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RÉSUMÉ 

La protéine nucléolaire Dbp4 est impliquée dans la biogenèse de l'ARN ribosomique 
(ARNr) 18S chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Elle présente une interaction 
génétique avec le petit ARN nucléolaire (snoRNA) U14. Dbp4 est une RNA hélicase 
de la famille «DEAD-box» et elle est hautement conservée dans l'évolution. Son 
homologue chez l'humain (DDXlO) serait impliqué dans certains types de cancers. 
La plupart des «DEAD-box » RNA hélicases sont essentielles à la croissance de la 
levure indiquant ainsi une absence de redondance de leurs fonctions sur leurs 
substrats spécifiques. De façon plus intéressante, il a été démontré que plusieurs 
hélicases seraient aussi impliqués dans la biogenèse des ribosomes. Les protéines 
«DEAD-box» sont caractérisées par la présence de neuf motifs conservés formant la 
région centrale catalytique de l'enzyme. Cette dernière est flanquée par deux 
extensions de composition variable aux extrémités N- et C-terminales. Ces extensions 
joueraient un rôle déterminant dans la reconnaissance du substrat et/ou la liaison de 
cofacteurs. Nos analyses bioinformatiques prédisent la présence d'un domaine 
d'interaction protéine-protéine appelé domaine «coiled-coil» (CC) à chacune des 
extrémités N- et C-terminale. Notre hypothèse est que Dbp4 serait associé à des 
protéines par l'intermédiaire de ces domaines Cc. Afin d'identifier les partenaires 
protéiques potentiels de Dbp4, nous avons utilisé le système double hybride chez la 
levure en criblant une banque génomique de Saccharomyces cerevisiae. Parmi les 
clones positifs, nous avons identifié la présence des protéines Ifhl, Rrn5, Rps20, 
Rps2 et Msb2. Curieusement à l'exception de Msb2, toutes ces protéines sont 
impliquées dans la biogenèse des ribosomes et renferment des domaines CC comme 
Dbp4. Cela suggère que ces protéines sont des partenaires potentiels de Dbp4 pour la 
biogenèse des ribosomes. Pour confirmer ces résultats de double hybride, nous avons 
réalisé des tests in vivo par co-immunoprécipitation dont les résultats préliminaires 
n'ont pas été concluants. Des études complémentaires seront nécessaires afin 
d'éclaircir ces résultats. 

Mots clés: Saccharomyces cerevisiae, Nucléole; Ribosomes; RNA hélicases; Dbp4 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Biogenèse des ribosomes 

Chez les eucaryotes, la transcription des gènes des ARN ribosomiques 

(ARNr) et les biosynthèses des grandes et petites sous-unités ribosomiques ont lieu à 

l'intérieur du nucléole (Oison et al., 2000; Scheer et Hock, 1999). Ces activités 

joueraient un rôle majeur pendant la croissance cellulaire et représenteraient près de 

95% du total de la transcription avec une consommation d'énergie supérieure à la 

moitié de l'énergie cellulaire (Dietmar et al., 2004). 

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les gènes des ARNr sont transcrits 

par les ARN polymérases 1 et III (pollet pol III) sous forme de deux précurseurs, le 

pré-ARNr 35S et le pré-ARNr SS, respectivement. Le moteur principal de cette 

machinerie de transcription est incontestablement la pol 1 qui à son tour serait 

contrôlée par des facteurs de transcription. En ce qui concerne la levure, des études 

ont montré que le facteur de transcription, UAF «Upstream Activating factor» de pol 

1 serait constitué de quatre protéines (Rm5p, Rrn9p, RrnlOp et UaDO) et deux 

histones (H3 et H4) (Keener et al., 1998; Keys et al., 1996). De plus, une lésion dans 

Rm5p, Rrn9p ou RmlOp affecterait sévèrement la croissance des cellules et la 

synthèse du précurseur 3SS (Liu et al., 2002). De façon plus intéressante, il a été 

démontré que le complexe UAF serait un activateur pour pollet un inhibiteur pour 

l'ARN polymérase II (pol II) (Siddiqi et al., 2001). L'ARN pol II joue un rôle 

important dans la transcription des gènes des protéines ribosomiques pouvant être 

inhibés par certaines conditions de stress environnementaux (présence de drogue ou 

absence de nutriments par exemple) ou par d'autres facteurs internes spécifiques. 

Outre son implication dans la transcription des ARNr, l'ARN pol III participe 

également à la production des ARN de transfert (ARNt) et d'autres petits ARN. 
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En dépit de leurs fonctions spécifiques, il semble exister une grande 

coordination entre ces trois espèces d'ARN polymérases (Nomura, 2001; Warner, 

1999). 

Le précurseur 35S fera l'objet de plusieurs successions de clivages dans les 

extrémités 5' et 3' ETS (gxternal Iranscribed ~pacer) et dans les ITS 1 et ITS2 

(Internai Iranscribed ~pacer) (Figure 1.1). En effet, le clivage précoce en Ao va 

entraiîner la libération de l'extrémité 5' ainsi que la formation des précurseurs 32S. 

Celui-ci sera clivé en Al et A2 pour donner les précurseurs 20S et 27SA2. Le clivage 

du 20S en D donnera la forme mature 18S requise pour la formation de la petite sous­

unité ribosomique. Par ailleurs le 27SA2 sera alternativement maturé par deux voies 

de clivage pour la formation des ARNr matures 25S, 5.8Ss et 5.8SL . 

Pendant cette maturation, le précurseur 35S s'associerait à plus de 70 petits 

ARN nucléolaires (snoRNA) et à environ 170 protéines de fonctions mal connues 

pour former le complexe 90S (Fromont-Racine et al., 2003). La maturation de ce 

complexe entraînerait la formation des complexes 43S et 66S qui donneront la petite 

(40S) et la grande (60S) sous-unités ribosomiques, respectivement. Si la maturation 

finale de la sous-unité 40S n'a lieu qu'à l'intérieur du cytoplasme, celle de la sous­

unité 60S se déroule aussi bien dans le nucléoplasme qu'à l'intérieur du cytoplasme 

(Fromont-Racine et al., 2003; Savino et al., 2001). 

Les snoRNA jouent un rôle important dans la maturation des ARNr en 

positionnant les enzymes sur les sites de clivage des ARNr précurseurs et sont 

impliqués dans les modifications post-transcriptionelles. Ces snoRNA sont conservés 

dans l'évolution et sont associés à des protéines pour former des de petites 

ribonucléoprotéines nucléolaires (snoRNP) fonctionnelles (Filipowicz et Pogacic, 

2002). Les snoRNA sont subdivisés en deux grandes familles selon les motifs 

conservés et les protéines associées: les snoRNA à boîtes C et D (CID) et les snoRNA 

à boîtes H et ACA (HIACA). 
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Les membres de la famille à boîtes CID sont caractérisés par les motifs 

PuUGAUGA et CUGA dont l'appariement conduira à la formation d'une courte 

hélice ou «kink-tum» conservée dans l'évolution. Également, en amont de la boîte D, 

se situe une séquence (de 10 à 21 nucléotides) complémentaire à la séquence 

conservée de l'ARNr cible. Les snoRNA à boîtes CID sont associés aux protéines 

Nop1p (fibrillarine chez l'humain), Nop56p, Nop58p et Snu13p (l5.5K chez 

l'humain). 

l 
r-------JI---CJ----{.....-------J'"' 32 $ 

~ 
~! -'~ 2 Q $ :/'-- -''''' ~7SA2 
jlf, At 

27 SA3 ~'-------------iL 

1
 21SBL 
27SBS 

7Ss C~ 7SL~

l "'~cnUCle~Ù 
(l., l <""~.1"UCloilil~ 

t-t--------'9 F·~------' Cl 
D r ç, 

18S ~.8$S 25 S ~.eSL 2$$ 

Figure 1.1. Représentation schématique des différentes étapes de clivage des ARNr 
précurseurs chez la levure S. cerevisiae. Les séquences matures des ARNr (18S, 5.8S et 25S) 
sont transcrites à partir d'un seul précurseur (pré-ARNr 35S) contenant des sites de clivage 
Ao, AI, D, A2 A), B IL, BIS, E, C2 , CI et B2 . Ces sites sont situés dans les ETS œxternal 
Iranscribed ~pacer) et dans les ITS (Internai Iranscribed ~pacer). Les clivages en Ao, AI et 
A2 génèrent les précurseurs 20S et 27SA2 des ARNr de la petite et de la grande sous-unité, 
respectivement (Weaver et al., 1997 ). 
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Parmi ces snoRNA il y a U3 et U14 qui sont tous deux impliqués dans les 

clivages précoces du 35S et à la maturation du 18S (Shaw, 2001; Liang et al., 1997; 

Hughes et Ares 1991; Sharma et Tol1ervey, 1999). En plus des quatre protéines 

communes aux snoRNA à boîtes CID, le snoRNA U3 est associé à beaucoup de 

protéines nucléolaires pour former un grand complexe ribonucléoprotéique de 80S, le 

«SSU processome» (Dragon et al., 2002). 

Les snoRNA H/ACA sont caractérisés par la présence de deux tige-boucles 

encadrant la boîte H dont le motif consensus est ANANNA. Dans la plupart des cas, 

chaque tige-boucle est interrompue par une boucle interne appelée encore boucle de 

pseudouridylation. Chacune des boucles renferme deux courtes séquences de 3 à 10 

nucléotides complémentaires à la séquence de l'ARN cible. Les membres des 

snoRNA contiennent les protéines Nhp2p, Nop 1Op, Cbf5p (dyskérine chez l'humain) 

et Garlp (revue dans Granneman et Baserga, 2004). 

Si la grande majorité des snoRNA à boîtes CID sont des guides pour des 

modifications post-transcriptionnelles (métylation du ribose en 2' -OH) des ARNr, les 

snoRNA à boîte H/ACA guident les réactions de pseudouridylation (conversions de 

l'uridine en pseudouridine). Chez plusieurs vertébrés, les gènes des snoRNA sont 

généralement situés à l'intérieur des introns des précurseurs des ARNm transcrits par 

la pol II. Cependant chez la levure, les snoRNA sont généralement codés par des 

gènes individualisés et sont transcrits la pol II. 

Tous ces événements nécessitent la coordination de différents processus 

comme la transcription, la maturation des ARN et l'assemblage de certains 

complexes ARN-protéines ou ARN-ARN. De plus, la plupart de ces événements 

seraient associés à des endo- et exo-nucléases, des NTPases et des RNA hélicases (de 

la Cruz et al. 1999; Linder, 2006). 
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Puisque ces associations sont indispensables à la production des ribosomes, il 

apparaît donc important d'identifier les différents partenaires protéiques impliqués 

dans cette fonction afin de mieux saisir les mécanismes moléculaires mis en jeu. 

Outre la compréhension de la fonction nucléolaire, ces études aideraient aussi à 

mieux comprendre les maladies humaines liées à un dysfonctionnement de certaines 

protéines nucléolaires (Hernandez-Verdun et Louvet, 2004; Arai et al., 1997). Parmi 

ces maladies on peut citer le syndrome de Werner et la dyskératose congénitale. Le 

syndrome de Werner est une maladie génétique causée par la mutation de l'hélicase 

nucléolaire Wrn; cette maladie se caractérise par un vieillissement prématuré de 

l'individu. Par contre, la dyskératose congénitale est due à la mutation de dyskérine 

(Cbf5 chez la levure) qui affecterait la longueur des télomères. La dyskérine est un 

des composants des snoRNA H/ACA essentiel à la pseudouridylation et à 

l'expression de l'ARN de la télomérase. 

1.2 Le nucléole et les protéines nucléolaires 

Le nucléole est un compartiment nucléaire bien visible au microscope optique 

en contraste de phase. Le nombre de nucléole par cellule et leur forme varient selon 

les espèces, leurs stades de maturation ainsi que le type de tissus ciblés. Il est 

organisé en trois principales régions bien spécialisées. Il s'agit du centre fibrillaire 

(CF), du composant fibrillaire dense (CFD) et du composant granulaire (CG). Les 

deux derniers sont responsables de la maturation des ribosomes tandis que les CF 

sont des lieux de stockage des gènes ribosomiques. Ces gènes sont organisés en 

unités répétées et formés en NOR (Nucleolar Organizer Region) localisées à 

l'intérieur des zones de constriction bien visibles sur les chromosomes 

métaphasiques; en outre, les NOR seraient des centres de formation du nucléole 

(Shaw, 2001). Par exemple, les cellules somatiques de l'humain renferment environ 

400 gènes ribosomiques regroupés en NOR. Pendant la métaphase, les régions 

répétées de plusieurs NOR s'associeraient pour participer à la formation de nucléoles 
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disparus pendant la mitose. Lieu de biogenèse des ARNr ainsi que les sous-unités 

ribosomiques 40S et 60S (Rudra et Wamer, 2004), le nucléole renferme d'autres 

types de composants comme les snoRNA et de nombreuses protéines. Des études ont 

montré que ce compartiment est impliqué dans le cycle cellulaire, l'assemblage de la 

SRP (Signal Recognition Earticle) et des complexes à ARN (Pederson, 1998). 

Les protéines nucléolaires joueraient un rôle important dans la maturation des 

ribosomes en participant directement ou indirectement dans le clivage des 

précurseurs. Contrairement aux protéines nucléaires présentant un signal de 

localisation NLS iliuclear 1ocalisation §.ignal), les protéines nucléolaires n'ont pas 

un signal de localisation commun. La grande majorité des protéines nucléolaires 

présentent un signal bipartite formé d'un signal de localisation nuclaire (NLS) et d'un 

domaine riche en arginine et glycine ou domaine GAR. Par exemple le signal de 

localisation nucléolaire de la nucléoline est constitué d'un NLS 

(KRKKEMANKSAPEAKKKK) et d'un domaine GAR (Schmidt-Zachmann et Nigg 

1993). 

Le transit des protéines en direction du nucléole par les corps périnucléolaires 

indique leur importance dans la maturation des ribosomes. En plus de ses composants 

traditionnels, le nucléole pourrait séquestrer certaines protéines non nucléolaires pour 

sans doute accomplir certaines fonctions transitoires (Politz et al., 2005; Mekhail et 

al., 2005). 
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1.3 Les RNA hélicases 

Les RNA hélicases sont des protéines ubiquitaires pouvant être subdivisées en 

deux groupes selon leur contenu en acide aminés: la Superfamille 1 (SFI) et la 

Superfamille 2 (SF2) selon la classification de Gorbalenya et Koonin (1993). Les 

hélicases de la SF2 sont les plus répandues chez les êtres vivants et sont également 

subdivisées en familles suivant la composition de certains motifs conservés dans 

l'évolution. Chez Saccharomyces cerevisiae, les membres des familles «DEAD-box» 

et « DEAH-box» sont les plus représentés et sont majoritairement impliqués dans la 

biogenèse des ribosomes et dans l'épissage des pré-ARNm, respectivement. Outre ces 

familles, il y a trois autres familles Ski, UPF 1 et Snf2p/Swi2 dont les membres sont 

peu nombreux. En dépit de cette classification, il existe de rares hélicases qui 

pourraient jouer le rôle attribué aux membres d'une autre famille bien que 

n'appartenant à cette dernière. Par exemple, Prp5p, Prp28p, et Sub2p sont toutes des 

membres la famille des «DEAD-box» et elles sont toutes impliquées dans l'épissage 

des ARNm. Inversement, Dhrlp et Dhr2p sont les seuls membres de la famille 

«DEAH-box» impliqués dans la biogenèse des ribosomes (Colley et al., 2000). 

1.4 Structure et fonctions des protéines «DEAD-box» 

1.4.1 Structure des «DEAD-box» 

Les «DEAD-box» sont des enzymes caractérisées par la présence d'une 

séquence interne catalytique renfermant neuf motifs (Figure 1.2A) incluant les acides 

aminés D, E, A et D tous bien conservés dans l'évolution (Rocak et Linder, 2004; 

Tanner et al., 2003). Le domaine catalytique est encadré par des extensions N- et C­

terminale faiblement conservées. Ces extensions joueraient un rôle fondamental dans 

la spécificité des RNA hélicases au moment de la reconnaissance de leurs substrats 

(de la Cruz et al. 1999). Les motifs 1 et II, ou motifs de Walker A et B seraient des 

sites de fixation de l'ATP en interagissant avec l'ion Mg2+ contenu dans la molécule 

(Cordin et al., 2006). La partie ATPasique de l'enzyme serait constituée par les 
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motifs l, II, la et lb (Figure 1.2B). Les motifs Q et VI favoriseraient l'hydrolyse de 

l'ATP en se fixant sur l'ion Mg2+. En effet, le motif Q identifié récemment serait 

caractérisé par une courte séquence de neuf résidus située en amont du motif l dont le 

rôle serait prépondérant dans l'activité des enzymes (Tanner et al., 2003). Cependant, 

les motifs (la, lb, IV, et V) seraient fortement impliqués dans la liaison à l'ARN 

tandis que le motif III serait responsable du changement de conformation de l'enzyme 

(Tanner et Linder, 2001; Tanner et al., 2003). La forme en Y de la structure 

tridimensionnelle de l'enzyme (Figure 2B) favoriserait les interactions entre les 

différents motifs (de la Cruz et al., 1999). Cette organisation tridimensionnelle de 

l'enzyme met en évidence trois principaux domaines plus ou moins spécialisés: il 

s'agit des domaines 1,2, et 3. Le domaine 1 est constitué de l'extrémité N-terminale 

des motifs ATPasiques l et II tandis que les domaines 2 et 3 renferment le motif VI et 

la partie C-terminale de l'enzyme, respectivement (de la Cruz et al., 1999). 
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A 

Ma.ifQ 
lb 

..4-----------..... .~------ ....~ ~ 

Domcine 1 Domaine 2 

B 

Figure 1.2. Séquences des motifs conservés des «DEAD-box». (A) Position des 
motifs conservés dans eIF4A montrant leurs extensions amino et carboxy terminales 
au delà des domaines 1 et 2. Ces domaines sont connectés par le motif III qui 
présenterait une activité hélicase (adapté de Tanner et al., 2001) (B) Organisation 
tridimensionnelle d'une «DEAD-box» indiquant la situation des domaines des motifs 
conservés (tiré de Cordin et al., 2006). 
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1.4.2 Fonctions des protéines «DEAD-box» 

Les «DEAD-box» sont des protéines ubiquitaires qui seraient impliquées dans 

plusieurs processus métaboliques des ARN, en particulier la maturation des ARNr, 

l'assemblage des ribosomes, l'épissage des ARNm, ainsi que la propagation virale. 

Les RNA hélicases eIF4A (chez l'humain) et DbpA (chez la bactérie) sont parmi les 

hélicases les mieux étudiées; leurs activités ATPasique et hélicasique sont stimulées 

par la présence de eIF4B et l'ARNr 23S, respectivement (Pugh et al., 1999; Rogers et 

al., 2001). En fait, grâce à l'énergie générée par l'hydrolyse de l'ATP, ces protéines 

seraient en mesure de défaire des duplexes ARN-ARN, ou encore de dissocier des 

complexes ARN-protéines (de la Cruz et al., 1999; Tanner et Linder, 2001; Lorsch, 

2002). Ces enzymes jouent un rôle clef dans l'appariement de certaines paires de 

bases et la modulation de certaines conformations structurales des molécules d' ARN. 

Par ailleurs, la dégradation ou l'accumulation des ARNr précurseurs intermédiaires 

suite à une absence ou déplétion des hélicases suggère une forte implication de ces 

enzymes dans la biogenèse des ribosomes (Kressler et al., 1998; de la Cruz et al., 

1999). Chez l'humain, il existe 38 «DEAD-box» subdivées en 32 sous-familles 

renfermant presque toutes un site de phosphorylation (Thr323) hautement conservé 

dans l'évolution (Linder, 2006; Abdelhaleem et al., 2003). Ce site serait le moteur 

principal du motif 1b qui jouerait un rôle important dans la liaison au substrat de ces 

hélicases (Tanner et Linder, 2001). Par contre la levure renferme 26 « DEAD-box» 

dont 14 seraient impliquées dans la biogenèse des ribosomes et cinq d'entre elles 

incluant Dbp4 seraient requises pour la biogenèse de la sous-unité 40S (Tanner et 

Linder, 2001). Malgré l'apparente conservation de la famille des «DEAD-box» dans 

l'évolution, les protéines de levure Dbp3p, Mss 116p et Mrh4p n'ont pas 

d'homologues chez l'humain (Linder, 2006). 

Chez l'humain, les «DEAD-box» DDXl et DDX3 seraient impliquées dans la 

propagation de beaucoup de virus comme celui du VIH-l et de l'hépatite C 

(Owsianka et Patel, 1999; Fang et al., 2004; Sekiguchi et Fukumura, 2005). De plus, 
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le paralogue de DDX3 situé sur le chromosome Y serait essentiel à la 

spermatogenèse. Toutefois, l'association de DDX3 avec la cycline A serait favorable 

à l'augmentation de l'expression de cette cycline ainsi que la biogenèse des 

ribosomes (Sekiguchi et Fukumura, 2005; Sekiguchi et al., 2006). DDX42 est l'une 

des rares «DEAD-box» de l'humain dont la fonction hélicasique a été clairement 

démontrée (Uhlmann-Schiffle et al., 2006). 

1.5 Les fonctions de Dbp4 

Dbp4 est une RNA hélicase nucléolaire impliquée dans la production de 

l'ARJ'Jr 18S pour la formation de la sous-unité 40S. Comme la RNA hélicase Rokl, 

Dbp4 serait génétiquement lié avec certains snoRNA (Venema et al., 1997; Liang et 

al., 1997). Cela suggère que Dbp4 pourrait intervenir dans la modulation de certaines 

interactions snoRNA-pré-ARNr. Le fait que Dbp4 soit coimmunoprécipitée avec des 

protéines nuc1éolaires comme Esfl, Enp2, Bfr2, Lcp5, Nop58 et Utp4 suggère 

également son rôle potentiel dans la biogenèse des ribosomes (Hazbun et al., 2003). 

De plus, le blocage du déroulement de la petite ribonucléoprotéine U 14 suite à des 

mutations sur les motifs l et III du domaine hélicase indique que Dbp4 serait un 

joueur clé dans ce phénomène (Kos et Tollervey, 2005). 

De façon plus intéressante, des études ont montré que son homologue chez 

l'humain DDX10 serait impliqué dans le développement de la leucémie myéloïde 

(Arai et al., 1997). Ce type de cancer serait induit par le produit d'expression 

résultant de fusion de DDX10 avec NUP98, le gène qui code pour la nucléoporine 

Nup98. Tout récemment, des études ont révélé que des mutations dans DDX10 

pourraient induire le cancer du sein (Sjoblom et al., 2006). 
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1.6 Structure des domaines «coi led-coil» 

Les domaines «coiled-coi1» (CC) sont des domaines d'interaction protéine­

protéine caractérisés par une répétition d'une séquence consensus de sept résidus 

(abcdefg)n. Le premier et le quatrième résidu (a et d) sont généralement hydrophobes 

et non polaires, par contre les résidus en position e et g sont polaires ou chargés 

(Figure 1.3). Ces domaines impliqueraient deux ou cinq hélices alpha d'une même ou 

de protéines différentes. Chez les animaux et la levure, les domaines CC ont été 

identifiés dans plusieurs protéines qui joueraient un rôle important dans l'association 

des protéines fonctionnelles avec les composants cellulaires. Ces séquences sont 

autonomes et présenteraient des interactions spécifiques. Par conséquent, elles 

seraient déterminantes dans l'identification des interactions protéine-protéine comme 

dans le système double hybride (Newman et al., 2000; Wolf et al., 1997). Les 

prédictions de ces domaines sont obtenues à l'aide certains programmes 

bioinformatiques tel que le programme COILS (Lupas et al., 1991). 

Figure 1.3. Structure des domaines «coiled-coil». Enroulement de deux brins 
identiques de séquence d'acides aminés caractérisés par la présence d'une séquence 
répétée constituée de sept acides aminés (a-b-c-d-e-f-g) n. L'interaction des résidus (a 
et d) baignant dans un environnement apolaire ou hydrophobe favorise la stabilité de 
la structure. Les résidus b, c, e et f sont exposés à la surface des protéines. 
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1.7 Hypothèse et objectif de travail 

Les études antérieures ont montré que la protéine nucléolaire Dbp4 est une 

RNA hélicase de la famille «DEAD-box» impliquée dans la biogenèse des ribosomes. 

La surexpression de Dbp4 supprimerait les mutations de U14 entraînant ainsi la 

restauration de la production de l'ARNr l8S (Liang et al., 1997). Tout récemment il a 

été démontré que Dbp4 est l'une des rares RNA hélicases impliquée dans la 

biogenèse des ribosomes qui jouerait un rôle important dans le déroulement de U 14 et 

snR41 (Kos et Tollervey, 2005). Comme la plupart des «DEAD-box», Dbp4 

renfermerait un domaine de liaison à l' ARN et un domaine de liaison à l'ATP grâce 

auxquels elle pourrait participer au changement de conformation des ARN et des 

protéines (Cordin et al., 2006). La spécificité des membres de cette famille se 

trouverait au niveau de leurs extensions N- et C-terminales qui sont malheureusement 

mal étudiées en dépit du développement des études protéomiques. 

Notre hypothèse est que Dbp4 serait associée à des protéines et que la 

principale cible moléculaire des associations serait son extrémité C-terminale. 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé le système double hybride 

chez la levure qui est une des méthodes d'étude d'interaction protéine-protéine la plus 

étudiée et la plus sensible. Pour cela, nous avons construit trois vecteurs «appât» 

pKB1, pKB2 et pKB3; ces derniers renferment la séquence d'ADN qui code pour 

toute la partie C-terminale de Dbp4, le domaine d'interaction protéine-protéine C­

terminal et la protéine entière, respectivement. Avec ces constructions, nous avons 

criblé trois banques génomiques (Cl, C2 et C3) de la levure Saccharomyces 

cerevisiae afin d'identifier les partenaires protéiques potentiels de Dbp4. 



CHAPITRE II 

MATIRlEL ET MÉTHODES 

2.1 Bactéries et milieux 

La souche bactérienne qui a été utilisée pour la propagation des plasmides est 

Escherichia coli DH5a (supE44 t::.lacU169 (<;.180 lacZ~15) hsdR17 recAl endAl 

gyrA96 thi-l relAl). Les milieux de culture utilisés pour la croissance des bactéries 

ont été préparés suivant le protocole de Ausubel et al. (1999). Les milieux sélectifs 

ont été obtenus en ajoutant de la de kanamycine (50)lg/mL) ou de l'ampicilline 

(lOOflg/mL) dans du bouillon LB (1 % Bacto-tryptone, 0.5% Yeast extract et 0.5% 

NaCl). Les milieux solides ont été obtenus en additionnant de l'agar (l8glL) au LB. 

Ces milieux peuvent contenir de la kanamycine ou de l'ampicilline pour la sélection 

des clones. 

Les bactéries électrocompétentes ont été préparées selon les procédures de 

Ausubel et al. (1999) et de Miller et Nickoloff (1995). En effet, 10 mL d'une 

préculture bactérienne ont été inoculés dans 990 mL de LB et l'ensemble a été incubé 

à 37°C sous une agitation de 250 rpm jusqu'à une D06üü= 0.6. La culture a été 

transférée dans un tube à centrifugation de capacité d'un litre (Beckman Coulter) puis 

maintenue à O°C pendant 10 minutes. Après une centrifugation pendant 15 minutes à 

4000xg et à 4°C, le culot a été suspendu dans 500 mL de glycérol 10%. Afin de bien 

laver le culot, l'étape précédente a été répétée trois fois de suite et le culot résultant a 

été suspendu dans 2 mL de glycérol 10%. Des aliquotes de 200 )lL ont été congelés 

dans un bain de glace sèche éthanol puis conservés à -SO°e. 
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2.2 Souches de levures et milieux 

AH l 09 (Tableau 2.1) est la souche de levure dans laquelle les vecteurs 

«appâts» ont été transformés pour cribler des banques génomiques de levure. Cette 

souche renferme trois gènes rapporteurs (ADE2, HIS3 et MELl (laeZ») qui sont sous 

contrôle des promoteurs GAll, GAL2 et MELl, respectivement (James et al., 1996; 

MATCHMAKER GAL4, 1999). L'activité de ces gènes permet de sélectionner les 

levures suivant leurs phénotypes (Ade+, His+ et Meil +) dans des milieux dépourvus 

d'adénine, d'histidine et en présence de X-alpha-gal, respectivement. La présence de 

ces trois gènes présente un réel avantage dans la réduction de faux positifs. Pour 

confirmer nos résultats du double hybride des tests de co-immunoprécipitation ont été 

réalisés avec des souches dérivées de W303a (Tableau 1). 

Les principaux milieux de croissance des levures ont été préparés 

conformément aux recommandations de Ausubel et al. (1999). Il s'agit notamment de 

YPD (yeast extract 1%, peptone 2%, dextrose 2%). Les milieux sélectifs «S.ynthetic 

Drop out» (SD) renferment du «Nitrogen-Base» (Difco) 6.7g/L avec ou sans 

tryptophane (Trp), leucine (Leu), histidine (His) et adénine (Ade). La présence de X­

alpha-Gal (Clontech), une substance incolore, dans certains milieux a permis de 

mettre en évidence l'activité du gène rapporteur MELl (coloration bleue). De plus, 

ces milieux sélectifs ont été enrichis de dextrose (2%), comme source de carbone 

pour les levures. Les milieux solides ont été obtenus en additionnant de l'agar (20 

glL). 

2.3 Extraction de l'ADN génomique de levure 

L'ADN génomique de levure a été préparé selon les procédures décrites par 

Ausubel et al. (1999). Dans des conditions stériles, une colonie fraîche de levure 

(YPH500) a été inoculée dans un erlenmeyer de 250 mL de capacité contenant 50 mL 

de YPD. Après avoir bien mélangé, la solution a été incubée dans un agitateur à une 

vitesse de 230 rpm pendant toute la nuit à 30°C. Un volume delO mL de cette 
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suspension cellulaire a été centrifugé à température ambiante pendant 5 minutes à une 

vitesse de 1000xg. Le culot a été resuspendu dans de l'eau distillée puis centrifugé 

pendant 5 minutes avant de le resuspendre dans une solution de 400 ilL de tampon de 

lyse cellulaire ou «breaking buffem (Triton X-lOO 2% (v/v), SDS 1% plv, NaCI 100 

mM, Tris-Hel 10 mM à pH 8.0 et EDTA lmM). Ensuite, 400 ilL de solution de 

phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25 :24 :1) et 0.3g (environ 200 ilL) de billes 

de verre de 450-625 Ilm de diamètre (Sigma) ont été ajoutés au mélange initial. 

L'ensemble a été bien mélangé à l'aide d'un vortex pendant 2 minutes à vitesse 

maximale puis, centrifugé à température ambiante pendant 5 minutes et à 12000xg. 

La phase aqueuse a été transférée dans un tube eppendorf propre dans lequel 1 mL 

d'éthanol absolu a été ajouté. La solution résultante a été mélangée par inversion 

avant d'être centrifugée à température ambiante pendant 3 minutes et à l2000xg Le 

culot a été suspendu dans 400 ilL de tampon TE (Tris-HellO mM à pH 8.0, EDTA 1 

mM) puis incubé à 37°C pendant 5 minutes en présence de 30 Ilg de RNase A 

«DNase free». L'ADN a été précipité avec 2 volumes d'éthanol absolu en présence de 

400mM d'acétate d'ammonium; l'ensemble a été mélangé par inversion puis 

centrifugé à l2000xg pendant 3 minutes à température ambiante. Le culot été lavé 

avec de l'éthanol 70% puis, séché à température ambiante et enfin suspendu dans 100 

ilL de TE. 

2.4 Construction des vecteurs d'expression «proies» pKB l, pKB2 et pKB3 

2.4.1 Amplification par PCR 

Les séquences d'ADN qui codent pour deux régions (KB 1 et KB2) incluant le 

domaine coiled-coil (CC) C-tenninal et pour la protéine entière (KB3) ont été 

amplifiées à partir de l'ADN génomique de levure. Les amorces utilisées pour 

amplifier ces régions sont les suivantes: 

- amorces du fragment d'ADN qui code pour la région KB 1 

«Forward» (F): 5' CCGGAATTCGACGAGGATGACGATTTCAT 3' 



17 

«Reverse» (R):5' CGCGGATCCACCCTGGATTAATTTAGCTGTC 3' 

- amorces du fragment d'ADN qui code pour la région KB2 

F: 5'GGAATTCGTACAAAAGACAGAATTTTTAAC 3' 

R: 5'CGGGATCCGCTCAAGTTTCCTGTTCCTC 3' 

- amorces du fragment d'ADN qui code pour la protéine entière KB3 

F: 5'CATGCCATGGCCAAAAAAAATAGATTGAAC 3' 

R:5'CCCCCCGGGTTAACCCTGGATTAATTTAGCTGTC3' 

Ces amorces renferment aussi des sites de restriction (soulignés) qui ont servi de site 

de clonage lors de la construction des vecteurs d'expression «proies» pKB l, pKB2 et 

pKB3. Les amorces F des fragments qui codent pour KBl et KB2 renferment le site 

de restriction EcoRI et les amorces R ces fragments contiennent le site BamHl. Les 

amorces F et R du fragment qui code pour la protéine entière KB3 renferment les 

sites de restriction NcoI et XmaI, respectivement. 

Une fois purifié, l'ADN génomique a été dilué 1/10 et 1/100 pour préparer le 

mélange d'amplification. Ce mélange contient 2 flL d'ADN dilué (1/10 ou 1/100),0.3 

flM de solution de l'amorce F, 0.3 flM de solution de l'amorce R, IX de tampon 

(lOX), 250 flM de chaque désoxyribonucléotide (dNTP), et 2U de Taq polymérase (1 

U/flL) (Roche); le tout dans un volume final de 100 ilL. Le programme qui a été 

utilisé lors de l'amplification renferme les étapes suivantes: 

dénaturation de l'ADN génomique à 94°C durant 5 minutes; 

seconde dénaturation de l'ADN génomique à 94°C durant 45 secondes; 

une hybridation à 50°C durant 45 secondes; 

une extension à noc pendant 1 minute pour KB 1 et KB2 et 2 minutes pour 

KB3; 

Ces trois dernières étapes ont été répétées 9 fois à 50°C (10 cycles à 50°C).
 

Ensuite, la température d'hybridation a été changée (60°C à la place de 50°C) avant
 

de répéter 14 fois l'étape précédente soit un total de 15 cycles. Et finalement une
 

étape d'extension de l'ADN de 7 minutes à noc pour terminer l'amplification.
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2.4.2 Analyse sur gel des produits amplifiés par PCR 

Dix à quinze microlitres de la réaction de PCR ont été mélangés avec le bleu 

de chargement d'ADN (0.04% bleu de bromophénol, 0.04% xylène cyanol, 2.5% 

Ficoll) puis, séparés sur un gel d'agarose 1%. La séparation des fragments d'ADN a 

été réalisée à l'aide d'un appareil d'électrophorèse contenant du TBE IX (89 mM 

Tris base, 89 mM, 2 mM EDTA). Le marqueur standard de taille moléculaire utilisé 

pour estimer la taille des bandes est 1kb plus (Invitrogen). Après séparation des 

fragments, le gel a été maintenu pendant 10 minutes dans une solution de bromure 

d'éthidium (0.5 flg/l), ensuite dans de l'eau distillée (10 minutes) avant d'être 

photographié sous les rayons UV. 

2.4.3 Clonage des produits de la PCR dans le plasmide pGBKT7 

2.4.3.1 Digestion enzymatique des produits de la PCR et de pGBKT7 

Après analyse sur gel, le restant des produits amplifiés a été digéré en 

parallèle avec le vecteur d'expression «appât» pGBKT7 par les enzymes de 

restriction EcoRI et BamHI (New England Biolabs (NEB)) pour pKB1 et pKB2. En 

ce qui concerne pKB3, les enzymes de restriction utilisés sont NcoI et XmaI (NEB). 

Les digestions ont été réalisées selon les recommandations du manufacturier. Les 

sites de restriction de ces enzymes sont aussi situés dans le site de clonage multiple 

(MCS) de pGBKT7 (Fig.2.1). Ensuite les différents produits de digestions ont été 

analysés sur un gel d'agarose 1% comme précédemment réalisé dans la section 2.4.2 

afin d'identifier les bons fragments de restriction. 

2.4.3.2 Purification des produits de la digestion sur gel d'agarose 

Après analyse des fragments, le reste du produit de digestion a été séparé sur 

un gel d'agarose 1% puis les bandes de gélose contenant les fragments attendus ont 

été découpées du gel et les fragments ont été purifiés. La purification de ces 



19 

fragments d'ADN a été faite selon la procédure du kit «QIA quick Gel Extraction 

Kit» (QIAGEN). Les produits de la purification ont été analysés sur gel avant de faire 

la ligation. 

2.4.3.3 Ligation 

Les mélanges de ligation ont été réalisés dans un volume final de 20l-lL pour 

un ratio de 1:3 (vecteur: ADNc de l'insert). A ces mélanges nous avons ajouté 1U de 

T4 DNA ligase (NEB) et IX de son tampon de ligation (Tris-HCl 50 mM à pH 7.5, 

MgCI2 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, BSA 25 I-lg/mL). Les mélanges ont été 

maintenus à température pièce pendant toute la nuit. 

oKB( 2.3) ,
r···-pH~J1 - l' l 1 

NdBI Na)l sm. EcoRI 5mol Xm''ll BllmHl SDII PSII 

Figure 2.1. Le vecteur d'expression pGKBT7 renfermant les sites de clonage des 
séquences nucléotidiques «appât». Ce vecteur contient le marqueur auxotrophe 
Tryptophane (TRP1) requis pour la sélection des levures et le marqueur de résistance 
à la kanamycine (Kanr

) pour la sélection des bactéries. L'expression des protéines de 
fusion est assurée par le promoteur ADH1 et le terminateur ADHl. L'épitope c-Myc 
permet de détecter ces protéines par western blot. Les séquences «appâts» ont été 
clonées entre les sites de restriction EcoR l, BamH l, NcoI et XmaI en fusion avec le 
domaine de liaison à l'ADN de GAL4 (BD). Les plasmides issus de ces 
constructions (pKB 1, pKB2 et pKB3) serviront à cribler la banque génomique de 
levure S. cerevisiae. 
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2.4.3.4 Transformation dans E. coli DH5a 

Le produit de ligation a été mélangé avec de 100flL de bactéries compétentes 

chimiques préalablement dégelées dans de la glace. Le tube eppendorf contenant le 

mélange a été maintenu dans de la glace pendant 30 minutes puis incubé dans un 

bain-marie à 42°C pendant 1minute. Ensuite l'ensemble a été immédiatement 

transféré dans de la glace pendant 2 minutes avant d'y ajouter le milieu LB de façon à 

obtenir un volume final de 500 ilL. Le mélange résultant a été incubé dans un 

agitateur à 200 rpm pendant 1 heure et à 37°C. Cent microlitres de cette solution 

bactérienne ont été étalés sur un milieu solide (LB-Agar) contenant de la kanamycine 

(50 flg/mL) avant d'être incuber toute la nuit à 37°C. 

2.4.3.5 Mini-préparation et analyse d'ADN plasmidique 

Après la transformation, quatre colonies bactériennes ont été séparément 

inoculées dans 2mL de LB en présence de kanamycine (50 Ilg/mL) puis incubées en 

agitation (200rpm) à 37°C pendant toute la nuit. La suspension bactérienne a été 

centrifugée avec une vitesse de 12000xg pendant 25 secondes avant d'isoler les 

plasmides à l'aide du kit QIA-Miniprep (QIAGEN) selon les recommandations du 

manufacturier. Les plasmides ont été récupérés dans 100 flL de tampon d' élution EB 

(l0 mM Tris-Cl, pH 8.5). 

Afin de vérifier si la ligation a bien fonctionné, l'ADN plasmidique a été 

digéré de nouveau par EcoRl et BamHI pour les constructions pKB 1 et pKB2; par 

contre pKB3 a été digéré par NcoI et XmaI. Les fragments de restriction ont été 

séparés sur un gel analytique de 1% en parallèle avec le marqueur de taille 

moléculaire utilisé 1kb plus (Roche). Les constructions ont été séquencées au Centre 

d'innovation Génome Québec en partenariat avec l'Université de McGill puis les 

séquences ont été analysées. 
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2.5 Transformation de AH 109 avec les différentes constructions 

Le vecteur pGBKT7 et les différentes constructions «appât» (pKB l, pKB2 et 

pKB3) ont été indépendamment transformés dans AHI09 suivant la méthode au 

LiOAc (Gietz et al., 1992). Les souches de levures issues de ces premières 

transformations ont été utilisées au moment du criblage des banques de levure. 

Pour transformer AH109 par chaque construction, nous avons inoculé une 

préculture fraîche de cette souche dans 50 mL de YPD (D0600 = 0.25) jusqu'à 

croissance exponentielle (D0600 = 0.6) pendant environ 3 heures à 230 rpm et à 30°C. 

Les cellules ont été centrifugées avec une vitesse de 1000xg pendant 5 minutes et à 

température ambiante. Le culot obtenu a été d'abord lavé avec de l'eau distillée 

stérile avant d'être suspendu dans 250 flL de solution fraîche et stérile de LiOAc/TE 

(LiOAc 25mM, TE pH 7.5) afin de préparer les cellules à la transformation. Ensuite, 

100 flL de cette suspension cellulaire ont été mélangés avec 0.1 flg d'ADN du vecteur 

de construction «appât» et 10 Ilg de «Sheared hareng sperm DNA» (Roche). Une 

solution (600 flL) fraîche et stérile de PEG/LiOAc/ TE (PEG 5%, LiOAc 40 mM, TE 

pH 7.5) a été ajouté au mélange puis l'ensemble a été bien mélangé par inversion du 

tube avant d'être incubé pendant 30 minutes à 230 rpm et à 30°C. Du DMSO (10% 

final) a été ajouté dans chaque échantillon puis les cellules ont été incubées dans un 

bain-marie pendant 15 minutes à 42°C. Pendant cette étape, les cellules ont été 

lentement agitées par intervalle de 5 minutes. Les cellules ont été maintenues dans la 

glace pendant 10 minutes avant de les centrifuger à une vitesse de 10000xg pendant 

un bref délai (5-10 secondes). Le culot résultant a été suspendu dans une solution 

stérile de 500 ilL de TE stérile. Deux cent microlitres de solution cellulaire ont été 

étalés sur un milieu sélectif solide SD-Trp qui a été incubé à 30°C jusqu'à 

l'apparition des premières colonies (3 à 4 jours). 
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2.6 Tests d'auto-activation des gènes rapporteurs par les différentes constructions 

Pour vérifier s'il n'y a pas auto-activation des gènes rapporteurs par les 

constructions «appâts», chacune des souches «appât» (pKB l, pKB2 et pKB3) a été 

transformée par le vecteur pGADT7. Ensuite, les transformants ont été sélectiolU1és 

sur SD-Trp-Leu puis sur SD-Trp-Leu-His. La sélection dans SD-Trp-Leu permet de 

vérifier la présence de pGADT7 et pGBKT7 (vecteur de clonage des inserts 

«appâts»), par le biais de leurs marqueurs auxotrophes TRP1 et LEU2. Par contre la 

sélection sur SD-Trp-Leu-His permet de montrer s'il y a activation du gène 

rapporteur HIS3 malgré l'absence d'une «proie» appropriée. En somme, en absence 

d'auto-activation, il y aura croissance sur SD-Trp-Leu et pas de croissance sur SD­

Trp-Leu-His. 

2.7 Analyse des protéines de fusion 

2.7.1 Extraction des protéines de levure 

Les protéines des levures ont été extraites suivant la méthode de Kushnirov 

(2000). En effet, des colonies (environ la taille d'une tête d'un brin d'allumette) ont 

été grattées sur les plaques préalablement incubées puis resuspendues dans 200 flL 

d'eau distillée. Après avoir ajouté 200 flL de NaOH (0.2N), le mélange a été bien 

agité par vortex p'uis maintenu à température ambiante pendant 5 minutes. Le 

mélange a été centrifugé à 12000xg pendant 1 minute et le culot suspendu dans 50 flL 

de tampon bleu de SDS 2X (0.03M Tris-Cl, 15% glycérol, 2% SDS, O.lM DTT, 1% 

bleu de bromophénol). Les échantillons ont été chauffés pendant 5 minutes à 95°C, 

puis centrifugés pendant un court délai (5 à 10 secondes) à 12000xg. Le surnageant (6 

à 10 flL) a été séparé sur un mini-gel de po1yacrylamide de 10 ou 12%. 
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2.7.2 Électrophorèse des protéines sur gel de polyaclylamide en présence du sodium 

dodécyl sulfate (SDS-PAGE) 

Les différents échantillons de protéines ont été séparés par électrophorèse sur 

un gel de polyacrylamide de 10 ou 12% (390 mM Tris-CI pH 8.8, 10 ou 12% 

acrylamide, 0.1 % SDS, 0.1 % APS et 0.04% TEMED). Ce gel a été surmonté d'un gel 

d'entassement de 5%. La migration a été réalisée dans tampon d'électrophorèse (25 

mM Tris-base, 200 mM glycine, 0.1 % SDS) sous une tension de 150 V pendant 1 

heure. 

2.7.3 Immunobuvardage de type «western» 

Après la migration, les protéines contenues dans le du gel ont été transférées 

sur une membrane de PVDF préalablement incubée dans 100% de méthanol puis 

rincée dans le tampon de transfert Towbin (Tris-base 25 mM, glycine 192 mM, 

méthanol 20%). Le transfert a été fait à l'aide d'un appareil «Semi-dry blotter» (Bio­

Rad) selon les recommandations du manufacturier. Ensuite, la membrane a été 

incubée pendant 5 minutes dans une solution Ponceau S afin de mettre en évidence la 

présence de protéines et d'évaluer la qualité du transfert. Après avoir été rincée à 

l'eau distillée, la membrane a été bloquée pendant 1 heure dans un tampon de blocage 

renfermant 5% de lait écrémé dissout dans du tampon TBST (Iris-!~uffered ~aline 

Iween-20): Tris-HCl 100mM, NaCI 150mM à pH 7.5, Tween-20 0.1%. Elle a été 

par la suite incubée dans le tampon de blocage en présence de 20 flg de l'anticorps 

primaire anti-C-myc (Roche) pendant 60 minutes. La membrane à été lavée trois fois 

de suite par le tampon TBST pendant 15, 10 et 5 minutes avant d'être incubée dans 

un nouveau tampon de blocage contenant l'anticorps secondaire, anti-IgG de souris 

(Amersharn) dilué 1110000 pendant 60 minutes. Après trois autres lavages dans les 

mêmes conditions que les précédentes, la membrane a été incubée dans du ECL plus 

(Amersharn) pendant cinq minutes avant d'être exposée à un film à rayon-X 

(FUJIFILM). 
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2.8 Généralités sur le système double hybride 

Mis au point depuis les années 80, le système double hybride est l'une des 

plus importantes techniques génétiques permettant de détecter les interactions 

physiques protéine-protéine (Fields et Stemglanz, 1994). Cette technique est basée 

sur la reconstitution de certains facteurs de transcription eucaryotes (par exemple 

Ga14) après l'interaction physique entre deux protéines hybrides X et Y. La protéine 

X «appât» est fusionnée au domaine de liaison à l'ADN de Gal4 (BD) tandis que la 

protéine Y «proie» est fusionné au domaine d'activation (AD). Si les deux protéines 

X et Y interagissent dans la levure (par exemple AH 109), il y aura reconstitution d'un 

facteur de transcription et activation des gènes rapporteurs HIS3, MEL] ou ADE2. 

Les facteurs de transcription joueraient un rôle majeur dans la régulation des gènes 

impliqués dans le métabolisme du galactose en se soudant aux séquences UAS 

«Upstream Activation Site» (Figure 2.2). Gal4 est une protéine de levure renfermant 

deux domaines fonctionnels indépendants: un domaine de liaison à l'ADN (DB) et un 

domaine d'activation (AD). 

domaine d'activation
 
protéine acide
 
GAL4
 

gène rapporteur domaine de fixa1ion
 
à l'ADN de GAL4 C (HIS3, MEL 1(LacZ) ou ADE2)
 

TATA 

Figure 2.2. Structure de la protéine GAL4 de la levure. Domaine d'activation acide et 
celui de fixation à l'ADN de GAL4. Un fragment d'ADN montrant le gène LacZ, la 
boîte TATA et UAS (Upstream Activation Séquence) (adapté de Fields et Song 
1989). 
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Dans la plupart des cas, le système double hybride est utilisé pour identifier 

les partenaires protéiques d'une protéine d'intérêt ou encore mettre en évidence les 

domaines impliqués dans des liaisons entre deux protéines. L'avantage de cette 

technique repose sur sa grande sensibilité car elle permet de détecter des interactions 

difficilement détectables par les traditionnelles méthodes biochimiques (co­

immunoprécipitation par exemple). Les protéines issues de cette méthode sont très 

facilement caractérisables puisque leurs domaines d'interaction sont dès lors 

identifiés. Cependant, la présence de clones faux positifs lors des criblages serait le 

plus grand désavantage de cette méthode. D'autres problèmes d'interactions liés soit 

à la toxicité de certains clones soit à une mauvaise conformation des cibles sont 

également rencontrés dans cette méthode. En effet, les conformations de la plupart 

des protéines seraient influencées par leur environnement (composition du milieu, 

présence d'autres protéines ... ). 

Les banques d'ADN sont constituées de plusieurs copies de plasmides 

contenant des fragments d'ADNc ou d'ADN génomique. Les fragments sont digérés 

par des enzymes de restriction au niveau de sites de restriction très rares. Selon 

l'objectif recherché on utilise soit des banques génomiques (pour la structure des 

gènes) soit des banques d'ADNc (pour l'expression des gènes). Chez la levure, les 

criblages sont généralement effectués sur des banques d'ADN génomiques à cause du 

faible nombre d'introns présents dans le génome. Dans cette étude, nous avons utilisé 

trois banques génomiques Cl, C2 et C3 toutes différentes de par leur cadre de lecture 

(James et al., 1996). Le plasmide pGAD ayant servi à la construction de ces banques 

renferme un MCS (Figure 2.3), un marqueur auxotrophe leucine (LEU2) pour la 

sélection des levures et un marqueur de sélection bactérien pour la résistance à 

ampicilline (Amp). 
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EcoRI Smol BomHI Cial.' 5011 Pstl 89 111 

pGAD-C2 AAA GAG ATC CM TTC CCG GGG ATC CAT CGA TGT CGA CCl GCA GAG ATC TA! GAA TCG ~ATA CrG MA 

, :« 
AAA GAG ATC GAA TTC CCG GGG GAT CCA TCG ATG TCG ACC TGC AGA GAT CTA ~ATC GTA GAT ACT GAA 

PGAO-C \ MA GAG ArC * * GM ne ~ ~ ATC GAT GTC GAC CTG CAG AGA TeT ATC AAT CGT AGA TAC ~ 

Figure 2.3. Séquences du site de clonage multiple (MCS) des vecteurs d'expression 
«proie» (pGAD-C2, pGAD-C3 et pGAD-C 1). Les banques d'ADN génomique sont 
faites par clonage des fragments de restriction «proies» à l'intérieur du site CIal. Les 
sites de restriction sont soulignés. Les petits rectangles représentent les codons de 
terminaison. Les étoiles indiquent les bases introduites dans les séquences de manière 
à changer le cadre de lecture. 

2.8.1 Criblage des banques génomiques de levure et sélection des clones positifs 

Pendant le criblage des banques (Figure 2.4), chacune des souches de levures 

contenant l'<<appât>> (AHI09-pKBI, AHI09-pKB2 et AHI09-pKB3) a été 

transformée de façon indépendante avec l'ADN des trois banques génomiques Cl, C2 

et C3 (trois transformations pour chaque «appât»). Les transformations ont été 

réalisées selon les conditions décrites dans MATCHMAKER GAL4 (1999). Puisque 

le plasmide pGAD des banques contient le marqueur LEU2, le nombre total de 

transformants a été estimé en étalant des volumes de 21-lL et 5flL sur SD-Trp-Leu 

contenu dans de grandes boîtes de pétri. Le restant des cellules a été étalé sur 50 

grandes boîtes de pétri SD-Trp-Leu-His en raison de 200 I-lL de suspension cellulaire 

par boîte qui ont été incubées à 30a C pendant 4 à 5 jours. Les colonies qui ont poussé 

dans ce milieu sont des His+ et leur croissance est due à l'activation du gène 

rapporteur HIS3. Les colonies His+ de chacune des transformations ont été étalées sur 

une grande boîte de pétri SD-Trp-Leu-His en guise de purification. Après incubation 

à 30°C jusqu'à croissance des colonies soit deux à trois jours environ, les His+ ainsi 

pmifiées ont été sélectionnées de façon indépendante sur de grandes boites de SD­
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Trp-Leu-His X-a-Gal et SD-Trp-Leu-His-Ade. Les colonies qui ont poussées dans 

ces milieux ont porté le phénotype Mel+ et Ade+, respectivement; la durée du temps 

d'incubation des Mel+ est de 3 jours et celui des Ade+ est environ 6 jours. La 

coloration bleue des Mel+ est liée à l'activation du gène rapporteur MELl (LacZ pour 

la bactérie) tandis que la croissance des Ade+ est liée à l'activation du gène 

rapporteur ADE2. 
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Figure 2.4. Criblage de la banque génomique de levure par les constructions 
«appâts». L'interaction des protéines hybrides «appât» et «proie» dans la levure 
entraîne l'activation des gènes rapporteurs (HIS3, ADE2 et MELl). L'activation de 
HIS3 et d'ADE2 confère aux levures la capacité de croître dans un milieu sans 
histidine et sans adénine. Cependant, l'activité de MEU est détectée par la présence 
de coloration bleue. 
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2.8.2 Analyse des clones positifs 

2.8.2.1 Extraction des plasmides de levure 

Les plasmides contenus dans les clones positifs ont été isolés par la méthode 

d'extraction du phénol-chlorofonne-alcool isoamylique (PCI) après lyse cellulaire 

(MATCHMAKER GAL4, 1999). Pour cela, les clones positifs Mel+ et Ade+ ont été 

incubés dans 10 ml pendant 3 et 6 jours dans leurs milieux sélectifs respectifs à 200 

rpm et à 30°C. Ensuite, 1.5 mL de suspension cellulaire ont été centrifugés à 12000xg 

pendant 15 secondes à température ambiante. Le culot à été suspendu dans une 

solution de 200 flL de tampon de lyse cellulaire et 200 flL de PCI en présence de 0.3 

g (200 flL) de billes de verre 450-625 flm de diamètre (Sigma). L'ensemble à été 

mélangé par vortex pendant 2 minutes puis centrifugé à 12000xg pendant 10 minutes 

à température ambiante. Le surnageant a été mélangé avec 2 volumes d'éthanol 100% 

et 1/10 de volume de NaOAc 3M à pH 5.2. Après une centrifugation à 12000xg et 

pendant 5 minutes, le culot a été lavé avec 100 flL d'éthanol 70% et séché puis 

suspendu dans 100 flL de TE. 

2.8.2.2 Transformation bactérienne et sélection des plasmides «proies» 

Les plasmides isolés ont été utilisés pour transformer par électroporation 

(Miller et Nickoloff, 1995) des bactéries électrocompétentes DH5u. Les plasmides 

«proies» renfermant les fragments inserts de chacune des banques ont été sélectionnés 

en présence d'ampicilline grâce au marqueur de sélection Ampr de pGAD. Une 

minipréparation d'ADN plasmidique des plasmides de 3 ou 4 colonies bactériennes 

par échantillon a été réalisée comme précédemment (étape 2.5.4.5). 
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2.8.2.3. Analyse des plasmides «proies» 

Les plasmides des différents échantillons ont été digérés par des enzymes de 

restriction EcoRl et BglII (NEB) afin de libérer les inserts. Cette digestion a été 

réalisée selon les procédures du manufacturier. Les produits de digestion ont été 

séparés sur un gel d'agarose 1% afin de déterminer la taille des inserts. 

2.9 Confirmation du double hybride 

Pour confirmer les clones positifs, les plasmides «proies» isolés des bactéries 

ont été utilisés pour transformer les souches «appâts» correspondantes et la souche 

AH 109-pGBKT7 de façon indépendante. Ensuite les levures ont été sélectionnées sur 

SD-Trp-Leu puis quelques colonies Trp+ Leu+ ont été étalées sur SD-Trp-Leu-His. 

Rappelons que les plasmides «proies» provenant de pGAD contiennent le marqueur 

LEU2 et les plasmides «appât» ainsi que pGBKT7 contiennent le marqueur TRP1. 

S'il s'agit d'un clone positif, la «proie» mise en présence de l'<<appât>> pourra croître 

sur le milieu SD-Trp-Leu-His alors qu'elle ne pourra pas croitre sur ce milieu 

lorsqu'en présence du vecteur vide pGBKT7. 

2.10 Séquençage et analyse bioinformatique des plasmides des clones positifs 

Après confirmation des clones positifs, l'ADN des plasmides de ces clones a 

été séquencé au Centre d'innovation Génome Québec et l'Université de McGil1. 

L'oligonucléotide ayant servi à cet effet est le domaine d'activation de Ga14: 5' 

TTCGATGATGAAGATACC-3'. 

Par la suite, les séquences plasmidiques des clones ont été analysées à partir 

du programme BLAST Œasic 10cal Alignment .s.earch 1001) (Altschul et al., 1990). 

Ce programme se trouve sur le site Internet des bases de données du génome de 

Saccharomyces cerevisiae SGD (http://www.yeastgenome.org). Pour cela, au moins 

30 nucléotides ont été sélectionnés après CIal (Figure 2.3), site de clonage des inserts 

tout en respectant le cadre de lecture de la protéine de fusion. La séquence ainsi 
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sélectionnée a été ensuite soumise au programme BLASTN afin de déterminer les 

séquences homologues présentes dans le génome de Saccharomyces cerevisiae. Les 

«ORFs» (Open Reading frames) des séquences homologues ont été localisées sur la 

carte des «ORFs». Ainsi, ces dernières ont été analysées dans SGD puis dans NCBI 

afin de savoir si elles sont conservées dans d'autres espèces. Tous les clones 

renfermant ces séquences ont été considérés comme positifs. Par la suite, des 

prédictions des domaines d'interaction protéine-protéine ont été effectuées par le 

programme COILS (Lupas et al., 1991) 

2.11 Construction de souches de levures et tests de co-immunoprécipitation 

2.11.1 Construction de souches de levures 

Les interactions protéine-protéine détectées par le système double hybride ne 

sont pas forcément rencontrées dans la cellule. Elles pourraient être plus ou moins 

forcées par les conditions du double hybride du fait de la surexpression de l'«appât» 

et la «proie». Par conséquent, les résultats obtenus par cette méthode doivent être 

vérifiés par des tests in vivo. Pour cela de nouvelles souches de levures ont été 

générées à partir des parentales W303a et DR37 (Tableau 2.1) afin de réaliser des 

tests de co-immunoprécipitation. 
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Tableau 2.1 Souches de levures utilisées pour les tests in vivo 

Souche Génotype Origine, Référence 

de levure 

AHI09 MATa, trpI-90I, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Ll, Clontech 

gaISOLl, LYS2: GALl uAs-GALl TATA-HIS3, GAUUAS­

GAUTATrADE2, URA3: MEL! uAs-MEL!TATA-LacZ 

DR37 W303u IFHl-9MYC:: TRPI Rudra et al. (2005) 

YKBI W303a Dbp4-3HA :. HIS3 Cette étude 

YKB2 W303u Dbp4-3HA:: HIS3/IFHI-9MYC:: TRPI Cette étude 

YKB3 W303a Dbp4-3HA :: HIS3/RRN5-9MYC:: TRPI Cette étude 

YKB4 W303a RRN5-9MYC:: TRPI Cette étude 

YKBS W303a Dbp4-3HA :: HfS3/RPS20-9MYC:: TRPI Cette étude 

YKB6 W303a RPS20-9MYC:: TRPI Cette étude 

YKB7 W303a Dbp4-3HA ::HIS3/MSB2-9MYC:: TRPI Cette étude 

YKB8 W303a MSB2-9MYC:: TRPI Cette étude 

YPHSOO MATo ade2-IOI his3-b.200 leu2-AI lys2-S0I trpI-~63 Sikorski et Hieter 

ura3-52 (1989) 

W303a MATa ade2-I trpI-I kanl-IOO leu2-3 his3-II, 15 ura3-3	 Thomas 

et Rothstein (1989) 

Ces nouvelles souches, YKBl à YKB8 ont été construites selon les procédures 

décrites par Knop et al. (1999). Pour cela, de longues séquences d 'oligos (voir 

Tableau 2.2) ont été conçues pour amplifier des «cassettes» contenant des marqueurs 

auxotrophes (par exemple Histidine ou Tryptophane) et des épitopes (par exemple 

3HA ou 9MYC). L'enzyme utilisée pour les amplifications de ces «cassettes» est la 

Expand High Fidelity PCR System (Roche) tandis que le programme et les solutions 

des PCR sont les suivants: 

a/-programme pour les amplifications: 

dénaturation des plasmides pFA6a à 94°C pendant 5 minutes; 

seconde dénaturation des plasmides pFA6a à 94°C pendant 45 secondes; 
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une hybridation à 54°C durant 45 secondes;
 

une extension à noc pendant 2 minutes;
 

Répétition de ces trois dernières étapes 29 fois (30cycles) à 50°C;
 

une étape d'élongation à 72°C pendant 7 minutes.
 

bi-solutions pour les amplifications: 

I-ADN plasmidique 20 ng 

2-0ligo S3 0.3 /lM 

3-0ligo S2 0.3 /lM 

4-chaque dNTP 250/lM 

5-tampon IX 

6-enzyme (0.3flL/U) 3.4U 

Deux microlitres de chacun des produits amplifiés par PCR ont été analysés 

sur un gel d'agarose 1%. Les différentes «cassettes» amplifiées pour intégrer les 

protéines Dbp4, Rrn5, Rps20 et Msb2 ont servi à transformer la souche parentale 

W303a de façon indépendante pour générer les souches YKB 1, YKB4, YKB6 et 

YKB8, respectivement. Ensuite, ces dernières ainsi que la souche DR37 ont été 

transformées séparément par la «cassette» amplifiée de Dbp4 afin de produire 

respectivement les souches YKB3, YKB5, YKB7 et YKB2 (voir Tableau 2.1). Ces 

transformations ont été réalisées selon la méthode de MATCHMAKER GAL4 

(1999). Par ailleurs, les souches YKB3, YKB5, YKB7 et YKB2 ont été sélectionnées 

sur SD-Tl-p-His, tandis que les souches YKB4, YKB6 et YKB8 ont été sélectionnées 

sur SD-T1-p. La souche YKBl a été sélectionnée sur SD-His. Après 3 à 5 jours 

d'incubation à 30°C, l'ADN génomique des colonies a été isolé comme dans la 

section 2.4 pour vérifier si les «cassettes» ont intégré les loci des gènes ciblés (DBP4, 

MSB2, RRN5 et RPS20). 
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Tableau 2.2 Oligonucléotides utilisés pour l'amplification des «cassettes» 

Gène ûligos 

PBP4 ~3-5"CACAAACTTTGGAGGATTTGGAATCTTTGACAGCTAAATTAATCCAGGGTCGTACGCTGCAGGTCGAC 

~2-5' AGATGTATACAAGTTCTAAATACTATAGGTTAGACTATGCAGGAGGGTATCGATGAATTCGAGCTCG 

F>3-5'TTCCGATCAGCATTACATGAAAATCAGTTGCTAAAATGGTTATCCAAACGTACGCTGCAGGTCGAC
~RN5 

~2-5" ATAATGAAAACAAAAATTATGTCCCTGCGCGATTTTTCGCATTGTGTCATCGATGAATTCGAGCTCG 

~3-5' ATCACCATTGAACCTGGTGTGGATG TCGAAGTTGTTGTTGCTTCCAACCGTACGCTGCAGGTCGAC 

~PS20 
S2-5'CGAGAAAAAGAGGAATCTAATGGAAATTATTTCCAGTTAGAACCAGCATCGATGAATTCGAGCTCG 

~3-5'ATTTCAAGACCAATTGCTAGCCAAAACTCCCTGGGTTGGAACGAAGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC 

MSB2 
~2-5'AAGTTTATAAGGTTATGCAAGCGGAGAAAGTCTCTGCAGACATTGCTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

Pour ce faire, il a fallu réaliser des amplifications par PCR à partir de l'ADN 

génomique des souches correspondantes. En effet, la région encadrant (plus ou moins 

150 nucléotides) le site d'intégration du gène de la protéine candidate a été amplifiée. 

Les oligonucléotides ayant servi à l'amplification sont indiqués dans le Tableau 2.3 

tandis que le programme et les solutions des amplifications sont les suivants: 

a/-programme pour les amplifications: 

dénaturation de l'ADN génomique à 92°C durant 5 minutes; 

seconde dénaturation de l'ADN génomique à noc durant 45 secondes; 

une hybridation à 50°C durant 45 secondes; 

une extension à 68°C pendant 2 minutes; 

Répétition de ces trois dernières étapes 29 fois (30cycles) à 50°C; 

une étape d'élongation à 68°C pendant 7 minutes. 
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bi-solutions pour les amplifications: 

I-ADN génomique 2 flL 

2-oligo CtermF (l 0 flM) 0.6 flM 

3-oligo CtermR( l 0 flM) 0.6 J.lM 

4- chaque dNTP 250 ~LM 

5-tampon (l OX) IX 

6-enzyme (0.2 J.lLIU) 5U 

Le mélange final a été réalisé dans une solution finale de 50 flL, l'enzyme utilisé à cet 

effet est Expand Long Template PCR System (Roche). 

Tableau 2.3 Oligonucléotides utilisés pour la vérification des intégrations 

Gène Oligos 

DBP4	 5' -GCCACAATCCATCCAATTCA, DBP4-check_CtermF 

5' -TGACACCTTCAATGCACGAA, DBP4-check_CtermR 

5' -ATCAAGAAAATCAAGAAAATCAAG, RRN5-check_CtermF 
RRN5 

5' -TTTCGGGATGCGAAACCCG, RRN5-check_CtermR 

RPS20	 5'-AATGGTGAAGGTTCTAAGACTT, RPS20 -check_CtermF 

5' -GGAACTGTGTTTACCTAGAGT, RPS20-check_CtermR 

5' -ATGCGAATTCAAAATTGGATGG, MSB2-check_CtermF 
MSB2 

5'-TACAAAGTAGATAATGATAAATGG, MSB2-check_CtermR 
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2.11.2 Tests de co-immunoprécipitation 

Cinquante millilitres de culture cellulaire (D0600 = 0.3) ont été incubés à 30D C 

pendant 3 heures puis centrifugés pendant 5 minutes à une vitesse de 1000xg. Le 

culot résultant a été suspendu dans de l'eau stérile froide puis centrifugé dans les 

mêmes conditions que précédemment. Ensuite l'étape précédente a été répétée avec 

une solution de tampon IP150 (Tris-Hel 50 mM à pH 7.4, NaCI 150 mM, MgCb 2 

mM et NP40 0.1 %) contenant un cocktail d'inhibiteur de protéase (Complete, 

Roche). L'extraction des protéines a été réalisée par lyse cellulaire à l'aide des billes 

de verre (300 ilL) dans 500 ilL de solution de tampon IP150. Les échantillons ont été 

brassés par le vortex pendant 45 secondes puis maintenus dans la glace (45 

secondes.). Ces deux étapes sont répétées 5 à 6 fois de suite avant de sédimenter les 

débris par centrifugation à 13000xg, pendant 10 minutes. Pendant ce temps, les billes 

de protéine-A sépharose préalablement incubées avec l'anticorps monoclonal anti­

HA de souris (12CA5) sont lavées 3 fois par le tampon. Ainsi, pour chaque 

échantillon, 3 mg billes de protéine A sépharose couplées à l'anticorps HA ont été 

incubées avec 500 ilL d'extrait de protéines sur un «Nutaton> à 4D C pendant 2 heures. 

Le mélange a été centrifugé pendant 35 secondes à 13000xg, le surnageant a été 

récupéré et le culot de billes résultant a été lavé 5 fois avec le tampon IP 150. Le culot 

de billes a été suspendu dans 40 ilL tampon SDS 2X, tandis que 25 ilL d'extrait bmt 

a été mélangé avec 5 ilL tampon SDS 6X. Les différents échantillons ont été chauffés 

(95 D C pendant 5minutes), puis centrifugés pendant 5 secondes à 13000xg de façon à 

sédimenter les billes. En fin, 20 ilL de chaque échantillon ont été séparés sur un gel 

SDS-PAGE de 8 ou 12%, et les protéines ont été transférées sur membrane (voir 

section 2.7.2). Dans ce cas, l'anticorps primaire est anti-C-myc (20 Ilg) et l'anticorps 

secondaire est anti-IgG de souris dilué 1/10000 (Roche). La membrane a été lavée 

puis incubée dans du ECL plus comme dans la section 2.7.3 avant d'être exposée à un 

film à rayon-X (FUJIFILM). 



CHAPITRE III
 

RÉSULTATS ET DISCUSSION
 

3.1 Prédiction de domaines d'interaction protéine-protéines ou domaines «coi led­

coil » de Dbp4 et construction des «appâts» pKB l, pKB2 et pKB3 

La plupart des protéines exercent leurs fonctions en s'associant à d'autres 

protéines partenaires par l'intermédiaire des domaines d'interaction protéine-protéine. 

Parmi ces domaines d'interaction, il y a les domaines «coiled-coil». Les domaines 

«coiled-coil» sont des structures autonomes organisées en une répétition de motifs 

(heptamètres) présentant des interfaces d 'hétérodimérisation susceptibles d'interagir 

avec d'autres protéines (Lupas et al., 1991; Wolf et al. 1997). 

Afin d'identifier les domaines «coiled-coil» potentiels de Dbp4, nous avons 

procédé à une analyse bioinformatique de la séquence protéique à partir du 

programme COILS (Lupas et al., 1991). Cette analyse a permis de prédire la présence 

de deux domaines coiled-coil (CC) assez significatifs situés sur les extrémités N- et 

C-terminales. Comme le montre la Figure 3.1A, l'extrémité N-terminale présente une 

prédiction de 40% tandis l'extrémité C-terminale présente une prédiction maximale 

(100%). 

Après identification des domaines «coiled-coil», les séquences codantes de KB l, 

KB2 et KB3 (Figure 3.1B) ont été séparémant clonées dans pGBKT7. Ces clonages 

respectifs ont permis d'obtenir les vecteurs «appâts» pKB l, pKB2 et pKB3. Chacune 

de ces constructions a été utilisée pour cribler de façon indépendante les différentes 

banques génomiques de levure S. cerevisiae. La présence d'un tel domaine sur Dbp4 

suggère que cette protéine pourrait interagir avec d'autres protéines durant 

l'accomplissement de certaines de ces fonctions. A cause de la forte prédiction 
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(100%) d'un domaine CC sur l'extrémité C-terminale, nous avons surtout concentré 

nos efforts sur cette partie de la protéine pour dételminer ses partenaires protéiques. 
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Figure 3.1. Prédiction de domaines «coi1ed-coil» de Obp4 et représentation 
schématique des séquences protéiques «appât». (A) Présence de domaines «coi led­
coil» sur l'extrémité N- et C-terminale de Obp4 avec des probabilités de présence de 
40% et de 100%, respectivement. L'axe des X représente la séquence protéique de 
Obp4 composé de 770 aa. Les valeurs (0 à 1) indiquées sur l'axe des Y représentent 
les différentes prédictions suivant trois fenêtres de lecture ayant 14, 21 et 28 résidus 
représentées par les différentes courbes verte, bleue et rouge, respectivement 
(http://www.ch.embnet.org/software/COILS). (B) Représentation schématique de la 
séquence entière de Dbp4 (résidus 1 à 770) montrant les deux domaines «coiled-coil» 
et le domaine DEAO. KB3, KBt et KB2 sont les produits d'expression des inserts 
«appâts» dont les séquences codantes ont été clonées dans pGBKT7 de façon 
indépendante afin de construire les vecteurs d'expression «appâts» pKB3, pKBl et 
pKB2, respectivement. 
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Pour construire les vecteurs «appâts», les inserts «appâts» correspondant ont 

été amplifiés par PCR à partir de l'ADN génomique de S. cerevisiae. Les produits 

amplifiés ont été séparés sur un gel d'agarose 1% en parallèle avec le marqueur de 

taille moléculaire lkb plus (Roche). La Figure 3.2 est un exemple de séparation sur 

gel de produits amplifiés afin de générer la construction «appât» pKB 1. Sur cette 

figure, nous constatons la présence de deux bandes. La bande la plus haute (650 pb) 

est le produit d'amplification qui code pour KBl et la bande de taille inférieure à 100 

pb représente les oligos utilisés pour l'amplification. Par ailleurs nous constatons que 

le nombre de résidus de la séquence KB 1 codée par la bande haute est de 210 aa soit 

630 nucléotides (Figure 3.1 B). En tenant compte du retard de la bande à 650 pb et des 

deux sites de clonage (EcoRl et BamHI) ajoutés pendant de l'amplification, nous 

pouvons dire que le produit d'expression protéique de cette bande correspond 

parfaitement à KB 1. 

~b .---""" 

100 

Figure 3.2. Exemple d'analyse sur gel d'agarose 1% d'une séquence codante d'un 
insert «appât» après amplification par PCR à partir de l'ADN génomique de la levure 
S. cerevisiae. Gel analytique montrant un fragment de 650 pb après amplification de 
la séquence codante de KBl sur la piste ADNc-KB1. Le marqueur de taille 
moléculaire 1kb plus est représenté par M et les nombres représentent les tailles des 
poids moléculaires en paire de base (pb). 
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3.2 Analyse des protéines recombinantes des constructions «appâts» 

Dans le but d'analyser les produits d'expression protéiques des différentes 

constructions «appâts», chacune d'entre elles a été utilisée pour transformer la souche 

de levure AH1ü9. En parallèle, le vecteur pGBKT7 a été utilisé pour transformer 

AH1ü9. Une fois sélectionnés sur SD-Trp, les extraits protéiques des colonies ont été 

séparés sur des gels de polyacrylamide (voir 2.7.2). Comme exemple, nous avons 

présenté les produits d'expression protéiques de la construction «appât» pK.B 1 

représentées sur la Figure 3.3 en parallèle avec le vecteur pGBKT7 vide utilisé 

comme témoin. Sur cette figure, les bandes de 85 kDa situées sur les pistes 1 à 8 

correspondent aux produits d'expressions de pK.B1 tandis que la bande de 22 kDa 

correspond au témoin pGBKT7. 

pGBKT7 1 2 3 4 5 6 7 8 

85 

22 

Figure 3.3. Exemple d'analyse sur des gels de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes de produits d'expression protéiques d'une construction «appât». Gel 
polyacrylamide de 12% montrant l'expression protéique du vecteur pGBKT7 et de 
huit colonies (1 à 8) de levure renfermant pK.B 1. Les protéines ont été extraites par la 
méthode de Kushnirov (2000); pour chaque échantillon, seulement 10flL de mélange 
d'extraits protéiques avec du tampon bleu SDS 2X ont été séparés. 



41 

En fait, la bande de 85 kDa correspond à l'expression protéique du domaine de 

liaison à l'ADN de Gal4 fusionné à l'insert «appât» et à l'épitope c-myc. Par contre la 

bande de 22 kDa ne représente que l'expression protéique du domaine de liaison à 

l'ADN de Ga14 fusionné à l' épi tope c-myc uniquement. Ainsi, à partir de ces deux 

produits d'expression nous pouvons en déduire la taille réelle (taille identifiée sur gel) 

de la séquence insert «appât»; celle-ci est égale à 63 kDa soit 85-22 kDa. Par ailleurs, 

la Figure 3.lB montre que le fragment insert «appât» est KBl et que celui-ci est 

constitué de 210 résidus. L'analyse de KBl à partir du programme «Theoretical 

pl/Mw» de Gasteiger et al (2003) montre que sa taille théorique est d'environ 24 kDa 

et que son point isoélectrique est de 4.67 et donc faiblement acide. Par contre, si nous 

comparons la taille théorique (24 kDa) à la tai lIe réelle (63 kDa) de KB 1 déduite à 

partir du gel (Figure 3.3), nous constatons que la taille réelle de KB 1 est 39.9 kDa 

plus grande que la taille théorique. Cette importante différence de taille serait liée à la 

charge positive de la séquence protéique KB1 et à la présence du domaine CC sur 

l'insert «appât». En effet, la présence de cette structure pourrait conduire à la 

formation d'un dimère voire même d'un tétramère d'où l'augmentation de taille des 

produits d'expression protéiques résultants. 
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3.3 Criblage des banques génomiques de levure Cl, C2 et C3 par les différentes 

constructions «appâts» 

Le criblage des trois banques génomiques de levure par chacune des 

constructions «appâts» a permis de réaliser 9 criblages au total. Au tenue de ces 

criblages, 378 clones ont été sélectionnés sur SD-Trp-Leu-His. Panui ceux-ci, seuls 

203 ont présenté un phénotype bleu lorsque sélectionnés sur SD-Trp-Leu-His en 

présence de X-o.-Gal. Ces clones ont été sélectionnés de façon indépendante dans de 

grandes boîtes de pétri ou «masters» plaques selon l'«appât» et la banque utilisés 

pour chaque criblage. La Figure 3.4 est un exemple de sélection de clones positifs sur 

SD-Trp-Leu-His en présence de X-o.-Gal après le criblage la banque Cl par la 

construction «appât» pKB3. Cette figure montre 17 clones positifs avec un phénotype 

bleu après quatre jours d'incubation à 30°C. Il est intéressant de signaler que ces 

clones ont été sélectionnés sur ce milieu parmi 3.Sxl06 transformants au total. Le 

même travail été réalisé après les autres criblages. 

Figure 3.4. Exemple de sélection de clones positifs après criblage d'une des trois 
banques génomiques de levure par une des trois constructions «appât». Les clones ont 
été sélectionnés sur un milieu SD-Trp-Leu-His contenant du X-o.-Gal après criblage 
de la banque génomique Cl par la construction «appât» pKB3. 
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La croissance et la coloration bleue des clones sur un milieu sélectif (SD-Trp­

Leu-His) en présence de X-ex-Gal indiquent qu'il y a activation des gènes rapporteurs 

HIS3 et MELl. L'activation de ces gènes est due à l'association d'une des 

constructions «appât» (ici pKB3) avec sa «proie» et ceci à l'intérieur de la levure 

AH 109. Par contre la coloration bleue des clones est due à 1'hydrolyse du substrat 

chromogène X-ex-Gal par la ex-galactosidase qui est une enzyme codée par le gène 

MEU de Saccharomyces cerevisiae (Aho et al., 1997). Cette enzyme est sécrétée par 

la levure au moment de la réponse de Ga14. 

A la lumière de ces analyses nous pouvons dire qu'il y a association entre 

«proie» et «appât» dans chacun des clones représentés sur la Figure 3.4. De plus, 

cette association est d'autant plus forte que l'intensité de coloration bleue et la 

croissance des levures sont importantes. 

3.4 Analyse de l'ADN des plasmides des clones positifs 

Afin d'analyser les inserts «proies» des clones issus des banques génomiques 

de levure, les plasmides des 203 clones positifs ont été isolés (sous section 2.8.2.1). 

Ensuite les plasmides «proies» de ces banques ont été utilisés pour transformer des 

bactéries E. coli qui sont par la suite sélectiOlUlées sur un milieu LB en présence 

d'ampicilline (sous section 2.8.2.2). Après mini préparation de l'ADN des bactéries 

précédemment sélectionnées, l'ADN p1asmidique résultant a été digéré par les 

enzymes EcaRT et BglII (NEB) dans le but de séparer les inserts du vecteur «proie» 

des banques (sous section 2.8.2.3). Ces produits de digestion ont été alors analysés 

sur un gel d'agarose de 1%. Les Figures 3.5, 3.6 et 3.7 sont des exemples de profil de 

digestion enzymatique d'ADN plasmidique de certaines de ces bactéries par les 

enzymes de restriction mentionnées ci-dessus. 

Comme la levure peut contenir plus d'un plasmide (James et al, 1996), nous 

avons analysé au hasard trois ou quatre plasmides bactériens pour chaque clone 

positif de levure afin de mieux les identifier. Ainsi, à partir des différents profils de 
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digestion enzymatiques nous avons déduit la taille des inserts avant de les comparer. 

Après ces analyses, les candidats potentiels ont été confirmés pour le double hybride 

avant d'être séquencés. 

La Figure 3.5 est exemple de profil de digestion enzymatique montrant trois 

différents plasmides bactériens de chacun des 4 clones positifs. Ces clones sont issus 

du criblage de la banque génomique Cl par pK.B 1. Sur cette figure nous constatons 

qu'à l'exception du clone (d) dont le profil de digestion des plasmides n'est pas le 

même, les plasmides de chacun des autres clones montrent un profil de digestion 

identique. 
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Figure 3.5. Exemple d'analyse sur un gel d'agarose 1% des clones positifs issus du 
criblage de la banque génomique Cl par la construction «appât» pK.B 1. Gel montrant 
le profil le profil de digestion enzymatique par EcoRI et BglII de trois plasmides de 
chacun des clones positifs (a) à (d). Les plasmides ont été sélectionnés dans un milieu 
LB contenant de l'ampicilline. (M) représente le marqueur de taille moléculaire 1 kb 
plus dont la taille des bandes est indiquée en paire de base (pb). 

En fait, les profils de digestion des deux premiers plasmides du clone (d) sont 

identiques mais différents du troisième. Par contre, une analyse plus poussée montre 

que les plasmides des clones (a), (c) et les deux premiers plasmides du clone (d) 

présentent un profil de digestion identique et que la taille de leur insert est d'environ 

600 pb. Cependant, la taille de l'insert du troisième plasmide de (d) est d'environ 
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2200 pb. En ce qui concerne le clone (b), ses plasmides renferment un insert 

d'environ 300 pb difficilement visible sur la photo du gel. A partir de ces résultats, 

nous pouvons dire que le clone de levure (d) renfermerait au moins deux inserts et 

que les plasmides des clones (a), (c) ainsi que les deux premiers plasmides de (d) 

garderaient le même insert. 

Néanmoins, en dehors du clone (b) qui correspond au clone LI'-2 représenté 

sur dans le Tableau 3.1, tous les autres clones n'ont pas été séquencés car leurs tests 

pour la confirmation du double hybride se sont avérés négatifs. 

La Figure 3.6 est un autre exemple de profil de digestion de 6 clones après le 

criblage de la banque Cl par pKB2. L'analyse de cette figure montre que les 

plasmides de chaque clone gardent un profil de digestion identique. De même, l'étude 
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Figure 3.6. Exemple d'analyse sur un gel d'agarose 1% des clones positifs issus du 
criblage de la banque génomique Cl par la construction «appât» pKB2. Gel montrant 
le profil de digestion enzymatique par EcoRl et BgllI (NEB) de quatre plasmides du 
clone (a) et de trois plasmides des clones (b) à (f). Les plasmides ont été sélectionnés 
sur un milieu LB contenant de l'ampicilline. (M) représente le marqueur de taille 
moléculaire 1 kb plus dont la taille des bandes est indiquée en paire de base (Pb). 
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des fragments de restriction, indique que ces clones (a) à (f) renferment les inserts 

30S0 pb, 4600 pb, 10S0 pb, SOO pb 1400 pb et 21S0 pb, respectivement. Cela suggère 

que les clones de levure renfermeraient un seul plasmide et que les inserts des 

différents clones ne sont pas les mêmes 

En outre, les clones (a), (c), (d), et (e) correspondent respectivement aux 

clones pKB2.1, K3, KS et K6 du Tableau 3.2, respectivement. Par contre, les clones 

(b) et (f) n'ont pas confirmés après les tests du double hybride. 

A l'instar des Figures précédentes, nous constatons que les plasmides de 

chacun des clones de la Figure 3.7 présentent un profil de digestion enzymatique 

identique. Ces clones sont issus du criblage de la banque Cl par pKB3 dont certains 

sont représentés sur Tableau 3.3. Également, nous remarquons que les plasmides des 

différents clones n'ont pas le même profil de digestion enzymatique. Toutefois, 

l'analyse de ces profils de digestion montre que ces clones contiennent des inserts de 

tailles différentes: 1300 pb, 9S0 pb, 29S0 pb, 6S0 pb, 21S0 pb et 800 pb. 

a b c d e f 

Fb 

40]0
 
3000
 
2000
 
1650
 

1000
 
8j)
 

~é11 
4(l) 

300
 
200
 
lm
 

Figure 3.7. Exemple d'analyse sur un gel d'agarose 1% des clones positifs issus du 
criblage de la banque génomique Cl par la construction «appât» pKB3. Gel montrant 
le profil de digestion enzymatique par EcoRl et Bgl II (NEB) de quatre plasmides du 
clone 1 et de trois plasmides des clones 2 à 6 .Les plasmides ont été sélectionnés sur 
un milieu LB contenant de l'ampicilline. (M) représente le marqueur de taille 
moléculaire 1 kb plus dont la taille des bandes est indiquée en paire de base (pb). 
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A l'exception du clone (c) non confirmé par le double hybride, les autres clones (a), 

(b), (d), (e) et (f) ont été séquencés. Ces clones correspondent aux clones positifs 

pKB3.1, pKB3.5, pKB3.22, pKB3.23 représentés sur le Tableau 3.3, respectivement. 

En définitive, ces plasmides ont été digérés par les enzymes de restriction 

EcoRI et BgU! parce que leurs sites sont situés de part et d'autre du site de clonage 

Cial des inserts des banques génomiques de levure (Figure 2.3). En plus, le choix de 

ces enzymes a permis de mieux identifier les inserts car étant flanqués par de courts 

fragments du MCS du plasmide (Figure 2.3). Il est intéressant de signaler la présence 

d'un nombre important de longs fragments d'inserts notamment sur la Figure 3.6. La 

taille de ces inserts est sans doute liée à une digestion incomplète ou à une religation 

au moment de la construction des banques génomiques. Grâce à leur taille, ces inserts 

pourraient adopter des conformations particulières pouvant entraîner une activation 

instantanée de certains gènes rapporteurs (Bartel et al., 1993). Ainsi, ce phénomène 

pourrait en partie expliquer la présence d'un grand nombre de faux positifs. 

3.5 Confirmation des résultats du double hybride 

Après avoir identifié et estimé la taille des inserts des plasmides «proie», nous avons 

réalisé des tests de confirmation du double hybride afin de différencier les vrais 

clones positifs des faux positifs (voir section 2.9). Ce test a été réalisé sur l'ensemble 

des 203 clones positifs dont les inserts ont été analysés. La Figure 3.8 est un exemple 

de sélection lors d'un test de confirmation de clones positifs pKB3.5, pKB3.56, 

pKB3.31 obtenus après criblage de la banque Cl par pKB3. Il est à noter que tous les 

clones ont été sélectionnés sur SD-Trp-Leu-His en présence de X-a-Ga\. L'analyse de 

cette figure montre une croissance et une coloration bleue de toutes les trois colonies 

issues de la co-transformation de la souche AHI09 par chacun des clones positifs 

avec pKB3. Par contre on remarque une absence de croissance (au bas de la figure) 

après co-transformation de chacun des clones clone avec pGBKT7 dans la même 

souche. 
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Figure 3.8. Exemple de confirmation de clones positifs obtenus par le système 
double hybride chez la levure. Les souches de levure ont été sélectionnées dans SD­
Trp-Leu-His en présence de X-a-Gal. En haut, croissance et coloration bleue de trois 
colonies après co-transformation de chacun des trois candidats positifs (pKB3.5, 
pKB3.56 et pKB3.31) avec leur «appât» pKB3 dans AHI09. En bas, absence de 
croissance après co-transformation de chacun des trois candidats positifs avec 
pGBKT7 dans AHI09. 

Ces résultats montrent que la présence de la construction «appât» pKB3 est 

indispensable à la croissance et à la coloration bleue de la souche de levure AHI09, 

indiquant que ce sont de vrais positifs. Puisque la croissance et la coloration bleue 

sont dues à l'activation des gènes rapporteurs HIS3 et MEU, cela suggère qu'il y a eu 

reconstitution du facteur de transcription Gal4 grâce à l'association des vecteurs 

«appât» et «proie». Par conséquent, cela pourrait démontrer que les protéines inserts 

«proies» contenus dans les clones pKB3.5, pKB3.56, pKB3.31 seraient des 

partenaires protéiques potentiels de Dbp4. Le vecteur pGBKT7 a été utilisé comme 

témoin négatif car étant dépourvu d' insert. 

Pour l'ensemble des 203 clones positifs testés, seuls 69 clones sont avérés être 

de vrais positifs. Ainsi, tous ces clones ont été séquencés puis analysés dans la base 

de données du génome de la levure Saccharomyces cerevisiae dans le site Internet 

http://www.yeastgenome.org (SGD). 
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3.6 Analyse des séquences de plasmide des clones positifs et identification de leur 

produit d'expression protéique 

Afin d'analyser les plasmides des clones séquencés, au moins 30 nucléotides 

de chaque séquence ont été sélectionnés après le site de restriction Cial (voir section 

2.10). Ces derniers ont été comparés aux séquences de la base de dOlmées de la levure 

SGD. Par exemple, l'analyse de la fusion N-terminale de la séquence plasmidique du 

clone positif pKB3.5-IFH1 (Figure 3.9A) à partir de cette base de données a permis 

d'identifier sa séquence homologue. Comme l'indique la Figure 3.9B, cette séquence 

correspond à la partie médiane du gène IFH1 qui est localisé sur le chromosome XII 

de S .cerevisiae. La Figure 3.9C est la séquence protéique du clone; cette dernière est 

obtenue à partir de cette même base de données puis confirmée par BLASTP dans 

NCBI. Également, une analyse plus apprç'fondie de la séquence protéique de ce clone 

à partir du programme COILS (Lupas et al., 1991) a permis de révéler la présence de 

domaines «coiled-coib>. Ces domaines sont représentés par deux pics (Figure 3.10) 

différents séparés par 45 résidus tous situés à proximité de la fusion N-terminale du 

clone positif pKB3.5-IFH1 avec le domaine d'activation (AD) du plasmide de la 

banque. 
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A pKB3.5 (Clone positif:IFHl) 

atcgatggt agtatacacg aagaagggtc tgatcttgta 
61 gaagatgctg aaaataaatt tttgcaaaat gaatacaatc aagaaaacgg atatgatgaa 

121 gaagatgacg aagaagatga aataatgtct gattttgata tgccgtttta tgaagatcct 
181 aaatttgcaa atctctatta ttatggcgat ggttcagagc caaagctatc tttgagtaca 
241 tctttaccgt taatgctaaa tgatgaaaaa ctatctaaac taaaaaagaa agaggccaaa 
301 aaacgggaac aggaagaaag gaaacaaaga cgaaagctct ataaaaagac gcaaaaacct 
361 agtacgagaa caacctccaa tgtggacaat gatgagtata ttttcaatgt tttttttcaa 
421 tcagatgatg aaaatagtgg ccataagagc aagaaaggca ggcataaatc gggcaaaagt 
481 catattgaac ataagaataa aggctcgaat ttgataaaat ccaatgatga tctggaacca 
541 tccactcata gtacggtcct gaattccggg aaatatgatt cttctgacga tgaatatgat 
601 aacattttgt tggatgttgc ccatatgcct tccgatgatg aatgcagtga atctgaaacg 
661 tcccacgatg ctgacacgga tgaagaattg agggcactgg attcagatag cttagacatt 
721 ggcacagaac tggacgacga ttacgaagac gacgacgatg attccagcgt gacaaatgtg 
781 ttcatagaca tcgatgtcga actgcagaga tctatgaatc gtagatactg a 

B BLAST dans (http://www.yeastgenome.orgl) (SGD) 

ann. 'Q,20 

580 

R'SA3UT'P13CP~éR21.8C 

595 

c 
1 EFPGGSIDGS IHEEGSDLVE DAENKFLQNE YNQENGYDEE DDEEDEIMSD 
51 FDMPFYEDPK FANLYYYGDG SEPKLSLSTS LPLMLNDEKL SKLKKKEAKK 
101 REQEERKQRR KLYKKTQKPS TRTTSNVDND EYIFNVFFQS DDENSGHKSK 
151 KGRHKSGKSH IEHKNKGSNL IKSNDDLEPS THSTVLNSGK YDSSDDEYDN 
201 ILLDVAHMPS DDECSESETS HDADTDEELR ALDSDSLDIG TELDDDYEDD 
251 DDDSSVTNVF IDIDVELQRS MNRRY* 

Figure 3.9. Exemple d'analyse bioinformatique d'une séquence d'un clone positif et 
détermination de sa séquence protéique à partir de la base de donnée de S. cerevisiae. 
(A) Portion d'une séquence nucléotidique de l'insert du clone positif IFHl, 
sélectionnée après site Cial (en gras) généralement modifié pour le clonage. Cial est 
le lieu de la fusion N-terminale du clone IFHl avec le domaine d'activation (AD) du 
plasmide de la banque. (B) Résultat obtenu après avoir soumis la séquence 
sélectionnée en (A) dans la base de données du génome de S. cerevisiae, SGD. La 
séquence homologue correspondante est encadrée par deux traits parallèles en 
pointillés. Cette séquence est située sur la partie médiane du gène IFHl qui est 
localisé sur le brin inférieur du chromosome XII. (C) Représente la séquence 
protéique du clone positif IFHl. 
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Conune c'est uniquement la fusion N-terminale des séquences des clones 

positifs qui a été séquencée, l'analyse du clone au complet pourrait fournir de 

précieux renseignements quant à la présence d'autres domaines CC. En effet, puisque 

le début de sa fusion N-terminale correspond au nucléotide 1110 du gène IFHl dont 

la taille est de 3258 pb, il est donc possible de déduire la taille de la séquence hôte du 

clone pKB3.5-IFHl. 
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Figure 3.10. Exemple de prédiction de domaine coiled-coil (CC) d'un clone positif à 
partir du programme COILS. Présence de domaines de deux domaines coiled-coil à 
proximité de la fusion N-terminale du clone positifIfhl. 

Cette taille (3258 -1110 = 2148 pb) est presque identique à la taille du clone (2300 

pb) obtenue sur gel (Figure 3.7) si nous considérons l'effet du retard sur gel et les 

nucléotides appartenant au MCS du vecteur «proie» (Figure 2.3). Par conséquent, 

nous pouvons dire que la séquence du clone part du nucléotide 1110 jusqu'à la fin du 

gène IFH1.Par ailleurs l'analyse de la séquence complète de Ifhl à partir du 

programme COILS montre la présence d'un domaine CC dont la probabilité de 

présence est maximale (100%) à son extrémité C-terminale. Ce domaine CC se 

localiserait sur l'extrémité C-terminale du clone puisque les séquences seraient 

superposables. A partir de ces analyses nous pouvons dire que le clone pKB3.5-IFHl 

renfermerait un domaine CC à sa fusion N-terminale et possiblement un autre à son 



52 

extrémité C-terminale. La présence de ces domaines pounait beaucoup contribuer au 

phénomène d'interaction protéine-protéine au moment de l'association entre la 

«proie» et l' «appât». 

3.7 Identification des protéines contenant les séquences proies 

La comparaison des séquences des clones positifs avec les bases de données 

du génome de S. cerevisiae a permis d'identifier au total 16 protéines. Dans le but de 

mieux rendre lisible nos résultats, la séquence protéique de chaque clone a été 

représentée par ces dix premiers résidus ou moins sauf dans le cas où nous 

rencontrons prématurément un codon de terminaison (voir Tableaux 3.1,3.2 et 3.3). Il 

est important de signaler que seuls les clones confirmés positifs après les tests de 

confirmation du double hybride sont séquencés et par conséquent consignés dans ces 

Tableaux. Par exemple, les clones résultant du criblage de pKB 1 par C3 et ceux 

résultant du criblage de pKB2 par C2 et C3 n'ont pas été séquencés car étant testés 

négatifs. Également, pour tous les clones séquencés, nous avons tenté de déterminer 

les protéines conespondantes avant de prédire la présence de domaines CC, de les 

localiser et d'identifier les fonctions. 

Dans le détail, le Tableau 3.1 regroupe l'ensemble des clones séquencés après 

le criblage des banques par pKBl. En dehors des faux positifs et de Yap2, nous avons 

identifiés au total 9 protéines réparties entre les banques Cl et C2. Ces protéines sont 

Bem15, Siw14, Brr2, Imll, Rps20, Prp22, et Pyc2 pour Cl et Rps2 et TorI pour C2. 

Pour la suite de ce travail, le clone Rps20 a été un de nos candidats potentiel puisque 

comme Rps2, il fait partie de la structure de la petite sous-unité du ribosome dont l'un 

des principaux constituants est l'ARNr l8S. En plus, le fait que Dbp4 (ici l'insert 

«appât») soit impliqué à la maturation de cet ARNr suggère fortement que cette 

protéine pounait s'associer à ces protéines ribosomiques (Rps20 et Rps2). Des études 

ont montré que des protéines ribosomiques (Rps4, Rps6, Rps7, Rps9 et Rps14) 

spécifiques au « SSU processome» seraient aussi impliquées dans la 
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Tableau 3.1. Clones positifs séquencés après criblage des banques génomiques par la 
construction «appât» pKB 1 

Banque	 clone CC Protéine Loc Fonction Séquence 
LI I_2-43 0% Heml5 Mi Biosynthèse de l'hème GNKEPFVNIP 
LI i _2 51 0% Siwl4 Cy Tyrosine phosphatase PHKPYVAFRY 
LII-256 0% Brr2 Ne/Cy Hélicase et épissage DSGDDQPQSS 
LI i _2 54 65% Imll Va Indéterminée DSEIHRlTCSS 
LI-23D 0% Yap2 Ne/Cy Contrôle des gènes VSIFSAVRRS 
LI-42A 0% Yap2 Ne/Cy Contrôle des gènes VSIFSAVRRS 
LI-52A - FAUX+ - - REHKSHTNA 
LI-AX 18% Heml5 Mi Biosynthèse de l'hème VAFRYAKPLT 
LI-15A - FAUX+ - - EILNFSTDEF 
LI-4.26B - FAUX+ - - RSSLTRGYR 
LI-4 8A - FAUX+ - - GFHTIFLDKS 
4-3A - FAUX+ - - GAKCEYSKNS 
4-4A - FAUX+ - VYRCLFMSLS 
4-25A - FAUX+ - - GWGCDDDDH 
4-45D - FAUX+ - - GIHRR* 
4-54A 30% Rps20 Rb Structure du ribosome VSSNIVKNAE 
1-9A 100% Prp22 Ne/Cy Hélicase et épissage DDYPELKDEI 
1-38A - FAUX+ - - GRGH* 
I-IIB - FAUX+ - - HRNSCLKNLV 
1-27A - FAUX+ - - VSIFSAVRRSE 
6A 30% Pyc2 Cy Carboxylase IHCRPGLELE 

CI	 8A - FAUX+ - - HRICFHYGMR 
17A - FAUX+ - - IVMHIHLFYS 
20A - FAUX+ - - EFPGIHRDT* 
71A - FAUX+ - - AALTVLGA 

C2	 LII-23A - FAUX+ - - PLQNFADRMI 
LII-23B - FAUX+ - - IDILIFSCYFDL 
LII-24A - FAUX+ - - IALANSLDFP 
LIlI-6IA 10% Rps2 Rb Structure du ribosome LVWVSRPPRK 
LIII-59A - FAUX+ - - ALALHFC 
LIII-23 A 10% Torl Mb/Va Map Kinase/ biogenèse VIPSIRKILL 
LIlI-I6A 10% Rps2 Rb Structure du ribosome LVWVSRPPRK 
III-52A - FAUX+ - - PSRGYRDER* 
IlI-54B - FAUX+ - - DPSCHSKS* 

Sur ce tableau, sont représentés le nom des banques, les noms des clones, le pourcentage ou 
probabilité de présence des domaines coi led-coil (CC) des protéines renfermant les séquences 
protéiques des clones isolés. Les clones faux positifs (Faux+) sont représentés par de courtes 
séquences peptidiques dont les homologues n'ont pas été identifiés dans la base de dOlmées 
de SGD. De plus, la localisation (Loc) et la fonction des protéines sont représentées sur le 
Tableau. Les termes, Cy Mb, Mi, Ne, Rb et Va signifient cytoplasmique, membranaire, 
mitochondriale nucléaire, ribosomique et vacuolaire, respectivement. Les protéines 
candidates pour la co-immunoprécipitation sont représentées en gras et sont soulignées. 
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maturation du l8S (Bernstein et al., 2004). Cela indique que Rps20 et Rps2 

pourraient être impliquées dans la maturation du I8S. Nous constatons aussi la 

présence de deux clones identiques de Yap2 ainsi que deux autres identiques de Rps2. 

Par contre la protéine mitochondriale BernIS contient deux clones différents. 

En ce qui concerne le Tableau 3.2, il représente l'ensemble des clones positifs 

séquencés obtenus après criblage des banques génomique par la construction «appât» 

pKB2. Tous les clones de ce Tableau sont issus de la banque Cl. Les clones des 

autres banques étaient tous négatifs lors des différentes sélections. Sur ce Tableau, à 

l'exception du clone K4 appartenant à la protéine mitochondriale Yjr003C et les 

clones KIO, KI, K2 et pKB2.6 de la protéine Yap2, tous les autres sont des faux 

positifs. De plus, nous remarquons que ces protéines sont dépourvues de domaines 

Cc. Yap2 est un facteur de transeription nucléaire qui pourrait aussi se localiser dans 

le cytoplasme. Dans un environnement favorable, Yap2 fait la navette entre le noyau 

et le cytoplasme grâce à l'exportine Crml; cet équilibre est rompu par la présence de 

cadmium (Cd) qui inhiberait le trafic vers le cytoplasme favorisant ainsi 

l'accumulation de Yap2 dans le noyau (Azevedo et al., 2007). Par ailleurs des études 

ont montré que Yap2 serait associée au contrôle d'un ensemble de gènes impliqués 

dans la stabilisation de certaines protéines (Cohen et al. 2002). De plus, nous 

constatons que les clones KIO et KI de Yap2 sont tous identiques. 

L'analyse du Tableau 3.3 révèle la présence de 12 protéines contenant les 

différents clones positifs. Mis à part la protéine mitochondriale/cytoplasmique 

YLR072W qui renferme la séquence protéique du clone pKB3.33 de la banque C2, 

toutes les autres protéines ont été identifiées à partir des clones de la banque Cl. 

Parmi ces protéines, il y a Ifh l, Mucl, Msb2, Yap2, Skm l et Rm5. De plus, il est 

important de noter que deux des trois clones correspondant à Ifhl sont identiques et 

que c'est la même satiation pour Msb2. Cependant, les deux clones de Rm5 sont 

identiques. 
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Tableau 3.2. Clones positifs séquencés après criblage des banques génomiques par la 
construction «appât» pKB2 

Banque	 Clone CC Protéine Loc Fonction Séquence 
pK.B2.l - FAUX+ - - DPSRDFAVVM 
KIO 0% Yap2 Ne/Cy Contrôle des gènes VLCLQC* 
KI 0% Yap2 Ne/Cy Contrôle des gènes VLCLQC* 
K2 0% Yap2 Ne/Cy Contrôle des gènes EFPGIHRV* 
K3 - FAUX+ - - lAWPCAGDGS 
K4 0% YjrOO3c Mi Indéterminée RHPSFDPIRH 

Cl K5 - FAUX+ - - VIFTFSFS* 
K6 - FAUX+ - - VSIFSAVRRS 
K7 - FAUX+ - - VSIFSAVRRS 
K8 - FAUX+ - - VSIFSAVRRS 
pKb2.4 - FAUX+ - - PSNML* 
pK.B2.6 0% Yap2 Ne/Cy Contrôle des gènes LSIFSAVRRS 

Sur ce tableau, sont représentés le nom des banques, les noms des clones, le pourcentage ou 
probabilité de présence des domaines coiled-coil (CC) des protéines renfermant les séquences 
protéiques des clones isolés. Les clones faux positifs (Faux+) sont représentés par de courtes 
séquences peptidiques dont les homologues n'ont pas été identifiés dans la base de données 
de SOD De plus, la localisation (Loc) et la fonction des protéines sont représentées sur ce 
Tableau. Les termes, Cy, Mi et Ne signifient cytoplasmique, mitochondriale et nucléaire, 
respectivement. 
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Tableau 3.3 Clones positifs séquencés après criblage des banques génomiques par la 
construction «appât» pKB3 

Banque clone CC Protéine Loc. Fonction Séquence 
pKB3.44 100% lOtI NaINe «rRNA VINNEDSHGE 

processing» 
pKB3.35 - FAUX+ - - ASNML* 
pKB3.2 - FAUX+ - - AFPLSLVLNS 
pKB3.11 0% MUCl Mb Map-kinase APSSTPFSSS 
pKB3.31 0% Msb2 Va/Mb Map-kinase AASTASATLS 
pKB3.1 0% Msb2 Va/Mb Map-kinase VASSSTANVV 
pKB3.5 100% lOtI No/Ne «rRNA DGSIHEEGSD 

processing» 

CI 
pKB3.22 
pKB3.30 

0% 
-

Yap2 
FAUX+ 

Ne/Cv 
-

Contrôle des gènes 
-

VSIFSAVRRS 
VSFMVLLYFV 

pKB3.32 - FAUX+ - - VSIFSAVRRS 
pKB3.33 - FAUX+ - - PRGVEIDTSQ 
pKB3.34 - FAUX+ - - PIDSVFPPWI 

pKB3.23 10% Skml Mb Activité .kinase TYDDWNRNSK 

pKB3.53 - FAUX+ - - GTRNGF* 
pKb3.46 100% lOtI No/Ne «rRNA VINNEDSHGE 

processing» 
pKB3.47 - FAUX+ - - VSRRMAEIL* 

pKB3.56 100% RrnS No/Ne Transcription VLPRRIVLTL 
ADNr 

pKB3.57 100% RrnS No/Ne Transcription VLPRRlVLTL 
ADNr 

pKB3.60 0% Msb2 Va/Mb Map-kinase VASSSTANVV 

C2 pKB3.33 45% Ylr072W Mi/Cy Indéterminée LGDAMDNELN 

pKb3.10 - FAUX+ - LFFL* 

C3 pKB3.49 - FAUX+ - RCSYVDHEKR 

pKB3.49 - FAUX+ - RCSYVDH 

Sur ce tableau, sont représentés le nom des banques, les noms des clones, le pourcentage ou 
probabilité de présence des domaines coiled-coil (CC) des protéines renfermant les séquences 
protéiques des clones isolés. Les clones faux positifs (Faux+) sont représentés par de courtes 
séquences peptidiques dont les homologues n'ont pas été identifiés dans la base de données 
de SGD. De plus, la localisation (Loc) et la fonction des protéines sont représentées sur le 
Tableau. Les termes, Cy Mb, Mi, Ne, No, Rb et Va signifient cytoplasmique, membranaire, 
mitochondriale, nucléaire, nucléolaire, ribosomique et vacuolaire, respectivement. Les 
protéines candidates pour la co-immunoprécipitation sont représentées en gras et sont 
soulignées. 
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En somme, l'analyse de ces tableaux permet de dire qu'environ 58% des 

clones séquencés sont des clones faux positifs tandis la proportion des clones positifs 

et des clones Yap2 est d'environ 32% et 10%, respectivement. Ces faux positifs sont 

caractérisés par de courtes séquences peptidiques composées d'au maximum d'une 

vingtaine de résidus.Toutefois, la comparaison de ces peptides avec les bases données 

de SGD et de NCBI n'a révélé aucune information quant à l'origine des séquences. 

Un si grand nombre de faux positifs serait sans doute lié soit à un mauvais 

séquençage, soit à la prédominance de longs fragments d'inserts «proies». La 

fréquence du clone Yap2 peut s'expliquer par le fait qu'il pourrait présenter une 

affinité particulière pour les domaines CC ou peut être sa surexpression aurait 

entraîné l'auto-activation de l'«appât». Dans leurs travaux, Vilela et al.(l999) ont 

montré que les deux uORF situés en 5'UTR de Yap2 jouent un rôle atténuateur dans 

l'expression du gène et que cette fonction serait déstabilisée par la présence d'une 

structure secondaire. Puisque les inserts «appâts» renferment un domaine CC, celui-ci 

pourrait adopter une telle conformation qui perturberait le rôle atténuateur des uORF 

entraînant ainsi l'auto-activation de la «proie» AD-Yap2. Parmi les clones positifs, 

nous avons mis l'accent sur Ifhl, Rrn5, Rps20 et Msb2 puisque, les trois premières 

sont nucléolaires tandis que la quatrième est associée à la protéine nucléolaire Nip7. 

Ifh 1 est une protéine nucléaire/nucléolaire encore connue comme étant un facteur de 

transcription spécifique aux protéines ribosomiques. Sa surexpression aurait un effet 

considérable sur la réduction du «silencing» des télomères et l'ADN ribosomique 

(Singer et al., 1998). En plus de son implication dans la biogenèse des ribosomes, 

Ifh 1 aurait une forte tendance à se localiser dans le nucléole dans certaines conditions 

de stress (Rudra et al., 2005; Jorgensen et al., 2004 Dietmar et al. 2004; Schawalder 

et al. 2004; Wade et al., 2004). En plus, l'interaction de Ifhl avec la protéine 

nucléolaire Utp22 (un membre du complexe «SSU processome») aussi impliquée 

dans la maturation du 18S indique que Ifh 1 pourrait s'associer à Dbp4 (Krogan el al., 

2006). Le fait que tous les clones appartenant à Ifhl correspondent à sa moitié C­

terminale, suggère que cette partie de la protéine jouerait un rôle crucial dans son 
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association avec Dbp4. Ainsi, tout porte à croire que cette association serait sans 

doute liée à la présence des domaines CC présents dans cette partie la protéine. 

La protéine nucléolaire Rrn5 est un membre de UAF (Upstream Activation 

Eactor) impliqué dans la régulation de la polI ainsi qu'à la transcription de l'ADNr 

par la pol l (Nogi et al., 1991; Keys, et al., 1996). Dans ce travail, nous avons 

identifié deux clones identiques correspondant à la protéine entière de Rrn5. Comme 

Dbp4, Rrn5 présente un domaine CC maximal (100% de prédiction) sur l'extrémité 

C-terminale qui pourrait servir d'interface au moment de son association avec Dbp4, 

un partenaire protéique potentiel. 

A l'instar de l'ARNr 18S, la protéine ribosomique Rps20 est une protéine qui 

est requise pour la formation de la petite sous-unité ribosomique. Comme la protéine 

nucléolaire Dbp4 serait impliquée dans la maturation du 18S, il est fort possible que 

l'association de ces deux protéines soit déterminante à la maturation du 18S. De plus, 

le fait que Rps 19 et les protéines ribosomiques (Rps4, Rps6, Rps7, Rps9 et Rps 14) 

spécifiques au «SSU processome» soient toutes impliquées dans la maturation du 

18S, suggère que Rps20 pourrait être aussi impliquée dans cette fonction (Bernstein 

et al., 2004; Léger-Silvestre et al., 2005). 

Msb2 est une protéine vacuolaire membre des protéines kinases également 

impliquée dans certains type de cancers comme DDXIO, l'homologue de Dbp4 chez 

l'humain (Cullen et al., 2004). Msb2 est associée à la protéine nucléolaire Nip7. Cette 

dernière est associée à Rrp43 qui, comme Dbp4 est aussi impliquée à la maturation 

18S (Liang et al., 1997, Zanchin et Goldfard, 1999; Uetz et al., 2000, Kos et al., 

2005). Cela suggère que Msb2 pourrait s'associer à Dbp4. 
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3.8 Tests in vivo des clones positifs correspondant à Ifhl, Rrn5, Rps20 et Msb2 

3.8.1 Amplification des «cassettes» à partir des plasmides pFA6a et intégration dans 

le génome de la levure par recombinaison homologue 

Dans le but de mieux consolider nos résultats du double hybride, nous avons 

voulu réaliser des tests in vivo de quatre des partenaires potentiels de Dbp4 à savoir 

Ifhl, Rrn5, Rps20 et Msb2. Ainsi, en l'absence d'anticorps pour ces protéines, des 

«cassettes» contenant l'épitope 9MYC et des marqueurs de sélection auxotrophes 

(TR?1 ou HIS3) ont été amplifiées à partir des plasmides pFA6a (voir section 2.11.1). 

La Figure 3.11A montre une bande d'environ 1700 pb sur la piste D-3HA qui 

correspond à la taille de la «cassette» utilisée pour la construction de DBP4-3HA. Par 

contre, sur la Figure 3.11B, les hautes bandes de taille d'environ 1500 pb sur les 

pistes 1, 2 et 3 de cette figure correspondent aux «cassettes» nécessaire à la 

construction de MSB2-9MYC, RRN5-9MYC et RPS20-9MYC, respectivement. 
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Figure 3.11. Analyse sur gel d' agarose 1% des «cassettes» amplifiées à partir des 
plasmides pFA6a. (M) représente le marqueur de taille moléculaire 1 kb plus dont la 
taille des bandes est indiquée en paire de base (pb). (A) Gel analytique montrant une 
bande d'environ 2000pb correspondant à la «cassette» Dbp4-3HA. (B) Gel analytique 
montrant une bande d'environ 1500 pb sur les pistes 1, 2 et 3 représentant les 
«cassettes» MSB2-9MYC, RRN5-9MYC et RPS20-9MYC, respectivement. 
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Pour la suite, les «cassettes» (DBP4-3HA, RRN5-9MYC, RPS20-9MYC et 

MSB2-9MYC) ont été intégrées de manière respective dans le génome de la souche 

W303a pour générer les souches YKB 1, YKB4, YKB6 et YKB8, respectivement. 

Ces quatre dernières souches et la souche DR37 (Rudra et al., 2005) ont été 

transfonnées par la «cassette» contenant DBP4-3HA pour donner les souches 

respectives YKB2, YKB3, YKB5 et YKB7 contenant les deux épitopes (9MYC et 

3HA) nécessaires pour la co-immunoprécipitation. 

3.8.2 Vérification des intégrations 

Dans le but de vérifier si les «cassettes» sont bien intégrées dans [es loci 

attendus, la zone d'intégration des «cassettes» a été amplifiée à partir de ['ADN 

génomique des levures modifiées génétiquement. La Figure 3.12 montre la présence 

d'une bande d'environ 1800 pb sur les pistes VI, V2 et V3 correspondant aux 

«cassettes» ayant intégrées les souches YKB8, YKB4 et YKB6, respectivement 

(Tableau 2.1). En réalité, la taille de ces bandes correspond à la taille des «cassettes» 

et celle des régions flanquant les sites d'intégration soit 1480pb + 300pb = 1780pb. 

Par conséquent, nous pouvons dire que la taille de cette bande est conforme au 

résultat attendu. 

M VI V2 V3
pb 

4000 
3000 
2000 

!=_..... 
1650 

• 1. ­
:...-­­11­
~ .......
 .. -.. ...... ..­

Figure 3.12: Analyse sur gel d'agarose 1% des «cassettes» ayant intégré le génome de la 
souche levure YKB8, YKB4 et YKB6 après amplification par PCR à partir de l'ADN 
génomique de ces souches. (M) représente le marqueur de taille moléculaire 1 kb plus dont la 
taille des bandes est indiquée en paire de base (Pb). Présence d'une bande d'environ 1800 pb 
sur les pistes VI, V2 et V3 représentant les cassettes amplifiées de MSB2-9MYC, RRN5­
9MYC et RPS20-9MYC, respectivement. 
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Après l'intégration des «cassettes» nous avons tenté de déterminer les produits 

d'expression des protéines recombinantes des protéines candidates afin de réaliser des 

tests de co-immunoprécipitation. Malheureusement, à l'exception de IFHI-9MYC 

(données non représentées), nous n'avons pas pu détecter les protéines recombinantes 

recombinantes de RRN5-9MYC, RPS20-9MYC et MSB2-9MYC, malgré plusieurs 

tentatives. De plus, nos tests de co-immunoprécipitation avec IFHl-9MYC n'ont pas 

fonctionné. 

Le manque d'expression de protéines recombinantes après intégration des 

cassettes dans les protéines candidates (Rm5, Rps20 et Msb2) pourrait s'expliquer 

par le fait que ces épitopes seraient toxiques pour l'expression des protéines. Cela est 

d'autant plus probable car ces protéines ne sont pas essentielles à la croissance des 

cellules et c'est pourquoi leurs déficiences n'ont pas affecté la survie des levures. 

Également, la présence des ces épitopes pourrait entraîner des encombrements 

stériques pouvant nuire à l'expression des protéines recombinantes ou à leur 

détection. Ifb 1 est une protéine à compartimentation nucléaire ou nucléolaire qui 

pourrait migrer vers le nucléole à cause de certaines conditions de stress. Ainsi, le fait 

que cette protéine n'a pas co-immunoprécipité avec Dbp4 pourrait être lié à une 

absence d'interactions stables du fait de la grande mobilité de Ifbl. 



CHAPITRE IV 

CONCLUSION 

Dbp4 est une RNA hélicase nucléolaire hautement conservée dans l'évolution 

dont le rôle dans la formation des ribosomes a été fortement suspecté. Son 

implication dans le déroulement de U 14 et de snR41 ainsi que son interaction 

génétique avec U 14 suggère que cette protéine pourrait jouer un rôle central dans la 

maturation de l' ARNr 18S. De plus, sa fonction hélicasique et la présence de 

domaines CC semblent indiquer que Dbp4 serait active dans la conformation et/ou 

l'association d'autres protéines ou facteurs. Si de rares études ont tenté d'élucider 

certaines fonctions associées à cette protéine (Liang et al. 1997; Kos et Tollervey, 

2005) des travaux plus approfondis seraient nécessaires pour mieux comprendre son 

rôle ainsi que ces différents partenaires protéiques. Pour cela, nous nous sommes 

proposés d'identifier les partenaires protéiques de Dbp4 tout en prenant en compte les 

mécanismes moléculaires mis en jeu en utilisant la technique du système double 

hybride chez la levure. 

En effet, le criblage des trois banques génomiques (Cl, C2 et C3) de levure 

Saccharomyces cerevisiae par chacune des trois constructions «appâts» pKB 1, pKB2 

et pKB3 a permis d'identifier 378 clones His+, au total. Parmi ces clones seuls 203 

sont Mel+ (coloration bleue). Après confirmation du double-hybride, 69 des 203 

clones se sont avérés être des candidats positifs potentiels. Cependant, l'analyse des 

séquences de ces 69 clones à partir des bases de données de SGD a révélé la présence 

de 58% de faux positifs (de courts peptides dont les homologues n'ont pas été 

identifiés dans la base de données SGD), 32% de positifs et 10 % de Yap2. La 

protéine nucléaire!cytoplasmique Yap2 est un facteur de transcription également 

connu pour son rôle stabilisateur de certaines protéines par l'intermédiaire des uORF 

si tués à son extrémité 5' UTR. C'est sans doute à cause de ces fonctions que Yap2 
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pourrait avoir une grande affinité avec les domaines CC de ces partenaires «appâts» 

et par conséquent la stimulation des gènes rapporteurs HIS3 et MELl. 

De façon plus intéressante, l'analyse des clones positifs a permis d'identifier 

différents types de clones correspondant aux protéines nucléolaires lful, Rrn5, Rps2û 

et Rps2 ainsi que la protéine vacuolaire Msb2. En effet, nous avons identifié trois 

clones de lful dont deux identiques, deux clones identiques de Rrn5, un clone de 

Rps2û, deux clones différents de Rps2 et trois clones de Msb2 dont deux identiques. 

Curieusement, à l'exception des clones correspondant à Msb2, tous les autres clones 

contiennent des domaines d'interaction protéine-protéine ou domaines CC comme 

leur «appât» (voir Tableaux 3.1 et 3.3). La présence de ces structures augmenterait la 

possibilité de l'association entre l'«appât» et la «proie». Tout comme Dbp4, les 

protéines nucléolaires sont impliquées dans la formation des ribosomes. Le choix des 

clones correspondant à Msb2 est surtout motivé par le fait que ces clones présentent 

les meilleures expressions lors de nos différentes sélections et que la protéine hôte 

(Msb2) est associée à Nip7, une autre protéine nucléolaire comme Dbp4. 

En définitive, l'ensemble de ces résultats semble bien confirmer l'hypothèse 

selon laquel1e Dbp4 serait associée à d'autres protéines. Toutefois, dans le but de 

consolider nos résultats, nous avons réalisé plusieurs tests in vivo de co­

immunoprécipitation qui malheureusement n'ont pas fonctionné. En perspective, il 

est possible d'optimiser les tests de co-immunoprécition en utilisant les anticorps des 

protéines candidates. De même, nous pouvons avoir recours à la méthode ChIP 

eÇhromatin Immuno12recipitation) qui est une technique généralement utilisée en cas 

d'interactions non stables. Une fois les tests in vivo réalisés, des délétions successives 

seront réalisées afin d'identifier les domaines d'interaction cibles. L'identification des 

partenaires protéiques de Dbp4 serait importante dans la compréhension de la 

biogenèse des ribosomes et au fonctionnement des RNA hélicases qui sont 

généralement associées aux maladies virales et certains types de cancer. A partir des 

différentes cibles, des modèles thérapeutiques pourraient être envisagés dans le but de 

contrer ces maladies. 
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