3 après la région du génome qui 

code pour les protéines Utp22, MpplO, Utp7, Enpl , Bfr2, Noc4 et Nopl4 dans les souches 

YSK1-YSK7 (générées à partir de la souche KRE33-MYC) a été vérifiée par PCR Des 

bandes de 2,0-2,1 kb ont été détectées pour les clones positifs dans un gel d'agarose 0,8%. Le 

standard 1 kb Plus DNA Ladder (lnvitrogen) a été utilisé comme marqueur de poids 

moléculaire (M). L'ADN génomique de la souche Kœ33-MYC a été utilisé comme contrôle 

négatif (C-). 

L' interaction de Kre33 avec chacun des partenaires potentiels a été confirmée dans 

une immunoprécipitation (IP) anti-HA. Aucune bande n' a été obsetvée dans le cas du 

contrôle négatif (souche .KRE33-MYC), puisque cette souche ne contient pas de 

protéines marquées avec l' épitope HA. Une association entre Kre33 et la protéine 

Dbp4 a été aussi détectée dans une immunoprécipitation avec des anticorps anti

Dbp4. Dans ce cas des billes de protéine A-agarose non-couplées à l' anticorps anti-
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Dbp4 et incubées avec l'extrait cellulaire de la souche .Kre33 -MYC ont été utilisées 

comme contrôle négatif. La précipitation des protéines Utp22-HA, MpplO-HA, Utp7-

HA, Enpl-HA, Bfr2-HA, Noc4-HA, Nopl4-HA et Dbp4 a été verifiée avec des 

anticorps anti-HA ou anti-Dbp4 (Figure 3.4). Ces résultats montrent que .Kre33 

interagit in vivo avec plusieurs composantes du SSU processome. 

Kre33 anti-HA/Dbp4 Ab 
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Figure 3.3 Kre33 co-précipite avec des composants du SSU processome dans une IP 

anti-MYC. Les e)l..'traits cellulaires des souches YPH499, YS1-YS7 (contrôles négatifs) et 

YSK1-YSK7 ont été incubés avec des billes de protéine A-agarose couplées à des anticorps 

anti-MYC. Les protéines co-irnmunoprécipitées ont été detectées par inununobuvardage avec 

des anticorps anti-HA, anti-MYC ou anti-Dbp4. N: contrôle négatif; S: surnageant de départ 

(5% de l'extrait cellulaire); P: protéines co-imrnunoprécipitées. 

Par la suite nous avons procédé à l' analyse du profil de sédimentation de .Kre33 . Les 

extraits cellulaires des souches KRE3 3-MYC et YSK 1-YSK7 ont été fractionnés dans 

des gradients linéaires de saccharose 7-47%. Après 2 heures et 45 minutes 
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d'ultracentrifugation nous avons collecté les fractions et nous avons détecté les 

protéines par immunobuvardage avec des anticorps anti-MYC, anti-HA ou anti-Dbp4. 

Nous avons trouvé que Kre33 co-sédimente avec toutes les protéines partenaires 

testées dans un complexe de 80S, ce qui correspond au coefficient de sédimentation 

du SSU processome, et qu'elle sédimente aussi dans un plus petit complexe d'environ 

40-SOS (Figure 3.5). 

anti-HA/ 
Kre33 Dbp4Ab 
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Figure 3.4 Kre33 co-précipite avec des composants du SSU processome dans une IP 

anti-HA/anti-Dbp4. Les e"-.'traits cellulaires des souches Kre33-MYC (contrôle négatif) et 

YSK1-YSK7 ont été incubés avec des billes de protéine A-agarose couplées à des anticorps 

anti-HA ou anti-Dbp4. Des billes de protéine A-agarose non-couplées ont été incubées avec 

l'ex'trait cellulaire de la souche Kre33-MYC et utilisées comme contrôle négatif dans le cas 

de I' IP anti-Dbp4. Les protéines co-immunoprécipitées ont été detectées par 

immunobuvardage avec des anticorps anti-MYC, anti-HA ou anti-Dbp4. N: contrôle négatif; 

S: surnageant de départ (5% de l'extrait cellulaire); P: protéines co-immunoprécipitées. 
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Les fractions 7, 8 et 9 des gradients de saccharose (pic de 80S) ont été mélangées et 

analysées par IP avec des billes de protéine A-agarose couplées à des anticorps anti

MYC (IP anti-MYC) ou anti-Dbp4 (IP anti-Dbp4). Des billes de protéine A-agarose 

non-couplées (BA) ont été incubées avec les fractions 7-9 d'un deuxième gradient et 

utilisées comme contrôle négatif dans chaque cas. Après les lavages avec du tampon, 

l' élu ti on et 1 'analyse des protéines par immunobuvardage nous avons observé une co

précipitation de Kre33 avec la protéine Dbp4 dans l'IP anti-Dbp4, ainsi que de tous 

les autres partenaires avec la protéine Kre33 dans le cas des IP anti-MYC. Aucune 

interaction n'a été observée dans les contrôles négatifs. Ces résultats indiquent que 

Kre33 a des interactions avec ces protéines du SSU processome dans un complexe de 

80S (Figure 3.6). 
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Figure 3.5 Analyse du profil de sédimentation de Kre33 et des composants du SSU 

processome. Les e:\..'traits cellulaires des souches Kre33-MYC et YSK1-YSK7 ont été 

fractionnés dans un gradient linéaire de saccharose (7-47%). Les protéines ont été détectées 

par immunobuvardage avec des anticorps anti-MYC, anti-HA ou anti-Dbp4. T: extrait total. 
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Figure 3.6 Kre33 co-précipite avec des composants du SSU processome dans un 

complexe de 80S. Les fractions 7-9 des gradients de saccharose (pic de 80S) ont été 

mélangées et incubées avec des billes de protéine A-agarose, couplées à des anticorps anti

MYC ou anti-Dbp4. Les protéines co-immunoprécipitées ont été détectées par 

immunobuvardage avec des anticorps anti-HA, anti-MYC ou anti-Dbp4. BA: «beads alone» 

(contrôle négatif); S: surnageant de départ (5% de l'extrait cellulaire); P: protéines co

immunoprécipitées. 

3.2 Kre33 interagit fortement avec la protéine Bfr2 

Dans la section 3.1 nous avons démontré que Kre33 est associée in vivo avec 

plusieurs protéines du SSU processome. Dans le but de trouver des partenaires 

proches de Kre33 , nous avons analysé l' interaction de cette protéine avec quelques 

composantes de ce gros complexe en utilisant le système double hybride chez la 

levure. Pour cela nous avons amplifié la séquence d'ADN qui code pour Kre33 à 
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partir de l'ADN génomique de la souche YPH499 et nous avons cloné cette séquence 

dans les sites Xmal et Xhol du vecteur pGBKT7 (Clontech). Le vecteur recombinant 

obtenu, nommé pGBKT7-KRE33, contient la séquence de la protéine Kre33 fusionée 

à un épitope MYC et au domaine de liaison à 1 'ADN du facteur de transcription 

GAL4 (DNA-BD). Les constructions pGADT7-DBP4, pGADT7-BFR2, pGADT7-

ENP2 et pGADT7-LCP5, générés dans notre laboratoire à partir du plasmide 

pGADT7 (Clontech), contiennent les séquences des protéines Dbp4, Bfr2, Enp2 et 

Lcp5, respectivement, fusionées à un épitope HA et au domaine d'activation du 

facteur de transcription GAL4 (AD). L'interaction de Kre33 avec une des protéines 

testées permettra de reconstituer le facteur de transcription GAL4 et d'activer la 

transcription du gène rapporteur HIS3 chez la levure. 

Par la suite, la souche AH 1 09 de S. cerevisiae a été co-transformée avec des 

combinaisons du vecteur pGBKT7-KRE33 et chacun des plasmides pGADT7-DBP4, 

pGADT7-BFR2, pGADT7-ENP2 et pGADT7-LCP5. L ' expression des protéines 

recombinantes Kre33-MYC, Dbp4-HA, Enp2-HA, Bfr2-HA et Lcp5-HA a été 

vérifiée par immunobuvardage avec des anticorps anti-MYC ou anti-HA, en utilisant 

la souche AH1 09 transformée avec les vecteurs pGBKT7 et pGADT7 vides comme 

contrôle négatif. L' auto-activation du gène rapporteur HIS3 par les différentes 

constructions a été examinée en combinaison avec les vecteurs pGADT7 ou pGBKT7 

(selon le cas) et des résultats négatifs ont été obtenus dans tous les cas. Nous avons 

trouvé une interaction double hybride entre Kre33 et les protéines Bfr2 et Dbp4 dans 

du milieu sélectif sans histidine. Cette interaction est très forte dans le cas de la 

protéine Bfr2 puisque l'utilisation de concentrations de 20 mM de 3-arnino-1,2,4-

triazole (un inhibiteur du produit du gène HIS3) (Van Criekinge et Beyaert, 1999), 

n' empêche pas la croissance sur milieu sélectif (Figure 3.7). Ceci suggère que Bfr2 

pourrait être un partenaire direct de Kre33 dans le SSU processome. 
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Figure 3.7 Analyse des partenaires potentiels de Kre33 en utilisant le système double 

hybride chez la levure. A) La protéine appât (Kre33) et les protéines proies (Dbp4, Enp2, 

Bfr2 et Lcp5) ont été ex.-primées dans la souche AH109 à l'aide des constmctions dérivées des 

vecteurs pGBKT7 et pGADT7, respectivement. 1. pGBKT7/pGADT7 (contrôle négatif); 2. 

pGBKT7-KRE33/pGADT7-DBP4, 3. pGBKT7-KRE33/pGADT7-ENP2, 4. pGBKT7-

KRE33/pGADT7-BFR2, 5. pGBKT7-KRE33/pGADT7-LCP5 . B) L 'analyse des interactions 

protéine-protéine a été réalisée par «spots assays» dans du milieu minimum sans histidine, en 

absence ou en présence de 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) . 
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3.3 Kre33 interagit in vivo avec le petit ARN nucléolaire U3 

Le SSU processome est constitué du petit ARN nucléolaire U3 (snoRNA U3) et de 

plus de 72 protéines ribosorniques et non ribosomiques (Dragon et al., 2002; Lim et 

al. , 2011). Dans le but de déterminer si Kre33 est associée avec le snoRNA U3 nous 

avons incubé l'extrait cellulaire des souches KRE33-MYC et YPH499 (contrôle 

négatif) avec des billes de protéine A-agarose préalablement couplées à des anticorps 

anti-MYC (IP anti-MYC). Après l'élutiou les ARN ont été séparés dans un gel 

dénaturant de polyacrylamide et transférés sur une membrane de nylon. Après 

l'hybridation avec une sonde radioactive spécifique pour le snoRNA U3 et 

1' exposition de la membrane à un écran au phosphore, nous avons détecté une 

association entre Kre33 et le snoRNA U3 dans l'extrait total de la souche Kre33-

MYC. Aucun signal n'a été observé dans le cas de la souche contrôle négatifYPH499 

(Figure 3.8). Finalement, l'ensemble de résultats obtenus dans les sections 3.1, 3.2 et 

3.3 permet de conclure que la protéine Kre33 est un nouveau constituant du SSU 

processome. 

IP Kre33 

VPH499 KRE33-MVC 

s p s p 

snoRNA U3 

1 2 3 4 5 6 

Figure 3.8 Kre33 interagit avec le petit ARN nucléolaire U3 (snoRNA U3). Les extraits 

cellulaires des souches YPH499 (contrôle négatif) et Kre33-MYC ont été incubés avec des 

billes de protéine A-agarose, couplées à des anticorps anti-MYC. Les ARN ont été séparés 

dans un gel dénaturant de polyacrylarnide 8%, transférés sur une membrane de nylon et 

incubés avec une sonde radioactive marquée au 32P, spécifique pour le snoRNA U3 . 1: 

«input» (l 0% de l' e~irait cellulaire); S: surnageant (l 0% de l 'extrait cellulaire après 

l' immunoprécipitation); P: culot («pellet»). 
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3.4 Le motif NLS dans l'extension C-terminale de Kre33 est important pour la 

croissance de Saccharomyces cerevisiae. 

L'alignement de séquences des homologues de Kre33 montre qu'elle contient une 

extension C-terminale unique aux eucaryotes, ce qui suggère que cette région est 

importante pour la fonction de la protéine. Les analyses bioinformatiques de 

l'extension C-terminale indiquent que Kre33 contient un motif d'interaction protéine

protéine de type «coiled-coil» (acides aminés 940-992) et un signal de localisation 

nucléaire (NLS) vers la fin de sa séquence (acides aminés 1019-1056). Ces 

prédictions bio informatiques des motifs de l'extension C-terminale ont été effectuées 

à partir des programmes Coils (http://ch.embnet.org/software/COILS _ form.html), 

Marco il (http:/ /bef isb-sib. ch/webmarcoil/webmarcoilC l .htrnl ), NLStradamus 

(http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradarnus/) et NLS Mapper (http://nls

mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS _ Mapper _y.cgi) (Figure 3.9) . 
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Figure 3.9 Alignement de séquences de l'extension C-terminale de Kre33. Des 

homologues de Kre33 sont présentés. Les motifs «coiled-coil» et NLS sont indiqués par des 

cases colorées en bleu et en rouge, respectivement. 
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Dans le but de déterminer si les motifs de 1' e).1:ension C-terminale sont essentiels à la 

viabilité de S. cerevisiae nous avons remplacé le promoteur naturel de KRE33 par le 

promoteur inductible GALl dans la souche KRE33-MYC. Cette nouvelle souche, 

nommée GAL: :KRE33-MYC, exprime la protéine Kre33 de façon conditionnelle, ce 

qui permettra d'évaluer l'effet de mutations dirigées dans 1' extension C-terminale par 

des expériences de complémentation. Pendant la cinétique de déplétion de Kre33-

MYC (incubation de la souche GAL::KRE33-MYC en milieu liquide contenant du 

dextrose comme source de carbone), nous avons observé une réduction importante de 

la croissance cellulaire. Cet effet s'est mis en évidence à partir de 13 heures de 

déplétion, tandis que les souches YPH499 et .KRE33-MYC, utilisées comme des 

contrôles, se sont maintenues en phase exponentielle jusqu ' à la fin de l'expérience 

(Figure 3.1 0) . 

Ensuite, nous avons amplifié la séquence d'ADN qui code pour la protéine Kre33 et 

pour deux mutants de délétion de l'extension C-terminale (Iüe33dCt) et du motif 

NLS (Kre33~NLS) . Les produits de PCR ont été vérifiés par séquençage, insérés aux 

sites Not! et Knpl dans le vecteur pCM188-HA et les constructions obtenues ont été 

utilisées pour transformer la souche GAL::KRE33-MYC. L'expression des protéines 

recombinantes dans les souches GAL::KRE33, GAL::KRE33dCT et 

GAL::KRE33L\NLS a été mise en évidence avec des anticorps monoclonaux anti-HA, 

alors qu'aucun signal n'a été détecté dans le cas de la souche GAL::KRE33-MYC 

transformée avec le vecteur pCM188-HA vide (contrôle négatif) (Figure 3.11 A). 
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Figure 3.10 Cinétique de déplétion de Kre33 dans la souche GAL::KRE33-MYC. Les 

souches YPH499, KRE33-MYC et GAL:: KRE33-MYC ont été cultivées dans du milieu 

YPGal puis transferées dans le milieu YPD et maintenues en phase exponentielle pendant 

toute 1' ex-périence. Des mesures de densite: optique à 600 mn ont été prises à chaque heure 

pendant un période de 45 heures après le changement de galactose à dextrose. 

La capacité des protéines recombinantes Kre33, Kre33ôCt et Kre33ôNLS de 

remplacer la fonction de la protéine Kre33 endogène a été évaluée par des 

expériences de complémentation sur milieu solide en absence de galactose (pas 

d' expression de la protéine Kre33-MYC endogène). La croissance de la souche 

GAL::KRE33 a été similaire en présence de galactose ou de dextrose comme source 

de carbone, contrairement à la souche contrôle négatif Ce résultat indique que la 

protéine exprimée à partir du vecteur pCM188-KRE33 est capable de suppléer la 

fonction de la protéine Kre33 endogène. Par contre, nous avons observé un phénotype 

de croissance ralentie des mutants Kre33ôCt et Kre33ôNLS en absence de galactose 

(Figure 3.11 B). Ces résultats ont été confirmés dans une cinétique de 



61 

complémentation en mi lieu liquide à partir des 18 heures post-déplétion (Figure 

3 .12), ce qui suggère que 1' extension C-terminale et en particulier son motif NLS sont 

importants pour la fonction de Kre33. 

A) Kre33âCt Kre33âNLS Kre33 Vecteur 

-150 kDa 

-lOO kDa 

B) Galactose Dextrose 

Kre33 

Kre336NLS 

Kre336Ct 

Vecteur 

Figure 3.11 Expériences de complémentation avec les protéines recombinantes Kre33, 

Kre33ACt et Kre33ANLS. A) Les extraits protéiques ont été obtenus à partir des souches 

GAL::KRE33, GAL::KRE33~CT, GAL::KRE33~LS et de la souche GAL::KRE33-MYC 

transformée avec le vecteur pCM188-HA. Les protéines recombinantes (de deux clones 

différents dans chaque cas) ont été détectées par irnmunobuvardage avec des anticorps anti

HA. B) E:>..1Jériences de complémentation en milieu solide. Des dilutions en série 1110 à partir 

des cultures en phase exponentielle ont été déposées en points successifs sur des géloses 

contenant du galactose ou du dextrose comme source de carbone. 
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Figure 3.12 Cinétique de complémentation des protéines recombinantes Kre33, 

Kre33ACt et Kre33ANLS. Les souches de levure GAL::KRE33, GAL::KRE33ACT, 

GAL: :KRE33dNLS et la souche GAL::KRE33-MYC transformée avec le vecteur pCM188-

HA ont été cultivées dans du milieu YPGal puis transférées dans le milieu YPD et 

maintenues en phase exponentielle pendant toute l' e},.:périence. Des mesures de densité 

optique à 600 mn ont été prises chaque beure pendant un période de 50 heures après le 

changement de galactose à dextrose. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Le SSU processome est un énorme complexe ribonucléoprotéique d'environ 80S qui 

est essentiel à la maturation de 1 'ARNr 18S chez les eucaryotes, spécifiquement au 

niveau des clivages AO, Al et A2 du pré-ARNr 35S. ll est composé par le petit ARN 

nucléolaire U3 et plus de 72 protéines ribosomiques et non ribosomiques (Dragon et 

al., 2002; Bleichert et al., 2006; Charrette et Baserga, 2010; Lim et al., 2011). 

Quelques protéines du SSU processome sont incorporées au pré-ARNr 35S de façon 

individuelle ou en faisant partie des sous-complexes UTP-NtUTP, UTP-B, UTP-C, 

Bmsl/Rcll , Mpp10/Imp3/Imp4 ou Dbp4/Bfr2/Enp2 (Gallagher et al. , 2004; Krogan 

et al. , 2004; Perez-Fernandez et al. , 2011 ; Soltanieh et al. , 2014). Cependant, il existe 

d'autres sous-complexes dont le mécanisme d'assemblage dans le SSU processome 

est inconnu et il y a aussi des composantes de ce complexe qui n'ont pas été 

identifiées. De plus, la fonction spécifique de plusieurs de ces protéines dans le 

processus de maturation de 1' ARNr 18S et de la sous-unité 40S du ribosome n'est pas 

élucidée (Limet al. , 2011 ; Phipps et al. , 2011; Soltanieh et al. , 2014). 

4.1 Kre33 est une composante du SSU processome eucaryote 

Kre33 est une protéine nucléolaire essentielle à la viabilité de S. cerevisiae et à la 

maturation de la petite sous-unité du ribosome. Sa co-purification avec d' autres 

protéines impliquées dans la biogenèse des ribosomes (Lebaron et al. , 2005; Dosil, 

2011 ; Pérez-Fernandez et al., 2011) suggère qu' elle fonctionne dans le contexte d'un 

ou plusieurs complexes dans la cellule. Cependant, l' identification de nouvelles 

interactions protéine-protéine par purification par affinité (TAP: «tandem-a.ffinity 

purification) et spectrométrie de masse peut conduire à des résultats très hétérogènes 

et à l' isolement de plusieurs complexes, tous contenant la protéine appât. Par ailleurs, 
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si une protéine est présente dans plusieurs complexes, ils ne seront pas tous isolés 

avec la même efficacité dû aux faits que certains composants sont associées de 

manière transitoire et que 1' épitope utilisé pour 1' étiquetage de la protéine appât peut 

devenir inaccessible dans différents complexes et conditions physiologiques. 

Quelques partenaires ou complexes peuvent ne pas être détectés dû à des variations 

dans leur solubilité ou à 1' instabilité de 1' interaction avec la protéine appât ou avec les 

partenaires intermédiaires. De plus, cette méthode ne fournit pas d' information sur 

l'orientation des composants dans les complexes (Gavin et al. , 2002; Ho et al. , 2002; 

Milkereit et al., 2003). 

Les résultats obtenus ici montrent que Kre33 co-précipite avec les huit protéines du 

SSU processome testées. Quelques unes de ces protéines ont déjà été décrites comme 

faisant partie d'un des sous-complexes autonomes du SSU processome, comme c'est 

le cas des protéines Utp22 (sous-complexe UTP-C), MpplO (sous-complexe 

Mppl0/Imp3/Imp4), Bfr2 et Dbp4 (sous-complexe Dbp4/Bfr2/Enp2) (Gallagher et 

al. , 2004; Krogan et al. , 2004; Perez-Femandez et al. , 2011 ; Soltanieh et al. , 2014) 

L'existence d'un sous-complexe du SSU processome contenant les protéines Noc4 et 

Nopl4 a été aussi proposée (Kühn et al. , 2009). L'interaction de Kre33 avec des 

protéines faisant partie de sous-complexes différents élimine la possibilité que les 

résultats obtenus dans les expériences d'immunoprécipitation (JP) soient dus 

exclusivement à des associations transitoires ou dans le contexte d'un autre complexe 

dans la cellule, et favorisent plutôt l' hypothèse que Kre33 est une vraie composante 

du SSU processome. 

On note également que sept des huit protéines ont co-précipité avec Kre33 dans une 

IP anti-MYC (anti-Kre33), sauf la protéine Dbp4 (voir Figures 3.3 et 3.4). Ce 

phénomène a déjà été décrit dans des études antérieures sur l' interaction de Dbp4 

avec ses partenaires Enp2 et Bfr2 et semble être la conséquence de différences dans la 

quantité des protéines co-précipitées, qui dans le cas de Dbp4 a été en dessous des 
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limites de détection (Soltanieh et al. , 2014). Cette hypothèse est appuyée par les faits 

que seulement une petite fraction de Dbp4 sédimente dans la région qui correspond 

au pic de 80S et qu ' elle est plutôt présente dans un plus petit complexe (voir Figure 

3.5) (Turner et al. , 2009; Soltanieh et al. , 2014), suggérant que son association avec le 

SSU processome est transitoire et dépendante de 1' état physiologique. 

Le profil de sédimentation de Kre33 dans un gradient de saccharose indique qu 'une 

grande quantité de cette protéine sédimente à environ 80S, ce qui correspond au 

coefficient de sédimentation du SSU processome (voir Figure 3.5). Les IP faites à 

partir des fractions isolées des gradients ont aussi révélé qu ' elle a des interactions 

physiques avec plusieurs protéines du SSU processome dans un complexe de 80S 

(voir Figure 3.6). De plus, une association entre Kre33 et le snoRNA U3 a été 

démontrée par hybridation de type «northerm> après une IP anti-myc (IP anti-Kre33) 

(voir Figure 3.8). Des études antérieures ont signalé que Kre33 est une protéine 

nucléolaire et qu ' elle est essentielle à la maturation de la sous-unité 40S du ribosome 

(Grandi et al. , 2002; Huh et al. , 2003 ; Li et al. , 2009; Ebersberger et al. , 2014). Ces 

éléments appuient les résultats mentionnés ci -dessus et permettent de conclure de 

Kre33 est un nouveau composant du SSU processome. Des études ultérieures seront 

nécessaires afin de déterminer le rôle spécifique de Kre33 dans les étapes de 

maturation de 1 'ARNr 18S. 

4.2 Kre33 interagit fortement avec la protéine Bfr2 

Dans cette étude nous avons analysé l' interaction de Kre33 avec quelques 

composantes du SSU processome en utilisant le système double hybride chez la 

levure. Nos résultats ont mis en évidence 1' existence d'une interaction forte entre 

Kre33 et la protéine Bfr2, dans du milieu sélectif dépourvu d'histidine et contenant 20 

mM 3-AT, un inhibiteur du produit du gène HIS3 (Van Criekinge et Beyaert, 1999) 

(voir Figure 3.7), ce qui suggère que Kre33 et Bfr2 pourraient interagir directement 
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l'une avec l' autre. Cette idée est soutenue par les faits que nous avons aussi trouvé 

une interaction entre Kre33 et Dbp4 (dans du milieu sélectif sans histidine) et qu 'une 

interaction directe entre les protéines Dbp4 et Bfr2 a été déjà démontrée (Soltanieh et 

al. , 2014). Nonobstant, les résultats obtenus ici ne permettent pas d' exclure la 

possibilité que l' interaction entre Kre3 3 et Bfr2 nécessite 1' intervention d'une 

troisième protéine et des études futures par «GST -pulldown» seront nécessaires pour 

confirmer notre hypothèse. 

4.3 Kre33 sédimente dans un complexe de 40-50S 

Dans nos études nous avons trouvé que, en plus du complexe 80S, une fraction 

importante de Kre33 sédimente dans un plus petit complexe d' environ 40-50S . Un 

comportement similaire a été observé pour les protéines Enpl, Dbp4 et Bfr2 (voir la 

Figure 3.5). Dbp4 est présente dans un sous-complexe du SSU processome de 40-50S 

contenant aussi les protéines Bfr2 et Enp2 et le snoRNA U14 (Soltanieh et al. , 2014). 

Le profil de sédimentation de Kre33 ainsi que la forte interaction double hybride avec 

Bfr2 suggèrent qu ' elle pounait appartenir à ce sous-complexe. Nonobstant, il existe 

toujours la possibilité que Kre33 soit incorporée au SSU processome de façon 

individuelle ou en faisant pattie d'un autre sous-complexe non-identifié et que 

l' association avec Bfr2 se passe uniquement dans le contexte du SSU processome, 

comme prérequis à l'incorporation de Kre33 ou du sous-complexe Dbp4/Bfr2/Enp2. 

La protéine Enp 1 est une composante du SSU processome et du pré-ribosome 40S, ce 

qui peut expliquer son profil de sédimentation. Sa localisation dans la cellule est 

principalement nucléolaire mais quelques études ont aussi montré qu' elle reste 

associée au pré-ARNr 20S dans le noyau (Grandi et al. , 2002; Chen et al. , 2003; 

Schafer et al. , 2003; Léger-Silvestre et al., 2004). D 'autres partenaires d'Enpl dans le 

pré-ribosome 40S sont Lvtl , Tsr1 , Rrp12, Hrr25 et Diml (Léger-Silvestre et al. , 

2004). De façon similaire à Enpl , il est aussi possible que Kre33 soit relâchée du 
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SSU processome et qu'elle reste associée au pré-ARNr 20S et aux protéines du pré

ribosome 40S pendant son exportation vers le noyau ou vers le cytoplasme. Une étude 

récente avec l ' homologue humain de Kre33, la protéine NATlO, a montré qu'elle est 

partiellement co-localisé au noyau (Larrieu et al. , 2014), ce qui pourrait appuyer cette 

idée. Cependant, NATlO a été associée avec des multiples processus cellulaires 

comme la cytokinèse (Shen et al. , 2009; Tan et al., 2013; Larrieu et al., 2014), la 

régulation de l'activité de la télomérase (Lv et al. , 2003; Fu et Collins, 2007) et la 

réponse aux dommages à l'ADN (Liu et al., 2007). Donc, on ne peut pas non plus 

exclure la possibilité que Kre33 soit une protéine multifonctionnelle et que, en 

conséquence, elle ait des interactions dans le contexte d'autres complexes. Des 

expériences supplémentaires d'immw10précipitation, de sédimentation dans des 

gradients de saccharose et de complémentation seront nécessaires pour pouvoir 

répondre à toutes ces questions. 

4.4 L'extension C-terminale de Kre33 contient des éléments fonctionnels importants 

Kre33 contient une extension C-terrninale et des régions internes qui sont uniques aux 

eucaryotes, ce qui indique qu'elle a des fonctions différentes de son homologue 

bactérien TmcA. De plus, nos analyses bioinformatiques ont montré que 1 'extension 

C-ternùnale de Kre33 contient un motif d'interaction protéine-protéine de type 

«coiled-coil» (acides aminés 940-992) et un signal de localisation nucléaire (NLS) 

(acides aminés 1019-1056) (voir Figure 3.9). Même si la séquence d'acides aminés 

dans l'extension C-terminale de Kre33 n'est pas conservée chez les eucaryotes, nos 

prédictions bioinformatiques montrent que cette région contient toujours un motif 

«coiled-coil» et un NLS. Comme exemples nous pouvons mentionner les cas des 

homologues de Kre33 chez Bos taurus («coiled-coil» : acides aminés 910-952; NLS: 

acides aminés 989-1026), Drosophila melanogaster ( «coiled-coil»: acides aminés 

906-939; NLS: acides aminés 969-1005), Danio rerio («coiled-coil» : acides aminés 

909-961; NLS: acides aminés 990-1025), Gallus gallus («coiled-coil» : acides aminés 
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909-957; NLS: acides aminés 988-1019), Xenopus tropicalis («coiled-coil» : acides 

aminés 898-959; NLS: acides aminés 989-1022), Mus musczt!us («coiled-coil»: acides 

aminés 910-952; NLS : acides aminés 989-1024) et chez l'humain (Homo sapiens) 

(«coiled-coil»: acides aminés 908-952; NLS: acides aminés 989-1025). 

Dans ce projet nous avons évalué la capacité de deux mutants de délétion de 

l' extension C-terminale (Kre33~Ct) et du motif NLS (Kre33ôNLS) de remplacer la 

fonction de la protéine Kre33 endogène. La détection des protéines recombinantes a 

été effectuée par immunobuvardage avec des anticorps anti -HA (voir la Figure 3.11 

A) . Les différences dans l'intensité des signaux obtenus peuvent être attribuées à des 

variations dans l'efficacité de la rupture ou dans la quantité de cellules utilisées pour 

l'obtention des extraits. Toutefois, nous avons analysé deux clones différents dans 

chaque cas, et il semble avoir toujours une augmentation des niveaux d'expression 

des mutants Kre33~Ct et Kre33~S par rapport à Kre33 . Nous pourrions expliquer 

cet effet par une augmentation dans la demi-vie des protéines mutantes en raison de 

variations dans leur vitesse de synthèse ou de dégradation et en réponse au stress 

cellulaire généré. li sera donc nécessaire d'effectuer un dosage des protéines et de 

charger des quantités égales de protéines totales sur gel pour pouvoir bien démontrer 

que les mutants Kre33~Ct et Kre33~NLS sont plus stables que Kre33 . 

Nos expériences de complémentation avec les protéines mutantes (voir Figures 3.11 

B et 3.12) ont montré que l'absence de l'extension C-terminale ou du motifNLS 

provoque un ralentissement de la croissance de la levure, ce qui indique que ces 

régions sont importantes pour la fonction de Kre33 . Nous vérifions maintenant la 

localisation cellulaire des mutants Kre33~Ct et Kre33~S et l' effet de mutations 

ponctuelles dans des résidus spécifiques du motif NLS . Ceci va nous permettre de 

déterminer si les résultats obtenus dans les expériences de comp lémentation sont 

vraiment dus à la pette des fonctions des motifs de l'extension C-terminale et non à 

des changements dans la conformation de la protéine, provoqués par la délétion de 
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plusieurs acides aminés. Il est important de souligner que nous n'avons pas observé 

de phénotype létal (similaire à celui observé pour le contrôle négatif) dans aucun des 

cas, ce qui était attendu de la perte de fonction du motif NLS. Des analyses 

bioinformatiques de la séquence de Kre33 ont montré qu ' elle contient un deuxième 

motif NLS dans sa portion N-terminale (acides aminés 60-87). Des protéines avec 

plusieurs motifs NLS ont été déjà décrites (Sheng et al. , 2004; Boyne et Whitehouse, 

2006). ll est donc possible que ce NLS additionnel ou une autre protéine nucléolaire 

interagissant avec Kre33 (Sirri et al. , 2008; Emmott et Hiscox, 2009) soient capables 

de la diriger vers le noyau même en absence du motif NLS C-terminal. Finalement, 

nous avons observé un comportement similaire du mutant Kre33Ll.Ct par rapport au 

mutant Kre33~NLS en absence de galactose, ce qui suggère que le motif «coiled

coil» n' est pas essentiel à la fonction de Kre33 . Nous évaluerons l'effet de la délétion 

du motif «coiled-coil» sur la viabilité cellulaire pour confirmer cette hypothèse. 



CHAPITRE V 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Des défauts dans l' assemblage, la maturation ou les fonctions des ribosomes 

entraînent de sérieuses maladies, communément appelées ribosomopathies. Ces 

maladies sont provoquées par des mutations dans les gènes codants pour des protéines 

ribosorniques ou dans les gènes des protéines ou des snoRNA qui participent dans les 

mécanismes de biogenèse des ribosomes (Freed et al. , 2010; Narla et Ebert, 2010). 

D 'autre prut, les cellules cancéreuses présentent une synthèse de ribosomes 

suractivée, qui est essentielle à leur hyper-prolifération. Des études récentes ont aussi 

montré que certaines protéines ribosomiques peuvent réguler des oncogènes et des 

suppresseurs de tumeurs comme p53 et p14ARF (Dundr, 2012; Burger et Eiclc, 2013 ; 

Sloan et al., 2014), mais les particularités des liens entre le cancer et la biogenèse des 

ribosomes sont encore incompris. Donc, une meilleure compréhension de ce 

processus cellulaire pourrait servir comme ligne directrice pour le développement de 

nouvelles thérapies pour le traitement des ribosomophaties et du cancer. 

Dans ce projet, nous avons montré que la protéine nucléolaire Kre33 co-sédimente et 

interagit avec Utp22, Mpplü, Utp7, Enpl , Bfr2, Dbp4, Noc4 et Nop14 dans un 

complexe de 80S et qu'elle est associée in vivo au petit ARN nucléolaire U3 . Ces 

resulats indiquent qu ' elle est une composante du SSU processome, un complexe 

ribonucléoprotéique nécessaire à la maturation de l' ARNr 18S chez les eucaryotes. 

Nous avons trouvé que Kre33 sédimente également dans un plus petit complexe 

d' environ 40-SOS et aussi qu ' elle a une f01te interaction avec Bfr2, ce qui suggère que 

cette protéine pourrait être un partenaire direct de Kre33 dans le SSU processome. 

Finalement, nous avons demontré par mutagénèse dirigée et par des 
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expériences de complémentation que l'extension C-terminale de Kre33 et en 

particulier le motif NLS sont importants pour la fonction de cette protéine chez S. 

cerevisiae. Nous vérifions présentement la localisation cellulaire des mutants 

Kre33~Ct et Kre33~S et nous allons évaluer l' effet de la délétion du motif 

«coiled-coil» sur la viabilité cellulaire. 

Nos travaux futurs porteront sur la description du mécanisme d' assemblage de Kre33 

dans le SSU processome et sur la détermination de son rôle dans les étapes de 

maturation de 1' ARNr 18S. Pour cela nous allons identifier les composants du SSU 

processome qui sont des partenaires directs de Kre33 et nous allons élucider l'ordre et 

la dynamique d'assemblage dans le SSU processome par des expériences de déplétion 

et de sédimentation dans des gradients de saccharose . Les composants du complexe 

40-SOS, ainsi que d 'autres partenaires cellulaires de Kre33 seront identifiés par 

immunoprécipitation, hybridation de type «northern», «UV-induced protein-RNA 

cross-linking and analysis of cDNAs» (CRAC) et par spectrométrie de masse . Nous 

allons aussi étudier l'effet de mutations dirigées dans les motifs «coiled-coil», NLS 

(N-terminal et C-terminal) et les motifs conservés acétyltransférase, ATPase et ARN 

hélicase de Kre33, afin d'élucider si son activité enzymatique est réquise aux étapes 

de maturation de l'ARNr 18S et si les régions uniques aux eucaryotes sont 

essentielles à la survie cellulaire et à la fonction de cette protéine . Finalement, dans le 

but de déterminer si la fonction de Kre33 dans la biogenèse des ribosomes est 

conservée chez l'humain et si cette protéine est in1pliquée dans d'autres mécanismes 

cellulaires chez les eucaryotes, nous allons réaliser une étude comparative de la 

fonction de Kre33 par rapport à son homologue NATIO à partir d'expériences de 

complémentation chez la levure et chez les cellules humaines en culture. 
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