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N.B.     Nomenclature des protéines : 
 

Concernant les  noms  de  protéines,  nous  avons  respecté  la  nomenclature 

communément utilisée dans chaque organisme. Pour les protéines de levure seule la première 

lettre est en majuscule et le nom est suivi d’un « p » pour « protein » (e.g. Rsa1p). Pour les 

protéines humaines l’intégralité du nom apparaît généralement en lettre capitales (e.g. NUFIP). 

La séparation de deux noms de protéines par le symbole « / » fait simultanément référence à une 

protéine de levure et à son homologue humaine (e.g. Rsa1p/NUFIP). Pour les protéines du règne 

archae, seule la première lettre est en majuscule et le nom est précédé d’un « a » pour « archae » 

(e.g. aNop1). Enfin, le nom des ORF de levure correspond au nom de la protéine en majuscule et 

en italique (e.g. RSA1). 
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Préambule 

 

La traduction est une activité clef de toutes cellules vivantes car elle permet le décodage 

de l’information génétique portée par les ARNm (Acides RiboNucléique messagers) et la 

synthèse des liaisons peptidiques, à la base de la formation des protéines. La traduction est 

réalisée au sein d’une machinerie ribonucléoprotéique : le ribosome. Les ribosomes sont 

composés de protéines mais également d’ARNr (ARN ribosomiques) qui ont la particularité 

de composer le site actif. Chez les eucaryotes, cette machinerie comporte : i) une grande sous-

unité 60S (50S chez E. coli), composée de 3 ARNr (25-28S suivant les espèces, 5,8S et 5S) 

(23S et 5S chez E. coli) et de 46 protéines ribosomiques (34 chez E. coli), qui catalyse la 

formation de la liaison peptidique. ii) une petite sous-unité 40S (30S chez E. coli), composée 

de l’ARNr 18S (16S chez E. coli) et de 33 protéines ribosomiques (21 chez E. coli), au sein de 

laquelle s’effectue le décodage des ARNm. Le ribosome 80S a une masse de 3,3 MDa chez la 

levure. Son volume est environ 40% supérieur à celui de son homologue bactérien (70S). 

Les ribosomes étant les garants de la fidélité de la traduction de l’information 

génétique, leur biogenèse est un processus complexe et très contrôlé impliquant de 

nombreuses étapes. Parmi celles-ci, les clivages endo- et exo-nucléolytiques permettent de 

produire les ARNr matures à partir d’un grand ARN précurseur produit par l’ARN 

Polymérase I (le pré-ARNr 35S). Ce pré-ARNr subit aussi l’apposition de modifications de 

bases et de riboses (Figure 1). Ces étapes de clivages et de modifications du pré-ARNr se 

déroulent au sein de macro-complexes nucléolaires qui mettent en jeu des particules (les 

snoRNP ou « small nucleolar ribonucleoprotein particle ») contenant un petit ARN non 

codant (le snoRNA) et des protéines dont certaines d’entre elles portent une activité 

catalytique (Figure 1). Il existe deux grandes classes de snoRNP qui se distinguent par des 

séquences et motifs structuraux conservés dans le snoRNA qu’elles contiennent, et aussi par 

leur composition en protéines constitutives : il s’agit des snoRNP à boîtes C/D et des snoRNP 

à boîtes H/ACA. Ces deux familles de snoRNP participent donc à la maturation nucléolytique 

des ARNr mais sont également des machineries responsables des modifications des résidus 

des ARNr. 
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Figure 1. Représentation schématique du contexte biologique. L’ensemble des protéines, des ARN et l’ADN sont représentés en surface moléculaire sauf l’ARNr naissant 

symbolisé par un tube. Les évènements  de maturation, de biogenèse et d’assemblage sont symbolisés par des flèches en pointillées. Les compartiments cellulaires sont mention-

nés. Les évènements qui ont fait l’objet des études au cours de la thèse sont indiqués en rouge. Pour des raisons de clarté, l’échelle entre les différentes molécules n’est pas respec-

tée.
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Depuis de nombreuses années, le laboratoire s’intéresse aux mécanismes de biogenèse 

des ribosomes et, en particulier, à l’architecture et au rôle de ces snoRNP. Dès 2005, des 

travaux réalisés au laboratoire sur les archaea avaient clairement montré qu’il existait des 

particules sRNP équivalentes aux snoRNP et qu’elles peuvent être reconstituées in vitro en 

utilisant un ARN transcrit in vitro et des protéines recombinantes. Par contre, ce type de 

reconstitution n’avait pas pu être réalisée pour les snoRNP eucaryotes. Peu de temps avant 

que j’intègre le laboratoire, l’équipe avait trouvé l’origine de cette différence grâce à un 

travail de collaboration avec l’équipe d’E. Bertrand (IGM, Montpellier). Les deux équipes 

avaient mis en évidence l’existence de facteurs cellulaires impliqués dans la biogenèse des 

snoRNP in cellulo. 

A mon arrivée au laboratoire j’ai entrepris des études de relations structures-fonctions sur 

ces facteurs d’assemblage et sur leurs interactions avec les protéines des snoRNP, ceci en 

étroite collaboration avec Benjamin Rothé (Figure 1). J’ai également consacré une grande 

partie de mon travail de thèse à la détermination de structures tridimensionnelles de certains 

facteurs mais aussi à la mise au point des conditions de leur expression et de leur purification 

afin d’obtenir des échantillons compatibles avec des études structurales. 

Afin de mieux expliciter les résultats obtenus au cours de ma thèse, je présenterai dans la 

première partie introductive de mon manuscrit la maturation des ARNr comportant les 

clivages et les modifications des résidus. Je ferai ensuite des rappels synthétiques sur les 

étapes de la traduction ainsi que la structure du ribosome, dans le but de situer les résidus 

modifiés au sein de cette organisation. Je détaillerai enfin la mise en place de ces 

modifications par la machinerie des sRNP/snoRNP et ferai un bilan des données, notamment 

structurales sur ces particules. Pour finir, je donnerai des précisions sur les connaissances qui 

étaient disponibles au début de ma thèse sur les facteurs protéiques qui venaient d’être 

découverts comme étant impliqués dans l’assemblage des snoRNP. Ceci afin d’expliciter mes 

objectifs et mes stratégies de recherche qui visaient à établir les relations structures-fonctions 

impliquées dans les mécanismes d’assemblage des snoRNP eucaryotes, qui sont elles-mêmes 

requises pour la maturation des transcrits des ARN ribosomiques, composants essentiels des 

ribosomes. 

La partie introductive de ce manuscrit sera plus particulièrement focalisée sur la levure 

Saccharomyces cerevisiae qui a fait l’objet de mes études. Quand cela sera nécessaire, nous 

présenterons néanmoins des données complémentaires sur d’autres organismes. 
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1 Maturation des ARN ribosomiques 

1.1 Les évènements de maturation des ARNr 18S, 5.8S et 25S chez la 

levure 

Chez les Eucaryotes, la synthèse des ribosomes requière à elle seule les 3 ARN 

polymérases et mobilise environ 70% de l’activité transcriptionnelle (Warner, 1999).  L’ARN 

polymérase II synthétise les pré-ARNm codant les protéines ribosomiques et les facteurs 

intervenant en trans dans la biogenèse des ribosomes. L’ARN polymérase III produit le 

précurseur de l’ARNr 5S, tandis que l’ARN polymérase I transcrit un grand ARN 35S chez la 

levure (45S chez l’homme), précurseur des ARNr 5.8S, 18S et 25S (28S chez l’homme). La 

biogenèse des ribosomes fait ainsi appel à plus de 200 protéines non ribosomiques et à une 

centaine de snoRNP, qui comme nous l’avons déjà évoqué dans le préambule, jouent un rôle 

majeur dans les étapes de clivage du précurseur et la modification des résidus. 

La biogenèse des ribosomes est un processus complexe, ordonné dans le temps et dans 

l’espace cellulaire. L’événement déclencheur de ce mécanisme est la synthèse du précurseur 

35S des ARNr 25S, 18S et 5,8S. Il s’assemble avec des protéines ribosomiques et de 

nombreux facteurs nucléolaires pour former dans un premier temps un macrocomplexes 90S 

qui catalyse les étapes précoces de maturation du pré-ARNr permettant de libérer la pré-

particule 40S. Un second macrocomplexe est alors formé autour de l’intermédiaire précurseur 

des ARNr 18S et 5,8S et il donnera lieu à la particule pré-60S. Ces différentes étapes ont lieu 

dans le nucléole, un sous domaine du noyau des cellules eucaryotes au sein duquel l’ARNr est 

soumis à une série ordonnée de clivages endo et exo-nucléolytiques et des modifications 

enzymatiques spécifiques de nucléotides (Figure 2). 
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Figure 2. Schéma simplifié de la maturation des ARNr chez S. cerevisiae. Les clivages exonucléolytiques sont symbolisés 

par les symboles ← (3' vers 5') et → (5' vers 3'). Les modifications de résidus : pseudouridylations et 2’-O-méthylations sont 
représentées par les symboles Ψ et Nm, respectivement, seulement sur les ARNr 35S, 33S et 32S pour des raisons de clartés. 
Adapté de  (Henras et al., 2008).
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1.1.1 La maturation du pré-ARNr 35S 

L’ARN polymérase I transcrit de façon continue le pré-ARN ribosomique jusqu’à la 

région 3’ETS (External Transcribed Spacer). De façon co-transcriptionnelle, la RNAse III  

Rnt1p va alors cliver l’ARN au niveau du site B0 contenu dans la région 3’ETS afin de libérer 

la particule pré-ribosomale initiale 90S contenant le pré-ARNr 35S (Henras et al., 2004; 

Henras et al., 2008; Kufel et al., 1999) (Figure 2). L’extrémité 5’-ETS du pré-ARNr 35S est 

éliminée par deux clivages endonucléolytiques successifs. D’abord au site A0 donnant 

naissance à l’intermédiaire 33S (Hughes & Ares, 1991) puis au site A1 de manière 

concomitante avec le clivage au site A2 situé dans la séquence ITS1 (« Internal Transcribed 

Spacer 1 »). Il avait été proposé que Utp24p était l’enzyme impliquée dans ces clivages 

(Bleichert et al., 2006) mais récemment il a été montré que l’enzyme Rcl1p serait responsable 

du clivage au site A2 (Horn et al., 2011). Le clivage au site A1 générant l’intermédiaire 32S 

permet de délimiter l’extrémité 5’ du futur ARNr 18S (Beltrame et al., 1994). C’est le clivage 

au site A2 suivi d’un clivage au site A3 qui divisera le processus de maturation en deux voies 

distinctes : celle du pré-ARNr 20S, qui contient l’ARNr 18S, et celle du pré-ARNr 27SA2 qui 

renferme les ARNr 5.8S et 25S (De Jonge et al., 1977; Henry et al., 1994; Lindahl et al., 

1994) (Figure 2).  

Il a également été observé chez la levure que, dans des conditions de croissance très 

favorables, les coupures aux sites A0, A1 et A2 et donc la libération de la particule pré-40S se 

réalisent de façon co-transcriptionnelle (Osheim et al., 2004). La particule pré-60S est libérée 

dans un second temps par le clivage endonucléolytique au site B0 (Henras et al., 2004). 

La libération à partir du précurseur 35S, du pré-ARNr 20S qui contient l’ARNr mature 

18S qui est le composant nucléique de la future petite sous-unité du ribosome ; nécessite donc 

la mise en place des clivages endonucléolytiques aux sites A0, A1 et A2. Ces évènements 

requièrent l’intervention de nombreux facteurs, parmi lesquels les snoRNP à boîtes C/D U3  

(Dutca et al., 2011; Hughes & Ares, 1991; Hughes et al., 1987; Kass et al., 1990; Marmier-

Gourrier et al., 2011; Méreau et al., 1997) et U14 (Huang et al., 1992; Li & Fournier, 1992; 

Li et al., 1990; Zagorski et al., 1988) ainsi que les snoRNP à boîtes H/ACA snR10 

(Tollervey, 1987) et snR30/U17 (Morrissey & Tollervey, 1993). Parmi ces snoRNP, seule la 

snoRNP snR10 est spécifique de la levure. D’autre part, les snoRNP U14 et snR10 ont une 

double fonctionnalité puisqu’elles sont également impliquées dans des réactions de 

modification du pré-ARNr (Lestrade & Weber, 2006; Piekna-Przybylska et al., 2007).  
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Le rôle joué par ces snoRNP dans la maturation nucléolytique du pré-ARNr a fait 

l’objet de nombreux travaux, notamment la snoRNP U3 au laboratoire. On sait que 

l’appariement du snoRNA U3 avec les régions 5’-ETS et 18S est essentiel pour les clivages 

précoces aux sites A0, A1 et A2 (Dutca et al., 2011; Hughes, 1996; Hughes & Ares, 1991; 

Kass et al., 1990; Marmier-Gourrier et al., 2011; Méreau et al., 1997), tout comme les 

protéines constituants la snoRNP U3 (Baserga et al., 1997; Cléry et al., 2007; Dunbar et al., 

1997; Lee & Baserga, 1997; Lee & Baserga, 1999; Wehner et al., 2002). Le snoRNA U3, 

essentiel à la viabilité cellulaire est associé de manière stable à cinq protéines (Watkins et al., 

2000). Il peut en plus s’associer à un grand nombre d’autres protéines (28 facteurs protéiques) 

pour former le « SSU (Small SubUnit) processome » (Dragon et al., 2002). Le complexe SSU-

processome est à l’origine de la maturation nucléolytique de l’ARNr 18S et de l’assemblage 

de la petite sous-unité 40S. Sa formation à l’extrémité 5’ du pré-ARNr naissant constitue une 

étape clé de la synthèse des ribosomes. La snoRNP U3 est essentielle pour la mise en place du 

SSU (Osheim et al., 2004). Associée aux snoRNP U14, snR10 et snR30, la snoRNP U3 fait 

donc partie de la machinerie initiant la maturation précoce de l’ARNr 18S. Parmi ces RNP, 

seule la snR10 n’est pas essentielle à la viabilité cellulaire chez la levure.  

La snoRNP U3 est conservée chez l’ensemble des eucaryotes. Elle est essentielle à la 

viabilité cellulaire et contient le snoRNA le plus abondant de la cellule (Epstein et al., 1984). 

Bien qu’il appartienne à la famille des snoRNA à boîtes C/D, il se distingue par des 

caractéristiques structurales et fonctionnelles spécifiques. En effet aucune activité de 2’-O-

méthylation de la particule U3 n’a été décrite à ce jour. Elle intervient dans la formation des 

complexes pré-ribosomiques et dans les clivages précoces de l’ARNr aux sites A0, A1 et A2, 

comme nous venons de le voir. Sa structuration est elle aussi particulière. Le snoRNA U3 se 

compose de deux domaines : un court domaine 5’ structuré en une ou deux tiges-boucles à 

l’état libre (Fournier et al., 1998; Ségault et al., 1992) et un long domaine 3’ possédant les 

caractéristiques des snoRNA à boîtes C/D. Ces deux domaines sont séparés par une région 

charnière appelée « 3’-hinge ».  

Le domaine 5’ ou domaine fonctionnel, nécessaire à la viabilité cellulaire  contient les 

boîtes conservées A et A’ qui s’apparient au pré-ARNr par la formation d’hélices 

intermoléculaires (Dutca et al., 2011; Marmier-Gourrier et al., 2011; Méreau et al., 1997; 

Myslinski et al., 1990). La snoRNP U3 jouerait donc un rôle de chaperonne en s’associant de 

façon spécifique avec certaines séquences du pré-ARNr (Figure 3). Ainsi, le domaine 5’ du 

snoRNA U3, notamment les boîtes A et A’ s’associent avec la séquence 18S du pré-ARNr 
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Figure 3. Représentation schématique de l’appariement entre le snoRNA U3 et le pré-ARNr 35S chez la levure 

S.cerevisiae. (A) Association du domaine 5’ du snoRNA U3 avec le pré-ARNr. L’ARNr 18S est représenté en vert et la 

séquence impliquée dans le pseudo noeud central de la petite sous-unité en jaune, les séquences 5’-ETS et ITS1 en bleu. Le 

snoRNA U3 est représenté en noir et les boîtes A et A’ en rouge. Les sites de coupures A
0
, A

1
 et A

2
 sont indiqués par une 

flèche. (B) Pseudo noeud central de la petite sous unité mature formé par l’ARN 18S. Adapté de (Marmier-Gourrier et al., 

2011).

INTRODUCTION

- 8 -



pour former respectivement les hélices I, II et III (Borovjagin & Gerbi, 2000; Méreau et al., 

1997; Myslinski et al., 1990), tandis que la séquence « 3’-hinge » de la région charnière 

s’apparie avec l’élément 5’-ETS du pré-ARNr pour former l’hélice V (ou « 5’-hinge ») 

(Beltrame & Tollervey, 1995; Borovjagin & Gerbi, 2000; Brulé et al., 1996). 

Les segments du pré-ARNr engagés dans la formation des hélices I, II et III avec le 

snoRNA U3 sont les segments de l’ARNr 18S qui forment ensuite le pseudo-nœud central de 

la petite sous-unité ribosomique mature (Figures 3). Cet élément structural est 

universellement conservé au sein des ribosomes (Gutell et al., 1994). C’est pourquoi, J.M. 

Hughes et notre équipe ont proposé que la snoRNP U3 participerait au repliement séquentiel 

de l’ARNr par le biais de ces hélices retardant ainsi la formation du pseudo-nœud central 

(Hughes, 1996; Méreau et al., 1997). 

Initialement, une hélice IV avait été prédite entre la région charnière du snoRNA U3 et 

l’ARNr 18S chez la levure (Méreau et al., 1997). Mais des données acquises plus récemment 

ont montré que la région charnière du snoRNA U3 s’associait avec la région 5’-ETS du pré-

ARNr pour former une hélice VI conservée (ou 3’-hinge) (Borovjagin & Gerbi, 2000; Dutca 

et al., 2011; Marmier-Gourrier et al., 2011). 

La formation de ces hélices intermoléculaires est donc nécessaire pour la production 

de l’ARNr 18S. A l’exception de l’hélice III qui n’est requise que pour les coupures aux sites 

A1 et A2, les appariements entre le snoRNA U3 et le pré-ARNr sont nécessaires pour les 

clivages endonucléolytiques A0, A1 et A2. 

Nous reviendrons plus en détail sur le domaine 3’ du snoRNA U3 dans le paragraphe 

3.5. 

1.1.2 La maturation des préARNr 20S et 27SA2 

Alors que la maturation du pré-ARNr 20S se poursuivra dans le cytoplasme par la 

coupure au site D par l’enzyme Nob1p qui génèrera l’extrémité 3’ mature de l’ARNr 18S 

(Fatica et al., 2003; Lamanna & Karbstein, 2009), le pré-ARNr 27SA2 est quant à lui maturé 

dans le nucléole par deux voies alternatives (Figure 2).  

- La voie de maturation majoritaire (qui concerne 85% de la population des pré-ARNr 

27SA2) débute par un clivage au site A3 de la région l’ITS1 résiduelle par la RNAse 

MRP, ce qui donne naissance à l’intermédiaire 27SA3 (Henry et al., 1994; Lygerou et 
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al., 1996; Reilly & Schmitt, 1995). Cette étape est rapidement suivie par une 

dégradation 5’-3’ du site A3 jusqu’au site B1S par les exonucléases 5’-3’ Rat1p et/ou 

Xrn1p, donnant l’intermédiaire 27SBS (Xue et al., 2000). 

- La voie minoritaire (les 15% de la forme 27SA2 restant), relativement peu décrite, 

consiste en un clivage direct au site B1L sans qu’il y ait hydrolyse au site A3 et donne 

lieu à l’intermédiaire 27SBL. 

La formation des intermédiaire 27SBS et 27SBL s’accompagne également de l’élimination 

de la séquence 3’-ETS résiduelle par une dégradation exonucléolytique B0-B2 permettant de 

définir l’extrémité 3’ mature du futur ARNr 25S (Veldman et al., 1980). 

 Les deux populations d’intermédiaires 27SB suivent alors une voie de maturation 

identique impliquant un clivage au site C2 et une dégradation 5’-3’ par les exonucléases 

Rat1p ou Xrnt1p du site C2 jusqu’au site C1 qui constitue l’extrémité 5’ mature de l’ARNr 

25S (Geerlings et al., 2000). L’extrémité 3’ mature des ARN 5.8S et 5.8SL (la forme 

minoritaire qui est plus longue de 6 nucléotides en 5’) est définie par une digestion 

exonucléolytique 3’-5’ du site C2 jusqu’au site E par l’exosome, des facteurs Rex1p et Rex2p, 

ainsi que l’endonucléase Ngl2p (Allmang et al., 1999; Faber et al., 2002; Mitchell et al., 

1996; van Hoof et al., 2000a). 

1.2 Les modifications des résidus 

Les pré-ARNr subissent en plus des clivages nucléotidiques, de nombreuses 

modifications de résidus. Il existe deux grands types majoritaires de modifications : la 2’-O-

méthylation et la pseudouridylation. De façon plus minoritaire chez les eucaryotes, il existe un 

troisième type de modification : la méthylation à différentes positions des bases des 

nucléotides.  

Deux grandes classes de snoRNP catalysent les modifications du pré-ARNr au sein du 

complexe 90S : les snoRNP à boîtes C/D qui possèdent l’activité de 2’-O-méthylation et les 

snoRNP à boîtes H/ACA qui possèdent l’activité de pseudouridylation (Figure 2). Les 

snoRNP de ces deux familles contiennent un ARN guide, le snoRNA, qui permet de cibler 

spécifiquement les résidus à modifier. Nous reviendrons plus en détails sur la composition, la 

structure et la biogenèse de ces particules dans les paragraphes 2 et 3. 
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1.2.1 La 2’-O-méthylation 

Cette modification consiste en l’ajout d’un groupement méthyl (CH3) sur l’oxygène 

lié au carbone en position 2’ du ribose (Figure 4). Comme précisé auparavant, cette 

modification fait appel à la classe des snoRNP à boîtes C/D qui contiennent une 2’-O-

méthylase : la protéine Nop1/Fibrillarine. 

1.2.2 La pseudouridylation 

La pseudouridylation est un processus plus complexe car il s’agit d’une isomérisation 

de la base uridine en pseudouridine, ceci par rupture de la liaison N1-glycosidique, suivie 

d’une rotation de la base de 180° autour de l’axe N3-C6 et de la formation d’une nouvelle 

liaison covalente à la position C5 (Figure 4). La pseudouridine se distingue du résidu uridine 

car elle possède 2 groupements protons imino (NH) (au lieu d’un seul) chacun étant 

potentiellement donneur de proton permettant donc d’établir une liaison hydrogène 

supplémentaire. La pseudouridylation est catalysée par une seconde famille de snoRNP : les 

snoRNP à boîtes H/ACA, qui contiennent une ARN : pseudouridine synthase : Cbf5/CBF5 

(également appelée Dyskérine chez l’homme). 

1.2.3 Effet des modifications 

Les modifications des ARNr catalysées par les snoRNP sont retrouvées chez les 

archées et chez les eucaryotes. Il a été constaté très tôt que les modifications les plus 

conservées se situent dans les régions de séquences conservées ayant des  fonctions 

importantes au sein des ribosomes (Bakin et al., 1994; Branlant et al., 1981; Brimacombe et 

al., 1993; Lane et al., 1995; Smith et al., 1992; Veldman et al., 1981) comme les régions A, P 

et E qui interagissent avec les ARNm et ARNt, le centre peptidyl-transférase (PTC), le tunnel 

de sortie du polypeptide, le centre de décodage ou encore les surfaces d’interactions de la 

grande et petite sous-unité. Ceci impliquerait donc que ces modifications ont une importance 

fonctionnelle au niveau de la structure et de la fonction de traduction du ribosome (Baudin-

Baillieu et al., 2009; Branlant et al., 1981; Decatur & Fournier, 2002; Veldman et al., 1981). 

Comme déjà mentionné, certaines snoRNP ont un rôle à la fois dans la maturation 

nucléolytique des ARNr (vu précédemment) et dans la catalyse de modifications de l’ARNr. 

Par exemple, la snoRNP à boîtes H/ACA snR10 est responsable de la formation chez la levure 

de la Ψ2919 (numérotée parfois Ψ2923 (Baudin-Baillieu et al., 2009) équivalente à la position 

2554 chez Thermus thermophilus dans la boucle A du centre PTC. L’absence de ce résidu Ψ 
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2002).
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affecte la traduction mais n’a pas d’effet sur la synthèse de la sous-unité 40S (King et al., 

2003). Par ailleurs, le snR10 est lui-même nécessaire à la maturation nucléolytique de l’ARNr 

18S (Tollervey, 1987) et donc à la production de la petite sous-unité 40S du ribosome (King 

et al., 2003). 

D’un point de vue structural, il a été montré par RMN en solution que les résidus Ψ et 

Nm ont le potentiel de stabiliser le repliement des ARN (Cabello-Villegas & Nikonowicz, 

2005; Davis, 1995; Rife & Moore, 1998). 

1.2.3.1 La pseudouridylation 

La pseudouridylation est la modification la plus répandue dans les ARN, elle est 

présente de façon ubiquitaire dans les ARNt et fréquemment retrouvée dans les ARNr et les 

petits ARN nucléaires (Krol et al., 1981; Limbach et al., 1994; Maden, 1990; Massenet et al., 

1998; Steinberg et al., 1993) au point d’être appelée le « cinquième nucléoside ». Les 

pseudouridines jouent un rôle important dans les ARNr de par leur positionnement dans des 

zones fonctionnellement importantes. Par exemple, dans l’ARNr 26S de levure, l’équipe de J. 

Ofengand a montré que 3,5% des résidus uridines sont convertis en pseudouridines, lesquelles 

se retrouvent comme chez E.coli au sein du centre PTC (Bakin et al., 1994; Bakin & 

Ofengand, 1993; Veldman et al., 1981). Les Ψ ont un effet subtil mais néanmoins significatif, 

qui tend à rigidifier le squelette sucre-phosphate et à augmenter l’empilement des bases. De 

plus, la pseudouridylation permet d’obtenir un site donneur de liaison hydrogène 

supplémentaire, ce qui stabilise les interactions ARN-ARN et ARN-protéine, pour revue 

(Charette & Gray, 2000). Il a également été proposé, à partir d’études RMN montrant un 

échange lent du proton N1-H de la Ψ avec le solvant (Figure 4), qu’il peut s’établir un pont 

aqueux intramoléculaire de manière stable (Davis & Poulter, 1991). Cette observation ayant 

été faite dans le contexte d’un ARNtPhe d’E.coli, la protection du proton N1-H peut également 

être expliquée par son environnement au sein de la structure tridimensionnelle. Le proton N1-

H formerait une liaison hydrogène avec une molécule d’eau coordonnée avec les groupements 

oxygènes du résidu nΨ et n-1 de la chaîne phosphodiester de l’ARN (Figure 5). Une 

confirmation de l’existence de cette liaison a été obtenue par une analyse 

radiocristallographique d’un ARNtGln complexé avec sa Gln-tRNA synthétase (Arnez & 

Steitz, 1994) et par une étude par RMN de l’effet structural de la présence d’un résidu Ψ dans 

un tétramère d’ARN AAΨA en solution (Davis, 1995). Les résultats obtenus confirment la 

coordination d’une molécule d’eau par le proton N1-H du résidu Ψ. Cette faculté serait 
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Figure 5. Représentation schématique des conséquences structurales des pseudouridylations et 2’-O-methylations des 
ARN. (A) Liaisons hydrogène pouvant être formées entre une molécule d’eau (représentée en sphères) et les oxygènes du 
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intrinsèque à ce résidu et indépendante de la séquence ou du contexte simple ou double brins 

de l’ARN. Ceci expliquerait le gain local de stabilité structurale observé au sein des ARN 

possédant une Ψ. Il a également observé que le résidu Ψ favorise la conformation 3’endo du 

sucre par rapport au résidu uridine. Ceci restreint la base du nucléotide dans une conformation 

anti et stabilise les résidus voisins, en particulier ceux précédant le site modifié, dans une 

conformation favorisant l’empilement des bases (Charette & Gray, 2000; Davis, 1995; Davis 

et al., 1998).  

On peut également rajouter que lors de la conversion d’un résidu Uridine en résidu Ψ 

on passe d’une interaction très faible C5-H·· ·Oeau pour un résidu U à une plus forte interaction 

hydrogène N1-H·· ·Oeau pour un résidu Ψ (Auffinger & Westhof, 1998; Charette & Gray, 

2000) ce qui a également pour effet de réduire la flexibilité conformationnelle de la base et du 

squelette phosphodiester à proximité. Il a donc été proposé que les résidus Ψ améliorent 

l’activité du ribosome en modulant le repliement et les interactions des ARNr. La 

pseudouridylation diminue le caractère hydrophobe du résidu et peut donc être vue comme 

une stratégie antagoniste à la méthylation pour un ajustement fin de la stabilité et de 

l’hydrophobicité des structures locales d’ARN (Davis, 1995). 

1.2.3.2 La 2’-O-méthylation 

La méthylation augmente le caractère hydrophobe du nucléotide, protège le nucléotide 

des attaques nucléolytiques en empêchant la déprotonation de la fonction alcool en position 2’ 

du ribose. Elle stabilise les hélices par l’augmentation de l’empilement des bases, augmente la 

thermostabilité des ARN et peut renforcer les interactions inter ou intramoléculaires (Kawai et 

al., 1992). Cette modification stabilise aussi la conformation C3’ endo d’un point de vue 

thermodynamique (- 0,8 kcal.mol-1) or cette conformation est favorable à la formation des 

hélices d’acides nucléiques. Cet effet, intrinsèque au résidu, est dû à la répulsion stérique qui 

s’établirait entre le groupement carbonyl en position 2 (pour les bases pyrimidine), le 

groupement méthyl en 2’-O et le groupement phosphate en 3’, si le résidu était dans une 

conformation C2’ endo (Figure 5). On peut observer les mêmes effets conformationnels lors 

d’une 2-thiolation des résidus (Kawai et al., 1992). Ces effets ont été observés seulement sur 

de petits ARN modèles et on connaît encore peu l’effet structural de ces modifications sur les 

ARNr individuels ou sur le ribosome lui-même. 

Il semble qu’à un niveau individuel, la plupart des modifications apportent de petits 

avantages non essentiels mais que l’effet cumulé de ces modifications apporte un avantage 
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non négligeable à la cellule. Cette vision est appuyée par la nature diverse des machineries de 

modifications responsables de la synthèse des résidus Ψ et Nm (la machinerie guidée des 

snoRNP par rapport aux enzymes purement protéiques). L’évolution parallèle mais 

schématiquement différente pour créer le même type de modification, suggère que ces 

modifications doivent être bénéfiques. La modification chimique des nucléotides pourrait 

ainsi constituer un moyen d’affiner la structure des ARNr de sorte à optimiser les différents 

aspects fonctionnels des ARNr (Decatur & Fournier, 2002). 

1.2.4 Evolution phylogénétique des modifications des résidus : nombre et 

position 

Les premières analyses structurales des ARN ribosomiques ont été réalisées par 

modifications chimiques, digestions par des RNAses, études d’hybridation d’ADNc mais 

également sur la base de conservations de séquences. Au cours des années 1970 à 1985, les 

structures des ARNr de la petite et la grande sous-unité du ribosome ont fait l’objet de 

nombreuses études pour aboutir à la détermination de leurs séquences et de leurs structures 

secondaires (Figures 6 et 7). Les premières données structurales sur l’ARNr de la petite sous-

unité ont été obtenues dès le début des années 1980 (Noller & Woese, 1981; Woese et al., 

1980), tout comme pour la grande sous-unité (Branlant et al., 1981; Fox & Woese, 1975; 

Noller et al., 1981; Veldman et al., 1981). L’ensemble de ces informations a fait l’objet d’une 

banque de données consultable à l’adresse http://www.rna.icmb.utexas.edu/ (Cannone et al., 

2002).  

L’ARNr de la petite sous-unité a été décomposée en quatre domaines avec une 

structure en pseudo nœud centrale (Figure 6). On retrouve le domaine 5’, le domaine Central 

correspondant à la Plateforme, le domaine 3’ majeur localisé dans la tête et le bec et enfin le 

domaine 3’ mineur composé de : i) l’hélice 44 intervenant dans le centre de décodage et dans 

l’interface entre les deux sous-unités, ii) la séquence anti Shine-Delgarno.  

Six domaines ont été définis dans l’ARNr de la grande sous-unité dont le domaine  V, 

qui forme le PTC et participe à la formation des sites A et P (Figure 7). 

En comparant le nombre et la position des modifications des ARNr au sein des 

organismes Escherichia coli (35 modifications), Saccharomyces cerevisiae (109 

modifications) et Homo sapiens (plus de 206 modifications), nous nous sommes très vite 

rendu compte de la conservation des modifications à certaines positions (Tableau 1) mais 
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Figure 6. Cartographie des résidus modifiés sur la structure secondaire des ARNr 18S et 16S de la petite sous unité du ribosome de S. cerevisiae et T. thermophilus respective-

ment. Les modifications en noir correspondent à celles discutées dans le paragraphe 1.3.3.1. Leurs équivalents par homologie ont été placés sur l’ARN 16S de T. thermophilus dont 

la structure tridimensionnelle est utilisée dans la figure 10. Lorsque la position modifiée chez la bactérie n’existe pas, seul le numéro du résidu est indiqué. Les résidus formant le 

centre de décodage (DC) sont entourés en pointillés sur l’ARNr de levure. Les domaines structuraux de la plateforme, de la tête et du bec qui sont délimités en pointillés sur l’ARNr 

bactérien reprennent les mêmes couleurs que pour la figure 10. Les différents domaines de la petite sous unité du ribosome sont mentionnés. D’après (Baudin-Baillieu et al., 2009), 

http://people.biochem.umass.edu/sfournier/fournierlab/snornadb/ et (Cannone et al., 2002), http://www.rna.ccbb.utexas.edu/. 

IN
TR

O
D

U
C

TIO
N

- 17 -



5’-5.8S
3’-5.8S

5’-28S

3’

5’

5’ 3’

a

a

b

b

A

A

G

AAAC
U
U
U
C
A
A
C
A
A

C

G

G

A

U

C

U
C U

U

G G U U C U C G C A U

C

G

A

U

G
A

A

G
A

AC
G

C
A

G
CG

A
A
A

U
G
C
G

A
U
A
C
G

U
A
U
GU

G
A

A
U
U
G

C
A

G A A U
U

C
C
G
U
G

A
A

UC
A
U

C
G
A
A
U

C
U
U
U

G A A C G
C
A

C
A

U

U
G
C G

C
C
C
C
U
U
G
G

U
A U

U

C
C

G

G
G

G
C

A
U

G
C

C
U

G
U

U
U

G
A

G
C G

U
C

A
U
U
U

A

A

A

G
A

A
A
U
U
U
G
A
A
A
U
C
U
G
G
U
A
C
C

U
U

C

G
G
U
G
C
C
C
G
A
G
U
U
G
U
A
A
U
U U GGA

GUU
U

G
A

C
C

U
C

A
A

A
UC

A
G

G
U

A

G

G

A

G

U

A

C C C G C U
G

A A C
U
U A

G

C
AUA

U
CAA

U
A

AGCGGA
G

G

A

A

A

A
G

A
A

AC
C

AC
C
G
GG

UU
G
C
C
U U

A
G
U
A

C
G

G
CG

A

UG
A

A
G
C

G
G

C
A

A
A

A
G

C
U
C

A

G A G G G C A
A

C U U U G G G G C C G U U C C U U G U C
U

A U
G

U
U
C
C
U
U
G

G A
A
C
A
G
G
A

C
G
U

C A
U

AG

A
G
G
G

U
G

AGA

A
U

C
C
CGU

G
U

GGCGAGGA
GU

GCGGUUCU
U

UG
U
AAAGUGCCUUCGAAGAG

U
C

G
A

G
U

U
G

U

U
UG

G
G

A
A

U G
C

A
G

C
U

C

U

A

A

G
U

G
G

G
U

G
G

U

A
A A U

U
C

C
A
U
C
U A A

A
G

C
U

A
A

A
U

A

UU
G

GCGAGAG
A

CC
G

A
U

A
GCGAACA

A
G

U
A
CAG

U
G

A U G
G

A
A A G

AUGAAAAGAACUUUG
A
A

A A G A GAGUGAA AAAGUACG

U

G

A

A

A

U
U
G
U
U
G
A
A
A
GGGAA

G
G

G
C

A
U

U
U

G
A

U
C

A

G

A

C

A

U
G
G
U
G

U
U
U

U
G
U
G

C

C

C
U
C
U
G
C
U
C
C

UUG
U
G
G
G
U
A
G
G
GG

A
A
U
C

U C
G
C
A

U
U
U

C
A
C
U
G

G
GCCAGCA

U
C
A
G
U
U
U
U
G
G
U
G
G
C
A
G

G
A
U
A

A
AU

C
C
A
U
A
G
GA

AU
G
U
A

G
C
U
U
G
C
C

UC
G
G
U
A
A
G
UA

U
U
A
U
A

G
C
C
U
G
U
G
G
G

A
A

U
A

C
U
G
C
C

AG
C
U
G
G
G
A
C
U
G
A

G
G

A
C
U
G
C
GACG

U
A

A G U C
A A G G A

U G C U G G C
A

U
A

A
U
G
G
U
U
A
U
A
U
G
C
C

G

C

G

A
A

G

A

A

G

A

C
C

C
U C U

U
G

A
AA

C
A

C
G

G

ACCAAG
G

A
G

UC
U
A
A
C
G
U
C
U
A
U
G
C G

A
G U G U

U U
G G G U GU

A
A

AACCC
AU

ACGC
G

U
AA

U
G

AA
A
G
UGAA

C
G

U
A

G
G
U
U
G

G

G
G
C
C
U
C
G

CA
A
G
A
G
G
U

G
C
A

C
A
A
U
CGACCGAUCC

UGA
UGU

C
U

U C G
G A U

G G A
U

U U G
A

G U
A
A

GA G
C
A
U
A
G
C
U
G
U
U
G
GGA

C
C
CG

A
A

AG
A

U
G

G
U

G

A

A

C
U
A
U
G
C
C
U
G
A
A
U A

G G G U
G A A

G C C A G A G G

ACUCUGGU
G

GA
G
GCUC

UAG
C

G
G

UU
C
UG

A
C

GUG
C
A
A

A U
C

G
A

U
C

G
U

C
G

A
A U

U
U
G
G
G
U
A
U
A
G

G
GG

C
GA

A
A

G A C U
A
A
U

C
G A A

C
C

A
U

C
U

A
G
UAG C

U G
G

U

U

CCUGCC

G

A
A

G
U

U
U
C
C
C

U
CA

G
G

A
U

AGC
A

G
A

A
G

C
U

CG
U
A
U

C
GU

U
U

U
A

U
G

A
G

G
U
A

A

A
GC

G
AAU

G
A
U
U

A
G

A
G

G
U
UC

C
G

G
G

G
U

C

G
AA

A
U

G
A
C
C
U
U
G
A

C
C
U
A
U
U
C
U
C
A

A
A C

U
U U

A
A
U
A
U
G
U
A
A
G
AAG

U
C

C
U

U
G

U
U
A
C

U
UA

A
U
U

G
A
A
C
G
U
G
G
A
C

A
U
U
U

G
A A U

A
A
G
A
G
C
U
U
U
U

A G

U

G

G

GCCAUUUUUGGU
A
A

G C A G A A C U G G C
G
A
U

G
C

G
G

G
A
U

G A
A

C
C

G
A A C G

U
A
G
A
G
U

U
A
A

G
G
UGC

C
GGA A

UA
C
A
C
G

U
C

A
U

C
A
G
A
C
A
C
C

A
C

AAAA
G
G

U
G
U
U
A
G
U
U
C
A
UCU

A
G
A

C A G
C
C
G
G

A
CGG

UG
GCC

AUG
G
A
A

G U C
G G A

A U
C C G C

U
A

A
G G

A G U
G U

G U
A

A
CA

ACUC
A

C
C
G
G
C

C
G
A

A
U
G
A
A
C
U
A
G
C

C
C
U G A

A
A

A
U
G
G
A
U

G
G

C
G

C
UCAAG

C
G

U
G

U
U

A
C
C

U
A
U

A
C
U
C
U
A
C

C
G
U
C
A
G
G
G
U

U
G

A U A
U
G

A
UG

C
C

C
U

G
A

C
G

A
G
U
A
G G C A G G

C
G

U
G
G
A
G
G
U
C

A
G
U

G

C
G

A
A G

C
C

U
A G

A
C

C
G U

A

A
G

G
U

C
G

G
G

U
C

G
A

A
C

G
G
C
C
U
C
U
A

G
U

G
C

A

G

A

U

C U U G G U
G
G

U
A

G
U

A
G

A

C
A

A
U A U

U
C
A
A
A

U
G
A

G A
A
C

U
U
U
G
A
A G

A
C
U

G
A
A
G
U

G
G
G
G

A

A

A
GGUUCCACGU

CAA
CAG

C
A
G

U U G
G

A C G U G G
G
U

U
A

G U C
G
A
UCC

UAA
GAGAU

G
GGGA

A
G

C U C C G U U

U
C

A

A

A

G

G
C
C
U
G

A
U
U

U U
A
U
G

C
A
G
G
C

C

A

C

C

A

U C
G

A A
A
G G

G
A

A U
C
C
G
G

U
U
A

A G
A
U
U

C
C
G
G
A

A
C
C U G G

A
U A U G G A U

U

C

U

U

C

A
C
G
G

U A
A
C
G
U

A
A
C
U
G
A
A
U G U G G A

G
A C

G
U

C
G

G
C
G
C
G
A
G
C

C

C
U
G

GGAGGA
GUU

A

U

C
U U U

U C U U C U
U

A
A

CAGCUUA
UC

ACCCCGGAAUUGGU
U

U
A

U C C G G A G A U G G G G U
C U

U A
U

G G C U G G
A

A
G

A

G

G C C A G C A C
C

U
UUGCUGGC

U
CC

G
G

U
G

C
G
C
U
U
G
U
G

A

C
G

G
C

C
C
G

U
GAA

A
A
UCCACA

G

G

A
A

GGAA
U

A

G

U
UUUCAUGCCAGG

U
C
G
U

A
C
UG

A U
A
A
C C G C

A
G

CAGGUC
U
C
C A

A G G U G
A
A

C
AGCCU

C
UA

G
U
U G

3’-28S

U
A

A

A

A U
A
G
AA

A U
G
U
A
G
A
U
A

A
G
G
GAAGUCGGCAAAAUAGAUCC

GUA
ACU

U
C

G G G
A U A

A
G G A U U

G
G
C
U
C
U
A
A
G

G
G
U
C

G

G

G
U
A
G
U
G
A
GGGCCUUGGUC

A
G

A
CG

C
A
G
C
G

G
G
C
G
U
G
C
U
U
G
U
G
G
A
C
U
G
C
U
U
G
G
U
G
G
G
G
C

UU
G
C
U
C
U
G
C
U
A
G
G
C
G
G
A
C
U
A
C
U
U
G
C
G
U
G
C
C

U
U
G
U
U
G
U

A

G

A
C G G C C U U G G U A G

G
U
C
U
C
U U G

U
A
G
A
C
C G

U
C

GC
U
U
G
C
U
A
C A

U

U
AA

C

G
A
U
C A

AC
U
U
A
G
A
A
C
U G

G
U

A
C G G A C A A G G

G
G
A
A
U
C
U
G

A
C

UGU
CUA

A
U
U

A A A
A C A

U
A

G
C
A
U
U
G
C
G

A
U
G
G
U
C
A
G
A A A

G
U
G
A
U

G

U
U G

A
C
G
C
A
A
U
G
U

G
A

U U U C

U

G
C
CC

A G
U

G
C
U
CU
GA

AU
G
U

C

A

A

A

G
U
G
A
A
G

A A
A

U
U
C
A
A

C

C

A

A

G
C
G

C
G
G
G
U

A
AA

C

G
G
C G

G
G
A
G
U

A
A

C U
A
U

G
A

C
U

C
U

C
U

U A
A

G
G

U
A
G
C
C
A
A

A
U

G
CCUCG

U
C

U
C
U

AA
U

U
A
G
U
G
A
CGC

G
C

A
U

G
A
A
U
GGAU

U
A

AC
G

A
G
A
U
U
C
C
C

A
C
U

G
U
C
C
C

U
A
U
C
U
A
C
U

A

U
C
U
A GC G A

A
A

C
C

A
C

A

G
C C A A G

G
G A

A
C
G

GGCUUGG

C

A

G A A U C A G C
G
G G GA A A

G

A
A

G
A C

C
C
U
G

U
U
G

A
G
C
U
U

G

A
C
U
C
U

A
G
U
U
U
G
A
C
A

U

U

G
U
G
A
A
G
A
G
A
C
A
U
A
G
A
G
G
GU

G
U
A

G
A A U

A
A G U G G

G
A G

C

U
U C

G

G
C

G
C
C
A
G

U
G

AAA
U

A
CCACU

A
C
C
U
U
U
A
U

A
G
U
U
U
C
U
U
U
A
C

U U A U U C A A

U

G

A

A

G

C
G

G
A

G

C

U
G
G
A
A

U
U

C A
U
U

U
U
C
C
A C

G
U

U
C U A

G

C

A

U
UCAA

G G U C C C A
U
U

CGGGGCUGAU
C

C
G

GGUUGAA
G

A
CAUU

G
U
C
A
G
G
U
G
GG

G
A
G
U

U
U G

G
C
U

G
G

G G
C
G
G
CA
C A

U
C
U
G
U

U
A
A
A

C G A
U
A
A

C
G
C
A
G
A
U

G U C C
U

A
A
G
G
G
G
G
G
C

U
C

A

U
G
G
A
G
A

A
C

A G A
A
A

U
C
U
C
C
A G

U
AG

A A
C
A A A

A
G

GG
U

A
AA

AG
C
C
C
C
C
U
U GA

U
U U U G A U U U

U C
A
G
U

GUGAAUACAA
A

C
C
A
U
G

AA
A
G
U
G

U
GG

C

C
U

A

UC
G

A

U

CC
U
U
U
A
GU

CC
C
U
C

G

G
AAU

U
U

G
A
G
G
C
U
A
G
A
G

G
U

GCC
A

G
A

AA
A
G
U
U A

CC
A
C
A
G
G
G A U

A
A

C
U

G

G C UUG U G G C A G U
C A A

G C
G U

U
C

A
UA

GC
GAC

AUUGCUU
UU

UGAU
U

C
U

U
C

G
A

U
G

UC

G
G
C
U

C

U
U
C
C
U

A U C A U A C C G A A G C
A
G

AAUUCGGU
AA

GCGU
U
G
G
A
U
U

GUU
C
A
C
C
C
AC

U
A
A

U A
G
G
G
AA

C G
U
G A

G
C
U

G
GGU

U
U

A
G

A
C

C
G

U
C

GU
G

A
G

A
C

A
G

G
U

U
A

G

U

U

UU
AC

CCUACUGAUG

A

C
G

C

A

A

A

U

G
U

U
A

C
C

G
C A

A
U

A
G

U
A

A
U

U
G

A
A

C
U

U
A G U

A C
G A

G
A

G
GA

A
CA

G
U

U
C

A
U

U

C
G

G

U AA
U

U
G

G
U U

U
U

U
G

C
G

G

C
U

G
U

C
U

G
A

UC
A

G
G

C
A

U
U

G
C

C
G

C
GAA

G
C

U
AC

C
A

U
C

C
GCU

G
G
A

U
UAU

G
G

C
U

G
A

ACG
C

C

U
C

U A A
G

U
C

A
G
A

A U C
C

A

U

G
C

U
A

GA
A

C
G

G
U

G
A

U
U

U
C

U
UUG

U
C

C
A

C
A

C
A

A
U

A
U A

G
A

U
G
G
A
U
A
C
G
A
A

U
A

A
G G C G U C C

U
U

G
UGGCGUC

G
CUGAACCAUAGCA

G
GCUAGCAACG

GUGCACUUGGCGG
A
A

A G
G C C U U G G G U G C U U G C U G G C

G

A

A

U

U

G

C

A
A

U
G

U C A
U
U
U
U
G
C
G
U
G
G
G
GUA

A
A
U
C A U U U GU A

U
A
C

GACUUAG
A U

GUA
C
A
A
C
G

G
G
G

U

A
U

U
G

U A
AG

C
A
G

U
A
G
A
G
U
A
G
C
C
U

UG
U
U
G
U
U
A
C
G
A
U

C
U
G
C

U
G

A
G

A
UU

A
A

G C
C
U

U
U
G
U
U
G
U

C

U

G
A
U
U
U

GU

I

II

III

IV

V

VI

M
2959

M
2948

M
1133

M
2619

M
2256

M
2946

m
956

M
2815

M
2921

M
2922

Ψ
2975

Ψ
2865

Ψ2826

Ψ1056

Ψ
2944

Ψ
1004

Ψ
1042

Ψ
1052

Ψ
1110

Ψ
1124

Ψ
960

Ψ
966

Ψ
986

Ψ
990

Ψ
2880

Ψ
2266

Ψ
2264

Ψ
2923

PTC

Ψ2258

Ψ2260

ASF

H39

H69

H37

H38

Ψ
73

Ψ
2351

Ψ
2340

Ψ
2416

Ψ
2735

Ψ
2129

Ψ2191

Ψ
2133

Ψ
2349

Ψ776

M
867

M
876

M
898

M
908

M
817

M
807

M
805

M
663

M
1449

M
1450

M
650 M

649

M
1437

M
1888

M
1888

M
2417

M
2281

M
2288

M
2347

M
2421

M
2640

M
2724

M
2793

m
2142

m
2278

m
645

M
2197

M
2280

M
2220

m
2634

M
2729

M
2791

m
2843

m
2924

Figure 7. Cartographie des résidus modifiés sur la structure secondaire des ARNr 5.8S et 25S de la grande sous unité du ribosome de S. cerevisiae. Les modifi-

cations en noir correspondent à celles discutées dans le chapitre 1.3.3.2. Les résidus formant le centre de transfert peptidique (PTC), l’hélice 69 (H69) et le A-site finger 

(ASF) sont entourés en pointillés. Les chiffres romains correspondent aux domaines de la grande sous-unité du ribosome. D’après  (Baudin-Baillieu et al., 2009), 

http://people.biochem.umass.edu/sfournier/fournierlab/snornadb/ et (Cannone et al., 2002), http://www.rna.ccbb.utexas.edu/.
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4
Cm1402
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snRP

67 Gm2619 Gm2262 Gm2251

38 Gm2815 G2457 G2446

34 Ψ2826 U2468 Ψ2457

46 Ψ2865 C2507 Cm2498

34 Ψ2880 U2522 U2511

52 Um2921 Um2563 Um2552

Spb1p Gm2922 G2564 G2553

10 Ψ2923 U2565 U2554

37 Ψ2944 C2586 C2575

71 Am2946 A2588 A2577

69 Cm2948 C2590 C2579

73 Cm2959 A2601 A2590

42 Ψ2975 C2617 C2606

63 Am2256 A1934 A1913

191 Ψ2258 mU1936 m
3Ψ1915

191 Ψ2260 Ψ1938 Ψ1917

3 Ψ2264 G1942 G1921

84 Ψ2266 U1944 U1923

? m
5
U956 A871 U824

8 Ψ960 U875 U828

43 Ψ966 C881 G834

8 Y986 U898 C851

49 Ψ990 G902 G855

5 Ψ1004 U915 U868

33 Ψ1042 U951 A905

81 Ψ1052 C961 C915

44 Ψ1056 G965 U919

82 Ψ1110 G984 G939

5 Ψ1124 A998 G953

61 Am1133 U1008 U963

Centre de décodage

Centre PTC

L'hélice 69

A-site finger

Posiion modifiée

S.cerevisiae

S.cerevisiae

Posiion modifiée

Tableau 1. Récapitulatif des positions des résidus modifiés dans les régions fonctionnelles du ribosome de S. cerevisiae 

et leurs équivalents chez T. thermophilus et E. coli. Les snoRNP de S. cerevisiae catalysant ces modifications sont indi-

quées. D’après (Piekna-Przybylska et al., 2007), http://people.biochem.umass.edu/sfournier/fournierlab/snornadb/.
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aussi de l’augmentation du nombre de modifications lorsque l’on passe d’un système de 

synthèse purement protéique (bactéries) au système guidé eucaryote (Branlant et al., 1981; 

Decatur & Fournier, 2002; Ofengand & Bakin, 1997; Ofengand et al., 1995; Veldman et al., 

1981). 

De plus, lorsque l’on replace les modifications de résidus sur la structure des ARNr, 

on observe que les régions riches en modifications sont celles impliquées dans les évènements 

spécifiques de la traduction ou encore dans l’interaction des deux sous-unités (Branlant et al., 

1981; Veldman et al., 1981) (Figures 6 et 7). Il apparait aussi que ces modifications sont 

absentes des domaines où se fixent des protéines ribosomiques : la surface externe et la 

périphérie de la région de l’interface. L’absence de modifications dans ces régions indique 

que la majorité des interactions ARN-protéines n’est sans doute pas affectée directement par 

ces modifications (Decatur & Fournier, 2002). Il existe donc une forte corrélation entre les 

sites des modifications post-transcriptionelles et les régions fonctionnellement importantes 

(65 des 109 modifications soit 60% chez la levure, et 33 des 35 modifications chez E. coli soit 

94 % (Decatur & Fournier, 2002)). C’est le cas par exemple de la région des 3 sites A, P et E 

pour l’interaction entre les ARNt et les ARNm. 

1.3 Les résidus modifiés au sein du ribosome 

Comme nous venons de le mentionner, les résidus modifiés se situent principalement 

dans les régions fonctionnelles du ribosome, c’est-à-dire les sites où se déroulent les étapes 

nécessaires à la traduction des ARNm. Afin de mieux appréhender le rôle de chacune de ces 

régions, il est important de rappeler le mécanisme de la traduction des ARNm 

1.3.1 Fonction du ribosome 

Le ribosome est un acteur essentiel pour la biogenèse des composants cellulaires et 

représente l’une des machineries les plus consommatrices d’énergie. Grâce aux ARNt, il 

permet le décodage de l’information génétique portée par les ARNm et catalyse la formation 

des liaisons peptidiques. La traduction peut être divisée en 3 étapes principales : l’initiation 

(qui est l’étape limitante), l’élongation et la terminaison (pour revue (Schmeing & 

Ramakrishnan, 2009)). Bien que les étapes d’élongation et de terminaison soient très 

similaires entre les bactéries et les eucaryotes, l’étape d’initiation repose sur des mécanismes 

différents, l’initiation bactérienne étant actuellement la mieux connue structuralement. 
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1.3.1.1 L’initiation 

L’initiation bactérienne a la particularité de requérir une formylation de l’ARNt 

initiateur (fMet-ARNtfMet). La reconnaissance du codon initiateur de l’ARNm par le ribosome 

est facilitée chez les bactéries par l’appariement de l’extrémité 3’ de l’ARNr 16S à la 

séquence Shine-Delgarno de l’ARNm (également appelé Ribosome Binding Site ou RBS). 

Cette séquence précède le codon initiateur. Trois facteurs interviennent lors de cette étape, ce 

sont les facteurs d’initiations IF-1, IF-2 et IF-3. Parmi eux, seul IF-2 possède une activité 

GTPase fournissant l’énergie nécessaire aux différents changements conformationels qui se 

produisent lors de l’association des deux sous-unités, lors du transfert de l’ARNt-fMet vers le 

site PTC, ou encore lors de la rotation de la sous-unité 30S (Figure 8). 

Chez les Eucaryotes, le mécanisme de base de l’initiation (Figure 9) fait appel à 9 

facteurs d’initiation. L’ARNt initiateur (Met-ARNti) s’associe au facteur d’initiation eIF2 

couplé à une molécule de GTP pour former un complexe ternaire (étape 2). Ce complexe peut 

alors s’associer à la petite sous-unité 40S du ribosome eucaryote afin de positionner l’ARNt 

initiateur au niveau du site P. La présence des facteurs eIF1, eIF1A et eIF3 sur la sous-unité 

40S modifie sa conformation et facilite son association avec le complexe ternaire pour former 

le complexe 43S de pré-initiation (PIC) (étape 3). La coiffe m7G de l’ARNm est liée au 

complexe CBC (Cap Binding Complex) lors de la synthèse de l’ARNm dans le noyau. Elle est 

ensuite reconnue par le complexe eIF4F dans le cytoplasme (étape 4) qui déplace le complexe 

CBC. Ce complexe eIF4F est composé des facteurs eIF4A, eIF4G et eIF4E, eIF4G 

reconnaissant directement la coiffe. Il recrute le complexe de pré-initiation 43S au niveau de 

la région 5’-UTR de l’ARNm (étape 5). Ce dernier est composé de la sous-unité 40S, des 

facteurs eIF1, eIF1A et eIF3 et du  complexe ternaire. Il se déplace alors en direction de 

l’extrémité 3’ de l’ARNm jusqu’au codon initiateur, c’est l’étape de « scanning » (étape 6) 

(Gross et al., 2003). Chez les eucaryotes, l’ARNm adopte une forme cyclique grâce à des 

interactions entre eIF4G et les PABP (Poly A Binding Protein) fixées sur la queue poly A 

(von der Haar et al., 2004). Lors de la reconnaissance du codon initiateur, eIF2 hydrolyse le 

GTP dans une réaction favorisée par eIF5 (étape 7). La reconnaissance du codon de l’ARNm 

par la boucle anticodon de l’ARNti-Met au sein du complexe 43S déclenche le relargage 

d’eIF1 de son site de fixation et la dissociation du pyrophosphate (Pi) associé au facteur eIF2, 

conduisant ainsi au complexe d’initiation 48S. Le complexe eIF2-GDP ainsi formé est associé 

à la sous-unité 40S de manière instable et est facilement éliminée. Grâce à une seconde 

réaction dépendante du GTP, le facteur eIF5B favorise l’association de la grande sous-unité 
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Figure 8. Schéma simplifié de la traduction bactérienne. Les représentations en surface moléculaire des différentes sous-unités du ribosome, des ARNt et des différents 

facteurs sont basées sur les structures 3D établies. Le décodage du codon par la boucle anti-codon de l’ARNt, la formation de la liaison peptidique, le mouvement de cliquet (ou 

« ratcheting ») au cours de l’élongation et l’association du facteur de relargage RF2 au site A du ribosome feront l’objet d’une description plus détaillée dans le paragraphe 1.3.1 

du manuscrit. D’après (Schmeing & Ramakrishnan, 2009).
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Figure 9. Modèle d’initiation de la traduction chez les Eucaryotes. La voie classique d’initiation de la traduction chez les 
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traduction 80S au sein duquel l’ARNtMet initiateur est apparié au codon initiateur fixé au site P du ribosome et qui est compé-

tant pour démarrer les étapes d’élongation de la traduction. Adapté de (Jackson et al., 2010).
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ribosomique 60S sur le complexe d’initiation 48S (étape 8). L’hydrolyse du GTP par le 

facteur eIF5B suivie de l’association des sous-unités permet la dissociation des facteurs eIF5B 

et eIF1A du complexe d’initiation 80S, laissant l’ARNti-Met hybridé au codon initiateur dans 

le site P et l’extrémité 3’ de l’ARNm libre (étape 9). Le ribosome est alors prêt à entrer dans 

la phase d’élongation de la synthèse protéique (pour revue (Jackson et al., 2010; Lorsch & 

Dever, 2010)). 

 Bien que la majorité des ARNm utilisent le mécanisme d’initiation par « scanning », 

l’initiation de la traduction de certains ARNm fait appel au système IRES (« Internal 

Ribosome Entry Sites » ou sites d’entrée interne du ribosome). Ce système, indépendant de la 

coiffe, fait appel à des éléments de structure de l’ARNm pour recruter les facteurs d’initiation 

de la traduction et démarrer la traduction de manière interne. Les IRES sont en particulier 

utilisés par certains virus afin de détourner à leur profit la machinerie cellulaire de traduction 

ou pour permettre la traduction de plusieurs cistrons à partir d'un seul transcrit (Figure 10) 

(Jackson et al., 2010). Des IRES sont aussi présents dans des ARNm cellulaires, en particulier 

des ARNm dont le taux d’expression varie dans les cellules tumorales (pour revue, (Stoneley 

& Willis, 2004)). 

1.3.1.2 L’élongation 

Le cycle de l’élongation consiste en l’addition d’un acide aminé supplémentaire à 

l’extrémité C-terminale de la chaîne polypeptidique en cours de synthèse. Au début d’un 

cycle d’élongation, le ribosome contient dans son site P un ARNt lié à l’acide aminé initiateur 

et son site A est vide. L’acide aminé suivant est apporté sous la forme d’un complexe ternaire 

eEF-1α/GTP/ARNt aminoacylé chez les eucaryotes (EF-Tu/GTP/ARNt aminoacylé chez les 

procaryotes). La boucle anti-codon du nouvel ARNt s’apparie alors avec le codon de l’ARNm 

(Figure 8B) et une nouvelle liaison peptidique est formée entre l’acide aminé du nouvel ARNt 

et l’acide aminé initiateur ou, au cycle suivant, la chaîne polypeptidique naissante (Figure 

8C). Le facteur eEF-2 des eucaryotes (EF-G chez les procaryotes) catalyse ensuite un 

mouvement de translocation des ARNt et de l’ARNm au sein du ribosome afin de déplacer 

l’ARNt du site P au site E et le « nouvel » ARNt portant la chaîne polypeptique du site A vers 

le site P. Le site A est alors disponible pour accueillir un nouvel ARNt aminoacylé et pour 

initier un nouveau cycle d’élongation (Figure 8D). 

L’étape de décodage (Figure 8, panneau B) permet la sélection fidèle de l’ARNt 

aminoacylé, dictée par l’ARNm, au site A du ribosome. La fidélité de la traduction ne repose 
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sous-unité 40S du ribosome. Les IRES de type 1 et 2 s’associent spécifiquement avec le domaine p50 du facteur eIF4G et 

cette interaction est facilitée par eIF4A. Le complexe eIF4G-A recrute alors le complexe 43S sur l’élément IRES en absence 

d’eIF4E. Les IRES de type 3 s’associent au facteur eIF3 et la sous-unité 40S composant le complexe 43S indépendamment 

des facteurs eIF4F, eIF4B, eIF1 et eIF1A. Quant aux IRES de type 4, ils sont capables de s’associer à la sous unité 40S du 

ribosome en absence des facteurs d’initiation et de l’ARNtMet initiateur car le site P est occupé par un domaine de l’IRES qui 

mime l’interaction entre le codon et l’anticodon. Ainsi l’initiation médiée par les IRES est insensible aux mécanismes de 

régulation de la traduction tels que la phosphorylation d’eIF2 (pour le type 4) et/ou la séquestration du facteur eIF4E. Adapté 

de (Jackson et al., 2010).
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pas uniquement sur la différence d’énergie entre un appariement correct et un appariement 

non correct entre le codon et l’anticodon (Ogle & Ramakrishnan, 2005; Xia et al., 1998). Les 

résidus A1492, A1493 et G530 chez E.coli (équivalent aux résidus A1466, A1467 et G514 

chez T. thermophilus et A1755, A1756 et G577 chez S.cerevisiae) interviennent dans la 

reconnaissance codon-anticodon au site A du ribosome en établissant des interactions avec les 

deux résidus aux premières positions du codon, ceci au travers du sillon mineur de la mini 

hélice formée par l’appariement du codon de l’ARNm et de l’anticodon de l’ARNt (Noller, 

2006; Schmeing & Ramakrishnan, 2009). La mise en place de ces interactions constitue une 

étape de discrimination des mauvais anticodons. Cette étroite surveillance des appariements 

par le ribosome ne s’établie pas au niveau de la troisième position du codon, appelée « wobble 

position » qui participe à la dégénérescence du code génétique. L’énergie d’interaction de ces 

associations supplémentaires ne serait pas dans un premier temps utilisée pour augmenter  

l’affinité relative entre l’ARNt hybridé et l’ARNt quasi-hybridé mais plutôt pour induire une 

fermeture d’un domaine de la petite sous-unité 30S (Ogle et al., 2002) qui conduit 

probablement à l’accélération du décodage (Gromadski & Rodnina, 2004). 

Dans la forme apo du ribosome, les résidus A1492 et A1493 sont pris dans un 

empilement de bases de l’hélice h44 (Figure 8B panneau a). Lorsqu’un ARNt s’hybride à 

l’ARNm au site A du ribosome, la conformation des résidus A1492, A1493 et G530 est 

modifiée pour permettre une interaction avec le sillon mineur de la mini hélice ARNm-ARNt 

(Ogle et al., 2001) (Figure 8B, panneau b). Ces résidus du ribosome contrôlent la géométrie 

des paires de bases à la première (Figure 8B, panneau c) et à la seconde position de la mini 

hélice (Figure 8B, panneau d). Les résidus S50 et P48 de la protéine ribosomique S12 

interagissent également avec la seconde (Figure 8B, panneau d) et la troisième position 

(Figure 8B, panneau e) respectivement. Lors du chargement de l’ARNt aminoacylé au site A 

du ribosome par le facteur EF-Tu, conduisant au complexe ternaire, la tige-boucle de 

l’anticodon est fortement pliée (Schuette et al., 2009; Villa et al., 2009) (Figure 8B, panneau 

f). 

La formation de la liaison peptidique est l’étape clef de la synthèse peptidique. Il est 

proposé qu’elle repose sur une attaque nucléophile du groupement amine de la chaîne 

principale de l’acide aminé porté par l’ARNt au site A du ribosome sur le carbone ester du 

dernier résidu de la chaîne polypeptidique en cours de synthèse portée par l’ARNt peptidylé 

(Figure 8C). Cette réaction a lieu au niveau du domaine V de l’ARNr 23S (28S chez la 

levure) de la grande sous-unité du ribosome qui fixe les extrémités C74C75A76 des ARNt 
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aminoacylé et peptidylé : le domaine PTC (Figure 7). Il est intéressant de noter que ce site 

actif est essentiellement composé d’ARN qui doit donc jouer un rôle majeur dans la catalyse. 

Après la formation de la liaison peptidique, la chaîne peptidique naissante est transférée 

à l’ARNt au site A du ribosome laissant un ARNt déacétylé au site P. Avant de procéder à un 

second cycle d’élongation, les ARNt et l’ARNm doivent donc se déplacer au sein du 

ribosome, c’est ce que l’on appelle la translocation (Figure 8D). Au cours de cette étape, 

L’ARNm se déplace précisément de trois bases, soit un codon. Les ARNt quant à eux passent 

du site A au site P et du site P au site E. Ces transferts se produisent au cours d’un mouvement 

de cliquet de la petite sous-unité 30S du ribosome également appelé « ratcheting ». Après le 

transfert peptidique, les ARNt se déplacent spontanément des sites A et P vers les sites P et E 

respectivement au sein du ribosome dans un état « ratcheted » dans lequel vient se fixer le 

facteur EF-G. Après l’hydrolyse du GTP par EF-G la petite sous-unité effectue un 

mouvement de cliquet inverse et le facteur EF-G se dissocie (Figure 8D). Un mouvement de 

cliquet implique une rotation d’environ 6° de la petite sous-unité du ribosome (Figure 8D). 

1.3.1.3 La terminaison 

L’élongation se poursuit jusqu’à ce qu’un codon stop de l’ARNm se retrouve dans le 

site A du ribosome, signalant la fin de la traduction et engageant alors le processus de 

terminaison de la traduction. Les facteurs de relargage (RF) de classe I reconnaissent alors le 

codon stop et coupent la chaine polypeptidique naissante liée au dernier ARNt fixé au site P, 

ce qui libère la protéine néo-synthétisée (Figure 8). Chez les bactéries, il existe deux facteurs 

de relargage de classe I : (i) RF1 qui reconnait les codons UAA et UAG, (ii) RF2 qui 

reconnaît les codons UAA et UGA. Chez les eucaryotes, il existe un facteur unique, baptisé 

eRF1, qui reconnait les 3 codons stop. Les tri-peptide PXT du facteur bactérien RF1 et SPF 

du facteur RF2 leurs confèrent leur spécificités pour les codons UAG et UGA respectivement 

(Ito et al., 2000), alors que le motif GGQ universellement conservé est impliqué dans 

l’hydrolyse du peptide par les facteurs de relargage (Figure 8E) (Frolova et al., 1999; Song et 

al., 2000). La fixation du facteur de relargage induit un changement de conformation des 

résidus conservés du centre de décodage G530, A1492 et A1493 et l’établissement de 

nouvelles interactions (Korostelev et al., 2008; Laurberg et al., 2008; Weixlbaumer et al., 

2008). Cette conformation est différente de celle observée au cours du décodage par les 

ARNt, où elle contrôlait la géométrie de l’appariement des bases (Ogle et al., 2001), 

conformation incompatible avec l’association du facteur de relargage (Youngman et al., 
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2007). Par exemple, le résidu A1493 vient former un nouveau contact entre les deux sous-

unités en s’empilant sur le résidu A1913 de l’ARNr 23S (Figure 8E). Le motif GGQ se 

positionne dans le centre PTC dans une conformation mettant en jeu ses deux résidus glycines 

(Korostelev et al., 2008; Laurberg et al., 2008; Weixlbaumer et al., 2008) (Figure 8E). La 

glutamine du motif GGQ est un résidu conservé et le groupement amino de sa chaîne latérale 

porte une méthylation dont la perte provoque une diminution de l’efficacité du relargage du 

peptide (Dincbas-Renqvist et al., 2000). Il a été proposé que la chaîne latérale de cette 

glutamine coordonne directement une molécule d’eau pour une attaque nucléophile 

permettant le relargage du poly-peptide du ribosome (Weixlbaumer et al., 2008). 

Les facteurs de relargage de classe II (i.e. RF3 chez les bactéries et eRF-3 chez les 

eucaryotes) interviennent dans un second temps. Ils accélèrent en effet la dissociation des 

facteurs de classe I du ribosome après la libération du peptide. 

Le recyclage des ribosomes est réalisé grâce à l’intervention d’un facteur de recyclage. 

Chez les bactéries, le facteur de recyclage RRF (Ribosome Recycling Factor) agit en 

coopération avec le facteur EF-G (Hirashima & Kaji, 1973). L’hydrolyse du GTP provoque 

alors la dissociation du ribosome en deux entités : la sous-unité 50S et un complexe 30S-

ARNm-ARNt déacétylé. La dissociation de ce dernier sous complexe requiert l’intervention 

du facteur IF3 (eIF3 chez les eucaryotes). On se retrouve donc dans la configuration initiale 

permettant d’initier un nouveau cycle de traduction (Figure 8). 

1.3.2 Structure du ribosome 

La structure tridimensionnelle globale des ribosomes est présentée dans la figure 11. La 

petite sous-unité s’associe avec la grande sous-unité pour former l’entité fonctionnelle. 

L’interface entre les 2 sous-unités est majoritairement formée par les ARN. Les premières 

structures à basse résolution des ribosomes ont été obtenues par cryomicroscopie électronique 

(Frank et al., 1995; Verschoor et al., 1998). Sur la base de l’enveloppe de cette machinerie, 

les différent domaines ont été décrit comme la Plateforme, le bec ou encore la tête mentionnés 

dans le paragraphe 1.2.4.  

Récemment l’équipe de Yusupov a réussi une première en déterminant les structures 

atomiques des ribosomes de S. cerevisiae et T. thermophilus à 3Å de résolution (Ben-Shem et 

al., 2011; Jenner et al., 2010). Ceci est d’autant plus remarquable que la structure de T. 

thermophilus contient un ARNm ainsi qu’un ARNt à chacun des sites A, P et E du ribosome. 
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Figure 11. Structure cristallographique à 3,1 Å du ribosome 70S de Thermus thermophilus. L’ensemble des  ARNr et des 

protéines ribosomiques des sous unités 50S et 30S sont représentés en (A) surface moléculaire et (B)  mode ribbon. Les 

protéines sont représentées en orange et en bleu tandis que les ARNr sont représentés en orange clair et en bleu clair. La tête, 

le bec et la plateforme de la sous unité 30S sont respectivement indiqués en brun, violet et rose sur le panneau A. Les ARNt 

qui viennent se positionner séquentiellement aux sites A, P et E au cours de l’élongation, ainsi que l’ARNm sont représentés 

en mode ribbon en rouge, vert, jaune et noir respectivement. D’après (Jenner et al., 2010), code PDB 3I8F et 3I8G.
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Auparavant, l’équipe de  Ramakrishnan avait également déterminé la structure du ribosome 

de T. thermophilus à 3,5 Å de résolution contenant un ARNm et un ARNt à chacun des sites 

A, P et E (Voorhees et al., 2009). A la différence de celle obtenue en 2010, cette dernière 

possède des ARNt aminoacylés aux sites A et P. La forte homologie entre les ARNr de levure 

et d’archaea ainsi que la présence des ARNt au sein du ribosome dans les structures 

cristallines de T. thermophilus justifient l’utilisation de ces dernières dans les figures illustrant 

les positions des résidus modifiés au sein du ribosome. 

L’ARNm se positionne dans la crevasse entre le corps et la tête de la petite sous-unité, 

où les codons s’apparient avec les anticodons des ARNt au sein du centre de décodage. Les 

ARNt se positionnent dans 3 sites distincts au sein de la grande sous-unité (Figure 11), ceci de 

façon séquentielle et ordonnée au cours de la traduction, comme nous venons de le voir. Il 

s’agit du site A, où l’ARNt aminoacylé « entre » dans le ribosome, du site P qui contient 

l’ARNt lié à la chaîne polypeptidique naissante et le site E ou Exit contenant l’ARNt déacylé 

provenant du site P après formation de la liaison peptidique et avant sa sortie du ribosome. 

Au sein de la grande sous-unité, les extrémités 3’ des ARNt présents aux sites A et P 

sont situées au sein du centre portant l’activité peptidyl transférase (Peptidyl Transferase 

Center ou PTC), alors que l’extrémité 3’ de l’ARNt du site E est à environ 50 Å du PTC 

(Figure 11). C’est au niveau du PTC que le nouvel acide aminé est additionné à l’extrémité C-

terminale du polypeptide en cours de synthèse. 

1.3.3 Positionnement des résidus modifiés au sein du ribosome 

Il existe une prédominance du type de modification en fonction du site fonctionnel 

ciblé : les pseudouridines (Ψ) sont principalement concentrées sur 2 zones : la tête et le bec, 

ainsi que le bas du corps de la petite sous-unité du ribosome (Figures 6 et 11). Les 2’-O-

méthylation (Nm) chez E. coli et la levure sont concentrées à l’interface des deux sous-unités 

(Figures 6,7 et 11). 

1.3.3.1 Rôle des modifications post-transcriptionnelles au niveau de 

la petite sous-unité du ribosome 

Le centre de décodage inclue la zone de la reconnaissance codon-anticodon des sites A 

et P (Figure 11). Ce domaine fonctionnel du ribosome comprend 8 modifications guidées par 

des snoRNA chez la levure S. cerevisiae : 5 Nm et 3 Ψ aux positions 578, 999, 1007, 1187, 

1191, 1271, 1428 et 1639 catalysées par les snoRNP 77, 31, 79, 36, 35, 40, 56 et 70 
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respectivement (Tableau 1, figures 6 et 12). La position 1191 est particulière car elle subit 

d’abord une pseudouridylation catalysée par la snoRNP 35, puis un groupement méthyl est 

ajouté en position 1 par l’enzyme Nep1p et enfin un groupement 3-amino-3-carboxypropyle y 

est greffé dans le cytoplasme pour conduire à la formation du résidu hyper-modifié 

m1acp3Ψ1191 (Brand et al., 1978; Liang et al., 2009b; Wurm et al., 2010). Les résidus 

Um578 et Gm1271 se situent au niveau de la zone d’entrée de l’ARNt au site A tandis que les 

résidus Ψ1187 et Gm1428 se situent autour de l’ARNt au site A (site « aroundA » ou aA). Les 

résidus m1acp3Ψ1191 et Cm1639 sont localisés au site P et les nucléotides Ψ999 et Cm1007 

au niveau du site E. L’inhibition de la synthèse de ces modifications de façon individuelle ou 

cumulative provoque différents effets, comme une altération de la terminaison au codon stop 

et de la maintenance du cadre de lecture, avec un effet plus prononcé pour les résidus du site P 

et aA que ceux du site A (Baudin-Baillieu et al., 2009). Elle provoque également un défaut de 

croissance, un défaut de traduction et un déséquilibre du ratio 40S/60S (Liang et al., 2009b). 

Il est intéressant de noter que le résidu Cm1639 est localisé à proximité de la 3ième base du 

codon de l’ARNm au site P, qui constitue une position cruciale pour la fidélité de la 

traduction. La modification de cette position est conservée d’E.coli (m4Cm1402) à l’homme 

(Cm1703), suggérant un apport bénéfique de cette modification. 

En plus de ces modifications guidées par des snoRNA, les résidus A1781 et A1782 de 

l’ARN 18S subissent une méthylation par la diméthylase Dim1p chez S.cerevisiae. Ces 

résidus sont les équivalents des résidus 1492 et 1493 chez T.thermophilus ou 1518 et 1519 

chez E.coli  (modifié par l’enzyme Ksga, (O'Farrell et al., 2006; Xu et al., 2008) 

(http://people.biochem.umass.edu/fournierlab/3dmodmap/eqthermssu.php), qui se situent à 

proximité du centre de décodage et à l’interface des 2 sous-unités du ribosome. 

1.3.3.2 Rôle des modifications post-transcriptionnelles au niveau de 

la grande sous-unité du ribosome 

Au niveau de la grande sous-unité, presque toutes les modifications chez les bactéries 

et la levure sont contenues dans les domaines II, IV et V (Branlant et al., 1981; Veldman et 

al., 1981) (Figures 7 et 13). Le domaine V qui est entouré des domaines II et IV dans l’espace 

se situe au centre de l’interface des sous-unités et englobe le PTC (Ban et al., 2000; Polacek 

& Mankin, 2005). Le domaine V de la levure contient plus de modifications que son 

homologue bactérien (Veldman et al., 1981). Ces modifications de la grande sous-unité de 

levure se situent à proximité de son centre et forment une coquille autour des sites A et P des 
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Figure 12. Les résidus modifiés du centre de décodage de la petite sous unité du ribosome. Les résidus modifiés sont 

représentés sous forme bâton. D’après (Jenner et al., 2010), code PDB 3I8F et 3I8G. La structure cristallographique corres-

pond au 70S de Thermus thermophilus, la numérotation des résidus modifiés correspond à celle de Saccaromyces cerevisiae 

avec entre parenthèse leur équivalent chez T. thermophilus et E. coli.
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Figure 13. Cartographie des positions équivalentes aux résidus modifiés de la grande sous-unité de S. cerevisiae sur la structure secondaire de l’ARNr 23S de la 

grande sous-unité du ribosome de T. thermophilus. Les positions en noir correspondent à celles discutées dans le paragraphe 1.3.3.2. Les chiffres romains corres-

pondent aux domaines de la grande sous-unité du ribosome. D’après (Baudin-Baillieu et al., 2009), http://people.biochem.umass.edu/sfournier/fournierlab/snornadb/ 

et (Cannone et al., 2002), http://www.rna.ccbb.utexas.edu/.

IN
TR

O
D

U
C

TIO
N

- 33 -



ARNt. Cette région englobe aussi l’entrée et le premier tiers du tunnel de sortie du 

polypeptide (Decatur & Fournier, 2002). Au sein de la grande sous-unité, il existe donc une 

très forte concentration en nucléotides modifiés au niveau des sites A, P et E, ainsi que dans 

les régions situées à proximité du centre réactionnel, du tunnel de sortie du polypeptide et des 

zones d’interaction établissant le pont entre les deux sous-unités. 

1.3.3.2.1 Le centre PTC 

Le PTC est le cœur catalytique du ribosome car il catalyse les deux principales 

réactions chimiques de la synthèse peptidique : la formation de la liaison peptidique et le 

relargage du peptide. Les structures cristallographiques confirment que le ribosome est une 

enzyme ARN ou ribozyme. Le PTC est riche en résidus 2’-O-méthylés et en pseudouridines 

(Figure 7). Le centre PTC contient six résidus Ψ, sept 2’-O-méthylations (Nm) et une 

méthylation de base (mN). La formation de ces résidus Ψ est guidée par 5 snoRNA à boîtes 

H/ACA : snR10 (à la position 2923), snR34 (aux positions 2826 et 2880), snR37 (à la position 

2944), snR42 (à la position 2975) et snR46 (à la position 2865) (Tableau 1). Les 2’-O-

méthylations formées aux positions 2619, 2815, 2921, 2922, 2946, 2946, 2948 et 2959 

impliquent respectivement les snoRNA snR67, snR38, snR52, l’enzyme Spb1p, et les 

snoRNA snR71, snR69, et snR73 (Figure 14). La perte des résidus Ψ au sein du centre PTC 

inhibe l’activité de traduction du ribosome, notamment la perte de Ψ2919 (alias Ψ 2923 

incorporé par la snR10) de la boucle A du centre PTC (Figure 14). L’inhibition de la 

formation de cette modification perturbe aussi la formation des polysomes (King et al., 2003).  

Il est intéressant de noter que le snoRNA snR10 influence aussi la production de 

l’ARNr 18S (Tollervey, 1987). L’effet de croissance observé dans une souche invalidée pour 

le gène codant le snoRNA snR10 (ΔSNR10) reflète donc à la fois l’effet sur la traduction et 

sur la synthèse de l’ARNr 18S. L’équipe de Fournier (King et al., 2003) a également montré 

que la structuration de la grande sous-unité était perturbée en l’absence des 6 Ψ du centre 

PTC. Il est intéressant de noter que la 2’-O-méthylation du résidu U2921 est conservée entre 

la bactérie et l’homme. 

Le résidu Gm2922 chez S.cerevisiae (l’équivalent des résidus G2564 chez 

T.thermophilus et G2553 chez E.coli) forme une paire de base Watson-Crick avec le 

nucléotide C75 de l’ARNt au site A, ce qui a pour effet de stabiliser l’extrémité 3’ de l’ARNt 

(le motif C74C75A76 qui porte l’acide aminé) (Voorhees et al., 2009) (Figure 14). De façon 

symétrique, le nucléotide C75 de l’ARNt au site P établit une paire de base Watson-Crick 
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Figure 14. Vues du centre peptidyl transférase au stade du pré-transfert peptidique. (A) L’ensemble des résidus modifiés 

(Ψ ou Nm) du site PTC sont représentés en mode bâton. (B) Interaction des résidus modifiés Gm2619 et Gm2922 de l’ARNr 

25S de la grande sous unité avec les nucléotides C75 des ARNt aminoacylés (Phe-ARNtPhe) aux sites P et A, respectivement. 

D’après (Voorhees et al., 2009), code PDB 2WDL et 2WDK. La structure cristallographique correspond au 70S de Thermus 

thermophilus, la numérotation des résidus modifiés correspond à celle de Saccaromyces cerevisiae avec entre parenthèse 

leurs équivalents chez T. thermophilus et E. coli. Les traits indiquent les liaisons hydrogène.
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avec le résidu Gm2619 (Gm2262 chez T.thermophilus et Gm2251 chez E.coli). Un examen de 

la région du site actif montre, que chez E. coli ou chez la levure, aucune modification 

chimique ne se situe à moins de 10 Å du carbone tétraédrique, ce qui exclut une participation 

directe dans la réaction de formation de la liaison peptidique (Decatur & Fournier, 2002). 

Mais il est tout de même possible que les modifications environnantes puissent influencer la 

réaction de manière indirecte. 

1.3.3.2.2 L’hélice 69 

En 2007, l’équipe de M. Fournier a étudié l’effet des modifications de l’hélice 69 

(H69) du domaine IV de la grande sous-unité du ribosome. Ce domaine est universellement 

riche en nucléotides modifiés car il possède trois Ψ chez E. coli, quatre Ψ et une Nm chez la 

levure (Figure 7), ainsi que cinq Ψ et une Nm chez l’homme (Liang et al., 2007b). La position 

de plusieurs de ces modifications est conservée (Figure 15). Les données de cristallographie 

montrent que H69 établit des interactions avec l’hélice 44 (h44) de la petite sous-unité pour 

former le pont inter sous-unité B2a (Yusupov et al., 2001) (Figure 15C et D). Dans le 

contexte du ribosome complet, H69 interagit également avec la tige D des ARNt aux sites A 

et P, suggérant un rôle dans la translocation des ARNt et la fidélité de la traduction (Gao et 

al., 2003; Moazed & Noller, 1989; Yusupov et al., 2001) (Figure 15). En effet, l’implication 

de l’hélice 69 dans la fidélité de traduction chez E.coli a été montrée par des mutations 

réalisées dans la région de la boucle (U1915A) ou par le blocage de la formation des 

modifications Ψ1911, Ψ1915 et Ψ1917, qui provoquent, entre autre, un décalage du cadre de 

lecture +1, la translecture du codon stop et un défaut de la terminaison de la traduction (Ejby 

et al., 2007; Hirabayashi et al., 2006). Chez la levure, le domaine H69 de 19 nucléotides porte 

5 modifications (Am2256, Ψ2258 (Ψ1915 chez E.coli), Ψ2260 (Ψ1917 chez E.coli), Ψ2264 et 

Ψ2266) (Figure 7). Les modifications aux positions 2258 et 2260 sont conservées entre la 

bactérie et l’homme. La perte de ces modifications provoque un défaut de croissance, une 

augmentation de la sensibilité à certains antibiotiques, un défaut de traduction, une 

modification de la structure du ribosome et une diminution du taux d’ARNr dans les cellules 

(Liang et al., 2007b). De façon intéressante, elle a également pour effet d’augmenter la 

fidélité de la traduction et la résistance aux antibiotiques aminoglycosides (G418 et 

kanamycine A) connus pour se lier aux hélices h44 et H69 chez S. cerevisiae. Ceci suggère 

donc une corrélation entre la fidélité de traduction et des changements structuraux du 

ribosome (Baudin-Baillieu et al., 2009). Il est intéressant de noter que la position du résidu 

Ψ2266, capable de contacter les nucléotides 25 et 26 de l’ARNt au site P (Yusupov et al., 
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Figure 15. Position des résidus modifiés de l’hélice 69 de la grande sous-unité 70S dans la structure cristallographique 
du ribosome de Thermus thermophilus. (A) et (B) Proximité des résidus modifiés des ARNt aux sites A et P, notamment le 

résidu à la position 2256 proche du résidu hyper modifié A37 en position 3’ de la boucle anticodon. Pont inter sous-unité B2a 

qui s‘établit entre les hélices 69 de la grande sous-unité et 44 de la petite sous-unité du ribosome vue de face (C) et de côté 

(D). D’après (Jenner et al., 2010), code PDB 3I8F et 3I8G. La numérotation des résidus modifiés correspond à celle de Sacca-

romyces cerevisiae avec entre parenthèse leur équivalent chez T. thermophilus et E. coli.
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2001), exerce une influence stabilisatrice sur l’interaction entre l’ARNt et le ribosome. Au 

sein du site A, le résidu Am2256 est situé à proximité de la base 37 hyper-modifiée en 3’ de la 

boucle anti codon de l’ARNt, connue pour jouer un rôle crucial dans le décodage par l’ARNt 

(Baudin-Baillieu et al., 2009). 

1.3.3.2.3 « A-site finger » 

Le doigt du site A (« A-site finger » ou ASF), conservé de la bactérie à l’Homme, est 

formé par l’hélice 38 appartenant au domaine II de l’ARNr 25S (Figure 7). L’ASF participe 

au pont inter sous-unité B1a par sa boucle terminale, établit des contacts avec les ARNt au 

site A et avec l’ARNr 5S, mais également avec la protéine S15 chez S. cerevisiae (S13 chez 

E.coli). Chez la levure, l’hélice 38 contient sept residus Ψ et il en existe également trois autres 

dans des petites hélices la bordant (H37 et H39) (Figures 7 et 16). Il est intéressant de noter 

l’absence de modifications dans le « A-site finger » bactérien alors que celles-ci sont 

conservées chez les mammifères tout comme chez les levures. Parmi les positions les plus 

étudiées, l’inhibition de la formation des modifications Ψ960, 986, 1004, 1042, 1052 et 1124 

(équivalente aux positions 828, 851, 868, 905, 915 et 953 chez E.coli) n’a pas d’effet marqué 

sur la fidélité de la traduction (Baudin-Baillieu et al., 2009), alors que ces mutations 

provoquent un défaut de croissance, un défaut de traduction, une sensibilité accrue aux 

antibiotiques ciblant le ribosome et un profil de polysome anormal (Piekna-Przybylska et al., 

2008). 

La carte des sites des modifications sur les ARNr et l’identification des snoRNA 

guides correspondant a été réalisé chez Saccharomyces cerevisiae et sont disponible à 

l’adresse suivante : http://people.biochem.umass.edu/sfournier/fournierlab/snornadb/ (Piekna-

Przybylska et al., 2007). 

1.4 Mise en place des modifications par les sRNP/snoRNP 

Chez les eucaryotes, les snoRNP impliquées dans les clivages endonucléolytiques et 

les modifications post- ou co-transcriptionnelles du pré-ARNr 35S sont composées de 4 

protéines constitutives, dont une enzyme (la 2’-O-méthylase ou la pseudouridyl-synthase) et 

d’un ARN guide : le snoRNA. Ces différents constituants s’assemblent sous la forme d’une 

particule unique. Le snoRNA a pour rôle de sélectionner l’ARNr substrat en s’appariant avec 

celui-ci, ce qui permet le ciblage précis du résidu à modifier. La composition précise et la 

biogenèse de ces particules fera l’objet d’une description détaillée dans les chapitres suivants.  
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Figure 16. Les résidus modifiés du «A-site finger» et des hélices adjacentes H37 et H39 au sein de la structure cristallogra-

phique de la sous-unité 70S de Thermus thermophilus. (A) Vue de face  et (B) de côté des hélices H37, H38 et H39. Pour des 

raisons de clarté, les résidus modifiés sont représentés en sphère. D’après (Jenner et al., 2010), code PDB 3I8F et 3I8G. La 

numérotation des résidus modifiés correspond à celle de S. cerevisiae avec entre parenthèse leur équivalent chez T. thermo-

philus et E. coli.
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Il est intéressant de noter que l’absence des enzymes comme Nop1p (2’-O-méthylase) 

(Tollervey et al., 1991) ou Cbf5p (pseudouridyl-synthase) (Lafontaine et al., 1998), ainsi que 

d’autres protéines constitutives comme Gar1p (Bousquet-Antonelli et al., 1997; Girard et al., 

1992), ou encore de certains snoRNA snR30 (Morrissey & Tollervey, 1993), U3 (Hughes & 

Ares, 1991) ou U14 (Li et al., 1990) inhibe la maturation des ARNr.  

La production de l’ARNr 18S est principalement affectée et se matérialise par 

l’accumulation d’un intermédiaire aberrant, l’ARN 23S, qui résulte d’un défaut de coupure en 

A0 et A1. Par exemple, certaines mutations du gène codant la méthyltransférase Nop1p 

provoquent une inhibition de synthèse des ARNr 18S et 25S à la température non permissive 

(Tollervey et al., 1993). 

2 Les RNP à boîtes H/ACA 

Cette machinerie RNP se compose d’un ARN guide, le s/snoRNA mais aussi de 

plusieurs composants protéiques dénommés respectivement chez les archaea, la levure et 

l’homme : L7Ae/Nhp2p/NHP2, essentiel à la stabilité de l’ARN et à l’activité optimum de la 

particule (Duan et al., 2009; Henras et al., 1998; Li et al., 2011c; Watkins et al., 1998a), 

aGar1/Gar1p/GAR1, aNop10/Nop10p/NOP10 et l’enzyme aCbf5/Cbf5p/CBF5 qui porte 

l’activité ARN : pseudouridine synthase (Tableau 2). 

2.1 Structure des ARN à boîtes H/ACA 

Responsables de la formation des Ψ (Ganot et al., 1997a; Ni et al., 1997) et impliquées 

dans la maturation nucléolytique du pré-ARNr comme nous venons de le voir, les snoRNP à 

boîtes H/ACA sont définies par un composant ARN unique, le snoRNA qui tire son nom de la 

présence de séquences conservées: la boîte « H » ou « Hinge » de séquence 5’-ANANNA-3’ 

(Ganot et al., 1997b) et la boîte ACA, formée par le tri-nucléotide 5’-ACA-3’ (Balakin et al., 

1996) (Figure 17). Cet ARN adopte une structure secondaire particulière qui consiste en la 

succession de deux structures tiges-boucles séparées par une séquence en simple brin 

contenant la boîte H. La boîte ACA se situe à exactement 3 nucléotides en amont de 

l’extrémité 3’ du snoRNA mature (Figure 17). Les deux structures tiges boucles présentent 

une boucle interne dont chaque brin comporte de 9 à 13 nucléotides constituant la poche de 

pseudouridylation. Ces séquences en simple brin constituent la séquence guide et sont 

spécifiques de chaque snoRNA. Elles ont pour fonction de cibler un ARN substrat précis. 
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Homme Levure Archae

CBF5 Cbf5p aCbf5

NOP10 Nop10p aNop10

GAR1 Gar1p aGar1

NHP2 Nhp2p L7Ae

ARN guide snoRNA snoRNA sRNA

Protéines

consituives des
paricules H/ACA 

Tableau 2. Composition des RNP à boîtes H/ACA et C/D. Chaque composant formant la particule (A) H/ACA et (B) C/D  

active est indiqué avec son homologue humain, de levure et d’archae.

Homme Levure Archae

Fibrillarine Nop1p aNop10

NOP56 Nop56p

NOP58 Nop58p

15,5K Snu13p L7Ae

ARN guide snoRNA snoRNA sRNA

aNop5

A

B

Protéines

consituives des
paricules C/D 
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ANANNA ACA NNN

NΨ NΨ
5’

5’

3’

3’
ARN substrat

boîte A boîte ACA

Hélice I Hélice I

Hélice II Hélice II

5’-guide

3’-guide

5’-guide 3’-guide

Poche de pseudouridylation

14-16 nt 14-16 nt

«K-turn» ou «K-loop» pour les sRNA

Figure 17. Représentation schématique des s/snoRNA à boîtes H/ACA. Au sein des sRNA d’archae, les extrémités 

apicales des tiges portent un motif en « K-turn » ou « K-loop ». La distance de 14-16 nucléotides entre le résidu Ψ de la poche 

de pseudouridylation et les boîtes A et ACA est conservée.
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L’association de l’ARN guide avec son ARN substrat conduit à la formation de deux hélices 

intermoléculaires dans l’ARN substrat et à un dinucléotide 5’-UN-3’ non apparié au sommet 

de la poche de l’ARN substrat (Ganot et al., 1997a; Ni et al., 1997) (Figure 17). C’est le 

résidu uridine en 5’ de ce di-nucléotide qui est converti en pseudouridine. Ce résidu est 

toujours localisé 14 à 16 nucléotides en amont des boîtes H ou ACA. Ces éléments conservés 

sont nécessaires à la stabilité du snoRNA, à sa maturation, ainsi qu’à l’activité de 

pseudouridylation de la particule (Balakin et al., 1996; Bortolin et al., 1999; Ganot et al., 

1997b). (Pour revue (Bachellerie et al., 2002; Reichow et al., 2007)) 

A la différence des eucaryotes, les sRNA H/ACA peuvent être constitués de 1 à 3 

structures en tige-boucle (Muller et al., 2008). Ils se distinguent aussi par l’absence de la boîte 

H et par une boîte ACA de type 5’-ANA-3’ située directement en aval de chaque tige-boucle. 

Structuralement, ils diffèrent par la présence d’un motif ARN particulier, un motif en « K-

turn » ou « K-loop » (Rozhdestvensky et al., 2003). Il est retrouvé à l’extrémité apicale de 

l’hélice II des sRNA, à une distance de 5 à 6 paires de bases de la poche de pseudouridylation 

(Muller et al., 2008). Ce domaine fera l’objet d’une description plus détaillée au chapitre 3.2. 

Des travaux réalisés au laboratoire par S. Muller et J.B. Fourmann ont permis de mettre en 

évidence que la réaction de pseudouridylation peut avoir lieu même en présence d’un 

trinucléotide 5’-UNN-3’ non apparié au sein de la poche de pseudouridylation (Muller et al., 

2008). 

2.2 Structure des protéines composant les RNP à boîtes H/ACA 

Ces RNP et ses constituants ont fait l’objet de nombreuses études structurales. La 

majorité des informations structurales ont été obtenues sur les protéines d’archaea. Ceci 

s’explique notamment par des protéines d’archaea plus stables et aussi plus petites que leurs 

homologues eucaryotes qui contiennent souvent des extensions composées de répétitions de 

résidus. Nous présenterons donc les données fonctionnelles obtenues principalement chez la 

levure, en nous appuyant sur les données structurales obtenues chez les archaea. 

2.2.1 L’enzyme aCbf5/Cbf5p 

Chez la levure, elle a été initialement identifiée comme interagissant avec les 

centromères, d’où son nom Centromere Binding Factor 5. Chez l’homme elle porte le nom de 

CBF5, NAP17 ou encore Dyskérine, en référence à son lien avec la dyskératose congénitale. 

Cbf5p est une protéine essentielle à la viabilité cellulaire (Jiang et al., 1993; Watkins et al., 
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1998a). Sa mutation conduit à un défaut d’activité de la snoRNP chez la levure (Zebarjadian 

et al., 1999) et son rôle enzymatique a été confirmé in vitro grâce à l’utilisation de protéines 

d’archaea recombinantes (Charpentier et al., 2005). Des expériences de déplétion réalisées 

chez la levure ont montré que la protéine Cbf5p est requise pour la fonction des particules 

H/ACA, mais également pour la stabilité des snoRNA (Lafontaine et al., 1998). Tout comme 

les protéines des snoRNP à boîtes C/D Nop56p et Nop58p, qui feront l’objet d’une 

description au chapitre 3.3.2 ; Cbf5p possède une extrémité C-terminale riche en motifs 

KKE/D, qui interagissent avec l’hyperméthylase Tgs1p (Mouaikel et al., 2002) (Figure 18). 

De façon intéressante, ces motifs sont absents chez les archaea et ne sont pas requis pour la 

fonctionnalité de l’enzyme chez les eucaryotes (Watkins et al., 1998a; Winkler et al., 1998). 

Les données cristallographiques du complexe entre aCbf5 et aNop10 d’archaea 

(Manival et al., 2006) ont confirmé l’homologie de séquence observée entre l’enzyme du 

système ribonucléoprotéique et le système purement protéique d’E.coli, l’ARNt Ψ synthase 

TruB, qui catalyse l’isomérisation de l’uridine 55 de la boucle T des ARNt en pseudouridine 

(Hamma et al., 2005; Manival et al., 2006) (Figures 18 et 19). Tout comme TruB, Cbf5 est 

composée de deux domaines : le domaine cœur catalytique, commun à toutes les ARN: Ψ 

synthases (Hamma & Ferré-D'Amaré, 2006) et le domaine PUA (« PseudoUridine synthase 

and Archaeaosine transglycosylase ») situé à l’extrémité C-terminale de la protéine (Figures 

18 et 19).  

Ce dernier est un motif de liaison à l’ARN retrouvé dans de nombreuses enzymes 

modifiant les nucléotides (Aravind & Koonin, 1999) et au sein de l’enzyme Cbf5 et ses 

homologues. Il assure la reconnaissance du motif conservé 3’-ACA-5’ (3’-ANA-5’ chez les 

archaea) des sno/s RNA à boîtes H/ACA (Hamma et al., 2005; Li & Ye, 2006; Rashid et al., 

2006; Zhou et al., 2011). Ce domaine est aussi impliqué dans la maladie génétique humaine 

« dyskeratosis congenita » (DKC) car plusieurs mutations identifiées chez certains patients 

sont concentrées dans le domaine PUA de la dyskérine (Heiss et al., 1998). Le domaine PUA 

adopte un repliement mixte α/β (Figure 19). La comparaison des domaines PUA des protéines 

TruB d’E.coli et aCbf5 révèle la présence d’une séquence N-terminale additionnelle d’une 

trentaine de résidus (Figure 18) qui se positionne autour du domaine PUA (Figure 19). Cette 

séquence additionnelle est caractéristique des protéines aCbf5 d’archaea mais est également 

présente dans les protéines CBF5 eucaryotes. La délétion de ce segment N-terminal induit une 

forte instabilité de la protéine qui a conduit notre équipe à proposer qu’il était important pour 

le repliement et/ou la stabilité de l’enzyme (Manival et al., 2006). 
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ins1 ins2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

aCbf5 Pf 1 -------------------------------------------MARDEVRRILPADIKREVLIKDENAETNPDWGFPPEKRPIEMHIQFGVINLDKPPGPTSHEVVAWIKKILNLEKAGHGGTLDPKVSG

aCbf5 Pa 1 -------------------------------------------MARDEVRRILPADIKREVIVKDDKAETNPKWGFPPDKRPIELHIQYGVINLDKPPGPTSHEVVAWIKRILNLEKAGHGGTLDPKVSG

aCBF5 Mj 1 --------------------------------------------MILLEKTQEKKINDKEELIVKEEVETNWDYGCNPYERKIEDLIKYGVVVVDKPRGPTSHEVSTWVKKILNLDKAGHGGTLDPKVTG

CBf5p Sc 1 ------------------------------MSKEDFVIKPEAAGASTDTSEWPLLLKNFDKLLVRSGHYTPIPAGSSPLKRDLKSYISSGVINLDKPSNPSSHEVVAWIKRILRCEKTGHSGTLDPKVTG

DYSK Hs 1 MADAEVIILPKKHKKKKERKSLPEEDVAEIQHAEEFLIKPESKVAKLDTSQWPLLLKNFDKLNVRTTHYTPLACGSNPLKREIGDYIRTGFINLDKPSNPSSHEVVAWIRRILRVEKTGHSGTLDPKVTG

TruB Ec 1 -----------------------------------------------------------------------------MSRPRRRGRDINGVLLLDKPQGMSSNDALQKVKRIYNANRAGHTGALDPLATG

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

aCbf5 Pf 88 VLPVALEKATRVVQALLPAGKEYVALMHLHGDVP-----------------EDKIIQVMKEFEGEIIQRPPLRSAVKRRLR---------------TRKVYYIEVLEIEGRD--VLFRVGVEAGTYIRSL

aCbf5 Pa 88 VLPVALERATRVVQALLPAGKEYVALMHLHGDVP-----------------EDKIRAVMKEFEGEIIQRPPLRSAVKRRLR---------------TRKVYYIEILEIDGRD--VLFRVGVEAGTYIRSL

aCBF5 Mj 87 VLPVALERATKTIPMWHIPPKEYVCLMHLHRDAS-----------------EEDILRVFKEFTGRIYQRPPLKAAVKRRLR---------------IRKIHELELLDKDGKD--VLFRVKCQSGTYIRKL

CBf5p Sc 101 CLIVCIDRATRLVKSQQGAGKEYVCIVRLHDALKD----------------EKDLGRSLENLTGALFQRPPLISAVKRQLR---------------VRTIYESNLIEFDNKRNLGVFWASCEAGTYMRTL

DYSK Hs 131 CLIVCIERATRLVKSQQSAGKEYVGIVRLHNAIEG----------------GTQLSRALETLTGALFQRPPLIAAVKRQLR---------------VRTIYESKMIEYDPERRLGIFWVSCEAGTYIRTL

TruB Ec 54 MLPICLGEATKFSQYLLDSDKRYRVIARLGQRTDTSDADGQIVEERPVTFSAEQLAAALDTFRGDIEQIPSMYSALKYQGKKLYEYARQGIEVPREARPITVYELLFIRHEGNELELEIHCSKGTYIRTI

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

aCbf5 Pf 184 IHHIGLALGVGAHMSELRRTRSGPFKEDETLITLHDLVDYYYFWKEDG-IEEYFRKAIQPMEKAVEHLPKVWIKDSAVAAVTHGADLAVPGIAKLHAGIKRGDLVAIMTLKDELVALGKAMMTSQEMLEK

aCbf5 Pa 184 IHHIGLALGVGAHMAELRRTRSGPFKEDETLVTLHDLVDYYHFWKEDG-IEEYIRKAIQPMEKAVEHLPKIWIKDSAVAAVAHGANLTVPGIVKLNAGIKKGDLVAIMTLKDELVALGKAMMSTQEMIER

aCBF5 Mj 183 CEDIGEALGTSAHMQELRRTKSGCFEE-KDAVYLQDLLDAYVFWKEDG-DEEELRRVIKPMEYGLRHLKKVVVKDSAVDAICHGADVYVRGIAKLSKGIGKGETVLVETLKGEAVAVGKALMNTKEILNA

CBf5p Sc 200 CVHLGMLLGVGGHMQELRRVRSGALSENDNMVTLHDVMDAQWVYDNTR-DESYLRSIIQPLETLLVGYKRIVVKDSAVNAVCYGAKLMIPGLLRYEEGIELYDEIVLITTKGEAIAVAIAQMSTVDLASC

DYSK Hs 230 CVHLGLLLGVGGQMQELRRVRSGVMSEKDHMVTMHDVLDAQWLYDNHK-DESYLRRVVYPLEKLLTSHKRLVMKDSAVNAICYGAKIMLPGVLRYEDGIEVNQEIVVITTKGEAICMAIALMTTAVISTC

TruB Ec 184 IDDLGEKLGCGAHVIYLRRLAVSKYPVERMVTLEHLRELVEQAEQQDIPAAELLDPLLMPMDSPASDYPVVNLPLTSSVYFKNGNPVRTS---------------------------GAPLEGLVRVTEG

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

aCbf5 Pf 313 TKGIAVDVEKVFMPRDWYPKLWEKRDRS------------------------------------------------------------------------------------------------------

aCbf5 Pa 313 SKGIAVDVEKVFMPRDWYPKLW------------------------------------------------------------------------------------------------------------

aCBF5 Mj 311 DKGVAVDVERVYMDRGTYPRMWKRKK--------------------------------------------------------------------------------------------------------

CBf5p Sc 329 DHGVVASVKRCIMERDLYPRRWGLGPVAQKKKQMKADGKLDKYGRVNENTPEQWKKEYVPLDNAEQSTSSSQETKETEEEPKKAKEDSLIKEVETEKEEVKEDDSKKEKKEKKDKKEKKEKKEKKDKKEK

DYSK Hs 359 DHGIVAKIKRVIMERDTYPRKWGLGPKASQKKLMIKQGLLDKHGKPTDSTPATWKQEYVDYSESAKKEVVAEVVKAPQVVAEAAKTAKRKRESESESDETPPAAPQLIKKEKK-----KSKKDKKAKAGL

TruB Ec 287 ENGKFIGMGEIDDEGRVAPRRLVVEYPA------------------------------------------------------------------------------------------------------

530 540 550

....|....|....|....|....|....|.

aCbf5 Pf 340 -------------------------------

aCbf5 Pa 334 -------------------------------

aCBF5 Mj 336 -------------------------------

CBf5p Sc 459 KEKKEKKRKSEDGDSEEKKSKKSKK------

DYSK Hs 484 ESGAEPGDGDSDTTKKKKKKKKAKEVELVSE

TruB Ec 314 -------------------------------

Figure 18. Alignement des protéines Cbf5 de différentes espèces d’archaea et de leur homologue humain et de levure. La séquence de la protéine aCbf5 de Pyroccocus 

furiosus (Pf) est comparée à ses homologues de Pyroccocus abyssi (Pa), Methanococcus jannaschii (Mj), Saccaromyces cerevisiae (Sc), Homo sapiens (Hs) et Escherichia coli 

(Ec). Le domaine PUA est symbolisé par le rectangle vert et la répétition des 10 motifs KKE/D de Cbf5p par le rectangle brun. Les séquences additionnelles spécifiques de la 

machinerie d’E. coli «ins1» et «ins2» sont indiquées par un rectangle gris. La «thumb loop» spécifique des protéines d’Archae et des eucaryotes remplaçant structuralement la 

séquence «ins2» de TruB est symbolisée par un rectangle rouge. Le motif I est indiqué par un rectangle orange. L’acide aspartique catalytique conservé est repéré par une flèche 

noire. Les sous domaines catalytiques D1 et D2 sont représentés par un rectangle violet et jaune, respectivement. L’alignement a été réalisé par le logiciel ClustalW2 (Larkin et 

al., 2007) selon une matrice BLOSUM. Les résidus conservés et identiques dans plus de 50% des séquences sont représentés en blanc sur fond bleu et noir sur fond gris respecti-

vement.
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aCbf5-aNop10-aGar1

Pyrococcus furiosus

aCbf5-aNop10

Pyrococcus abyssi

aCbf5-aNop10

Methanococcus jannaschii
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aCbf5
aCbf5

aGar1

Thumb loop

TruB

Escherrichia coli
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aGar1
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catalytique

Figure 19. Structures cristallines des protéines de la particule H/ACA. (A) Superposition des structures de TruB d’E.coli 

(code PDB : 1K8W), des complexes aCbf5-aNop10 de Methanococcus jannaschii (code PDB : 2APO), aCbf5-aNop10 de 

Pyrococcus abyssi (code PDB : 2AUS) et aCbf5-aNop10-aGar1 de Pyrococcus furiosus (code PDB : 2EY4). L’acide aspar-

tique catalytique est repéré par un cercle dans l’encart. (B) Vues centrées sur la zone de la «Thumb loop»  et le l’«ins2» des 

protéines aCbf5 et TruB, respectivement, en utilisant le même code couleur qu’en (A). Les protéines aNop10 et aGar1 sont 

indiquées lorsqu’elles sont présentes. L’atome de zinc chélaté par aNop10 est représenté par une sphère. Le domaine PUA de 

l’enzyme est entouré en pointillé.

domaine PUA
domaine PUA

domaine PUA domaine PUA
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En plus de son rôle dans la réaction de pseudouridylation, le domaine catalytique 

d’aCbf5 d’archaea est impliqué dans des interactions avec les protéines aNop10 et aGar1 (Li 

& Ye, 2006; Manival et al., 2006; Rashid et al., 2006). Le domaine catalytique de l’enzyme 

Cbf5 est formé d’un cœur de feuillets β entouré d’hélices α formant la crevasse catalytique 

(Figure 19). Comme pour TruB (Ramamurthy et al., 1999) un acide aspartique (D82 chez 

aCbf5, D48 chez TruB et D125 dans la Dyskérine humaine), conservé dans toutes les ARN : 

Ψ-synthases (Gu et al., 1999; Huang et al., 1998) (Figure 18), est essentiel à l’activité de 

l’enzyme (Charpentier et al., 2005; Zebarjadian et al., 1999). Récemment, une forme 

cytoplasmique de la dyskérine a été mise en évidence. Sa production résulte d’évènements 

d’épissage alternatif, mais sa fonction précise, qui est vraisemblablement indépendante des 

snoRNP, n’a pas encore été décrite (Angrisani et al., 2011). 

L’enzyme TruB d’E. coli possède deux segments polypeptidiques caractéristiques qui 

sont directement impliqués dans la reconnaissance de la boucle TΨC de ses ARNt substrats 

(Hoang & Ferré-D'Amaré, 2001). Ces segments baptisés « ins1 » et « ins2 » sont absents dans 

les protéines aCbf5 et leurs homologues humains (Figure 18) et l’un des deux (« ins2) est 

remplacé par une courte boucle dont la flexibilité rend impossible la détermination de son 

repliement en absence de la protéine aGar1 (Hamma et al., 2005) (Figure 19). Comme nous le 

verrons plus tard (paragraphes 2.2.3 et 2.3), cette boucle située entre les brins β6 et β7 est 

baptisée « thumb loop » et joue un rôle dans l’activité de la particule H/ACA (Li & Ye, 2006). 

Les protéines recombinantes aCbf5 d’archaea et Cbf5p de levure sont capables de se 

lier directement à l’ARN guide (Baker et al., 2005; Charpentier et al., 2005; Normand et al., 

2006). Mais ces études ont montrés que cette interaction est insuffisante pour guider la 

formation spécifique de Ψ sur les ARN ribosomiques cibles. Par contre, aCbf5 d’archae et 

Pus10, une autre Ψ synthase d’archaea, sont capables de catalyser sans ARN guide la 

formation du résidu Ψ55 des ARNt (Muller et al., 2007; Roovers et al., 2006) et cette activité 

chez Cbf5 est améliorée en présence de certaines des protéines cœur de la particule. 

2.2.2 aNop10/Nop10p 

La protéine Nop10 est une petite protéine (environ 60 acides aminés) essentielle à 

l’activité de la particule (Charpentier et al., 2005) et la stabilité des snoRNA à boîtes H/ACA 

eucaryotes (Henras et al., 1998). La présence de Cbf5 est nécessaire pour la fixation de 

Nop10 sur l’ARN guide et l’hétéro-complexe Cbf5-Nop10 peut se former en absence d’ARN 

(Charpentier et al., 2005; Manival et al., 2006). In vitro, Cbf5 complexée à Nop10 et un ARN 
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guide constituent l’architecture minimale ayant une activité ARN : Ψ synthase sur un ARN 

substrat (Charpentier et al., 2005). Toutefois, la présence des 4 protéines cœurs est nécessaire 

pour assurer une activité optimale à la particule H/ACA. Nop10 a une structure très flexible 

qui comporte un motif à 3 brins β formant un « doigt à zinc » de type β ribbon à son extrémité 

N-terminale et une hélice α C-terminale, reliée à la partie N-terminale par un long segment 

flexible (Hamma et al., 2005; Manival et al., 2006; Rashid et al., 2006) (Figure 19). La 

structure doigt à zinc comporte des cystéines arrangées selon le motif CXXC …/… CXXC 

qui chélatent l’atome métallique. Bien que ce motif N-terminal soit impliqué dans 

l’interaction avec aCbf5, la mutation des 4 cystéines n’altère ni la formation de la particule, ni 

son activité (Manival et al., 2006). La protéine eucaryote a les mêmes propriétés structurales 

et dynamiques mais le doigt à zinc N-terminal est remplacé par un petit feuillet à 2 brins β 

(Khanna et al., 2006; Reichow & Varani, 2008). La protéine aNop10 se fixe sur une large 

surface du domaine catalytique de aCbf5  (Hamma et al., 2005; Manival et al., 2006) (Figure 

19). Lors de sa fixation à aCbf5, aNop10 se rigidifie en établissant de nombreux contacts avec 

cette dernière (environ 46% de la surface accessible de la protéine est masquée lors de 

l’interaction). Néanmoins elle conserve la même structure secondaire que celle observée à 

l’état libre (Hamma et al., 2005). La région charnière entre les domaines N- et C-terminaux 

est la plus conservée et établit de nombreux contacts avec une zone d’aCbf5 conservée dans 

les ARN : Ψ synthases (le motif I) (Koonin, 1996), qui est important pour la stabilité de ces 

enzymes (Spedaliere et al., 2000). Cette région charnière de Nop10 participe à la poche 

basique constituée par le site catalytique. Enfin, comme nous le verrons au paragraphe 2.3, au 

sein de la sRNP, aNop10 établit également des contacts avec le sRNA et la protéine L7Ae (Li 

& Ye, 2006). 

2.2.3 aGar1/Gar1p 

La protéine Gar1p est également essentielle à l’activité de la particule, mais c’est la 

seule à ne pas être requise pour la stabilité du snoRNA (Bousquet-Antonelli et al., 1997; 

Girard et al., 1992). Cette protéine contient deux domaines présentant des répétitions de 

séquences glycine / arginine qui sont localisés à chacune de ses extrémités : les domaines 

GAR (« Glycin-Arginin-Rich »). La protéine aGar1 d’archaea ne possède pas ces domaines 

terminaux présents chez ses homologues eucaryotes mais le domaine fonctionnel est très 

conservé entre archaea et eucaryotes. Les domaines GAR des protéines nucléolaires 

interagissent avec les ARN et participent à la localisation nucléolaire de nombreuses protéines 

comme la Nucléoline ou la Fibrillarine (Ginisty et al., 1999). En présence de la protéine 
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aNop10, aGAR1 est capable de s’assembler avec aCbf5 pour former un complexe tri-partite, 

ceci de manière indépendante à la fixation à l’ARN. Tout comme aNop10, aGar1 ne peut pas 

se lier à l’ARN en absence de CBF5.  

La détermination de la structure tridimensionnelle de l’hétérotrimère aCbf5-aNop10-

aGar1 a permis de révéler la structuration en tonneau β composé de 6 brins de aGar1 

d’archaea (Rashid et al., 2006) (Figure 19). Chez les archaea, malgré son homologie 

structurale avec des protéines interagissant avec des ARN comme les facteurs d’initiation 

(IF2) et d’élongation (EF-G) de la traduction bactérienne au sein de la particule, aGar1 

n’établit que des liaisons protéine-protéine avec aCbf5. De plus aGar1 se situe à environ 20 Å 

du site catalytique de l’enzyme. L’interaction observée entre l’ARN et Gar1 eucaryote (Bagni 

& Lapeyre, 1998; Wang & Meier, 2004) est donc vraisemblablement due aux domaines GAR 

spécifiques des homologues eucaryotes ou à une association temporaire avec l’ARN substrat 

au cours de son chargement ou de son relargage de la particule H/ACA (Meier, 2006; Rashid 

et al., 2006; Yu, 2006). L’idée actuelle est que la protéine aGar1 intervient dans le recyclage 

(fixation-relargage) de l’ARN substrat. En effet, les protéines Cbf5 sont dépourvues d’un 

segment peptidique présent dans TruB qui est impliqué dans ce processus. Il reconnait la 

boucle TΨC des ARNt (mentionné dans le paragraphe 2.2.1, figure 19). L’absence de ce 

segment étend le site de fixation à l’ARN jusqu’à la tige-boucle β7/β10 (également appelée 

« thumb loop ») de l’enzyme. Cette boucle présente dans aCbf5 interagit directement avec la 

protéine aGar1. Il a été proposé que cette interaction intervienne dans le recyclage du substrat 

(Charpentier et al., 2005; Li & Ye, 2006; Rashid et al., 2006). 

2.2.4 L7Ae/Nhp2p 

La protéine eucaryote Nhp2p/NHP2 et son homologue d’archaea L7Ae font partie des 

protéines de la famille L7Ae/L30. Cette famille se définit par le partage d’un domaine 

commun de fixation à l’ARN, appelé L7Ae/L30-RBD (« L7Ae/L30 RNA Binding Domain »), 

qui est responsable de l’interaction avec des motifs structuraux particulier d’ARN : les motifs 

en « K-turn » ou « K-loop » (Allmang et al., 2002; Cléry et al., 2007; Marmier-Gourrier et al., 

2003; Nolivos et al., 2005; Nottrott et al., 1999; Vidovic et al., 2000; Watkins et al., 2000) 

déjà évoqués au chapitre 2.1, feront l’objet d’une description détaillée au chapitre 3.2. De 

façon étonnante, la protéine Nhp2p/NHP2 est le seul membre de la famille L7Ae/L30 qui ne 

reconnaît pas spécifiquement ces motifs. Sa spécificité est dégénérée (Henras et al., 2001) 

malgré une légère préférence pour les structures « tige-boucle » imparfaites. Cette 
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caractéristique est cohérente avec l’absence de ce type de motifs au sein des snoRNA à boîtes 

H/ACA eucaryotes. Les propriétés de fixation à l’ARN de Nhp2p/NHP2 peuvent s’expliquer 

par le fait que le résidu acide (l’acide glutamique 61 ou aspartique 59 dans les protéines 

homologues 15.5K humaine et L7Ae d’archaea respectivement) qui stabilise le résidu uridine 

protubérant dans les motifs  « K-turn »  n’est pas présent dans cette protéine (Figure 20). 

Récemment, la structure tridimensionnelle de la protéine Nhp2p de S. cerevisiae a été 

établie par RMN (Koo et al., 2011) (Figure 21). Nhp2p présente un repliement similaire aux 

structures connues des protéines de la famille, en particulier la superposition de 3 couches de 

motifs hélice α - brin β - hélice α. Cependant, Nhp2p peut adopter deux conformations 

distinctes en solution du fait de l’isomérisation cis/trans d’une proline conservée, la proline 

83, située à l’extrémité N-terminale de l’hélice α3. Dans Nhp2p en solution, la proline 83 

adopte majoritairement une conformation trans tandis que dans les structures des autres 

protéines de la famille L7Ae, cette proline adopte une conformation cis. L’équipe de J. Feigon 

a montré que l’isomérisation cis/trans de P83 influence le positionnement de l’hélice α3 par 

rapport à l’hélice α2 mais aussi le brin β2 (Figure 21). Ce mauvais positionnement limite la 

formation des interactions mises en place entre les motifs en « K-turn » et les protéines de la 

famille L7Ae. L’équipe de J.Feigon a montré que la seule mutation S82W dans Nhp2p suffit 

pour générer une protéine ayant les capacités de reconnaissance des motifs en « K-turn » Au 

sein de la RNP d’archaea, la proline 60 de L7Ae, équivalente à la proline 83 de Nhp2p, établit 

des contacts directs avec la protéine aNop10, tandis que le résidu Asp59 ou Glu61/S82 chez 

l’homme/levure établit des liaisons hydrogène avec le résidu uracile éjecté des motifs « K-

turn » ou « K-loop » (Figure 20). La mutation S82W dans Nhp2p, permet au résidu acide 

voisin de la proline 83 d’adopter une conformation identique à celle observée par le résidu 

Asp59 dans L7Ae ce qui renforce l’affinité pour les motifs en « K-turn ». La conformation de 

la proline conservée des protéines de la famille jouerait donc un rôle majeur dans le 

positionnement de résidus et de la chaine principale au sein du site de fixation des 

nucléotides. En ce qui concerne Nhp2p, malgré l’absence de véritable « K-turn » dans les 

snoRNA H/ACA, la sérine 82 pourrait être impliquée dans la reconnaissance d’un résidu U, 

retrouvé de façon préférentielle à une distance de 10 ou 11 paires de bases de la poche de 

pseudouridylation. Elle jouerait donc un rôle équivalent au résidu aspartique 59 de L7Ae. 

L’interaction de Nhp2p avec Nop10p au sein de la snoRNP pourrait stabiliser la conformation 

cis de la proline 83 et permettrait l’établissement de contacts optimaux entre Nhp2p et le 

snoRNA (Koo et al., 2011). 
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

L7Ae Ss 1 ----------------------------MSKASYVKFEVPQDLADKVLEAVRKAKESGKIKKGTNETTKAVERGQAKLVIIAEDVQPEEIVAHLPLLCDEKKIPYVYVSSKKALGEACGLQVATASAAIL 102

L7Ae Pf 1 ----------------------------MAKPSYVKFEVPKELAEKALQAVEIARDTGKIRKGTNETTKAVERGQAKLVIIAEDVDPEEIVAHLPPLCEEKEIPYIYVPSKKELGAAAGIEVAAASVAII 102

L7Ae Af 1 --------------------------------MYVRFEVPEDMQNEALSLLEKVRESGKVKKGTNETTKAVERGLAKLVYIAEDVDPPEIVAHLPLLCEEKNVPYIYVKSKNDLGRAVGIEVPCASAAII 98

L7Ae Pa 1 ----------------------------MAKPSYVKFEVPKELAEKALQAVEIARDTGKIRKGTNETTKAVERGQAKLVIIAEDVDPEEIVAHLPPLCEEKEIPYIYVPSKKELGAAAGIEVAAASVAII 102

L7Ae Mj 1 ------------------------------MAVYVKFKVPEEIQKELLDAVAKAQ---KIKKGANEVTKAVERGIAKLVIIAEDVKPEEVVAHLPYLCEEKGIPYAYVASKQDLGKAAGLEVAASSVAII 97

Snu13p Sc 1 ---------------------------MSAPNPKAFPLADAALTQQILDVVQQAANLRQLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAADCEPIEILLHLPLLCEDKNVPYVFVPSRVALGRACGVSRPVIAASIT 103

15.5K Hs 1 -------------------------MTEADVNPKAYPLADAHLTKKLLDLVQQSCNYKQLRKGANEATKTLNRGISEFIVMAADAEPLEIILHLPLLCEDKNVPYVFVRSKQALGRACGVSRPVIACSVT 105

Nhp2p Sc 1 ----MGKDNKEHKESKESKTVDNYEARMPAVLPFAKPLASKKLNKKVLKTVKKASKAKNVKRGVKEVVKALRKGEKGLVVIAGDISPADVISHIPVLCEDHSVPYIFIPSKQDLGAAGATKRPTSVVFIV 126

NHP2 Hs 1 MTKIKADPDGPEAQAEACSGERTYQELLVNQNPIAQPLASRRLTRKLYKCIKKAVKQKQIRRGVKEVQKFVNKGEKGIMVLAGDTLPIEVYCHLPVMCEDRNLPYVYIPSKTDLGAAAGSKRPTCVIMVK 130

140 150 160

....|....|....|....|....|....|....|..

L7Ae Ss 103 EPG-----------EAKDLVDEIIKRVNEIKGKTSS 127

L7Ae Pf 103 EPG-----------KARDLVEEIAMKVKELMK---- 123

L7Ae Af 99 NEG-----------ELRKELGSLVEKIKGLQK---- 119

L7Ae Pa 103 EPG-----------KARDLVEEIAMKVRELMK---- 123

L7Ae Mj 98 NEG-----------D~AEELKVLIEKVNVLKQ---- 117

Snu13p Sc 104 TNDA----------SAIKTQIYAVKDKIETLLI---- 126

15.5K Hs 106 IKEG----------SQLKQQIQSIQQSIERLLV---- 128

Nhp2p Sc 127 PGSNKKKDGKNKEEEYKESFNEVVKEVQAL------ 156

NHP2 Hs 131 P-----------HEEYQEAYDECLEEVQSLPLPL-- 153

Figure 20. Alignement des séquences des homologues de la famille L7Ae/L30. La séquence de L7Ae de Sulfolobus Solfataricus (Ss) est comparée à celle de ses homologues 

de Pyroccocus furiosus (Pf), Archaeoglobus fulgidus (Af), Pyroccocus abyssi (Pa), Methanococcus jannaschii (Mj), Saccaromyces cerevisiae (Sc) et Homo sapiens (Hs). Les 

résidus stabilisant le résidu uridine protubérant des motifs « K-turn » sont indiqués par une flèche. Les motifs KExxK et VSRP/IEVA d’interaction avec l’ARN sont indiqués par 

un rectangle rouge. L’alignement a été réalisé par le logiciel ClustalW2 (Larkin et al., 2007) selon une matrice BLOSUM et un ajustement manuel a été réalisé en utilisant la 

superposition structurale (Figures 21 et 32). Les résidus conservés et identiques dans plus de 50% des séquences sont représentés en blanc sur fond bleu et noir sur fond gris, 

respectivement.
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Nhp2p

S. cerevisiae
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H. sapiens

Snu13p
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L7Ae

P. abyssi

Ser82

Pro83

Trp82
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Figure 21. Structures tridimensionnelles des protéines de la famille L7Ae/L30. (A) Superposition des structures de 15.5K 

humaine (code PDB : 1E7K), Snu13p de S.cerevisiae (code PDB : 2ALE), L7Ae de P.abyssi (code PDB : 1PXW) et Nhp2p 

de S.cerevisiae (code PDB : 2LBX et 2LBW). (B) Superposition des structures de la protéine Nhp2p de S.cerevisiae WT 

(orange) et mutante S82W (bleu). Le carbone alpha de la proline 83 est représenté par une sphère noire. Les numéros 

d’hélices alpha et des brins beta sont indiqués.
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2.3 Structure des particules à boîtes H/ACA 

Au cours de ces dix dernière années, plusieurs structures tridimensionnelles de 

particules sRNP de Pyrococcus furiosus ont été résolues (Duan et al., 2009; Li & Ye, 2006; 

Liang et al., 2007a; Liang et al., 2009a; Zhou et al., 2011). La première correspondait à un 

complexe formé entre une seule tige-boucle d’ARN guide H/ACA adoptant une conformation 

étendue en double hélice et les protéines aCbf5, aNop10 et L7Ae (Li & Ye, 2006). Cette 

structure montrait que bien que la protéine aGar1 n’établit pas d’interaction avec l’ARN, elle 

est capable de séquestrer la boucle « pouce » (ou « thumb loop ») d’aCbf5 délimitée par les 

feuillets β7 et β10. La modélisation d’un substrat lié à la structure établie renforçait l’idée que 

aGar1 régule le turnover du substrat en contrôlant la position de la « thumb loop » (Li & Ye, 

2006). Cependant, cette structure n’apportait pas d’informations sur le mode de recrutement 

de l’ARN substrat sur la RNP. La structure du complexe aCbf5-aNop10-aGar1 associé à 

l’ARN guide et à l’ARN substrat, qui a été obtenue ultérieurement, n’a pas non plus apporté 

de réponse claire à cette question. En effet, en absence de la protéine L7Ae, l’ARN substrat 

n’était pas correctement positionné dans le site actif de la particule (Liang et al., 2007a). Plus 

récemment, l’équipe de K. Ye a apporté des éléments de réponse à cette question en 

déterminant la structure 3D d’une sRNP à boîtes H/ACA associée à un ARN substrat 

positionné dans le site actif (Duan et al., 2009) (Figure 22). Les auteurs ont obtenu deux types 

de complexes, un premier où l’ensemble des partenaires protéiques et ARN sont présents et 

un second, où la protéine aGar1 est absente. Dans ce dernier cas, l’ARN à boîtes H/ACA 

associé aux protéines aCbf5, aNop10 et L7Ae adopte une conformation similaire à celle 

observée dans la structure du complexe sans substrat (Li & Ye, 2006) (Figure 22A droite et 

centre). Au niveau de la structure sans aGar1, l’hélice supérieure (P2) du guide interagit avec 

L7Ae, aNop10 et avec le sous domaine catalytique D1 de aCbf5, tandis que l’hélice inférieure 

(P1) est ancrée au domaine PUA de Cbf5 par l’extrémité de la boîte ACA (Figure 22B). 

L’ARN substrat, associé à la poche de pseudouridylation à proximité du site actif, adopte une 

structure en forme « d’arc de cercle » à la surface des protéines (Figure 22B). Le substrat est 

maintenu dans cette position par des contacts supplémentaires, en particulier, la « thumb 

loop » d’aCbf5 semble jouer un rôle clé dans l’accessibilité de la poche de pseudouridylation 

pour le substrat (Duan et al., 2009; Liang et al., 2007a; Liang et al., 2009a). La structure de la 

particule entière sRNP H/ACA en complexe avec le substrat ARN montre que la protéine 

aGar1 interagit avec le sous domaine catalytique D2 de la protéine aCbf5, en adoptant un 

positionnement similaire à celui observé dans la structure du complexe sans substrat (Figure 
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Figure 22. Structures tridimensionnelle d’une partie d’une sRNP à boîtes H/ACA de P. furiosus. (A) Comparaison entre 

la sRNP sans l’ARN substrat (les protéines sont bleu clair et l’ARN guide bleu foncé) (Li & Ye, 2006), code PDB : 2HVY et 

la sRNP avec l’ARN substrat mais sans la protéine aGar1 (le nom des protéines est indiqué) (Duan et al., 2009), code PDB : 

3HAX. (B) L’ARN substrat adopte une structure en forme de « d’arc de cercle » qui est aligné à la surface des protéines. Le 

nom des protéines et des ARN sont indiqués.
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23). La protéine aGar1 n’établit aucun contact avec l’ARN guide ou avec l’ARN substrat. Le 

reste du complexe, incluant les hélices formées entre l’ARN guide et l’ARN substrat, ainsi 

que la « thumb loop », adopte la même structuration qu’en absence de aGar1. Néanmoins, en 

absence de substrat, la « thumb loop », stabilisée par une interaction avec la protéine aGar1, 

est dans une configuration ouverte favorisant l’accès à un ARN cible. Ensuite, en présence du 

substrat, la boucle se referme sur la poche de pseudouridylation, ce qui participerait au 

maintien de l’ARN cible dans le site actif de l’enzyme (Duan et al., 2009; Li & Ye, 2006). 

Comme déjà observé auparavant, les extrémités du sRNA guide sont stabilisées d’une part 

grâce à l’interaction de la boîte ACA avec le domaine PUA de CBF5 et d’autre part grâce à 

l’association de la protéine L7Ae avec le motif ARN en « K-loop » (Figure 23B et C). A ce 

niveau, on observe l’interaction de l’acide aspartique 59 de la protéine L7Ae avec le résidu 

uracile projeté vers le solvant au niveau du motif « K-turn » de l’ARN guide (mentionné au 

chapitre 2.2.4). Il a été montré que des changements de conformation de l’ARN guide en 

présence de la protéine L7Ae favorisent également son interaction avec le substrat (Liang et 

al., 2007a). Des résultats encore non publiés obtenus au laboratoire par J.B. Fourmann, M. 

Blaud et B. Charpentier, indiquent que ce rôle de la protéine L7Ae reposerait sur des 

contraintes induites par son interaction au sein de la particule avec la protéine aNop10. 

Récemment, la structure cristallographique d’un complexe partiel Nop10p-Cbf5p-

Gar1p de S. cerevisiae, dans lequel le domaine KKE/D de Cbf5p et les domaines GAR de la 

protéine Gar1p ont été retirés, a été obtenue à partir de protéines recombinantes co-exprimées 

chez E. coli (Li et al., 2011c) (Figure 24). Les auteurs ont tout d’abord démontré que la RNP 

composée de Cbf5p, Gar1p, Nop10p, Nhp2p et de l’ARN guide snR5 est active in vitro. La 

comparaison de l’activité de ce système avec la protéine Cbf5p dépourvue du domaine 

KKE/D a permis de démontrer que ce dernier n’est pas requis pour la réaction. Par contre, 

l’incorporation de la protéine Gar1p de pleine taille (mais cependant partiellement dégradée) 

augmente significativement le taux de pseudouridylation comme c’est le cas pour la particule 

d’archaea (Charpentier et al., 2005).  

Enfin des expériences de pontages chimiques covalents couplées à une analyse par 

spectrométrie de masse ont permis aux auteurs de confirmer que la position de la protéine 

Nhp2p au sein de la RNP est similaire à celle occupée par la protéine L7Ae dans la particule 

H/ACA d’archaea (Li et al., 2011c). De façon étonnante, la particule H/ACA en absence de 

protéine Nhp2p possède toujours une forte activité de pseudouridylation, même si celle-ci est 

inférieure à celle de la particule complète. Ceci contraste avec le rôle essentiel que joue son 
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Figure 23. Structure tridimensionnelle d’une sRNP à boîtes H/ACA entière et active de P. furiosus. (A) Comparaison 

entre la sRNP sans l’ARN substrat (les protéines sont représentées en bleu clair et l’ARN guide en bleu foncé) (Li & Ye, 

2006), code PDB : 2HVY. La sRNP avec l’ARN substrat est représentée avec le même code couleur qu’en (C) (Duan et al., 

2009), code PDB : 3HAY. (B) Détails de l’interaction entre le résidu uracile projeté du motif en « K-turn » et l’acide aspar-

tique 59 de la protéine L7Ae. Le carbone alpha de la proline 60 est représenté par une sphère noire. (C) Vue d’ensemble de 

la sRNP H/ACA de P. furiosus en surface moléculaire et cartoon. (D) Détails des ARN guide H/ACA et substrat de la sRNP.
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Figure 24. Structures tridimensionnelles de la sRNP à boîtes H/ACA de P. furiosus et du complexe Cbf5p-Nop10p-
Gar1p de S.cerevisiae. (A) A gauche, superposition entre la sRNP de P.furiosus (les protéines sont grises claires et l’ARN en 

transparence grise) (Duan et al., 2009), code PDB : 3HAY et le complexe Cbf5p-Nop10p-Gar1p de S. cerevisiae (Li et al., 

2011), code PDB 3U28. A droite le complexe protéique tripartite de levure. (B) Vue de l’interaction entre le domaine CTE de 

la protéine Gar1p et la «thumb loop» de Cbf5p. (C) Superposition de la vue de la protéine Nop10p et de son interaction avec 

l’hélice α6 de Cbf5p (en couleur) avec l’équivalent chez les Archaea (en gris).
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homologue d’archaea L7Ae. Nhp2p et L7Ae semblent donc présenter des différences 

fonctionnelles au sein de leurs RNP H/ACA respectives. 

Au sein de la structure cristalline établie pour le complexe de levure, la conformation 

de chaque sous-unité, l’organisation globale et les interactions protéine-protéine sont 

similaires à ce qui a été précédemment observé chez les archaea (Hamma et al., 2005; Li & 

Ye, 2006; Manival et al., 2006; Rashid et al., 2006) (Figure 24). Nop10p et Gar1p s’associent 

de part et d’autre du domaine catalytique de l’enzyme Cbf5p. Mise à part une légère rotation 

du domaine PUA d’environ 20° par rapport au domaine catalytique, les variations de 

positionnement des différents domaines sont mineures (Li et al., 2011c).  

La structure du complexe révèle aussi des caractéristiques spécifiques aux trois 

protéines de levure : 

- La protéine Cbf5p eucaryote se distingue de son homologue archaea, par des 

extensions N-terminale (NTE) et C-terminale (CTE), ainsi que par la présence d’une 

longue queue de répétition KKE/D C-terminale (Figure 17). Ces extensions ont un 

intérêt tout particulier puisque 15 mutations impliquées dans la Dyskératose 

Congénitale sont retrouvées dans ces régions. Le domaine CTE de Cbf5p n’a pas été 

cristallisé, ceci résulte probablement de sa dégradation ou d’un désordre intrinsèque. 

Le NTE est partiellement structuré et forme une couche supplémentaire qui recouvre 

le tonneau β du domaine PUA sur la face opposée à la surface d’interaction avec 

l’ARN chez l’archaea. 

- Chez la levure, Nop10p adopte une structure étendue composée d’un domaine N-

terminal en feuillet, une région charnière et une hélice α C-terminale et contacte 

largement le domaine catalytique de Cbf5p (Figure 24). Le domaine N-terminal de P. 

furiosus est un domaine à doigt de zinc classique avec 4 résidus cystéines capables de 

lier un atome de zinc, tandis que le domaine homologue chez la levure ne possède pas 

ces cystéines et ne lie pas d’atome de zinc. Malgré cette différence, ce domaine garde 

le même repliement et la même interface avec Cbf5p (Figure 24C). En absence de 

fixation du zinc, l’association à Cbf5p est donc nécessaire au maintien de la 

structuration de ce domaine. Au niveau du domaine C-terminal, l’hélice α1 d’aNop10 

d’archaea interagit avec l’hélice α6 d’aCbf5. Cette association est différente chez la 

levure car les deux hélices s’éloignent l’une de l’autre.  
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Wang et Meier en 2004 ont montré que Nhp2p est capable de s’associer à Cbf5p-

Nop10p pour former un complexe stable même en absence d’ARN (Wang & Meier, 

2004) et peut donc se lier à Nop10p d’une façon différente de L7Ae d’archaea qui elle 

n’est pas capable de former un complexe stable avec aCbf5-aNop10 (Baker et al., 

2005; Charpentier et al., 2005). Les changements conformationels de la région C-

terminale de Nop10p de levure génèrent donc probablement une nouvelle interface  de 

fixation pour la protéine Nhp2p. 

- Enfin, en ce qui concerne la protéine Gar1p, tout comme son homologue archaea, son 

domaine cœur est composé d’un tonneau β à 6 brins mais elle possède un domaine 

NTE et un domaine CTE supplémentaire. Le domaine NTE comporte 2 prolines très 

conservées chez les eucaryotes dont l’absence provoque l’agrégation de la protéine, la 

perte de sa localisation nucléolaire et la disparition des « Cajal bodies » (CB) (Pogacić 

et al., 2000). Le domaine CTE contient une courte hélice α1 qui établit des 

interactions hydrophobes avec la « thumb loop » de Cbf5 (Figure 24B) et qui pourrait 

être importante pour le turnover réactionnel (Li et al., 2011c). 

2.4 La biogenèse des RNP à boîtes H/ACA 

Les ARN à boîtes H/ACA représentent une classe de petits ARN non codants 

abondants et conservés. Comme nous venons de l’évoquer, ces ARN agissent au sein de 

complexes ribonucléoprotéiques, les snoRNP à boîtes H/ACA. Ils agissent sur les pré-ARNr 

en guidant l’une des modifications post-trancriptionnelles les plus abondantes : la conversion 

des résidus uridines en pseudouridines (Charette & Gray, 2000). Mais leurs substrats ne se 

limitent pas seulement aux ARNr, ces complexes sont capables de cibler également des petits 

ARN nucléaires impliqués dans l’épissage des ARNm : les UsnRNA. Certaines des snoRNP 

H/ACA en plus de guider la conversion de U en Ψ sont également impliquées dans la 

maturation nucléolytique des pré-ARNr. C’est le cas des snoRNA snR30 et snR10 (Bally et 

al., 1988; Collins, 2006; Morrissey & Tollervey, 1993; Tollervey, 1987). De plus, chez les 

vertébrés, le complexe de la télomérase contient un ARN non codant, qui porte dans sa région 

3’ une structure en « tige-boucle » à boîtes H/ACA qui s’associe aux quatre protéines des 

snoRNP H/ACA (Antal et al., 2002) (Dez et al., 2001; Dragon et al., 2000; Mitchell et al., 

1999). Ainsi, les particules snoRNP H/ACA sont essentielles dans 3 processus cellulaires 

fondamentaux : la synthèse des protéines, l’épissage des ARNm et la maintenance de 

l’intégrité du génome. Chez tous les eucaryotes, les snoRNA à boîtes H/ACA s’accumulent 

dans le nucléole, tandis que les ARN H/ACA médiant la pseudouridylation des snRNA 
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splieceosomaux autres que le UsnRNA U6, les scaRNA (« Cajal body-specific RNAs ») 

résident dans les CB des cellules animales (Darzacq et al., 2002). Ces scaRNA possèdent 

l’ensemble des caractéristiques de la famille des snoRNA H/ACA, comme la présence des 

boîtes H et ACA, la poche de pseudouridylation mais aussi un signal de localisation vers les 

CB, la boîte CAB (pour Cajal body), qui correspond à une séquence consensus ugAG située 

dans la boucle apical des structures « tige-boucle » 5’ et 3’ de l’ARN (Richard et al., 2003). 

Le snoRNA U6 qui transite dans le nucléole est modifié par les snoRNP. 

Depuis dix ans des particules RNP d’archaea fonctionnelles ont pu être reconstituées 

in vitro, tout comme récemment des RNP de levure (Li et al., 2011c). Cependant ces dernières 

ont nécessité une co-expression et l’utilisation de protéines tronquées, ce qui suggère que la 

biogenèse des RNP H/ACA d’eucaryotes est un processus complexe qui requiert de multiples 

facteurs d’assemblage (Boulon et al., 2008; Kiss et al., 2006; Matera et al., 2007; Terns & 

Terns, 2006). Et comme nous allons le voir cela se vérifie dès la transcription de l’ARN guide 

à boîtes H/ACA. 

Chez les archaea et les eucaryotes unicellulaires, les gènes des ARN H/ACA sont 

fréquemment organisés en unité de transcription mono- ou polycistronique indépendantes, 

alors que chez les vertébrés, on observe une intégration dans les parties introniques des unités 

codant les ARN H/ACA. Ainsi, tous les gènes des ARN H/ACA de vertébrés, à l’exception de 

l’ARN de la télomérase, sont hébergés dans des introns de pré-ARNm. Chez la levure, 

l’assemblage des RNP H/ACA débute de façon co-transcriptionelle sur l’ARN H/ACA 

naissant (Ballarino et al., 2005; Yang et al., 2005). De façon similaire, chez les mammifères, 

le recrutement des protéines sur les ARN à boîtes H/ACA introniques s’effectue sur le pré-

ARNm naissant, de façon concomitante avec la sélection des sites d’épissages (Darzacq et al., 

2006; Richard et al., 2006) (Figure 25). 

2.4.1 Rôle de Naf1 et Shq1 

Les facteurs d’assemblage précoces des particules H/ACA eucaryotes, Naf1 

(« Nuclear Assembly Factor 1 ») et Shq1 (« Small nucleolar RNAs of the box H/ACA family 

Quantitative accumulation 1 ») sont les plus caractérisés à l’heure actuelle (Darzacq et al., 

2006; Dez et al., 2002; Fatica et al., 2002; Yang et al., 2002). Ces protéines s’accumulent 

dans le nucléoplasme mais sont exclues du nucléole et des CB, où les snoRNP et scaRNP 

H/ACA fonctionnelles résident (Darzacq et al., 2006; Dez et al., 2002; Grozdanov et al., 

2009; Kittur et al., 2006; Yang et al., 2002) (Figure 25). Les protéines Naf1 et Shq1 sont 
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toutes deux capables de s’associer à la protéine Cbf5, probablement pour stabiliser cette 

protéine qui est intrinsèquement instable, mais aussi pour faciliter son transport et sa 

localisation dans le noyau (Darzacq et al., 2006; Dez et al., 2002; Fatica et al., 2002; Godin et 

al., 2009). Initialement il était proposé que Shq1 ne soit pas capable de s’associer à la protéine 

Cbf5p/Dyskérine libre, alors que Naf1 l’était, puisqu’il avait été retrouvé associé à la pré-RNP 

H/ACA contenant les protéines Dyskérine-Nop10-NHP2 (Grozdanov et al., 2009) (Figure 

25). Mais plus récemment, il a été montré in vitro que la protéine Shq1p de levure est capable 

de se lier à la protéine Cbf5p, indépendamment de la présence des autres protéines s’associant 

à Cbf5p telles que Nop10p, Nhp2p, Gar1p et même Naf1p (Li et al., 2011b). Il est maintenant 

proposé que Shq1 empêche la protéine Cbf5p/Dyskérine nouvellement synthétisée d’interagir 

de manière aspécifiques avec des ARN jusqu’à son incorporation au sein des pré-snoRNP 

(Godin et al., 2009; Grozdanov et al., 2009; Li et al., 2011b; Walbott et al., 2011). Shq1p 

accompagnerait Cbf5p dans le nucléoplasme en association avec Nop10p, Nhp2p et Naf1p, 

ceci jusqu’au lieu de transcription des snoRNA (Figure 25).  Naf1 est capable d’interagir avec 

le domaine C-terminal phosphorylé de l’ARN polymérase II et des facteurs de transcription 

spécifiques de l’ARN Polymérase II (Fatica et al., 2002; Yang et al., 2005). L’idée est que 

Naf1p permette l’adressage du complexe Cbf5p-Nop10p-Nhp2p sur l’ARN H/ACA en cours 

de synthèse par le biais de son association avec l’ARN Polymérase II. De façon intéressante, 

il a été montré que les protéines Naf1, Cbf5, Nop10 et Nhp2 s’accumulent de façon spécifique 

au niveau des gènes des ARN H/ACA transcriptionnellement actif chez la levure et chez les 

mammifères (Ballarino et al., 2005; Darzacq et al., 2006; Yang et al., 2005). Au site de 

transcription se forme alors une particule pré-RNP H/ACA inactive composée de l’ARN 

H/ACA précurseur associé au complexe Naf1-Cbf5/Dyskérine-Nop10-Nhp2 mais dans lequel 

la protéine Gar1 est absente (Figure 25). 

La structure tridimensionnelle du facteur d’assemblage Naf1p de levure montre un 

domaine cœur, formé par un tonneau β à 6 brins, homologue à celui de Gar1 d’archaea et de 

levure. Ce domaine est responsable de l’association avec la protéine Cbf5p (Leulliot et al., 

2007) (Figure 26). Il est proposé que lorsque Naf1p remplace la protéine Gar1p au sein de la 

RNP, il ne bloque pas la réaction de pseudouridylation mais son turnover (Li et al., 2011c). 

Bien que structuralement homologue comme nous le montre la figure 26, Naf1p ne possède 

pas le domaine CTE interagissant avec la « thumb loop » de Cbf5p et ne peut donc pas agir 

comme Gar1p dans l’activité de la particule, ce qui est en adéquation avec son rôle comme 

facteur d’assemblage (Li et al., 2011c). De plus, le domaine CTE de Gar1p permettrait de 
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chasser le facteur Naf1p de la protéine Cbf5 durant la maturation de la particule H/ACA (Li et 

al., 2011c). En effet, par l’intermédiaire de leur domaine commun, Naf1p et Gar1p s’associent 

à la protéine Cbf5p de façon mutuellement exclusive (Darzacq et al., 2006; Wang & Meier, 

2004). La dernière étape de l’assemblage des snoRNP H/ACA pourrait donc être l’échange 

entre le facteur d’assemblage Naf1p et la protéine Gar1p. Ceci pourrait ainsi permettre de 

contrôler la transition d’une forme inactive de la pré-RNP à une particule H/ACA mature et 

fonctionnelle (Darzacq et al., 2006). Des données non publiées d’A. Huttin et S. Massenet au 

laboratoire suggèrent que le complexe S.M.N. pourrait jouer un rôle dans cette étape. 

Contrairement à la protéine Naf1p, Shq1p n’est pas retrouvée au niveau des sites de 

transcription des snoRNA à boîtes H/ACA (Grozdanov et al., 2009; Yang et al., 2005). De 

façon étonnante, bien qu’elle réalise la navette entre le cytoplasme et le noyau, Shq1p ne 

possède pas de signal de localisation nucléaire propre et sa translocation vers le noyau 

pourrait dépendre de son association avec Cbf5p, qui possède son propre NLS (« Nuclar 

localization signal ») (Grozdanov et al., 2009). Le facteur Shq1p contient deux domaines : le 

domaine N-terminal nommé domaine CS (« CHORD-containing proteins and SGT1 ») ou 

« HSP20-like domain », et un domaine C-terminal possédant une forte homologie avec les 

autres protéines Shq1, appelé domaine Shq1 (ou SSD pour « Shq1-specific domain ») (Figure 

27). Le domaine CS est requis pour la fonction de Shq1p, néanmoins, en dépit de sa présence 

dans de nombreuses co-chaperonnes d’Hsp90 (e.g. Sgt1, Sba1, p23, Pih1p), aucune 

interaction in vitro n’a été détectée entre le domaine CS de Shq1p et Hsp90 de levure (Singh 

et al., 2009). De plus, même si sa présence au sein de la protéine Shq1p améliore son 

association avec Cbf5p, ce domaine n’est pas suffisant pour permettre l’interaction (Godin et 

al., 2009). Le domaine C-terminal, ou SSD, est quant à lui capable de s’associer seul à la 

protéine Cbf5p. En 2011, deux équipes ont résolu simultanément les structures 

tridimensionnelles des complexes formés entre le domaine SSD de Shq1p et Cbf5p (Walbott 

et al., 2011) et entre Shq1p_SSD-Cbf5p-Nop10p-Gar1p (Li et al., 2011b) chez S. cerevisiae 

(Figure 27). L’interface d’interaction entre le facteur d’assemblage Shq1p et la protéine Cbf5p 

implique le domaine PUA de l’enzyme mais aussi son extension CTE, spécifique des 

eucaryotes (Li et al., 2011b; Walbott et al., 2011). Comme mentionné auparavant (chapitre 

3.1.2), cette extension C-terminale de Cbf5p n’apparait pas dans la structure cristalline du 

complexe Cbf5p-Nop10p-Gar1p de S.cerevisiae (Figure 24A). Cette absence résulte 

vraisemblablement de sa flexibilité et/ou d’une forte tendance à la dégradation (Li et al., 

2011c), néanmoins au sein du complexe avec le facteur d’assemblage cette extension adopte 
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une structure étendue sur la surface de Shq1p. Ce domaine CTE est composé d’une hélice α 

(α3’) bordée de deux boucles. La boucle reliant le domaine PUA à l’hélice α3’ contacte 

directement Shq1p. De plus, l’interaction de Shq1p sur Cbf5p est incompatible avec une 

association supplémentaire de Cbf5p avec le snoRNA. En effet Shq1p se fixe au niveau du 

domaine PUA de Cbf5p par le biais de contacts semblables à ceux retrouvés entre Cbf5p et 

l’ARN guide (Figure 27). En effet, il y existe une superposition parfaite entre les résidus de 

Cbf5p impliqués dans l’association avec Shq1p et ceux de la protéine aCbf5 d’archaea 

impliqués dans l’interaction avec l’ARN. Les liaisons électrostatiques avec les groupements 

phosphates de la chaine principale de l’ARN guide sont remplacées par des liaisons 

électrostatiques avec des résidus acides glutamiques et aspartiques de Shq1p, et les liaisons 

hydrogène sur les sucres sont remplacées par des liaisons hydrogène sur les chaînes 

principales et latérales de la protéine (Li et al., 2011b; Walbott et al., 2011). Ces résultats 

illustrent de façon remarquable la dépendance des certaines protéines eucaryotes vis-à-vis des 

facteurs d’assemblages, puisque la nature instable de Cbf5p peut être compensée par sa prise 

en charge par la protéine Shq1p. De plus, comme cela a été observé entre Naf1p et Gar1p, 

Shq1p prévient l’association non spécifique de Cbf5 avec les ARN (Godin et al., 2009; 

Grozdanov et al., 2009; Li et al., 2011b; Walbott et al., 2011). 

2.4.2 Rôle possible du complexe S.M.N. 

Il a été montré que le complexe de survie des motoneurones (S.M.N.) qui intervient 

dans l’assemblage de nombreuses classes de RNP comme les UsnRNP, s’associe 

spécifiquement à la protéine humaine GAR1, laissant suggérer un rôle de SMN dans la 

biogenèse des RNP à boîtes H/ACA  (Jones et al., 2001; Pellizzoni et al., 2001; Whitehead et 

al., 2002) (Figure 25). De plus, chez les vertébrés, les RNP H/ACA en cours d’assemblage 

transitent, grâce à l’adaptateur d’export des snRNA, PHAX, par les CB dans lesquels le 

complexe SMN est localisé (Boulon et al., 2004; Pradet-Balade et al., 2011). Une hypothèse 

envisagée est donc que l’incorporation de la protéine Gar1 soit médiée par SMN au sein des 

CB (Figure 25), pour revue (Matera et al., 2007). Au laboratoire, A. Huttin et S. Massenet ont 

obtenu des arguments expérimentaux forts en faveur de cette hypothèse (communication 

personnelle). 

2.4.3 Rôle de la chaperonne Hsp90 et du complexe R2TP 

En 2008, notre équipe et celle de W. Houry ont montrés que la chaperonne ubiquitaire 

Hsp90 (« Heat Shock Protein 90 ») intervenait dans l’assemblage des RNP d’eucaryotes 
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contenant les protéines de la famille L7Ae en particulier les snoRNP H/ACA (Nhp2p / 

NHP2), les snoRNP C/D (Snu13p/15.5K) et les mRNP SECIS impliquées dans la traduction 

des sélénoprotéines (Sbp2) (Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008). Dans la biogenèse de ces 

RNP, la chaperonne agirait de concert avec le complexe R2TP composé des protéines Rvb1p 

(Pontin ou TIP49), Rvb2p (Reptin ou TIP48), Tah1p (SPAGH) et Pih1p (NOP17) (Boulon et 

al., 2008; Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2008). Les protéines Rvb1p et Rvb2p sont des 

membres de la famille des AAA+ ATPases et sont connues pour intervenir également dans les 

fonctions d’activation ou de répression de la  transcription, de transformation cellulaire, de 

réponse aux dommages à l’ADN et de réplication de l’ADN (Jha & Dutta, 2009). Au sein du 

complexe R2TP, Rvb1p et Rvb2p sont associées avec l’hétérodimère Tah1p-Pih1p. Hsp90 

interagit directement avec les protéines Tah1p et Pih1p in vitro et cette association est 

également présente in vivo lorsque les cellules sont en phase stationnaire de croissance (Zhao 

et al., 2008). Il a notamment été proposé que la chaperonne contrôle la stabilité de Pih1p et 

que son association avec cette dernière serait renforcée par la protéine Tah1 (Zhao et al., 

2008). Les rôles moléculaires de Hsp90 et du R2TP dans la biogenèse des snoRNP H/ACA 

restaient toutefois à définir. En collaboration avec l’équipe d’E. Bertrand, notre équipe a 

notamment montré que la protéine Rsa1p/NUFIP joue le rôle d’adaptateur entre le complexe 

R2TP et les pré-snoRNP. En effet, ce dernier est capable d’interagir spécifiquement avec 

Pih1/NOP17 et avec les membres de la famille L7Ae : Snu13p/15.5K, NHP2 et SBP2 

(Boulon et al., 2008). Le rôle de ces différents facteurs sera abordé plus en détail dans la 

partie suivante concernant la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D sur laquelle mon travail de 

thèse a été plus particulièrement focalisé (cf. paragraphe 3.6). 

3 Les RNP à boîtes C/D 

Comme nous l’avons déjà évoqué, cette grande classe de particule RNP est responsable 

des 2’-O-méthylations des pré-ARNr mais aussi des UsnRNA spliceosomaux et 

vraisemblablement d’ARNm. Certains de ses membres comme la snoRNP U3 sont également 

impliqués dans la maturation nucléolytique des ARNr. Tout comme les RNP H/ACA, ces 

particules se composent d’un ARN guide, le s/snoRNA et d’un jeu de protéines constitutives 

(Tableau 2). 
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3.1 Structure des ARN à boîtes C/D 

Les RNP à boîtes C/D sont définies par la présence de deux motifs consensus : la boîte 

C de séquence 5’-RUGAUGA-3’ (ou R est un résidu purine) qui est localisée à proximité de 

l’extrémité 5’ de l’ARN et la boîte D de séquence 5’-CUGA-3’ localisée à proximité de 

l’extrémité 3’ (Bachellerie et al., 2002) (Figure 28). En plus, la plupart des snoRNA à boîtes 

C/D possèdent un second couple de boîtes C’ et D’ très similaire au couple C/D mais qui peut 

avoir dans certains cas une séquence dégénérée. Il est localisé dans la région centrale de 

l’ARN. Ces deux couples de boîtes sont conservés chez les archaea et les eucaryotes (Omer et 

al., 2000). Chaque couple forme un motif structural particulier : le motif en « K-turn ». Ainsi 

les boîtes C et D s’apparient et leur appariement est prolongé par une complémentarité des 

deux extrémités de l’ARN (Watkins et al., 2000). Les boîtes C’ et D’ forme une structure en 

« K-turn » chez les eucaryotes (Watkins et al., 2000) et parfois en « K-loop » chez les archaea 

(Nolivos et al., 2005). Le site de modification est défini par la formation d’une double hélice 

parfaite formée par hybridation de l’ARN substrat avec les 10 à 20 résidus situés en amont 

des boîtes D et/ou D’ (Cavaillé et al., 1996; Kiss-László et al., 1996). Le résidu ciblé pour la 

2’-O-méthylation est localisé de façon invariante 5 nucléotides en amont du motif conservé 

5’-CUGA-3’ conformément à la règle dite du « N plus cinq » (Kiss-László et al., 1996; Kiss-

László et al., 1998). Les boîtes C’ et D’ sont généralement séparées par 3 à 10 nucléotides 

non appariés ou par une séquence de plus grande taille formant une tige-boucle interne (Kiss-

László et al., 1998). Chez les archaea, les sRNA à boîtes C/D sont plus petits mais présentent 

un couple de boîtes C’/D’ plus conservé (Gaspin et al., 2000; Omer et al., 2000). Il est 

intéressant de noter que chez Pyrococcus abyssi, les boîtes C’ et D’ sont généralement 

séparées par une courte séquence de 3 ou 4 nucléotides, conduisant à la formation d’un motif 

de type « K-loop », motif également retrouvé au sein des sRNA à boîtes H/ACA (Nolivos et 

al., 2005). Chez les eucaryotes, la distance entre les motifs C/D et C’/D’ varie en fonction des 

ARN d’une à plusieurs dizaines de résidus. En revanche, chez beaucoup d’archaea, on 

observe une longueur moyennes de 12 ou 13 nucléotides (Tran et al., 2005). Comme nous 

l’aborderons par la suite, cette conservation de distance entre les deux couples de boîtes 

présente une grande importance structurale et fonctionnelle. 

En plus de leur rôle dans le mécanisme d’action des snoRNP, les boîtes C et D sont 

importantes pour la biogenèse des snoRNP, la stabilité du snoRNA (Caffarelli et al., 1996; 

Huang et al., 1992; Li & Fournier, 1992), la triméthylation de leur coiffe (Speckmann et al., 

2000), la localisation nucléolaire (Lange et al., 1998; Narayanan et al., 1999; Samarsky et al., 
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motifs structuraux en « K-turn » ou « K-loop » quand l’hélice I est remplacée par une courte séquence. L’hybridation de 
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1998; Speckmann et al., 1999) et l’assemblage des particules (Caffarelli et al., 1996; Cavaillé 

& Bachellerie, 1996; Watkins et al., 1996; Xia et al., 1997). 

3.2 Le motif ARN en « K-turn » 

Le motif en « K-turn » des snoRNA reconnu par les protéines de la famille L7Ae a été 

découvert en 2000 par notre équipe en collaboration avec l’équipe de Lührmann lors de 

l’étude structurale de la Snu13p. En parallèle, plusieurs motifs en « K-turn » ont été mis en 

évidence dans les ARN (Klein et al., 2001). Notre équipe avec celle de Lührmann avaient 

alors montré que le motif en « K-turn » est requis pour fixer Snu13p de levure et son 

homologue humain la 15,5K (Vidovic et al., 2000; Watkins et al., 2000). Notre équipe a alors 

proposé que Snu13p soit l’élément nucléateur de l’assemblage des snoRNP eucaryotes 

(Marmier-Gourrier et al., 2003). 

En parallèle, la reconstitution in vitro des sRNP C/D d’archaea a montré que la 

protéine L7Ae homologue de Snu13p est requise pour initier l’assemblage des RNP sur les 

motifs C/D et C’/D’ des sRNA C/D (Kuhn et al., 2002; Omer et al., 2002). D’une manière 

générale la famille des protéines L7Ae partagent la propriété de se lier à des motifs en « K-

turn » ou apparenté. Le motif en « K-turn » se replie selon une structure en hélice-boucle 

interne-hélice interne d’une quinzaine de nucléotides environ (Figure 29). La boucle interne 

est asymétrique et se compose de 3 résidus non appariés de séquence 5’-NRU-3’ côté 3’ (aux 

positions 1, 2 et 3). Cette boucle est flanquée de l’hélice I, comportant au moins deux paires 

de bases G-C et de hélice II comportant deux paires de bases non Watson-Crick A•G et G•A 

ou « sheared pairs » du côté de la boucle interne. Les hélices I et II sont rapprochées dans 

l’espace car la chaîne phosphodiester de la boucle interne forme un angle d’environ 60° 

(Figure 29A). Ce coude est à l’origine du nom du motif « kink-turn » ou « K-turn ». Les 2 

premiers résidus non appariés (en position 1 et 2) participent respectivement à la formation 

d’empilements de bases avec les hélices I et II, tandis que le troisième résidu non apparié qui 

est toujours une uridine dans le cas des motifs reconnus par les protéines de la famille L7Ae 

est projeté à l’extérieur du motif vers le solvant. Ce résidu vient se loger dans une poche 

formée par la protéine. Cette conformation particulière du résidu U est stabilisée par 

l’empilement des paires de bases G•A et A•G avec les résidus de l’hélice II. Ces résidus sont 

requis pour la fixation de L7Ae et Snu13p/15.5K in vitro et pour la fonction de la snoRNP in 

vivo (Vidovic et al., 2000; Watkins et al., 2000).  
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Figure 29. Structure tridimensionnelle du motif en « K-turn ». (A) Vue de face et (B) après une rotation de 90° des com-

plexes L7Ae-sRNA C/D chez Archaeoglobus fulgidus à gauche (Moore et al., 2004), code PDB : 1RLG et 15.5K-snRNA U4 
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Au laboratoire N. Marmier-Gourrier a montré qu’alors que L7Ae peut reconnaître à la fois les 

« K-turn » et les « K-loop », Snu13p ne reconnaît que les motifs en « K-turn » (Marmier-

Gourrier et al., 2003). 

3.3 Structure des protéines composant les RNP à boîtes C/D 

Tout comme les RNP H/ACA, ces particules ont fait l’objet de nombreuses études ces 

vingt dernières années. Bien que de nombreuses données fonctionnelles soient connues chez 

les eucaryotes, les premières données structurales ont été obtenues pour les protéines 

d’archae. Ceci pour les mêmes raisons qu’évoquées précédemment : les protéines eucaryotes 

présentent des domaines additionnels constitués de répétitions de résidus provoquant une forte 

instabilité de ces protéines. 

3.3.1 L’enzyme aNop1/Nop1p 

La Fibrillarine, également appelée Nop1p chez la levure et aNop1 chez les archaea, est 

responsable du transfert du groupement méthyle sur le ribose du nucléotide substrat (Aittaleb 

et al., 2003; Wang et al., 2000). Cette protéine est essentielle à la viabilité cellulaire et à la 

production des ARNr chez les archaea et les eucaryotes (Amiri, 1994; Jansen et al., 1991; 

Tollervey et al., 1991; Tollervey et al., 1993). Une étude réalisée chez S. cerevisiae a montré 

que son absence inhibe la méthylation des pré-ARNr et affecte tout particulièrement la 

production de l’ARNr 18S en inhibant les clivages précoces aux sites A0, A1 et A2 (Tollervey 

et al., 1991). Elle conduit également à une diminution du taux de nombreux snoRNA à 

l’exception du snoRNA U3 (Lafontaine & Tollervey, 2000; Tollervey et al., 1991). Sa 

déplétion chez l’homme est associée à une diminution spécifique du taux de snoRNA C/D 

(Watkins et al., 2004). La structure 3D de aNop1 libre de l’archae Methanococcus jannaschii 

(Figure 30A) (Wang et al., 2000) met en évidence une forte homologie structurale avec les 

enzymes connues pour catalyser le transfert d’un groupement méthyl à partir du cofacteur 

AdoMet (S-AdenosylMethionine ou SAM) sur une variété de substrat. Depuis, la structure de 

la protéine NOP1 humaine a également été résolue respectivement avec la protéine aNop5 et 

libre chez deux autres archaea : Archaeaglobus fulgidus (Aittaleb et al., 2003) et Pyroccocus 

furiosus (Deng et al., 2004). La structure 3D de la protéine NOP1 humaine à l’état isolé a 

aussi été établie (Wu et al.). La protéine eucaryote possède un domaine GAR à son extrémité 

N-terminal qui n’est pas présent chez les archaea. Toutefois, les structures 3D des domaines 

catalytiques de aNop1 et de son homologue chez l’homme sont très similaires (Figure 30A). 

Leur domaine catalytique localisé en C-terminal est similaire à ceux d’autres 
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Figure 30. Structures tridimensionnelles des protéines aNop1/Fibrillarine. (A) Superposition des structures de 

aNop1/Fibrillarine de Methanococcus jannaschii (Wang et al., 2000), code PDB : 1FBN, Pyrococcus furiosus (Deng et al., 

2004), code PDB : 1PRY, Archaeoglobus fulgidus en présence de la protéine aNop5 en grisé (Aittaleb et al., 2003), code PDB 

: 1NT2 et Homo sapiens (Wu et al., non publié), code PDB : 2IPX. (B) Vue du site catalytique de l’enzyme aNop1/Fibrillarine 

d’A. fulgidus et d’H. sapiens avec le cofacteur SAM représenté en tige-bâton rouge ainsi que l’acide aspartique catalytique 

D237/D133.
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méthyltransférase AdoMet-dépendantes. Ces domaines comportent un cœur de feuillet β à 

sept brins flanqué de part et d’autre par trois hélices α (Figure 30A). Le domaine N-terminal 

de aNOP1 et de son homologue humaine NOP1 adopte une structure composée de cinq brins 

β. Ce domaine possède une certaine variabilité structurale chez les archaea en accord avec la 

variabilité de leurs séquences. Des variations conformationnelles sont aussi observées entre 

les différentes structures de aNop1 et NOP1 au niveau du site de fixation du cofacteur SAM. 

Ces variations pourraient être générées par la fixation du cofacteur ou l’interaction avec les 

protéines aNop5/Nop56_58 (Aittaleb et al., 2003). L’activité de aNOP1/NOP1 semble reposer 

sur une triade catalytique K-D-K conservée et localisée dans la poche de fixation du substrat 

(Feder et al., 2003) (Figure 30B). L’acide aspartique strictement conservé de ce motif est 

important pour l’activité de la sRNP d’archae in vitro et a été proposé comme responsable de 

la déprotonation du groupement 2’-OH nucléophile du ribose et/ou de la stabilisation du 

cofacteur SAM (Aittaleb et al., 2004). In vitro, la protéine NOP1 seule n’interagit pas, ou très 

peu, avec les snoRNA à boîtes C/D (Fatica et al., 2000; Omer et al., 2002), tandis que des 

expériences de pontage aux UV sur des snoRNP ont montré des contacts directs entre 

l’enzyme et l’ARN au sein de la RNP (Cahill et al., 2002; Granneman et al., 2009; Watkins et 

al., 1998b). De façon intéressante, aNop1 n’exerce son activité qu’au sein d’une RNP à la 

différence de la pseudouridine synthase aCBF5 des sRNP à boîtes H/ACA. A l’état isolé, 

aucune activité n’a été détectée ni pour aNop1 ni pour la NOP1 humaine (Galardi et al., 2002; 

Omer et al., 2002). 

3.3.2 Les protéines aNop5/Nop56p/Nop58p 

Les protéines Nop56p et Nop58p font aussi partie intégrante des particules à boîtes 

C/D. Elles ont été identifiées chez la levure S. cerevisiae par une recherche de gènes mutants 

synthétiques létaux avec des gènes mutés de la protéine Nop1p (Gautier et al., 1997). Elles 

partagent une forte homologie de séquence (45% d’identité) et il a été proposé qu’elles soient 

issues d’un évènement de duplication de gènes qui n’aurait eu lieu que chez les eucaryotes 

(Gautier et al., 1997). Les auteurs ont également montré que ces deux protéines ne peuvent 

pas se substituer l’une à l’autre, suggérant ainsi l’acquisition de fonctions distinctes. En 

accord avec cette idée, D. Lafontaine et D. Tollervey ont montré que la déplétion de ces 

protéines conduit à des phénotypes différents. L’absence de Nop58p est associée à une forte 

diminution du taux de snoRNA à boîtes C/D et à un défaut de production de l’ARNr 18S par 

inhibition des clivages aux sites A0, A1 et A2 (Lafontaine & Tollervey, 1999). En ce qui 

concerne Nop56p, son absence à un effet moins prononcé sur la production de l’ARNr 18S et 
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n’affecte pas le taux des snoRNA (Lafontaine & Tollervey, 2000). Les auteurs ont également 

montré que la délétion de Nop58p ou Nop56p induit une diminution du taux des 2’-O-

méthylation des ARNr, cependant, cet effet est bien moins prononcé que celui observé pour la 

délétion du gène de l’enzyme Fibrillarine (Lafontaine & Tollervey, 1999; Lafontaine & 

Tollervey, 2000). 

Ces deux protéines eucaryotes comportent une répétition KKE/D qui n’est pas 

présente dans les protéines d’archaea, un domaine NOP au niveau de leur domaine C-terminal 

qui est aussi présent dans la protéine Prp31p de la snRNP U4, un domaine « coiled-coil » 

central « coiffé » d’un domaine « Tip » et enfin un domaine N-terminal (Figure 31A). Le 

domaine KKE/D n’est pas requis pour la fonction et la localisation des protéines Nop56p et 

Nop58p chez la levure (Gautier et al., 1997). Il semble néanmoins contenir des déterminants 

nécessaires à l’interaction avec l’hyperméthylase Tgs1p (Mouaikel et al., 2002) et semble 

jouer un rôle de signal de localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NoLS) dans les 

protéines humaines (Pradet-Balade et al., 2011). Comme cela a été évoqué dans le chapitre 

2.1.1, ces motifs sont retrouvés dans la pseudouridyne synthase Cbf5p des snoRNA à boîtes 

H/ACA. Chez les archaea, les deux protéines Nop58p/NOP58 et Nop56p/NOP56 n’ont qu’un 

seul homologue : la protéine aNop5. Chez ces organismes, la formation du complexe L7Ae-

sRNA permet le recrutement de la protéine aNop5 qui à son tour facilite l’association de la 

Fibrillarine pour former une sRNP active in vitro (Omer et al., 2002). En 2003, l’équipe de H. 

Li a déterminé la structure tridimensionnelle du complexe aNop5-Fibrillarine chez A. fulgidus 

(Aittaleb et al., 2003) (Figure 31). Dans ce complexe, le domaine N-terminal de aNop5 

adopte une topologie α/β irrégulière et interagit par l’intermédiaire de son squelette 

peptidique avec celui de la Fibrillarine. Le domaine N-terminal de aNOP5 est connecté par le 

biais d’un motif « coiled-coil » au domaine C-terminal très conservé de cette protéine qui est 

composé d’un cœur de sept hélices α. Le motif « coiled-coil » correspond à deux hélices 

super-enroulées, il possède la faculté de dimériser et favorise la formation d’un complexe 

quaternaire contenant deux hétérodimères aNop5-aNop1. Basé sur la forte homologie de 

séquence de aNop5, Nop58 et Nop56, il a été proposé que le domaine C-terminal de Nop58 et 

Nop56 adopte le même repliement que celui de aNop5 (Aittaleb et al., 2003). Le domaine C-

terminal d’aNop5 interagit avec les résidus d’aNop1 directement impliqués dans la 

reconnaissance du cofacteur AdoMet (SAM). Ainsi, le résidu Arg169 d’aNop5 forme une 

interaction forte cation-π avec la Tyr89 d’aNop1. Le cycle phénol de cette tyrosine stabilise la 

partie adénosine du cofacteur SAM par interaction π-π (Figure 31B). Ceci suggère que aNop5 
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Figure 31. Structures tridimensionnelles des complexes aNop5-Fibrillarine chez les archaea. (A) Organisation de la 

protéine aNop5 de Archaeoglobus fulgidus (Aittaleb et al., 2003), code PDB : 1NT2. Pour plus de clarté, laNop1 est représen-

tée en transparence. (B) Vue du site catalytique d’aNop1 d’A. fulgidus avec le cofacteur SAM représenté en rouge et  le réseau 

d’interactions stabilisant le cofacteur avec utilisation des couleurs des protéines du panneau A. (C) Comparaison des struc-

tures tridimensionnelles des complexes aNop5-aNop1 obtenues pour A. fulgidus (Aittaleb et al., 2003), code PDB : 1NT2 et 

P. furiosus (Oruganti et al., 2007), code PDB : 2NNW. Au centre la superposition des deux structures.
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peut stabiliser l’association aNop1-SAM (Aittaleb et al., 2003). La mutation de cette arginine 

dans aNop5 perturbe de façon importante la catalyse (Aittaleb et al., 2004). Il y a donc un lien 

très fort entre la aNop1 et aNop5 permettant l’activité optimale de la particule, sans doute en 

facilitant la fixation du cofacteur dans le site catalytique. Le domaine C-terminal d’aNop5 

présente le plus grand degré de conservation de séquence de cette protéine. Néanmoins, au 

sein de la structure cristalline qui a été établie, ce domaine n’est impliqué ni dans des 

interactions protéines-protéines, ni dans des interactions protéine-SAM. La distribution des 

potentiels électrostatiques révèle une zone chargée positivement localisée au niveau de ce 

domaine C-terminal. Aussi, les auteurs suggèrent que ce domaine C-terminal est impliqué 

dans l’interaction avec le sRNA par le biais des charges négatives de son squelette 

phosphodiester. La mutation d’un résidu hautement conservé du domaine C-terminal, 

l’Arg224, est suffisante pour perturber l’interaction entre le sRNA et le complexe aNop5-

Fibrillarine (Aittaleb et al., 2003). L’équipe de J.P. Bachellerie a montré par des expériences 

de protections que aNop5 établit des contacts directs avec les boîtes C/D et C’/D’ des sRNA 

(Bortolin et al., 2003). Chez les archaea, la protéine aNop5 joue donc un rôle central dans la 

particule en établissant des contacts avec le sRNA, en recrutant l’enzyme et en modulant son 

activité, mais aussi en s’auto-dimérisant afin d’établir un contact physique entre les particules 

assemblées sur les deux couples de boîtes du sRNA, ce qui permet de former une architecture 

symétrique (Aittaleb et al., 2003) (Lin et al., 2011). Cette hypothèse est confortée par des 

données de mutagenèse, puisque l’activité de transfert du groupement méthyl et réduite dans 

le cas de mutants de aNop5 ayant perdu la faculté de dimériser et s’associant donc au sRNA 

sous la forme d’un seul hétérodimère aNop5-aNop1 (Rashid et al., 2003; Zhang et al., 2006). 

Tout ceci peut expliquer pourquoi aNop1 n’est pas active seule sur un ARN. 

Plus récemment, l’équipe de Hong Li a déterminé la structure tridimensionnelle de 

l’hétérodimère aNop5-aNop1 de P. furiosus (Oruganti et al., 2007) (Figure 31C). Les résultats 

obtenus montrent également une organisation symétrique du complexe sous la forme aNop1-

aNop5-aNop5-aNop1 mais dans laquelle aNop5 adopte une autre conformation qui modifie 

considérablement la position du centre méthyl-transférase d’aNop5 au sein du complexe. 

Malgré la présence d’une insertion de trois hélices α au sein du domaine N-terminal, 

l’interface entre aNop5 et aNop1 et similaire à celle observée chez A. fulgidus, suggérant une 

conservation du mode d’association au sein de tous les complexes aNop5-aNop1 (Oruganti et 

al., 2007). De même, malgré une insertion de 56 acides aminés chez P. furiosus au sein du 

domaine « coiled-coil » médiant la dimérisation (Figure 31C), ce domaine adopte le même 
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repliement que chez A. fulgidus et le même mode d’auto-association. La position de l’enzyme 

et du cofacteur SAM observée dans le complexe de P. furiosus ne semble pas compatible avec 

une activité simultanée sur les deux sites actifs de la RNP. De plus, la conformation du 

cofacteur SAM dans la structure cristalline, en particulier son carbone ε qui porte le 

groupement méthyl transférable est partiellement bloqué par aNop5 ce qui empêcherait son 

transfert sur un duplex d’ARN (Oruganti et al., 2007). Il faut donc imaginer que des 

transitions structurales ont lieu pour permettre la méthylation (Figure 31). 

3.3.3 La protéine L7Ae/Snu13p 

Le motif en « K-turn » est reconnu par L7Ae et ses orthologues par l’intermédiaire 

d’un motif conservé formant une architecture en sandwich α-β-α composé d’un cœur de 4 

brins β entouré par un ensemble de 6 hélices α (Figure 32). Les résidus de l’hélice α2, du brin 

β1 et des boucles β1-α2 et α4-β4 établissent de nombreuses interactions avec le motif ARN 

« K-turn ». Le résidu U en position 3, projeté hors de la boucle interne de l’ARN, vient se 

loger dans une poche hydrophobe de la protéine et établit des liaisons hydrogènes avec un 

résidu acide  (E61 chez l’homme) et un résidu basique (K86 chez l’homme) (Figure 32B). 

Ainsi, il existe une forte dépendance entre le type de repliement du motif « K-turn » et le 

mode d’interaction de l’ARN avec les protéines de la famille L7Ae.  

Comme mentionné dans le paragraphe 2.2.4, la protéine Nhp2 ne possède pas cette 

capacité de reconnaître spécifiquement les motifs en « K-turn » des ARN. L’analyse de 

séquence de cette protéine des snoRNP H/ACA fait apparaitre une variation des résidus clés 

localisés au niveau du site de liaison à l’ARN (Figure 20), ce qui pourrait expliquer l’absence 

de reconnaissance spécifiques des « K-turn » par cette protéine (Hamma & Ferré-D'Amaré, 

2004).  

Les protéines eucaryotes 15.5K/Snu13p ont une forte spécificité pour les motifs en K-

turn canoniques. En revanche, la protéine d’archae L7Ae est capable de reconnaître également 

les motifs en « K-loop », retrouvés au sein des sRNA à boîtes C/D et H/ACA et dont l’hélice I 

est remplacée par une boucle terminale apicale. La comparaison structurale entre L7Ae et 

15.5K/Snu13p attribue cette différence aux résidus clés à l’intérieur de la boucle α4-β4 

(Charron et al., 2004; Cléry et al., 2007; Hamma & Ferré-D'Amaré, 2004; Marmier-Gourrier 

et al., 2003; Oruganti et al., 2005) (Figure 20). La superposition des structures de Snu13p et 

de L7Ae a également permis de mettre en évidence une différence structurale au niveau des 

boucles α2-β2 et β4-α5 conduisant à subdiviser en deux groupes les protéines de la famille 
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Figure 32. Structures tridimensionnelles des protéines de la famille L7Ae. (A) Superposition des structures de 15.5K 

humaine libre (code PDB : 2JNB) et en complexe avec le snRNA U4 (code PDB : 1E7K), Snu13p de S. cerevisiae libre (code 

PDB : 2ALE et 1ZWZ), L7Ae de P. abyssi libre (code PDB : 1PXW), de A. fulgidus en complexe avec le sRNA C/D (code 

PDB : 1RLG), de M. jannaschii libre (code PDB : 1RA4)  et Nhp2p de S. cerevisiae libre (code PDB : 2LBX). (B) Résidus 

des protéines impliqués dans l’interaction avec le nucléotide protubérant du motif « K-turn ». (C) Vue de la différence structu-

rale entre les protéines eucaryotes et d’archae repérée par les flèches. (D) Vue détaillée des résidus des motifs VSRP/IEVP et 

NExxK des protéines 15.5K d’H. sapiens en bleu et L7Ae de A. fulgidus en vert en interaction avec le snRNA U4 et sRNA 

C/D respectivement.
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L7Ae, d’une part les protéines L7Ae d’archaea et leurs homologues eucaryotes d’autre part 

(Oruganti et al., 2005) (Figure 32C). Bien que ces régions ne soient pas directement 

impliquées dans l’interaction avec l’ARN, les auteurs proposent que cette différence influence 

indirectement l’association de chaque protéine à l’ARN en modulant ses propriétés 

d’interaction. Chez les eucaryotes, la boucle β4-α5 possède une insertion de 2 acides aminés 

qui maintiennent l’extrémité C-terminale du brin β4 et qui conduit à la formation de liaisons 

hydrogènes supplémentaires entre les chaînes principales des brins β2 et β4. Ainsi, le brin β2 

des protéines Snu13p et 15.5K est plus long du côté N-terminal que chez leurs homologues 

d’archaea (Figure 32). De plus, la stabilisation inter-brins β contribue à stabiliser l’extrémité 

C-terminale de l’hélice α2 dans les protéines eucaryotes ce qui limiterait ses mouvements lors 

de l’association avec l’ARN et donc réduirait la spécificité d’interaction des protéines 

eucaryotes avec l’ARN. Ne possédant pas ce réseaux de stabilisation, l’hélice α2 de L7Ae 

possèderait une flexibilité structurale plus importante et donc une plus large spécificité de 

substrat (Moore et al., 2004; Oruganti et al., 2005) d’où leur capacité à reconnaître les motifs 

en « K-loop ». 

Des études physico-chimique par FRET (Goody et al., 2004) et par dichroïsme 

circulaire (Suryadi et al., 2005), ainsi que des expériences d’empreinte (Marmier-Gourrier et 

al., 2003) ont permis de montrer que l’ARN libre n’est que partiellement sous forme de « K-

turn ». La structure adopte une conformation « kink » stable que par le biais de son 

association avec la protéine ou en présence d’une concentration importante en cations 

divalents comme le magnésium. 

Contrairement à l’ARN, les protéines L7Ae et 15.5K/Snu13p adoptent la même 

conformation globale qu’elles soient à l’état libre (Charron et al., 2004; Oruganti et al., 2005; 

Suryadi et al., 2005) ou liées à l’ARN (Hamma & Ferré-D'Amaré, 2004; Moore et al., 2004; 

Nottrott et al., 1999). Ces observations suggèrent que L7Ae, 15.5K et Snu13p adoptent un 

repliement fixe capable de sélectionner la conformation approprié de l’ARN en solution. Par 

conséquent, le complexe initiateur des sno/s RNP C/D formé par L7Ae, 15.5K ou Snu13p est 

probablement important pour stabiliser le sno/s RNA dans une conformation favorable au 

recrutement des autres protéines « cœur ». 
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3.4 Structure des particules à boîtes C/D 

Contrairement aux particules H/ACA, aucune donnée structurale de snoRNP 

eucaryotes même partielle n’est disponible. A l’heure actuelle, seule la structure de particules 

d’archae est disponible ce qui apporte néanmoins des informations précieuses transposables 

au système eucaryote du fait de la forte homologie de séquences. 

L’assemblage des particules C/D en extrait cellulaire nécessite l’association préalable 

de la protéine Snu13p/15.5K sur le motif ARN en « K-turn » partiellement formé par les 

boîtes C et D (Watkins et al., 2002). C’est donc la fixation de la protéine de la famille L7Ae 

qui est l’élément nucléateur de la formation de la particule (Marmier-Gourrier et al., 2003). 

Chez les archaea, ce système est conservé puisque les protéines aNop5 et aNop1/Fibrillarine 

ne peuvent être intégrées à la particule qu’en présence de la protéine L7Ae (Omer et al., 

2002). La dépendance vis-à-vis de L7Ae est moins forte pour l’assemblage des particules 

H/ACA d’archaea, où la protéine aCbf5 seule, peut initier l’assemblage (Baker et al., 2005; 

Charpentier et al., 2005). Elle peut même dans certains cas se suffire à elle-même pour 

modifier un ARNt (Roovers et al., 2006). Ainsi, nous pourrions imaginer que les snoRNA à 

boîtes H/ACA eucaryotes aient perdu leur motif en « K-turn » au cours de l’évolution. Chez 

les eucaryotes, Nop58p et Nop1p sont recrutées indépendamment sur le snoRNA, alors que 

l’association plus tardive de Nop56p sur l’ARN nécessite la présence de Nop1p (Lafontaine & 

Tollervey, 2000). En dépit de leur homologie de séquence, les protéines Nop56p et Nop58p 

ont donc évolué vers un mode d’assemblage distinct. 

Les RNP à boîtes C/D ont la particularité de posséder deux couples de boîtes sur le 

même ARN : le couple C/D et C’/D’. Chez les archaea, plusieurs études ont mis en évidence 

la présence d’un jeu de protéine L7Ae-aNop5-aNop1 par couple de boîtes (Omer et al., 2002; 

Tran et al., 2003). De plus, les réactions de 2’-O-méthylation, catalysées au niveau des motifs 

C/D et C’/D’ sont les plus efficaces lorsque deux trimères sont retrouvées au sein d’une même 

particule (Rashid et al., 2003; Tran et al., 2003). A partir de ces données, l’équipe de Hong Li 

a proposé un modèle d’assemblage symétrique chez les archaea (Aittaleb et al., 2003). Dans 

ce modèle, un jeu complet des trois protéines L7Ae-aNop5-Fibrillarine est associé par couple 

de boîte et ses deux « RNP » interagissent physiquement par le biais de la dimérisation des 

domaines « coiled-coil » des protéines aNop5. Ce mode d’assemblage serait induit par des 

contraintes structurales au niveau de l’ARN, notamment la distance qui sépare les deux 

couples de boîtes. Ceci pourrait ainsi expliquer la conservation d’une douzaine de nucléotides 
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entre les deux motifs (Tran et al., 2005) et le fait que modifier la longueur de ce domaine en 

altère la fonction. 

De façon remarquable, ces trois dernières années, plusieurs équipes ont réussi à 

obtenir des données structurales sur les s/snoRNP à boîtes C/D. Le premier modèle a été 

obtenu par K. Ye en 2009 chez l’archae Sulfolobus solfataricus (Ye et al., 2009). Il se 

compose d’un ARN guide ne comportant qu’un seul couple de boîtes C/D, de la protéine 

aNop5 sans sa partie C-terminale (motifs KKE/D), aNop1 et la protéine L7Ae (Figure 33). La 

structure cristallographique obtenue ne correspond malheureusement pas à la conformation 

active, l’enzyme contenant le cofacteur SAM étant située à l’opposé du site de fixation de 

l’ARN guide. Le domaine N-terminal de aNop5 adopte le même repliement et la même 

surface d’interaction avec aNop1 que celui de aNop5 de P. furiosus observé par une autre 

équipe (Oruganti et al., 2007), mais ces deux structures divergent par le positionnement 

spatial du domaine N-terminal de aNop5 et aNop1 par rapport au domaine « coiled-coil ». 

L’interaction observée entre la protéine L7Ae, le domaine C-terminal (ou domaine NOP) de 

aNop5 et l’ARN guide est en revanche très similaire à celle observée dans la structure du 

complexe de la snRNA U4 humaine 15.5K-PRP31-U4 5’SL (Liu et al., 2007) comme le 

montre la figure 33B.  

Quelques mois plus tard, une étude par microscopie électronique a permis d’obtenir un 

modèle tridimensionnel d’une sRNP de Methanocaldococcus jannaschii catalytiquement 

active et assemblée à partir de protéines recombinantes et du sRNA sR8 transcrit in vitro 

(Bleichert et al., 2009). Les premiers résultats étaient surprenants car ils indiquaient que la 

particule obtenue avait une masse bien supérieure à celle attendue pour un complexe à deux 

jeux de protéines aNop5-aNop1-L7Ae. Le placement des structures cristallines au sein de 

l’enveloppe déterminée par microscopie électronique a tout d’abord révélé qu’il pouvait y 

avoir non pas un, mais deux hétérotétramères aNop5-aNop1. Par la suite une analyse d’acides 

aminés quantitative montrait une stœchiométrie de 1 :1 :1 entre les protéines L7Ae, aNop5 et 

aNop1. Quatre molécules de L7Ae pouvaient donc être incluses dans la particule. Ainsi, 

l’enveloppe observée en microscopie électronique de la sRNP contenait 4 copies de chaque 

protéine, suggérant la présence de deux molécules de sRNA avec un jeu de boîtes C/D et 

C’/D’ chacune dans la particule. Le placement de ces deux molécules de sRNA au sein de 

l’enveloppe a montré que ces ARN s’associaient au complexe aNop5-Fibrillarine 

(initialement positionné dans l’enveloppe) dans une direction différente car orthogonale à 

celle du domaine « coiled-coil » (Bleichert et al., 2009). Les auteurs ont ainsi proposé une 
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Figure 33. Structure tridimensionnelle du complexe formé par un ARN guide en interaction avec le tétramère aNop5-
aNop1-L7Ae de Sulfolobus sulfataricus. (A) Organisation de la particule C/D de Sulfolobus sulfataricus en forme de 

papillon (Ye et al., 2009), code PDB : 3ID5. Les deux complexes s’associent par la dimérisation de la protéine aNop5 via son 

domaine «coiled-coil». (B) Superposition du module protéique de liaison à l’ARN avec celui du complexe 

15.5K-PRP31-5’SL du UsnRNAU4 (Liu et al., 2007), code PDB : 2OZB.
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organisation différente du modèle conventionnel : le modèle de la di-sRNP, contenant deux 

molécules de sRNA et quatre copies de chaque protéine cœur (Figure 34). Au sein de ce 

modèle, les protéines aNop5 ne dimérisent pas au sein d’une même RNP mais avec une 

protéine aNop5 assemblée sur la seconde molécule d’ARN. On comprend mal comment dans 

cette organisation une variation de la longueur des domaines coiled-coil puisse altérer la 

fonction de la particule. 

En 2010, une structure cristallographique d’une demi-sRNP  de Pyrococcus furiosus 

en association avec son substrat a apporté des arguments en faveur du modèle de la di-sRNP 

(Xue et al., 2010) (Figure 35). La structuration globale du complexe et l’orientation des 

domaines de chaque composants de la RNP sont similaires à ce qui a été observé pour le 

complexe isolé aNop5-Fibrillarine de P. furiosus (Oruganti et al., 2007)  (Figure 35B), mais 

diffèrent des complexes de A. fulgidus (Aittaleb et al., 2003) (Figure 32) et S. sulfataricus (Ye 

et al., 2009) (Figure 33). La différence principale repose sur la position d’aNop1, qui résulte 

de la rotation du domaine N-terminal de la protéine aNop5 autour d’un peptide charnière. 

Toutefois, le substrat ARN reste relativement loin de la sous-unité catalytique d’aNop1 la plus 

proche. Bien que cette observation puisse résulter du positionnement incorrect du substrat lors 

de la cristallisation, les auteurs proposent un mécanisme de modification particulier (Xue et 

al., 2010) compatible avec le modèle de la di-sRNP. De façon surprenante, ce mécanisme fait 

appel au relargage de la protéine L7Ae de la particule et à un large mouvement de l’enzyme 

pour que la modification puisse avoir lieu. De plus, la modification au niveau d’un motif C/D 

n’est pas réalisée par la Fibrillarine associée à ce motif, mais par la Fibrillarine associée au 

second motif du même sRNA guide (Xue et al., 2010) (Figure 35).  

Enfin, en 2011, l’équipe de K. Ye a déterminé la structure tridimensionnelle d’une 

particule C/D composée des protéines aNop5, aNop1 et L7Ae de Sulfolobus solfataricus, mais 

également d’une seule molécule d’ARN guide complète (80 nucléotides) portant les deux jeux 

de couples de boîtes associés à deux ARN substrats de 10 nucléotides chacun (Lin et al., 

2011) (Figure 36). C’est sur ce point précis que ce travail se distingue des résultats antérieurs, 

puisque jusqu’à présent, les structures cristallines des sRNP C/D ont été obtenues avec un 

« demi » ARN guide qui ne contenait qu’un seul jeu de boîtes avec des extrémités libres en 

association ou non avec son ARN substrat (Figures 33 et 35) (Xue et al., 2010; Ye et al., 

2009). Or ce type de configuration, ne permettait pas de savoir si un ARN à deux couples de 

boîtes C/D s’associerait à un seul dimère de protéines aNop5 ou si cet ARN s’associerait à un 

dimère d’aNop5 (comme dans le modèle de la di-sRNP). Dans la structure obtenue par Ye et 
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nique. (A) Carte d’isodensité des volumes tridimensionnels reconstruits. (B) Modèle proposé pour la di-sRNP C/D. Le code 
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Figure 35. Structure tridimensionnelle d’un complexe ARN guide-ARN substrat en interaction avec les protéines 
aNop5-aNop1-L7Ae de Pyroccocus furiosus. (A) Organisation de la particule C/D de P. furiosus (Xue et al., 2010), code 

PDB : 3NMU. Les deux complexes s’associent par la dimérisation de la protéine aNop5 via son domaine « coiled-coil ». (B) 

Comparaison avec le complexe aNop5-aNop1 de P. furiosus en rose (Oruganti et al., 2007), code PDB : 2NNW.
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collaborateurs, l’ARN guide s’assemble avec un dimère de la protéine aNop5 et avec deux 

copies des protéines L7Ae et aNop1, comme cela était proposé dans le modèle classique de la 

mono RNP (Aittaleb et al., 2003; Ye et al., 2009). L’organisation de la particule est basée sur 

le dimère de la protéine aNop5 qui sert de plateforme pour accueillir les autres composants de 

la particule (Figure 36). Le domaine NOP de aNop5 et la protéine L7Ae constituent le module 

de fixation de l’ARN et emprisonnent le motif en « K-turn » formé par les boîtes C/D de 

l’ARN guide. De cette façon, les deux motifs en « K-turn » sont ancrés à la face opposée de la 

plateforme « coiled-coil », plaçant la séquence guide au centre du complexe (Figure 36). 

Comme vu précédemment, le domaine N-terminal de la protéine aNop5 forme avec la aNop1 

le module catalytique (Lin et al., 2011). L’enzyme s’associe à l’hélice du duplex ARN guide-

substrat par le sillon mineur de telle manière que le cinquième nucléotide de l’hélice formée 

par le guide et le substrat soit positionné dans le site actif. Cette conformation active de la 

particule permet donc la 2’-O-méthylation de deux molécules d’ARN substrats associés à 

chacun des motifs de l’ARN guide. De plus, il ne s’établit aucun contact entre les deux duplex 

ARN guide-substrat suggérant une activité enzymatique indépendante des deux motifs (Lin et 

al., 2011). 

Récemment, une étude chez la levure S. cerevisiae a montré un couplage spatial et 

fonctionnel entre les boîtes C/D et C’/D’ au sein des RNP eucaryotes, comme cela avait été 

démontré chez les archaea (Qu et al., 2011; Tran et al., 2005; Tran et al., 2003). Ceci 

démontre ainsi que cette caractéristique est conservée au cours de l’évolution des RNP à 

boîtes C/D. Cette étude apporte donc des données supplémentaires d’un assemblage 

symétrique pour les particules eucaryotes. Les auteurs ont ainsi montré qu’en dépit du 

caractère indépendant de l’activité de méthylation de la particule C/D, la fonctionnalité de la 

particule C’/D’, souvent formée autour d’un motif ARN de séquence dégénérée chez les 

eucaryotes, requiert la présence du motif C/D voisin. Contrairement à ce qui avait été observé 

chez le Xénope où l’absence de détection (par « cross-link ») de la protéine 15.5K sur le motif  

C’/D’ avait conduit à l’élaboration d’un modèle asymétrique (Cahill et al., 2002) , un jeu 

complet de protéines semble associé à chaque motif. Ainsi, la faible affinité de la protéine 

15.5K/Snu13p pour les motifs en « K-loop » (motif C’/D’) observée in vitro (Charron et al., 

2004; Cléry et al., 2007; Marmier-Gourrier et al., 2003; Tran et al., 2003; Watkins et al., 

2002; Watkins et al., 2000) et in vivo par « cross-link » (Szewczak et al., 2002) semble 

compensée in vivo par l’établissement de contacts protéines-protéines au sein de la particule 

entière. L’association de Nop56p avec Nop58p par leurs domaines « coiled-coil » doit en 
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particulier avoir une forte contribution. Les auteurs ont également montré qu’une distance 

inter-motif de 12 à 36 nucléotides est nécessaire à l’activité du motif C’/D’, ce qui est en 

accord avec les distances observées chez la plupart des snoRNA C/D de levure. 

Contrairement au système archae, dans lequel cette distance est contrainte à une douzaine de 

résidus (Tran et al., 2005), la présence de séquence inter-motif de grande taille dans les 

snoRNA eucaryotes est compensée par la formation de structures en tiges boucles qui 

rapprochent les deux motifs dans l’espace. Les auteurs proposent donc, comme pour les 

archaea, l’établissement d’un modèle symétrique de mono RNP, avec l’association à chaque 

couple de boîtes, d’un jeu de protéines Snu13p-Nop1p-Nop56p ou Nop58p pontés entre eux 

par la dimérisation des domaines « coiled-coil »  des protéines Nop56p et Nop58p. 

3.5 La snoRNP U3 

3.5.1 Le snoRNA U3 

Comme mentionné dans le paragraphe 1.1.1, le snoRNA U3 est composé de deux 

domaines, un domaine 5’ court (décrit au paragraphe 1.1.1) et un long domaine 3’ possédant 

les caractéristiques des snoRNA à boîtes C/D (Ségault et al., 1992). Ces deux domaines sont 

séparés par une région charnière appelée « 3’-hinge ». 

Le domaine 3’ est très structuré et comporte deux motifs structurés en « K-

turn » (Watkins et al., 2000). Les couples de boîtes C’/D et B/C qui servent au recrutement 

des protéines de la snoRNP (Méreau et al., 1997). Ce domaine est nécessaire pour la stabilité 

du snoRNA. Les deux couples de boîtes se structurent en motif « K-turn » pour recruter i) les 

protéines des particules C/D au niveau du couple C’/D à savoir Snu13p, Nop1, Nop56 et 

Nop58 (Marmier-Gourrier et al., 2003; Watkins et al., 2000) et ii) les protéines Snu13p/15.5 

et Rrp9p/h55K, protéine propre à la snoRNP U3, au niveau du couple B/C (Clery, 2007). La 

taille de ce domaine est très variable suivant les espèces. Cela se traduit par l’existence de 

structures en tige-boucles plus ou moins longues entourant le couple de boîtes B/C. Ainsi chez 

l’homme, il existe deux motifs en tige-boucle qui encadrent le couple B/C (Parker & Steitz, 

1987), tandis que chez la levure S. cerevisiae, ce motif se situe au centre d’une structure 

cruciforme comportant trois tige-boucles (Ségault et al., 1992) (Figure 37). Le motif C’/D est 

essentiel pour l’accumulation du snoRNA U3, pour son assemblage avec les protéines de la 

snoRNP, pour la maturation de son extrémité 3’, pour l’hyperméthylation de sa coiffe, pour sa 

localisation nucléolaire ainsi que pour sa fonction (Speckmann et al., 2000).  Les boîtes B et 
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Figure 37. Structure secondaire du snoRNA U3 de Saccharomyces cerevisiae. La structure a été déterminée par modifi-

caion chimique et enzymatique en solution. D’après (Marmier-Gourrier et al., 2003; Ségault et al., 1992).
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C, quant à elles ne sont pas nécessaires pour l’accumulation du snoRNA U3, ni pour sa 

localisation nucléolaire, mais sont essentielles pour sa fonction (Cléry et al., 2007; Samarsky 

& Fournier, 1998). 

D’une espèce à l’autre, la taille du snoRNA U3 varie de façon importante : 333 

nucléotides chez la levure contre 213 chez l’homme. Chez les levures et les vertébrés, le 

snoRNA U3 est transcrit par l’ARN polymérase II et porte une coiffe 2,2,7-

triméthylguanosine (ou coiffe tri-méthylée) à son extrémité 5’ (Reddy & Busch, 1983). Il est 

intéressant de noter que chez les vertébrés, le snoRNA U3 subit une réaction de 

pseudouridylation sur le résidu uracile en position 8 de la boîte A’ (Reddy et al., 1980) 

(Figure 37). En revanche, aucune pseudouridine n’a à ce jour été identifiée sur le snoRNA U3 

de levure S. cerevisiae (Massenet et al., 1998). 

3.5.2 Les protéines de la snoRNP U3 

La composition des protéines formant la snoRNP U3 a été établie à partir de la 

purification de cette particule chez l’humain, puis chez la levure (Lübben et al., 1993; 

Watkins et al., 2000). Comme toutes les particules C/D, la snoRNP U3 renferme des protéines 

Snu13p/15.5K, Nop1p/Fibrillarine, Nop56p/NOP56 et Nop58p/NOP58. Mais ces travaux ont 

également montrés la présence d’une protéine spécifique de cette particule : la protéine 

Rrp9p/U3-55K (Cléry et al., 2007; Lübben et al., 1993; Venema et al., 2000; Watkins et al., 

2000) (Figure 38). Bien qu’elle soit nécessaire pour la viabilité cellulaire et pour la fonction 

de la snoRNP U3 (Granneman et al., 2004; Lukowiak et al., 2000; Venema et al., 2000), 

l’absence de la protéine Rrp9p chez la levure affecte peu l’accumulation du snoRNA U3 alors 

que la protéine U3-55K est essentielle pour la stabilité de l’ARN chez l’homme (Knox et al., 

2011; Venema et al., 2000). Structuralement, la protéine Rrp9p/U3-55K semble posséder 7 

domaines WD40 qui pourraient se structurer en un large domaine en « helix-propeler » 

(Granneman et al., 2002; Pluk et al., 1998). Tout comme les protéines des snoRNP C/D ou la 

protéine PRP31, le recrutement de la protéine Rrp9p/U3-55K nécessite la présence de la 

protéine Snu13p/15.5K sur le motif B/C du snoRNA (Cléry et al., 2007; Granneman et al., 

2002). In vitro, il a été montré que les motifs WD40 présents à l’extrémité C-terminale de la 

protéine U3-55K sont nécessaires et suffisants pour l’association de la protéine sur le 

complexe U3 B/C-15.5K (Granneman et al., 2002). Au niveau des déterminants ARN, une 

boucle interne, en amont de l’hélice I du motif en « K-turn » B/C est essentielle pour la 

fixation de la protéine U3-55K (Granneman et al., 2002) (Figure 37). Au laboratoire, A. Cléry 
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Figure 38. Modèle d’assemblage de la snoRNP U3 humaine. D’après (Knox et al., 2011).
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a pu mettre en évidence trois paramètres importants pour la fixation de la protéine de levure 

Rrp9p sur l’ARN U3 : la présence d’une paire de base G-C inversée dans l’hélice II du « K-

turn » (position 111-259 dans la figure 37), une hélice I minimum réduite à une seule paire de 

bases G-C et la présence d’un résidu G à la première position du K-turn (Cléry et al., 2007) 

(position 253 dans la figure 37). Plus récemment, deux autres sites de contact de la protéine 

Rrp9p ont été  détectés sur le snoRNA U3 : les hélices 2 et 4 (Granneman et al., 2009) (Figure 

37). 

3.5.3 Structure de la snoRNP U3 

A l’heure actuelle, aucune donnée structurale n’est disponible pour la snoRNP U3. 

Néanmoins, sur la base des connaissances sur les sRNP d’archae, les données obtenues par 

l’équipe de N.J. Watkins et notre équipe ont permis d’établir un modèle de la particule (Figure 

38) et la structure 3D de la partie C’/D a été modélisée par C. Charron au laboratoire. Une 

coopérativité de fixation des protéines avec les motifs C’/D et B/C pourrait exister. En effet, 

l’incorporation de la protéine U3-55K au niveau du motif B/C compenserait la présence d’une 

boîte C’ sous optimale pour la fixation de la protéine 15.5K aussi bien chez vertébrés (Knox 

et al., 2011) que chez la levure (N. Rolland, données non publiées du laboratoire). L’étude 

décrite par Knox et al. a permis de mettre en évidence une interaction directe entre les 

protéines U3-55K et les protéines NOP56 et NOP58 au sein de la particule. Chez les levures, 

des données récentes ont montrées que la protéine Nop58p s’associe à l’hélice II du motif 

C’/D et que les protéines Nop56p et Nop1p interagissent avec la base de l’hélice 3 située à 

proximité du motif B/C (Granneman et al., 2009). 

Le modèle obtenu est un modèle pseudo-symétrique où le motif C’/D s’associerait 

avec les protéines 15.5K, NOP58, NOP1 et en partie NOP56 qui interagirait avec U3-55K 

fixée sur le motif B/C avec 15.5K et peut être une autre molécule de NOP1. Dans ce modèle, 

comme dans les modèles des sRNP à boîtes C/D d’archae, les protéines NOP58 et NOP56 

s’auto-dimériseraient par l’intermédiaire de leur domaine « coiled-coil ». Des travaux menés 

au laboratoire sur le snoRNA U3 de levure ont permis de montrer que la longueur entre les 

motif C’/D et B/C est un paramètre déterminant pour la stabilité de l’ARN in vivo (N. 

Marmier-Gourrier & N. Rolland, communication personnelle). Dans le modèle proposé, cette 

contrainte de distance pourrait correspondre à l’espacement nécessaire pour la dimérisation 

des protéines Nop56p et Nop58p, associées respectivement au niveau des motifs B/C et C’/D. 
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3.5.4 La biogenèse de la snoRNP U3 

Il existe deux modes de production des snoRNA C/D : la production des snoRNA 

codés par des introns dépend de l’épissage du pré-ARNm dans lequel ils sont intégrés et les 

snoRNA produits sous forme d’unités transcriptionnelles individuelles (mono ou 

polycistroniques) qui dépendent seulement d’étapes de clivage. Ainsi, plusieurs voies de 

maturation sont possibles. Chez la levure S. cerevisiae, du fait du faible nombre d’introns 

dans les gènes de protéines et de leurs tailles réduites, la majorité des snoRNA sont produits 

sous la forme d’unités transcriptionnelles monocistroniques (par exemple U3) ou 

polycistroniques (comme U14 et snR190) (Piekna-Przybylska et al., 2007). A l’inverse, chez 

les vertébrés, à quelques exceptions près, telles que les snoRNA comme les U3, U8 ou U13 

qui sont produits à partir d’unités transcriptionnelles indépendantes, la majorité des snoRNA 

sont situés dans les introns de pré-ARNm (par exemple U14) (Lestrade & Weber, 2006). Il est 

important de noter que U3 est codé par environ une centaine d’unités transcriptionnelles 

indépendantes chez l’homme. Beaucoup de gènes contenant des séquences de snoRNA codent 

des protéines impliquées dans la biogenèse des ribosomes, suggérant une co-régulation de la 

production des snoRNA et de ces protéines. Dans ce dernier cas, la libération du snoRNA 

implique une série de clivages endo et exonucléolytiques qui peuvent se dérouler selon deux 

principaux mécanismes : une voie majoritaire impliquant le débranchement préalable de la 

structure en lasso (Ooi et al., 1998; Petfalski et al., 1998) et une voie minoritaire nécessitant 

un clivage endonucléolytique indépendant de l’épissage pour les snoRNA H/ACA et 

l’intervention des protéines splicéosomales pour les snoRNP C/D (Ooi et al., 1998; Petfalski 

et al., 1998). Dans le cas des transcrits polycistroniques, le transcrit primaire subit des 

clivages endonucléolytiques par l’endoribonucléase Rnt1p qui libère les unités individuelles 

(Chanfreau et al., 1998). Les extrémités de ces unités ainsi libérées, tout comme celles des 

snoRNA introniques, subissent une hydrolyse par les exonucléases Rat1p et Xrn1p du côté 5’ 

(Petfalski et al., 1998; Qu et al., 1999) et par l’exosome du côté 3’ (Allmang et al., 1999; van 

Hoof et al., 2000b). A la différence des snoRNA introniques, les snoRNA cistroniques 

acquièrent une coiffe m7G à leur extrémité 5’ de manière co-transcriptionnelle qui subit 

ensuite une hyperméthylation par l’enzyme Tgs1p/TGS1 (par exemple U3) (Mouaikel et al., 

2002). Les snoRNA introniques pourraient aussi en acquérir une mais de manière post-

transcriptionnelle. 

Ainsi la biogenèse de la snoRNP U3 nécessite plusieurs étapes distinctes, telles que 

l’assemblage des protéines cœur de la snoRNP, la maturation nucléolytique du snoRNA, 
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l’hyperméthylation de la coiffe. Chez les levures des genres Saccharomyces, Kluyveromyces 

et Pichia, le gène codant le snoRNA U3 présente la particularité de contenir un intron épissé 

par la machinerie spliceosomale (Brulé et al., 1996; Fournier et al., 1998; Myslinski et al., 

1990). Au début des années 2000, l’équipe de D. Tollervey s’est attachée à caractériser le 

processus de maturation nucléolytique du snoRNA U3 chez la levure S. cerevisiae (Kufel et 

al., 2000; Kufel et al., 2003) (Figure 39). Le snoRNA est transcrit sous la forme d’un grand 

précurseur qui est progressivement hydrolysé à partir de son extrémité 3’. La forme la plus 

longue observée correspond à une forme non épissée du snoRNA, porteuse d’une longue 

extension à son extrémité 3’. Dans un second temps, il y aurait épissage par le splicéosome et 

clivage endonucléolytique par l’enzyme Rnt1p aux positions +58 et +21 (par rapport à 

l’extrémité 3’ mature). Alors que les sous-produits autre que le pré-ARN U3 seraient dégradés 

par l’exonucléase 5’→3’ Rat1p, le pré-ARN U3 serait hydrolysé rapidement jusqu’aux 

positions +18 et +12. Cette dégradation pourrait être catalysée par les exonucléases de la 

famille Rex1-3p et/ou par l’exosome. Les deux nouveaux intermédiaires (+12 et +18) sont 

stabilisés par les facteurs Lhp1p/La et les protéines Lsm, qui sont recrutés de façon 

synergique au niveau de séquences riches en uridines situées en amont des sites de coupures. 

D’après les auteurs, toutes ces formes ne seraient pas associées aux protéines Nop56p, 

Nop58p et Nop1p et ne seraient  pas encore triméthylées. Il a été proposé que le recrutement 

de ces trois protéines sur le motif C’/D déplace les protéines Lhp1p et Lsm, permettant ainsi 

la poursuite de la maturation de l’extrémité 3’. Il a été démontré que le motif C/D (C’/D pour 

le snoRNA U3) est nécessaire et suffisant pour induire l’hyperméthylation de la coiffe 

(Speckmann et al., 2000). L’enzyme responsable de l’hyperméthylation de la coiffe, l’enzyme 

Tgs1p, serait recrutée au niveau du motif C/D (ou C’/D) par le domaine C-terminal basique 

(KKE/D) de la protéine Nop58p (Mouaikel et al., 2002). La coiffe triméthylée protège l’ARN 

contre d’éventuelles dégradations exonucléolytiques en 5’ et permettrait l’adressage du 

snoRNA U3 dans le nucléole. Dans un contexte sauvage, la séquence intronique est excisée à 

partir d’un long précurseur U3 dont l’extrémité 3’ n’a pas été déterminée. Des travaux au 

laboratoire menés par B. Rothé au cours de sa thèse ont montré que, contrairement à ce qui 

était publié par Kufel et al., chez S. cerevisiae, l’épissage du pré-snoRNA U3 s’effectue très 

tôt, avant même l’intervention de Rnt1p (en +58) et que l’intron n’est pas détecté sur les 

autres espèces (B. Rothé, travaux de thèse). La maturation de l’extrémité 3’ est réalisée par 

une hydrolyse exonucléolytique 3’→5’. D’une manière générale, le motif C/D est requis pour 

la terminaison de la transcription et la formation de l’extrémité 3’ mature. Les protéines qui 
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Figure 39. Modèle de biogenèse de la snoRNP U3 chez S. cerevisiae. D’après (Kufel et al., 2000; Verheggen et al., 2002) 

et les données de B. Rothé au laboratoire.
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s’associent aux précurseurs du snoRNA stabilisent ainsi l’ARN et protègent son extrémité 3’ 

contre la dégradation. Par la suite, des expériences de microscopie électronique ont permis de 

mettre en évidence la localisation nucléolaire au niveau des NB (« Nucleolar bodies ») des 

intermédiaires +12 et +18 du snoRNA U3 (Verheggen et al., 2002) (Figure 39). Cette 

biogenèse apparaît donc comme une succession d’étapes hautement ordonnées, à la fois 

temporellement et spatialement. 

Même si elle est moins connue que le chez la levure, la biogenèse de la snoRNP U3 

chez les vertébrés comporte de nombreuses similitudes. Des expériences 

d’immunoprécipitation ont démontré que seule la protéine 15.5K est associée aux précurseurs 

du snoRNA, suggérant qu’en absence des protéines NOP58 et NOP1, ces derniers doivent être 

stabilisés par des facteurs supplémentaires, comme cela a été montré pour les intermédiaires 

+12 et +18 chez la levure. De plus, chez le rat, les précurseurs du snoRNA sont 

essentiellement détectés au niveau des sites de transcription et des corps de Cajal (CB), tandis 

que l’ARN mature est localisé dans les CB et le nucléole. L’équipe d’E. Bertrand a mis en 

évidence que l’enzyme TGS1 et les protéines 15.5K, NOP56 et NOP58 s’accumulent dans les 

CB (Verheggen et al., 2002) tout comme aNOP1 (Gerbi & Borovjagin, 1997). Ceci suggère 

donc que la formation de la coiffe m2,2,7G, la maturation nucléolytique terminale de l’extrémité 

3’ et l’assemblage des protéines cœur pourrait se dérouler au sein de ce sous-compartiment 

nucléaire, comme cela semble être le cas chez la levure dans les NB. 

3.6 La biogenèse des RNP à boîtes C/D : état des connaissances au 

début de ma thèse 

En plus des facteurs intervenant dans la maturation du snoRNA, différents facteurs 

requis pour la biogenèse de la snoRNP C/D ont été identifiés avant mon arrivée au 

laboratoire. Ces facteurs semblaient participer aux évènements d’assemblage des particules. 

C’était notamment le cas des hélicases Rvb1p/TIP49, Rvb2p/TIP48, des facteurs 

Pih1p/NOP17, Tah1p/SPAGH, Bcd1p/BCD1 et de la protéine Rsa1p/NUFIP (Zhao, 2005, 

Boulon, 2008 Watkins, 2004). 

3.6.1 La chaperonne Hsp90 

Les protéines Hsp90 sont des chaperonnes moléculaires abondantes et très conservées 

qui participent à de nombreux processus cellulaires fondamentaux comme le contrôle du cycle 

cellulaire, la survie cellulaire, les processus de signalisation et les réponses au stress 
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(Borkovich et al., 1989; Caplan et al., 2007; Zhao et al., 2005), pour revue (Richter et al., 

2010; Wandinger et al., 2008; Young et al., 2001). Sa fonction s’inscrit dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire, pour revue (Dezwaan & Freeman, 2008; Taipale et al., 2010). Un 

bilan des protéines s’associant à la chaperonne Hsp90 est disponible aux adresses internet 

suivantes : 

- http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf 

- http://www.picard.ch/downloads/Hsp90facts.pdf 

- http://www.picard.ch/Hsp90Int/ (Echeverria et al., 2011) 

Les chaperonnes Hsp90 ont également pour fonction de maintenir de nombreuses 

activités cellulaires essentielles en dépit des mutations ou des variations environnementales. Il 

a même été montré que les chaperonnes Hsp90 jouaient un rôle important dans le 

développement tumoral (Trepel et al., 2010). 

Dans son activité de chaperonne du repliement des protéines, Hsp90 s’associe avec 

d’autres chaperonnes comme Hsp40 et Hsp70 et des facteurs protéiques appelés co-chaperons 

qui réguleraient le cycle d’activité de ces chaperonnes en inhibant ou activant leur activité 

ATPase. Ces co-chaperonnes serviraient à cibler les protéines substrats (Chen & Smith, 1998; 

Eckert et al., 2010; Frydman & Hohfeld, 1997; Panaretou et al., 2002; Prodromou et al., 

1999; Richter et al., 2004; Roe et al., 2004; Siligardi et al., 2002). 

Hsp90 forme un homodimère flexible où chaque molécule est composée de 3 

domaines principaux : i) le domaine N-terminal qui contient le site de fixation à l’ATP 

(Prodromou et al., 1997), suivit d’une région portant un grand nombre de résidus chargés et 

qui a une longueur variable, ii) un domaine central essentiel pour l’hydrolyse de l’ATP 

contenant les sites d’interaction pour les protéines clientes et de certaines co-chaperonnes 

(Meyer et al., 2003) et iii) un domaine C-terminal responsable de la dimérisation de la 

chaperonne et du recrutement des co-chaperonne à domaines TPR  (« TetratricoPeptide 

Repeat ») via son motif NH2-MEEVD-COOH (Scheufler et al., 2000).  

Structuralement, un motif TPR consiste en une séquence de trente-quatre acides 

aminés souvent dégénérée formant deux hélices α antiparallèles reliées par un coude. Ces 

motifs TPR s’associent pour former une super-hélice dont le sillon sert de site d’interaction 

pour la chaperonne notamment certains acides aminés conservés au sein des motifs TPR 

forme la pince à carboxylate ou « carboxylate clamp » (Das et al., 1998; Prasad et al., 2010; 
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Scheufler et al., 2000), pour revue (D'Andrea & Regan, 2003; Zeytuni & Zarivach, 2012). 

Nous reviendrons plus en détails sur les domaines TPR dans la partie Résultats & Discussion 

de ce manuscrit. 

Parmi les co-chaperonnes à domaine TPR, la protéine HOP « (Hsp70 and Hsp90 

organizing protein » (Sti1p chez la levure) est la plus connue et la mieux décrite (Chang & 

Lindquist, 1994; Johnson et al., 1998; Scheufler et al., 2000). Elle est composée de plusieurs 

motifs TPR, qui s’assemblent en trois domaines TPR ce qui lui permet de s’associer 

simultanément aux chaperonnes Hsp90 et Hsp70 par leurs motifs terminaux NH2-EEVD-

COOH. Cette double interaction permet ainsi de former le complexe Hsp90-HOP/Sti1p-

Hsp70, qui constitue l’entité minimale pour le fonctionnement de la chaperonne. 

Au cours de son cycle d’activité, la chaperonne Hsp90 adopte différentes 

conformations (Figure 40). Dans son état « apo », Hsp90 est principalement dans une 

conformation ouverte (ou « V-shaped »). Cet état est stabilisé par la présence de co-

chaperonne comme HOP/Sti1p ou p50/Cdc37p qui inhibe l’activité ATPasique de la 

chaperonne et facilite la prise en charge de la protéine cliente notamment par la présence 

concomitante de la chaperonne Hsp70 (Chen & Smith, 1998; Hessling et al., 2009; Johnson et 

al., 1998; Prodromou et al., 1999; Richter et al., 2003; Roe et al., 2004; Wegele et al., 2003; 

Wegele et al., 2006). La fixation de l’ATP favorise le passage à une conformation fermée où 

les domaines N-terminaux dimérisent et s’associent aux domaines centraux. Cette 

conformation est également stabilisée par des co-chaperonnes comme p23/Sba1p (Ali et al., 

2006). Après l’hydrolyse de l’ATP, les domaines N-terminaux se dissocient, l’ADP et la 

protéine cliente correctement repliée sont relargués et la chaperonne retourne à sa 

conformation initiale, certaines co-chaperonnes comme AHA1/Aha1p favorise l’hydrolyse de 

l’ATP (Hessling et al., 2009; Meyer et al., 2004). Au cours de ce cycle, plusieurs PPIases 

(« Peptidyl-Prolyl isomerase ») interviennent. Ces dernières font également partie de la 

famille des protéines à domaines TPR, ce domaine leur permettrait notamment de déplacer la 

protéine HOP/Sti1p de son site de fixation (Li et al., 2011a). Il est intéressant de noter qu’en 

plus de cette régulation par les co-chaperonne, l’activité d’Hsp90 est également sous le 

contrôle de modifications post-traductionnelles, pour revue (Mollapour & Neckers, 2012). 

Comme dans beaucoup d’autres organismes, il existe chez la levure S. cerevisiae deux 

isoformes de la chaperonne : la protéine Hsc82p exprimée de façon constitutive, et la protéine 

Hsp82p qui est exprimée, en conditions de stress thermique ou en phase stationnaire de 

INTRODUCTION

- 99 -



Figure 40. Représentation schématique du cycle d’activité de la chaperonne Hsp90. La protéine cliente est transférée de 

Hsp70 à Hsp90 grâce à la protéine adaptatrice HOP/Sti1p. Hsp90 adopte une conformation fermée (active pour l’hydrolyse 

de l’ATP) après la fixation de l’ATP. La co-chaperonne p23/Sba1p stabilise la conformation fermée de la chaperonne Hsp90 

ce qui affaiblit l’association de HOP/Sti1p et facilite son élimination du complexe. Après l’hydrolyse de l’ATP, p23/Sba1p et 

la protéine cliente correctement repliée sont relargées de la chaperonne Hsp90. D’après (Li et al., 2012).
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croissance (Borkovich et al., 1989; Donalies & Stahl, 2001). Ces isoformes ont une 

localisation cellulaire principalement cytoplasmique mais semblent pouvoir faire l’objet de 

passages transitoires dans le noyau en phase exponentielle de croissance (Huh et al., 2003; 

Tapia & Morano, 2010). 

Le journal « Biochimica et Biophysica Acta » a récemment consacré un numéro entier 

à la chaperonne Hsp90 (Li et al., 2012; Makhnevych & Houry, 2012; Mollapour & Neckers, 

2012; Prodromou, 2012). 

3.6.2 Le complexe R2TP 

En 2005, l’équipe de W.A. Houry, dans un criblage à haut débit visant à définir de 

nouveaux partenaires de la chaperonne Hsp90 de levure, a mis en évidence l’existence d’un 

complexe formé de 4 protéines : les deux hélicases Rvb1p et Rvb2p associées aux protéines 

Tah1p et Pih1p. Ce complexe a été nommé R2TP pour « Rvb1p-Rvb2p-Tah1p-Pih1p » (Zhao 

et al., 2005), pour revue (Kakihara & Houry, 2012). 

3.6.2.1 Les protéines Rvb1 et Rvb2 

En raison de leur implication dans de nombreux processus cellulaires, ces deux 

protéines homologues possèdent de nombreuses dénominations différentes. Ainsi TIP49 est 

également appelée Rvb1p chez la levure ou encore TIP49a, RUVBL1, p55, TAP54α ou 

Pontin52 chez les vertébrés tandis que la protéine TIP48 porte le nom de Rvb2p chez la 

levure, mais aussi TIP49b, RUVBL2, p50, TAP54β ou Reptin42 chez les vertébrés (Watkins 

et al., 2002). Ces protéines font partie de la famille des ATPases AAA+ (« ATPases 

associated with diverse cellular activities »). L’association des protéines Rvb1p/TIP49 et 

Rvb2p/TIP48 avec un snoRNA à boîtes C/D a été mise en évidence pour la première fois chez 

la souris (Newman et al., 2000; Watkins et al., 1998b), puis chez l’homme (Watkins et al., 

2002). Il a été montré que la déplétion des protéines TIP49 et TIP48 affecte le taux de 

snoRNA à boîtes C/D chez l’homme (Watkins et al., 2004). Chez la levure, l’implication des 

protéines Rvb1p et Rvb2p dans la biogenèse des snoRNP C/D et même H/ACA a également 

été démontrée (Boulon et al., 2008; King et al., 2001; Zhao et al., 2008). 

Structuralement, la protéine humaine TIP49 ou RuvBL1 a fait l’objet d’une étude 

cristallographique qui a permis la détermination de sa structure 3D (Matias et al., 2006). La 

protéine s’assemble en un hexamère constitué de monomères de protéine RuvBL1 liés à une 

molécule d’ADP (Figure 41). Chaque monomère est constitué de trois domaines dont le 
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Figure 41. Structure tridimensionnelle des protéines humaines RuvBL. (A) Comparaison entre la protéine humaine 

RuvBL1 (Matias et al., 2006), code PDB : 2C9O, la protéine RuvB de Thermotoga maritima (Putnam et al., 2001), code PDB 

: 1IN7 et la protéine humaine RuvBL1DDII dans le complexe RuvBL hexamérique (Gorynia et al., 2011), code PDB : 2XSZ. 

(B) Structure hexamérique du complexe RuvBLI+RuvBLII humains. Les différents domaines des protéines et la molécule 

d’ATP sont indiqués.
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premier et le troisième sont impliqués dans la fixation de l’ATP et son hydrolyse. Le second 

domaine, propre aux AAA+ protéines et absent dans l’homologue bactérienne RuvB (Putnam 

et al., 2001), constitue un nouveau domaine de liaison à l’ADN/ARN. Les protéines AAA+ 

forment des structures circulaires hexamèriques et contiennent un motif conservé pour la 

fixation et l’hydrolyse de l’ATP : les domaines Walker A et B. Plus récemment, la structure 

du complexe humain RuvBL a été déterminée (Gorynia et al., 2011) (Figure 41). Ce 

complexe consiste en un dodécamère formé par deux anneaux hétérohexamériques d’une 

alternance de monomères des protéines RuvBL1 et RuvBL2 liées à une molécule 

d’ADP/ATP. Ce complexe a été produit à partir de protéines dans lesquelles le domaine II 

avait été tronqué. Jusque-là, seules des données de microscopie électronique avaient permis 

d’appréhender la structure de ce complexe chez l’homme (Puri et al., 2007) et chez la levure 

(Gribun et al., 2008; Torreira et al., 2008). Cependant, selon les études, l’état 

d’oligomérisation des protéines Rvb1p/TIP49 et Rvb2p/TIP48 était variable. La structure 

cristalline du complexe a apporté un élément de réponse (Gorynia et al., 2011) en montrant 

clairement la possibilité de former un dodécamère constitué de deux hétérohexamères 

associés chacun par leur face supérieure. Chaque héxamère est composé d’une succession de 

monomère de RuvBL1 ΔDII et RuvBL2 ΔDII. Pour confirmer que l’état d’oligomérisation du 

complexe n’était pas dû aux conditions cristallines, les auteurs ont également montré la 

formation du dodécamère en solution par la technique de SAXS. D’autres études avaient 

montré que l’état de dodécamère était induit par la présence des étiquettes 6-His fusionnées à 

l’extrémité N-terminale des protéines de levure Rvb1p et Rvb2p (Cheung et al., 2010). Les 

auteurs ont alors montré que l’assemblage dodécamérique du complexe humain n’est pas 

induit par la présence de cette étiquette 6-His. En effet, ils ont utilisés des protéines co-

exprimées, fusionnées à des étiquettes différentes (6-His-RuvBL1 ΔDII et FLAG-RuvBL2 

ΔDII) et ont analysé les profils d’élution par filtration après protéolyse de l’étiquette 6-His. 

De plus, les données en solution obtenues par SAXS, l’absence de densité électronique pour 

ces étiquettes dans le cristal et leur position attendue à l’extérieur des anneaux confirment leur 

absence d’effet sur l’état d’oligomérisation du complexe (Gorynia et al., 2011). 

En 2008, notre laboratoire en collaboration avec celui d’Edouard Bertrand à 

Montpellier a mis en évidence un lien direct entre le complexe R2TP et les protéines 

constitutives des snoRNP (Boulon et al., 2008). De plus, ce travail a permis d’observer une 

diminution des snoRNA U3, U4 et l’ARN de la télomérase lorsque l’activité ATPasique de la 

chaperonne humaine est inhibée. Cette inhibition provoque également un défaut 
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d’accumulation des protéines 15.5K, NHP2, NOP58 et SBP2 dans les cellules (Boulon et al., 

2008). La machinerie Hsp90-R2TP semble donc être impliquée dans la biogenèse des 

snoRNP. 

3.6.2.2 La protéine Pih1p/NOP17 

La protéine Pih1p (« Protein interacting with Hsp90-1 ») ou Nop17p (« Nucleolar 

protein 17 ») avait été identifiée lors de la recherche de partenaires de la protéine Nop58p par 

l’approche double hybride (Gonzales et al., 2005). Cette interaction repose sur la région 217-

512 de la protéine Nop58p, qui contient le domaine NOP et une portion du domaine « coiled-

coil ». Cette interaction a été confirmée in vitro par co-immunoprécipitation mais aucune 

association entre la protéine Pih1p et les autres composants de la particule C/D n’avaient pu 

être détectés. La délétion de cette protéine non essentielle confère à la cellule un défaut de 

croissance avec un phénotype accentué à 37°C. Ce phénotype est associé à une diminution du 

nombre de polysomes et à une réduction de la quantité de ribosomes. En effet, dans une 

souche de levure invalidée pour le gène PIH1, les auteurs ont observé une diminution du taux 

des ARNr 18S et 25S et une accumulation des précurseurs 35S et 23S. La protéine Pih1p 

possède une localisation nucléolaire et son absence conduit à une localisation diffuse des 

protéines Nop1p, Nop56p, Nop58p et Snu13p dans le noyau et dans le cytoplasme, indiquant 

que Pih1p est nécessaire pour la rétention nucléolaire ou l’adressage nucléolaire des protéines 

des snoRNP à boîtes C/D. La protéine Pih1p ne s’associe pas directement aux snoRNA à 

boîtes C/D, ni aux snoRNA à boîtes H/ACA, mais son absence conduit à une augmentation de 

l’association de la protéine Nop58p avec les snoRNA U3 et U14 sans modifier le taux de ces 

snoRNA. Les auteurs proposaient donc que l’interaction entre Pih1p et Nop58p régulerait le 

processus d’assemblage des particules C/D et agirait comme un facteur régulateur nucléolaire 

(Gonzales et al., 2005). 

3.6.2.3 La protéine Tah1p/SPAGH 

Initialement, la protéine Tah1p avait été décrite en 2001 par l’équipe de Y. Sakaki 

comme un partenaire de la protéine Pih1p détecté par double hybride (Ito et al., 2001). En 

2005, lors d’un crible haut débit, l’équipe de W.A. Houry a identifié la protéine Tah1p comme 

un cofacteur de la chaperonne Hsp90 de levure, médiant l’interaction de la protéine Pih1p 

avec Hsp90 (Zhao et al., 2005). Cette protéine de 111 résidus est caractérisée par la présence 

d’un domaine TPR (« tetratricopeptide repeat ») à son extrémité N-terminale. Elle tire son 

nom de la présence de ce domaine et de sa faculté à s’associer avec la chaperonne : « TPR-
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containing protein associated with Hsp90 ». La protéine Tah1p a une localisation nucléaire et 

cytoplasmique (Huh et al., 2003). Des expériences de « GST pull-down » et de double 

hybride ont permis de montrer que l’interaction entre les protéines Pih1p et Hsp90 est 

stabilisée par la protéine Tah1p, et que le domaine TPR permettrait l’interaction avec la 

chaperonne. Ainsi la protéine Tah1p stabiliserait la protéine Pih1p qui serait en quantité 

limitante dans la cellule et qui présente une instabilité en phase stationnaire de croissance 

lorsque Tah1p est absente (Zhao et al., 2008). Le domaine TPR de la protéine Tah1p serait 

responsable de son association avec la chaperonne selon un mode similaire à celui observé 

pour la co-chaperonne HOP et son domaine TPR2A (Millson et al., 2008; Scheufler et al., 

2000). Ainsi la protéine Tah1p serait spécifique de la chaperonne Hsp90 en discriminant les 

résidus spécifiques de l’extension C-terminale de la chaperonne, notamment sa méthionine 

705 (Millson et al., 2008). Plus récemment, il a été montré que le complexe Pih1p-Tah1p 

agirait comme un complexe co-chaperon qui inhiberait l’activité ATPase de la chaperonne 

Hsp90 (Eckert et al., 2010). 

La protéine Tah1p fera l’objet d’une description plus détaillée dans la partie Résultats 

et Discussion de ce manuscrit. 

3.6.3 La protéine Rsa1p/NUFIP 

La protéine de levure Rsa1p (« Ribosome assembly 1 ») a été mise en évidence par un 

crible synthétique létal chez S. cerevisiae comme étant impliquée dans la biogenèse des 

ribosomes (Kressler et al., 1999). La délétion du gène RSA1 confère un phénotype 

thermosensible, une diminution de la quantité de sous-unités ribosomiques 60S, ainsi qu’une 

accumulation du précurseur pré-ARN 23S. Il est intéressant de noter que la protéine Rsa1p 

possède une localisation nucléaire et contient un NLS potentiel au niveau de son extrémité C-

terminale (Kressler et al., 1999). Elle est en revanche exclue du nucléole. Au laboratoire, N. 

Marmier-Gourrier et B. Charpentier ont utilisé l’approche de triple hybride afin de rechercher 

de nouveaux partenaires protéiques du snoRNA U3 (Marmier-Gourrier et al., 2003). En 

utilisant le motif B/C du snoRNA U3 comme appât, ils ont pu identifier la protéine Rsa1p 

comme partenaire potentiel. Des données antérieures précisaient que la protéine Rsa1p n’était 

pas retrouvée au sein de la particule mature (Watkins et al., 2000) et qu’elle ne s’accumulait 

pas dans le nucléole (Kressler et al., 1999). La protéine Rsa1p pourrait donc interagir de façon 

transitoire avec la snoRNP U3. 
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En parallèle, l’équipe d’E. Bertrand à Montpellier travaillait à la recherche de 

nouveaux partenaires de la protéine 15.5K par l’approche double hybride. Ils ont ainsi pu 

mettre en évidence un nouveau facteur d’intérêt : la protéine NUFIP (« Nuclear FMRP 

Interacting Protein »). Cette protéine possède un domaine à doigt de zinc de type C2H2 et un 

NLS bi-partite (Bardoni et al., 1999). Comme Rsa1p, elle interagit par double hybride avec 

les protéines LSM4 et TGS1 (Boulon, communication personnelle, B. Rothé, travaux de 

thèse). NUFIP est faiblement détectée au niveau du cytoplasme et du nucléole et présente une 

localisation principalement nucléoplasmique (Bardoni et al., 1999). 

Ces travaux ont conduit à l’élaboration d’une collaboration entre nos deux équipes et à 

la publication de travaux portant sur ces protéines (Boulon et al., 2008). Ces travaux ont 

permis de montrer que les protéines Rsa1p et NUFIP s’associent aux snoRNA par 

l’intermédiaire d’une interaction avec les protéines Snu13p et 15.5K de la famille L7Ae. De 

plus, cette interaction repose sur un domaine conservé de 37 acides aminés, nommé yPEP 

chez la levure et hPEP chez l’homme. Il est intéressant de noter que ce domaine correspond à 

la seule séquence homologue entre ces deux protéines. Cette interaction  permet de recruter 

les protéines Rsa1p et NUFIP sur les snoRNA C/D, comme en témoigne l’existence d’un 

complexe ternaire Rsa1p/NUFIP-Snu13p/15.5K-snoRNA. Les deux équipes ont également 

proposé que Rsa1p ou NUFIP soient requises pour la biogenèse des snoRNA car en absence 

de ces protéines, une diminution du taux de certains snoRNA C/D est observée, notamment de 

la snoRNP U3 humaine. 
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Objectifs de la thèse 

 

Comme nous venons de le voir, les modifications chimiques des riboses et des bases 

(2’-O-méthylation et pseudouridylation) des ARN ribosomiques ainsi que leurs clivages endo-

nucléolytiques sont des évènements conservés chez les archaea et chez l’homme. Ils se 

déroulent au sein du nucléole où a lieu la biogenèse des ribosomes. Ces étapes de maturation 

des ARNr mettent en œuvre des particules ribonucléoprotéiques : les s/snoRNP. Ces 

particules sont composées d’un ARN guide, le s/snoRNA, ainsi que d’un jeu de protéines 

constitutives. Il existe deux grandes classes de RNP : les s/snoRNP à boîtes C/D et les 

s/snoRNP à boîtes H/ACA. Chez les eucaryotes, il existe beaucoup d’autres RNP comme par 

exemple les snRNP U1, U2, U4, U5 et U6, le complexe de la télomérase, et des mRNP 

particulières contenant un élement SECIS (« SElenoCysteine Incorporation Sequence ») chez 

les vertébrés. Les snoRNP C/D de la levure Saccharomyces cerevisiae contiennent les 

protéines Snu13p, Nop56p, Nop58p et Nop1p/Fibrillarine. Parmi ces protéines, la protéine 

Snu13p fait partie de la famille des protéines L7Ae qui se caractérise par sa capacité à se lier à 

un motif structural ARN particulier : le motif en « K-turn ». La fixation de cette protéine est 

l’évènement nucléateur de l’assemblage des particules. Chez les Archaea, les différents 

constituants des RNP semblent contenir dans leur structure l’ensemble des informations 

nécessaires et suffisantes pour assurer leur assemblage en particules actives. Nous avons vu 

que des sRNP d’Archaea à boîtes C/D et H/ACA actives in vitro ont pu être reconstituées à 

partir de protéines recombinantes et de nombreuses structures tridimensionnelles de sRNP ont 

été déterminées, alors que chez les eucaryotes, les approches de reconstitution sont 

infructueuses. Cette différence s’explique par la complexité des cellules eucaryotes avec une 

compartimentalisation de l’espace cellulaire et l’existence de machineries moléculaires 

contrôlant l’efficacité, la spécificité et la processivité de ce processus de biogenèse. 

A mon arrivée au laboratoire, le groupe de B. Charpentier avait mis en évidence un 

nouveau partenaire de la protéine Snu13p dans le cadre d’une étude de la de la snoRNP U3 

chez S. cerevisiae, la protéine Rsa1p. En parallèle à ce travail, l’équipe d’E. Bertrand avait 

montré l’association de la protéine NUFIP avec la protéine 15.5K, l’orthologue de la protéine 

Snu13p. Sur la base de l’existence d’une courte séquence commune aux protéines Rsa1p et 

NUFIP, que nous avons dénommée PEP, il a été proposé que cet élément de séquence 
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constitue un site d’interaction avec la protéine Snu13p/15.5K. Lors de mon stage de Master au 

sein du laboratoire, j’ai vérifié cette hypothèse en collaboration avec B. Rothé. En début de 

thèse j’ai identifié les déterminants de l’interaction entre les protéines Snu13p et Rsa1p. A ce 

moment-là, certains facteurs, comme les hélicases Rvb1p/TIP49 et Rvb2p/TIP48 ou les 

protéines Pih1p et Bcd1p avaient été identifiés par d’autres auteurs, comme pouvant jouer un 

rôle dans le processus d’assemblage et le contrôle de la qualité des snoRNP à boîtes C/D. Afin 

d’apporter des réponses sur les mécanismes d’interaction entre les protéines constituantes des 

snoRNP et leurs facteurs d’assemblage et de décrypter les mécanismes d’assemblage, nous 

nous sommes fixés comme objectif de caractériser structuralement les constituants et 

complexes formés par les facteurs d’assemblage et les protéines constituant les snoRNP à 

boîtes C/D chez S. cerevisiae.  

- Pour cela, nous devions d’abord définir le réseau d’interaction qui peut s’établir 

entre les différentes protéines impliquées. Sur la base de données antérieures et de 

résultats obtenus au laboratoire, nous avons mis en place un système de co-

expression hétérologue chez Escherichia coli. Ce système, implanté sur une 

plateforme robotisée TECAN, nous a permis de réaliser un crible d’interaction à 

haut débit entre les différentes protéines d’intérêt et, pour la majorité des nouveaux 

facteurs étudiés, d’identifier leurs domaines d’interaction. Cette démarche a été 

particulièrement utilisée pour analyser l’association entre les protéines Rsa1p et 

Snu13p. Par mutagenèse dirigée nous avons ensuite pu identifier les acides aminés 

impliqués dans l’interaction. Un modèle d’association entre les 2 partenaires a 

ainsi pu être proposé. 

 

- En plus de décrire les interactions qui s’établissent entre les protéines, nous avons 

également cherché à purifier des complexes protéiques possédant des 

caractéristiques de solubilité, d’homogénéité et de pureté compatibles avec des 

études structurales. Pour cela, nous avons utilisé l’approche de co-expression que 

nous avons couplée avec une stratégie de protéolyse ménagée afin de ne conserver 

au sein des complexes, que les domaines structurés des différentes protéines ; en 

particulier ceux impliqués dans les interactions. L’optimisation des conditions de 

purification et des tampons a été réalisée par une analyse DLS (« Dynamic Light 

Scattering »), nous permettant également de définir la taille et l’homogénéité des 

échantillons obtenus. 
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- Afin d’obtenir des informations structurales sur les protéines et les complexes 

caractérisés, une double approche par Résonance Magnétique Nucléaire et 

radiocristallographie a été utilisée. En effet, le laboratoire AREMS dispose d’un 

accès privilégié à un spectromètre R.M.N. Bruker DRX 600 MHz équipé d’une 

cryosonde TCI, ainsi qu’à un diffractomètre Bruker et à deux robots de 

cristallisation. L’appartenance de l’équipe au réseau européen EURASNET nous a 

aussi permis de collaborer avec l’ETH de Zurich qui a des compétences techniques 

et un équipement exceptionnel dans le domaine de la R.M.N. 

 

L’ensemble de ce travail de thèse a été réalisé en étroite collaboration avec Benjamin 

Rothé, doctorant sous la direction de B. Charpentier et dont l’objectif était d’obtenir des 

données fonctionnelles sur la machinerie dédiée à l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D. 

Cette collaboration nous a permis de valider nos données structurales par des approches in 

vivo. De notre côté nous leurs avons fait bénéficier de la production de complexes et protéines 

purifiés. Ce travail de thèse a été mené à travers différentes collaborations : avec l’équipe de 

Christophe Romier (IGBMC, Strasbourg) pour l’approche par co-expression, le laboratoire de 

Frédéric Allain (ETH, Zurich) pour la partie structurale par RMN, le groupe de Vladimir Pena 

(Max Planck Institute, Göttingen) pour la protéolyse ménagée, le laboratoire d’Alain Van 

Dorssealer (IPHC, Strasbourg) pour les analyses en spectrométrie de masse et les équipes 

d’Edouard Bertrand (IGM, Montpellier) et de Solange Moréra (LEBS, Gif-sur-Yvette) qui 

partageaient des contrats ANR avec nous sur cette thématique. 
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CHAPITRE 1 

La co-expression chez Escherichia coli : un outil de biologie moléculaire et 

structural 

1 Présentation des travaux 

L’étude structurale de la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D de S. cerevisiae implique 

l’obtention des protéines cœur de la particule, c’est-à-dire les protéines Snu13p, Nop1p, 

Nop56p, Nop58p et Rrp9p pour la snoRNP U3, ainsi que les facteurs d’assemblage comme 

Rsa1p, Hit1p ,yBcd1p, Tah1p, Pih1p, Rvb1p et Rvb2p sous une forme soluble. Les quelques 

protéines qui sont produites sous forme soluble chez E. coli ont déjà fait l’objet d’études 

structurales. Lorsque j’ai débuté ce travail, la plupart des protéines qui restaient à étudier 

posaient des problèmes de solubilité et de stabilité qui rendaient difficile leur étude 

structurale. Dans ce domaine, la définition de domaines protéiques qui pourraient être 

solubles sur la base de prédiction de solubilité et/ou de structures secondaires n’apporte pas 

toujours de solutions efficaces. 

Comme nous avons pu le voir dans la partie introductive, il existe un réseau d’interaction 

entre les protéines impliquées dans la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D et aussi entre ces 

dernières et les protéines cœurs de la particule. Ainsi, un criblage à haut débit par double 

hybride (Boulon et al., 2008; Ito et al., 2001; Zhao et al., 2005) avait permis de commencer à 

définir ce réseau d’interactions (Figure 42). Cependant les données obtenues ne permettaient 

pas d’affirmer que toutes les interactions observées étaient directes. Afin de répondre à cette 

question mais aussi pour avoir une vision plus exhaustive du réseau d’interactions, ainsi que 

pour apporter des solutions au problème d’insolubilité de certaines des protéines étudiées, 

nous avons mis en place une approche de co-expression des différents partenaires protéiques 

chez Escherichia coli. 

Ce type d’approche avait été développé par l’équipe de C. Romier à l’IGBMC de 

Strasbourg (Diebold et al., 2011). Elle repose sur la capacité de certaines protéines à former 

des complexes stables et solubles avec leurs partenaires au sein du système d’expression 

hétérologue E. coli. Le complexe protéique ainsi formé est une nouvelle entité avec des 

propriétés physico-chimiques différentes de celle de ses composants. De plus, certains 
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1641

Hit1p

Figure 42. Bilan des interactions entre les protéines constitutives des RNP et les facteurs d’assemblage connues au 
début de la thèse. Les protéines sont représentées sous forme de cylindre dont la longueur est proportionnelle  à leur taille en 

acides aminées. Les bornes des différents domaines des protéines sont indiquées par les numéros des résidus. Les protéines en 

couleurs correspondent aux protéines qui ont fait l’objet d’une étude plus appronfondie lors de la thèse. Les interactions détec-

tées par double hybrides sont indiquées par des flèches rouges et celles connues pour être directes par des flèches bleue. 

D’après Boulon et al., 2008; Gonzales et al., 2005; Ito et al., 2001.
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domaines protéiques peuvent se structurer lors de l’association avec leurs partenaires, par ce 

que l’on nomme le repliement induit ou  « induced folding ». 

La co-expression de protéines de levure chez E. coli permet d’obtenir une information sur 

les possibilités de formation d’interactions directes entre partenaires. Elle peut aussi 

renseigner sur la stabilité et la spécificité de l’interaction et permet aussi la définition de 

domaines minimaux d’interaction (Fribourg et al., 2001). 

1.1 Mise en place au laboratoire 

Pour chaque candidat, que ce soit la protéine entière (FL ou « Full Lenght ») ou 

seulement un domaine de cette protéine, la première étape consistait à insérer sa séquence 

codante au sein de vecteur d’expression compatibles avec E. coli. Ces vecteurs sont de deux 

types selon qu’ils permettent d’exprimer la protéine de façon native ou fusionnée à une 

étiquette permettant ainsi de faciliter sa purification. Pour se faire, chaque plasmide possède la 

même casette de clonage (ou MCS), ce qui permet un sous-clonage rapide dans l’ensemble 

des vecteurs disponibles. 

1.1.1 Les vecteurs pnEA-tH et pnEA-3CH 

Initialement, les premières constructions ont été établies dans le vecteur pnEA-tH 

(Figure 43). Ce vecteur fait partie de la série des vecteurs pET-MCN (pET Multi-Cloning and 

expressioN) (Diebold et al., 2011). Il s’agit de vecteurs qui ne possèdent qu’un seul 

promoteur pour l’ensemble des séquences codantes qui y sont insérées. On obtient donc une 

unité transcriptionnelle polycistronique. Le vecteur pnEA-tH dérive du vecteur commercial 

pET 15b, qui porte une cassette de résistance à l’ampicilline, un promoteur T7 et une origine 

de réplication de pBR322. Il tire son nom de la série à laquelle il appartient (pET-MCN = 

« n »), du vecteur dont il dérive (pET = « E »), de la casette de résistance qu’il porte 

(ampicilline = « A »), de la position de l’étiquette (N-terminal = « - »), du site de la protéase 

permettant la libération de l’étiquette (Thrombine = « t ») et de l’étiquette de fusion (poly-

histidine = « H »). Ainsi le plasmide (= « p ») pnEA-tH est un vecteur permettant d’exprimer 

la protéine d’intérêt avec une étiquette poly-histidine (6xHis) à son extrémité N-terminale 

avec un site d’hydrolyse à la Thrombine. Ce vecteur est inductible par l’IPTG et la sélection 

des clones transformés se fait grâce à l’ampicilline. 

Par la suite, au laboratoire, nous avons substitué le site de clivage par la Thrombine du 

vecteur pnEA-tH par un site de clivage par la protéase PreScission (ou 3C) qui est issue du 
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Figure 43. Représentation schématique des plasmides pnEA-tH, pnEA-3CH, pnCS et pnYC. D’après Diebold et al, 

2011.
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rhinovirus B humain. La protéase PreScission possède une spécificité pour son site, plus 

importante, que celle de la Thrombine et sa température d’activité optimum est de 4°C, ce qui 

est un avantage dans la manipulation de protéines eucaryotes, connues pour leur sensibilité à 

la dégradation et aux chocs thermiques. Nous avons ainsi créé le vecteur pnEA-3CH (Figure 

43) en accord avec C. Romier qui avait construit le vecteur pnEA-tH initial. 

1.1.2 Les vecteurs pnCS et pnYC 

Les deux vecteurs pnCS et pnYC font également partie de la série pET-MCN mais 

permettent l’expression des protéines d’intérêt sans étiquette. Ils tirent également leur nom du 

vecteur duquel ils dérivent (pCDF-DuET = « C » et pACYC11b = « Y ») et de la casette de 

résistance qu’ils portent (spectinomycine = « S » et chloramphénicol = « C »). Leur origine de 

réplication leur est propre, CDF pour le vecteur pnCS et p15a pour le vecteur pnYC. Ces 

origines de réplication étant compatibles les unes avec les autres, les plasmides pnEA peuvent 

être co-transformés avec les plasmides pnCS et pnYC au sein de la même cellule d’E. coli de 

manière stable. Pour finir, ils possèdent également un promoteur T7 inductible par l’IPTG 

(Figure 43). 

1.1.3 Clonage au sein des vecteurs 

Le clonage des séquences codantes d’intérêt a été réalisé par l’utilisation des sites de 

restriction  Nde I et BamH I (Figure 44). En effet, le site Nde I, 5’-CATATG-3’ est le premier 

site de restriction de la cassette de clonage. Dans les vecteurs permettant la fusion de 

l’étiquette 6xHis, la séquence de ce site permet d’incorporer un doublet d’acides aminés NH2-

HisMet-COOH en amont de la séquence de la protéine produite. La méthionine ainsi 

introduite remplace celle à l’extrémité de l’ORF (« Open reading frame ») cloné. La position 

de ce site de restriction dans les vecteurs pnCS ou pnYC qui ne conduisent pas à l’ajout de 

l’étiquette 6xHis permet à la séquence 5’-ATG-3’ du site Nde I de faire office de codon 

initiateur pour la traduction. Ainsi avec ces plasmides, la protéine est exprimée sans acide 

aminé supplémentaire. Le nombre d’acides aminés ajoutés et aussi limité dans le cas des 

vecteurs pnEA utilisé pour la fusion (Figure 44). Lorsqu’un site BamH I est présent au sein de 

la séquence codante d’intérêt, nous avons utilisé à sa place le site Bgl II (Figure 44), en 

choisissant en conséquence les oligodéoxynucléotides nécessaire à l’amplification par PCR 

(« Polymerase Chain Reaction »). En effet, les sites BamH I et Bgl II sont compatibles et 

permettent de conserver le clivage par BamH I du vecteur d’expression. Il a été nécessaire de 
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                                T7 promoteur

5’-TAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCACTA
3’-ATCTCCTAGCTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGGGGTGAT
             Bgl II                                                           Spe I

                                         M  G  S  S  H  H  H  H  H  H  S  S  G  T
   GTAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGTACCG
   CATTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGGTACCCGTCGTCGGTAGTAGTAGTAGTAGTGTCGTCGCCATGGC

   G  S  G  L  V  P  R ║G  S  H  M  L  E  L  K  Q  L  G  S
   GCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGCTTAAGCAATTGGGATCCTAATAGTCTAGAGCTAGCCCTAGG
   CGTCGCCGGACCACGGCGCGCCGTCGGTATACGAGCTCGAATTCGTTAACCCTAGGATTATCAGATCTCGATCGGGATCC
                             Nde I                   BamH I      Xba I Nhe I  Avr II

   AGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTG
   TCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAAC

   T7 Terminateur

   GGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAAC-3’
   CCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCTCCTTG-5’

pnEA-tH

pnEA-3CH

pnCS

pnYC

     T7 Promoteur

5’-CTGCATTAGGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCACTA
3’-GACGTAATCCTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGGGGTGAT
             Bgl II                                                            Spe I

                                          M  L  E  L  K  Q  L  G  S  *  *
   GTAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCTCGAGCTTAAGCAATTGGGATCCTAATAGTCTAGAGCT
   CATTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTATACGAGCTCGAATTCGTTAACCCTAGGATTATCAGATCTCGA
                                      Nde I                   BamH I      Xba I NheI

    T7 Terminateur

   AGCCCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
   TCGGGATCCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAAC
      Avr II

   CTGAAACCTCAGGC-3’

   GACTTTGGAGTCCG-5’

   T7 Promoteur

5’-TAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCACTA
3’-ATCTCCTAGCTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGGGGTGAT
             Bgl II                                                            Spe I

                                         M  G  S  S  H  H  H  H  H  H  S  S  G  T
   GTAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGTACCG
   CATTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGGTACCCGTCGTCGGTAGTAGTAGTAGTAGTGTCGTCGCCATGGC

   G  S  G  L  E  V  L  F  Q ║G  P  H  M  L  E  L  K  Q  L  G  S  *  *
   GCAGCGGCCTGGAAGTGCTGTTTCAGGGCCCGCATATGCTCGAGCTTAAGCAATTGGGATCCTAATAGTCTAGAGCTAGC
   CGTCGCCGGACCTTCACGACAAAGTCCCGGGCGTATACGAGCTCGAATTCGTTAACCCTAGGATTATCAGATCTCGATCG
                                    Nde I                  BamH I      Xba I  Nhe I

   CCTAGGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAAC
   GGATCCTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTG
   Avr II

     T7 Terminateur

   CCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAAC-3’
   GGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCTCCTTG-5’

          T7 Promoteur

5’-GATCAGACTAAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCACTA
3’-CTAGTCTGATTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGGGGTGAT
             Bgl II                                                            Spe I

                                          M  L  E  L  K  Q  L  G  S  *  *
   GTAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCTCGAGCTTAAGCAATTGGGATCCTAATAGTCTAGAGCT
   CATTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTATACGAGCTCGAATTCGTTAACCCTAGGATTATCAGATCTCGA
                                      Nde I                   BamH I      Xba I NheI

   AGCCCTAGGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCAT
   TCGGGATCCTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTA
      Avr II

          T7 Terminateur

   AACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAAC-3’
   TTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCTCCTTG-5’

Figure 44. Unité transcriptionnelle des vecteurs d’expression pnEA-tH, pnEA-3CH, pnCS et pnYC. Les sites de restric-

tions et les séquences «T7 Promoteur» et «T7 Terminateur» sont symbolisés par des couleurs distinctes. Le site de la protéase 

est également représenté et la position du clivage est symbolisé par «║». D’après Diebold et al, 2011.
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réaliser des mutations ponctuelles silencieuses de la séquence codante pour éliminer la 

présence des sites Nde I et/ou la concomitance des sites BamH I et Bgl II. 

1.1.4 La concaténation 

Les vecteurs ont été conçus de manière à pouvoir rapidement, par un système de 

« copier-coller moléculaire » utilisant des sites de restrictions, associer plusieurs séquences 

codantes au sein d’un seul et même vecteur, quelques soit le vecteur (Figures 44 et 45). Dans 

notre cas, l’ensemble des gènes d’intérêt ont ainsi été insérés dans une unité transcriptionnelle 

de type polycistronique. Nous avons mis à profit cette possibilité lors d’une identification 

d’une interaction entre deux partenaires (ou plus). Le fait de réunir les séquences codantes de 

plusieurs protéines dans un seul plasmide simplifie l’étape de transformation bactérienne et 

diminue le nombre d’antibiotiques qui peut limiter la croissance bactérienne s’il est élevé. 

Cette approche permet de contourner le problème que pose le nombre limité de vecteurs 

compatibles dans E. coli, le nombre de partenaires serait ainsi limité (à trois dans notre cas) si 

l’on introduisait seulement une séquence codante par plasmide. Par cette méthode, il est aussi 

très facile de transposer l’ensemble de l’unité transcriptionnelle d’un plasmide à un autre (par 

exemple de pnCS à pnYC), ce qui permet de changer la résistance aux antibiotiques sans 

repasser par les premières étapes de clonage. 

1.1.5 Le principe 

L’étiquette poly-histidines a la capacité de fixer les cations divalents tels que le Nickel 

ou le Cobalt. Cette caractéristique est mise en œuvre lors de la chromatographie d’affinité sur 

métal immobilisé encore appelée IMAC (« Immobilized Metal Affinity Chromatography ») 

(Figure 46). Si la protéine porteuse de l’étiquette poly-histidines est contenue dans la fraction 

soluble du lysat cellulaire, elle est retenue sur les billes de sépharose sur lesquelles des ions 

Nickel ou Cobalt sont gréffés. Si la protéine porteuse de l’étiquette 6xHis est associée à une 

ou plusieurs protéines avec lesquelles elle a été co-exprimée, le complexe formé est retenu sur 

la résine (Figure 46). Afin de limiter les problèmes d’encombrements stériques ou les 

associations aspécifiques qui empêcheraient la formation du complexe, il est nécessaire de 

répéter les tests en fusionnant successivement l’étiquette 6xHis à chacun des partenaires du 

complexe. Il est également possible de faire varier la position de l’étiquette (côté N-terminal 

ou C-terminal de la protéine) et même de changer la nature de l’étiquette. Pour notre part nous 

avons seulement utilisé l’étiquette 6xHis mais nous avons systématiquement réalisé les 

expériences en testant l’effet de la position de l’étiquette 6xHis à chacun des partenaires 
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Figure 45. Stratégie que nous avons utilisé pour la co-expression de protéines chez E. coli. Chaque plasmide (pnEA, 

pnCS et pnYC) peut être soit donneur soit accepteur, ce qui permet une grande souplesse dans le choix du plasmide accepteur. 

Par cette méthode, il est aussi très facile de déplacer l’ensemble des séquences codantes d’un plasmide à un autre, ce qui 

permet ainsi le changement rapide de résitance à un antibiotique. D’après Diebold et al, 2011.
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Figure 46. Schéma du principe de l’analyse d’interactions à grande échelle par la méthode de co-expression chez E. 

coli. Au laboratoire, nous avons transposé ce mode opératoire sur une plateforme robotisée TECAN.

Partenaires potentiels

Co-expression au sein de la même cellule

d’E. coli de chaque partenaire protéique

potentiel en faisant varier la protéine

portant l’étiquette

Purification par chromatographie
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potentiels. De plus, chaque crible d’interaction a été réalisé dans deux tampons de 

concentration saline différente (50 mM et 400 mM NaCl), soit quatre conditions différentes 

testées pour une interaction potentielle donnée. 

Lorsqu’une interaction entre deux partenaires est détectée et validée, il est ensuite 

possible de concaténer les séquences codantes des deux protéines au sein d’un même vecteur 

(au choix) et de recommencer un cycle de criblage avec d’autres protéines (Figure 47). 

Une grande partie des essais d’interaction a été réalisée en collaboration avec C. 

Romier à l’IGBMC de Strasbourg. Cette collaboration m’a permis d’acquérir la maîtrise de la 

technologie et d’utiliser la plateforme robotisée TECAN permettant le criblage rapide de 

nombreuses interactions, avant que nous acquérions un robot à Nancy. 

1.2 Les séquences codantes sélectionnées 

Comme précisé auparavant, sur la base des résultats obtenus au laboratoire par l’approche 

du double hybride et aussi des résultats des équipes de Y. Sakaki et W.A. Houry (Ito et al., 

2001; Zhao et al., 2005), nous avons sélectionné les couples de partenaires potentiels étudiés 

par co-expression. Afin d’obtenir des informations sur les domaines impliqués dans 

l’association des protéines, mais aussi pour éliminer certaines régions potentiellement 

instables, différents domaines ont été définis pour certaines des protéines sur la base de 

plusieurs paramètres : i) des prédiction de structure secondaire (Dosztanyi et al., 2005a; 

Dosztanyi et al., 2005b), ii) les homologies par rapport à des séquences de structures connues 

et, iii) les conservations de séquences à travers les espèces. 

2 Résultats et discussion 

Afin d’avoir un témoin positif de la méthode, validant notre approche expérimentale, 

nous avons utilisé un complexe connu et bien caractérisé in vitro, le complexe Tah1p-Pih1p 

(Eckert et al., 2010; Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2008). 

2.1 Résultats obtenus lors d’une première série de criblage par co-

expression 

Dans un premier temps, trois grandes séries de co-expressions (Figures 48 à 58) ont été 

réalisées avec les plasmides pnCS et pnEA-tH, que nous avions à notre disposition à 
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Figure 47. Schéma du principe de la stratégie de co-expression chez E. coli basé sur l’utilisation des vecteurs pnEA-
3CH, pnCS et pnYC et sur la concaténation. La première étape consistait à cloner l’ensemble des séquences codantes des 

protéines ou fragments de protéines cibles dans les vecteurs de co-expression. La co-expression et l’analyse par gel SDS-

PAGE des protéines retenues sur la colonne IMAC permettait de sélectionner les partenaires capablent d’interagir et donc de 

former un complexe (étape 2). Dans ce cas l’ensemble des séquences codantes peut être fusionné au sein d’un même plasmide 

par concaténation (étape 3). A partir de cette nouvelle construction, un nouveau cycle peut être entrepris (étape 4). D’après 

Diebold et al, 2011.
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Strasbourg. Ce n’est que par la suite que nous avons modifié le plasmide pnEA-tH en 

convertissant sa séquence codant un site de clivage par la Thrombine en une séquence codant 

un site de clivage par la PreScission protéase. Cette première campagne nous a permis tout 

d’abord de valider le protocole expérimental par l’obtention du complexe hétérodimérique 

Pih1p-Tah1p (Figure 51, pistes 39, 40 et 74, 81).  

Pour tester la validité de nos interprétations, la nature des protéines retenues sur les billes 

TALONTM et visualisées sur les gels de polyacrylamides dénaturants a été identifiée par 

spectrométrie de masse en conditions dénaturantes. Pour cela, les bandes correspondantes ont 

étés excisées, les protéines contenues dans ces bandes hydrolysées par la trypsine et les 

produits d’hydrolyses analysés par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes au 

laboratoire LSMBO à Strasbourg par J.M. Saliou dans l’équipe de S. Sanglier. Cette 

technique permet d’identifier la séquence d’une série de peptides issue de la protéolyse de la 

protéine présente dans la bande de gel et de valider ou non la présence sur la résine des deux 

partenaires recherchés. 

Les bandes analysées lors des expériences de co-expression sont reprises dans les 

tableaux des figures 49 à 58 où est mentionné la protéine majoritairement détectée. Les 

bandes correspondantes sont indiquées par un astérisque sur les photographies des différents 

gels de polyacrylamides. L’ensemble des données obtenues lors de l’analyse par 

spectrométrie de masse en conditions dénaturantes est présenté dans les tableaux 3 à 10. 

2.1.1 Première série d’expériences 

Un premier constat est que d’une manière générale, nous observions plus de protéines 

retenues sur la résine dans la condition de haute salinité (NaCl 400 mM), qu’à basse 

concentration saline (NaCl 50 mM) (Figures 48 à 51 et tableaux 3 à 5). 

Par cette approche, nous avons pu confirmer l’association directe entre Snu13p, une des 

protéines cœur des RNP à boîtes C/D, et le facteur d’assemblage qui venait d’être mis 

récemment en évidence au laboratoire, la protéine Rsa1p (Boulon et al., 2008) (Pistes 9). La 

formation de ce complexe semblait sensible à l’identité de la protéine portant l’étiquette 

6xHis. L’interaction était plus forte lorsque Snu13p portait l’étiquette 6xHis à son extrémité 

N-terminale (Piste 9 et 20). Cette expérience de co-expression, nous avait aussi permis de 

définir plus précisément le domaine de la protéine Rsa1p responsable de son association avec 

la protéine Snu13p (Pistes 10, 11 et 21, 22). En effet, les deux fragments C-terminaux de la 
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Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-381

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p

Bcd1p
Bcd1p 1-287

Figure 48. Bilan des interactions testées dans la première série d’expériences de co-expression. L’ensemble des protéines 

des expériences de co-expression sont indiquées. Les traits en pointillés symbolisent les interactions testées, les traits en brun 

les interactions nécessitant une vérification et les traits épais en violet celles qui ont été validées.

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 1

- 122 -



10

15

20

25

37

50

75
100
150
250

1 2 4 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

50 mM

14,4

20,1

30

45

66
97

1 2 4 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Extraits

totaux

Figure 49. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la première série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. (C) 

Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.
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Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-381

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p
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A

B

C

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 mM
Bande n°

Protéine 

majoritairement 

détectée

His-Snu13p 16,03 Oui

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui

His-Snu13p 16,03 Oui Oui Oui

Rrp9p 65,05 Oui Oui Oui

His-Snu13p 16,03 Oui Oui 1 Snu13p

Rrp9p (113-573) 52,27 Oui 2 Rrp9p

His-Snu13p 16,03 Oui

Nop1p 34,46 Oui

His-Snu13p 16,03 Oui Oui Oui 3 Snu13p

Nop1p (91-327) 26,48 Oui Oui Oui 4 Nop1p

His-Snu13p 16,03 Oui Oui Oui

Nop56p (1-413) 45,92 5 EFTu

His-Snu13p 16,03 Oui Oui Oui

Nop58p (1-377) 41,24 6 EFTu

His-Snu13p 16,03 Oui Oui Oui

Tah1p 12,51 Oui

His-Snu13p 16,03 Oui

Rsa1p 44 Oui Oui Oui 7 Rsa1p

His-Snu13p 16,03 Oui Oui Oui 8 Snu13p

Rsa1p (231-381) 17,93 Oui Oui Oui 9 Rsa1p

10 EFTu

His-Snu13p 16,03 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29 Oui Oui

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui Oui

Snu13p 13,57 Oui

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui Oui

Snu13p 13,57

His-Rrp9p (113-573) 54,74 Oui Oui Oui

Snu13p 13,57

9

Spectrométrie de masse
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3
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Snu13p_YEAST
13 kDa ribonucleoprotein-associated protein - S. 

cerevisiae (Baker's yeast)
S. cerevisiae 13560 7.68 55% 77

RL22_ECOLI 50S ribosomal protein L22 - E. coli (strain K12) E. coli 12219 10.23 70% 37

RL17_ECOLI 50S ribosomal protein L17 - E. coli (strain K12) E. coli 14356 11.05 49% 27

RS11_ECOLI 30S ribosomal protein S11 - E. coli (strain K12) E. coli 13836 11.33 56% 15

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 65014 5.55 51% 86

RHLE_ECOLI
Putative ATP-dependent RNA helicase rhlE - E. coli 

(strain K12)
E. coli 49959 10.06 59% 33

AGAL_ECOLI Alpha-galactosidase - E. coli (strain K12) E. coli 50624 5.52 43% 21

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 53% 20

Snu13p_YEAST
13 kDa ribonucleoprotein-associated protein - S. 

cerevisiae (Baker's yeast)
S. cerevisiae 13560 7.68 69% 84

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 19

RL17_ECOLI 50S ribosomal protein L17 - E. coli (strain K12) E. coli 14356 11.05 37% 20

RL22_ECOLI 50S ribosomal protein L22 - E. coli (strain K12) E. coli 12219 10.23 56% 9

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 34444 10.24 52% 195

RS2_ECOLI 30S ribosomal protein S2 - E. coli (strain K12) E. coli 26727 6.61 65% 39

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 13

Snu13p_YEAST
13 kDa ribonucleoprotein-associated protein - S. 

cerevisiae (Baker's yeast)
S. cerevisiae 13560 7.68 56% 11

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 84% 152

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 22% 10

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 25% 8

Nop56p_YEAST
Ribosome biosynthesis protein SIK1 OS=S. cerevisiae 

GN=SIK1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56829 8.96 13% 6

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 79% 151

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 25% 6

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 13% 6

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 OS=S. cerevisiae 

GN=NOP58 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56921 8.96 7% 3

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 59% 82

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 40% 21

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 25% 7

Snu13p_YEAST
13 kDa ribonucleoprotein-associated protein - S. 

cerevisiae (Baker's yeast)
S. cerevisiae 13560 7.68 55% 83

RL22_ECOLI 50S ribosomal protein L22 - E. coli (strain K12) E. coli 12219 10.23 73% 32

RL17_ECOLI 50S ribosomal protein L17 - E. coli (strain K12) E. coli 14356 11.05 51% 26

RS6_ECOLI 30S ribosomal protein S6 E. coli 15694 4.93 48% 15

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 27% 145

RL13_ECOLI 50S ribosomal protein L13 - E. coli (strain K12) E. coli 16009 9.91 74% 41

RS7_ECOLI 30S ribosomal protein S7 - E. coli (strain K12) E. coli 20007 10.36 45% 12

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 10

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 69% 74

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 25% 12

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 18% 7

10
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Tableau 3. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la première série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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Figure 50. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la première série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. (C) 

Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 mM
Bande n°

Protéine 

majoritairement 

détectée

His-Nop1p 36,93 Oui

Snu13p 13,57

His-Nop1p (91-327) 28,95 Oui Oui Oui

Snu13p 13,57

His-Nop56p (1-413) 48,39

Snu13p 13,57

His-Nop58p (1-377) 43,71

Snu13p 13,57

His-Tah1p 14,98 Oui Oui Oui 11 Tah1p

Snu13p 13,57 Oui

12 EFTu

His-Rsa1p 46,46

Snu13p 13,57 Oui

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui Oui Oui

Snu13p 13,57

His-Rsa1p (231-332) 14,75 Oui Oui Oui 13 Rsa1p

Snu13p 13,57 Oui Oui Oui 14 Snu13p

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui Oui

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui 15 Pih1p

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui Oui 16 Bcd1p

Rrp9p 65,05 Oui Oui Oui 17 Rrp9p

18 EFTu

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui Oui 19 Bcd1p

Rrp9p (113-573) 52,27

20 Bcd1p

His-Bcd1p 44,8 Oui

Nop1p 34,46 Oui

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui Oui 21 Bcd1p

Nop1p (91-327) 26,48 Oui Oui Oui 22 Nop1p

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui 23 Bcd1p

Rsa1p 44 Oui Oui Oui 24 Rsa1p
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Tah1p_YEAST
TPR repeat-containing protein associated with Hsp90 

OS=S. cerevisiae GN=TAH1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 12503 6.08 69% 30

RS5_ECOLI
30S ribosomal protein S5 OS=E. coli (strain K12) 

GN=rpsE PE=1 SV=2
E. coli 17592 10.11 55% 9

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 25% 9

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 12% 7

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 72% 136

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 25% 11

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 11% 83

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 15

Snu13p_YEAST
13 kDa ribonucleoprotein-associated protein - S. 

cerevisiae (Baker's yeast)
S. cerevisiae 13560 7.68 56% 12

K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 - H. sapiens (Human) H. sapiens 65978 8.16 12% 7

Snu13p_YEAST
13 kDa ribonucleoprotein-associated protein - S. 

cerevisiae (Baker's yeast)
S. cerevisiae 13560 7.68 74% 91

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 17

RS15_ECOLI 30S ribosomal protein S15 - E. coli (strain K12) E. coli 10263 10.40 67% 10

RS10_ECOLI 30S ribosomal protein S10 - E. coli (strain K12) E. coli 11728 9.68 38% 9

Pih1p_YEAST
Protein interacting with Hsp90 1 OS=S. cerevisiae 

GN=PIH1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 39494 5.63 62% 60

LACI_ECOLI
Lactose operon repressor OS=E. coli (strain K12) 

GN=lacI PE=1 SV=3
E. coli 38566 6.39 25% 10

FTSZ_ECOLI
Cell division protein ftsZ OS=E. coli (strain K12) 

GN=ftsZ PE=1 SV=1
E. coli 40299 4.65 25% 8

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 16% 6

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 50% 48

RHLE_ECOLI
Putative ATP-dependent RNA helicase rhlE OS=E. coli 

(strain K12) GN=rhlE PE=1 SV=3
E. coli 49959 10.06 30% 12

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 21% 8

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 10% 6

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 45% 76

ARNA_ECOLI
Bifunctional polymyxin resistance protein arnA OS=E. 

coli (strain K12) GN=arnA PE=1 SV=1
E. coli 74242 6.39 34% 23

GLMS_ECOLI Glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase E. coli 66853 5.56 16% 11

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 20% 8

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 63% 80

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 21% 9

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 19% 9

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 13% 7

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 52% 66

RHO_ECOLI
Transcription termination factor rho OS=E. coli (strain 

K12) GN=rho PE=1 SV=1
E. coli 46975 6.75 25% 11

AMPA_ECOLI
Cytosol aminopeptidase OS=E. coli (strain K12) 

GN=pepA PE=1 SV=1
E. coli 54845 6.82 18% 8

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 11% 7

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 26% 16

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 13% 14

K2C1_HUMAN
Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=H. sapiens 

GN=KRT1 PE=1 SV=5
H. sapiens 65978 8.16 16% 10

SKP_ECOLI
Chaperone protein skp OS=E. coli (strain K12) 

GN=skp PE=1 SV=1
E. coli 17677 9.69 22% 4

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 48% 46

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 26% 15

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 40% 13

RHO_ECOLI
Transcription termination factor rho OS=E. coli (strain 

K12) GN=rho PE=1 SV=1
E. coli 46975 6.75 33% 13

19

12

11

18

15

17

16

20

21

14

13

Tableau 4a. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la première série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 55% 141

RS2_ECOLI
30S ribosomal protein S2 OS=E. coli (strain K12) 

GN=rpsB PE=1 SV=2
E. coli 26727 6.61 43% 10

YRAL_ECOLI
UPF0011 protein yraL OS=E. coli (strain K12) 

GN=yraL PE=1 SV=1
E. coli 31329 5.83 19% 4

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 16% 4

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 42307 5.76 53% 95

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 50% 27

HSLU_ECOLI
ATP-dependent hsl protease ATP-binding subunit hslU 

- E. coli (strain K12)
E. coli 49563 5.24 29% 15

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 14

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 56% 131

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 67% 88

K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 - H. sapiens (Human) H. sapiens 65978 8.16 28% 24

K1C9_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 - H. sapiens (Human) H. sapiens 62092 5.19 24% 14

23

24

22

Tableau 4b. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la première série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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Figure 51. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la première série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. (C) 

Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 

mM

Bande n°

Protéine 

majoritairem

ent détectée

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-381) 17,94 Oui

His-Bcd1p 44,8 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Pih1p 41,98

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui Oui 25 Rrp9p

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui 26 Bcd1p

27 EFTu

His-Rrp9p (113-573) 54,74 Oui Oui Oui

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui

His-Nop1p 36,93 28 Bcd1p

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui 29 Bcd1p

His-Nop1p (91-327) 28,95 Oui

Bcd1p 42,33 Oui Oui

His-Rsa1p 43,46

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-381) 20,4

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-332) 14,75

Bcd1p 42,33 Oui Oui Oui

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Tah1p 12,51 Oui Oui Oui

His-Tah1p 14,98 Oui Oui Oui

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui

39

40

32

33

34

35

36

37

38

SDS-PAGE Spectrométrie de masse

29

30

31
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 43% 81

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 17% 5

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 8% 4

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 3

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 44% 57

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 25% 11

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 7% 5

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 11% 3

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 65% 68

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 39% 25

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 29% 11

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 6

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 42307 5.76 48% 132

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 38% 24

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 34444 10.24 26% 6

HOLB_ECOLI DNA polymerase III subunit delta' - E. coli (strain K12) E. coli 36913 6.56 31% 6

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 42307 5.76 70% 181

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 54% 25

RHO_ECOLI
Transcription termination factor rho - E. coli (strain 

K12)
E. coli 46975 6.75 23% 9

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 20% 8

25

26

27

29

28

Tableau 5. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la première série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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protéine Rsa1p, le fragment 231-381 déjà mis en évidence au laboratoire (Boulon et al., 2008) 

et le fragment 231-332 se sont avérés capables de s’associer à Snu13p dans les expériences de 

co-expression. Dans le contexte du complexe Snu13p/Rsa1p (231-381), l’interaction était 

aussi plus forte lorsque Snu13p portait l’étiquette (Pistes 10 et 21), tandis que pour le 

complexe Snu13p-Rsa1p (231-332) une interaction stable était détectée quelle que soit la 

protéine portant l’étiquette (Pistes 11 et 22). Nous observions aussi un effet du sel sur ce 

complexe avec une stabilisation lorsque la concentration saline était de 400 mM. L’analyse 

par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes (bandes 7, 8, 9, 10, 13 et 14) avait 

confirmé la présence des protéines de levure Snu13p et Rsa1p. On avait également détecté la 

présence d’un contaminant protéique, le facteur EFTu d’E. coli (bande 10) qui migre sur gel 

de polyacrylamide au même niveau que la protéine Rsa1p. 

Un second complexe semblait également se dégager de la première série d’expériences de 

co-expression. Il s’agissait du complexe Bcd1p/Rrp9p (entière ou le fragment 113-573) 

(Pistes 24, 25 et 32, 33) avec une plus grande stabilité de l’interaction à une concentration 

saline élevée (400 mM). L’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes 

(bandes 16, 17, 18, 19, 20, 25, 26 et 27) avait confirmé la présence des protéines de levure 

Bcd1p et Rrp9p. On avait également détecté la présence d’un contaminant protéique, le 

facteur EFTu d’E. coli (bandes 18 et 27) qui migre sur gel de polyacrylamide à proximité de 

la protéine Bcd1p. 

Nous observions aussi la présence de deux bandes dans les pistes correspondant au 

complexe Snu13p/Rrp9p (entière ou le fragment 113-573) (Pistes 2, 3 et 13, 14), surtout à une 

concentration saline élevée et lorsque la protéine Snu13p portait l’étiquette 6xHis. L’analyse 

des bandes 1 et 2 par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes avait confirmé la 

nature des protéines de levure Snu13p et Rrp9p. 

Il semblait s’établir un complexe entre les protéines Rsa1p et Bcd1p lorsque celles-ci 

étaient entières et que l’étiquette 6xHis était portée par Bcd1p avec de nouveau, une plus forte 

stabilité à une concentration de 400 mM en sel (Piste 28). La nature des protéines a également 

été confirmée par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes (bandes 23 et 24) 

L’analyse de la piste 27 laissait suggérer l’existence d’un complexe entre les protéines 

Bcd1p et Nop1p (91-327). Ce complexe se formerait uniquement dans le contexte où c’est la 

protéine Bcd1p qui porte l’étiquette 6xHis et où le fragment 91-327 de Nop1p est utilisé 
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comme le confirmait l’analyse en spectrométrie de masse en conditions dénaturantes (bandes 

21 et 22). 

Enfin la présence de deux bandes majoritaires dans la piste 5 lorsque la concentration en 

sel était de 400 mM laissait penser que les protéines Snu13p et Nop1p peuvent former un 

complexe. L’analyse des bandes 3 et 4 par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes 

avait confirmé la présence des protéines Snu13p et Nop1p. 

2.1.2 Deuxième série d’expériences 

Dans la deuxième série d’expériences (Figures 52 à 54), un complexe entre les protéines 

Rsa1p et Hit1p était clairement mis en évidence (Pistes 65, 66, 67 et 68, 69, 70). A l’inverse 

du complexe Rsa1p/Snu13p, le complexe Rsa1p/Hit1p se formait de façon plus stable lorsque 

la protéine Rsa1p portait l’étiquette 6xHis mais toujours à concentration saline élevée (Piste 

68, 69 et 70). De façon intéressante, l’association entre les protéines Rsa1p et Hit1p 

s’établissait avec la protéine Rsa1p entière (Piste 68)  mais aussi avec ses deux fragments C-

terminaux (231-381 et 231-332) (Pistes 69 et 70). L’interaction entre les protéines Rsa1p et 

Hit1p avait déjà été mise en évidence auparavant par un crible double hybride (Ito et al., 

2001), mais pour la première fois nos données montraient que cette association est directe et 

que c’est le domaine 231-332 de la protéine Rsa1p qui est impliqué dans cette interaction. 

Il faut également noter la présence dans la piste 41 de deux bandes d’intensité équivalente 

correspondant respectivement aux poids moléculaires estimés des composants du complexe 

Rsa1p/Rrp9p. Le taux de rétention sur la résine était relativement faible, mais la nature des 

protéines Rsa1p et Rrp9p avait toutefois pu être validé grâce à l’analyse par spectrométrie de 

masse en conditions dénaturantes (bandes 30 et 31). 

Enfin, l’examen des pistes 60, 62 et 63 suggérait la formation possible d’un complexe 

entre la protéine Rsa1p (entière ou fragment 231-381) et Nop58p (1-377). Ce complexe 

semblait être plus stable en condition saline élevée. La masse moléculaire des deux protéines 

était très proche dans le cas de Rsa1p entière ce qui rendait difficile la distinction des deux 

bandes. Par ailleurs de fortes variations de l’intensité des bandes étaient observées d’une piste 

à l’autre. Les analyses par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes 39, 

40, 42, 43, 44 et 45 n’avaient indiqué que la présence majoritaire de la protéine Rsa1p (bandes 

39, 40, 42 et44) et du contaminant EFTu (bandes 43 et 45). Aussi nous ne pouvions pas 

conclure avec certitude sur la formation de ces complexes chez E. coli. 
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Figure 52. Bilan des interactions testées dans la deuxième série d’expériences de co-expression. L’ensemble des 

protéines des expériences de co-expression sont indiquées. Les traits en pointillés symbolisent les interactions testées, les 

traits en brun les interactions nécessitant une vérification et les traits épais en violet celles qui ont été validées.
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Figure 53. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la deuxième série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. (C) 

Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 mM
Bande n°

Protéine 

majoritairement 

détectée

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui Oui 30 Rrp9p

Rsa1p 44 Oui Oui Oui 31 Rsa1p

32 EFTu

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-381) 17,94 Oui Oui Oui

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Rsa1p 46,46 Oui

Rrp9p 65,05 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui Oui Oui

Rrp9p 65,05 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-332) 14,75

Rrp9p 65,05 Oui Oui Oui

His-Nop56p (1-413) 48,39

Nop58p (1-377) 41,24

His-Nop56p (1-413) 48,39 33 Rsa1p

Rsa1p 44 Oui Oui Oui 34 Rsa1p

His-Nop56p (1-413) 48,39 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-381) 17,94 Oui Oui

His-Nop56p (1-413) 48,39 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Nop56p (1-413) 48,39 Oui Oui

Tah1p 12,51 Oui Oui

His-Nop58p (1-377) 43,71 Oui 35 Nop58

Nop56p (1-413) 45,92 36 EFTu

His-Rsa1p 46,46 37 EFTu

Nop56p (1-413) 45,92

His-Nop58p (1-377) 43,71 Oui

Rsa1p (231-381) 17,94 Oui
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 48% 79

ARNA_ECOLI
Bifunctional polymyxin resistance protein arnA OS=E. 

coli (strain K12) GN=arnA PE=1 SV=1
E. coli 74242 6.39 21% 14

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 26% 7

SYT_ECOLI
Threonyl-tRNA synthetase OS=E. coli (strain K12) 

GN=thrS PE=1 SV=1
E. coli 73967 5.80 10% 7

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 68% 86

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 60% 29

ENO_ECOLI Enolase OS=E. coli (strain K12) GN=eno PE=1 SV=2 E. coli 45626 5.32 17% 6

Bcd1p_YEAST
Zinc finger protein YHR040W OS=S. cerevisiae 

GN=YHR040W PE=1 SV=1
S. cerevisiae 42307 5.76 18% 6

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 69% 97

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 56% 33

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 4

CISY_ECOLI
Citrate synthase OS=E. coli (strain K12) GN=gltA 

PE=1 SV=1
E. coli 47984 6.21 6% 3

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 67% 259

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 42% 17

Nop56p_YEAST
Ribosome biosynthesis protein SIK1 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 56829 8.96 29% 15

HSLU_ECOLI
ATP-dependent hsl protease ATP-binding subunit hslU 

- E. coli (strain K12)
E. coli 49563 5.24 22% 8

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 70% 195

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 76% 106

Nop56p_YEAST
Ribosome biosynthesis protein SIK1 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 56829 8.96 56% 62

CISY_ECOLI Citrate synthase - E. coli (strain K12) E. coli 47984 6.21 13% 3

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 OS=S. cerevisiae 

GN=NOP58 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56921 8.96 43% 66

PHEA_ECOLI
P-protein OS=E. coli (strain K12) GN=pheA PE=1 

SV=1
E. coli 43084 6.21 19% 9

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 16% 8

LACI_ECOLI
Lactose operon repressor OS=E. coli (strain K12) 

GN=lacI PE=1 SV=3
E. coli 38566 6.39 17% 7

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 68% 78

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 OS=S. cerevisiae 

GN=NOP58 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56921 8.96 43% 39

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 4

ACRA_ECOLI
Acriflavine resistance protein A OS=E. coli (strain 

K12) GN=acrA PE=1 SV=1
E. coli 42171 7.68 6% 2

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 67% 111

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 21% 9

Nop56p_YEAST
Ribosome biosynthesis protein SIK1 OS=S. cerevisiae 

GN=SIK1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56829 8.96 19% 9

RLMG_ECOLI
Ribosomal RNA large subunit methyltransferase G 

OS=E. coli (strain K12) GN=rlmG PE=1 SV=2
E. coli 42305 6.32 14% 5
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Tableau 6. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la deuxième série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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Figure 54. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la deuxième série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. (C) 

Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 mM
Bande n°

Protéine 

majoritairement 

détectée

His-Nop58p (1-377) 43,71

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui Oui Oui

Nop56p (1-413) 45,92

His-Rsa1p (231-332) 14,75

Nop56p (1-413) 45,92

His-Tah1p 14,98 Oui Oui Oui

Nop56p (1-413) 45,92 38 EFTu

His-Nop58p (1-377) 43,71

Tah1p 12,51 Oui

His-Nop58p (1-377) 43,71 39 Rsa1p

Rsa1p 44 Oui Oui Oui 40 Rsa1p

His-Tah1p 14,98 Oui Oui Oui

Nop58p (1-377) 41,24 41 EFTu

His-Rsa1p 46,46 Oui Oui Oui 42 Rsa1p

Nop58p (1-377) 41,24 43 EFTu

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui Oui Oui 44 Rsa1p

Nop58p (1-377) 41,24 45 EFTu

His-Rsa1p (231-332) 14,75

Nop58p (1-377) 41,24

His-Hit1p 20,84 Oui Oui Oui

Rsa1p 44 Oui Oui Oui

His-Hit1p 20,84 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-381) 17,94 Oui Oui Oui

His-Hit1p 20,84 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Rsa1p 46,46 Oui Oui

Hit1p 18,38 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui Oui Oui

Hit1p 18,38 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-332) 14,75 Oui Oui Oui

Hit1p 18,38 Oui Oui Oui
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 64% 128

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 19% 7

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 5

Nop56p_YEAST
Ribosome biosynthesis protein SIK1 OS=S. cerevisiae 

GN=SIK1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56829 8.96 4% 2

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 63% 185

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 79% 108

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 56921 8.96 41% 29

LACI_ECOLI Lactose operon repressor - E. coli (strain K12) E. coli 38566 6.39 42% 15

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 65% 263

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 35% 15

MURE_ECOLI
UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate--2,6-

diaminopimelate ligase - E. coli (strain K12)
E. coli 53310 5.42 13% 5

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 56921 8.96 5% 4

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 73% 123

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 OS=S. cerevisiae 

GN=NOP58 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56921 8.96 16% 6

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 3

Tah1p_YEAST
TPR repeat-containing protein associated with Hsp90 

OS=S. cerevisiae GN=TAH1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 12503 6.08 18% 2

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 62% 123

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 80% 101

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 18

ENO_ECOLI Enolase - E. coli (strain K12) E. coli 45626 5.32 34% 11

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 80% 255

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 13

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 56921 8.96 28% 12

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 33% 12

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 28% 170

RL5_ECOLI 50S ribosomal protein L5 - E. coli (strain K12) E. coli 20289 9.49 62% 43

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 17% 12

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 20% 6

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 81% 191

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 56921 8.96 38% 26

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 24% 14

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 12
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Tableau 7. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la deuxième série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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2.1.3 Troisième série d’expériences 

Enfin, dans la troisième série, parmi les pistes 75, 76, 77 et 82, 83, 84 correspondant au 

complexe Rsa1p-Pih1p, seule la construction His-Rsa1p-Pih1p (Pistes 82, 83 et 84) semblait 

montrer la formation d’un complexe, que ce soit avec la protéine Rsa1p entière (Piste 82) ou 

avec les fragments 231-381 (Piste 83) et 231-332 (Piste 231-332). Cette observation fût 

confortée par les analyses par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes qui ont 

montré la présence des protéines Rsa1p et Pih1p dans les bandes 48 et49. 

La piste 78 où avait été déposé le couple des protéines Rrp9p et Pih1p laissait supposer la 

formation d’un complexe entre ces deux protéines. La présence sur gel de ces deux protéines 

avait également été validée par les analyses en spectrométrie de masse en conditions 

dénaturantes (bandes 46 et 47). 

Il était également possible de visualiser la présence des protéines Nhp2p et Rsa1p au 

niveau de la piste 85. Les analyses en spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des 

bandes 50 et 51 avaient confirmé la présence majoritaire de ces deux protéines. 

Une association entre les protéines Rsa1p et Nop1p (91-327) semblait aussi exister 

(Pistes 103, 104, 105 et 108, 109, 110) en particulier quand la protéine Rsa1p portait 

l’étiquette 6xHis et que la concentration saline était faible (Pistes 108 et 109). Il semblait 

d’après les données que la formation du complexe soit plus efficace avec la protéine Rsa1p 

entière ou son fragment 231-381 qu’avec le fragment 231-332 (Pistes 108, 109 et 110). Les 

analyses par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes avaient révélé la présence 

majoritaire des protéines Rsa1p (bandes 60 et 63) et Nop1p (bandes 61 et 64). 

Nous avons aussi observé la présence de deux bandes dans les pistes 101 et 106 

correspondant au complexe Nop56p (1-413)/Nop1p (91-327). L’analyse par spectrométrie de 

masse avait confirmé la présence majoritaire de ces deux protéines dans les bandes 58 et 59. 

2.2 Bilan de l’analyse par spectrométrie de masse 

La présence d’une bande contaminante qui a pu être identifiée comme étant la protéine 

EFTu d’E. coli ayant un poids moléculaire d’environ 44 kDa dans la quasi-totalité des pistes, 

notamment en conditions de haute salinité, limitait nos capacités d’interprétation des résultats. 

De plus, l’inconvénient de cette approche et que la rétention sur les billes de Sépharose de 
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Figure 55. Bilan des interactions testées dans la troisième série d’expériences de co-expression. L’ensemble des protéines 

des expériences de co-expression sont indiquées. Les traits en pointillés symbolisent les interactions testées, les traits en brun 

les interactions nécessitant une vérification et les traits épais en violet celles qui ont été validées.
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Figure 56. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la troisième série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. 

(C) Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 

mM

Bande n°

Protéine 

majoritairement 

détectée

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Rrp9p 65,05 Oui Oui Oui

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Rrp9p (113-573) 52,27 Oui Oui Oui

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Nop58p (1-377) 41,24

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Tah1p 12,51 Oui Oui Oui

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Rsa1p 44

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-381) 17,94 Oui Oui Oui

His-Pih1p 41,98 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui Oui 46 Rrp9p

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui 47 Pih1p

His-Rrp9p (113-573) 54,74 Oui Oui Oui

Pih1p 39,52 Oui Oui

His-Nop58p (1-377) 43,71 Oui

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui

His-Tah1p 14,98 Oui Oui Oui

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui

His-Rsa1p 46,46 Oui Oui Oui

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui Oui Oui 48 Rsa1p

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui 49 Pih1p

His-Rsa1p (231-332) 14,75 Oui Oui Oui

Pih1p 39,52 Oui Oui Oui
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 65014 5.55 60% 277

ARNA_ECOLI
Bifunctional polymyxin resistance protein arnA - E. 

coli (strain K12)
E. coli 74242 6.39 29% 17

DHSA_ECOLI
Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit - E. coli 

(strain K12)
E. coli 64381 5.85 16% 9

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 21% 5

Pih1p_YEAST
Protein interacting with Hsp90 1 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 39494 5.63 72% 111

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 65014 5.55 28% 22

ISCS_ECOLI Cysteine desulfurase - E. coli (strain K12) E. coli 45061 5.94 39% 17

YCBX_ECOLI Uncharacterized protein ycbX - E. coli (strain K12) E. coli 40619 7.57 53% 18

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein - S. cerevisiae (Baker's 

yeast)
S. cerevisiae 43971 5.77 27% 158

Pih1p_YEAST
Protein interacting with Hsp90 1 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 39494 5.63 53% 15

RL6_ECOLI 50S ribosomal protein L6 - E. coli (strain K12) E. coli 18892 9.71 50% 13

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 38% 13

Pih1p_YEAST
Protein interacting with Hsp90 1 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 39494 5.63 76% 169

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 25% 18

ISCS_ECOLI Cysteine desulfurase - E. coli (strain K12) E. coli 45061 5.94 29% 11

LACI_ECOLI Lactose operon repressor - E. coli (strain K12) E. coli 38566 6.39 38% 10

47

48

49

46

Tableau 8. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la troisième série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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Figure 57. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la troisième série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. 

(C) Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 mM
Bande n°

Protéine 

majoritairement 

détectée

His-Nhp2p 19,59 Oui Oui Oui 50 Nhp2p

Rsa1p 44 Oui Oui Oui 51 Rsa1p

His-Nhp2p 19,59 Oui Oui Oui 52 Nhp2p

Rsa1p (231-381) 17,94

53 EFTu

His-Nhp2p 19,59 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Rsa1p 46,46 Oui

Nhp2p 17,12 Oui

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui

Nhp2p 17,12 Oui Oui Oui

His-Rsa1p (231-332) 14,75

Nhp2p 17,12 Oui

His-Nop1p 36,93

Nop56p (1-413) 45,92

His-Nop1p 36,93

Nop58p (1-377) 41,24

His-Nop1p 36,93

Rsa1p 44 Oui Oui Oui

His-Nop1p 36,93

Rsa1p (231-381) 17,94

His-Nop1p 36,93

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Nop56 (1-413) 48,39

Nop1p 34,46 Oui Oui Oui

HisNop58p (1-377) 43,71 54 EFTu

Nop1p 34,46 Oui Oui Oui 55 Nop1p

His-Rsa1p 46,46 56 EFTu

Nop1p 34,46 Oui Oui Oui 57 Nop1p
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Nhp2p_YEAST
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 2 OS=S. 

cerevisiae GN=NHP2 PE=1 SV=2
S. cerevisiae 17111 9.73 44% 51

CRP_ECOLI
Catabolite gene activator OS=E. coli (strain K12) 

GN=crp PE=1 SV=1
E. coli 23625 8.37 50% 13

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 4

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 45% 35

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 25% 11

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 5

Rrp9p_YEAST
Ribosomal RNA-processing protein 9 OS=S. cerevisiae 

GN=RRP9 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 65014 5.55 5% 4

Nhp2p_YEAST
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 2 OS=S. 

cerevisiae GN=NHP2 PE=1 SV=2
S. cerevisiae 17111 9.73 44% 49

CRP_ECOLI
Catabolite gene activator OS=E. coli (strain K12) 

GN=crp PE=1 SV=1
E. coli 23625 8.37 52% 12

RL4_ECOLI
50S ribosomal protein L4 OS=E. coli (strain K12) 

GN=rplD PE=1 SV=1
E. coli 22073 9.72 35% 10

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 6

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 58% 69

Nhp2p_YEAST
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 2 OS=S. 

cerevisiae GN=NHP2 PE=1 SV=2
S. cerevisiae 17111 9.73 35% 6

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 5

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 55% 89

Nop58p_YEAST
Nucleolar protein NOP58 OS=S. cerevisiae 

GN=NOP58 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 56921 8.96 15% 7

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 5

ACRA_ECOLI
Acriflavine resistance protein A OS=E. coli (strain 

K12) GN=acrA PE=1 SV=1
E. coli 42171 7.68 9% 3

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 46% 59

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 13% 7

CYSB_ECOLI
HTH-type transcriptional regulator cysB OS=E. coli 

(strain K12) GN=cysB PE=3 SV=1
E. coli 36128 6.87 15% 5

RL2_ECOLI
50S ribosomal protein L2 OS=E. coli (strain K12) 

GN=rplB PE=1 SV=2
E. coli 29842 10.93 14% 4

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 67% 81

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 14% 7

K1C10_HUMAN
Keratin, type I cytoskeletal 10 OS=H. sapiens 

GN=KRT10 PE=1 SV=4
H. sapiens 59475 5.13 4% 4

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 3

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 45% 49

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 16% 9

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 4

CYSB_ECOLI
HTH-type transcriptional regulator cysB OS=E. coli 

(strain K12) GN=cysB PE=3 SV=1
E. coli 36128 6.87 10% 4

55

56

57

53

52

54

51

50

Tableau 9. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la troisième série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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Figure 58. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la troisième série d'expériences de co-expres-
sion. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les bandes analysées par spectrométrie de masse sont mar-

quées par une "*" et leur numéro est indiqué. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concen-

trations en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées sous les gels. La souche d'E. coli utilisée est la 

souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines utilisés. Les interactions détectées 

par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. (C) 

Tableau synthétisant les résultats obtenus par le fractionnement par SDS-PAGE et analyse en spéctrométrie de masse en 

conditions dénaturantes. Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-tH et pnCS sont respectivement indiquées en 

orange et en bleu.

Piste n° Protéine
P.M. 

(kDa)
Expression

IMAC 

50 mM

IMAC 

400 mM
Bande n°

Protéine 

majoritairement 

détectée

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui

Nop1p 34,46 Oui Oui

His-Rsa1p (231-332) 14,75

Nop1p 34,46 Oui Oui Oui

His-Nop1p (91-327) 28,95 Oui Oui Oui

Nop56p (1-413) 45,92

His-Nop1p (91-327) 28,95 Oui Oui Oui

Nop58p (1-377) 41,24

His-Nop1p (91-327) 28,95 Oui Oui Oui

Rsa1p 44 Oui Oui Oui

His-Nop1p (91-327) 28,95 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-381) 17,94 Oui Oui Oui

His-Nop1p (91-327) 28,95 Oui Oui Oui

Rsa1p (231-332) 12,29

His-Nop56p (1-413) 48,39 Oui Oui Oui 58 Nop56p

Nop1p (91-327) 26,48 Oui Oui Oui 59 Nop1p

his-Nop58p (1-377) 43,71 Oui

Nop1p (91-327) 26,48 Oui Oui Oui

His-Rsa1p 46,46 Oui Oui Oui 60 Rsa1p

Nop1p (91-327) 26,48 Oui Oui Oui 61 Nop1p

62 EFTu

His-Rsa1p (231-381) 20,4 Oui Oui Oui 63 Rsa1p

Nop1p (91-327) 26,48 Oui Oui Oui 64 Nop1p

65 EFTu

His-Rsa1p (231-332) 14,75

Nop1p (91-327) 26,48 Oui Oui Oui

102

SDS-PAGE Spectrométrie de masse

99

100

101
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105
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110

108

109
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Bande n° AC Protéine Taxonomie
Masse 
(Da)

pI Couverture
Nombre de 

peptides

Nop56p_YEAST
Ribosome biosynthesis protein SIK1 - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 56829 8.96 66% 132

K1C10_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 10 - H. sapiens (Human) H. sapiens 59475 5.13 51% 52

K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 - H. sapiens (Human) H. sapiens 65978 8.16 40% 44

EFTU_ECOLI Elongation factor Tu - E. coli (strain K12) E. coli 43286 5.30 58% 23

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin - S. cerevisiae 

(Baker's yeast)
S. cerevisiae 34444 10.24 63% 254

RS2_ECOLI 30S ribosomal protein S2 - E. coli (strain K12) E. coli 26727 6.61 65% 24

YRAL_ECOLI UPF0011 protein yraL - E. coli (strain K12) E. coli 31329 5.83 41% 7

TRYP_PIG Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) Sus scrofa 24394 7.00 20% 8

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 27% 15

K1C10_HUMAN
Keratin, type I cytoskeletal 10 OS=H. sapiens 

GN=KRT10 PE=1 SV=4
H. sapiens 59475 5.13 10% 7

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 12% 5

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 11% 5

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 32% 41

RS2_ECOLI
30S ribosomal protein S2 OS=E. coli (strain K12) 

GN=rpsB PE=1 SV=2
E. coli 26727 6.61 38% 21

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 8% 3

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 3

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 47% 52

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 5

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 7% 3

Rsa1p_YEAST
Ribosome assembly 1 protein OS=S. cerevisiae 

GN=RSA1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 43971 5.77 22% 18

RL5_ECOLI
50S ribosomal protein L5 OS=E. coli (strain K12) 

GN=rplE PE=1 SV=2
E. coli 20289 9.49 29% 11

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 5

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 3% 4

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 34% 32

RS2_ECOLI
30S ribosomal protein S2 OS=E. coli (strain K12) 

GN=rpsB PE=1 SV=2
E. coli 26727 6.61 38% 20

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 7% 3

YRAL_ECOLI
UPF0011 protein yraL OS=E. coli (strain K12) 

GN=yraL PE=1 SV=1
E. coli 31329 5.83 12% 3

EFTU_ECOLI
Elongation factor Tu OS=E. coli (strain K12) GN=tufA 

PE=1 SV=2
E. coli 43286 5.30 82% 109

Nop1p_YEAST
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=S. 

cerevisiae GN=NOP1 PE=1 SV=1
S. cerevisiae 34444 10.24 29% 11

TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1 Sus scrofa 24394 7.00 26% 10

ISCS_ECOLI
Cysteine desulfurase OS=E. coli (strain K12) GN=iscS 

PE=1 SV=1
E. coli 45061 5.94 17% 6

65

64

63

60

62

61

58

59

Tableau 10. Résultats bruts de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes des bandes de protéines puri-

fiées par electrophorèse lors de la troisième série d’essais de co-expression. La protéine majoritaire est surlignée en vert ou 

gris selon qu’il s’agisse respectivement d’une protéine de levure ou d’E. coli.
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certaines protéines pouvait être aspécifique en particulier dans le cas de protéines peu solubles 

qui pouvaient s’agréger sur la colonne en même temps que la protéine étiquetée. 

La grande majorité des bandes analysées contenaient les protéines de levure attendues ce 

qui confirmait bien leur co-expression et que cette co-expression permettait parfois une 

solubilisation des protéines chez E. coli. Néanmoins cela ne nous permettait pas d’affirmer 

avec certitude qu’il y avait bien eu formation de complexe dans la mesure où comme nous 

l’avons dit plus haut, certaines protéines pouvaient être retenues du fait de leur agrégation sur 

les billes. 

Par spectrométrie de masse nous avons validé la présence des protéines Snu13p et Rsa1p 

dans les pistes 10 et 22 de la première série de co-expression. Ce qui renforçait l’idée de la 

formation d’un complexe entre ces 2 protéines, notamment avec les fragments C-terminaux de 

la protéine Rsa1p 231-381 et 231-332.  

Cette donnée a été mise à profit dans un essai de purification d’un complexe His-

Snu13p/Rsa1p (231-381) produit à partir de 0,5 litre de culture afin de pousser l’analyse de ce 

complexe jusqu’à une étape de filtration sur gel suivie d’une analyse par spectrométrie de 

masse de l’échantillon liquide. 

2.3 Purification et analyse du complexe His-Snu13p/Rsa1p (231-381) 

Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur le complexe Snu13p/Rsa1p 

pour lequel de nombreux arguments prouvaient son existence. On supposait aussi qu’il jouait 

un rôle majeur dans l’initiation de l’assemblage de toutes les particules contenant la protéine 

Snu13p, à savoir les snoRNP à boîtes C/D, les scaRNP C/D et la snRNP U4 (Boulon et al., 

2008). 

2.3.1 Production et purification préparative 

Notre objectif étant de réaliser des analyses structurales de ce complexe, nous avons 

entrepris la mise au point de conditions de production et purification à grande échelle. Pour 

cela, le complexe His-Snu13p/Rsa1p (231-381) a été produit chez E. coli dans la souche E. 

coli BL21 DE3 transformée par le plasmide pRAR2 (voir Matériel & Méthodes). Le milieu de 

culture utilisé etait le milieu Graffinity (Matériel & Méthodes) que nous avions utilisé pour le 

criblage des interactions par co-expression. Les résultats de la première série d’expériences de 

co-expression montraient une stabilité du complexe supérieure dans les conditions de 

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 1

- 145 -



concentration saline élevée (400 mM), la purification préparative du complexe a donc été 

réalisée dans ces mêmes conditions. Les étapes et les résultats de la purification du complexe 

sont représentés dans la figure 59. Malgré une faible surproduction des partenaires protéiques 

(piste sonicat), nous avons observé deux bandes intenses correspondant bien à des protéines 

faisant le poids moléculaire attendu après fixation sur la résine TALONTM et électrophorèse 

des protéines retenues. Nous avons observé une forte rétention aspécifique sur la résine, 

probablement dû à la faible surexpression de His-Snu13p et Rsa1p (231-381), qui de ce fait 

entraient faiblement en compétition avec les autres protéines de l’extrait cellulaire lors de la 

fixation sur les billes de Sépharose. L’élution a été réalisée par palier avec des concentrations 

croissantes d’imidazole (10 mM, 100 mM et 200 mM), sans réaliser d’hydrolyse par la 

Thrombine. L’analyse des fractions d’élution montrait que le complexe était élué en présence 

de 100 mM d’imidazole (10%). Cette étape de purification ne nous a cependant pas permis 

d’éliminer le contaminant d’environ 30 kDa présent lors de la fixation sur la résine. Ce 

contaminant a été identifié par spectrométrie de masse comme la « Peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase ». Cette protéine possède une séquence riche en résidu histidine qui explique sa 

capacité à se lier à la résine lors de la purification. Nous observions également des bandes 

secondaires minoritaires sous la bande correspondant à His-Snu13p (fractions 31 et 32) mais 

aussi la présence de deux bandes très proches pouvant correspondre au fragment de Rsa1p 

(231-381) (fraction 38). Il semblait donc que le fragment 231-381 de la protéine Rsa1p 

subissait une dégradation protéolytique au cours de la purification. Une étape supplémentaire 

de purification par exclusion de taille a permis de séparer le complexe His-Snu13p/Rsa1p 

(231-381) de l’excèdent de His-Snu13p libre. Cet excédent provenait du fait que c’était la 

protéine Snu13p qui portait l’étiquette poly-histidines. Afin d’identifier précisément les 

protéines purifiées et les fragments de dégradation, des analyses par spectrométrie de masse 

en conditions dénaturantes et non dénaturantes ont été réalisées sur les fractions 25 et 28 

issues de la filtration sur gel (Figure 59). Afin de vérifier la reproductibilité de nos résultats, 

une autre fraction, la fraction 18, d’une seconde purification du complexe His-Snu13p/Rsa1p 

(231-381) a également été analysée en même temps. Le profil de fractionnement sur gel des 

protéines de la fraction 18 de la seconde expérience était le même que celui de la fraction 25. 

2.3.2 Analyse par spectrométrie de masse (travail réalisé par J.M. Saliou) 

Les fractions 18, 25 et 28 contenant la protéine His-Snu13p et des sous-fragments de 

la protéine Rsa1p (231-381) ont été concentré sur Vivaspin 500 (3 kDa) pour atteindre une 

concentration d’environ 40 µM. Les échantillons ont ensuite été dessalé par gel filtration sur 
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Montage de la résine dans une enceinte puis élution par palier d’Imidazole à 2ml/min :
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Figure 59. Mise au point et mise en oeuvre des étapes de la purification du complexe His-Snu13p/Rsa1p (231-381). (A) Analyse par gel SDS-PAGE des protéines obtenues 

lors des étapes de purification : piste 1 sonicat, piste 2 culot de sonication, piste 3 surnageant de sonication, piste 4 culot du traitement P.E.I., piste 5 surnageant du traitement 

P.E.I., piste 6 non retenue sur la résine TALONTM, piste 7 résine TALONTM. (B) Chromatographie d’affinité IMAC sur résine TALONTM : chromatogramme d’absorption à 280 

nm (bleu) et 260 nm (rouge) et analyse des fractions par SDS-PAGE. (C) Chromatographie d’exclusion de taille sur Superdex 75: chromatogramme et analyse des fractions par 

SDS-PAGE. Les protéines Rsa1p (231-381) et His-Snu13p sont symbolisées par le «R» et «H-S» respectivement.
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colonne Zeba (Pierce) contre de l’acétate d’ammonium. Après dessalage, les échantillons ont 

été dilués dans un solvant Acétonitrile/eau/acide formique (ACN/H2O/HCOOH) (50/50/1) 

pour réaliser les analyses en conditions dénaturantes ou dans de l’acétate d’ammonium 400 

mM, pH 7,8 pour réaliser les analyses en conditions non dénaturantes. Ces analyses ont été 

réalisées avec le spectromètre de masse LCT (Waters) qui est muni d’un analyseur à temps de 

vol (TOF) et qui est couplé au robot d’injection Triversa Nanomate (Advion). L’ensemble des 

résultats a été obtenu en mode d’ionisation positif. 

2.3.2.1 Données obtenues en conditions dénaturantes 

 Les analyses des fractions 25 et 28 ont révélé la présence de 2 espèces identiques dans les 

2 fractions (Figure 60): 

- une espèce A (15903.3 Da) majoritaire dont la masse moléculaire mesurée correspondait à la 

masse moléculaire théorique de la protéine His-Snu13p sans la Met ini (15903.3 Da), 

- une espèce X (13793 Da) que nous n’avons pas pu identifier car sa masse moléculaire 

mesurée ne correspondait pas à la masse moléculaire de la protéine Rsa1p (231-381) sans la 

Met ini (17937.3 Da) 

 L’analyse par déconvolution des deux spectres (Figure 61) a révélé la présence d’espèces 

minoritaires différentes dans les 2 fractions : comme attendu, de plus hautes masses que His-

Snu13p dans le cas de la fraction 25 (espèces B’ et B’’) et de plus faibles masses que His-

Snu13p dans le cas de la fraction 28 (espèces B’’’ et B’’’’). 

 Les masses mesurées pour les espèces suggéraient quelles correspondaient toutes à des 

fragments de la protéine Rsa1p (231-381) (les séquences perdues sont en rouge) : 

-  la forme B’ (17291 Da) pouvait correspondre au fragment 231-381 sans la méthionine 

N-terminale et ayant perdu ses cinq résidus C-terminaux dont la masse théorique est 

de 17290.5 Da : 

MGTSIALITDEDVKKWREERKKMWLLKISNNKQKHMQEMGIKEDELKSQPSIFKESR

KEKQFIQSIQNQVQRGNPKIDLNLKLIQREFANENSQLLDFIRELGDVGLLEYELSQQE

KDVLFGSSEDNNKNHYKPNYKNRKPNLSRANFTRNK. 

- la forme B’’ (17176 Da) pouvait correspondre à la séquence suivante dont la masse 

théorique est de 17176.4 Da : 

MGTSIALITDEDVKKWREERKKMWLLKISNNKQKHMQEMGIKEDELKSQPSIFKESR

KEKQFIQSIQNQVQRGNPKIDLNLKLIQREFANENSQLLDFIRELGDVGLLEYELSQQE

KDVLFGSSEDNNKNHYKPNYKNRKPNLSRANFTRNK 
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Figure 60. Analyse par spectrométrie de masse dénaturante des protéines His-Snu13p et Rsa1p (231-381). (A) 

Séquences et masses moléculaires des protéines His-Snu13p et Rsa1p (231-3818). (B) Spectres d’analyse des fractions 25 et 

28 de la filtration sur gel (Figure 58) en conditions dénaturantes. Injection des échantillons à 10 µM dans un tampon 

ACN/H2O/HCOOH (50/50/1).

Séquence de Rsa1p (231-381):

MGTSIALITDEDVKKWREERKKMWLLKISNNKQKHMQEMGIKEDELKSQPSIFKESRKEKQFIQSIQNQVQRGNPKIDLN

LKLIQREFANENSQLLDFIRELGDVGLLEYELSQQEKDVLFGSSEDNNKNHYKPNYKNRKPNLSRANFTRNK

Masse moléculaire théorique: 17937.3 Da sans Met
ini

Séquence de His-Snu13p:

MGSSHHHHHHSSGTGSGLVPRGSHMSAPNPKAFPLADAALTQQILDVVQQAANLRQLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAA

DCEPIEILLHLPLLCEDKNVPYVFVPSRVALGRACGVSRPVIAASITTNDASAIKTQIYAVKDKIETLLI

Masse moléculaire théorique: 15903.3 Da sans Met
ini 

A

B
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Figure 61. Spectres des analyses par spectrométrie de masse déconvolués des fractions 25 (A) et 28 (B) en conditions 

dénaturantes. Injection des échantillons à 10 µM dans un tamon ACN/H2O/HCOOH (50/50/1).

A

B
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- la forme B’’’ (10306 Da) pouvait correspondre à la séquence suivante dont la masse 

théorique est de 10306.9 Da : 

MGTSIALITDEDVKKWREERKKMWLLKISNNKQKHMQEMGIKEDELKSQPSIFKESR

KEKQFIQSIQNQVQRGNPKIDLNLKLIQREFANENSQLLDFIRELGDVGLLEYELSQQE

KDVLFGSSEDNNKNHYKPNYKNRKPNLSRANFTRNK 

-  la forme B’’’’ (9667 Da) pourrait correspondre à la séquence suivante dont la masse 

théorique est de 9667.1 Da : 

MGTSIALITDEDVKKWREERKKMWLLKISNNKQKHMQEMGIKEDELKSQPSIFKESR

KEKQFIQSIQNQVQRGNPKIDLNLKLIQREFANENSQLLDFIRELGDVGLLEYELSQQE

KDVLFGSSEDNNKNHYKPNYKNRKPNLSRANFTRNK 

 

 Les analyses de la fraction 18 ont révélé la présence du fragment de la protéine 

Rsa1p (231-381) qui était attendu (espèce B dont la masse est de 17937.3 Da sans Metini), 

ainsi que la protéine His-Snu13p (espèce A) et des sous-fragments de Rsa1p (231-381) 

(espèce B’ et B’’) (Figure 62) ce qui était en accord avec le profil obtenu sur gel (Figure 59). 

2.3.2.2 Données obtenues en conditions non dénaturantes 

 L’analyse en spectrométrie de masse réalisée sur la fraction 25 mettait en évidence la 

présence des fragments B et B’ de Rsa1p sous forme libre et liée àSnu13p avec en plus 2 

formes nouvelles de Snu13p elles aussi sous forme libre et liée à Rsa1p. (Figure 63): 

- A’ (15967.5 Da) dont la masse moléculaire mesurée correspondait à une masse moléculaire 

légèrement supérieure à celle de la protéine His-Snu13p sans la Met ini (+ 63,5 Da non attribué) 

- A’’ (16081.9 Da) dont la masse moléculaire mesurée correspondait à la masse moléculaire de 

la forme gluconoylée de la protéine His-Snu13p sans la Met ini (15903.3 + 178 =  16081.3 Da) 

(Geoghegan et al., 1999). 

 Il était ainsi possible d’observer des complexes formés entre 2 espèces de His-Snu13p (A 

et A’) et 2 espèces de Rsa1p (231-381) (B et B’) : 

- AB (33842.1 Da) dont la masse moléculaire théorique est de 33840,6 Da, 

- A’B (33902.6 Da) dont la masse moléculaire théorique est de 33904,1 Da, 

- AB’ (33197.0 Da) dont la masse moléculaire théorique est de 33193,8 Da, 

- A’B’ (33254.6 Da) dont la masse moléculaire théorique est de 33257,3 Da. 
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Figure 62. Spectre des analyses par spectrométrie de masse de la fraction 18 en conditions dénaturantes et agrandisse-
ment de trois séries de pics. Injection de l’échantillon à 10 µM dans un tampon ACN/H2O/HCOOH (50/50/1).
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Figure 63. Spectre de l’analyse par spectrométrie de masse de la fraction 25 en conditions non dénaturantes et agran-
dissement de la partie du spectre correspondant aux complexes. Injection de l’échantillon à 10 µM dans un tampon 

AcNH4 300mM pH 7,5).
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2.3.3 Bilan de l’analyse du complexe His-Snu13p/Rsa1p (231-381) 

Les analyses des fractions d’élution de la résine TALON™ contenant His-Snu13p et 

Rsa1p (231-381) ont permis de confirmer la présence des deux protéines, avec en plus pour 

Rsa1p (231-381) la présence distincte de quatre formes tronqués en C-terminal. Les analyses 

en conditions non dénaturantes ont révélé que dans les conditions de purifications décrites, 

deux hétérodimères étaient présents en faible taux formés des protéines His-Snu13p/Rsa1p 

(231-381) et His-Snu13p/Rsa1p (231-376) où les résidus FTRNK étaient tronqués. 

A partir de ces analyses, les séquences codantes des fragments les plus court de Rsa1p 

pour lesquels une interaction était détectée avec Snu13p ont donc été clonés : Rsa1p (231-

375) (la forme B’’) et Rsa1p (231-311) (forme B’’’’). Nous avons postulé que ces fragments 

issus de l’hydrolyse durant la production et la purification des protéines devraient lorsqu’ils 

sont produits directement être plus stable que le fragment (231-381) dont ils étaient issus. Par 

la suite, nous avons remplacé le fragment Rsa1p (231-381) par le fragment Rsa1p (231-375) 

dans les tests de co-expression. Ces fragments semblaient en effet conserver leurs propriétés 

d’association à la protéine Snu13p, ce qui suggérait que le site d’interaction de Snu13p se 

situait dans la région N-terminale du fragment Rsa1p (231-381). L’approche de co-expression 

couplée à une analyse des complexes par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes 

et non dénaturantes nous avait donc permis d’affiner les connaissances sur les domaines 

d’interaction de Rsa1p et Snu13p. 

2.4 Purification préparative et analyse du complexe His-Rsa1p (231-

381)/Hit1p 

Un second complexe détecté lors des co-expressions semblait intéressant à étudier : le 

complexe Rsa1p/Hit1p, car jusque-là, très peu d’informations étaient disponibles sur le rôle 

possible de hit1p dans l’assemblage des snoRNP. 

Nous avons détecté ce complexe dans la deuxième série de co-expression (pistes 65, 

66, 67 et 68, 69, 70) (paragraphe 2.1.2). Il semblait plus stable à une concentration saline 

élévée (400 mM) et lorsque l’étiquette 6xHis était portée par la protéine Rsa1p (entière ou son 

fragment 231-381). Nous avons donc décidé de produire le complexe His-Rsa1p (231-

381)/Hit1p dans la souche BL21 DE3 d’E. coli contenant le plasmide pRAR2. D’après nos 

essais d’optimisation des conditions de purification, il est apparu préférable d’utiliser un 

tampon HEPES à la place du tampon Tris, ceci en maintenant le pH à 7,5 et en ajoutant du β-
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mercapthoéthanol comme réducteur qui est compatible avec l’utilisation d’une résine 

d’affinité TALONTM. Nous avons réalisé la lyse cellulaire et la fixation sur la résine en 

présence de 10 mM d’Imidazole, ce qui limitait la fixation aspécifique de protéines sur la 

résine. Du fait que le complexe semblait plus stable à forte concentration saline, celle-ci a été 

maintenue à 400 mM tout au long de la purification. Les étapes et les résultats de la 

purification du complexe sont présentés dans la figure 64. Nous observions une surexpression 

efficace des protéines étudiées mais aussi la présence d’un contaminant ayant une masse 

moléculaire d’environ 30 kDa était présent avant la fixation sur résine. Malgré la perte d’une 

partie du complexe dans la fraction non soluble après la lyse cellulaire (piste culot de 

sonication), une grande quantité de protéines était retenue sur la résine TALONTM. La 

présence d’Imidazole à une concentration de 10 mM a empêché la rétention du contaminant 

protéique présent dans le surnageant de sonication sur la résine. L’élution du complexe a alors 

été réalisée par paliers successifs d’imidazole allant de 50, 100 et 400 mM (Figure 64). 

L’analyse des fractions d’élution par gel SDS-PAGE montrait que le complexe commence à 

être élué à une concentration de 50 mM en imidazole (5%) néanmoins du complexe était 

encore élué aux concentrations plus élevées. Ce comportement, mais aussi la présence de 

complexe sur la résine après ces étapes d’élution suggérait une tendance du complexe à établir 

des contacts non spécifiques avec la matrice Sépharose de la résine ou à l’agrégation. L’étape 

de chromatographie d’exclusion de taille a permis d’obtenir un complexe His-Rsa1p (231-

381)/Hit1p ayant un degré élevé de pureté, qui était compatible avec une étude structurale par 

cristallographie. En effet, à l’issu de la purification, nous avons obtenus un échantillon de 300 

µl à une concentration de 13,36 mg/ml. 

2.5 Production de la protéine Snu13p en utilisant le vecteur pnEA-

3CH 

Les plasmides que nous avions utilisés pour les tests de co-expression portaient une 

s équence codant pour une étiquette 6xHis succédée d’une séquence générant un site de 

clivage par la Thrombine afin de cliver la séquence 6xHis. La présence de l’étiquette 6xHis au 

sein des complexes pouvait être gênante pour la réalisation d’études structurales par 

radiocristallographie ou par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Un clivage de 

l’étiquette 6xHis par la Thrombine n’était pas adapté aux études sur les protéines eucaryotes 

car : 
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Figure 64. Mise au point et mise en oeuvre des étapes de la purification du complexe His-Rsa1p (231-381)/Hit1p. (A) Analyse par gel SDS-PAGE des protéines obtenues 

lors des étapes de purification : piste 1 sonicat, piste 2 culot de sonication, piste 3 surnageant de sonication, piste 4 culot du traitement P.E.I., pistes 5 et 6 surnageant du traitement 

P.E.I., piste 7 non retenue sur la résine TALONTM, piste 8 résine TALONTM. (B) Chromatographie d’affinité IMAC sur résine TALONTM : chromatogramme d’absorption à 280 

nm (bleu) et 260 nm (rouge) et analyse des fractions par SDS-PAGE. (D) Chromatographie d’exclusion de taille sur Superdex 75: chromatogramme et analyse des fractions par 
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- sa température optimale d’activité se situe autour de 45°C, or les protéines 

eucaryotes que nous étudions sont peu stable à cette température, 

- par ailleurs, la spécificité de la Thrombine est faible par rapport à celles d’autres 

protéases comme la TEV ou la PreScission. Nous avions d’ailleurs constaté que 

l’utilisation de la Thrombine pour cliver la protéine 6xHis-Bcd1p conduisait à la 

protéolyse presque totale de cette protéine. 

Aussi nous avons réalisé une mutagenèse dirigée du plasmide pnEA-tH afin de 

remplacer le site de clivage par la Thrombine (NH2-LVPR↓GS-COOH) par un site de clivage 

par la PreScission protéase (NH2-LEVLFQ↓GP-COOH). La PreScission protéase ou 3C a le 

double avantage en plus d’une activité optimum à 4°C de présenter une spécificité de substrat 

élevée. 

2.5.1 Essais de production et de purification de la protéine Snu13p 

Nos études de co-expression montraient que nous formions plus facilement des 

complexes avec Snu13p lorsque celle-ci portait l’étiquette 6xHis. Cependant, pour étudier le 

rôle de Snu13p dans les expériences in vitro, nous avions besoin de produire Snu13p sans 

étiquette. Aussi nous avons réalisé des essais afin de produire, purifier et hydrolyser la 

protéine Snu13p par la PreScission protéase en utilisant le plasmide pnEA-3CH (Figure 65). 

Comme attendu après coupure par la PreScission protéase, une bande correspondant à une 

protéine d’environ 14 kDa était obtenue dans le surnageant. 

2.5.2 Analyse par spectrométrie de masse 

Afin de s’assurer de l’efficacité et de la précision de la protéolyse par la PreScission, 

les protéines contenues dans le surnageant ont été analysées par spectrométrie de masse en 

conditions dénaturantes et non dénaturantes.  

L’analyse en condition dénaturante de Snu13p révélait la présence d’une espèce 

A (13858.2±0.4 Da) dont la masse moléculaire mesurée correspondait à la masse moléculaire 

de la protéine Snu13p (13860.2 Da) (Figure 66). L’analyse de Snu13p en conditions non 

dénaturantes révèlait la présence de la même espèce A (13859.3±0.1 Da) correspondant à la 

protéine Snu13p (13860.2 Da) (Figure 66C) ce qui montrait que Snu13p ne multimérisait pas 

et que la protéine était correctement clivée et que son degré de pureté est excellent. Nous 

pouvions ainsi produire de grandes quantité de protéines Snu13p à un haut degré de pureté. 
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Figure 65. Suivi des expériences de purification de la protéine Snu13p réalisées sur résine TALONTM avec élution de 
Snu13p libre par clivage de la protéine His-Snu13p par la PreScission protéase directement sur la résine.  Analyse par 

SDS-PAGE du matériel obtenu aux différentes étapes de la purification.
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Figure 66. Analyse par spéctrométrie de masse de la protéine Snu13p. (A) Séquence et masse moléculaire attendue de 

l’échantillon Snu13p analysé. (B) Spectre de l’analyse par spectrométrie de masse de Snu13p après hydrolyse par la 

Préscission protéase en conditions dénaturantes. Injection de Snu13p à 5 µM dans un tampon ACN/H2O/HCOOH (50/50/1). 

(C) Spectre de l’analyse par spectrométrie de masse de Snu13p après hydrolyse par la Prescission protéase en conditions non 

dénaturantes. Injection de Snu13p à 5 µM dans un tampon ACN/H2O/HCOOH (50/50/1).

Séquence de Snu13p:

GPHMSAPNPKAFPLADAALTQQILDVVQQAANLRQLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAADCEPIEILLHLPLLCEDKN

VPYVFVPSRVALGRACGVSRPVIAASITTNDASAIKTQIYAVKDKIETLLI 

Masse moléculaire : 13860.2 Da
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B

C
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2.6 Le complexe Snu13p/Rsa1p/Hit1p 

Nos données de co-expression montraient que Snu13p pouvait former un complexe 

avec le fragment 231-381 de Rsa1p et que ce même fragment de Rsa1p pouvait former un 

complexe avec Hit1p. Nous nous sommes donc demandé si le fragment Rsa1p (231-381) 

pouvait donc servir de linker entre Snu13p et Hit1p où au contraire si Snu13p et Hit1p 

pouvaient entrer en compétition pour la fixation à Rsa1p. Des données obtenues par 

l’approche SILAC par E. Bertrand sur les homologues humains de Snu13p, Rsa1p et Hit1p 

(15.5K, NUFIP et TRIP3) (communication personnelle) suggéraient la formation d’un 

hétérotrimère 15.5K/NUFIP/TRIP3. Nous avons alors testé la possibilité de produire le 

complexe Snu13p/Rsa1p/Hit1p de levure. La figure 67 présente la première purification 

préparative du complexe de levure His-Snu13p/Rsa1p (231-381)/Hit1p par co-expression 

chez E. coli. 

Nous avions une très bonne sur-expression des trois protéines de levure ainsi qu’une 

bonne fixation de ces trois protéines sur la résine TALON™ (piste résine du gel SDS-PAGE, 

figure 67B). La fixation des trois protéines était un argument fort en faveur de la formation du 

complexe hétérotrimérique. Bien que l’élution par l’imidazole n’était que partielle (piste 

résine après élution, figure 67B), nous retrouvions bien les trois partenaires dans l’éluât avec 

visiblement une stœchiométrie de 1/1/1 suggérant que le complexe était stable dans nos 

conditions d’élution. Ce qui était confirmé par la présence d’un pic bien défini contenant les 

trois protéines dans le chromatogramme obtenu lors de la chromatographie d’exclusion de 

taille (Figure 67C). Les trois protéines partenaires étaient là encore présent à une 

stœchiométrie de 1/1/1 ce qui confirmait la formation d’un complexe stable entre les protéines 

His-Snu13p/Rsa1p (231-381)/Hit1p. 

Nous avions dans cette expérience élué le complexe par ajout d’imidazole (500 mM). 

Nous avons ensuite réalisé des tests d’hydrolyse du complexe avec la preScission protéase en 

incubant l’éluât avec l’enzyme pendant une nuit à 4°C. L’analyse des produits d’hydrolyse 

(Figure 68A) a révélé que ni la protéine Rsa1p (231-381), ni la protéine Hit1p n’étaient 

ciblées par la PreScission protéase et que du fait de la diminution de sa masse moléculaire 

apparente, la protéine His-Snu13p avait perdu l’étiquette 6xHis. L’apparition sur le gel SDS-

PAGE d’une bande correspondant à une protéine d’environ 45 kDa dans les pistes où les 

produits d’hydrolyse ont été fractionné correspond à la PreScission protéase qui était produite 

au laboratoire sous forme fusionnée à la Glutathione S-transferase (GST). 
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Une analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes et non 

dénaturantes a confirmé la présence des trois partenaires protéiques ainsi que des espèces 

dérivantes (Figure 68B) : 

- A (16177,9±0.2 Da) dont la masse moléculaire mesurée correspondait à la masse 

moléculaire attendue pour la protéine His-Snu13p sans la Metini (16177,6 Da), 

- A’ (16219,9±0.3  Da) correspondant à l’espèce A avec un adduit de 42 Da, 

- A’’ (16356,0±0.2  Da) correspondant à la forme gluconoylée de l’espèce A (+178 Da), 

- B (17937,9±0.6 Da) dont la masse moléculaire mesurée correspondait à la masse 

moléculaire attendu pour la protéine Rsa1p (231-381) sans la Metini (17937,3 Da), 

- B’ (17980,1±0.6  Da) correspondant à l’espèce D + un adduit de 42 Da, 

- C et D (18239,3±0.8 et 18393,9±0.8 Da) dont les masses moléculaires mesurées 

étaient voisines de celle attendue pour la protéine Hit1p (18376,1 Da), mais dont les 

écarts de masse n’ont pas été expliqués. 

Cette analyse a également montré que l’hydrolyse de la protéine Snu13p (spectres non 

présentés) avait lieu au site attendu et la formation du complexe dans un ratio 

stœchiométrique 1/1/1 (Figure 62 C).  

Ces résultats ont été intégré dans un article en préparation dont je suis troisième auteur 

(Manuscrit n°1).  

2.7 Dernières séries d’expériences de co-expression 

Le premier ensemble d’expériences de co-expression que nous avons décrit apportait 

de nombreuses informations qui confirmaient les données précédentes obtenus au laboratoire 

(Boulon et al., 2008) tout en précisant la nature de certaines des interactions qui s’établissant 

entre les différentes protéines constitutives des particules et les facteurs d’assemblage. Ces 

premiers résultats nous avaient aussi permis de produire les complexes Snu13p/Rsa1p et 

Hit1p/Rsa1p et de mettre en évidence pour la première fois la formation in vitro du complexe 

Snu13p/Rsa1p/Hit1p. 

Sur la base de ces résultats, dans un second ensemble d’expériences de co-expression, 

nous avons cherché à inclure des partenaires supplémentaires dans les essais, en particulier, de 

tester la co-expression de plus de deux protéines. Malheureusement, ces essais ne se sont pas 

avérés aussi efficace que nous le pensions vraisemblablement parce qu’en présence de 

plusieurs plasmides, les différentes protéines ne semblaient pas exprimées au même taux. Par 
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ailleurs, faute de temps, les données obtenues restent préliminaires et méritent d’être 

revérifiées et approfondies par d’autres types d’expériences. Nous les décrivons tout de même 

car elles sont une base pour la poursuite des travaux. 

Ce second ensemble d’expériences de co-expression à haut débit a également été 

réalisé à l’IGBMC (Strasbourg) en collaboration avec C. Romier. Nous avions pris en compte 

les résultats obtenus par les analyses de spectrométrie de masse et remplacé le plasmide 

pnEA-tH par le pnEA-3CH permettant d’introduire un site de coupure à la PreScission 

protéase. Nous avions les différentes ORF étudiées dans le vecteur pnYC afin de tester des 

complexes contenant plus de deux partenaires. Dans ce cas, du fait de contraintes liées aux 

résistances aux antibiotiques des plasmides pnYC et pRAR2, nous avons utilisé la souche d’E. 

coli BL21 (DE3). Les résultats de ce second ensemble d’expériences de co-expression qui a 

été réalisé en quatre séries d’expériences sont présentés dans les figures 69 à 78. 

2.7.1 Première série d’essais du second ensemble de co-expression 

Dans cette quatrième série d’essais nous avons cherché à savoir si au sein du complexe 

Snu13p/Rsa1p/Hit1p, un contact direct pouvait s’établir entre les protéines Snu13p et Hit1p 

(Pistes 111 et 112 de la figure 69). Dans nos conditions d’analyses, les protéines Snu13p et 

Hit1p ne semblent pas capables de former un hétérodimère. Nous en concluons donc qu’au 

sein de l’hétérotrimère, la protéine Rsa1p et plus précisément son fragment C-terminal doit 

faire le lien entre les deux autres partenaires. 

Nous avons également cherché à mieux définir le domaine de Rsa1p qui est 

responsable de l’association que nous avions observé dans les séries d’expériences 

précédentes avec la protéine Rrp9p (chapitre Résultats 2.1.2, piste 41). En collaboration avec 

N. Rolland au laboratoire, un domaine N-terminal de la protéine Rsa1p (résidus 1-224) a été 

défini et son interaction avec la protéine Rrp9p a été testée en utilisant les séquences codant 

différents fragments de ces deux protéines que nous avions à disposition (Figure 69, pistes 

113 à 124). Dans la piste 117 nous observons des bandes de protéines qui peuvent 

correspondre à Rrp9p et au fragment 1-224 de Rsa1p, ceci quelle que soit la concentration en 

sel. 

Cette quatrième série d’essais de co-expression révélait aussi la présence d’un 

complexe formé entre les protéines Snu13p et Pih1p (Figure 64, piste 129) et entre les 

protéines Snu13p et Prp31p (Figure 69, piste 133) dans les conditions utilisées. Alors que le 
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Figure 69. Analyse par SDS-PAGE à 15 % des interactions testées lors de la quatrième série d'expériences de co-expression. (A) Les numéros des pistes sont indiqués au dessus des gels. Les concentrations 

en sels (50 ou 400 mM) des tampons de purification sont indiquées à gauche des gels. La souche d'E. coli utilisée est la souche BL21 (DE3) pRAR2. (B) Schéma représentant l'ensemble des couples de protéines 

utilisés. Les interactions détectées par co-expression qui ont été validées par la suite sont représentées en violet et celles nécessitant une vérifiaction en brun. (C) Tableau synthétisant les résultats obtenus par le 

fractionnement par SDS-PAGE . Les protéines exprimées grâce aux vecteurs pnEA-3CH et pnCS sont respectivement indiquées en rouge et en bleu.

Piste n° Protéine P.M. (kDa) IMAC 50 mM IMAC 400 mM

His-Snu13p 16,03 Oui Oui

Hit1p 18,38

His-Hit1p 20,84

Snu13p 13,57

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui

Rsa1p 44 Oui Oui

His-Rsa1p 46,46 Oui Oui

Rrp9p 65,05 Oui Oui

His-Rrp9p (113-573) 54,73 Oui Oui

Rsa1p 44 Oui Oui

His-Rsa1p 46,46 Oui Oui

Rrp9p (113-573) 52,27 Oui Oui

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui

Rsa1p (1-224) 25,44 Oui Oui

His-Rsa1p (1-224) 28,18 Oui

Rrp9p 65,05 Oui

His-Rrp9p (113-573) 54,74 Oui Oui

Rsa1p (1-224) 25,44 Oui

His-Rsa1p (1-224) 28,18

Rrp9p (113-573) 52,27

His-Rrp9p 67,52 Oui Oui
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Pih1p 39,52 Oui Oui
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Snu13p 13,57
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Prp31p 56,3

His-Prp31p 59,04 Oui Oui
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Prp31p (78-346) 30,71 Oui

His-Prp31p (78-346) 33,58 Oui Oui

Snu13p 13,57

His-Snu13p 16,03 Oui Oui

Nip1p 93,2
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complexe Snu13p-Pih1p était insensible aux conditions salines, le complexe Snu13p-Prp31p 

était plus stable en forte concentration en sel. Comme déjà observé auparavant avec les 

complexes contenant la protéine Snu13p, les deux complexes n’était détectés que lorsque 

l’étiquette 6xHis était portée par Snu13p (Figure 69, pistes 129,130 et 133,134) 

2.7.2 Deuxième série d’essais du second ensemble de co-expression 

Dans cette cinquième série d’expérience de co-expression, l’utilisation du vecteur 

pnYC nous a permis de réaliser des essais de co-expression à trois partenaires sans 

concaténation de l’ensemble des ORF. Cependant, dans cette série d’expression, nous n’avons 

pas obtenu de résultats très clairs. Nous avons néanmoins utilisé la concaténation des ORF de 

Pih1p et His-Tah1p dans le vecteur pnEA-3CH (Figure 72, pistes 179 à 184). Même si dans 

les pistes 179, 180 et 181 nous observons bien trois partenaires protéiques, la forte différence 

d’intensité entre les bandes correspondant à Pih1p et His-Tah1p d’un côté et Nop58p (159-

412), Rsa1p et Rsa1p (1-224) de l’autre laisse suggérer une fixation aspécifique de ces deux 

dernières protéines sur les billes TALONTM. 

Lors cette cinquième série d’expérience, l’utilisation de la concaténation des ORF 

Rsa1p (231-375) et His-Snu13p nous a permis de vérifier l’expression de ces deux protéines à 

partir de ce système (Figure 72, piste 159, extraits totaux) même si le pourcentage du gel SDS 

n’était pas adapté à la visualisation individuelle de chaque partenaires de l’hétérotrimère. 

Il est important de noter qu’au cours de cette série d’expériences nous avons bien 

reproduit les résultats obtenus lors de la première série d’expérience (paragraphe 2.1.1) en ce 

qui concerne le complexe Bcd1p-Rrp9p (Figure 72, pistes 149 à 152). Ce complexe était plus 

stable à forte concentration saline et lorsque l’étiquette 6xHis était portée par Rrp9p (entière 

ou son fragment 113-573) (pistes 149 et 151). 

Le profil de fractionnement des protéines dans les pistes 139, 142, 163, et 173 est 

similaire, notamment en faible concentration saline. Or, le seul point commun de ces quatre 

dépôts est la présence simultanée des protéines Rsa1p et Snu13p portant l’étiquette 6xHis. 

Nous pensons donc que la bande protéique observée dans ces quatre pistes, qui correspond à 

une protéine légèrement supérieure à 25 kDa, correspond à un fragment de la protéine Rsa1p 

qui doit subir une protéolyse au cours de la purification. Ce fragment possèderait néanmoins 

la capacité à se lier à la protéine Snu13p. 

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 1

- 166 -



Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327
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Figure 70. L’ensemble des interactions à deux partenaire testée dans la cinquième série de co-expression.  Les traits symbolisent les interactions testées.
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Figure 71. L’ensemble des interactions à trois partenaires testées dans la cinquième série de co-expression. Les traits relient l’ensemble des partenaires d’un complexe testé.
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Figure 72. Analyse par SDS-PAGE 15 % des interactions testées lors de la cinquième série d'expériences de co-expression. Les constructions dans le vecteur pnEA-3CH, pnCS et pnYC sont identifiées en rouge, bleu et vert respecti-

vement. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concentrations en sels (50 et 400 mM) des tampons de purification sont indiquées à droite des gels. Les souches d'E. coli utilisées sont indiquées.
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2.7.3 Troisième série d’essais du second ensemble de co-expression 

Pour cette sixième série d’expérience, nous avons utilisés les plasmides pCDF::Rvb1p 

et pKHS::Rvb1p que nous a fournis Edouard Bertrand notre collaborateur de l’IGM à 

Montpellier. Ces plasmides nous ont permis d’intégrer les deux hélicases Rvb1p et Rvb2p 

dans les tests de co-expression (les constructions avec la protéine Rvb2p ont été réalisées au 

laboratoire). Les données obtenues suggèrent l’existence d’une interaction entre la protéine 

Prp31p, un constituant de la snRNP U4 et la protéine Rvb1p (Figure 75, pistes 221, 222, 223 

et 224). 

A forte concentration en sel, les deux protéines Hit1p et Prp31p sont détectées dans les 

pistes 217 et 219 (Figure 75) et le taux des deux protéines semble équivalent. Hit1p est 

présente aussi bien lorsque Prp31p ou son fragment 78-346 fusionnés à l’étiquette 6xHis sont 

co-exprimées. 

2.7.4 Quatrième série d’essais du second ensemble de co-expression 

Dans cette septième série d’expérience, les deux protéines Nop58p (159-412) et Pih1p 

(Figure 78, pistes 257 et 258) sont clairement visibles avec un effet de la concentration saline 

différente lorsque c’est soit Nop58p (159-412) soit Pih1p qui porte l’étiquette 6xHis. 

Afin d’aller plus loin dans l’étude des interactions, nous avons utilisé dans cette 

dernière série d’essai de co-expression des ORF mutées de Snu13p et Rsa1p, ceci afin 

d’étudier les complexes Snu13p/Rsa1p et Snu13p/Rsa1p (231-381). Nous disposions en effet 

d’une ORF Snu13p codant le mutant E72D73K74/AAA et d’une ORF codant le mutant R249A 

de Rsa1p. Nous avons donc introduit ces ORF mutés dans les plasmides de co-expression et 

testé l’effet de ces mutations sur l’association. Par cette approche, nous avons pu montrer très 

clairement que les mutations E72D73K74/AAA dans Snu13p ou R249A dans Rsa1p (entière ou 

son fragment 231-381) abolissent l’association de ces deux protéines (Figure 78, pistes 235 à 

238). 

L’utilisation d’autres mutants de cette interface analysée par co-expression sera décrite 

plus loin dans un article en préparation (Manuscrit n°2). 
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Figure 73. L’ensemble des interactions à deux partenaire testée dans la cinquième série de co-expression.  Les traits symbolisent les interactions testées. Les intéractions 

qui sembleraient s’établir mais devront être revérifiées par d’autres approches sont représentées en brun

R
ESU

LTA
TS ET D

ISC
U

SSIO
N

 - C
H

A
PITR

E 1

- 171 -



Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-375

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p

Bcd1p
Bcd1p 1-287 Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-381

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p

Bcd1p
Bcd1p 1-287 Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-375

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p

Bcd1p
Bcd1p 1-287

Snu13p
Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-375

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p

Bcd1p
Bcd1p 1-287 Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-375

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p

Bcd1p
Bcd1p 1-287 Snu13p

Nop1p

Nop1p 91-327

Nop56p 1-413

Nop58p

Nop58p 1-377

Nop58p 159-412

Rrp9p

Rrp9p 113-573

Nhp2p

Prp31p

Prp31p 78-346

Rsa1p

Rsa1p 231-375

Rsa1p 231-332

Rsa1p 1-224

Hit1p

Nip1p

Rvb1p

Rvb2p

Nip1p 286-812

Tah1p

Pih1p

Bcd1p
Bcd1p 1-287

Figure 74. Bilan des interactions à trois partenaires testées dans la sixième série d’expériences co-expression. Les traits relient l’ensemble des partenaires d’un complexe 

testé.
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Figure 75. Analyse par SDS-PAGE 15 % des interactions testées lors de la sixième série d'expériences co-expression. Les constructions dans le vecteur pnEA-3CH, pnCS et pnYC sont identifiées en rouge, bleu et vert respective-

ment. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concentrations en sels (50 et 400 mM) des tampons de purification sont indiquées à droite des gels. Les souches d'E. coli utilisées snot indiquées en haut à 

gauche.
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Figure 76. L’ensemble des interactions à deux partenaire testée dans la septième série de co-expression.  Les traits symbolisent les interactions testées. Les interactions qui 

ont été validées par la suite par d’autres approches sont symbolysées en violet.
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Figure 77. Bilan des interactions à trois partenaires testées dans la septième série d’expériences co-expression. Les traits relient l’ensemble des partenaires d’un complexe 

testé.
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Figure 78. Analyse par SDS-PAGE 15 % des interactions testées lors de la septième série d'expériences co-expression. Les constructions dans le vecteur pnEA-3CH, pnCS et pnYC sont identifiées en rouge, bleu et vert respective-

ment. Les extraits totaux correspondent aux sonicats avant centrifugation. Les concentrations en sels (50 et 400 mM) des tampons de purification sont indiquées à droite des gels. Les souches d'E. coli utilisées sont indiquées en haut à 

gauche. 
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3 Conclusion et Perspectives 

3.1 Bilan 

Un bilan des 188 essais d’interaction à deux partenaires dans les expériences de co-

expression est présenté dans la figure 79. Cette approche par co-expression nous a permis de 

valider un grand nombre des interactions mises en évidence par double hybride, co-immuno-

précipitation ou expérience de GST Pull down. Par ailleurs, elle nous a permis de détecter 

d’autres interactions potentielles à confirmer par d’autres approches (Figure 80) et pour les 

interactions déjà existantes, de préciser les domaines d’interaction (Figure 81). 

Grâce à cette approche, nous avons également pu définir des conditions permettant de 

produire de façon soluble des protéines, ou fragment de protéines qui, exprimés 

individuellement, ne l’étaient pas. C’est le cas par exemple pour la protéine Rsa1p et son 

fragment 231-381. Les protéines ainsi produites ont pu être utilisées dans des expériences de 

retard sur gel afin d’analyser leur capacité à lier les ARN comme nous le décrirons plus loin 

dans le manuscrit n°1. 

Certains des complexes mis en évidence ont également fait l’objet d’études 

structurales, en particulier le complexe Snu13p/Rsa1p/Hit1p. Comme nous le verrons dans le 

chapitre 2 des résultats, la co-expression des trois protéines nous a permis d’obtenir ce 

complexe en très grande quantité et à un degré de pureté élevé. L’expérience acquise au cours 

de ces travaux nous permets de conclure que couplée à une analyse DLS (« Dynamic Light 

Scattering ») et à la protéolyse ménagée, l’approche de co-expression est un outil efficace 

pour l’obtention de complexes macromoléculaires de qualité en vue de réaliser des études 

structurales. 

3.2 Vers l’étude d’entité multimériques 

Au sein de processus biologiques cellulaires, une protéine n’est et n’agit jamais seule. 

De plus les études structurales effectuées jusqu’à maintenant tendent à suivre cette vision. En 

effet, sur l’ensemble des protéines d’une cellule, peu d’entre elles possèdent les 

caractéristiques d’expression, de solubilité et de purification adaptée à une étude structurale à 

l’état individuel. Les critères de pureté et de quantité nécessaire à la cristallographie des 

rayons X, la RMN ou encore le SAXS (« Small-angle X-ray scattering ») et la microscopie 
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Figure 79. Bilan de l’ensemble des essais d’interactions à deux partenaires dans les expériences de co-expression à haut débit. Le code couleur pour chaque série 

d’expériences de co-expression est indiqué.

Première série : rouge

Deuxième série : bleu

Troisième série : vert

Quatrième série : violet

Cinquième série : jaune

Sixième série : orange 

Septième serie : brun
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Figure 80. Bilan des interactions à deux partenaires observées au cours de l’étude par co-expression. Les interactions observées qui nécessites une validation par d’autres 

approches sont représentées en brun et celles déjà validées par d’autres approches par des traits épais violet.
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Figure 81. Bilan des interactions mises en évidences par les séries d’expériences de co-expression. Les protéines sont représentées sous forme de cylindre dont la longueur 

est proportionnelle  à leur taille en acides aminées. Les bornes des différents domaines des protéines sont indiquées par les numéros des résidus. Les protéines en couleurs corres-

pondent aux protéines qui ont fait l’objet d’une étude plus appronfondie lors de la thèse.
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électronique amènent bien souvent à n’étudier qu’une partie des protéines d’intérêts ou même 

d’y renoncer. 

La co-expression offre une alternative à ce problème en proposant d’exprimer des 

partenaires d’interactions sous la forme d’une entité moléculaire unique lors de la purification. 

Ainsi, des régions de protéines présentant une flexibilité élevée ou des caractères hydrophobes 

importants pourront être stabilisées par la présence de leur partenaire. La co-expression 

permet également de respecter la stœchiométrie des complexes évitant ainsi des assemblages 

fortuits dans le mélange de protéines concentrées lors des dernières étapes de préparation des 

échantillons. Enfin, l’expression d’une seule protéine porteuse de l’étiquette et de ces 

partenaires de façon native conduit à une purification relativement simplifiée et plus rapide. 

La chromatographie d’affinité couplée à une étape d’élution par protéolyse dirigée permet 

après une chromatographie d’exclusion de taille l’obtention d’un échantillon de grande pureté 

tout en restant dans des conditions de purification non dénaturante, conditions imposées pour 

le maintien du complexe. 

Malgré cette avancée technique remarquable, il arrive que des complexes observés par 

des procédés d’extraction in vivo comme les immunoprécipitation (IP) ou les IP-SILAC 

(« stable isotope labeling of amino acids in cell culture ») ne peuvent pas être obtenus, même 

par co-expression. L’absence d’un partenaire, autre que protéique, peut être à l’origine de 

l’absence de la formation du complexe. Il ne faut pas oublier que les protéines que nous 

étudions forment une structure ribonucléoprotéique : les RNP à boîtes C/D. La composante 

nucléique y est donc très importante. Une des possibilités de l’absence de formation de 

certains complexes pourrait être l’absence de cette composante nucléique. La synthèse in vitro 

des ARN reste à l’heure actuelle un défi pour les études structurales à cause des contraintes 

d’homogénéité et de pureté imposées. Des systèmes d’expression dans le système hétérologue 

E. coli ont été développés ces dernières années (Ponchon et al., 2009; Ponchon & Dardel, 

2011) afin de palier à ces problèmes. Ces systèmes font appel à l’utilisation d’un ARN stable 

dans la cellule bactérienne : les ARNt. Le principe est d’insérer l’ARN cible au sein de la 

boucle anticodon d’un ARNt « scaffold », utilisant ainsi les caractéristiques de stabilité et 

d’expression de cet ARNt au sein de la cellule. L’insertion d’un aptamère capable de se lier à 

une autre molécule comme le Séphadex permettra de purifier la molécule chimérique comme 

l’on ferait avec une protéine porteuse d’une étiquette d’affinité. L’une des difficultés de cette 

approche reste l’élution ou la séparation de l’ARN d’intérêt de son ARNt « scaffold ». En 

effet, il n’existe pas ou peu d’enzyme capable d’hydrolyser une liaison phosphodiester à un 
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site spécifique comme le font les protéases pour les liaisons peptidiques. L’utilisation de la 

RNAse H apporte une solution à ce problème mais son utilisation et sa mise en œuvre reste 

délicate et très coûteuse. En effet, elle nécessite l’utilisation de longs oligodésoxynucléotides 

qui s’hybrideront à une séquence précise de l’ARN pour former un hétéroduplexe, le substrat 

de la RNAse H. L’obtention de tels oligodésoxynucléotides en grande quantité et à tel niveau 

de pureté ainsi que leur recyclage reste onéreux et complexe. De plus, la précision de la 

position et la reproductibilité de l’hydrolyse de la liaison phosphodiester de l’ARN cible par 

la RNAse H ne sont pas assurées. 

Le passage par un ARNt « scaffold » est une réponse au problème de la rapide 

dégradation des ARN « non protégés » chez E. coli. Une autre solution serait de mimer un 

ARNm avec sa coiffe mais là encore la mise en œuvre d’une telle stratégie resterait 

fastidieuse. L’utilisation des protéines partenaires de l’ARN d’intérêt dans le repliement et la 

protection de celui-ci pourrait apporter une solution. La co-expression au sein d’une même 

cellule des partenaires protéiques et nucléiques permettrait de former des complexes qui ne 

s’établiraient pas en absence d’ARN mais aussi de protéger cet ARN par la formation d’une 

particule. Nous parlerions alors de co-expression ARN-protéines. Même si la mise en place 

d’un tel système reste un challenge, les bénéfices dans l’étude structurale de tels complexes 

ribonucléoprotéiques seraient immenses. 
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CHAPITRE 2 

La machinerie d’assemblage des snoRNP à boîtes C/D : rôle de la protéine Hit1p 

1 Etude structurale sur le complexe Snu13p/Rsa1p/Hit1p 

1.1 Production du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p 

Le résultat de la purification du complexe Snu13p/Rsa1p (231-381)/Hit1p (Résultats 

& Discussions, Chapitre 1, paragraphe 2.6) étant très concluant, nous avons entrepris sa 

production et sa purification à plus grande échelle afin de réaliser des cribles de 

cristallogenèse. Nous avons conservé les deux étapes de purification, d’abord sur la résine 

TALON™ retenant les protéines contenant un enchaînement d’histidines et ensuite par 

chromatographie d’exclusion de taille. Lors de la fixation sur la résine TALON™, nous avons 

toujours utilisé une faible quantité de résine afin d’accroitre la compétition entre la protéine 

portant l’étiquette et les contaminants protéiques d’E. coli. Ceci nous a permis d’obtenir une 

fixation plus spécifique et de limiter les contaminants protéiques à éliminer lors des étapes 

suivantes. La figure 82 représente les résultats obtenus lors des différentes étapes de 

purification à grande échelle du complexe hétérotrimérique. L’analyse en spectrométrie de 

masse réalisée sur le complexe His-Snu13p/Rsa1p (231-381) montrait une dégradation de 

l’extrémité C-terminale de la protéine Rsa1p (Résultats, Chapitre 1, paragraphe 2.3.2). La 

région codant le sous-fragment sans la partie C-terminale a été clonée pour produire le 

domaine correspondant de Rsa1p (231-375). Dans le profil de fractionnement des protéines 

lors de la chromatographie d’exclusion de taille, nous détections très fréquemment un pic 

correspondant à la protéine Snu13p non complexé (Figure 82), ceci du fait que Snu13p qui 

portait l’étiquette 6xHis, était présente en plus grande quantité que Rsa1p après élution du 

complexe fixé sur la résine TALON™.  

Afin de caractériser les propriétés du complexe en vue de réaliser une étude par 

cristallographie, nous avons entrepris une analyse par une approche de D.L.S. ou « Dynamic 

Light Scattering » (diffusion dynamique de la lumière) du complexe hétérotrimérique dans 

différents tampons ceci en faisant varier le pH mais aussi la concentration saline et la 

température. Cette technique permet d’obtenir des informations sur le rayon hydrodynamique 
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(« Z-Average ») des molécules de l’échantillon mais aussi d’évaluer leur hétérogénéité (PDI 

ou « PolyDispersity Indice »). L’approche de diffusion dynamique de la lumière repose sur la 

variation de l’intensité de la lumière diffusée par le mouvement Brownien des particules en 

solution. Ces variations sont mesurées aux petits angles et au cours du temps. Le faible 

volume de l’échantillon (12 µl) et la possibilité de l’étudier sur une large gamme de 

concentration et à différentes températures font du D.L.S. une technique biophysique de choix 

pour étudier les échantillons destinés à des études structurales. La figure 83 présente les 

résultats de l’analyse du complexe Snu13p/Rsa1p (231-332)/Hit1p à 12 mg.ml-1 (soit 0,3 mM) 

en fonction du pH, de la concentration saline et de la température. Il apparait clairement que 

l’homogénéité de ce complexe est optimale à des pH de 6,5 et 7,5. Deux tampons semblaient 

intéressants à utiliser notamment du fait des faibles variations observées en fonction de la 

température : Na PIPES pH 6,5 ; 150 mM NaCl et Na HEPES pH 7,5 ; 300 mM NaCl. Ce 

sont ces deux tampons que nous avons retenus pour la suite du travail. 

A l’issue des différentes purifications réalisées, nous avons pu obtenir des échantillons 

d’une grande pureté avec des concentrations allant de 10 mg/ml à 100 mg/ml. Des tests de 

cristallisation ont alors été entrepris sur ces échantillons. Nous disposons au laboratoire de 12 

kits commerciaux de cristallogenèse, chacun composés de 96 solutions différentes. Ainsi 1152 

conditions de cristallogenèse ont été testées. Ceci a été réalisé par l’utilisation d’un robot 

MOSQUITO® qui permet de préparer des boîtes de cristallogenèse de 96 puits en gouttes 

assises. Néanmoins, malgré tous nos efforts de combinaisons de domaines protéiques et 

d’optimisation de conditions de tampon, aucun cristal n’a pu être obtenu, même sous la forme 

dite  « d’oursins ». La présence de la protéine Snu13p, dont la structure a été résolue par 

cristallographie présente donc des caractéristiques favorables à la cristallogenèse, mais n’a 

pas été suffisante pour générer une nucléation de la formation de cristaux. La nature flexible 

des deux autres partenaires pourrait donc être un frein à la cristallisation de ce complexe. 

1.2 Protéolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p/Hit1p 

Afin de palier à ces problèmes de flexibilité de nos complexes, nous avons mis en 

place, avec l’aide de V. Pena (Max Planck Institute, Göttingen), une stratégie de protéolyse 

ménagée. Cette approche présente les avantages d’un faible coût et d’une mise en œuvre 

rapide. Elle repose sur l’accessibilité aux protéases des régions non structurées ou exposées au 

solvant. En faisant varier le type de protéase, on peut faire varier les sites d’hydrolyse. La 
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Figure 83. Analyse par diffusion dynamique de la lumière du complexe Snu13p/Rsa1p (231-332)/Hit1p. Les échan-

tillons ont été utilisés à une concentration de 12 mg/ml et ont été dialysés contre des tampons dont le pH variait entre 4,5 et 

10,5 et à deux concentrations salines différentes (300 et 150 mM NaCl), puis analysés à 10°C et 20°C. L'absence de résultats 

reflète une précipitation de l'échantillon. 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

1
0

°C

2
0

°C

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

NaCl
150 mM

NaCl
300 mM

Na Acetate
pH 4,5 pH 5,5

Na MES Na Cacodylate
pH 6

Na PIPES
pH 6,5

Na HEPES
pH 7,5 pH 8,5 pH 9,5 pH 10,5

Tris HCl CHES CAPS

P
D

l

Z
- 
A

v
e
ra

g
e

(n
m

)

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 2

- 186 -



première étape fut le choix de l’enzyme, ainsi que de sa concentration, afin de ne pas avoir 

une hydrolyse totale de l’échantillon. 

1.2.1 Choix de l’enzyme et de sa concentration 

Pour mettre au point des conditions de protéolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p 

(231-375)/Hit1p, nous permettant d’éliminer les segments très flexibles, nous avons 

sélectionné quatre enzymes : 

- l’Elastase, qui clive la chaîne peptidique à l’extrémité carbonyle des acides aminés à 

petite chaîne latérale hydrophobe comme la glycine, la valine, la leucine, l’isoleucine 

et tout particulièrement l’alanine. 

- la Carbopeptidase Y, qui dégrade la chaîne peptidique à partir de l’extrémité C-

terminale sans grande spécificité d’acides aminés. 

- l’enzyme Glu-C, une endopeptidase, qui hydrolyse la chaîne peptidique au niveau du 

carboxyl des acides glutamiques et aspartiques 

- la Chymotrypsine, qui hydrolyse la chaîne peptidique à l’extrémité C-terminale des 

résidus phénylalanine, tyrosine et tryptophane (et dans une moindre mesure, des 

résidus leucine, méthionine et histidine) à condition que ces résidus ne soient pas 

suivis d’une méthionine ou d’une proline. 

Nous avons réalisé les essais avec trois concentrations distinctes de chaque enzyme 

comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes. Dans cet essai, le temps d’incubation est 

fixé à 30 minutes et l’hydrolyse a été réalisée à température ambiante. Les résultats obtenus 

sont présentés dans la figure 84A. Dans les cas de l’Elastase et la Carboxypeptidase Y nous 

n’avons observé qu’une très légère hydrolyse du complexe à l’exception de la plus forte 

concentration en Elastase (1:10). Par contre, nous avons pu voir une dégradation partielle du 

complexe avec les enzymes Glu-C et Chymotrypsine et le profil de dégradation évoluait en 

fonction des concentrations utilisées. Nous pouvions notamment voir la dégradation partielle 

dans un premier temps de Rsa1p (231-375), puis celle de Hit1p. Cette observation était en 

accord avec les données sur la flexibilité attendue de ces protéines. La protéine Snu13p qui est 

la seule protéine constituante des snoRNP C/D ne semblait pas être affectée par la présence de 

protéases, confortant l’idée qu’il s’agit d’une protéine nucléatrice stable. Ce qui est en accord 

avec les structures 3D établies pour Snu13p et pour ses homologues 15.5K et L7Ae ou encore 

Nhp2p. L’hydrolyse par l’enzyme Glu-C à la concentration 1:100 conduisait à un clivage  

quasi-total de la protéine Rsa1p (231-375) avec l’apparition de deux bandes de forte intensité, 
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Figure 84. Analyse des produits de la protéolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p par SDS-PAGE 
à 15%. (A) Choix de l'enzyme et de sa concentration. (B) Hydrolyse dans la condition Glu-C 1:100 pendant 0, 5, 10, 20, 30, 

60, 120 et 300 minutes d'incubation.

no
n 

hy
dr

ol
ys

é

Ela
st
as

e 
1:

10

Ela
st
as

e 
1:

10
0

Ela
st
as

e 
1:

10
00

C
ar

bo
xy

pe
pt

id
as

e 
Y
 1

:1
0

C
ar

bo
xy

pe
pt

id
as

e 
Y
 1

:1
00

C
ar

bo
xy

pe
pt

id
as

e 
Y
 1

:1
00

0

10

15

20

25

37

50

75

no
n 

hy
dr

ol
ys

é

G
lu

-C
 1

:1
0

G
lu

-C
 1

:1
00

G
lu

-C
 1

:1
00

0

C
hy

m
ot

ry
ps

in
e 
1:

10

C
hy

m
ot

ry
ps

in
e 
1:

10
0

C
hy

m
ot

ry
ps

in
e 
1:

10
00

10

15

20

25

37

50

75

A

Snu13p

Rsa1p (231-375)

Hit1p

B

10

15

20

25

37

50

75

0 
m

in

5 
m

in

10
 m

in

20
 m

in

30
 m

in

1H 2H 5H

Snu13p

Rsa1p (231-375)

Hit1p

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 2

- 188 -



ayant respectivement des poids moléculaires supérieur et inférieur à celui de la protéine 

Snu13p (Figure 84A). Entre les bandes correspondant à la protéine Hit1p et celle d’un poids 

moléculaire supérieur à la protéine Snu13p, nous n’observions aucune autre bande de protéine 

alors que c’était le cas pour la Chymotrypsine même à la plus faible concentration (1:1000). 

C’est pour cela que la condition Glu-C 1:100 a été retenue afin de réaliser une étude cinétique 

de cette protéolyse du complexe. 

1.2.2 Choix du temps d’incubation 

Comme nous venons de le voir, les conditions d’hydrolyse par la protéase Glu-C à la 

concentration 1:100 semblait conduire à la production de fragments bien définis et stables. 

Afin de déterminer le temps optimal d’incubation du complexe avec l’enzyme, nous avons 

étudié la cinétique de la réaction en prélevant des aliquots après 5, 10, 20, 30, 60, 120 et 300 

minutes d’incubation et nous avons analysé les produits d’hydrolyse par SDS-PAGE (Figure 

84B). Comme observé dans le panneau A, la protéine Rsa1p (231-375) est la première à être 

clivée dès 5 minutes de réaction. Une protéolyse de 20 minutes à température ambiante 

semblait être le meilleur compromis entre une dégradation totale de la protéine Rsa1p (231-

375) et le maintien des protéines Snu13p et Hit1p. 

1.2.3 Fractionnement et analyse par spectrométrie de masse des produits 

d’hydrolyse ménagée  

Afin d’essayer d’identifier les produits de protéolyse obtenus, nous avons réalisé une 

réaction d’hydrolyse dans les conditions sélectionnées précédemment (Glu-C 1 :100) pendant 

20 minutes à température ambiante, ceci en utilisant 1,5 mg de complexe Snu13p/Rsa1p (231-

375)/Hit1p. Les produits de la réaction ont été fractionnés par chromatographie d’exclusion de 

taille (Figure 85), afin de séparer les sous-complexes présents. A l’issu de cette filtration sur 

gel (Superdex 75), les protéines contenues dans les fractions 33, 41 et 46 ont été analysées par 

spectrométrie de masse. 

L’analyse de la fraction 33 a révélé la présence de plusieurs espèces dont les masses 

moléculaires sont données dans la figure 86. Afin d’identifier les espèces A à D, les masses 

moléculaires mesurées ont été comparées aux masses moléculaires théoriques des produits 

potentiels de digestion de chacune des trois protéines du complexe (Figure 86). Cette analyse 

a permis de conclure que : 

- l’espèce A correspond au fragment 317-375 de Rsa1p. 

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 2

- 189 -



  0

 50

100

150

200

mUA
280nm

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 volume de rétention (ml)

1 3 5 7 9 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41 44 47 50 53 56 59 62 65 68 71 74 77 80 83 86 89 92 95 97

 0.00

  0.21

  8.57

  10.30

  11.89

  14.26

  17.76
  20.73   22.56   24.78

50
37

25

20

15

10

50

37

25
20

15

10

A
va

nt
 h

yd
ro

ly
se

A
pr

ès
 h

yd
ro

ly
se

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

50

37

25
20

15

10

50

37

25

20

15

10

565554535251504948474645444342414039
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Figure 86. Analyse par spectrométrie de masse des protéines contenues dans la fraction 33 du fractionnement des 
produits d'hydrolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p par l'enzyme Glu-C (1:100, 20 min). (A) 

Spectre de l’analyse par spectrométrie de masse en conditions non dénaturantes de la fraction 33 en tampon AcNH4 300mM 

pH 7,5. (B) Masses moléculaires théoriques des produits de digestion possible de chacune des trois protéines du complexe. 

Les séquences correspondant à un produit issue de 2, 1 et aucune coupures par la Glu-C sont notées respectivement en verte, 

orange et rouge. Pour chaque masse mesurée, il est proposé une séquence d'un produit d'hydrolyse lorsque cela était possible.
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- les espèces B et C ne pouvaient pas clairement être identifiées car les séquences 

possibles ne correspondent pas à des stricts produits d’hydrolyse par Glu-C. 

- l’espèce D correspondait au fragment C-terminal 44-164 de la protéine Hit1p. 

- l’espèce E (13859.4±1.2 Da) correspondait à la protéine Snu13p non hydrolysée 

(13860.2 Da), 

- l’espèce F (20529.5±1.0  Da) correspondait au complexe formé par les espèces A et D 

(6887,5 + 13643,0 = 20530,5). 

L’analyse de la fraction 41 révélait la présence de deux espèces dont les masses sont 

données dans la figure 87. En accord avec le résultat du gel SDS PAGE (Figure 85), la 

protéine majoritaire dans cette fraction est l’espèce B (13860.7±0.3 Da) correspondant à la 

protéine Snu13p non digérée (13860.2 Da). L’espèce A minoritaire n’a pu être identifiée en 

raison du grand nombre de séquences possibles pour cette petite masse et du fait qu’aucune 

des séquences potentielles ne possèdent deux extrémités qui pouvait être issues de coupures 

par Glu-C. 

L’analyse de la fraction 46 n’a pas permis de détecter d’espèce par manque de signal. 

L’analyse de la fraction 33 nous a donc permis d’identifier deux produits majeurs 

d’hydrolyse par Glu-C, le fragment 317-375 de Rsa1p et le fragment C-terminal 44-164 de la 

protéine Hit1p. Aucun complexe hétérotrimérique n’a été observé dans les analyses par 

spectrométrie de masse en condition non dénaturante bien que la protéine Snu13p ait été 

présente avec les fragments de Rsa1p et Hit1p. Nous en avons conclu que le complexe Rsa1p 

(317-375)/Hit1p (44-164) n’était sans doute pas capable de s’associer à la protéine Snu13p. 

Ce résultat était en accord avec notre absence de détection d’un complexe entre Snu13p et 

Hit1p lors des expériences de co-expression (quatrième série, pistes 111 et 112) et que le site 

de fixation de la protéine Snu13p sur Rsa1p se situe au niveau du domaine 231-266 ((Boulon 

et al., 2008) et manuscrit n° 2). 

Cette étude apportait une information importante : la formation d’un complexe stable 

entre les fragments (317-375) de Rsa1p et (44-164) de Hit1p ce qui n’était pas connu. Nous 

affinions ainsi la définition des domaines d’interaction de ces deux protéines. De plus, ce 

complexe étant le produit d’une protéolyse, on pouvait supposer qu’il présentait peu de 

chaînes flexibles et peu structurés. Nous ne pouvons pas à ce stade éliminer l’hypothèse que 

la présence de Rsa1p (231-374), Hit1p (1-43) et/ou Snu13p soient nécessaire à la formation 

du complexe stable entre Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164). 
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Figure 87. Analyse par spectrométrie de masse de la fraction 41 obtenue par chromatographie d'exclusion de taille 
après protéolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p par l'enzyme Glu-C (1:100, 20 min). Spectre de 

l’analyse par spectrométrie de masse en conditions non dénaturantes dans un tampn AcNH
4
 300mM, pH 7,5).

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 2

- 193 -



Il était intéressant de noter que le domaine 1-43 de la protéine Hit1p, excisé lors de la 

protéolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p correspondait exactement 

au domaine à doigt à Zinc bien caractérisé de cette protéine qui a donné lieu à la famille du 

doigt à Zinc « zf-Hit ». 

Néanmoins, sur la base de ces résultats, nous avons procédé au clonage des régions 

codant ces deux fragments dans les vecteurs de co-expression, afin de produire le complexe 

Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) en grande quantité pour une étude structurale. 

1.3 La production du fragment  de Hit1p (44-164) 

Dans un premier temps, nous avons exprimé et purifié individuellement chaque 

nouveau fragment défini sur la base des résultats de spectrométrie de masse. Le fragment 

Rsa1p (317-375) ne faisait que 59 résidus, ce qui rendait sa purification difficile. Par contre, 

le fragment Hit1p (44-164) plus long était bien exprimé chez E. coli et facilement purifiable. 

Nous avons donc réalisé une purification du domaine 44-164 de la protéine Hit1p et obtenu un 

échantillon de haute pureté à une concentration de 8,45 mg/ml. Cet échantillon a alors été 

dialysé dans le tampon phosphate R.M.N. à différentes concentrations salines (200, 150, 100, 

50 et 0 mM NaCl), puis analysé par D.L.S. afin de déterminer les conditions les plus 

favorables pour son analyse par R.M.N. 

1.3.1 Analyse par DLS du fragment Hit1p (44-164) 

L’approche par D.L.S. nous permettait d’obtenir des informations sur l’homogénéité et 

d’approcher le diamètre moyen du fragment Hit1p (44-164) analysé en fonction des 

conditions salines. Afin de contrôler si le changement de tampon (et/ou salinité) n’avait pas eu 

d’effet déstructurant sur la conformation de la protéine, nous avions également analysé un 

échantillon dans le tampon de la chromatographie d’exclusion de taille, dernière étape de la 

purification. Il s’agissait de l’échantillon dans le tampon Tris-HCl 10 mM, pH 8 ; NaCl 150 

mM. Les autres échantillons correspondaient au tampon R.M.N. soit un tampon phosphate 10 

mM, pH 6,6 avec différentes concentrations salines pour une même concentration de protéine 

(8,45 mg/ml). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 88. Nous constations que le 

sel n’influence que très peu l’homogénéité de l’échantillon comme en témoigne la faible 

variation de l’indice PDI. Par contre nous avons aussi constaté qu’après congélation à -80°C, 

ces mêmes échantillons présentaient une valeur d’indice PDI doublée indiquant que ces 

échantillons supportaient assez mal la congélation. Nous constations par ailleurs que l’indice 
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Figure 88. Analyse par diffusion dynamique de la lumière de la protéine Hit1p (44-164). La concentration des protéines 

des  échantillons utilisés était de 8,45 mg/ml. Ils avaient été dialysés contre des tampons Phosphate 10 mM, pH 6,6 contenant 

différentes concentrations en sel (200, 150, 100, 50 et 0 mM NaCl) et ont été analysés à deux températures (15°C et 20°C). 

Deux échantillons ont été congelés à l'azote liquide, stockés à -80°C, puis décongélés pour tester l'effet de la congélation sur 

la conformation de la protéine ( échantillon "15°C après -80°C").
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du rayon hydrodynamique de la protéine était élevé  pour une protéine de cette taille (environ 

15 nm). Cela suggérait une multimérisation de la protéine, une agrégation ou qu’elle soit 

complètement ou partiellement dépliée. Pour choisir entre ces hypothèses, nous avons réalisé 

une analyse par S.L.S. 

1.3.2 Analyse par S.L.S. 

L’approche S.L.S. (« Static Light Scattering ») ou diffusion statique de la lumière est 

basée sur la diffusion de la lumière par les molécules. Elle permet de calculer la masse 

moléculaire moyenne d’une macromolécule. Dans notre cas, l’analyse de la protéine Hit1p 

(44-164) a clairement montré une multimérisation de la protéine avec un profil de 

chromatographie d’exclusion de taille, d’index de réfraction et de R.A.L.S. (« Right Angle 

Light Scattering ») multimodale (Figure 89). De plus, même si la présence de pics multiples 

perturbait le calcul de la masse moléculaire, la valeur très élevée que nous avions obtenue 

(plus de 300 000 Da) montrait aussi que la protéine multimérisait ou s’agrégeait. 

1.3.3 Analyse par R.M.N. 

En parallèle de ces études, un échantillon du fragment Hit1p (44-164) a été analysé par 

R.M.N.  

Nous avons réalisé une expérience 2D HSQC (« Heteronuclear single quantum 

coherence ») 1H-15N. Ce type d’expérience permet de corréler chaque azote avec le ou les 

hydrogènes qui lui sont liés covalemment. On peut ainsi établir une empreinte des 

groupements NH (i.e. amide de la chaîne principale et amine primaire des chaînes latérales) 

d’une protéine, à l’exception des prolines (dont l’azote ne porte aucun hydrogène) et du résidu 

N-terminal (l’hydrogène de la fonction amine étant labile et s’échangeant avec l’eau). 

Schématiquement, un spectre HSQC 1H-15N fournit une tâche de corrélation ou « pic » par 

résidu et reflète l’état de repliement d’une protéine. Une protéine structurée est caractérisée 

par des taches de corrélation bien dispersées. 

Le spectre HSQC 15N-1H obtenu pour le fragment Hit1p (44-164) montrait clairement 

l’agrégation de la protéine ou tout du moins sa multimérisation (Figure 90). En effet, le 

nombre de tâches de corrélation visibles devrait être de 123 pour une protéine de 125 résidus 

(présence de deux prolines) et leur dispersion spectrale se situait dans une gamme allant de 

7,7 à 8,5 ppm ce qui est caractéristique d’une conformation étendue. 
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Figure 89. Analyse par diffusion statique de la lumière de la protéine Hit1p (44-164). La concentration en protéine de 

l'échantillon était de 100 µM dans un tampon Hepes 10 mM, pH 7,5 ; NaCl 150 mM. L'analyse à été réalisée à température 

ambiante. (A) Profil de la chromatographie d'exclusion de taille (SHODEX KW 8025) précédent l'analyse par S.L.S. (B) 

Superposition des profils d'absorbance des ultra-violets (profil SHODEX) en violet, de l'indice de réfraction en rouge et du 

R.A.L.S. en vert en fonction du volume de rétention. (C) Superposition de l'indice de réfraction et du logarithme de la masse 

moléculaire en fonction du volume de rétention.
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Figure 90. Etude par R.M.N. de la protéine Hit1p (44-164). (A) Séquence du fragment Hit1p (44-164) étudié. Les acides 

aminés en rouge sont rajoutés par la construction réalisée dans le vecteur pnEA-3CH. (B) Spectre 15N-1H TROSY 

("Transverse Relaxation Optimized Spectroscopy")-HSQC de la protéine Hit1p (44-164) à 288°K. La protéine a été utilisée 

à une concentration de 9,8 mg/ml (0,7 mM) dans du tampon phosphate 10 mM, pH 6,5; NaCl 150 mM.
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Les analyses par D.L.S., S.L.S. et R.M.N. de la protéine Hit1p (44-164) produite seule 

montraient clairement qu’elle s’agrégeait dans les conditions utilisées même si elle gardait ses 

capacités de fixation à la résine TALON™ et de clivage par la PreScission ainsi que de 

solubilité. Ceci peut donc confirmer des résultats d’expériences de double hybride réalisées 

par B. Rothé (communication personnelle) qui montraient que la protéine Hit1p est capable 

d’interagir avec elle-même. 

1.4 Le complexe Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) 

Aussi bien Rsa1p (317-375) que Hit1p (44-164) posaient donc des problèmes de 

purification et d’agrégation lorsqu’elles sont produites individuellement. La co-expression des 

protéines Rsa1p, Hit1p et Snu13p suivie d’une protéolyse s’étant avérée être un moyen de 

produire le complexe Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) sous forme soluble, nous avons testé si 

la co-expression de ces deux fragments de protéines permettait de produire le complexe qu’ils 

forment sous forme soluble. Ce test s’est avéré positif, la co-expression de deux fragments 

suivie du fractionnement par chromatographie d’exclusion de taille du matériel après 

hydrolyse par la PreScission protéase directement sur la résine TALON™ nous a permis de 

montrer que les domaines 317-375 de Rsa1p et 44-164 de Hit1p s’associent de façon stable et 

stœchiométrique en absence de la protéine Snu13p et des domaines 231-316 de Rsa1p et 1-43 

de Hit1p (Figure 91). Le doigt à Zinc de la protéine Hit1p ne joue donc pas un rôle dans cette 

interaction. 

1.4.1 Analyse par DLS 

Afin d’identifier la concentration saline optimum pour étudier le complexe Rsa1p 

(317-375)/Hit1p (44-164) par diffraction des rayons X, nous avons réalisé une étude par 

D.L.S. Les résultats obtenus (Figure 92) révèlent un rayon hydrodynamique du complexe 

entre 6 et 7 nm, ce qui semble en adéquation avec le complexe de 21 kDa formé par Rsa1p 

(317-375) et Hit1p (44-164) contrairement à celui que nous avions observé lorsque Hit1p était 

exprimé seul (paragraphe 1.3.1). De plus en présence de 100 mM NaCl, l’hétérogénéité du 

complexe était inférieure à 10% (Figure 92), ce qui est favorable pour une cristallisation du 

complexe. 

1.4.2 Analyse par S.L.S. 

Malgré de très bonnes données de D.L.S., la faible taille des protéines, notamment 

celle de Rsa1p (317-375) ne permettait pas de déterminer avec certitude la stœchiométrie du 
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Figure 91. Purification préparative du complexe His-Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) doublement marqué 15N 1H. (A)  Analyse par SDS-PAGE des protéines contenues 

dans les fractions des premières étapes de purification. (B) Fractionnement par chromatographie d'exclusion de taille du complexe après hydrolyse par la PreScission protéase et 

analyse par SDS-PAGE des fractions correspondantes aux différents pics.
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Figure 92. Analyse par diffusion dynamique de la lumière du complexe Hit1p (44-164)/Rsa1p (317-375). La concentra-

tion du complexe était de 12 mg/ml et avait été dialysés contre un tampon Hepes 10 mM, pH 7,5 à différentes concentrations 

salines (300, 150, 100, 50 et 0 mM NaCl) avant son analyse à 20°C. Deux échantillons avaient été congélés dans l'azote 

liquide, stockés à -80°C, puis décongélés pour analyser l'effet de la congélation sur la conformation des protéines ( échan-

tillon "après -80°C").
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complexe. Pour la déterminer, nous avons procédé à une analyse S.L.S. du complexe (Figure 

93). Un seul pic était détecté après la chromatogrphie d’exclusion de taille (Figure 93). Ce qui 

confirmait l’homogénéité de la population. De plus, les très bonnes données de réfraction et 

de R.A.L.S. permettaient d’estimer avec précision, la masse moléculaire moyenne du 

complexe à 19 kDa ce qui correspondait bien à un complexe Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) 

avec une stœchiométrie de 1:1. 

Sur la base de l’ensemble de ces analyses, nous avions décidé de débuter l’analyse du 

complexe Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) en tentant à la fois une analyse par 

radiocristallographie et une analyse par R.M.N.. 

1.4.3 Tests de cristallisation 

L’utilisation du robot MOSQUITO® nous avait permis de tester plus de milles 

conditions de cristallisation par échantillon. Nous avions utilisé des échantillons à 20, 60 et 

185 mg/ml soit respectivement à des concentrations de 1, 3 et 9 mM pour réaliser les tests de 

cristallisation. Mais malgré tous nos efforts (tests de température, absence de sel dans 

l’échantillon) aucun cristal de protéine n’a pu être obtenu à ce jour. 

1.4.4 Etude par R.M.N. 

La masse moléculaire calculée du complexe étant de 19 kDa (185 résidus), une étude 

par R.M.N. était possible. Pour cela, nous avons donc réalisé une production et une 

purification du complexe Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) doublement marqué 15N/13C. Nous 

avons ainsi obtenu un échantillon de haute pureté à 0,97 mM. La production était donc bonne 

malgré l’utilisation d’un milieu minimum pour le marquage isotopique 15N et 13C. Afin de 

tester l’influence des sels sur le repliement des protéines, des spectres 15N-1H TROSY-HSQC 

ont étés enregistrés en présence de 150 mM et sans NaCl (Figure 94). 

Les spectres obtenus en présence et en absence de NaCl étaient superposable indiquant 

que le complexe était peu sensible aux variations de concentrations en sel. Nous avons donc 

réalisé l’ensemble des expériences de R.M.N. à une concentration saline de 150 mM, 

concentration minimale pour réaliser la chromatographie d’exclusion de taille, ce qui 

permettait d’éviter une dialyse avant l’analyse par R.M.N. A son arrivé au laboratoire, Marc 

Quinternet (IR, CNRS) a repris l’étude par R.M.N. de ce complexe car le spectre 15N-1H 

HSQC que nous avons obtenu semblait satisfaisant. 
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Figure 93. Analyse par diffusion statique de la lumière du complexe Hit1p (44-164)/Rsa1p (317-375). Le complexe était 

à une concentration de 261 µM dans le tampon Hepes 10 mM, pH 7,5 ; NaCl 150 mM et analysé à température ambiante. (A) 

Profil de la chromatographie d'exclusion de taille (SHODEX KW 8025) précédent l'analyse par S.L.S. (B) Superposition des 

profils d'absorbance aux ultra-violets (profil SHODEX) en violet, de l'indice de réfraction en rouge et du R.A.L.S. en vert en 

fonction du volume de rétention. (C) Superposition de l'indice de réfraction et du logarithme de la masse moléculaire en fonc-

tion du volume de rétention.

A

B C

  0

100

200

300

400

500

600

700

mUA
280nm

0.0 5.0 10.0 15.0 volume de rétention (ml)

  8.08

Indice de Réfraction Ultra Violet

Right Angle Light Scattering

-1.16

83.99

169.14

254.29

339.44

424.59

509.74

594.89

680.04

765.19

850.34

935.49

1020.64

1105.79

1190.94

1276.09

1361.24

1446.39

1531.54

1616.69

1701.84

1786.99

1872.14

1957.29

2042.44

2127.59

2212.74

2297.89

In
d

ic
e

 d
e
 R

é
fr

a
c
ti
o
n

 (
m

V
)

29.89

33.73

37.57

41.41

45.25

49.09

52.93

56.78

60.62

64.46

68.30

72.14

75.98

79.82

83.66

87.50

91.34

95.19

99.03

102.87

106.71

110.55

114.39

118.23

122.07

125.91

129.75

133.59

R
ig

h
t 
A

n
g

le
 L

ig
h

t 
S

c
a

tt
e

ri
n

g
 (

m
V

)

Volume de Rétention (mL)
7.00 7.57 8.14 8.71 9.29 9.86 10.43 11.00 11.57 12.14 12.71 13.29 13.86 14.43 15.00

1,0

2292,0

59,0

118,0

177,0

236,0

295,0

354,0

413,0

472,0

531,0

590,0

649,0

708,0

767,0

826,0

885,0

944,0

1003,0

1062,0

1121,0

1180,0

1239,0

1298,0

1357,0

1416,0

1475,0

1534,0

1593,0

1652,0

1711,0

1770,0

1829,0

1888,0

1947,0

2006,0

2065,0

2124,0

2183,0

2242,0

R
é
p
o
n
s
e
 d

e
 l
'In

d
ic

e
 d

e
 R

é
fr

a
c
ti
o
n
 (

m
V

)

4,000

5,000

4,100

4,200

4,300

4,400

4,500

4,600

4,700

4,800

4,900

L
o

g
 M

a
s
s
e
 M

o
lé

c
u
la

ir
e

7,70 9,30

Volume de Rétention (mL)
7,8 7,9 8,0 8,1 8,2 8,3 8,4 8,5 8,6 8,7 8,8 8,9 9,0 9,1 9,2

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 2

- 203 -



Figure 94. Analyse par R.M.N. du complexe Rsa1p (317-375)/Hit1p (44-164) à 299K dans un tampon phosphate 10 mM, 

pH 6,8. Superposition des spectres 15N-1H TROSY-HSQC du complexe à 150 mM NaCl (rouge) et 0 mM NaCl (bleu).
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En fait, la poursuite des expériences R.M.N. sur le complexe, a permis rapidement de 

mettre en évidence la présence de régions flexibles donnant lieu à des pics très intenses et 

souvent superposés les uns sur les autres, ce qui rendait l’attribution difficile. Afin d’obtenir 

un gain de résolution et de sensibilité au niveau des signaux R.M.N., des expériences ont étés 

réalisées sur un spectromètre à 800 MHz et un échantillon triplement marqué 15N/13C/2H 

deutéré à 50% a été produit. Sur la base de l’attribution partielle réalisée, une analyse des 

déplacements chimiques des résidus par le logiciel TALOS+ (Shen et al., 2009) et une 

prédiction de la structure secondaire par le logiciel PsiPred (Jones, 1999), un modèle de 

structuration secondaire du complexe a pu être proposé. Ceci a confirmé le fait que certaines 

régions du complexe possèdent un degré important de flexibilité. En particulier les régions 

44-69 de la protéine Hit1p et 353-375 de la protéine Rsa1p. Il est intéressant de noter que ces 

résultats recoupaient les informations obtenus par l’analyse en spectrométrie de masse des 

produits de protéolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p (Résultats & 

Discussions, Chapitre 2, paragraphe 1.2.3, figure 85). En effet, lors de cette analyse nous 

avions détecté une hydrolyse probable de la protéine Rsa1p au niveau du résidu 348 et la 

production du fragment 69-164 de la protéine Hit1p avait été proposée pour expliquer 

l’espèce B observée (Figure 86B). 

Sur la base de ces résultats, il a été décidé de continuer l’étude par R.M.N. en 

produisant le complexe Rsa1p (317-352)/Hit1p (70-164) qui s’est aussi avéré soluble et dont 

le poids moléculaire était tout particulièrement adapté à une étude structurale par R.M.N. 

L’ensemble des expériences nécessaires à l’attribution de la chaîne principale, des chaînes 

latérales mais aussi à l’établissement des contraintes NOEs ont été enregistrées et M. 

Quinternet réalise actuellement son attribution. Les bases moléculaires de l’interaction mise 

en place entre les protéines Rsa1p et Hit1p, impliqués dans la biogenèse des snoRNP à boîtes 

C/D, devraient donc être prochainement identifiées. 

1.5 La protéolyse ménagée en présence du snoRNA U3 

En utilisant le complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p que j’avais produit, B. Rothé 

avait pu montrer l’association de ce complexe au snoRNA U3. Notre équipe avait déjà montré 

que par sa capacité de fixation aux motifs en « K-turn », la protéine Snu13p se lie aux couples 

de boîtes B/C et C/D du snoRNA U3 (Marmier-Gourrier et al., 2003). J’avais montré que 

l’interaction de Snu13p à l’ARN n’abolissait pas son interaction à Rsa1p comme nous le 

verrons plus loin. La fixation du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p au snoRNA U3 
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montrait que l’association de Snu13p à l’ARN n’empêchait pas non plus l’association de 

Hit1p à Rsa1p dans le complexe à trois partenaires. Néanmoins il était intéressant de savoir si 

la présence de l’ARN pouvait changer la conformation du complexe. Pour cela j’avais utilisé 

l’approche de protéolyse ménagée. Nous avions réutilisé les mêmes conditions d’hydrolyse 

par les protéases qu’en absence d’ARN. 

 Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 95. Le complexe Snu13p/Rsa1p 

(231-375)/Hit1p a été incubé avec différentes protéases à différentes concentrations (comme 

précisé au paragraphe 1.2) en absence et en présence de l’ARN ceci avec un ratio 

ARN/complexe de 1:1. L’ARN utilisé correspondait au snoRNA U3 ∆2,3,4 qui est 

fonctionnel in cellulo (Cléry et al., 2007; Marmier-Gourrier et al., 2003). Nous retrouvions 

des profils d’hydrolyse très similaires à ceux obtenus en absence d’ARN. Néanmoins un point 

intéressant était à noter : après hydrolyse par Glu-C (1:100 et 1:1000) nous observions moins 

de clivage de Rsa1p qu’en absence d’ARN. Donc au sein du complexe hétérotrimérique, 

Rsa1p doit établir un ensemble de contacts sans doute non spécifiques avec l’ARN expliquant 

sa protection partielle. D’ailleurs, B. Rothé a observé en complément une protection de 

l’ARN par la protéine Rsa1p (231-375) lors d’expériences d’empreintes. 

Il pourrait donc être intéressant de poursuivre l’étude structurale du complexe 

Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p en y ajoutant une composante ARN. 

2 Etude fonctionnelle sur les complexes Snu13p/Rsa1p/Hit1p et 

Rsa1p/Hit1p 

2.1 Présentation des travaux décrits dans le manuscrit n°1 et de ma 

participation aux travaux 

Les complexes que nous avons décrits dans le premier chapitre des résultats et la 

première partie de ce chapitre, Snu13p/Rsa1p (qui fera l’objet d’une description plus 

approfondie dans le chapitre 3), Rsa1p/Hit1p et Snu13p/Rsa1p/Hit1p ont été utilisés par B. 

Rothé pour réaliser des études fonctionnelles. Il faut noter que jusque-là, Hit1p n’avait été 

décrite que comme interagissant avec Rsa1p dans un crible de double hybride à haut débit (Ito 

et al., 2001), sa fonction dans l’assemblage des snoRNP C/D était inconnue. 
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Figure 95. Protéolyse ménagée du complexe Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p en présence et en absence du snoRNA U3. 
Les produits d'hydrolyse ont été fractionnés par SDS-PAGE à 17,5%. Les complexes ARN/protéines ont été formés à un ratio 

ARN/complexe de 1:1. 

Rsa1p (231-375)
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Les données que nous venons de décrire suggéraient que son action passait par 

l’interaction que nous avons détecté avec Rsa1p. B. Rothé a commencé par réaliser des tests 

de co-purification de protéines avec Rsa1p à partir d’un extrait de levure exprimant la 

protéine Rsa1p-TAP, cela a permis de montrer par spectrométrie de masse que les protéines 

Rsa1p et Hit1p étaient associées de manière stable in vivo et que la protéine Hit1p pourrait 

jouer un rôle de co-facteur de la protéine Rsa1p. Les travaux de B. Rothé montraient en effet 

que la protéine Hit1p est nécessaire pour maintenir le taux de Rsa1p dans la cellule et que 

Hit1p s’associe avec les précurseurs du snoRNA U3 sans pour autant être détecté avec la 

forme mature de cet ARN. Par la recherche de mutants de levure conduisant à une létalité, B. 

Rothé a montré que les délétions des gènes de RSA1 ou HIT1 en présence d’une délétion du 

gène PIH1 conduisait toute les deux à un phénotype létal. Ce qui renforce l’idée d’un lien 

fonctionnel entre ces deux protéines. Une possibilité était qu’elles participaient à une même 

fonction essentielle de la cellule au sein d’un même complexe. Grâce aux conditions que nous 

avions développées pour la production chez E. coli des protéines Snu13p, Rsa1p, Hit1p et 

Nop58p et de leurs complexes et à partir de l’utilisation de protéines recombinantes obtenue à 

partir d’un extrait d’E. coli S30, B. Rothé a pu montrer la formation de complexes entre 

Nop58p et les complexes que nous avions purifiés Snu13p/Rsa1p (231-375), Rsa1p (231-

375)/Hit1p et enfin Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p. Ce qui était en accord avec les données 

de co-expression (Chapitre 1 Résultats & Discussion, paragraphe 2.1.2, pistes 60, 62 et 63).  

La caractérisation des propriétés d’interaction de Hit1p avec Rsa1p, les domaines 

d’interaction des deux protéines que j’avais mis en évidence ainsi que la formation du 

complexe tripartite Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p que j’ai identifié sont décrits dans le 

manuscrit suivant dont je suis troisième auteur. Les propriétés fonctionnelles de ces protéines 

et leurs complexes ont été étudiés par B. Rothé et J.M. Saliou a réalisé les analyses par 

spectrométrie de masse. 

2.2 Manuscrit n°1 
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ABSTRACT 
Biogenesis of box C/D small nucleolar ribonucleoprotein particles (snoRNPs) relies on 
conserved trans-acting factors, which are proposed to facilitate the assembly of the core 
proteins Snu13p, Nop58p, Nop56p, and Nop1p/Fibrillarin on box C/D small nucleolar 
RNAs (snoRNAs). In the yeast assembly machinery, protein Rsa1 acts as a platform for 
direct interaction with the RNA-binding core protein Snu13, and with protein Pih1, 
which forms the R2TP complex by association with the Hsp82-adaptor Tah1p and the 
two helicases Rvb1p, Rvb2p. Here, we identified by a proteomic-based approach protein 
Hit1 as a novel Rsa1p-interacting partner, and we show it is required to maintain 
steady-state levels of Rsa1p and box C/D snoRNAs. Moreover, we found presence of 
Hit1p with the other known assembly factors on precursors of U3 box C/D snoRNA, and 
observed that synthetic lethality arises upon combination of null mutants for RSA1 and 
PIH1 genes, or HIT1 and PIH1 genes, but not for RSA1 and HIT1 genes. Moreover, core 
protein Nop58 is shown here to directly interact in vitro with purified Rsa1p-Hit1p 
heterodimer or Snu13p-Rsa1p-Hit1p heterotrimer. Together, our observations conduct 
to classify Hit1p as a new C/D snoRNP assembly factor functionally linked to Rsa1p for 
binding to C/D snoRNP core proteins. 
 
INTRODUCTION 

Ribonucleoprotein particles (RNPs) 
participate in various fundamental functions 
for cell growth and development. In 
Eukarya, snoRNPs (small nucleolar RNPs) 
play essential role during processing of 
ribosomal RNAs (32). These particles are 
divided into two classes, each mediating one 
type of chemical modification on RNA: box 
C/D snoRNPs catalyze ribose 2’-O-
methylation, and box H/ACA snoRNPs 
catalyze conversion of uridine to 
pseudouridine. Furthermore, some snoRNPs 
like C/D snoRNPs U3 and U8 in mammals 
(16), and H/ACA snoRNPs U17 in mammals 
and its yeast homolog snR30 (2, 36) are not 
involved in those chemical modifications but 
in RNA endonucleolytic cleavages during 
pre-rRNA processing. 

Each box C/D snoRNPs arises by the 
association of a box C/D snoRNA (small 
nucleolar RNA) with a common set of four 

core proteins called Snu13p, Nop1p, 
Nop56p, and Nop58p in yeast 
Saccharomyces cerevisiae (respectively, 
15.5K, Fibrillarine, NOP56, and NOP58 in 
human) (28, 29, 51). Snu13p and 15.5K 
belong to the L7Ae family of RNA binding 
proteins whose members are components of 
several essential RNPs. Snu13p and 15.5K 
are present in C/D snoRNPs (51), in the RNP 
assembled on the snoRNA U3-specific boxes 
B and C (8), and in the U4 small nuclear 
ribonucleoprotein particle (U4 snRNP) 
involved in pre-mRNA splicing (37, 51). 
Nhp2 is the L7Ae protein present in H/ACA 
snoRNPs (18, 49) and in the H/ACA RNP of 
the vertebrate telomerase complex. 
Cytoplasmic SECIS mRNPs, which are 
involved in selenocystein incorporation in 
vertebrates proteins, contain the L7Ae 
protein SBP2 (1, 7, 9, 25, 51). The L7Ae 
family of proteins share a common RNA 
binding domain that specifically recognizes 
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the structural RNA motifs Kink-turn (K-turn) 
and K-loop (23, 48). Initial binding of L7Ae 
proteins on these RNA motifs nucleates 
assembly of RNP by facilitating specific 
recruitment of the other core proteins (8, 46, 
50).  

Biogenesis of nuclear L7Ae RNPs is 
a complex process starting from transcription 
of RNA precursors and their maturation, to 
synthesis and nuclear import of RNP core 
proteins, which are orderly assembled on 
RNA during RNA processing, and finished 
by the delivery of mature RNPs to functional 
sites (32, 53). For snRNPs the process 
includes assembly steps in the cytoplasm for 
review, (39). Several studies highlighted the 
involvement of trans-acting factors during 
RNPs assembly. In the case of snRNPs 
formation, the SMN (Survival Motor 
Neuron) multiprotein complex controls 
cytoplamic assembly steps of the particles. 
Indeed, SMN complex specifically 
recognizes snRNA sequences, and mediates 
the recruitment and the binding of a set of 
Sm proteins to form the Sm-core RNPs (24, 
40). The Naf1 protein facilitates the H/ACA 
snoRNP co-transcriptional assembly by 
interacting with the Cbf5 core protein and 
with the RNA polymerase II CTD (10, 11, 
14, 52). Recently, we and others showed that 
assembly of the L7Ae RNPs requires a set of 
conserved factors (3, 33). These factors will 
be written here as a couple formed by the 
yeast protein and human protein 
(yeast/human). This machinery includes 
Rsa1p/NUFIP, the Hsp82/Hsp90 co-
chaperone R2TP complex composed of the 
AAA+ hexameric helicases Rvb1p/TIP49 
and Rvb2p/TIP48, Tah1p/hSPAGH, and 
Pih1p/hPIH1(NOP17). The Hsp82/Hsp90 
chaperon interacts with the R2TP complex 
through binding to the adaptor Tah1 (3, 33, 
54). 

Rsa1p and NUFIP are believed to 
play a central role in the RNP assembly 
process by interacting simultaneously with 
Pih1p/hPIH1, Rvb1p/hTIP49 and 
Rvb2p/hTIP48, and with the L7Ae family 
members Snu13p/15.5K, Nhp2p/hNHP2, and 
SBP2 (3). In particular, we demonstrated that 

a conserved stretch of 32 amino acids 
designated yPEP in Rsa1p and hPEP in 
NUFIP is dedicated to the interaction with 
proteins Snu13p/15.5K and Nhp2p/hNHP2 
(3), and residues of the protein-protein 
interface were identified (Rothé, Back et al., 
unpublished data). Moreover, based on NMR 
data for yPEP and molecular modeling, we 
proposed a 3D model of the interaction in 
which Rsa1p/NUFIP binds Snu13p/15.5K 
opposite to the RNA binding region 
suggesting that the assembly factor acts as an 
external scaffold during RNP assembly. 
In yeast, the other box C/D core protein 
Nop58 has been shown to be contacted by 
protein Pih1 (15). In a ∆PIH1 mutant lacking 
Pih1p, the C/D core proteins Snu13, Nop1, 
Nop56, and Nop58 accumulate into the 
cytosol and the nucleus (15), and the 
amounts of co-immunoprecipitated core 
proteins are reduced (55). Furthermore, 
Pih1p is closely associated with the low 
molecular weight Tah1 protein (13, 54, 55), 
which contains a TPR domain and acts as co-
factor of the Hsp82 chaperon (54) (Back et 

al., unpublished data). 
This machinery dedicated to RNP 

assembly is based on a complex interaction 
network including activities of helicases and 
chaperons. Data obtained in human indicate 
that Hsp90, in association with the R2TP co-
chaperon complex, participates to the RNP 
assembly process by controlling stability of 
the RNP core proteins (15.5K, NOP58, 
NHP2, SBP2) (3, 55). Furthermore, it has 
been proposed that NUFIP and the 
TIP48/TIP49 helicases facilitate interactions 
between C/D snoRNP components in a 
mechanism regulated by the ATPase activity 
of TIP48/TIP49 (3, 33, 34). Nevertheless, the 
precise mechanism by which the machinery 
assembles RNPs remains poorly understood. 
While protein-protein interactions were 
mapped (3, 13, 55), the in vivo existence of a 
complex formed by association of the full set 
of the identified factors is not settled. 
Moreover, data on interactions between 
R2TP and intermediates of the snoRNP 
biogenesis are lacking. Furthermore, the list 
of assembly factors could still be incomplete 
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and additional factors may participate in the 
RNP assembly. 

In this work, we set out to 
characterize complexes containing TAP-
tagged Rsa1 and Pih1 proteins. Proteomic 
analysis of immunoprecipitated complexes 
indicates that Rsa1p is not stably associated 
with R2TP, but co-purifies with the Hit1 
protein. Here we show that Hit1p is 
physically and functionally linked to Rsa1p, 
and that it represents an additional factor of 
the C/D snoRNP assembly machinery. 
Moreover, we purified protein complexes 
containing the core protein Snu13 associated 
with the Rsa1p-Hit1p heterodimer. We show 
that this heterotrimer interacts with the other 
core box C/D snoRNP protein Nop58. 
 
MATERIAL & METHODS 
Plasmid constructions. Plasmids were 
manipulated by standard techniques. 
Constructs used for co-expression studies in 
E. coli were obtained by cloning PCR-
amplified fragments between the NdeI and 
BamHI sites of plasmids (pnEA-3CH and 
pnCS) (12). The primers used for PCR 
amplification introduced a NdeI site at the 5’ 
end and a BamHI site at the 3’ end of the 
fragment (Rothé, Back et al., unpublished 
data). The bacterial expression vector pGEX-
6P-1::SNU13 encoding the GST-Snu13p 
fusion protein was already described (31). 
The recombinant pACT2 plasmids 
expressing Gal4-AD-Rsa1p, Gal4-AD-
Rsa1Cter and used for yeast two hybrid (Y2H) 
assays were already described (3). 
Recombinant plasmids pAS2 and pACT2 
expressing respectively Gal4-BD-Hit1p and 
Gal4-AD-HA-Hit1p were obtained by the 
same procedure. Plasmid expressing GFP-
Rsa1p was provided by E. Bertrand (IGM, 
Montpellier, France). 
 
Production of recombinant proteins. The 
recombinant pGEX-6P-1::SNU13 plasmid 
was used to produce Snu13p fused to the 
glutathione S-transferase (GST) (31) in the 
E. coli CodonPlus strain (Novagen©). The 
recombinant GST-Snu13 protein was 
purified from cellular extract under native 

conditions, using Glutathione-Sepharose 4B 
as recommended by the manufacturer (GE 
Healthcare©). The Snu13 protein was 
recovered after overnight cleavage on the 
beads using PreScission protease (GE 
Healthcare©). The cleaved recombinant 
Snu13 protein had two additional amino acid 
residues at its N-terminus (G and P), 
compared to the native protein.  
 
Yeast strains and measurements of RNA 
levels. Wild-type, knock-out, and TAP-
tagged strains used in this study were 
provided by Euroscarf ®. Standard 
techniques were used for growth and 
handling of S. cerevisiae strains. Total RNAs 
were extracted from exponentially growing 
cells (OD600 ~0.8). Northern-blot analyses 
were carried out according to standard 
procedures on 5 µg of total RNAs using as 
probes 5’ 32P-radiolabeled oligodesoxyribo 
nucleotides complementary to RNAs of 
interest. 
 
Synthetic lethal screen by diploid strains 
sporulation and dissection. Diploid strains 
were obtained by cross-breeding on YPD 
plates of simple knock-out haploid strains 
By4741 (MATa) and By4742 (MATα) from 
Euroscarf®. Diploid cells were resuspended 
in 2 mL of liquid sporulation medium (1% 
potassium acetate; 0.05% zinc acetate). 
Sporulation cultures were incubated on a 
roller wheel for 5 days at 25°C, then for 3 
days at 30°C. Cells were finally dissected 
with a micromanipulator (Singer®) and 
separated on YPD plates. Strain genotypes 
were controlled by standard techniques 
including genomic DNA extraction and PCR 
analysis. 
 
Purification of multiprotein complexes by 
protein A selection affinity. S. cerevisiae 
strains SC4186 (TAP-RSA1), SC3760 (TAP-
HIT1), and SC3165 (TAP-PIH1) expressing 
TAP-tagged proteins, as well as the untagged 
strain BY4741, were grown at 30°C in YPD 
to OD600~0.8-1. Protein A purifications were 
performed in breaking buffer (100 mM 
NaCl, 8% glycerol, 0.1 mM DTT, 100mM 
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Tris-HCl, pH8) from cells representing 2500 
units of OD600 of the culture (43). Total 
cellular extracts were incubated for 12 hours 
at 4°C with IgG-Sepharose beads (Sigma-
Aldrich®). Beads were then washed in 
Mobicol “classic” columns (MoBiTec®) 
with washing buffer (100 mM NaCl, 0.1% 
IGEPAL, 0.1mM DTT, 20 mM Tris-HCl, pH 
7.4). After TEV cleavage, eluted proteins 
were separated by SDS–PAGE and stained 
with Coomassie Blue. 
 
Mass Spectrometry-based Proteomic 
analysis. In gel digestion of SDS-PAGE gel 
slices was performed as previously described 
(35). The resulting peptide extracts were 
analyzed by nanoLC-MS/MS on a 
nanoACQUITY Ultra-Performance-LC 
(UPLC, Waters, Milford, UK) coupled to a 
SYNAPT HDMS G1 hybrid quadrupole-
time-of-flight mass spectrometer (Waters, 
Milford, UK) equipped with a Z-spray ion 
source and a lock mass system. Peptide 
mixtures were loaded on a Symmetry C18 
trap precolumn (180 µm inner diameter × 20 
mm, particle size 5 µm; Waters, Milford, 
UK) and peptides were separated on a 
ACQUITY UPLC® BEH130 C18 column, 
75 µm x 200 mm, 1.7 µm particle size 
(Waters, Milford, UK). The solvent system 
consisted of 0.1 % formic acid in water 
(solvent A) and 0.1 % formic acid in 
acetonitrile (solvent B). Trapping was 
performed during 3 min at 5 µL/min with 99 
% of solvent A and 1 % of solvent B. Elution 
was performed at a flow rate of 400 nL/min, 
using 1-50 % gradient (solvent B) over 35 
min at 45°C followed by 65 % (solvent B) 
over 5 min. Parameters of the mass 
spectrometer were set as follows: the 
capillary voltage was set to 3500 V and the 
cone voltage to 35 V. Mass calibration of the 
TOF was achieved using [Glu1]-
fibrinopeptide B (GFP) over the m/z range 
50-2000 in the positive ion mode. Online 
correction of this calibration was achieved 
using lock-mass on product ions derived 
from the [Glu1]-fibrinopeptide B (GFP). The 
ion (M+2H)2+ at m/z 785.8426 is used to 
calibrate MS data and the fragment ion 

(M+H)+ at m/z 684.3469 is used to calibrate 
MS/MS data during the analysis. For tandem 
MS experiments, the system was operated 
with automatic switching between MS and 
MS/MS modes. The 4 most abundant 
peptides, preferably doubly and triply 
charged ions, were selected on each MS 
spectrum for further isolation and CID 
fragmentation. MS/MS fragmentation was 
performed in the collision cell using argon as 
collision gas. The complete system was fully 
controlled by MassLynx 4.1 (SCN 566, 
Waters, Milford, UK). Raw data collected 
during nanoLC-MS/MS analyses were 
processed and converted with ProteinLynx 
Browser 2.3 (23, Waters, Milford, UK) into 
*.pkl peak list format. The MS/MS data were 
submitted to Mascot search engine (Matrix 
Science, London, UK) installed in its 2.2.04 
version on a local server. Searches were 
performed against a composite target-decoy 
database including both forward (target) and 
reversed (decoy) SwissProt protein 
sequences (21 January 2010, 5 1028424 total 
entries). Searches were performed with a 
tolerance on mass measurements of 0.2 Da 
for precursor and 25 ppm for fragment ions. 
Carbamidomethylation of cystein residues, 
oxidation of methionine residues and 
acetylation of protein N-term residues were 
searched as variable modifications. Up to 
one missed cleavage was allowed. Scaffold 
V3_00_01 (Proteome Science, Portland, 
USA) was used for identification validation 
and false positive rate estimation for protein 
identification. For each sample, peptides 
were filtered out according to the cutoff set 
for proteins hits with 2 or more peptides 
(Mascot Ion Score >20 and Mascot Ion 
Score - Mascot Identity Score >0) and no 
false positive protein was identified. Further 
data treatment were performed with 
Microsoft Excel. 
 
Noncovalent Mass Spectrometry. Before 
noncovalent mass spectrometry experiments, 
protein buffer was exchanged against 500 
mM or 1 M ammonium acetate buffer pH 7.5 
using microcentrifuge gel-filtration columns 
(Zeba 0.5 mL, Thermo Scientific, Rockford, 
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IL). Protein concentrations were determined 
spectro photometrically. Mass spectrometry 
experiments were performed on a hybrid 
quadrupole/ion mobility separator/time-of-
flight instrument (Synapt HDMS G2, 
Waters, Manchester, UK) ) equipped with an 
automated chip-based nanoelectrospray 
source (Triversa Nanomate, Advion 
Biosciences, Ithaca, NY) operating in the 
positive ion mode. External calibration was 
performed with the multiply charged ions 
produced by 2 μM horse heart myoglobin 
diluted in 1:1 (v/v) water/acetonitrile 
acidified with 1 % (v/v) formic acid.  Prior to 
noncovalent analysis, each sample was 
analyzed in classical denaturing conditions in 
order to asses its purity and homogeneity. 
Mass measurements under denaturing 
conditions were carried out by diluting 
samples to 2 µM in water/acetonitrile/formic 
acid (50:50:1). Accelerating voltage (Vc) 
was set to 20 or 40 V while pressure in the 
interface region (Pi) was 1.1 mbar. 
Molecular weights of 17599.0 ± 0.1 Da, and 
18241.9 ± 0.3 Da were measured for 
Rsa1p230-375-Hit1p expression and were 
respectively in agreement with theoretical 
masses calculated from the amino acid 
sequence (GPHM-Rsa1p(230-375) and 
Hit1p(2-164)). Molecular weights of 17176.8 
± 0.1 Da, 18243.4 ± 0.6 Da and 13860.4 ± 
0.2 Da were measured for Snu13p-Rsa1p230-

375-Hit1p expression and were respectively in 
agreement with theoretical masses calculated 
from the amino acid sequence (GPH-
Snu13p(1-129), Rsa1p(230-375), and 
Hit1p(2-164)). Experiments under 
nondenaturing conditions (noncovalent 
conditions) were realized in either 500 mM 
(for Rsa1p230-375-Hit1p) or 1 M (for Snu13p-
Rsa1p230-375-Hit1p) ammonium acetate buffer 
at pH 7.5. Optimal interface parameters (Vc, 
Pi) were used in order to combine intact 
noncovalent complexes detection to efficient 
ion desolvation and ion transmission in the 
mass spectrometer (45). Data analysis was 
performed with MassLynx 3.5 (Waters, 
Manchester, UK). 
 

RNA co-IP assays. Co-immunoprecipitation 
assays were realized as previously described 
in (3). Briefly, yeast cells expressing the 
TAP-tagged proteins were grown to 
exponential phase before centrifugation. 
Cells were lysed by bead-beating in breaking 
buffer (100 mM NaCl, 8% glycerol, 0.1 mM 
DTT, 100mM Tris-HCl, pH8) and lysates 
were added to IgG-Sepharose beads (Sigma-
Aldrich®) and incubated 2 h at 4°C. Beads 
were washed four times in washing buffer 
(100 mM NaCl, 0.1% IGEPAL, 0.1mM 
DTT, 20 mM Tris-HCl, pH 7.4). RNAs were 
extracted with phenol-chloroform and 
analyzed by RT-PCR. cDNAs were 
generated using oligonucleotides OG-Rev 
(5’-CAGTGCAGGGT 
CCGAGGTATTCTGAAAACCAAACCTT
TGG-3’) containing the underlined sequence 
exogenous to the yeast genome, and used as 
templates for PCR amplification. PCR was 
then performed by using the 5’ 
oligonucleotide OG-5’PCRa 5’-
TCTGTGTCGACGTACTTCA-3’ 
complementary to exon 1 of snR17A and 
snR17B (from nucleotides 1 to 14) or the 
OG-5’PCRb 5’-
AGTCTTAGGTACTAGAGTTT-3’ 
complement -tary to snR17A intron (from 
nucleotides 66 to 85) and the 3’ 
oligonucleotide OG-3’PCR 5’-CA 
GTGCAGGGTCCGAGGTATT-3’ 
complement-tary to the yeast exogenous 
sequence. 
 
Western-blot. Crude cell extracts were 
prepared from pellets of 7.108 yeast cells 
resuspended in 300 µL of buffer (150 mM 
KCl, 5 mM MgCl2, 0,05% TRITON-X100, 
20 mM Tris-HCl, pH 7,5), and lysed by bead 
beating. The lysates were centrifuged two 
times at 10,000 g for 5 min. Concentration of 
proteins in the supernatants obtained form 
the various samples were estimated by 
Bradford assays. Equivalent amounts of 
protein were fractionated on 12,5 % SDS-
PAGE and western blots were performed 
according to standard procedures using 
rabbit commercial anti-GFP, anti-HA, anti-
PMA1 (provided by B. André, LPMC, 
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IBMM-ULB, Bruxelles, Belgium), or anti-
Tah1p-Pih1p antibodies (provided by S. 
Moreira LEBS, Gif-sur-Yvette, France). 
 
Formation of complexes between proteins 
co-expressed in E. coli. Co-expression tests 
in E. coli were carried out using the 
procedure described previously (44) (Rothé, 
Back et al., unpublished data). The 
recombinant plasmids pnEA-3CH expressing 
His6Snu13p, His6Rsa1p, His6Rsa1p230-375, or 
His6Tah1p, and the recombinant plasmid 
pnCS expressing Hit1p, Rsa1p230-375, or 
Pih1p were simultaneously transformed into 
pRare2 E. coli host cells (Novagen). Growth 
was performed in 500 mL of 2X 
concentrated LB medium at 37°C to OD600 

~0.8. Then, the temperature was shifted to 
20°C. At this point, co-expression of the 
proteins was induced by addition of 
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
(Euromedex) at a 1 mM final concentration. 
Cells were further grown overnight at 20°C. 
They were collected by low speed 
centrifugation, resuspended in buffer A (20 
mM HEPES, pH 7.5; 400 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoethanol), and lysed by sonication. 
The soluble fraction recovered by high speed 
centrifugation was mixed with 100 µl of 
Talon resin (Clontech). The supernatant was 
removed after 1 h incubation, and the resin 
washed extensively with buffer A. Proteins 
were eluted from the column using buffer A 
containing 500 mM imidazole. Eluted 
proteins were analyzed by SDS-PAGE. 
 
Electrophoresis Mobility Shift Assays 
(EMSA). Yeast RNAs U14, variant of U3 
snoRNA U3∆2,3,4 (31), and tRNAHis were 
synthesized by T7 RNA polymerase by in 

vitro transcription of PCR fragments in the 
conditions previously described (3, 6). RNA 
transcripts were radiolabeled at their 5’ ends 
by T4 polynucleotide kinase and [γ-32P]ATP. 
500 nM of various proteins or complexes 
were mixed and incubated for 20 min at 4°C 
with 5 fmol of 5’-end 32P-radiolabeled RNA 
in buffer D (20 mM HEPES, pH 7.9; 150 
mM KCl; 1.5 mM MgCl2; 0.2 mM EDTA; 
10 % glycerol). The RNA-protein complexes 

formed were visualized by native gel 
electrophoresis. 
 
Yeast two hybrid assays. For yeast two-
hybrid assays (Y2H), appropriate pACTII 
and pAS2 plasmids were used to transformed 
haploid test cells (strains Y190 and Y187, 
respectively), which were then crossed. 
Diploids were selected on media suitable for 
double selection (Leu-, Trp-) and then plated 
on media suitable for triple selection (Leu-, 
Trp-, His-). Various concentrations of 3-
Amino-1,2,4-triazol (3AT) (Sigma®) were 
used to evaluate the strength of the 
interactions. Growth was assessed after three 
days of incubation at 30°C.  
 
His-tagged protein pull-down. Complex 
formation was tested in a volume of 20 µL of 
buffer D (20 mM HEPES, pH 7.9; 150 mM 
KCl; 1.5 mM MgCl2; 0.2 mM EDTA; 10 % 
glycerol) in the presence of recombinant 
proteins at a concentration of 2.5 µM and 4 
µL of 35S radiolabeled Nop58p, obtained by 
using the kit E. coli T7 S30 Extract System 
for Circular DNA (Promega). After 20 min 
at 30°C, 180 µL of buffer (10 mM Tris-HCl, 
pH 8, 150 mM NaCl, 0.1 % Igepal, 5 mM 
imidazole) and 20 µL of cobalt-sepharose 
beads (GE Healthcare) were added. The 
mixture was incubated on a wheel at 4°C for 
90 min. Finaly, the beads were washed three 
times binding buffer, and retention of 
radiolabeled protein was analyzed by gel 
electrophoresis SDS-PAGE 7.5 %. 
 
RESULTS 
Rsa1p is not stably associated with the 
R2TP complex 
Aiming at characterizing the variety of 
complexes that are formed in the cell during 
C/D snoRNP biogenesis, we attempted to 
identify proteins that co-purify with the 
RNPs assembly factors Rsa1p and Pih1p. 
We used a procedure based on a single-step 
immunoglobulin G (IgG) affinity 
purification of TAP-tagged Rsa1 and Pih1 
proteins followed by protein identification 
with proteomic analysis. Yeast strains 
expressing one of the proteins tagged at their 
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C-terminus with the tandem affinity 
purification (TAP) sequence were grown. 
Cell extracts were prepared from cells in log-
phase, during which biosynthesis of 
snoRNPs is very active. After capture on 
IgG-coupled beads and cleavage with the 
TEV protease, the proteins co-purified with 
TAP-Rsa1p or TAP-Pih1p were fractionated 
by SDS-PAGE (Fig. S1). Gel slices were cut 
systematically each 2 mm, and protein 
contents were identified by mass 
spectrometry-based proteomic analysis 
(Supplementary data Table S1).  

Proteins of interest related to RNP 
assembly and identified with a significant 
number of peptides are listed in Table 1. As 
expected, proteins constitutive of the whole 
R2TP complex mainly co-purify with TAP-
Pih1p, as Rvb1p, Rvb2p, and Tah1p are 
identified with a high number of peptides (16 
for Rvb1p, 17 for Rvb2p, and 4 for Tah1p). 
In parallel, C/D core proteins Snu13p, 
Nop56p, Nop58p, and Nop1p were also 
identified in association with Pih1p but with 
fewer peptides. Surprisingly, Rsa1p does not 
co-purify with any of the R2TP components 
as no peptides of Rsa1p were found with 
TAP-Pih1p. In the TAP-Rsa1p experiment, 
C/D core proteins were also detected with a 
low number of peptides. No peptide from 
Pih1p and from any R2TP subunits were 
found, which is consistent with results 
obtained in the TAP-Pih1p experiment. 

Altogether these observations first 
highlight the transient feature or low stability 
of the interactions between these assembly 
factors and core proteins. In addition, the low 
steady-state level of the fully assembled 
R2TP-Rsa1p complexes can result from a 
transient association of Rsa1p with R2TP, or 
alternatively the complex is destabilized 
during purification due to weak interactions. 
 
Co-purification of Hit1p with Rsa1p 
As proteomic analysis identified Hit1p with 
a high number of peptides (7) among the 
proteins that co-purify with TAP-Rsa1p, we 
next performed the IgG affinity purification 
of TAP-Hit1p. Rsa1p was found to be 
strongly associated with Hit1p as 10 Rsa1p 

peptides are detected in the eluted TAP-
Hit1p samples (Table 1). As in TAP-Rsa1p 
experiment, only fewer peptides from the 
C/D snoRNP core proteins Nop1p and 
Snu13p that co-purify with TAP-Hit1p were 
observed, and no peptide from the R2TP 
complex was detected (Table 1). These data 
suggest the in vivo existence of a stable 
complex containing Rsa1p and Hit1p, which 
is in agreement with previously published 
two hybrid screen results (20). 
 
Rsa1p, Hit1p, and Pih1p are related to the 
stability of C/D snoRNAs 
The involvement of Hit1p in snoRNP 
biogenesis is attested by our phenotypic 
analyses of the  HIT1 gene null mutant 
(∆HIT). Indeed, this mutant shows a 
phenotype similar to those observed for null 
mutants of genes RSA1 and PIH1, which 
respectively encode proteins Rsa1p and 
Pih1p involved in the assembly of the C/D 
snoRNPs (Fig. 1). First we showed that the 
disruption of genes RSA1, HIT1, or PIH1 is 
correlated with a slow growth phenotype 
(Fig. 1A). Indeed, in standard growth 
conditions the ∆RSA1, ∆HIT1, and ∆PIH1 
null mutant strains have doubling times 
respectively ~58 %, ~56 %, and ~31 % lower 
than the WT cells. Northern blot analyses 
indicate that these slow growth phenotypes 
are associated with lower levels of C/D 
snoRNAs whereas the levels of H/ACA 
snoRNAs and UsnRNAs remain unchanged 
(Fig. 1B). The stability of some C/D 
snoRNAs, i.e. U14, snR190, snR70, is 
decreased to the same extent in the three 
mutants. The levels of the C/D snoRNAs 
snR45, snR63, and snR13 are also reduced in 
the ∆PIH1 mutant, but these RNAs are 
barely detected in the ∆RSA1 and ∆HIT1 
mutants. As the amount of U3 snoRNA was 
only found slightly decreased in the various 
strains, we analyzed a truncated version of 
the U3 snoRNA (U3∆2,3,4) that accumulates 
precursors of U3 RNPs when the encoding 
gene is transfected in yeast cells (3, 27). We 
already reported the higher accumulation of 
U3∆2,3,4 precursors in cells lacking Rsa1p 
(Fig. 1C) or Pih1p (3). Such accumulation is 
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also observed in ∆HIT1 cells (Fig. 1C), 
indicating that Hit1p is also related to the 
processing of U3. 

Given that snoRNPs participate in 
ribosome biogenesis, we further analyzed the 
phenotypes of the ∆RSA1, ∆PIH1, and ∆HIT1 null mutant strains, and detected by 
Northern blot that these strains accumulate 
the 35S ribosomal RNA precursor and 
several intermediates of its processing 
pathway (Fig. 1D): intermediate 32S which 
results from a lower efficiency of cleavage at 
site A3, and intermediates 23S and 20S of 
the 18S maturation pathway accumulated 
due to a lower efficiency of cleavages at sites 
A1 and A3.  

Altogether, ∆HIT1 and ∆RSA1 strains 
display similar marked phenotypes strongly 
suggesting that both proteins participate in a 
common step of C/D snoRNP biogenesis. 
Interestingly, under the tested conditions, 
absence of Tah1p does not strongly affect the 
cell growth (Fig. 1A), the snoRNA stability 
(Fig. 1B), nor the rRNA processing (Fig. 
1D). 
 
Like other assembly factors, Hit1p is 
associated in vivo with precursors of U3 
snoRNA 
We next tested the association of Rsa1p, 
Hit1p, and the components of the R2TP 
complex, with intermediates formed in the 
U3 snoRNA processing pathway. In yeast, 
RNA polymerase II produces a precursor of 
U3 (pre-U3) containing one intron and an 
extended 3’-end (27). As described in Fig. 
2A, unspliced pre-U3 and spliced pre-U3 
could be detected by RT-PCR using a 
reverse-primer hybridizing in the 3’-
extension. We used such detection system to 
test for the presence of U3 precursors among 
the RNAs that are co-purified with the TAP-
tagged assembly factors. First, we observed 
that Nop1p, Nop56p, and Nop58p are stably 
associated with unspliced and spliced pre-U3 
(Fig. 2B, lanes 2-4), demonstrating that the 
core proteins are recruited early during U3 
snoRNP biogenesis. In addition, Rsa1p, 
Hit1p, Pih1p, Rvb1p, and Rvb2p, which are 
not present in the mature U3 particle, are 

also associated with the two U3 precursors 
(Fig. 2C, lanes 2-6). We concluded that 
Hit1p is present with Rsa1p and with the 
R2TP assembly machinery on the pre-RNPs. 
Nevertheless, Tah1p was not found 
associated with pre-U3s (Fig. 2D, lane 2). In 
accordance with the absence of apparent 
phenotype for the ∆TAH1 mutant strain (Fig. 
1), this result seemed to minimize the role of 
Tah1p in snoRNP biogenesis. However, as 
shown by W. Houry laboratory (55), the 
functional importance of Tah1p appears 
during the stationary growth phase, during 
which it stabilizes Pih1p (Fig. 2E). Thus, we 
performed TAP purification from cells 
harvested in the stationary growth phase 
(Fig. 2D). Our results clearly show the 
implication of Tah1p in U3 biogenesis since 
pre-U3 species are selectively co-
precipitated with Tah1p in an extract 
prepared from cells in stationary phase (Fig. 
2D, lane 4). Altogether, these data indicate 
that Tah1p could be selectively involved 
with the Rsa1p-Hit1p-R2TP assembly 
machinery under stress conditions.  
 
RSA1 and HIT1exhibit synthetic lethality 
with PIH1 
To further increase our knowledge of the 
functional link existing between the 
assembly factors, we tested synthetic 
lethality between pairs of null alleles in the 
non-essential genes RSA1, HIT1, PIH1, and 
TAH1 (Fig. 3). We crossed single knock-out 
haploid strains to obtain heterozygous 
diploid strains. Tetrads of haploid cells were 
produced by meiosis during sporulation, 
dissected, and growth of the haploid cells 
were tested on YPD media plates. The 
∆RSA1-∆HIT1 double knock-out haploid 
strain did not reveal any cumulative effect in 
the phenotypes of the single knock-out 
strains, as illustrated by a comparable growth 
defect for the ∆RSA1-∆HIT1, ∆RSA1, and ∆HIT1 strains (Fig 4A). This result supports 
the observation that the lack of Rsa1p or 
Hit1p leads to the same phenotypic effects 
(Fig. 1), and that these proteins are closely 
linked in the same function. This function is 
strongly connected to Pih1p as a lethal 
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phenotype is observed when cells combine 
null mutations of RSA1 and PIH1 genes, or 
null mutations of HIT1 and PIH1 genes.  
 
The stability of Rsa1p relies on presence 
of Hit1p 
The strong functional connection that we 
have established between Rsa1p and Hit1p is 
based on a control of the stability of Rsa1p 
by Hit1p. We evaluated the levels of the 
fusion protein GFP-Rsa1p when the 
encoding gene is expressed in the ∆RSA1 

strain and in the double knock-out ∆RSA1-

∆HIT1 strain (Fig. 4B). The fusion protein is 
functional as ectopic expression in the ∆RSA1 strains restores a wild type growth 
phenotype (data not shown). Western-blot 
analysis with anti-GFP antibodies indicates 
that the level of GFP-Rsa1p is drastically 
reduced in extracts prepared from cells 
lacking Hit1p (Fig. 4B, compare lane 2 with 
lane 3). The role of Hit1p for the in vivo 
stability of Rsa1p is confirmed by restoration 
of Rsa1p amounts upon ectopic expression 
of Hit1p in strain ∆RSA1-∆HIT1 (Fig. 4B, 
lane 4). On the contrary, absence of Rsa1p 
has no strong effect on the level of Hit1p 
fused to the epitope derived from the 
Influenza protein hemagglutinin (HA) (Fig. 
4B, lanes 5 to 7).  
 
A COOH-terminal fragment of Rsa1p 
directly interacts with Snu13p and Hit1p 
In a previous work, we showed that ectopic 
expression in the ∆RSA1 strain of the Rsa1p 
COOH-terminal fragment, extending from 
Pro230 to Lys381 and named Rsa1p230-381 

allows full recovery of the wild type growth 
phenotype (3). We also demonstrated that 
this fragment interacts in a yeast two hybrid 
(Y2H) assay with Pih1p (Boulon et al., 
2008), and that it carries the conserved PEP 
domain (residues 230 to 263), which 
constitutes the Snu13p-binding domain of 
Rsa1p (3) (Rothé, Back et al., unpublished 
data). Here we show that Rsa1p230-381 
interacts also with Hit1p in a Y2H assay 
(Fig. 5A). 

To better characterize the interaction 
network between Snu13p, Rsa1p, Pih1p, and 

Hit1p, we co-expressed His6-tagged Snu13p 
or Rsa1p with one or two of their potential 
partners in E. coli. Co-expressed proteins 
were co-purified from bacterial extracts by 
Immobilized Metal Ion Affinity 
Chromatography, fractionated by SDS-
PAGE and analysed by mass spectrometry. 
The mass spectrometric analysis revealed 
that the last 6 amino acids of Rsa1p230-381 are 
often degraded (data not shown). This 
observation led us to clone and work with a 
new fragment deleted of these residues and 
named Rsa1p230-375.  Proteomic analysis of 
the detected bands identified Hit1p as 
associated with both His6Rsa1p and 
His6Rsa1p230-375 (Fig. 5B). These data 
confirm the Y2H interactions, and reflect 
direct physical association between Rsa1p 
and Hit1p. In addition, we observed that 
Rsa1p and Hit1p also co-purify with 
His6Snu13p (Fig. 5C), indicating formation 
of a complex involving these 3 partners in E. 

coli. 
To further characterize binary 

(Rsa1p230-375 and Hit1p) or ternary (Snu13p, 
Rsa1p230-375, and Hit1p) complexes and to 
unambiguously asses their binding 
stoichiometries, His6-tagged complexes were 
cleaved by TEV protease, purified and 
analyzed by noncovalent mass spectrometry. 
Electrospray ionization mass spectra 
obtained in nondenaturing conditions of 
Rsa1p230-375-Hit1p confirmed the presence of 
a 1/1 complex with a measured mass of 35 
906 ± 1 Da (expected mass of the complex 
35 905 Da) in addition to free proteins 
Rsa1p230-375 (17 600 ± 1 Da ; expected mass: 
17599 Da) and Hit1p (18 305 ± 1 Da in 
agreement with Hit1p sequence after deletion 
of the N-terminus methionine and presence 
of 1 Zn2+ ion ; 18 245 + 63 = 18308 Da) 
(Fig. 5C). Similarly, noncovalent mass 
spectrometry analysis of the complex 
involving Snu13p, Rsa1p230-375, and Hit1p 
confirmed the presence of a 1/1/1 complex 
with a measured mass of 49 342 ± 2 Da 
(expected mass of the complex 49 344 Da) in 
addition to free Snu13p (13 861 ± 1 Da ; 
expected mass: 13 860 Da) and the 1/1 
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heterodimer Rsa1p230-375-Hit1p (35 483 ± 5 
Da ; expected mass : 35 484 Da) (Fig. 5D). 
Finally, we observed by EMSA that 
incubation of the purified protein complexes 
with radiolabeled snoRNAs containing the 
K-turn RNA motif leads to formation of a 
single high molecular weigh complex 
displaying a slower mobility than the 
Snu13p-Rsa1p-RNA complex (Fig. 5D). 
Hence, presence of Hit1p does not impair the 
capacity of the Snu13p-Rsa1p heterodimer to 
interact with RNA. 
 
Core protein Nop58p binds heterodimers 
Rsa1p-Hit1p and Tah1p-Pih1p 
As presented in table 1, only small amounts 
of C/D core proteins were found in 
association with assembly factors, suggesting 
that the latter are transiently associated to 
pre-RNPs in normal growth conditions. It 
was previously established that Pih1p 
interacts with Nop58p (15), indicating that 
the interaction between this assembly factor 
and this core protein is intrinsically stable. In 
our precedent work, we showed a Y2H 
interaction between Rsa1p and the Nop58 
core protein (3). Here, by using the purified 
recombinant His6-tagged complexes in pull-
down assays with the 35S radiolabelled 
Nop58p produced in E. coli S30 extract, we 
observed that Nop58 co-purifies as expected 
with His6Tah1p-Pih1p (Fig. 6, lane 2), and 
also with His6Snu13p-Rsa1p230-375 (Fig. 6, 
lane 3), His6Rsa1p230-375-Hit1p (Fig. 6, lane 
4), and His6Snu13p-Rsa1p230-375-Hit1p (Fig. 
6, lane 5), but not in absence of the His6-
tagged complexes (Fig. 6, lane 1). These in 

vitro binding assays confirm the direct 
association of Rsa1p and Nop58p. Hence, 
Nop58p associates directly not only with 
Pih1p but also with Rsa1p in absence of 
RNA. The presence of Tah1p bound to 
Pih1p, or Hit1p bound to Rsa1 does not 
impair the interactions Rsa1p-Nop58 or 
Pih1p-Nop58. 
 
DISCUSSION 
The function of Rsa1p relies on Hit1p 

In this work, we have identified Hit1p (High 
Temperature growth, YJR055W) as a novel 

protein which function is related to the 
assembly of C/D snoRNPs. At first, we 
found that Hit1p and the C/D snoRNP 
assembly factor Rsa1p co-purify of yeast 
extracts (Table 1), confirming the interaction 
between the two proteins in a global yeast 
two hybrid screen (20). Here, we show that 
Hit1p has features in common with Rsa1p 
and the other R2TP assembly factors: it is 
associated in vivo with U3 snoRNA 
precursors, and is required for accumulation 
of the C/D snoRNAs. Our data indicate that 
the presence of Hit1p on the pre-snoRNPs 
relies on a direct interaction with Rsa1p. 
Moreover, we show that at least one of the 
major function of Hit1p is to stabilize Rsa1p 
in yeast (Fig. 6). The loss of such activity in 
the single-gene knock-out mutant strain 
∆HIT1 gives rise to a phenotype similar to 
the ∆RSA1 strain, and deletion of the two 
HIT1 and RSA1 genes in a same strain does 
not lead to cumulative effects of the 
mutations (Fig. 1). As Hit1p was not found 
to interact with other characterized C/D 
snoRNPs assembly factors, nor with any of 
their core proteins, we propose that Hit1p 
intervenes during the assembly of C/D 
snoRNP through its stability effect on Rsa1p. 

The specificity of Hit1p for Rsa1p 
relies on a direct association. Indeed, we 
demonstrate that the two proteins form an 
heterodimer when they are co-expressed as 
recombinant proteins in E. coli. The 
production of Rsa1p is not efficient in E. coli 
as most of the proteins accumulate in the 
insoluble fraction. The solubility is markedly 
enhanced when Rsa1p is co-expressed with 
its interacting proteins Snu13 (Rothé, Back 
et al, unpublished data) or Hit1 (Fig. 5B and 
C). This is reminiscent of the feature of the 
Pih1p C/D snoRNP assembly factor which is 
efficiently produced and purified as a 
recombinant protein only in the presence of 
its interaction partner Tah1p (13, 55). 
Ectopic expression of various fragments of 
Rsa1p in strain ∆RSA1 indicated that the last 
152 amino acids of the COOH-terminal end 
(Rsa1p230-381) represent the minimal 
fragment able to restore normal growth ((3), 
and data not shown). All the physical 
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interactions that we have characterized in 
this work were obtained with the C-terminal 
part of Rsa1p which constitutes a platform 
for several non-exclusive interactions. 
Indeed, we show that in presence of Hit1p, 
the C/D snoRNAs binding protein Snu13p 
can still interact with the PEP motif located 
at the N-terminal end of Rsa1p230-375, and 
that the formed complex Snu13p-Rsa1p230-

375-Hit1p can interact with Nop58, one of the 
core box C/D snoRNP-associated proteins. 
 
Features of the Hit1 protein 

The Hit1 protein contains a zinc finger 
domain, which represents the prototype of 
the HIT-zinc finger domain (Zf-HIT) family 
(22). The 3D solution structure of the Zf-HIT 
domain present in human protein ZNHIT2 
(protein FON) classified it as a new member 
of the treble clef domain (17). The function 
of the domain remains obscure and we have 
no evidence whether it is required for the 
association of Hit1p with Rsa1p. 
Interestingly, the Zf-HIT domain is found in 
nuclear proteins involved in gene regulation 
and chromatin remodelling, and is also 
present in protein Bcd1 (Box CD 1 protein), 
which controls the box C/D snoRNAs 
stability in yeast (19, 41). The human 
homologue of Bcd1p was shown to be 
involved in the C/D RNP assembly process 
by interacting with NUFIP, the functional 
homologue of Rsa1p (33). Conservation of a 
similar domain in the two assembly factors 
Hit1p and Bcd1p raises the question of 
whether the two domains have similar or 
related functions.  

TRIP3 (Thyroid Hormone Receptor 
Interacting protein 3), the human homologue 
of Hit1p, is involved in multiple hormone-
dependent regulation processes, e.g. the 
regulation of retinoic acids receptor in 
neuroblastoma differentiation (30), the 
regulation of the HNF-4α (Hepatocyte 
Nuclear Factor 4α) transcription activity 
involved in glucose metabolism (21), and the 
regulation of PPARγ-mediated adipocyte 
differentiation (26). The precise role played 
by TRIP3 in these mechanisms is currently 
unclear. Work performed by the laboratory 

of E. Bertrand shows that TRIP3 participate 
in C/D snoRNPs biogenesis (personal 
communication). Furthermore, a recent study 
revealed a decrease of TRIP3 expression in 
renal cell carcinoma, and proposed TRIP3 as 
a new tumor suppressor gene (4). Thus, this 
property could rely on its capacity to control 
cell growth through its implication in various 
essential processes like nuclear-receptor 
dependant transcription and/or by promoting 
snoRNP biogenesis and ribosome synthesis. 
 
 

 

Rsa1p-Hit1p represents a module for box 

C/D snoRNP assembly 

Based on our data of the co-purification 
assays showing no accumulation of 
complexes composed of Rsa1p, Hit1p, 
Rvb1p, Rvb2p, Tah1p, and Pih1p (Table 1), 
we propose that in yeast, these assembly 
factors mainly exist as two sub-complexes. 
One module would be composed of the 
heterodimer Rsa1p-Hit1p, and a second one 
would correspond to the R2TP complex 
(Rvb1p-Rvb2p-Tah1p-Pih1p). Nevertheless, 
as we showed that Rsa1p and Pih1p interact 
in Y2H assays (3), such interaction may 
promote transient association between the 
two modules during snoRNPs assembly. The 
importance of Rsa1p and Pih1p for the 
stability of C/D snoRNA in vivo is well 
established (3, 55). In addition, lethality of 
the ∆RSA1∆PIH1 mutant (Fig. 3) indicates 
that Rsa1p and Pih1 represent the 
cornerstones of the assembly machinery.  
Although Nop58p was shown to interact 
with Pih1p, our Y2H assays (3) and our in 

vitro binding assay (Fig. 6) show an 
association of Nop58 with the purified 
Rsa1p230-375-Hit1p and the Snu13p-Rsa1p230-

375-Hit1p complex. Thus, at some stage of 
the C/D snoRNP biogenesis, the stable 
association of Nop58p with Pih1p could be 
destabilized in favour of an interaction with a 
pre-RNP composed of Snu13p-Rsa1p-Hit1p. 
Proteins of the two modules are present on 
pre-U3 snoRNPs (Fig. 2). Hence at this 
stage, the two modules can transiently 
cooperate for RNP formation: Rsa1p can 
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facilitate recruitment of the Nop proteins on 
the RNA-Snu13p pre-RNP (3, 33, 34), and 
R2TP can operate a conformation 
remodelling required for the progression of 
the RNP assembly by bringing helicase 
activity of the Rvb1p-Rvb2p proteins (3, 34). 

The precise events occurring during 
early steps of snoRNP assembly are not 
known. The initial interaction established 
between the box C/D RNA motif and 
proteins Snu13p/15,5K in Eukaryotes or 
L7Ae in Archaea, is required for subsequent 
assembly of the other proteins (5, 38, 42, 47, 
50). An unresolved question is whether the 
K-turn is initially bound by the free form of 
Snu13p and next by the Rsa1p-Hit1p pair or 
directly by a Snu13p-Rsa1p-Hit1p complex. 
This last scenario is possible because such 
heterotrimeric complex can be purified (Fig. 
5C) and because association of Rsa1p and 
Hit1p with Snu13p does not impair the RNA 
binding capacity of Snu13p (Fig. 5D). In 
addition, given that Snu13p does not possess 
nuclear localization signal (NLS), one 
possibility would be that Rsa1p or Hit1p 
serves as protein cargo for the import of 
Snu13p in the nucleus. Interestingly, a NLS 
signal is present in the C-terminal region of 
Rsa1p. Hence, Snu13p-Rsa1p-Hit1p may 
represent a module for nuclear import and 
RNA binding. 
 
FIGURE LEGENDS 
Table 1: Identification of Hit1p as an 
interacting partner of Rsa1p. List of 
identified proteins by proteomic analysis 
after tandem affinity experiments of TAP-
Rsa1p, TAP-Hit1p, TAP-Pih1p, and an 
untagged negative control (No TAP).  
 
Figure 1: Phenotypic analysis of the single 
null mutant strains.  
(A) Growth of the strains By4741 WT, and 
of its mutants ∆RSA1, ∆HIT1, ∆PIH, and 
∆TAH1 was monitored overtime by 
measuring the optical density of the cultures 
at 600 nm (OD600). The doubling times were 
calculated (G), and the growth defect of the 
mutant strains were expressed as a 
percentage of the doubling time of the wild-

type strain designated. (B) Rsa1p, Hit1p and 
Pih1p are required for accumulation of C/D 
snoRNAs. Northern blot analysis of 
snoRNAs steady-state levels in the null 
mutant strains. Extracted RNAs were 
separated by 7 % acrylamide/urea gels and 
transferred on Zeta-Probe membrane 
(Biorad®). Various RNAs (C/D snoRNAs, 
H/ACA snoRNAs and snRNAs) were 
detected by antisense oligonucleotide probes. 
(C) Analysis by Northern blot of the 
processing of a modified U3∆2,3,4 gene 
expressed in strains lacking Rsa1p (∆RSA1) 
and in strain lacking Hit1p (∆HIT1). This U3 
gene accumulates pre-U3∆2,3,4 precursors. 
(D) Rsa1p, Hit1p, and Pih1p are required for 
pre-rRNA processing. Analysis of pre-rRNA 
processing by Northern blot. Cells were 
harvested in log phase (OD600 = 0.8-1) and 
total RNAs were extracted. Equal amounts of 
RNA (5 µg) were fractionated on 1.2 % 
glyoxal/DMSO agarose gels and transferred 
to a Zeta-Probe membrane (Biorad®). The 
membranes were consecutively hybridized 
with radio-labeled antisense oligonucleotides 
probes indicated on the scheme showing 
various intermediates of the pre-rRNA 
processing pathway (on the right). 
 
Figure 2: The core proteins and assembly 
factors are associated with U3 precursors.  
(A) Scheme of the pre-U3 precursor with its 
intron and extended 3’ end. Positions of the 
cleavages occurring in this extension are 
indicated. Synthesis of cDNAs were primed 
by oligonucleotide Rev (broken arrow) 
interacting partially with the U3 3’ end 
extension. Regions complementary to the 
primers PCRa, PCRb, and 3’PCR used for 
the PCR amplifications are indicated by 
dotted arrows.  
(B, C, D) Extracts prepared from various 
TAP-tagged strains in log phase: TAP-
NOP1, TAP-NOP56 and TAP-NOP58 (B), 
TAP-RSA1, TAP-HIT1, TAP-PIH1, TAP-
RVB1 and TAP-RVB2 (C), TAP-TAH1 both 
in log- and stationary phase (D), were 
purified on IgG sepharose beads and 
analyzed by RT-PCR with primers specific 
for the unspliced (unspl.) and spliced (spl.) 

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 2

- 221 -



U3 precursors carrying the full size of the 3’ 
extension.  
An untagged strain was used as negative 
control. Inputs correspond to signals 
obtained from 10 % of cellular extracts used 
for IPs.  
(E) Tah1p is required for accumulation of 
Pih1p in stationary phase. Analysis by 
Western-blot of Pih1p and Tah1p levels in 
WT, ∆PIH1 and ∆TAH1 strains. 
 
Figure 3: Strains lacking both Rsa1p and 
Pih1p, or Hit1p and Pih1p are not viable. 
Diploid strains generated from crossbreeding 
between single null mutants ∆RSA1, ∆PIH1, 
or ∆HIT1 of haploids strains By4741 
(MATa) and By4742 (MATα) were placed 
under starvation for meiosis and spore 
formation. The obtained tetrads were 
dissected with a micromanipulator and 
haploid spores were deposited on YPD plates 
and incubated 1 week at 30 °C. 
 
Figure 4: Hit1p is required for accumulation 
of Rsa1p 
(A) Growth defect of the single and double 
null mutants for the RSA1 and HIT1 genes 
was analyzed as in Fig. 1A. 
(B) Western blot analysis of equal amounts 
of total cell lysates from the single and 
double null mutants transformed with a HA-
Hit1p or GFP-Rsa1p expression vector. The 
tagged proteins were detected by blotting the 
membrane with α-HA and α-GFP 
antibodies. Protein PMA1 used as a loading 
control was detected using specific α-PMA1 
antibodies. 
 
Figure 5: Rsa1p and Hit1p form a stable 
heterodimer. 
(A) Hit1p interacts in Y2H assay with 
Rsa1p. Rsa1p and the COOH-terminal 
fragment (Rsa1p230-381 ; amino acids 230 to 
381) fused to the Gal4 activation domain 
interact with Hit1p fused to the Gal4 DNA 
binding domain. The interaction allows 
transcription activation of the TRP1 reporter 
gene. Diploids carrying the plasmids 
expressing the two protein partners were 
grown on medium lacking Leu, His, and Trp. 

(B, C) Co-expression in E. coli and co-
purification assays. His6-tagged Rsa1p and 
Rsa1p230-375 proteins were co-expressed with 
Hit1p (B). His6-tagged protein Snu13 was 
co-expressed with Rsa1p230-375 and Hit1p 
(C). His-pull down assays from the crude 
cellular extracts were performed by IMAC. 
The proteins retained on cobalt resin were 
resolved by SDS-PAGE and stained with 
Coomassie blue (panels on the left). The 
ladder (in kDa) is indicated on the right. The 
retained complexes were eluted by site-
specific cleavage of the His6-tag with 
PreScission protease and the protein 
analyzed by mass spectrometry.  
(D, E) Noncovalent mass spectrometry 
detection of the 1/1 Rsa1p230-375-Hit1p and 
1/1/1 Snu13p-Rsa1p230-375-Hit1p complexes. 
NanoESI mass spectra were obtained under 
nondenaturing conditions for Rsa1p230-375-
Hit1p (10 µM in 500 mM ammonium acetate 
pH 7.5) (Vc = 140 V; Pi = 6 mbar) (D) and 
for Snu13p-Rsa1p230-375-Hit1p (10 µM in 1M 
ammonium acetate pH 7.5) (Vc = 80 V; Pi = 
6 mbar) (E). 
(F) The trimeric complex His6Snu13p-
Rsa1p230-375-Hit1p interacts in vitro with 
RNAs containing a K-turn RNA motif. 
Formation of the proteins-RNA complexes 
was assessed EMSA. Radiolabeled U3∆2.3.4 
and U14 RNAs containing K-turn RNA 
motif bound by Snu13p were incubated with 
various combinations of recombinant 
proteins and purified complexes obtained by 
co-expression in E. coli: His6Snu13p, 
His6Snu13p-Rsa1p230-375, or the trimeric 
complex His6Snu13p-Rsa1230-375-Hit1p. The 
formed complexes were resolved by 
electrophoresis on 6 % non denaturing 
polyacrylamide gels. 
 
Figure 6: Protein Nop58 interacts with 
purified recombinant complexes His6Tah1p-
Pih1p and His6Rsa1p-Hit1p in His pull-down 
experiments. Nop58p was translated in vitro 
in bacterial S30 lysate in presence of 3H 
methionine and assayed for binding to 
purified His6Tah1p-Pih1p, His6Rsa1p230-375-
Hit1p, and His6Snu13p-Rsa1p230-375-Hit1p. 
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Input represents 10% of total labeled protein 
used in interaction assay. 
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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Figure S1: SDS-PAGE analysis of proteins contained in the extracts prepared from tandem affinity 
experiments of TAP-Rsa1p, TAP-Hit1p, TAP-Pih1p, and an untagged negative control (No TAP). 
Proteins were separated by 12,5% SDS-PAGE and stained with colloidal Coomassie Blue. Protein 
markers were fractionated on the left of the gel and their molecular weights in kDa are given. 
 
 
 
 

1 2 43 5 6

10 20 30 40

....|....|....|....|....|....|....|....|

Hit1p 1 MVSSAVKCGICRGVDGK---YKCPKCGVRYCSLKCYKDAA 37

hTRIP3 1 LKCSTVVCVIC-LEKPK---YRCPACRVPYCSVVCFRKHK 36

Bcd1p 1 ---MAVLCGVCGIKEFK---YKCPRCLVQTCSLECSKKHK 34

hBCD1 218 -----SRCETCGTEEAK---YRCPRCMRYSCSLPCVKKHK 249

hFON 1 -MEPAGPCGFCPAGEVQPARYTCPRCNAPYCSLRCY THG 39R

 
 

 

Figure S2: Zinc finger HIT domain sequence. Multiple amino acid sequence alignments were 
constructed using CLUSTALW. Identical residues are highlighted in dark grey and similar residues in 
light grey. Zf-HIT domain is framed and zinc-finger forming cysteines are numbered below the 
alignment. 
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3 Conclusion et perspectives 

3.1 Bilan 

L’ensemble de nos résultats et ceux obtenus par B. Rothé nous ont permis d’identifier 

Hit1p comme un nouveau facteur intervenant dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D. 

Nous avons montré que Hit1p s’associait directement avec Rsa1p, quelle est requise pour 

assurer sa stabilité in vivo et qu’elle contribue ainsi de manière importante à la biogenèse des 

snoRNP. Comme c’est le cas pour les autres facteurs, son implication dans les processus 

d’assemblage pourrait être conservée dans l’ensemble des eucaryotes, puisque son homologue 

chez l’homme, la protéine TRIP3, interagit avec NUFIP l’orthologue de Rsa1p (E. Bertrand, 

communication personnelle). 

La protéine Hit1p, exprimée seule chez E. coli s’agrège ou multimérise alors que co-

exprimée avec les domaines (231-381) et (317-375) de Rsa1p, la protéine Hit1p entière ou ses 

fragments (44-164) et (70-164) sont fortement stabilisés. Ce qui montre que réciproquement 

l’association de Rsa1p à Hit1p participe à la stabilisation de cette dernière. B. Rothé a montré 

que réciproquement l’expression de Hit1p dans la levure stabilisait Rsa1p. Il est donc 

important de comprendre structuralement comment cette stabilisation réciproque des deux 

protéines s’établit grâce à leur interaction. Ceci d’autant plus que l’absence de chacune de ces 

protéines provoque un défaut de croissance des levures et de la biogenèse des snoRNP C/D.  

3.2 Vers un modèle structurale multiprotéique 

La protéine Rsa1p semble être une plateforme d’assemblage pour les constituants des 

snoRNP C/D et des facteurs d’assemblage. Quel est alors le rôle de Hit1p au sein du 

processus de biogenèse des snoRNP ? L’étude structurale du complexe Snu13p/Rsa1p/Hit1p 

devrait apporter des informations sur cette question. Nous allons rapidement obtenir la 

structure 3D du complexe formé entre les fragments Rsa1p (317-352) et Hit1p (70-164). Les 

études sur l’interaction établie entre Snu13p et Rsa1p décrites dans le chapitre suivant seront 

aussi utiles pour essayer ensuite d’avoir une vision plus globale des complexes impliqués dans 

l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D. Ainsi, en accumulant des informations sur des parties 

du complexe Snu13p/Rsa1p/Hit1p nous espérons à terme pouvoir modéliser une structure du 

complexe entier.  
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CHAPITRE 3 

L’interface Rsa1p/Snu13p, caractérisation fonctionnelle et structurale 

1 Présentation des travaux 

Comme nous l’avons décrit dans la partie bibliographique, la protéine Rsa1p joue un rôle 

dans l’assemblage des snoRNP C/D (Boulon et al., 2008). Ces RNP ont la particularité de 

toutes contenir une protéine appartenant à la famille L7Ae. La protéine Rsa1p est capable de 

s’associer à ces différentes protéines de la famille L7Ae, dont la protéine Snu13p des snoRNP 

C/D et de la snRNP U4 de levure. De la même manière l’homologue humain de Rsa1p, la 

protéine NUFIP se lie aux protéines 15.5K humaine homologue à Snu13p et NHP2 des 

snoRNP H/ACA (Boulon et al., 2008). Les travaux antérieurs de notre équipe et de celle d’E. 

Bertrand ont montré que l’interaction de Rsa1p et NUFIP avec les protéines de la famille 

L7Ae dépend d’un domaine commun de ces deux protéines appelé PEP. Chez la levure, ce 

domaine correspond au fragment 231-266 de la protéine Rsa1p 

Le travail que nous avons réalisé en collaboration avec l’équipe d’E. Bertrand (IGM, 

Montpellier) a consisté à caractériser les acides aminés jouant un rôle déterminant dans les 

interactions Rsa1p/Snu13p et NUFIP/15.5K. Par une approche de mutagenèse dirigée, couplé 

à des approches de biochimie et biologie structurale en particulier la RMN, nous avons pu 

définir les résidus impliqués dans l’interface Rsa1p/Snu13p et proposer un modèle 

tridimensionnel du complexe Snu13p/PEP. Selon ce modèle, un réseau de liaisons 

électrostatiques s’établit entre d’une part les résidus R246 et R249 de la protéine Rsa1p et 

d’autre part les résidus E72 et D73 de l’hélice α3 de la protéine Snu13p. Des arguments forts 

en faveur de l’existence de ce réseau sont apportés par les résultats de nos études par 

dichroïsme circulaire, par expérience de retard sur gel et de double hybride, mais aussi nos 

travaux de co-expression initiés comme décrit dans le chapitre 1, paragraphe 2.7.4. De façon 

intéressante, la mutation ponctuelle de quatre résidus impliqués dans l’interaction 

Rsa1p/Snu13p selon notre modèle conduit à une diminution significative du taux des snoRNA 

à boîtes C/D et est associée à un défaut de croissance des cellules de levures. 
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L’ensemble de ces données constitue un manuscrit en préparation pour soumission dans 

Nucleic Acid Research et dont je suis co-premier auteur. Des données complémentaires sur le 

complexe Snu13p/Rsa1p seront également présentées à la suite de l’article. 

Manuscrit n°2 
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ABSTRACT 
Proper assembly of non-coding RNAs into RNPs is essential to their function. Protein 

NUFIP and its yeast ortholog Rsa1p are involved in assembly of box C/D small nucleolar 
ribonucleoprotein particles (snoRNPs) and the U4 small nuclear ribonucleoprotein particle 
(snRNP). These RNPs share a common L7Ae-like protein (15.5K in human, Snu13p in 
yeast). By interaction with 15.5K/Snu13p, NUFIP/Rsa1p is proposed to scaffold immature 
particles and to recruit Hsp90 through a specific co-chaperone, the R2TP complex. 
However, the precise mode of interaction of 15.5K/Snu13p with NUFIP/Rsa1p is not 
known. Here, we used yeast two hybrid assays, GST-pull down experiments, and co-
expression in Escherichia coli to identify key residues in this interaction. By NMR structure 
determination, docking, and molecular dynamics simulation, we build a structural model of 
the Snup13p-Rsa1p interaction. In this model, amino acids R249 and R246 from Rsa1p and 
E72 and D73 from Snu13p form three ion pairs and the resulting interaction is stabilized by 
hosting of the W245 side chain of Rsa1p in a hydrophobic cavity located at the Snu13p 
surface. By mutation of the interacting residues in yeast, we demonstrated the functional 
importance of the predicted interaction for cell growth, snoRNA accumulation in vivo, and 
pre-snoRNP formation in vitro.  

 
INTRODUCTION 

During the last decades, numerous 
ribonucleoprotein particles (RNPs) 
containing small non-coding RNAs and 
proteins have been discovered in eukaryotes. 

Several of them share the common property 
to contain a primary RNA binding protein 
which belongs to the L7Ae family of protein 
(“L7Ae-like” proteins) (1-3). They will be 
denoted here L7Ae RNPs. Members of this 
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L7Ae-RNP family play several essential 
roles in eukaryotic cells: i) small nucleolar 
RNPs (box C/D and box H/ACA snoRNPs) 
are required for generation of mature 
ribosomal RNAs starting from pre-ribosomal 
RNA transcripts (maturation and post-
transcriptional modifications) (4,5); ii) the 
spliceosomal U4 small nuclear RNP (U4 
snRNA) is an essential  component of the 
pre-mRNA splicing machinery (6) ; iii) 
small Cajal body-specific RNPs (box C/D 
and H/ACA scaRNPs) catalyze the post-
transcriptional modifications of spliceosomal 
UsnRNPs (7); iv) the vertebrate telomerase 
holoenzyme is needed for telomere synthesis 
(8,9); and v) specific RNA protein 
complexes which are assembled on the 3’ 
UTR regions of selenoprotein mRNAs 
(SECIS mRNPs) are required for 
selenocysteine incorporation (1,10). In their 
active forms, these various L7Ae RNPs 
consist of an RNA molecule containing a 
recognition motif for the “L7Ae-like” 
protein and a set of specific proteins.  The 
L7Ae RNPs can be divided in different 
classes depending on the identity of the 
“L7Ae-like” protein they contain: 
vertebrate’s protein 15.5K (Snu13p in yeast) 
is a component of U4 snRNP, box C/D 
snoRNPs and box C/D scaRNPs (3,11,12); 
vertebrate’s protein NHP2 (Nhp2p in yeast) 
is found in H/ACA snoRNPs, H/ACA 
scaRNPs, and the telomerase RNP (13,14); 
finally, vertebrate’s protein SBP2 is specific 
for selenocysteine mRNPs (1,10). 

The 3D structures established for human 
15.5K and yeast Snu13p proteins are very 
similar (15,16) showing a high conservation 
through-out evolution, and these two 
proteins recognize very similar K-turn 
motifs characterized by the presence of two 
helices, I and II separated by a 3-nt long 
bulge-loop (3,16). One main feature of the 
K-turn 3D structure is the sharp angle 
formed by the backbone of the bulge loop 
(16,17). It is generated by stacking of 
residues at positions 1 and 2 in the bulge on 

helices I and II, respectively. As a 
consequence, the U residue at position 3 in 
the loop, which is highly conserved in K-
turn motifs recognized by proteins of the 
L7Ae family, is protruding outside of the 
motif and plays a key role in the RNA-
protein interaction (16). The two non-
canonical sheared G:A base pairs at the 
extremity of helix II are also involved in this 
interaction (3,16,18,19). Binding of 
15.5K/Snu13p allows further recruitment of 
the other specific core proteins: PRP31 for 
U4 snRNP (20), U3-55K (Rrp9p in yeast) on 
the U3 B/C motif (18,21), and NOP56, 
NOP58, and Fibrillarin (Nop1p in yeast) on 
box C/D snoRNAs as well as box C/D 
scaRNAs (22,23). The variable elements in 
K-turn motifs, i.e.: length of helix I, 
sequence of helix II are key determinants for 
the selective recognition of these specific 
proteins (18,23,24). The recent 
determination of the crystal structure of the 
human PRP31 fragment encompassing 
amino acids 78 to 346 (PRP3178-333) in 
complex with 15.5K and a fragment of U4 
snRNA (25), as well as the crystal structure 
of archaeal box C/D RNPs (26-28) have 
provided some clues to understand how 
diversity is generated on a common theme: 
namely, how very similar architecture 
formed by a K-turn motif bound to an 
“L7Ae-like” protein can interact specifically 
with different sets of proteins. Although, it is 
well admitted that the 15.5K/Snu13p 
primary binding proteins play a key role in 
initiation of the L7Ae RNP biogenesis, one 
key remaining question is to know how these 
RNP complexes are assembled in vivo with a 
high degree of specificity. Indeed, whereas, 
assembly of the archaeal counterparts of 
snoRNPs seems to be mainly based on the 
capacity of their components to interact 
together (29-32), recent studies revealed an 
unexpected complexity of the RNP 
biogenesis pathways in (2,33-36). 
Eukaryotic RNAs are most frequently 
produced in a precursor form that is 

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 3

- 237 -



subsequently processed and assembled with 
proteins. This is most generally achieved 
through ordered steps occurring in specific 
sub-cellular compartments and requiring the 
assistance of dedicated assembly factors. Up 
to now, only the biogenesis of vertebrate’s 
spliceosomal UsnRNPs was completely 
deciphered (37): it requires the export of the 
pre-UsnRNA to the cytoplasm for 3’- and 
5’-end processing and assembly with the Sm 
proteins (38). This  step is mediated by the 
Survival of Motor Neurons (SMN) complex 
which binds to the Sm proteins, holds them 
together from their outside surface to form 
an open ring, and present them to the RNA 
(37). The SMN complex thus works as an 
external scaffold to promote RNP formation. 
Then, the SMN complex escorts the pre-
UsnRNP to the Cajal bodies where RNA 
maturation and protein assembly are 
completed. The mature UsnRNPs are 
released in the nucleoplasm for assembly 
into splicing complexes or storage into 
nuclear speckles (34,37-39). 

Studies on H/ACA and, especially, 
box C/D snoRNP assembly mechanisms are 
far less advanced. However, the present 
knowledge indicates marked differences as 
compared to UsnRNP assembly. For 
instance, the newly translated H/ACA 
snoRNP proteins are imported into nuclei as 
preformed complexes (40,41) and they 
interact with nascent precursor H/ACA 
RNAs (40,42). Interestingly, some assembly 
factors like NAF1/Naf1p, functions by 
mimicking and replacing a core protein in 
the immature particle, rather than as an 
external scaffold (43). The Sh1p assembly 
factor mimicks RNA binding, to prevent 
association of the H/ACA proteins with non-
specific RNAs (44,45). In addition, as 
mentioned above, one fascinating question is 
to understand how by recognition of very 
similar K-turn motifs, and with the 
assistance of RNP assembly factors 
Snu13p/15.5k specifically initiates the 
assembly of three different kinds of RNPs 

(C/D box snoRNPs, the U4 snRNP and the 
B/C protein complex of the U3 snoRNP) 
(3,18,20-23). Therefore, snoRNP assembly 
represents a new attractive paradigm to 
understand RNP biogenesis in eukaryotes. 

In addition to the “L7Ae-like” 
protein, one cellular factor, the vertebrate’s 
NUFIP protein (Rsa1p in yeast), plays a key 
role in assembly of snoRNPs and more 
generally in assembly of all RNPs of the 
L7Ae family (2,35,46). This platform protein 
facilitates the formation of a macro-complex 
containing both the core RNP proteins and 
the assembly factors. More precisely, 
NUFIP/Rsa1p is proposed (i) to hold 
together core proteins in the immature 
particles, and (ii) to recruit the Hsp90 
chaperone through its interactions with  an 
Hsp90 co-chaperone complex, named the 
R2TP complex (2,36). The human R2TP 
complex is composed of four proteins: 
PIH1/NOP17 (Pih1p/ Nop17p in yeast), 
hSpagh (also named RPAP3, Tah1p in 
yeast), TIP48 (also known as Reptin or p50 
in vertebrates, and Rvb2p in yeast) and 
TIP49 (also known as Pontin or p55 in 
vertebrates, and Rv1bp in yeast) (2). Protein 
PIH1/NOP17 interacts with protein hSpagh 
within the R2TP complex (47). By its 
interaction with NUFIP/Rsa1p, PIH1 allows 
the tethering of the R2TP complex on the 
pre-RNP (2), while by its interaction with 
HSP90 (Hsp82 in yeast), protein 
hSpagh/Tah1p allows the recruitment of the 
chaperone on the pre-RNP. The two other 
proteins of the R2TP complex, TIP48 and 
TIP49 are AAA+ ATPases. They interact 
together and with protein PIH1 (2,36,47). 
The implication of Hsp90 in the biogenesis 
of L7Ae RNPs was shown by the 
disappearance of newly-synthesized U4, box 
C/D and telomerase RNAs, as well as of 
15.5K, NOP58 and NHP2 proteins, upon 
inhibition of Hsp90 activity, suggesting that 
these proteins are clients of the chaperone 
(2,36). Therefore, as compared to UsnRNP 
assembly, snoRNP assembly provides a very 
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different paradigm for RNP assembly and is 
an excellent model to decipher mechanisms 
ensuring specificity of RNP assembly.  

At the present stage of the 
knowledge, association of NUFIP/Rsa1p to 
the L7Ae protein appears to be a key 
determinant of the assembly process. 
Although NUFIP and Rsa1p show a poor 
degree of similarity, we previously identified 
a 37 amino acid sequence which is highly 
conserved in the two proteins (hPEP and 
yPEP motifs), and showed that the hPEP and 
yPEP motifs are essential for association of 
NUFIP and Rsa1p with proteins 15.5K and 
Snu13p, respectively (2). Here, to improve 
our knowledge on assembly of RNPs 
containing protein 15.5K/Snu13p, we used 
yeast molecular genetics, biochemical 
assays, cell imaging, NMR spectroscopy, 
and molecular modeling experiments to: (i) 
identify the interacting amino acids in the 
NUFIP-15.5k and Rsa1p-Snu13p 
interactions, (ii) establish  the solution 3D 
structure of a fragment of the PEP domain 
containing the interacting amino acids and a 
3D structure model of its interaction with 
Snu13p, (iii) determine the respective 
functional importance of the Rsa1p and 
Snu13p interacting amino acids. In vivo 
substitution of the Snu13p and Rsa1p 
interacting amino acids in yeast 
demonstrated their requirement for cell 
growth and the stability of box C/D 
snoRNAs. In cellulo mutation of their 
counterparts in 15.5K abolished 15.5K-
NUFIP co-localization in Hela cell nuclei. 
 
MATERIAL AND METHODS 
Recombinant plasmids used in this study 
Plasmids were manipulated by standard 
techniques. Mutations were generated using 
the QuickChange mutagenesis system 
according to the manufacturer’s instructions 
(Stratagene©) and appropriate primer pairs. 
The bacterial expression vector pGEX-6P-
1::SNU13 was already described (19). To 
express the C-terminal 152 amino acids 

fragment of Rsa1p in E. coli, a BglII-XhoI 
restriction fragment was released by 
digestion of plasmid pACTII::Rsa1p230-381 

(previously designated as pACTII::N3C1) 
(2), and cloned into plasmid pET30c 
(Novagen©). A 111 bp fragment containing 
the Rsa1p coding sequence of amino acids 
230 to 266 was obtained by PCR 
amplification using two primers that 
generated a NheI site at one end and an XhoI 
site at the other end. This fragment was 
inserted between the NheI and XhoI sites of 
plasmid pET28a (Novagen©) to obtain the E. 

coli expression vector pET28a::RSA1230-266. 
For protein co-expression in E. coli, DNA 
fragments encoding the full length Rsa1p, 
the Rsa1p230-381 fragment or protein Pih1p 
were amplified by standard PCR procedures, 
using primers that generated NdeI and 
BamHI restriction sites, and they were 
inserted in the pnCS vector. On the other 
hand, the Snu13p and Tah1p ORFs were 
inserted in the pnEA-3CH vector in order to 
produce His-Tagged proteins (48-50). 
For expression of WT or mutated Snu13p or 
Rsa1p protein in yeast, the S. cerevisiae 
SNU13 and RSA1 ORFs were PCR amplified 
using primers that generated a BamH1 site at 
the ORF 5’ end and an XhoI site at its 3’ end, 
and were cloned between the BamH1 and 
SalI sites of a centromeric version of the 
pG1 (TRP1) expression vector (51,52). The 
resulting plasmids were designated as 
pG1::SNU13 and pG1::RSA1. 
The recombinant plasmids used for Y2H 
assays were already described (2). Briefly, 
the ORFs were cloned by the Gateway 
system (invitrogenTM) in plasmid pACTII 
downstream from the GAL4 transactivation 
domain coding sequence, or in plasmid 
pAS2 downstream from the GAL4 DNA 
binding domain coding sequence. 
The plasmids coding for mRFP-LacI-NUFIP 
and GFP-15.5K were generated with the 
Gateway technology with destination vectors 
previously described (53). 
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Production of recombinant proteins 
The recombinant pGEX-6P-1::SNU13 
plasmid was used to produce Snu13p fused 
to the glutathione S-transferase (GST) (19) 
in the E. coli CodonPlus strain (Novagen©). 
The recombinant GST-Snu13p protein was 
purified from cellular extract under native 
conditions, using Glutathione Sepharose 4B 
as recommended by the manufacturer (GE 
Healthcare©). The GST-Snu13p proteins 
were recovered after overnight cleavage on 
the beads using the PreScission protease (GE 
Healthcare©). The cleaved recombinant 
Snu13 proteins had the two additional amino 
acids G and P at their N-terminus compared 
to the native protein. The recombinant 
pET30c::RSA1230-381 and pET28a::RSA1230-

266 expression vectors were used to produce 
the Rsa1p fragments encoding amino acids 
230 to 381, and 230 to 266, respectively, 
with an His6 N-terminal tag in the E. coli 

CodonPlus strain (Novagen©). Note that the 
peptide produced by plasmid 
pET28a::Rsa1p230-263 contains at its N-
terminus the His6-tag sequence and a 15 
amino acid sequence resulting from the 
cloning into the pET28a plasmid. The 
recombinant His6Rsa1p230-266 and 
His6Rsa1p230-381 proteins were purified under 
native and denaturing/refolding conditions, 
respectively, using a 5 mL His-TrapTM HP 
column (GE Healthcare©). Proteins were 
eluted with 0.5 M imidazole at pH 8. When 
necessary, the His6-tag was removed by 
cleavage with the Thrombin protease. After 
Thrombin cleavages, or imidazole elution, 
the obtained recombinant proteins were 
dialyzed against buffer D (20 mM HEPES-
KOH, pH 7.9; 150 mM KCl; 1.5 mM 
MgCl2; 0.2 mM EDTA; 10% glycerol) and 
stored at -80°C. 

Test of protein-protein interactions by 
their co-expression in E. coli 
Co-expression tests in E. coli were carried 
out using a standard procedure described 
previously (49). The two recombinant 

plasmids pET15b and pACYC18b-11b 
expressing, respectively, His6Snu13p and full-
length Rsa1p or its Rsa1p230-381 fragment 
were used simultaneously to transform 
pRare2 E. coli host cells (Novagen). Growth 
was performed in 500 mL of 2X 
concentrated LB medium at 37°C to an 
absorbance at 600 nm of 0.8. Then, the 
temperature was switched to 20°C. At this 
point, co-expression of the proteins was 
induced by addition of isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (Euromedex) at a 1 
mM final concentration. Cells were further 
grown overnight at 20°C. They were 
collected by low speed centrifugation, 
resuspended in buffer A (20 mM HEPES-
NaOH, pH 7.5; 400 mM NaCl; 5 mM β-
mercaptoethanol), and lysed by sonication. 
The soluble fraction recovered by high speed 
centrifugation was mixed with 100 µl of 
Talon resin (Clontech). After 1 hour of 
incubation, the supernatant was removed and 
the resin washed extensively with buffer A. 
Proteins were eluted from the column using 
buffer A containing 500 mM imidazole. 
Eluted proteins were analyzed by SDS-
PAGE. 

Electrophoresis Mobility Shift Assays 
(EMSA) 
Yeast U14 box C/D snoRNA was 
synthesized by in vitro transcription with T7 
RNA polymerase of a PCR fragment 
carrying the S. cerevisiae snoRNA 
sequences in the conditions previously 
described (19). After transcription, RNAs 
were 5’-end labelled with T4 polynucleotide 
kinase in the presence of [γ-32P]ATP and 
purified by gel electrophoresis. For EMSA, 
WT or variant Snu13p were mixed with 
His6Rsap1p230-266 or His6Rsa1p230-381 protein at 
a final concentration of 0.5 µM, and 
incubated for 20 min at 4°C with 5 fmol of 
32P-radiolabeled U14 RNA in buffer D (20 
mM HEPES-KOH, pH 7.9; 150 mM KCl; 
1.5 mM MgCl2; 0.2 mM EDTA; 10% 
glycerol). The RNA-protein complexes 
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formed were resolved by native gel 
electrophoresis in conditions described 
previously (30). 

Circular dichroism spectroscopy 
Circular dichroism (CD) spectroscopy 
analyses were carried out using a Jobin-
Yvon Mark VI circular dichrograph. Quartz 
spare split-compartment cuvettes with 0.44 
cm path length per compartment were used 
for binding measurements. Use of these 
cuvettes allows accurate assessment of 
spectral differences between proteins in a 
bound and a free state or specific 
modifications in the RNA spectrum caused 
by its interaction with proteins. The relevant 
protein solution was placed in one 
compartment of the cuvette and the target 
protein solution in the other compartment. 
CD spectra were recorded before and after 
mixing the cuvette contents and blanks were 
run for each interaction and subtracted from 
the raw data. At least two spectra were 
collected before and after mixing, an average 
spectrum was established in order to increase 
the signal-to-noise ratio. Spectra were 
recorded from 200 to 260 nm to test protein-
protein interaction with a scan speed of 0.2 
nm.s-1. Proteins were adjusted at a 4 µM 
final concentration in 10 mM Tris-HCl 
buffer, pH 7.8; 150 mM NaCl. The results 
are presented as normalized ∆ε values. For 
protein-protein interactions we used amino 
acid mean residue mass of 110 Da. Taking 
into account the residue concentration and 
the optical path-length of the cuvette, the 
precision of measurements was of δ(∆ε) = 
+/- 0,03 dm3.mol-1.cm-1. 

NMR Spectroscopy and structure 
calculation 
For solubility reasons, a synthetic peptide of 
Rsa1p (Rsa1p238--252) was used for NMR 
analyses (GeneCust®). The NMR sample of 
Rsa1p238-252 contained 3 mM of peptide in 10 
mM Phosphate buffer, pH 6.4; 95% H2O; 
5% D2O. NMR data were acquired at 20°C 
on a Bruker Avance III spectrometer 

equipped with a Z axis gradients TCI 
cryoprobe. For proton resonance assignment, 
TOCSY spectra using 2 mixing times (30 
and 60 ms) and NOESY spectra using 3 
mixing times (75, 150 and 300 ms) were 
recorded. Assignment of heteronuclei was 
achieved using 1H-15N HSQC, 1H-13C HSQC 
and 1H-13C HSQC-TOCSY (with a mixing 
time of 60 ms) experiments in natural 
abundance. All spectra were processed with 
Topspin 3.0 (Bruker BioSpin) and analyzed 
with CARA (54). 
Distance restraints were derived from 
NOESY spectra and torsion angle restraints 
for the φ angle were derived from 
measurements of the 3J HN-Hα coupling 
constant on 1D proton spectra. 200 
structures of Rsa1p238-252 were calculated 
with CYANA 2.1 (55). The 50 best 
structures were used for explicit water-
refinement in CNS 1.2 (56). Finally, the 10 
structures with the lowest energies were 
selected as the most representative structures 
of Rsa1p238-252. 

Docking and molecular modeling 
The best NMR structure of Rsa1p238-252 was 
docked on the Snu13p X-ray 3D structure 
(PDB code 2ALE) using the 
Haddock2.1/CNS1.2 protocol (57-59). In 
order to generate the required Ambiguous 
Interaction Restraints file, residues for which 
point mutations abolish formation of a stable 
complex between Snu13p and Rsa1p have 
been considered as active whereas residues 
with less significant effect or solvent 
accessible residues in the neighborhood of 
active residues have been considered as 
passive. The solvent accessibility was 
checked with MOLMOL (60). The entire 
Rsa1p238-252 and the segment that 
encompasses the passive and active residues 
of Snu13p have been defined as semi-
flexible. Moreover, active residues of the 
peptide and the segment that encompasses 
the passive and active residues of Snu13p 
have been defined as fully flexible. 1000 
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structures have been calculated during the 
rigid body energy minimization step (it0) 
and the top hundred best structures were 
used for the semi-flexible simulated 
annealing (it1), and the subsequent flexible 
explicit H2O refinement steps (it1-water). 
The top ten structures with the best haddock 
score were selected as possible models for 
interaction. 
Then, the structure with the best haddock 
score was placed in a water box of 80Å3 
containing 16257 water molecules and one 
chlorine ion for ensuring the electrostatic 
neutrality of the system. All Arg, Lys, Asp, 
and Glu side chains were considered ionic. 
The resulting system, consisting in a total 
number of 51,121 atoms, was energy 
refined. The MD program NAMD (61) was 
employed in combination with the 
CHARMM27 force field (62) in order to 
describe the whole molecular system. 
Coulomb forces were evaluated with the 
particle-mesh Ewald method. Chemical 
bonds between hydrogen and heavy atoms 
were constrained to their equilibrium value 
by means of the SHAKE algorithm. The 
refinement procedure was based on several 
energy minimization steps carried out by the 
conjugate gradient method: first, the 
backbone of the protein complex was fixed 
such that only the protein side chains and 
water molecule movements were variable; 
next, the whole system was relaxed. Finally, 
a 5-ns MD simulation was carried out in the 
isobaric-isothermal ensemble, maintaining 
the pressure and the temperature at 1.0 atm 
and 300.0 K, respectively, by means of 
Langevin dynamics and the Langevin piston 
approach. The equations of motion were 
integrated with a 2-fs time step, using the r-
RESPA algorithm to update short- and long-
range contributions at different frequencies. 

Yeast two-hybrid assays 
For yeast two-hybrid assays (Y2H), 
appropriate pACTII and pAS2 plasmids 
were used to transform haploid cells (strain 

CG929 or Y190, and strain Y187, 
respectively), which were then crossed. 
Diploids were selected on media suitable for 
double selection (Leu-, Trp-) and then plated 
on media suitable for triple selection (Leu-, 
Trp-, His-). 3-Amino-1,2,4-triazol (3AT) was 
used to evaluate the strength of the 
interactions. Growth was assessed after three 
days of incubation at 30°C. 

Tests of the functionality of variant 
Snu13p and Rsa1p proteins in yeast 
Standard S. cerevisiae growth and handling 
techniques were employed. The S. cerevisiae 
strain YPH499-GAL::SNU13 (Mata trp1-
Δ63; his3-Δ200; ura3–52; lys2–801; ade2–
101; leu2-Δ1; HIS3::GAL1::SNU13) (3) was 
used to test whether Snu13p variants can 
complement depletion of the essential 
endogenous SNU13 gene. To this end, strain 
YPH499-GAL::SNU13 was transformed 
with recombinant pG1::SNU13 plasmids 
encoding WT or mutated Snu13p. Cells were 
grown overnight at 30°C in a medium 
containing galactose as the carbon source 
(YPG). They were collected by 
centrifugation, washed, and diluted in YPD 
medium containing glucose as the carbon 
source. Cells were grown at 30°C and 
constantly maintained in exponential phase 
by dilution with pre-warmed YPD. The 
doubling time was monitored by measuring 
the absorbance at 600 nm (OD600). 
The S. cerevisiae Y190-ΔRSA1 

(YPL193W::kanMX2) strain, used in Y2H 
assays, was obtained by homologous 
recombination. A DNA fragment carrying 
the kanamycin cassette flanked by sequences 
amplified from the RSA1 gene was used to 
transform the haploid Y190 strain. Insertion 
of the kanamycin cassette at the RSA1 locus 

was then verified by PCR amplifications. 
The RSA1 knock-out strain obtained was 

transformed with plasmid pG1::RSA1 
encoding WT or variant Rsa1p, and grown in 
YPD medium. 

Evaluation of snoRNA levels in yeast 
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Total RNAs were extracted from 
exponentially growing yeast cultures. 
Northern blot analyses were performed in 
standard conditions using 5 µg of total 
RNAs and specific 5’-end 32P-radiolabeled 
antisens probes: 
OG-U1 (5’-
GACCAAGGAGTTTGCATCAATGA-3’); 
OG-snR63 (5’-
TTATGTTGGCCACTCATCAC-3’); 
OG-snR190 (5’-
CGAGGAAAGAAGAGACACCATTATC-
3’); 
OG-snR45 (5’-
CCTCAGATCGCTCCGAGA-3’); 
U14 (5’-TCACTCAGACATCCTAG-3’); 
OG-snR13 (5’-
AGCTTGAGTTTTTCCACACC-3’); 
OG-U18 (5’-
TGTGATAGTCAACCACATCTC-3’). 

His-pull down assays of in vitro assembled 
RNPs 
100 fmol of 5’-end 32P-radiolabeled U14 
RNA prepared according to (19) were 
incubated with various sets of recombinant 
proteins during 30 min in buffer D at 30°C, 1 µM of protein Snu13p and of the His6Tah1p-
Pih1p complex were used, while the 
Rsa1p230-381 fragment was used at a 0.25, 0.5 
µM, 1 µM, or 2 µM concentration. The RNP 
complexes formed were incubated with 
Nickel Sepharose beads (GE Healthcare©) 
for 15 min at room temperature in 200 µL of 
binding buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 
150 mM NaCl; 0.1% IGEPAL). The beads 
were washed three times for 10 min with 1 
mL of binding buffer. RNAs were extracted 
by phenol-chloroform treatments, ethanol 
precipitated, and fractionated on a 7% 
denaturing polyacrylamide gel. 

Subcellular localization assay of WT and 
mutated 15.5K proteins in HeLa cells 
The co-recruitment assay was done as 
previously described (53). 
 
 

RESULTS 
Although NUFIP and Rsa1p are 

expected to have similar functions in 
snoRNP assembly, their sequence alignment 
revealed a low level of sequence similarity, 
except for the 37 amino acid long PEP 
domain (Figure 1A). Presence of the PEP 
domain was previously found to be required 
to get positive NUFIP-15.5K and Rsa1p-
Snu13p interactions in 2-H assays, and when 
using the same approach, the hPEP and 
yPEP domains alone were, sufficient to get a 
positive signal with the 15.5K and Snu13p 
proteins, respectively (2). Moreover, His6-
yPEP was previously found to associate with 
Snu13p bound to U14 snoRNA (2). 
Altogether, this had emphasized a major role 
played by the PEP domain for interaction of 
the two platform proteins, with their 
respective 15.5K and Snu13p partners. Thus, 
we used various biochemical, biophysical 
and genetics methods to identify the 15.5K 
and Snu13p amino acids which interact with 
hPEP and yPEP, respectively, and also to 
determine which amino acids of the hPEP 
and yPEP motifs are crucial for these 
interactions. Based on the high sequence 
similarity of the 15.5K and Snu13p proteins 
(Figure 1B), and of the hPEP and yPEP 
motifs, we postulated very similar modes of 
interaction of these two proteins with their 
PEP partner motifs. Therefore, information 
on these interactions was gained by 
performing some of the experiments on yeast 
and other ones in human cells. As in this 
study, we used several Rsa1p sub-fragments 
(Figure 1A) each of them are identified as 
Rsa1px-y, where x and y represents the 
positions in the Rsa1p amino acid sequence 
of the amino acids located at their 
extremities. To homogenize the 
nomenclatures, the yeast and human PEP 
domains will be denoted here Rsa1p230-266   

and NUFIP223-260, respectively. 
 
15.5K-NUFIP association depends upon 
the 15.5K helix α3 
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To identify the NUFIP interacting domain of 
15.5K, the surface residues in 15.5K were 
mutagenized into alanines. A series of ten 
15.5K mutants was generated, and the 
resulting proteins were tested for association 
with NUFIP and the NUFIP223-260 segment 
(hPEP), by the use of yeast two-hybrid 
(Y2H) assays. Mutations in 15.5K which had 
a negative effect on its interaction with the 
NUFIP223-260 fragment also had a negative 
effect on the interaction with full-length 
NUFIP. However, due its lower stability the 
NUFIP223-260-15.5K interaction was more 
drastically affected by mutations in 15.5K 
than the full-length NUFIP-15.K interaction 
(Figure 1C). Nine of the tested variants still 
interacted with NUFIP and NUFIP223-260, 
while one (variant D) had lost these 
interactions. Variant D carried 3 amino acid 
substitutions (E74D75K76/AAA) in a highly 
conserved sequence of the C-terminal part of 
helix α3 (Figure 1B). Next, by using the 
same approach, we tested the importance of 
each residue in the EDK sequence. The 
E74/A mutation turned-out to be sufficient to 
abolish the Y2H interaction with both 
NUFIP and NUFIP223-260, while the D75/A 
and K76/A mutations had no adverse effects 
(Figure 1C). Noticeably, among proteins 
able to recognize K-turn RNA motifs, the 
presence of an E residue at a position 
equivalent to that of the 15.5K E74 residue is 
a characteristic feature which is unique to 
proteins of the L7Ae family, namely, 
Snu13p, NHP2/Nhp2p and SBP2 (Figure 
1B).  
We also tested the impact on the 15.5K-
NUFIP interaction of mutations in other 
parts of the 15.5K helix α3. Residues E64, 
I65, H68, and L71 were of particular interest, 
since in the U4 snRNP, E64, I65, and H68 
were found to establish contacts with the 
PRP31 Nop domain (25), and L71 is spatially 
close to E74, but not conserved in NHP2, 
where it is replaced by a valine (Figure 1B). 
Variants E64/A, I65/A, H68/A, and L71/A still 

interacted with NUFIP, although the 
interaction was weaker for the L71/A variant 
(Figure 1C and data not shown). When 
tested with NUFIP223-260, the E64/A and I65/A 
15.5K variants interacted with this small 
motif, while H68/A and L71/A had lost the 
interaction (Figure 1C), reflecting the 
generally weaker interactions obtained with 
the NUFIP223-260 fragment compared to full-
length NUFIP. Altogether, two main 
conclusions were drawn from these data: i) 
residue E74 of the 15.5K helix α3 is essential 
for binding to NUFIP and, ii) residues H68 
and L71 likely have some indirect of direct 
modulation effect on this interaction. 
 
The 15.5K E74D75K76/AAA mutant has an 
altered intra-cellular localization and does 
not bind to NUFIP in cellulo 
Having shown the functional importance of 
residue E74 in the E74D75K76 motif of 15.5K 
for formation of the 15.5K-NUFIP 
interaction in a heterologous system, we then 
used a spatial recruitment assay in HeLa 
cells in order to verify that the 15.5K EDK 
motif is needed for the 15.5K-NUFIP 
interaction in an authentic in cellulo context 
(Figure 2). The approach used was based on 
the LacI/LacO system (40,63), that 
circumvents artifacts occurring during co-
immunoprecipitation assays, in particular, 
the loss of weak interactions or on the 
contrary the re-association of proteins in the 
test tube. More precisely, a HeLa cell line 
containing a tandem array of LacO sites 
integrated in its genome was transfected with 
the mRFP1-LacI-NUFIP expression vector. 
In the U2OS parental cell line devoid of 
LacO sites, the fusion protein mRFP1-LacI-
NUFIP had a diffuse localization in the 
nucleoplasm, which was similar to that of 
wild-type NUFIP (Figure 2A). When the 
GFP-15.5K fusion was co-expressed with 
mRFP1-LacI-NUFIP in U2OS cells, it 
localized in the nucleoli, Cajal bodies, and 
nucleoplasm as previously described, and no 
particular co-localization was observed with 
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mRFP1-LacI-NUFIP. In contrast, in the cell 
line containing the LacO array, GFP-15.5K 
co-localized with the bright spots formed by 
the binding of mRFP1-LacI-NUFIP to the 
LacO sites. This indicated that, as expected, 
NUFIP interacts with 15.5K in vivo. We then 
tested the 15.5K E74D75K76/AAA variant in 
the same assay (Figure 2B). In parental 
U2OS cells, the localization of the mutant 
protein differed from its wild-type 
counterpart. Consistent with a defect in its 
incorporation into U4 and box C/D RNPs, 
the mutant 15.5K accumulated at a lower 
level in nucleoli compared to WT 15.5K and 
had a more diffuse localization throughout 
the nucleoplasm and the cytoplasm. 
Moreover, in cells containing mRFP1-Laci-
NUFIP bound to the LacO array, GFP-15.5K 
E74D75K76/AAA was unable to accumulate at 
the LacO sites, indicating that it was 
defective for NUFIP binding in vivo. 
Therefore, the data demonstrated the 
importance of the extremity of helix α3 of 
15.5K for in cellulo binding of protein 15.5K 
to NUFIP. 
Then, for further characterization of the 
15.5K/Snu13p-NUFIP/Rsa1p interaction, we 
turned to S. cerevisiae because of our 
capability to produce Snu13p and Rsa1p as 
soluble recombinant proteins in E. coli and, 
the possibility to use yeast genetics to 
investigate the functional importance of the 
Snu13p-Rsa1p interaction in snoRNP 
assembly. 
 
Amino acid(s) in the Snu13p E74D75K76 

motif is/are directly involved in the 
Snu13p-Rsa1p interaction 
We hypothesized that, like for 15.5K, some 
residues in the Snu13p E72D73K74 motif 
located in the C-terminal part of helix α3 
(Figure 1 and 3A) are important for binding 
to Rsa1p. To test this hypothesis, we used 
biochemical and biophysical approaches, 
having in mind, to get for the first time a 
clear demonstration of formation of a 

stoichiometric complex between the purified 
Snu13p and Rsa1p proteins. To this end, we 
used co-expression assays in E.coli. The 
His6-tagged WT Snu13p or its His6-tagged 
E72D73K74/AAA variant were co-expressed 
with either full-length Rsa1p or its C-
terminal Rsa1p230-381 fragment and their 
capacity of interaction were investigated by 
co-immobilization on Metal Ion Affinity 
Chromatography (IMAC) (Figure 3C). 
Fractionation of the IMAC purified proteins 
by SDS-PAGE revealed the formation of a 
His6-Snu13p-Rsa1p complex. Due to its low 
level of structuration, Rsa1p is highly 
sensitive to proteolysis in E. coli, which is 
evidenced by the appearance of some protein 
bands below the Rsa1p band in the SDS-
PAGE fractionation (Figure 3C lane 2). 
However, taking into account these Rsa1p 
digestion products, we could estimate that 
interaction of Rsa1p and its sub-fragments 
with Snu13p occurred with an apparent 1:1 
molar stoichiometry (Figure 3C lane 2). 
Snu13p also co-purified with Rsa1p230-381, 
but not with the Rsa1p N-terminal domain 
(data not shown). No co-purification of 
Rsa1p was detected with the His-tagged 
E72D73K74/AAA Snu13p variant (Figure 3C, 
lane 4), which revealed the importance of 
residue(s) within the EDK motif for the 
Snu13p-Rsa1p interaction. Accordingly, 
when recombinant GST-Snu13p or its 
E72D73K74/AAA variant were immobilized 
on Glutathione Sepharose beads and 
incubated with the recombinant His6-
Rsa1p230-266 protein, GST-Snu13p retained 
significant amounts of His6-Rsa1p230-266 

protein (Supplementary data Figure S1, lane 
6), while GST alone or the E72D73K74/AAA 
Snu13p variant did not (Supplementary data 
Figure S1, lane 8).  
At this stage of the study, two explanations 
could be proposed for these data: either 
mutation of the E72D73K74 motif altered the 
overall Snu13p conformation and 
consequently abrogated the interaction with 

RESULTATS ET DISCUSSION - CHAPITRE 3

- 245 -



Rsa1p, or the Snu13p E72D73K74 motif is 
directly involved in the interaction.  
By providing information on the α-helix 
content of proteins, far UV Circular 
Dichroïsm (CD) spectroscopy can reveal 
conformational changes occurring upon 
generation of mutations in proteins or upon 
their interaction with a partner. As Snu13p 
predominantly folds into α-helices (15), this 
approach was perfectly adapted to test 
whether the E72D73K74/AAA mutation 
modified the Snu13p secondary structure. 
The CD spectra of WT Snu13p and its 
E72D73K74/AAA variant recorded from 205 
to 260 nm showed similar negative peaks at 
208 and 222 nm, which was an indication for 
similar levels of α-helices (data not shown ? 
a montrer ?). Therefore, we concluded that 
the E72D73K74/AAA mutation probably has 
limited effect on the protein structure, which 
favored the hypothesis of a direct physical 
interaction of residues in the E72D73K74 motif 
with Rsa1p. Comparison of CD spectra 
collected before and after mixing the two 
proteins reinforced this hypothesis.  For this 
purpose, we used a cuvette with two 
compartments: one was filled with Snu13p 
and the other one with Rsa1p230-266 at a 
protein to peptide molar ratio of 1, and a CD 
spectrum was recorded from 205 to 260 nm 
before and after mixing the contents of the 
two compartments. When using WT Snu13p 
the intensity of the signal at 222 nm was 
modified after mixing (Figure 4), which was 
indicative of the formation of a direct 
interaction between the two partners 
accompanied by some structural 
modifications (Figure 4A, left panel). In 
contrast, no variation at 222 nm was detected 
upon mixing, when the Snu13p 
E72D73K74/AAA variant was used (Figure 
4A, right panel), reflecting its inability to 
interact physically with Rsa1p230-266. 
Therefore, by utilization of biochemical and 
bio-physical approaches, we demonstrated: 
i) the formation of a Snu13p-Rsa1p physical 

interaction at a 1:1 molar ratio, ii) the direct 
involvement of some amino acids in the 
E72D73K74 motif in this interaction. In 
addition, we developed a CD based assay to 
test for the Snu13p-Rsa1p interaction.  
 
Residue E72 in the Snu13p EDK motif 
plays a key role in the Snu13p-Rsa1p 
interaction 
Then, to delineate which of the three EDK 
amino acids was/were important for the 
Snu13p-Rsa1p interaction, we came back to 
the Y2H approach. As expected from 
previous results (2), WT Snu13p interacted 
with both full-length Rsa1p and its C-
terminal half (Rsa1p230-381). No interaction 
was detected with either the Snu13p 
E72D73K74/AAA variant or the Snu13p E72/A 
variant (Figure 3B), while the D73/A and 
K74/A mutations had no marked deleterious 
effects on the interaction (not shown). 
Therefore, as found for protein 15.5K, The 
E72 residue in the Snu13p EDK motif is 
needed for interaction with Rsa1p. 
Furthermore, by using the U14 snoRNA-
Snu13p complex, we showed that this 
residue is required for interaction of both 
free and snoRNA bound Snu13p with Rsa1p. 
Indeed, as previously observed (2), Rsa1p230-

381 and Rsa1p230-266 super-shifted the 
complex formed by Snu13p and an in vitro 
transcribed U14 box C/D snoRNA (Figure 
3D, lanes 3 and 4), but, did not shift this 
complex, when the Snu13p E72D73K74/AAA 
or the E72/A variants were used.  
As these experiments demonstrated the 
major role of residue E74 of the Snu13p EDK 
motif for interaction with Rsa1p, we decided 
to determine which amino-acid(s) in Rsa1p 
can be the partner(s) of the Snu13p E72 

residue.  
 
Rsa1p residues W245 and R249 are required 
for binding to Snu13p 
Alignment of the human NUFIP223-260 and 
yeast Rsa1p230-266 sequences revealed the 
presence of a strictly conserved five amino 
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acids stretch (WREER, positions 245 to 249 
in Rsa1p) (Supplementary data Figure S2). 
To assess whether this conserved 
W245R246E247E248R249 sequence is involved in 
the Rsa1p-Snu13p interaction, we generated 
individual substitutions by alanines of 
almost each of its residues in the Rsa1p230-266 
protein (Figure 5A). The effects on the 
interaction with Snu13p was assessed, using 
as reporter signal, the specific modification 
of the CD signal at 220 nm observed upon 
formation of the Snu13p-Rsa1p complex 
(Figure 4A). While the decrease in the CD 
signal at 222 nm observed for association of 
the E247/A variant with Snu13p was similar 
to that found for WT Rsa1p230-266, no 
decrease of this signal was detected when 
mixing  the Rsa1p230-266 W245/A, or R246/A, 
or R249/A variants with Snu13p (Figure 4B). 
These data strongly suggested the direct 
involvement of residues W245, R246, and R249 
in the Snu13p-Rsa1p230-266 interaction. 
Accordingly, when we tested the ability of 
Rsa1p230-266 variants to form trimeric 
complexes with Snu13p and the U14 
snoRNA by gel-shift assays, only the 
Rsa1p230-266 E247/A variant super-shifted the 
Snu13p-U14 RNA complex (Figure 5B). 
Interestingly, when we introduced the amino 
acid substitutions in the WREER motif of 
Rsa1p230-381 and tested the ability of the 
variant proteins to interact with Snu13p by 
Y2H assays, only the W245/A and R249/A 
substitutions impaired the Y2H interaction 
(Figure 5C). The R246/A substitution had no 
visible effects. Similarly, when we co-
expressed the WT or variant Rsa1p or 
Rsa1p230-381 proteins with His6Snu13p in E. 

coli, and co-purified His6Snu13p with its 
associated proteins by IMAC, the R249/A 
substitution in both full-length Rsa1p and 
Rsa1p230-381 abolished the interaction with 
Snu13p, whereas the R246/A variants retained 
some binding activity (Figure 5D).  
The lower effect of the R246/A substitution in 
our Y2H and co-expression assays compared 
to super-shift assays and CD measurements 

is likely explained by the fact that the former 
assays were made with Rsa1p230-381 while the 
latter assays were performed with Rsa1p230-

266. As found for the 15.5K-NUFIP 
interaction, the Snu13p-Rsa1p230-266 
interaction is most probably less stable than 
the Snu13p-Rsa1p230-381 interaction and, 
therefore more strongly destabilized by the 
R246/A amino acid substitution. Altogether, 
the data identified two residues in Rsa1p 
(W245 and R249) which are crucial for the 
interaction with Snu13p. They also indicated 
a possible modulating role of residue R246. 
As the important residue in Snu13p was a 
glutamic acid (E74), it sounded to find a 
crucial role of a lysine (R249) in the partner 
protein, because of the possibility to form 
ionic interactions. In contrast, it was not 
obvious to imagine how residue W245 in 
Rsa1p is playing an essential role. Therefore, 
to go one step further in the understanding of 
the Snu13p-Rsa1p interaction, we then used 
structural and modeling approaches. 
 
Rsa1p238-252 folds into an alpha helix 
The solution structure of Snu13p had been 
solved by X-ray crystallography (15). 
Therefore, to generate a 3D structure model 
of the Snu13p-Rsa1p interaction by in silico 
docking experiments, we had to solve the 3D 
structure of an Rsa1p fragment containing 
the amino acids required for interaction with 
Snu13p. We first attempted to establish the 
3D structure of the entire Rsa1p230-266 
fragment, but encountered strong solubility 
problems at the concentration used for NMR 
studies. Therefore, we determined the 3D 
structure of the peptide 
TDEDVKKWREERKKM spanning residues 
238 to 252 (named Rsa1p238-252). The 
solubility of this peptide was suitable to 
obtain well-resolved 1H-NMR spectra, and it 
contained the three residues (W245, R246, and 
R249) found to be important for the 
interaction with Snu13p. When using a C13, 
N15 labelled peptide all nuclei can be 
assigned from NMR spectra, except for 
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carbonyl, carboxyl and guanidium groups 
and tertiary amine of lysine side chains. By 
applying this approach to Rsa1p238-252, only 
the NMR frequencies of the backbone amide 
groups of residues T238 and D239 and of the 
Cδ and Cε of residue K244 remained 
undetermined, meaning that we 
unambiguously assigned the rest of the 1H, 
13C and 15N nuclei. A schematic view of the 
NMR distances restraints and structural 
statistics for the calculation are displayed in 
figure S3 and table S1 (supplementary data). 
As shown by the superimposition of the 10 
structures having the lowest energies (Figure 
6A) and their low RMSD values, Rsa1p238-

252 is folded into a α-helix. Interestingly, the 
side chains of residues W245, R246, and R249 
are positioned on the same face of the helix, 
in a configuration favourable for the 
establishment of interactions with Snu13p 
amino acids (Figure 6B). Conversely, the 
side chain of the residue E247, which is not 
required for Snu13p binding (Figure 4B), is 
positioned on the opposite side of the helix 
(Figure 6B). 
 
The 3D structure model of the Snu13p-
Rsa1p238-252 interaction explains the 
crucial roles of E72 in Snu13p and W245 
and R249 in Rsa1p 
Our docking experiments with 
Haddock2.1/CNS1.3 (57,58) were based on: 
i) the established crystal structure of Snu13p 
(PDB accession number: 2ALE, (15)), ii) our 
solution structure of Rsa1p238-252, iii) our 
finding of a 1:1 molar stoichiometry of the 
Snu13p-Rsa1p complex, and iv) our 
knowledge on the amino acids important for 
the Snu13p-Rsa1p interaction: E72 in 
Snu13p, and W245 and R249 in Rsa1p238-252 
were defined as active residues for docking 
calculation. Results of the docking procedure 
are presented in Table 1. 
According to energies and RMSD values 
calculated on the ten models with the lowest 
haddock scores, Rsa1p238-252 adopts a 

preferential positioning on Snu13p in which 
the C-terminal part of the peptide is close to 
the EDK motif of the protein, whereas the 
N-terminal part accommodates into the 
groove formed by helix α3 and the N-
terminal part of Snu13p (Figure 6C). More 
interestingly, as shown on the best model 
provided by Haddock, the carboxylate group 
of residue E72 in Snu13p, which plays a key 
role in the interaction, is able to form two 
electrostatic bonds with Rsa1p239-252 basic 
residues (one with a guanidinium group of 
residue R246, the other one with a 
guanidinium group of residue R249) (figure 
6D). In contrast, the side chain of residue 
D73 in Snu13p, which was found to play a 
less important role in the interaction, is 
predicted to form only one salt bridge with 
the guanidinium group of residue R246 in 
Rsa1p239-252 (Figure 6D).This salt bridge is 
also the only one formed by its partner R246 
residue (Figure 6D). Therefore, according to 
our 3D model, the two acidic residues (E72 
and D73) of the Snu13p EDK motif, and the 
two basic residues (R249 and R246) of the 
Rsa1p PEP motif are all implicated in a 
network of ionic interactions. However, 
according to our experimental data, only 
residues E72 in Snu13p and R249 in Rsa1p, 
which are both involved in formation of two 
ion pairs, play a critical role for the 
interaction. Finally, the side chain of residue 
W245 in Rsa1p238-252 points into a large 
pocket formed by the hydrophobic side 
chains of the Snu13p residues K7, F9, L65, 
L69, and E72 (Figure 6E). Hence, by 
developing hydrophobic interactions with 
residues of this pocket the side chain of 
residue W245 should strongly participate to 
the stability of the interaction. Altogether, 
this can explain the essential role of the 
Rsa1p residue W245 in formation of the 
interaction. 
The stability of the proposed model in an 
aqueous medium has been tested through a 5 
ns Molecular Dynamic simulation as 
described in Material and Methods. Analysis 
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of the trajectory calculated with NAMD is 
available as supplementary material 
(supplementary data Table S2). Briefly, with 
a mean RMSD value of 1.73 ± 0.27 Å, it 
shows first that the overall 3D structure of 
the model does not undergo drastic changes 
over the simulation. Secondly, that the 
network of ionic interactions still exists 
during simulation. Finally, the location of 
the side chain of W245 in the Snu13p pocket 
described above is stable over time.  
To assess the stabilizing effect generated by 
binding of the Rsa1p W245 residue in the 
Snu13p hydrophobic pocket, we substituted 
one of the hydrophobic residues of this 
pocket, L69, by an alanine residue. The 
choice of L69 was dictated by its close 
vicinity to the Rsa1p W245 residue 
(supplementary data Table S2). The effect of 
the mutation on the Snu13p-Rsa1p230-266 

interaction was tested by EMSA 
experiments. As illustrated in figure 7, the 
L69A mutation abolished the binding of 
Rsa1p230-266 to the Snu13p-U14 RNA 
complex, which demonstrated 
experimentally the stabilization effect of the 
Snu13p residue L69 on the Snu13p- Rsa1p230-

266 interaction. These data were in good 
agreement with the finding by Y2H assay of 
a role of the NUFIP residue L71 (the 
counterpart of L69 in Snu13p) (Figure 1C) in 
the NUFIP-15.5K interaction. 
 
The amino acids essential for the Rsa1p-
Snu13p interaction are important for cell 
growth  
Deletion of the RSA1 gene in S. cerevisiae 
leads to a growth defect, especially at high 
temperature (64). Hence, we decided to test 
whether abolition of the Snu13p-Rsa1p 
interaction also generates some growth 
phenotype. To this end, we used a yeast 
strain containing the chromosomal SNU13 
ORF placed under the control of the 
conditional GAL1 promoter. These cells 
were transformed with a centromeric pG1 
plasmid allowing constitutive expression of 

the WT or mutant Snu13p protein and cell 
growth was monitored in liquid media 
(Figure 8A). In the presence of glucose in 
the medium (absence of expression of the 
genomic SNU13 gene), a doubling time of 
3.26 hours was observed for the ectopic 
expression of WT Snu13p from the pG1 
plasmid. This doubling time was increased 
to 3.56 and 3.58 hours, respectively, when 
the E72D73K74/AAA and E72A Snu13p 
variants were expressed. Although, the 
increase was not strong, it was reproducibly 
observed, and supports the idea of a 
functional importance of the identified 
Snu13p-Rsa1p interaction, and in particular, 
of the Snu13p E72 residue, playing an 
essential role in this interaction. In contrast, 
the L69/A mutations had no strong effect on 
cell growth, probably because other amino 
acids of the Snu13p hydrophobic pocket can 
still interact with the W245 Rsa1p residue. 
To complete the demonstration of a 
functional role of the Snu13-Rsa1p 
interaction, WT and variant Rsa1p proteins 
were expressed from a centromeric plasmid 
in an RSA1 KO strain, and growth rates were 
measured (Figure 8B). The KO strain had a 
doubling time ~44% slower compared to 
WT cells. Ectopic expression of Rsa1p 
restored the wild-type growth rates (2.6 
hours). In contrast, only a partial restoration 
of cell growth was obtained for the Rsa1p 
R249/A and W245/A variants that did not bind 
to Snu13p (doubling time of 3.24 and 3.06 
hours, respectively). The R246/A substitution 
in Rsa1p, which did not abolish binding to 
Snu13p, had a more limited effect on cell 
growth. Therefore, substitutions of the three 
amino acids which play a key role in the 
Snu13p-Rsa1p interaction all have a 
negative effect on yeast cell growth showing 
their functional importance in vivo.  
 
The Rsa1p residue R249 essential for 
Snu13p-Rsa1p interaction is important 
for box C/D snoRNA stability  
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As defects in snoRNA assembly are known 
to lead to partial degradation of snoRNAs 
(2,3), we guessed that if the Snu13p-Rsa1p 
interaction plays an important role for 
snoRNP assembly, its abolition in vivo 
should lead to a decreased level of cellular 
snoRNAs. To test this hypothesis, we used 
Northern blot analyses to evaluate the steady 
state levels of a selected number of box C/D 
snoRNAs in the RSA1

- S. cerevisiae strain 
Y190 carrying a RSA1 gene disruption, its 
isogenic strain with an active RSA1 gene, 
and in the RSA1

- strain complemented  by 
ectopic expression of WT or R249/A Rsa1p 
protein. The selected snoRNAs included 
U14 which is involved in both pre-rRNA 2’-
O methylation and its early endo-nucleolytic 
cleavage steps leading to 18S rRNA (65,66), 
and snoRNAs (U18, snR63, snR190, snR45, 
snR13) which are only involved in 2’-O 
methylations of the pre-rRNA (66). The 
results obtained confirmed that disruption of 
the RSA1 gene is associated to a drastic 
decrease of the amounts of most of the tested 
snoRNAs (snR63, snR190, snR45, snR13, 
and U18 box C/D snoRNAs) (Figure 8C). 
Ectopic expression of Rsa1p WT restored 
normal snoRNA amounts, while the 
expression of the variant R249/A Rsa1p 
protein did not. Among the tested RNAs, 
only U14 snoRNA showed no significant 
decrease in the absence of Rsa1p expression 
or upon expression of the Rsa1p R249/A 
variant. Due to its essential role in18S rRNA 
production, U14 may have a life span higher 
than other box C/D snoRNAs tested, or the 
assembly of the U14 snoRNP is less 
dependent upon the Snu13p-Rsa1p 
interaction.  In contrast, the decreased levels 
of snoRNAs snR63, snR190, snR45, snR13, 
and U18 are likely indicative of a decreased 
efficiency of their assembly into snoRNPs. 
Therefore, these data strongly support the 
idea of a functional importance of the 
identified Snu13p-Rsa1p interaction for box 
C/D snoRNP biogenesis and as a 
consequence for yeast cell growth.  

 
Residue E72 in Snu13p is required for 
recruitment of the Pih1-Tah1p dimer on a 
snoRNA in in vitro assays 
We previously showed that Rsa1p230-381 
interacts with Pih1p, an integral component 
of the R2TP complex (2). Therefore, we 
proposed that through this interaction with 
Pih1p and its interaction with Snu13p, Rsa1p 
tether the R2TP complex onto Snu13p bound 
to the snoRNA. Our identification of a 
Snu13p residue required for the Snu13p-
Rsa1p interaction (E72) opened the 
possibility to test experimentally the above 
statement. For this purpose, instead of using 
protein Pih1 alone, which has a strong 
tendency to aggregate when produced alone 
in E. coli, we used a His6Tah1p-Pih1p 
complex obtained by co-expression in E.coli. 
This allowed us to purify the stable 
His6Tah1p-Pih1p complex on Ni-Sepharose 
beads (67), and to use the bound complex to 
test its interaction with other components of 
the snoRNP assembly machinery. The bound 
Tah1p-Pih1p complex was incubated with 
P32 labelled U14 snoRNA, in the presence or 
the absence of on the one hand, the WT 
recombinant Rsa1p230-381 C-terminal domain 
and, on the other hand,  the WT recombinant 
Snu13p protein or its E74/A variant. 
Retention of U14 snoRNA on the beads was 
detected by autoradiography after 
electrophoresis on a denaturing gel. As 
shown in Figure 9A, very little amounts of 
RNA was co-purified with the His6Tah1p-
Pih1p in the absence or the presence of 
Snu13p alone, showing a weak capacity of 
the His6Tah1p-Pih1p to form a stable 
complex with U14 snoRNA alone or the 
Snu13p-U14 complex. In contrast, in the 
presence of the Rsa1p230-381 C-terminal 
domain, retention of the snoRNA was 
substantially improved, indicating that this 
domain of Rsa1p can mediate the 
recruitment of the Tah1p-Pih1p complex on 
the Snu13p-U14 complex. Accordingly, 
when using the E72/A Snu13p variant which 
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does not interact with Rsa1p no U14 
retention was detected on the beads coated 
with the His6Tah1p-Pih1p complex (Panel B). 
Thus, the Snu13p-Rsa1p interaction, that we 
characterized here, is required for binding of 
the R2TP complex to pre-snoRNP 
complexes. This observation likely explains 
the decreased amounts of snoRNAs that we 
detected in yeast strains with an impaired 
Snu13p-Rsa1p interaction. 
 
DISCUSSION 

Several proteins have been proposed 
to participate in snoRNP biogenesis. 
However, the mechanism of action of only a 
few of them has been clearly established. 
NUFIP and its yeast homolog Rsa1p were 
identified as key factors in the biogenesis of 
RNPs containing proteins of the L7Ae 
family. They were found to interact with 
proteins 15.5K and Snu13p, respectively 
(2,35). Based on the scaffolding properties 
of proteins NUFIP and Rsa1p and their 
capability to interact with the R2TP 
complex, the 15.5K-NUFIP and Snu13p-
Rsa1p interactions were proposed to 
facilitate the recruitment of the other 
snoRNP core proteins and of Hsp90 on 
nascent RNPs (2,35). Accordingly in the 
absence of NUFIP and Rsa1p, a marked 
decrease of the box C/D snoRNP levels had 
been observed (2). Here, by combination of 
structural, molecular and cellular analyses, 
we were able to define the Snu13p-Rsa1p 
interaction at the atomic level and to 
demonstrate for the first time its high 
functional importance for box C/D snoRNP 
assembly in vivo. Our data also bring 
insights on how NUFIP and Rsa1p can 
discriminate L7Ae members within the 
larger L30 protein super-family.  
 
Structural analysis identifies electrostatic 
and Van der Waals forces in the Snu13p-
Rsa1p interaction 
By combining data from Y2H assays, site-
directed mutagenesis, co-expression assays, 

NMR analysis and computer modeling, we 
built a comprehensive 3D structure model of 
the Snu13p-Rsa1p interaction. According to 
this model, two basic residues in Rsa1p and 
two acidic residues in Snu13p form a 
network of ionic interactions. However, only 
one of the Snu13p acidic residues (E72) and 
one of the Rsa1p basic residues (R249) are 

indispensable for the interaction. Similarly, 
in Y2H assays, only the 15.5K E74 residue in 
protein 15.5K is essential for interaction of 
15.5K with full length NUFIP. Inspection of 
our 3D structure model brings some insight 
to this observation: interaction of E72 in 
Snu13p with one guanidinium group of each 
R249 and R246 residues in Rsa1p is likely 
more stable than the interaction of D73 in 
Snu13p with R249 in Rsa1p. Moreover, 
formation of the D73(Snu13p)-R249(Rsa1p) 
ion pair might depend upon a favorable 
orientation of the R249 side chain, which may 
be imposed by formation of the 
E72(Snu13p)-R249(Rsa1p) interaction. The 
lower functional importance of the 
D73(Snu13p)-R249(Rsa1p) interaction as 
compared to the E72(Snu13p)-
R246+R249(Rsa1p) interaction is evidenced by 
the similar growth rate defects of cells 
expressing the E72A Snu13p variant and cells 
expressing the or E72D73K74/AAA Snu13p 
variant. Similarly, interaction of R249 in 
Rsa1p with both D73 and E72 in Snu13p 
seems to be sufficient to ensure association 
of Snu13p with Rsa1p. In contrast, the 
R246(Rsa1p)-E72(Snu13p) interaction does 
not allow the binding of Snu13p to Rsa1p 
when the R249 residue in Rsa1p is mutated 
into an alanine. Accordingly, a low 
functional importance of the Rsa1p R246 

residue is evidenced by the absence of 
growth phenotype of yeast cells expressing 
the Rsa1p R246A variant. 
In our 3D structure model, the heterocyclic 
indol of residue W245 is located in a 
hydrophobic pocket formed by the aliphatic 
side chains of residues K7, F9, L65, L69, and 
E72 of Snu13p. The strong importance of the 
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W245 Rsa1p residue for cell growth 
strengthens the importance of the 
corresponding Van der Waals interactions. 
We could reasonably assume that 
positioning of residue W245 in the Snu13p 
pocket anchors the PEP domain of Rsa1p at 
the Snu13p surface. Importantly, the Rsa1p 
residue W245 is conserved in NUFIP (W239), 
and the Snu13p hydrophobic building blocks 
of Snu13p hydrophobic pocket are 
conserved in human 15.5K protein (Figure 
1). This strongly suggests that Van der 
Waals interactions similar to those 
established by the yeast Rsa1p W245 residue 
are formed at the 15.5K-NUFIP interface. 
Accordingly, mutation of residue L71 in 
15.5K had a negative effect on the PEP-
15.5K. Although, in our in vitro assays, the 
L69/A mutation in Snu13p also had a 
negative effect on the Snu13p-PEP 
interaction, residue L69 is not essential for 
yeast cell growth. It is reasonable to think 
that, the four other hydrophobic amino acids 
in the Snu13p pocket compensate for the 
L69/A mutation. Another function of residue 
W245 in Rsa1p might be to orient the side 
chain of the Snu13p E72 residue in a 
conformation favoring its electrostatic 
interaction with residue R249 in Rsa1p. 
Therefore, we propose that the Snu13p-
Rsa1p and 15.5K-NUFIP interactions are 
stabilized by interdependent ionic and Van 
der Waals interactions, requiring the 
presence of three residues which are 
conserved from yeast to human: E72 in 
Snu13p and its E74 homologue in 15.5K, 
R249 in Rsa1p and its R243 counterpart in 
NUFIP, and W245 in Psa1p and its W239 
counterpart in NUFIP (Figure 1). 
 
NUFIP and Rsa1p discriminate L7Ae 
members through helix α3 

Prior to the present study, very little was 
known about amino acids required for 
discrimination of “L7Ae-like” proteins by 
the Rsa1p and NUFIP platform proteins. 
One previous study proposed the 

involvement of the 15.5K E124 and R125 
residues in NUFIP recruitment (22,46). The 
present data invalidate this conclusion, 
because we show that the E124R125/SS mutant 
has the capability to interact efficiently with 
NUFIP and the small NUFIP223-260 domain in 
Y2H assays (Mut I in Figure 1C). (22,46). 
The absence of conservation of the E124 and 
R125 15.5K residues in protein Snu13p also 
makes it very unlikely that they participate 
to an interaction expected to be conserved 
from yeast to human. Thus, the effect 
previously observed was likely to be an 
indirect effect. In contrast, our data are in 
better agreement with previous results 
showing that the E74D75K76N77/RKMT 
mutation abrogates detection of the 15.5K-
NUFIP association in a cellular extract (46). 
The large diversity of amino acid 
substitutions generated in this variant may 
have alter the protein structure, however, one 
of the four substitutions targeted the 15.5K 
residue (E74) that we identified as the key 
player in the 15.5K-NUFIP interaction. In 
the present study, to preserve the protein 
structure the 15.5K and Snu13p EDK motifs 
were substituted by three alanine residues 
which are unable to establish stable 
interactions with other residues in the 
protein. As in addition, the EDK residues in 
15.5K and Snu13p (15,16) do not develop 
internal interactions, no modification of the 
protein structure was expected upon their 
mutation into AAA and this was confirmed 
by our CD data. So that, we are confident 
that the effects we observed are directly due 
to the amino acid substitutions. 
Therefore, our data point to an essential role 
of the helix α3 acidic residue (E74 in 15.5K 
and E72 in Snu13p) in recognition of 
proteins Snu13p and 15.5K by Rsa1p and 
NUFIP, respectively. Interestingly, residue 
E74 is conserved in proteins 15.5K, NHP2, 
and SBP2 of the L7Ae family (Figure 1B), 
which all interact with NUFIP (2).  In 
contrast, this residue is not conserved in the 
members of the L30 super-family which do 
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not belong to the L7Ae family (Figure 1B) 
(68). Accordingly, data of co-expression and 
yeast two-hybrid assays failed to detect an 
interaction between NUFIP and other 
members of the L30 family that contain no 
counterparts of residue E74 ((2) and data not 
shown). This suggests that the presence of 
residue E74 is a good predictor of the 
interaction with NUFIP or Rsa1p.  
Amino acid sequence alignments also show 
the replacement of L69 in Snu13p by a valine 
residue (V96) in human NHP2 (Figure 1B). 
In agreement with an implication of the 
Snu13p L69 residue in Van der Waals 
interactions with residue W245 of Rsap1, 
NHP2 does not interact with PEP in two 
hybrid assays. However, the V96L 
substitution in NH2P allows the interaction 
(Figure 1C), and the L71/V mutation in 
15.5K decreases its interaction with 
NUFIP223-260. Altogether, these data support 
the idea of a role of the interaction 
established by residues L69 (Snu13p) and 
L71(15.5K) in discrimination of Snu13p and 
15.5K from other L7Ae-like proteins. 
Accordingly, no counterparts of residue 
L69/L71 is found in SBP2, and like NHP2, 
SBP2 does not bind to the PEP domain of 
NUFIP (NUFIP223-260) (data not shown). 
This suggests that amino acids other than 
PEP amino acids are involved in binding of 
NUFIP to SBP2 and NHP2 (Figure 1).  
Taken together, these observations may 
reflect an ancestral role of NUFIP which was 
restricted to the biogenesis of the U4 snRNP 
and box C/D snoRNPs, and further 
acquisition of a role of NUFIP in assembly 
of box H/ACA snoRNPs and SBP2 mRNPs.  
 
A loss of Snu13p-Rsa1p or 15.5K-NUFIP 
interaction has marked negative effects in 

cellulo 
For the first time, we show in cellulo effects 
of mutations abolishing the 15.5K-NUFIP 
and Snu13p-Rsa1p interactions. The 15.5K 
mutant protein unable to bind NUFIP shows 
a substantially altered intracellular 

localization, with a stronger cytoplasmic 
signal that suggests a partial defect in 
incorporation into U4 and C/D RNPs (Figure 
2). In yeast, deletion of the RSA1 gene was 
known to induce a marked temperature 
sensitive phenotype (64). However, as Rsa1p 
had been proposed to have several functions 
(64), it was difficult to assign the observed 
growth defect to one given Rsa1p function. 
Here, based on our detailed analysis of the 
Rsa1p-Snu13p interaction, we could create 
point mutations in Rsa1p and Snu13p  and 
dissect the functional importance of 
electrostatic and Van der Waals interactions 
formed at the Snu13p-Rsa1p interface.  
Point mutation of residue E72 in Snu13p 
increased the cell doubling time by a factor 
of about ~10%, while point mutations of 
residue R249 and W245 in Rsa1p increased the 
cell doubling time by factors of ~25% and ~ 
18%, respectively. This indicates that the 
electrostatic interactions developed by 
residues E72(Snu13p) and R249(Rsa1p), as 
well as the Van der Waals interaction 
established by residue W245(Rsa1p) play 
important roles in vivo. We can reasonably 
assume that this role consist in enabling the 
recruitment of Rsa1p on pre-snoRNPs and 
therefore the association of the R2TP 
complex and other snoRNP core proteins on 
pre-snoRNPs. In agreement with this 
statement, we showed that in vitro binding of 
the Tah1p-Pih1p dimer to pre-snoRNP is 
dependent on the presence of Rsa1p and that 
mutation of residue E72 in Snu13p impairs 
this binding (Figure 9).  Also consistent with 
this statement, the level of C/D box 
snoRNAs after R249A substitution in Rsa1p 
was very similar to that found upon deletion 
of the RSA1 gene. Almost no snR13 and 
snR63 snoRNAs were detected in the two 
types of mutated cells. 
The stronger effect on yeast growth of 
mutations in Rsa1p compared to mutations 
in Snu13p suggests that the Rsa1p amino 
acids involved in the Snu13p binding may 
also be involved in interaction of Rsa1p with 
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other target proteins. Consistent with our 
data, substitution of the E74D75K76N77 motif 
in protein 15.5K by a RKMT motif was 
previously found to abolish the binding of a 
recombinant protein PRP31 to the U4-15.5K 
complex in cell extract, as well as of the box 
C/D snoRNP core proteins NOP56, NOP58, 
Fibrillarin, and of the R2TP components 
proteins TIP48 and TIP49 on snoRNA-
15.5K complexes in cellular extract (22). 
 
One L7Ae residue in the counterpart of 
the Snu13p EDK motif develop an 
electrostatic interaction with residue K289 
in NOP5 
NUFIP and Rsa1p, bind the 15.5K and 
Snu13p proteins on a face opposite to that 
needed for RNA binding. This is consistent 
with the possibility to form a ternary 
complex containing: the snoRNA, Snu13p 
(or 15.5K), Rsa1p (or NUFIP) and the other 
assembly factors. However, one important 
question is to know whether the core 
proteins Nop56p, Nop58p and Nop1p 
recruited by combined the action of Rsa1p 
and the R2TP complex can form a stable 
mature snoRNP in the presence of Rsa1p or 
whether Rsa1p has to leave the pre-snoRNP 
complex in the ultimate steps of the 
assembly process. One way to get insight 
into this question was to know whether the 
E72 residue in Snu13p and E74 residue 
in15.5K which are, respectively, required for 
interaction with Rsa1p and NUFIP are 
available in mature box C/D snoRNPs or are 
involved in snoRNP internal protein-protein 
interactions. 
 Up to now, no 3D structure of eukaryotic 
snoRNPs is available to look for availability 
of residue E72/E74 in the mature particle. 
However, the crystal structure of an archaeal 
box C/D sRNP has been recently established 
(26) and archaeal and eukaryotes C/D box 
RNPs are very similar. The archaeal box 
C/D sRNPs also contain a protein of the 
L7Ae family (the name of this protein family 
originates from the name of the archaeal 

protein). Its 3D structure is very similar to 
those established for proteins Snu13p and 
15.5K (refs). A counterpart of the EDK 
motif is found in helix α3 of archaeal L7Ae 
proteins (i.e. D74E75K76 in the S. solfataricus 
L7Ae protein) (Figure S4A). Remarkably, 
the L7Ae amino acids D74 and E75 of this 
motif and residue L71 corresponding to the 
L69 residue of Snu13p, are found at the 
interface between L7Ae and NOP5 (the 
archaeal homolog of NOP56/Nop56p and 
NOP58/), and Fibrillarine (Figure S4B). 
Whereas, the L7Ae D74 residue appears to be 
available for interaction in the C/D box 
sRNP structure, its neighbour residue E75 

forms a stable electrostatic interaction with 
the highly conserved residue K289 of NOP5 
and therefore clearly participates in the 
sRNP architecture (Figure S4D). If we 
assume similar interaction between Snu13p 
and Nop56p or Nop58p as found in archaea, 
we can conclude that part of the Snu13p-
Rsa1p interaction is likely partially or totally 
destabilized prior completion of snoRNP 
assembly.    
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TABLE AND FIGURES LEGENDS 
Figure 1. Residues in 15.5K helix α3 are 
involved in the 15.5K-NUFIP223-260 
interaction. (A) Schematic representation of 
the human protein NUFIP and the yeast 
protein Rsa1p. The homologous domain 
between the two proteins (named hPEP in 
human and yPEP in yeast) is colored in gray. 
The various fragments of NUFIP and Rsa1p 
used in this study are represented. (B) The 
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RNA binding domain shared by members of 
the L7Ae family. Multiple amino acid 
sequence alignments were constructed using 
CLUSTALW. Secondary structure elements 
of human protein 15.5K are labeled on top of 
the sequences. Numbering corresponds to 
residues of 15.5K. Identical residues are 
highlighted in light grey and similar residues 
are in dark grey. (C) Yeast two hybrid 
interactions between 15.5K and NUFIP, 
NUFIP223-260 or Alix as a negative control. 
Tests were also performed with NHP2, the 
ore protein of box H/ACA snoRNPs. The 
following residues of 15.5K were changed 
into alanines except when indicated. MutA: 
H17L18T19K20K21; MutB: K33Q34L35R36; 
MutC: E61P62E64; MutD: E74D75K76; MutE: 
R84S85K86; MutF: K107E108K113A114; MutG: 
Q27Q28; MutH: N31Y32K33; MutI: E124S 
R125S; MutJ: N40T43N47. 
 
Figure 2. 15.5K E74A does not bind NUFIP 
in vivo and is not efficiently incorporated 
into RNPs. U2OS and U2OS LacO cells 
were transfected with mRFP-LacI-NUFIP 
and either GFP-15.5K (upper two panels), or 
its EDK->AAA variant (bottom two panels). 
WT 15.5K accumulates in nucleoli, in Cajal 
bodies and is also diffusely present in the 
nucleoplasm (top left panel). Furthermore, 
when mRFP1-LacI-NUFIP accumulates at 
the LacO sites, WT 15.5K is also enriched 
there (see insets in the top panel). In 
contrast, while the mutant 15.5K is also 
present in nucleoli, Cajal bodies and in the 
nucleoplasm, it is also present in large 
amount in the cytoplasm, indicating a defect 
in RNP assembly (bottom left panel). In 
addition, this mutant fails to be recruited to 
the LacO sites by mRFP-LacI-NUFIP 
(bottom panels). 
 
Figure 3. Functional analysis of the Snu13p-
Rsa1p interaction. (A) Comparison of the 
15.5K and Snu13p proteins. 3D structure 
representations of the complex formed 
between human protein 15.5K and the 5’ 

stem-loop of U4 snRNA (PDB accession 
number: 1E7K) (16), and of the S. cerevisiae 
Snu13p protein (PDB accession number: 
2ALE) (15) were obtained by using the 
PyMOL software (69). Residues of the 
COOH terminus of helix α3 are indicated by 
black letters. On the U4-15.5K structure, 
residues in pink interact with PRP31 in the 
U4-15.5K-PRP3178-333 complex (25). 
Alanine substitutions performed in Snu13p 
are displayed in the insert. (B) Yeast two-
hybrid assays between Snu13p and its 
variants used as the bait, and the preys 
Rsa1p or its minimal functional fragment 
Rsa1p230-381. A control was performed with 
an empty vector (-). Growth on medium 
lacking histidine but containing 3-Amino-
1,2,4-triazol (3AT), a competitive inhibitor 
of the product of the HIS3 reporter gene, 
indicates an interaction. (C) Co-expression 
and co-purification assays. The wild type or 
mutated His-tagged protein Snu13p was co-
expressed in E. coli with Rsa1p. His-pull 
down assays from the crude cellular extracts 
were performed by IMAC. The soluble 
fraction (Input, In) and the purified proteins 
(Eluate, E) were fractionated by SDS-PAGE 
and the gel stained with Coomassie blue. 
The ladder (L) is indicated on the left. (D) 
Gel-shift assays. Radiolabeled U14 snoRNA 
was incubated with the wild type Snu13p or 
one of its α3 helix variants and the indicated 
His-tagged Rsa1p230-381 or Rsa1p230-266. GST 
is used as a negative control. 
 
Figure 4. Study of protein-protein 
interaction by circular dichroism. A two-
compartment cuvette was used and spectra 
were recorded as described in Materials and 
Methods. (A) and (B), Snu13p-Rsa1p230-266 
interaction. For each interaction 
experiments, the CD spectra recorded before 
mixing the samples are in dark blue whereas 
the spectra in light blue (WT Snu13p) or in 
dark green (variants) were obtained after 
mixing the two compartments.  
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Figure 5. Functional analysis of residues of 
peptide Rsa1p230-266. (A) The amino acid 
sequence of Rsa1p230-266, which is conserved 
between NUFIP and Rsa1p, was mutated. 
Alanine substitutions in the various Rsa1p 
variants are underlined. (B) Analysis of the 
substitutions by EMSA in the same 
conditions as in Figure 3D. (C) Yeast two-
hybrid assays using Snu13p used as the bait, 
and WT or variant Rsa1p230-381 fragments of 
Rsa1p as the prey. Analyses were performed 
as in Figure 2B. (D) Co-expression and co-
purification assays. Same experiments as in 
Figure 3C but with His6Snu13p co-expressed 
in E. coli with one of the Rsa1p or Rsa1p230-

381 variants. 
 
Figure 6. NMR structure of Rsa1p238-252, 
docking and modeling of the Snu13p-Rsa1p 
interaction. (A) Backbone superimposition 
of the ten best structures of Rsa1p238-252. (B) 
Side chains representation of the lowest-
energy Rsa1p238-252 structure. The helical 
conformation is highlighted using a cartoon 
representation. The hydrogen atoms are not 
represented. (C) Ribbon representation of 
the ten 3D models with the lowest haddock 
score resulting from the docking of the 
lowest-energy NMR structure of Rsa1p238-252 
on the X-ray structure of Snu13p. (D) Ionic 
interaction network between R246 and R249 in 
Rsa1p238-252 and E72 and D73 in Snu13p. Salt 
bridges are shown with black dash lines. (E) 
Highlight of the Snu13p pocket hosting the 
W245 in Rsa1p238-252. The figure has been 
done with PyMOL software (69). 
 
Figure 7: Role of residue L69 in the Snu13p-
Rsa1p interaction. Formation of U14 RNA-
Snu13p-Rsa1p230-266 complexes were 
analyzed by gel-shift assays as in figure 3D. 

 
Figure 8: Effect of substitutions within the 
Snu13p helix α3 or the Rsa1p230-266 domain 
on cell growth. (A) Yeast strain YPH499-
GAL::SNU13 was transformed with various 
recombinant pG1::SNU13 vectors and grown 
in medium containing glucose. Effect of the 
ectopic expression of Snu13p and its variant 
forms on cell growth was monitored by 
measurement of the absorbance at 600 nm 
and by maintaining cell in exponential 
growth by successive dilutions. (B) Effects 
of ectopic expression of WT and variant 
Rsa1p from recombinant pG1::RSA1 plasmid 
on growth of a RSA1 KO strain. (C) 
Northern blot analysis of box C/D snoRNAs 
steady-state levels in cells with ectopic 
expression of WT and R249/A variant Rsa1p 
from recombinant pG1::RSA1 plasmid. 
RNAs were specifically detected with 
antisens oligonucleotide probes. 
 
Figure 9: In vitro interaction of Pih1p with 
the pre-RNP U14 snoRNA-Snu13p-
Rsa1p230-381. (A) His-pull down assay with 
the His6Tah1p-Pih1p protein complex. The 
radiolabeled U14 snoRNA was incubated 
with the recombinant Snu13 protein and the 
His6Tah1p-Pih1p dimer. The same 
experiment was realized in presence of an 
increasing concentration of the Rsa1p230-381 

fragment of Rsa1p. The mixture was 
incubated with nickel-sepharose beads to 
allow binding of His6Tah1p-Pih1p, and 
retention of the RNA was analyzed by 
denaturing gel electrophoresis. The input 
corresponds to 10% of the total quantity of 
radiolabeled RNA that was used in the 
binding assays (on the left). (B) His-pull 
down performed in the same conditions with 
recombinant Snu13p WT and Snu13p E72/A. 
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Figure 2 - Rothé et al.
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Figure 7 - Rothé et al.
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A

B

C

Strain Gal::SNU13 G (h) Growth defect (%  WT)

pG1::SNU13 -WT 3.26 ±0.04

pG1::SNU13 -E72D73K74/AAA 3.56 ±0.05 -9.2

pG1::SNU13 -E72/A 3.58 ±0.09 -9.8

pG1::SNU13 -L69/A 3.22 ±0.09 +1.2

Strain ∆RSA1 G (h) Growth defect (%  WT)

pG1::(-) 3.74 ±0.18 -44.2

pG1::RSA1- WT 2.6 ±0.13

pG1::RSA1- W245/A 3.06 ±0.10 -17.8

pG1::RSA1- R246/A 2.55 ±0.10 +1.7

pG1::RSA1 -R249/A 3.24 ±0.03 -24.8
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Table 1- Rothé et al.

Snu13p Rsa1p238-352

Active residues E72 W245 R249
Passive residues L69 D73 N75 K243 K244 R246 E247 E248 K250 K251
Semi-flexible segments L67 to P77 T238 to M252
Fully flexible segments L67 to P77 W245 R249

RMSD from mean structure (Å)
all backbone atoms
all heavy atoms
Energies (kcal/mol)
E.inter
E.vdw
E.elec
Buried surface area (Å2)
Number of AIR violation (>0.3Å)

-321 ± 31
922 ± 67

0

Docking results

0.70 ± 0.19
0.99 ± 0.21

-341 ± 33
-21 ± 4
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SUPPLEMENTARY DATA 
 

 
 
SUPPLEMENTARY METHODS 
 
GST pull-down assays 
Recombinant fusion proteins GST-Snu13p, wild-type or variant E72D73K74/AAA, (0.35 nmol), 
were bound on 15 µl of beads of Glutathione-Sepharose 4B (GE Healthcare©) in 100 µl of 
binding buffer (10 mM phosphate pH 7.0, 150 mM NaCl). A control was performed with 
beads bound by the GST protein. Recombinant His6Rsa1p230-266 (0.7 nmol) was added to the 
different beads samples, and the incubation was continued for 30 min at room temperature. 
Beads were washed three times with the binding buffer. Proteins were eluted by boiling in 
Laemmli loading buffer. Protein fractions were resolved by SDS-PAGE on 15% 
polyacrylamide gels and visualized by Coomassie staining. 
 
 
 
SUPPLEMENTARY FIGURES (S1-S3) 
 
Figure S1. GST-pull down experiments. A His-tagged version of the conserved peptide yPEP 
within the yeast Ras1p protein, named His6Rsa1p230-266 protein, was over-expressed in E. coli 
and purified. The obtained recombinant protein was assayed for binding to the indicated 
recombinant GST fusion proteins. The gel was stained with Coomassie blue. 
 

97 kDa
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GST - - + + - - - -
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GST-Snu13p E72D73K74/AAA - - - - - - + +
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Figure S2. The PEP sequence. Multiple amino acid sequence alignments were constructed 
using CLUSTALW (1). Numbering corresponds to residues of the S. cerevisiae Rsa1p 
protein. Identical residues are highlighted in light grey. 

Sequence of Rsa1p used for
the 3D modelization

238 252

230 240 250 260

.| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

S. cerevisiae PGTS---IALITDEDVKKWREERKKMWLLKISNNKQKHMQ

C. glabrata PGTS---ISLETEEDIKKWKDERRKMWLLRISNNKKEHME

Z. rouxii QGTS---ITLATEEDIAKWKEERKKMWLLKISNKRKEHME

K. thermotolerans PGTS---ITLESEEDIKKWREERRKMWLVKISNQREKHKS

S. kluyveri PGTS---ITLTSAEDIEKWREERRKMWLLKISNNKEKHRQ

K. lactis PGTS---IVLKTEEDIAKWKEERRKMWLIKISNKKEMYRE

E. gossypii AGTS---IVLSTTEDIEKWRSERRKMWLLKISNQKEKHME

D. hansenii PGTN---ITLETEEDINKWIEERKKKWPSRR-NIEEKEKS

Y. lipolytica QGTS---VLLITPEDIEKWRAERRQNWPTRKRVQEKQEKE

H. sapiens PGMKK--IKLDTPEEIARWREERRKNYPTLANIERKKKLK

M. musculus PGMKK--IKLDTPEEIARWREERRKNYPTLANIERKKKLQ

X. laevis PGAKR--IKLDTPEEIAKWREERRKNFPTLANIAKKQQLQ

D. melanogaster TGTYVKVKKVWSEEELAAWRAERRKKFPTAANVELARLAK

A. gambiae DGGCTKDTIGPSAEEIEQWKEERRKRYPTKQNVILRQQAQ
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Figure S3. NOE connectivities for amide proton amide (N), alpha (α) and beta (β) protons of 
Rsa1p238-252. The NOE intensities are represented by different line thicknesses, stronger lines 
meaning stronger intensities. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S4. Comparison between archaeal box C/D sRNP and eukaryal box C/D snoRNP. (A) 
Multiple amino acid sequence alignments of the α3 helix in the eukaryal proteins 
15.5K/Snu13p and the archaeal L7Ae proteins constructed using CLUSTALW. (B) 
Sulfolobus solfataricus box C/D sRNP 3D structure ((2); PDB : 3PLA). Amino acids L71, D74 
and E75 are indicated in red. (C) Interaction interface between L7Ae and NOP5 ((2); PDB: 
3PLA). The black line represents an electrostatic interaction. (D) Multiple amino acid 
sequence alignments of a part of the eukaryal proteins NOP56, NOP58, PRP31 and the 
archaeal protein NOP5 constructed using CLUSTALW.  
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SUPPLEMENTARY TABLE (S1) 
 
Table S1. NMR-Derived Geometrical Restraints and Structural Statistics of Rsa1p238-252. 
 
 
Restraints  Number 
Distance restraints 
 total of distance restraints 169  
 intra 43  
 short 65  
 medium 61  
dihedral angles    
 φ 12  
 
Violation  Occurrence  
 distance violation> 0.2 Å 0  
 dihedral violation> 5 degrees 0 
 
Ramachandran statistics (PROCHECK-NMR) 
 residues in the most favorable region 96.2 %  
 residues in additionally allowed regions 3.8 %  
 residues in generously allowed regions 0 %  
 residues in disallowed regions 0 % 
 
Atoms (residues E240 to K250)  rmsd (Å) 
 backbone  0.23 ± 0.07  
 heavy 1.31 ± 0.42  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table S2. Analysis of the NAMD trajectory calculated on the Snu13p/Rsa1p238-252 3D model 
(3).  
(A) Backbone RMSD calculated all along the trajectory. The reference structure was the top 
structure coming from HADDOCK (4,5). (B) Mean distance between Rsa1p238-252 W245-Cζ2 
and Snu13p K7-Cβ, F9-Cζ, L65-Cβ, L69-Cγ and E72-Cβ all along the trajectory. (C) Salt 
bridges analysis between Rsa1p238-352 R246 and R249 and Snu13p E72 and D73. The mean 
distance has been measured between nitrogens of the guanidium group and oxygens of the 
carboxyl group. A cut-off of 3.8 Å between acceptor and donor atoms has been defined to 
evaluate the time occupancy of the salt bridges. 
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2 Données complémentaires sur le complexe Snu13p/Rsa1p 

Lors de l’analyse à haut débit par co-expression des interactions entre facteurs 

d’assemblage des snoRNP C/D (Résultats & Discussion, Chapitre 1), nous avons mis en 

évidence une association forte entre les protéines Rsa1p (231-375) et Snu13p (Résultats & 

Discussion, Chapitre 1, paragraphe 2.3). Le rôle fonctionnel de cette interaction pour la 

production normale des snoRNA à boîtes C/D et pour la croissance cellulaire a clairement été 

mis en évidence dans le manuscrit inséré dans ce chapitre. Les données R.M.N. obtenues par 

Marc Quinternet décrites dans ce manuscrit ont permis d’établir la structure 3D du fragment 

238-252 de la protéine Rsa1p et de montrer qu’il adopte une structure en hélice α. Comme 

jusque-là nous n’avions pas réussi à avoir un complexe assez stable entre notre fragment de 

Rsa1p et de Snu13p, l’association entre le fragment PEP de Rsa1p et Snu13p a été modélisée 

comme décrit dans le manuscrit à partir de cette structure du fragment 238-252 et de la 

structure 3D établie pour Snu13p.  

Sur la base de nos données de co-expression, de modélisation et aussi des résultats de 

spectrométrie de masse nous avons produit et purifié de nombreux fragments de Rsa1p en 

complexe avec la protéine Snu13p. Aucun ne nous avaient permis d’obtenir des données de 

R.M.N. exploitables pour la détermination de la structure 3D. En fonction du fragment de 

Rsa1p utilisé pour la co-expression, nous avons rencontré des problèmes de reproductibilité 

de la purification, de précipitation lors de la concentration, ou de présence d’une conformation 

double de certains résidus de la protéine Snu13p en association avec le fragment de Rsa1p. 

Marc Quinternet a récemment commencé l’étude par R.M.N. du fragment 238-269 de la 

protéine Rsa1p synthétisé chimiquement en interaction avec la protéine Snu13p. Les premiers 

spectres indiquent l’absence d’équilibre entre plusieurs formes et une stabilité plus importante 

du complexe. Nous espérons donc pouvoir obtenir la structure 3D de ce complexe. 

3 Conclusions et perspectives 

3.1 Bilan 

Les résultats présentés dans ce chapitre nous ont permis de décrire avec précision 

l’interface d’interaction entre Rsa1p et Snu13p. Elle semble être conservée dans le complexe 

formé par les protéines NUFIP/15.5K. Cette interaction met en jeu les résidus W245R246--R249 
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de la protéine Rsa1p et le motif L69--E72D73 de l’hélice α3 de la protéine Snu13p. Il 

s’établirait aussi un réseau de liaisons électrostatiques entre les deux arginines de Rsa1p et les 

résidus acides de Snu13p, ainsi que la formation de liaisons hydrophobes impliquant le résidu 

tryptophane de la protéine Rsa1p. De façon intéressante, la mutation ponctuelle des résidus 

E72 de Snu13p et R249 de Rsa1p,  suffit à inhiber l’association des deux protéines. L’absence 

de cette interaction se caractérise in vivo par un défaut de croissance mais aussi par une 

diminution spécifique du taux de certains snoRNA à boîtes C/D (Manuscrit n°2). 

3.2 La structure tridimensionnelle du complexe Snu13p/Rsa1p : 

élément de compréhension de la biogenèse des snoRNP à boîtes 

C/D 

La détermination de la structure tridimensionnelle du complexe formé entre la protéine 

constitutive des snoRNP à boîtes C/D, Snu13p et le facteur d’assemblage Rsa1p est un enjeu 

majeur dans la compréhension des étapes de la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. Comme 

nous l’avons décrit dans le manuscrit, au niveau de la protéine Snu13p, un motif L--ED près 

de l’extrémité C-terminale de l’hélice α3 est impliqué dans son association avec la protéine 

Rsa1p (Manuscrit n°2) et cette interface est conservée chez l’homme (McKeegan et al., 

2009). Récemment, la structure tridimensionnelle d’une particule à boîtes C/D de Sulfolobus 

sulfataricus a été déterminée (Lin et al., 2011). Il est intéressant de noter que le motif L72--

E75K76 de la protéine L7Ae (l’orthologue de Snu13p) se situe à l’interface avec les protéines 

Fibrillarine et aNop5 homologue d’archae de Nop1p et Nop56/58p. Les résidus chargés du 

motif L--EK établissent des interactions électrostatiques avec certains résidus de ces deux 

protéines notamment les résidus K289 de aNop5 et les résidus R135 et D158 de la Fibrillarine 

(Figure 96). Ce réseau d’interaction ressemble étonnamment à celui observé au niveau de 

l’interface Snu13p/Rsa1p et décrit dans la manuscrit n°2. Le motif L--ED/L--EK est donc 

clairement inaccessible à tout autre partenaire dans la particule mature finale. 

Cette observation pose donc la question d’une mise en place d’un mécanisme 

séquentiel d’interaction dans un premier temps avec le facteur Rsa1p, suivit par le départ de 

ce facteur et son remplacement par les autres protéines « cœur ». L’obtention d’informations 

structurales sur les déterminants de l’interaction entre les protéines Snu13p et Rsa1p est donc 

très important pour comprendre les étapes successives de la biogenèse des snoRNP à boîtes 

C/D. C’est pour cela que l’objectif est la structure 3D d’un complexe formé entre Snu13p et 
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Figure 96. Topologie des résidus chargés du motif L
72

--E
75

K
76

 de l'extrémité C-terminale de l'hélice α3 de la protéine 
L7Ae dans le contexte de la structure entière de la particule C/D de Sulfolobus sulfataricus (Lin et al., 2011). (A) Struc-

ture tridimensionnelle de la particule C/D de Sulfolobus sulfataricus représentée en ribbon avec une surface moléculaire en 

transparence. Les résidus E75 et K76 de la protéine L7Ae sont représentés en tige-bâton et projetés à la surface moléculaire. 

(B) Vue du réseau d'interaction electrostatique impliquant les résidus E75 et K76 de la protéine L7Ae avec les résidus K289 

de la protéine aNop5 et R135/D158 de la Fibrillarine. (Lin et al, 2011 ; code PDB 3PLA). 
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un fragment de Rsa1p. L’obtention d’un complexe multimérique contenant la protéine Rsa1p 

devrait ensuite permettre de compléter l’analyse structurale de cette protéine plateforme qui a 

la capacité de se lier à de nombreux autres partenaires comme Hit1p ou encore Pih1p. Nous 

pourrons aussi envisager d’obtenir des informations sur les macrocomplexes formés par 

Rsa1p par emploi de technique de type S.A.X.S. (« Small-angle X-ray scattering ») ou encore 

par la cryo-microscopie électronique. 
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CHAPITRE 4 

Structure tridimensionnelle de la protéine Tah1p et de son complexe avec 

l’extrémité C-terminale de la chaperonne Hsp90 : les déterminants de 

l’interaction 

1 Présentation des travaux 

En 2008, notre équipe en collaboration avec celle d’E. Bertrand a démontré l’implication 

de la chaperonne HSP90 dans la biogenèse des RNP de la famille L7Ae chez l’homme 

(Boulon et al., 2008). Cette fonction implique vraisemblablement le complexe R2TP et 

notamment au sein de ce dernier, la protéine Tah1p, une protéine à domaine TPR (Boulon et 

al., 2008; Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2008). Les domaines TPR sont des motifs structuraux 

caractéristiques d’interaction protéine-protéine (Lamb et al., 1995). Ils sont constitués de 

motifs TPR correspondant à une séquence de 34 acides aminés qui se structurent en une 

architecture de type hélice α-coude-hélice α antiparallèle. Un domaine TPR consiste en une 

succession de 3 à 16 motifs TPR (D'Andrea & Regan, 2003). Parmi les protéines à domaines 

TPR, une famille se caractérise par la présence de résidus conservés formant une pince à 

carboxylate ciblant spécifiquement les chaperonnes Hsp70/90 (Prasad et al., 2010). Dans un 

crible à haut débit, la protéine Tah1p avait été identifiée comme un nouveau cofacteur de la 

chaperonne hsp90, agissant avec la protéine Pih1p (Eckert et al., 2010; Zhao et al., 2005; 

Zhao et al., 2008). Malgré la conservation des résidus des chaperonnes Hsp70 et Hsp90 

impliqués dans l’interaction avec les domaines TPR, ces domaines sont capables de 

reconnaitre spécifiquement l’une ou l’autre des chaperonnes Hsp70 et Hsp90 (Millson et al., 

2008; Scheufler et al., 2000). 

Afin de mieux comprendre les bases structurales de l’interaction entre Tah1p et Hsp90 et 

de connaitre la structure 3D de Tah1p, nous avons débuté une étude structurales par RMN de 

Tah1p de S. cerevisiae sous forme libre que j’ai terminée en collaboration avec l’équipe de F. 

Allain (ETH Zurich). Cette collaboration a permis de déterminer la structure 

tridimensionnelle de la protéine Tah1p libre. J’ai par ailleurs aussi, toujours en collaboration 

avec F. Allain, établi la structure 3D du complexe formé par Tah1p et un peptide 

correspondant à l’extrémité C-terminale d’Hsp90 dénommée Hsp82 chez S. cerevisiae. Les 
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résultats obtenus ont révélé la présence dans Tah1p d’un domaine TPR N-terminal atypique. 

Il est composé de 5 hélices α antiparallèles. Le domaine C-terminal de Tah1p est non 

structuré que ce soit à l’état libre ou à l’état lié. La qualité des structures obtenu a permis de 

comprendre comment la protéine Tah1p s’associait à la chaperonne Hsp90 et comment se 

réalise la discrimination avec son homologue Hsp70. De plus, nous avons également montré 

que le domaine C-terminal de la protéine Tah1p est responsable de son association avec un 

autre composant majeur du complexe R2TP, la protéine Pih1p. Ce domaine est nécessaire et 

suffisant pour l’interaction. 

En parallèle à notre travail, l’équipe de W. Houry a aussi étudié la structure 3D du 

complexe formé par Tah1p et l’extrémité C-terminal d’Hsp90. Mais les données RMN 

obtenues par cette équipe n’étaient pas d’assez bonne qualité pour leur permettre de 

déterminer comment le peptide d’Hsp90 interagissait avec Tah1p. 

2 Résultats et discussion 

Aussi nous avons rassemblé l’ensemble de nos données dans un manuscrit qui a été soumis au 

journal Structure. Des résultats sur l’étude structurale de la  protéine Pih1p seront également 

présentés en complément de l’article dans le paragraphe 2.2. 

2.1 Manuscrit n°3 
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SUMMARY (150 words) 

The ubiquitous Hsp90 chaperone participates to snoRNP and RNA polymerase 

assembly through interaction with the R2TP complex. Yeast R2TP includes proteins Tah1, 

Pih1, Rvb1, and Rvb2. Tah1 links R2TP to Hsp90. Its small TPR domain includes two TPR 

motifs and a capping helix C. We established the high resolution solution structures of free 

Tah1 and Tah1 bound to the Hsp90 C-terminal peptide. In the free and bound state the TPR 

domain is folded, while the C-terminal domain is unfolded. In addition to a TPR 

solvating/stabilizing role, helix C is essential for recognition of the Hsp90 704EMEEVD709 

motif. Indeed, it contains two residues involved in the carboxylate clamp and the Tyr82 residue 

which establishes a π/S-CH3 interaction with M705 generating a 310 helix in the peptide 

backbone. By 2-hybrid assays, we confirmed the functional role of helix C and found that the 

unstructured Tah1 C-domain is sufficient to bind the Pih1 C-domain. 
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INTRODUCTION 

The highly conserved eukaryotic Hsp90 (90-kDa heat-shock protein) protein is an 

ubiquitous ATP-dependent molecular chaperone which is essential for cell viability (Borkovich 

et al., 1989). In addition to its activity as a chaperone protein in conditions of stress, Hsp90 is 

required for conformational maturation of signal transduction proteins, which links the Hsp90 

activity to cell cycle regulation and cancer progression (reviewed in Caplan et al., 2007; 

Whitesell and Lin, 2012). Hsp90 recognizes specifically a set of protein substrates designated 

as client proteins such as nuclear hormone receptors (androgen and estrogen receptors), 

transcription factors (p53, HIF-1), protein kinases (ERBB2, B-RAF, C-RAF, and CDK4), and 

a group of non-signaling proteins, including hTERT, a major component of telomerase 

(Theodoraki and Caplan, 2012). Furthermore, Hsp90 has been recently shown to play other 

crucial functions for proper assembly of several essential eukaryotic ubiquitous cellular 

machineries such as: i) RNPs containing an RNA-binding protein of the L7Ae family, namely, 

the C/D box snoRNPs that guide and catalyse 2’-O methylations in pre-ribosomal RNA and are 

required for pre-rRNA cleavages, the H/ACA snoRNPs which catalyse pseudouridine 

formation in the pre-rRNA, the spliceosomal U4 snRNP, the telomerase RNP responsible for 

telomere synthesis, and selenoprotein mRNPs (Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008), ii) the 

nuclear RNA polymerases (Boulon et al., 2010) and, iii) the phosphatidylinositol 3-kinase-

related protein kinases cell-cycle control family, including proteins mTOR (mammalian Target 

Of Rapamycin) and SMG1 (Suppressor of Morphogenetic effect on Genitalia-1) (Horejsi et al., 

2010). How Hsp90 is involved in these new highly important functions still has to be 

deciphered. 

Progresses in the understanding of the previously identified Hsp90 functions will be 

useful to understand its new functions. Hsp90 reveals the activity of its client proteins by 

acting at a late stage when they are in a near-native state (reviewed in Pearl and Prodromou, 
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2006). Hsp90 is also involved in the degradation of trapped misfolded proteins via the 

ubiquitin-proteasome pathway (Connell et al., 2001). The Hsp90 chaperone activity depends 

on the ATPase activity carried by its N-terminal and middle domains (Meyer et al., 2003b), 

and inhibition of this activity by geldanamycin blocks cell proliferation (Whitesell and Cook, 

1996). Interestingly, geldanamycin was also shown to block the newly discovered functions of 

Hsp90 in snoRNP and RNA polymerase assembly (Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008). The 

Hsp90 C-terminal domain is responsible for Hsp90 dimerization (Minami et al., 1994). In its 

dimeric form, Hsp90 acts as a molecular clamp whose transient closure allows ATP hydrolysis 

(Ali et al., 2006). 

To achieve its specific protein maturation activity, Hsp90 cooperates with another molecular 

chaperone, Hsp70, and numerous co-factors called co-chaperones. Through modulation of ATP 

affinity or ATP hydrolysis, these co-chaperones participate in the regulation of Hsp90 ATPase 

cycle (reviewed in Prodromou, 2012), and in the specific recognition of protein substrates 

((Southworth and Agard, 2011) and reviewed in Li et al., 2012). Many Hsp90 co-chaperones 

contain a TetratricoPeptide Repeat domain (TPR domains). These proteins bind to the 20 

amino acid C-terminal sequence of Hsp90 that contain the conserved MEEVD motif (reviewed 

in Zeytuni and Zarivach, 2012). 

Numerous 3D structures of Hsp90 domains or full-length Hsp90 proteins have been solved at 

high resolution (reviewed in Prodromou, 2012), i.e. Escherichia coli HtpG (Shiau et al., 2006), 

yeast Hsp90 and canine grp94 proteins (Dollins et al., 2007). The apo-enzyme is in an open V 

shape, while the AMP-PNP bound enzyme is in a closed twisted conformation. This closed 

conformation is stabilized by interaction with co-chaperones, and surprisingly, recent data 

revealed that in its closed conformation, the Hsp90 dimer would not enclose its client protein 

but provides a bipartite binding surface whose formation and disruption are coupled to the 

chaperone ATPase cycle (Prodromou, 2012). 
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The crystal structures of Hsp90 and Hsp70 C-terminal domains in complex with partner TPRs 

brought information on determinants ensuring TPR recognition (Scheufler et al., 2000). For 

instance, Hsp70 and Hsp90 recognize distinct TPR domains in the Hop (HSP-Organizing 

Protein) co-factor (TPR1 and TPR2A, respectively). TRP domains contain from 3 up to 16 

TPR motifs (reviewed in D'Andrea and Regan, 2003). TPRs are defined by a 34 amino acids 

sequence with only a few conserved residues (reviewed in Zeytuni and Zarivach, 2012). Based 

on numerous crystal structures (Das et al., 1998; Scheufler et al., 2000; Zhang et al., 2005), 

TPR domains share a common helix-turn-helix structure, that packs in a parallel fashion 

resulting in a spiral of repeating anti-parallel helices. The TPR domains of Hsp70/90 co-

chaperones share five exposed residues which form the dicarboxylate clamp interacting with 

the D residue of the Hsp70 and Hsp90 EEVD motifs (Russell et al., 1999; Scheufler et al., 

2000). Discrimination between Hsp90 and Hsp70 by the co-chaperone depends on the identity 

of the amino acid located upstream of EEVD (Scheufler et al., 2000). 

To ensure the newly discovered functions in macro-complex assembly Hsp90 

associates with one peculiar co-chaperone, the R2TP complex. This complex contains the two 

AAA+ ATPases/Helicases Rvb1 and Rvb2 (TIP49 and TIP48 in human, respectively), and 

proteins Pih1 (Protein Interacting with Hsp90) and Tah1 [TPR containing protein associated 

with Hsp90] in yeast, or Spaghetti, its counterpart in vertebrates (Boulon, 2008). Pih1 forms a 

stable complex with Tah1, which down-regulates Hsp90 ATPase activity (Eckert et al., 2010). 

As a result, the dimeric clamp of Hsp90 is open, allowing the recognition and loading of the 

client proteins. This R2TP property is shared by members of the early co-chaperone family 

(Roe et al., 2004; Southworth and Agard, 2011). Tah1 contains two TPR motifs forming a 

single TPR domain (Zhao et al., 2008). Amino acid sequence comparison shows that the Tah1 

TPR domain and the Hop TPR2B domain share similarities suggesting a similar binding mode 

to Hsp90 (Millson et al., 2008). Determining how Tah1 interacts with Hsp90 is essential to 

explain how Tah1 tethers Hsp90 to the R2TP complex. The NMR structure of Tah1 in complex 
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with the MEEVD peptide corresponding to the yeast Hsp90 C-terminus was recently studied 

(Jimenez et al., 2012). However, in this study, due to the low number of intermolecular NOE 

restraints obtained for the complex, only the fold of bound Tah1 was completely determined 

from NMR experiments. The structure of the bound Hsp90 peptide was modelled. 

Consequently, the proposed structure of the complex is not of sufficient resolution to fully 

understand the specificity of complex formation. Furthermore, the structure of free Tah1 could 

not be determined and was reported to be unstable (Jimenez et al., 2012). 

Here, we report the high resolution structures of both free Tah1 and Tah1 bound to the 

ADTEMEEVD C-terminal sequence of Hsp90 using a large panel of NMR approaches. Our 

data highlight how the Hsp90 terminal peptide is bound to Tah1 and explain the specificity of 

the interaction. We compare our structure with the structures of several previously reported 

TPR-Hsp90 interactions and the recently reported Hsp90-Tah1 model. We also studied the 

Tah1:Hsp90 and Tah1:Pih1 interactions in cellulo. Altogether, our data bring consistent 

information on how Hsp90 recognizes the R2TP complex. 

Experimental Procedures 

Biological Material used in this study 

The Saccharomyces cerevisiae strains Y190 and Y187 and plasmids pACTII::PIH1, 

PACTII::HSP82 (WT and mutants) and pACTII::TAH1, pGBKT7::TAH1 (WT, domains and 

mutants) and pGBKT7::PIH1 (WT and domains) were used for Y2H assays (supplemental 

experimental procedures). To express Tah1-His6 a cDNA encoding full length Tah1 was 

cloned into plasmid pKHS (Eckert et al., 2010). Escherichia coli BL21 (DE3) (Novagen®) 

cells complemented with the pRare2 plasmid were used as the host cells for Tah1-His6 

production. The ADTEMEEVD peptide was purchased from GenCust® (Luxembourg). 

Production and purification of the Tah1 recombinant protein 
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Recombinant Tah1-His6 protein was purified as described previously (Eckert et al., 

2010). The Ni-Sepharose bound protein was eluted with an imidazole gradient, dialyzed in 20 

mM Tris HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl and bound again on Ni-Sepharose High Performance 

beads. Free Tah1 was released by cleavage with PreScission protease (5-10 U per mg of 

protein) overnight at 4°C. Residual impurities and the protease were removed by size exclusion 

chromatography using a Superdex 75 prep grade column (GE Healthcare®) equilibrated with 

the NMR buffer (10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.2), 150 mM NaCl). The protein was 

stored in this buffer at -20°C at 1 mM. 

NMR measurements 

NMR spectra of free Tah1 were recorded at 288 K on a BRUKER DRX 600 US 

equipped with a triple resonance (1H, 15N, 13C) TCI Z 5 mm cryoprobe using a 15N-13C labeled 

Tah1 sample (~1 mM). Data were processed by Topspin (Bruker®) and analyzed with the 

Sparky 3.113 software (Goddard and Kneller, 2002). Sequence-specific backbone, side chain 

and aromatic proton assignments were achieved using 2D and 3D classical experiments 

(supplemental experimental procedures). 

 NMR measurements for the assignment of the Tah1: peptide complex were performed 

in the same conditions as above using Bruker AVIII-500 MHz, AVIII-700 MHz, and Avance-

900 MHz spectrometers. The samples were prepared at a ~ 1 mM concentration using 15N-13C 

labeled Tah1 and unlabeled yeast Hsp90 peptide at a 1:1 molar ratio. We assigned the bound 

Tah1 backbone, side chains and aromatic protons using 2D and 3D experiments described in 

supplemental experimental procedures. We assigned protons of the bound Hsp90 peptide in the 

Tah1:peptide complex by using 2D F1-filtered, F2-filtered TOCSY and 2D F1-filtered, F2-

filtered NOESY experiments in H2O or 100% D2O. 
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Intermolecular NOEs were obtained from 3D 15N F1-filtered, F2-edited NOESY-

HSQC, 3D 13C F1-filtered, F3-edited NOESY-HSQC experiments in H2O or 100% D2O, and 

2D 13C F1-filtered, F2-edited NOESY performed on the 15N-13C Tah1:peptide complex. 

Structure calculation and refinement 

The automated peak picking, NOE assignment and structure calculation of free and 

bound Tah1 were performed using the Atnos/Candid software (Herrmann et al., 2002a, b). We 

used: i) 3D 15N and 13C NOESY-HSQC, and 2D homonuclear NOE spectra recorded in D2O 

for structure analysis of free Tah1, ii) 3D 15N and 13C NOESY-HSQC experiments for structure 

determination of the bound protein, and iii) 2D 13C F1-filtered F2-filtered NOESY in H2O or 

100% D2O for structure analysis of the bound peptide. Seven iterations were performed and 

250 independent structures were calculated at each iteration step. 

We used the CYANA software to calculate the structures of the Tah1:Hsp90 peptide 

complex, calculation was based on a list of automatically assigned intra-molecular NOE 

distance constraints that we established for the bound Tah1 and bound peptide using the 

Atnos/Candid software and manually assigned intermolecular distance constraints for the 

complex (Guntert, 2004). 

The 50 structures with the lowest energy were refined using the AMBER 7.0 software 

with simulated annealing protocol (Case et al., 2005). We analyzed the 20 best final structures 

based on energy, NOE violations, and structural quality using the PROCHECK software 

(Laskowski et al., 1996). 

Yeast two-hybrid assays (Y2H). 

Recombinant plasmids obtained after cloning the various protein coding sequences into 

plasmids pACTII (LEU2) and pGBKT7 (TRP1), were used to transform haploid cells (strains 

Y190 and Y187, respectively). After mating, the diploid cells were selected on media suitable 

for double selection (Leu-, Trp-), and interaction tests were performed after plating the cells on 

media suitable for triple selection (Leu-, Trp-, His-). Various concentrations of 3-Amino-1,2,4-
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triazol (3AT) were used to evaluate the strength of the interactions. Growth was assessed after 

three days of incubation at 30°C. 
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RESULTS 

Free Tah1 NMR structure reveals the shortest TPR domain and a flexible C-terminus 

To study the structure of free Tah1 in solution using NMR, we produced a 15N-13C labeled 

Tah1 protein which 1H-15N HSQC spectrum is shown in Figure S1A. Backbone and side-chain 

resonance were assigned using conventional methods (Sattler et al., 1999). Structure 

calculation based on NOESY spectra were performed using CYANA (Guntert, 2004) followed 

by a refinement with AMBER (Case et al., 2005). Figure 1 shows the superposition of the 20 

conformers with the lowest energy that best satisfy the experimental restraints (Figures 1A-1B, 

Table 1). This family of 20 conformers is well defined with an rmsd for the backbone atoms of 

amino acids 4-92 of 0.44 ± 0.08 Å (Table 1). The data reveals the presence of a structured N-

terminal TPR domain (1-92, N-domain) flanked by a flexible short C-terminal domain (93-111, 

C-domain). As expected from previous predictions (Millson et al., 2008; Zhao et al., 2008), the 

N-terminal residues 1-67 are folded into two tandem TPR motifs (TPR1 and TPR2) each 

composed of a pair of antiparallel -helices: residues 4-17 and 20-34 for TPR1, and 38-51 and 

54-67 for TPR2 (Figure 1). While Tah1 TPR1 contains the highly conserved TPR residues 

Gly/Ala11, Ala23, Tyr27, Pro35, and the less conserved residues Leu14 and Leu30 (reviewed 

in Zeytuni and Zarivach, 2012), TPR2 is more degenerated (Figure 1C). TPR2 contains only 

one of the conserved residues of TPR motifs, Asn43, which is part of the dicarboxylate clamp. 

The inter-helical angles in the TPR1 and TPR2 motifs range from 155 to 168° according to 

MOLMOL software calculations (Koradi et al., 1996). They are highly similar to those 

calculated for other Hsp co-chaperones. As recently found for Tah1 bound to MEEVD 

(Jimenez et al., 2012), helix 2B in TPR2, is tightly associated through multiple hydrophobic 

contacts with a fifth helix (residues 74 to 90), designated as capping helix or helix C. These 

hydrophobic contacts are established by Leu84 and Val91 in helix C and Ile58 of TPR2 and by 

Leu80 in helix C and Leu65 of TPR2 (Figure S1B). Helix C does not display the sequence 
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hallmarks of the first helix of a third TPR motif. However it bears the conserved Lys79 and 

Arg83 residues which might participate to carboxylate clamp formation (Figure 1C). The angle 

defined by helix C and helix 2B is small (145°) compared to angles in TPR motifs. Therefore, 

in free Tah1, helix C can be considered as the capping/solubilizing helix of the shortest Tah1 

TPR domain (only 2 TPR motifs). As usual, the two helices of each TPR motif interact through 

their hydrophobic side-chains, while their opposite hydrophilic sides are exposed to the solvent 

(reviewed in Zeytuni and Zarivach, 2012). The additional amphipathic helix C fully 

participates in the formation of a compact helix-turn-helix arrangement characteristic of TPR 

domains (Figure 1C). Lastly, a 310 helix encompassing residues 71 to 73 was detected in some 

but not all the 20 structures of lowest energy (Figure 1A). 

The 19 amino acid C-domain (positions 93 to 111) located immediately downstream 

from helix C displays the characteristic features of an unstructured region, with random coil 

chemical shifts and reduced 1H-15N heteronuclear NOE values indicative of elevated motion 

relative to the TPR domain (Figure S2A). Another difference between these two domains, 

concerns their surface charges which are predominantly negative for the C-domain and positive 

for the N-domain (Figure S2B). These differences suggested distinct protein binding properties 

for the two domains. 

The two domains of Tah1 interact with different protein partners 

In the R2TP-Hsp90 complex, Tah1 is bound to both Pih1 and Hsp90 (Zhao et al., 

2005). Although, the Tah1 N-terminal TPR domain was expected to bind Hsp90, a 

recombinant protein containing the TPR1 and TPR2 motifs but not helix C failed to interact 

with Hsp90 (Zhao et al., 2008). Having delineated a short TPR domain (two TPR motifs + 

helix C) and a flexible C-terminal domain in free Tah1, we used yeast two-hybrid assays 

(Y2H) (Figure 2A) to test their capacities to bind to Hsp90 and Pih1. To this end, the 

nucleotide sequences encoding, i) full-length Tah1, ii) the C-domain, and iii) the short TPR 

domain were individually cloned into the Y2H plasmid pGBKT7 and the nucleotide sequences 
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encoding Pih1 and Hsp90 were inserted into the Y2H plasmid pACTII. Various concentrations 

of 3-Amino-1,2,4-triazol (3AT), were used to evaluate the strength of the interactions in yeast 

cells (Figure 2A). In these assays, the full length Tah1 and the short TPR domain were found to 

establish tight (stable at 10 mM 3AT) and almost identical interactions with Hsp90, strongly 

indicating that the short TPR domain represents the Hsp90 recognition domain of Tah1. This 

domain did not interact with Pih1 in the assays (Figure 2A), while the isolated C-terminal 

domain interacted tightly with this protein (Figure 2A). Therefore, the very short unstructured 

C-domain of Tah1 is sufficient to bind Pih1 in cellulo and the interaction is comparable to the 

full length Tah1. 

The 253-344 C-terminal fragment of Pih1 interacts with the flexible C-domain of Tah1  

Recent in vitro mass spectrometry analysis showed that the Pih1 fragment extending 

from position 199 to 344 binds to Tah1 in vitro (Eckert et al., 2010). To further delineate the 

Tah1 binding site in Pih1, we again used Y2H assays. Alignment of the yeast and human Pih1 

amino acid sequences, revealed an inserted 42 amino acids sequence in yeast Pih1 that 

separates an N-terminal 211 amino acids sequence showing 38% similarity in the two proteins 

and a 92 C-terminal amino acids sequence displaying 24% of similarity in the two proteins 

(Figure 2B). The 1-252 Pih1 N-domain including the yeast specific sequence did not interact 

with Tah1 in Y2H assays, while an efficient interaction was detected with the Pih1 253-344 C-

domain (Figure 2B). Therefore, our data indicate that the 92 C-terminal amino acids of Pih1 

are sufficient for in vivo interaction with Tah1 (interaction mediated by the flexible C-domain 

of Tah1 as shown in Figure 2A).  

The NMR structure of Tah1 bound to the Hsp90 C-terminal sequence reveals how the 

shortest TPR domain mediates the interaction 

The 9 C-terminal amino acids of yeast Hsp90 (ADTEMEEVD) being sufficient to 

specifically interact with Tah1 (Millson et al., 2008), we titrated 15N labeled Tah1 with the 
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peptide by increasing its concentration up to a 2:1 peptide:protein stoechiometry (Figure S1A). 

The 1H-15N HSQC spectra indicate that complex formation is achieved at a 1:1 protein:peptide 

stoichiometric ratio. Tah1 residues showing the largest chemical shift changes upon complex 

formation are residues of the carboxylate clamp (Asn12, Asn43, and Arg83) and Tyr27 and 

Lys50 (Figure S1C). No residues in the C-terminal domain showed a significant change in 

chemical shift consistent with the fact that this unstructured region does not participate in the 

interaction. We then determined the structure of the complex using a 15N-13C labeled Tah1 

protein bound to an unlabeled Hsp90 peptide. Resonance assignments for the bound peptide 

were obtained by double filtered TOCSY and NOESY spectra. The structure was determined 

using a total of 2,771 NOE-derived distance restraints including 55 intermolecular distance 

restraints derived from filtered-edited 2D and 3D NOESY (Figure S3). In the structure of the 

complex, Tah1 adopts the same fold and organization as in its free form (Figure S1B). The 

superposition of Tah1 TPR domains from the free and bound structures reveals a backbone 

RMS deviation of 0.94Ǻ (for residues 4-70) indicating no conformational change upon peptide 

binding. Only helix C undergoes a slight shift towards helix 2A which is due to establishment 

of a new hydrophobic interaction between residues Leu86 and Ile49 in addition to the Ile76-

Val30 interaction (Figure S1B). The C-terminal amino acids remain unfolded in the bound 

state. This was confirmed by 1H-15N heteronuclear NOE measurements of Tah1 in the bound 

state (Figure S2A).  

In this complex, the three N-terminal residues of Hsp90 (A701DT703) adopt a rather 

flexible conformation, while the six most C-terminal residues (E704MEEVD709) have a rigid 

conformation (Figure 3A). The E707VD709 segment adopts an extended conformation similarly 

to that previously observed for Hsp C-terminal peptides bound to the HOP, CHIP, or Tom71 

proteins (Li et al., 2009; Scheufler et al., 2000; Zhang et al., 2005). As found in the 

CHIP:Hsp90 complex (Zhang et al., 2005), the main chain of the M705E706E707 triplet adopts a 

turn stabilized by intermolecular H-bonds formed between the two main chain carbonyl groups 
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of M705 and E707 and the side chain of Tah1 Arg83 which brings the side chain of M705 close to 

the Tah1 helix C (Figure 4A). The backbone atoms of E704M705E706 adopt a 310 helix structure 

enabling the N-terminal extremity of the peptide to exit the protein channel (Figures 3C-D). 

This peculiar structure of the E704MEEV707 peptide bound to Tah1, which is stabilized by 

formation of a H-bond between the main chain of E704 and V707, is required for its 

accommodation into the groove of the Tah1 TPR domain (Figures 3B-C and 4). 

The highly asymmetric charge distribution between the peptide and Tah1 (Figures S4A-

B) results in the establishment of several salt bridges between the positive channel of Tah1 and 

the negative peptide. These interactions are reinforced by formation of several intermolecular 

H-bonds and hydrophobic interactions (Figures 4A and B) explaining the in vivo stability of 

the Tah1:Hsp90 and 1-92 Tah1 TPR:Hsp90 interactions (Figure 2A). Each of the residues in 

the EMEEVD sequence participates in the Tah1 TPR recognition. The C-terminal amino acid 

D709 plays a key role in formation of the complex. Its side chain forms H-bonds with the Asn12 

and Asn43 side chains and a salt bridge with Lys8 which are all located in the TPR motifs of 

Tah1 (Figure 4A). The terminal main chain carboxylate group of D709 forms two salt bridges 

with Lys79 and Arg83 located in helix C. Finally, the main chain amide of D709 forms an H-

bond with Asn43 carbonyl side chain (Figure 4A). A similar network of interactions has been 

observed in complexes formed by the TPR domains of Hop, PP5 and Tom 71 proteins and C-

terminal peptides of chaperone proteins (Li et al., 2009; Scheufler et al., 2000; Zhang et al., 

2005). The side chain of residue V708 is located in a hydrophobic pocket formed by the side 

chains of Lys8 and Lys16 and the aromatic ring of Phe15. Its main chain carbonyl group is 

hydrogen-bonded with the Lys79 side chain (Figure 4). The carboxylate side chains of residues 

E706 and E707 establish salt bridges with the side chain amino-groups of Lys50 and Lys16, 

respectively. The divalent sulfur group of M705 specifically interacts with the π electron of the 

aromatic carbon cycle (sp2) of Tyr82, and its methyl group is positioned between the 
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methylene of Tyr82 and the aliphatic side chain of Lys79 (Figure 4). Finally, the carboxylate 

side chain and main chain carbonyl of E704 both interact with the amino side chain of Lys79. 

No interaction was observed between A701, D702, and T703 of Hsp90 and Tah1. Our structure 

shows that the two canonical TPR motifs of Tah1 and its additional helix C are involved in the 

interaction with the C-terminal sequence EMEEVD of yeast Hsp90. Altogether, helices 1A and 

2A of the canonical TPR part contribute to the formation of one hydrophobic interaction, four 

salt bridges and three H-bonds, while helix C contributes to the formation of nine interactions 

with EMEEVD: one hydrophobic interaction, three salt bridges and five H-bonds, underlying 

the crucial role of this additional helix C for the interaction with Hsp90. 

Residues in Tah1 helix C are essential for the interaction with Hsp90 in vivo 

To confirm the functional importance of helix C in the interaction of Tah1 with Hsp90, 

we substituted individually the Tah1 Lys79, Tyr82, Arg83 and Hsp90 E706, E707, V708, D709 by 

alanine and tested the effects of these mutations on the Hsp90:Tah1 interaction by Y2H assays 

(Figure 5). As a control, Arg77, Glu85 in the Tah1 helix C, and D702, T703 in Hsp90 which are 

not involved in the protein:peptide interaction were also substituted. We controlled the 

expression of mutated Tah1 and Hsp90 proteins by testing their interactions with Pih1, using 

Y2H assays. In perfect agreement with our structure, Lys79Ala, Tyr82Ala, and Arg83Ala 

substitutions in Tah1 helix C abolished the interaction with Hsp90 but did not affect the 

Tah1:Pih1 interaction (Figure 5A). Also, in agreement with our structure, substitutions of 

Arg77 or Glu85 had no effect on any of the interactions. Concerning Hsp90, the D709A 

substitution completely abolished the interaction with Tah1, confirming the crucial role of the 

C-terminal D709. The interaction was weakened by the E706A and V708A substitutions, although 

the effect was less pronounced than for the other mutants. The E707A mutation had a more 

limited negative effect, but E707 implication was evidenced by a significant decrease of the 3-

AT resistance. As expected, mutations of amino acids D702 and T703 had no marked effect. 
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These results confirmed the functional importance of Tah1 helix C for in vivo interaction of 

Tah1 with Hsp90. 

DISCUSSION 

Here, we report the first solution structures of the Tah1 protein in a free form and in 

complex with the C-terminal Hsp90 peptide (ADTEMEEVD) at high resolution. Recently, a 

solution structure of the same protein bound to the MEEVD motif of Hsp90 was described 

(Jimenez et al., 2012). However, due to a limited number of intermolecular NOE information, 

the authors had to combine various approaches, including NMR titration assays, site-directed 

mutagenesis and 3D structure modeling, to try to get a 3D structure model of the 

MEEVD:Tah1 complex. Although we share a number of common conclusions with these 

authors, our data disagree with their definition of the mode of interaction of the MEEVD 

peptide. More precisely, both studies identified a short TPR domain formed by two TPR motifs 

and a additional functional capping helix C, as well as a flexible C-terminal domain in Tah1. 

However, our 3D structure of bound Tah1 differs subtantially from their structure (rmsd of 

2.5Å) (Figure 6A). As shown by superimposition of the two structures (Figure 6A), one strong 

difference concerns the orientation of the Hsp90 peptide in the TPR groove. Importantly, our 

positioning of the peptide in the Tah1 groove was determined with 55 intermolecular NOEs 

(Figure S3) at a stoichiometric ratio, while Jimenez et al., only observed 5 intermolecular 

NOEs at a very high 1 to 10 protein to peptide molar ratio. Therefore, we are confident that the 

orientation of the peptide in our complex is accurate. 

Furthermore, in contrast to helices of the Tah1 TPR motifs in the structure of Jimenez 

et al., the equivalent four helices in our structure of bound Tah1 are superimposable with the 

equivalent helices in other bound TPR domains, such as the CHIP TPR and Hop TPR2A 

domains (rmsd average of 1Å) (Figure 6B-C). The Tah1 helix C superimposed with a slight 

shift towards the peptide on helix 3A of the third TPR motifs of these two larger TPR domains. 
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Furthermore, residues of the Tah1 carboxylate clamp, namely, Lys8, Asn12, Asn43 from the 

TPR motifs and Lys79 and Arg83 from helix C, are superimposable with amino acids of the 

carboxylate clamps of the bound CHIP and Hop TPR2A domains (Figures 1C, 6B-C and 7). It 

should be pointed out that, in spite of main differences between their structure and our structure 

of the complex, Jimenez et al., experimentally observed a functional importance of the Tah1 

Lys8, Asn12, Asn43, Lys79 and Arg83. Indeed, they found that individual substitution of these 

five Tah1 residues into alanine either reduced or abolished in vitro binding of MEEVD 

(Jimenez et al., 2012). Data of our Y2H assays further support that Lys79 and Arg83 of helix C 

play a crucial role for interaction of Tah1 with the full length Hsp90 in vivo. In our 3D 

structure of bound Tah1, the six C-terminal amino acids (E704MEEVD709) of the Hsp90 tail are 

involved in the interaction with Tah1. Whereas, the EEVD-Tah1 interaction is similar to that 

found for the human PP5 (Russell et al., 1999) and Hop proteins (Brinker et al., 2002), the 

interaction established by M705 bound to Tah1 is different from that in bound PP5 and Hop 

proteins but similar to that in bound CHIP protein (Figures 6B-C). 

Our structure indicates that three residues of the Hsp90 EEVD motif are key players in 

the interaction with Tah1: namely, E706, V708 and D709 which contacts 3, 4 and 5 amino 

acids of Tah1, respectively. Accordingly, in our Y2H experiments, the D709A mutation had a 

pronounced negative effect on the interaction, the E706A and V708A substitutions an 

intermediate one and the E707A mutation a weak effect (Figure 5B). This lower effect of the 

E707A mutation is consistent with formation of only one interaction between E707 and Tah1 (a 

salt bridge with Lys50). It should be noted that mutation of residue R74 in PP5, the counterpart 

of Lys50 in Tah1, which also forms a unique salt bridge with Hsp90, reduced but did not 

abrogate the interaction with Hsp90 (Russell et al., 1999). In contrast, coupling mutation of 

residue E707 with mutations of E706 and D709 in the Hsp90 tail abolished its interaction with 

both PP5 and Hop proteins (Ramsey et al., 2000). The lower importance of E707 in the 
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Hsp90:TPR interaction probably explains the low degree of conservation of this residue in 

eukaryotic Hsp90 proteins (Scheufler et al, 2000). 

Our data strongly implicate the interactions established between the Tah1 helix C and the 

Hsp90 amino acids located upstream from EEVD in the specificity of the Tah1:Hsp90 

recognition. It is already well admitted that the Hsp90 M705 residue, which is replaced by an 

isoleucine in Hsp70, is one key element in the specific recognition of TPRs by Hsp90 (Brinker 

et al., 2002; Scheufler et al., 2000). Furthermore, interactions between TPRs and Hsp90 amino 

acids located upstream of EEVD were found to differ from one TPR domain to the other 

(Figure 7) (Scheufler et al., 2000; Zhang et al., 2005). In the Hsp90:Tah1complex this specific 

interaction of residues upstream of EEVD is characterized by a peculiar conformation of the 

peptide backbone at the level of M705. The main chain of E704MEE707 residues forms a 310 helix 

followed by a turn, so that M705 is in close contact with the Tah1 helix C. In the MEEVD:Hop-

TPR2A complex, the peptide chain orientation is different, so that M728 (equivalent to yeast 

Hsp90 M705) is in close contact to helix 1A (Figure 7B). The peculiar orientation of the main 

chain in the Tah1 complex notably results from formation of a S-CH3/π interaction (Meyer et 

al., 2003a) between M705 and the Tah1 Tyr82. Similar S-CH3/π interactions are formed by 

M505 (equivalent to yeast Hsp90 M705) and Phe99 in the bound CHIP TPR but another kind of 

interaction takes place in bound Hop TPR2A, i.e. a hydrophobic interaction between the 

methyl of M728 and Tyr236 (Figure 7A-B). The different locations of Tah1 Tyr82 and Hop 

TPR2A Tyr236 within their respective TPR domains induce different orientations of the Hsp90 

peptide backbone within the TPR groove. Requirement of the S-CH3/π interaction in the 

Tah1:Hsp90 complex explains why a M705V mutation in yeast Hsp90 decreased the in vitro 

binding of Tah1 by a factor of 20 (Millson et al., 2008), and the strong importance of the Tah1 

Tyr82 for Tah1:Hsp90 interaction in cellulo is confirmed by the absence of Y2H interaction 

between Hsp90 and Tah1 carrying a Tyr82A mutation (Figure 5A). Therefore, interactions 
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formed by M705 and specific amino acids of TPR domains are key determinants for both 

recognition of TPRs by Hsp90 and orientation of the Hsp90 tail within the TPR groove. 

As a consequence of the E704MEEVD709 backbone orientation, the main and side chains 

of the Tah1 Lys79 interact with E704. The absence of detection of such additional interaction 

with E704 in previous structures might simply be explained by the very limited number of 

structural analyses performed with peptides longer than (M/I)EEVD (Zhang et al., 2005). 

However, this choice of short peptides was justified by the observation of a low influence of 

residues located upstream of the Hsp90 M705 residue on binding to TPRs (Scheufler et al., 

2000). In agreement with our structural data, previous results showed that the binding affinity 

of Tah1 for the Hsp90 MEEVD peptide increases by a factor 30 upon addition of the T703E704 

amino acids (Millson et al., 2008). The implication of E704 in specific interactions with some of 

the TPR domains may explain its rather high degree of conservation (more than 70%) in yeast 

species. Lys79 and Tyr82, which interact with E704 and M705, respectively, both belong to 

helix C. Altogether, our data point out that within the very short Tah1 TPR domain (2 TPR 

motifs and a unusual functional capping helix) helix C plays a crucial role in the interaction 

with Hsp90. 

Whereas the Tah1 TPR domain adopts a highly folded structure both in free and bound 

Tah1, the C-terminal domain of Tah1 remains unfolded in the presence or the absence of the 

Hsp90 peptide. Based on in vitro binding assays, the C-terminal region of Tah1 was previously 

proposed to interact with Pih1 (Eckert et al., 2010; Zhao et al., 2005). However, the segment 

required was not precisely delineated. We found that the unfolded C-terminal segment (93-

111) is sufficient to get a positive interaction with Pih1 in Y2H-assays. As these assays were 

performed in a homologous genetic context, we cannot exclude the possibility of a stabilization 

of the interaction by an endogenous protein. However, these data show that, in vivo, the 

unfolded domain of Tah1 is sufficient to interact with Pih1, either alone or through the help of 

a cellular partner. The specific biological activities carried by co-chaperones are associated to 
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the presence of a domain additional to the TPR domain: e.g. a phosphatase domain in PP5, a 

peptidylprolyl isomerase domain in FKBP52, an ubiquitin ligase domain in CHIP. Tah1 lacks 

such specific activity. The short Tah1 sequence which is not included in the TPR domain 

(position 93 to 111) probably only serves as a Pih1 binding site. The capacity to modulate 

negatively the Hsp90 ATPase activity is carried out by Pih1 (Eckert et al., 2010), Tah1 alone 

only has a very weak stimulation activity on Hsp90 (Millson et al., 2008). Therefore, the 

Pih1:Tah1 heterodimer can be considered as the functional entity able to recognize specifically 

Hsp90 and to negatively modulate its activity. Tah1 stabilizes Pih1 and mediates its association 

with Hsp90. However, the role of these two distinct polypeptide chains within this functional 

co-chaperone entity remains to be elucidated. 
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Figure legends 

Figure 1: The solution NMR structure of free Tah1. (A) Backbone view of the 20 

energetically lowest conformers of free Tah1 with representation of TPR1 (turquoise), TPR2 

(grey), helix C (brown) and helix 310 (red). This color code is used in all figures of this 

manuscript. (B) PyMOL transparent surface view of the free Tah1 energetically lowest 

conformer with inside ribbon representation of the protein chain, same color code as in (A) 

(DeLano, 2010). (C) Structure based sequence alignment of various TPR domains of 

eukaryotic Hsp70/90 co-chaperones. The GenBank sequences of Hsp70-binding TPR domains: 

TPR1 (P31948) and CHIP (Q9WUD1) and Hsp90-binding TPR domains: TPR2A (P31948), 

TPR2B (P31948), PP5 (P53041), Tah1 (P25638), and Tom71 (P38825) from Homo sapiens 

(Hs), Mouse musculus (Mm) or Saccharomyces cerevisiae (Sc) were aligned using CLUSTAL 

W and manual optimization of the alignment. The numbering corresponds to the Tah1 

sequence. Identical residues are highlighted in blue rectangles. Residues exhibiting more than 
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50% of conservation are in grey boxes. Residues implicated in the carboxylate clamp are 

marked by stars above the Tah1 sequence. The TPR consensus sequence is aligned with the 

TPR1 and TPR2 sequences. Secondary structure elements are represented above the Tah1 

sequence with the color code used in (A).  

 

Figure 2: In cellulo mapping of the Tah1-Pih1 and Tah1-Hsp90 interactions. (A) 

Yeast 2H-tests of the Pih1 and Hsp90 interaction with full length Tah1, the Tah1 TPR domain 

and the Tah1 unfolded C-fragment. Tah1 and its fragments (same color code as in Figure 1) 

were used as the baits (pGBKT7-Gal4BD) and Pih1 (left picture) or Hsp90 (right picture) was 

the prey (pACTII-Gal4AD). Empty pACTII plasmid (-) was used as a negative control. Strains 

Y190 and Y187 are auxotrophic for histidine. Activation of the HIS3 reporter gene by 

interaction between the bait and prey is therefore needed for growth. Similar growths at high 3-

Amino-1,2,4-triazol (3AT) concentration (a competitive inhibitor of the HIS3 gene product) 

indicate that full length Tah1 and the Tah1 C-terminal fragment have similar in cellulo 

affinities for Pih1. (B) Y2H tests for in cellulo interaction of full length Pih1 and its 1-251 N-

domain and 253-344 C-domain with Tah1. Pih1 and its fragments were the baits (pGBKT7-

Gal4BD) and Tah1 the prey (pACTII-Gal4AD). Full length Pih1 and its 253-344 C-domain 

showed similar Y2H interactions with Tah1. 

 

Figure 3: NMR structure of the Tah1:Hsp90 peptide complex. (A) Ensemble of the 

NMR structures of Tah1 bound to the C-terminal peptide of Hsp90. Out of 50 calculated 

structures, 20 were selected by lowest total energy. The same color code as in Figure 1 is used 

for Tah1 and the peptide is in green. (B, C, and D) Front (B), bottom (C) and side (D) views of 

the best lower energy conformer of the 20 Tah1:Hsp90 structures represented in (A). Bound 

Tah1 is represented by PyMOL transparent surface view with inside ribbon representation of 

the protein chain. For clarity, the unfolded C-terminal domain of Tah1 is not displayed. The 
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ribbon representation of the interacting peptide backbone is in green and the amino acids are 

labeled.  

 

Figure 4: The six C-terminal amino acids of Hsp90 interact with the Tah1 TPR 

domain (A) Topology of the Tah1:Hsp90 interaction. A complete view of the interaction with 

ribbon representation of Tah1 and stick representation of the peptide is shown at the center. 

Magnified views of various areas of the interaction are shown in various insets. For clarity, 

some of them are rotated relative to the central panel. Hydrogen bonds and salt bridges are 

symbolized by dotted and full lines, respectively. Interactions with helices C and 2A and 

interactions with helices 2A and 1A are shown on the left and right insets, respectively. 

Hydrogen bonds and salt bridges are symbolized by dotted and full lines, respectively. The left 

and right insets show the numerous interactions established by helix C and helixes 1A-B 

respectively. (B) Summary of the interaction network at the Tah1:Hsp90 peptide interface. The 

primary sequence of the Hsp90 C-terminal peptide is developed and the amino acids labeled. 

Red, blue and violet lines represent salt bridges, H-bonds and Van Der Waals interactions 

established between Tah1 and the peptide, respectively. 

 

Figure 5: Dissecting the Tah1 helix C and Hsp90 amino acids critical for Tah1-

Hsp90 interaction in vivo (A) Tah1 Lys79, Tyr82 and Arg83 play a critical role for Tah1-

Hsp90 interaction in vivo. Y2H assays were performed as in Figure 2, using 3-Amino-1,2,4-

triazol (3AT) as a competitive inhibitor of the HIS3 gene product. WT Tah1 and its variants 

were the bait (pGBKT7-Gal4BD) and Hsp90 or Pih1 the prey (pACTII-Gal4AD). The Hsp90 

interaction with Tah1 was abrogated by Arg77Ala, Lys79Ala or Arg83Ala substitution, while 

Arg77Ala and Glu85Ala had no negative effects. Positive 2H interactions between Tah1 

variants and Pih1 (right picture) confirmed the expression of Tah1 variants. On the left, the 

positions of the 5 mutated amino acids are shown on the structure of the Tah1-Hsp90 complex. 
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(B) An essential role of Hsp90 D709 and an important role of Hsp90 V708 and E706 for in vivo 

interaction with Tah1. In the Y2H assays shown on the right, Hsp90 and its variants were used 

as the prey (pACT2-Gal4AD) and Tah1 or Pih1 as the bait (pGBKT7I-Gal4BD). On the left, 

the positions of the mutated Hsp90 amino acids are shown on the 3D structure of the complex.  

 

Figure 6: Comparison of bound states of Tah1 TPR domain with Hop TPR2A and 

CHIP TPR domains. Our yeast Tah1:ADTEMEEVD peptide structure is overlayed with 

structures of the yeast Tah1*-MEEVD peptide (2L6J) complex established by Jimenez et al., 

(Jimenez et al., 2012) (A), the human Hop TPR2A-MEEVD peptide (1ELR) (B) (Scheufler et 

al., 2000) and mouse CHIP-DTSRMEEVD peptide (2C2L) (C) (Zhang et al., 2005) complexes. 

The ribbon representation of the Tah1 TPR in wheat is overlayed on each of the other TPR 

domains. The C traces of the Hsp90 peptides are colored in pink (structure of Jimenez et al.), 

green (our structure), orange (TPR2A complex) and blue (CHIP complex) and the alpha 

carbons of peptide residues are indicated by a full black sphere. All right side views are rotated 

by 90°. The structure alignments were performed by PyMOL using 4 to 70 backbone residues 

as initial parameters. Superimposition of our Tah1 bound TPR structure is better with bound 

Hop TPR2A and CHIP TPR structures than with the bound Tah1* TPR (Jimenez et al., 2012). 

Figure 7: Detailed structural comparison of the Tah1:ADTEMEEVD peptide complex 

with CHIP: DTSRMEEVD peptide (A) and TPR2A-MEEVD peptide (B) complexes. The 

representation and color coding are the same as in figure 6. The side-chains of residues in inter-

molecular interactions are represented in stick and are labeled. The side chains of ADT and 

DTS residues in peptide ligands of Tah1 and CHIP, respectively, are not represented. 
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FIGURE 6.
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 Free form 

 

Complex 

 
 Tah1 protein Tah1 protein  Yeast Hsp90 peptide 

NMR distance constraints    

• Total Intramolecular Noes 1786 2659  56 

o Intra-residue 482 610  19 

o Inter-residues     

 Sequential 448 687  25 

 Medium range 411 776  12 

 Long range 445 586  0 

• Total Intermolecular Noes   55  

Structure statistics    

• RMSD to mean structure     

o Backbone atoms 0.44 ± 0.08 (a) 0.36 ± 0.10 (a) 0.42 ± 0.10 (a+b) 0,56 ± 0.21 (b) 

o Heavy atoms 0.98 ± 0.13 (a) 0.86 ± 0.12 (a) 0.92 ± 0.12 (a+b) 1.30 ± 0.25 (b) 

• RMSD from idealized covalent geometry    

o Bond length (Å) 0.0038 ± 0.0001 0.0042 ± 0.0001 

o Bond angle (°) 1.43 ± 0.02 1.74 ± 0.03 

• Violations    

o Average number of violations (>0.4 Å) 0.00 9.6 

o Highest violation (Å) 0.39 0.95 

• Energies (kcal.mol
-1

)    

o Average AMBER -4009 ± 20 -4146 ± 17.5 

o Average constraint violations energy 96 ± 10 530 ± 18 

• Ramachandran analysis    

o Most favoured 70.6 74.8 

o Additionnaly allowed region 28.3 22.9 

o Generously allowed region 1.0 2.1 

o Disallowed region 0.1 0.2 
(a)

 r.m.s. deviation was calculated using residues 4-90 for the ensemble of 20 refined structures 
(b)

 r.m.s. deviation was calculated using residues 704-709 for the ensemble of 20 refined structures 

 

Table 1: NMR structure determination statistics of the Tah1 protein and Tah1-yeast Hsp90 complex 
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  1 

Supplemental Data 

Supplemental Legends 

Supplemental Figure S1: Mapping of the Tah1:Hsp90 peptide interaction by 

chemical shift perturbations and superposition of free and bound forms of Tah1. (A) 15N-

1H HSQC spectral overlays of free (black) and bound forms (red) of Tah1 protein [1:1 

protein:peptide molar ratio]. (B) Overlay of the Tah1 TPR domain in free and bound states. 

The ribbon representations of bound and free Tah1 are colored in light and dark brown, 

respectively. Only the side chains of hydrophobic amino acids involved in the interaction 

between the helixes 2B and C are developed. The right side view is rotated by 90. (C) Bar 

graphs represent normalized amide chemical shift perturbations per residues for Tah1 in 

complex with Hsp90 peptide. Amide chemical shift changes were normalized using the 

equation: ∆δHN=√((∆HN)^2+(∆N/6.51)^2). The horizontal red dot line indicates the threshold 

for significant chemical shift changes (average +1 of standard deviation). Residues that with 

significant chemical shift changes are indicated (red: >0.4 ppm, orange: 0.3 to 0.4 ppm, and 

yellow: <0.3 ppm). 

Supplemental Figure S2: Flexibility of Tah1 protein in free and bound forms and 

electrostatic potentials of free Tah1 protein. (A) Superposition of heteronuclear NOE 

intensities for each residues of Tah1 in free (black point) and bound (red square) forms. (B) 

Vacuum electrostatic potentials mapped on the Tah1 molecular surface in two opposite views 

using VASCo Plugin software (Steinkellner et al., 2009). Blue, white and red regions 

correspond to positive, neutral and negative electrostatic potentials respectively. 

Supplemental Figure S3: Summary of the 55 inter-molecular NOEs of the 

Tah1:Hsp90 peptide interface. The sequence of the Hsp90 C-terminal peptide 

Supplemental Text
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  2 

(ADTMEEVD) was developed and the amino acids labeled using the same nomenclature and 

color code as in figure 1. The type of protons and the names and positions of each Tah1 

residues giving NOE cross-peaks with peptide are shown by arrows.  

Supplemental Figure S4: Electrostatic potentials of Tah1 protein in complex with 

Hsp90 peptide. (A) Vacuum electrostatic potentials mapped on the molecular surface of bound 

Tah1, the Hsp90 C-terminal peptide is represented in stick mode with side chains. The color 

code is the same as in figure S2B. (B) Vacuum electrostatic potentials mapped on the 

molecular surface of the Tah1:Hsp90 peptide complex. The process and the color code are like 

in figure S2B. 

Supplemental Experimental Procedures 

Biological Material used in this study 

Recombinant pACTII and pGBKT7 plasmids expressing Gal4AD and Gal4BD fusion proteins, 

respectively, were obtained by cloning various coding sequences between the following pairs 

of restriction sites BamHI/XhoI and BamHI/SalI, respectively. DNA inserts were obtained by 

PCR amplification using appropriate primers containing the restriction sites. These 

amplifications were performed on genomic DNA of the Saccharomyces cerevisiae BY4741 

strain (Euroscarf). The amplified yeast DNA sequences encoded: Tah1(1-111), Tah1(1-92), 

Tah1(93-111), Pih1(1-344), Pih1(1-252), Pih1(253-344), Hsp82(1-709) and Tah1 R77/A, Tah1 

K79/A, Tah1 R83/A, Tah1 E85/A, Hsp82 D702/A, Hsp82 D703/A, Hsp82 E706/A, Hsp82 E707/A, 

Hsp82 V708/A, Hsp82 D709/A variants. 

NMR measurements 

Sequence-specific backbone assignments were achieved using 2D (15N-1H) and (13C-

1H) HSQCs, 3D HNCO, 3D HN(CA)CO, 3D CBCANH, and 3D CBCA(CO)NH experiments. 
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  3 

Side chain assignments were performed using 3D H(C)CH-TOCSY, 3D HNHA, 3D 

HBHANH, 3D HBHA(CO)NH, 3D NOESY-(15N-1H)-HSQC and 3D NOESY-(13C-1H)-HSQC 

experiments. Aromatic proton assignments were performed using 2D-TOCSY and 2D-NOESY 

in 100% D2O. 

Relaxation measurements were performed in the same sample conditions using 15N labeled 

Tah1 protein at a ~1 mM concentration and a Bruker AVIII-600 MHz spectometer.  

We assigned the bound Tah1 backbone and side chains using 2D (15N-1H) and (13C-1H) HSQC, 

3D HNCA, 3D hCccoNH, 3D HcccoNH, 3D NOESY (15N-1H) and (13C-1H) HSQC 

experiments, taking advantage of the backbone and side chains assignments of free Tah1. We 

assigned the aromatic proton of the bound Tah1 using 2D (13C-1H)-HSQC in H2O and 100% 

D2O as well as 3D NOESY-(13C-1H)-HSQC recorded in the aromatic region. 
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2.2 Compléments concernant les analyses du complexe Tah1p-Hsp90 

décrites dans le manuscrit n°3 

L’établissement de la structure tridimensionnelle du complexe Tah1p-ADTEMEEVD 

que nous venons de décrire avait été réalisée sur un échantillon où seule la protéine Tah1p 

était doublement marquée 15N 13C. En effet le peptide issu d’une synthèse chimique ne 

pouvait pas être enrichi en ces isotopes. Afin de déterminer avec précision la structure du 

complexe, il était nécessaire d’obtenir un maximum d’informations à la fois sur le peptide et 

sur les contacts entre la protéine et le peptide. Pour cela nous avons adopté une approche 

généralement utilisée pour l’étude des complexes ARN-protéine en solution par R.M.N. : les 

expériences filtrées et/ou éditée. Elles reposent sur le marquage isotopique 15N 13C de la 

protéine pour filtrer les informations provenant de ces noyaux et ainsi obtenir des 

informations (les NOEs ou « Nuclear Overhauser effect ») sur la distance entre les atomes 
15N/13C de la protéine et 1H du peptide. Ceci est rendu possible par l’utilisation des 

expériences NOESY (« Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY») filtrée-éditée. Une 

expérience TOCSY (« TOtal Correlation SpectroscopY ») filtrée-filtrée nous a permis, 

d’atteindre les déplacements chimiques des protons du peptide au sein du complexe. Un 

exemple d’informations R.M.N. obtenus par ces approches est présenté dans la figure 97. 

2.3 Travaux complémentaires réalisés sur la protéine Pih1p non 

décrits dans le manuscrit 

La protéine Pih1p fait partie du complexe R2TP (Zhao et al., 2005) qui s’associe avec 

la chaperonne Hsp90 ((Eckert et al., 2010) et Manuscrit n°3). Elle interagit aussi avec la 

protéine Nop58p ((Gonzales et al., 2005) et nos données décrites dans le chapitre 1). Elle 

pourrait donc faire le lien entre la machinerie d’assemblage R2TP et les snoRNP à boîtes C/D. 

2.3.1 Travaux réalisés sur l’extrémité N-terminale de Pih1p 

Sur la base d’alignement de séquences, de prédictions de structures secondaires, de 

données de spectrométrie de masse (Eckert et al., 2010) et de prédiction de solubilité nous 

avons pu déterminer différents domaines de la protéine  Pih1p.  

Nous avons ainsi défini la région 1-180 de Pih1p comme étant un domaine bien défini,  

soluble et ayant une séquence en acides aminés conservée chez les levures. La taille de ce 

fragment étant compatible avec une étude structurale par R.M.N., nous avons alors entrepris 
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Figure 97. Exemple de NOE intermoléculaires observés au sein du complexe Tah1p-peptide d’Hsp90. Les expériences R.M.N. NOESY-HSQC 15N filtrée-éditée et NOESY-

HSQC 13C filtrée-éditée nous ont permis d’observer des taches de corrélation entre les protons de la protéine Tah1p (ici ceux de la lysine 79) et du peptide (ici ceux de la méthio-

nine 705). Sur la base de ces NOE intermoléculaires, nous avons pu déterminer la structure tridimensionnelle du complexe avec une grande précision.
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sa production et sa purification en grande quantité. La protéine Pih1p (1-180) simplement et 

doublement marquée aux isotopes 15N et 13C a ainsi pu être obtenue à une concentration de 20 

mg/ml (soit 1 mM). Les spectres enregistrés n’ont malheureusement pas pu être exploités sans 

doute liée au fait que la protéine présentait une instabilité au cours du temps dans les 

expériences R.M.N réalisées à 288°K (Figure 98). En effet, dans les expériences 15N-1H 

TROSY-HSQC, nous observions l’apparition de pics dans la région 130-132 ppm qui 

s’amplifiaient au cours du temps et aussi une modification importante de la région centrale du 

spectre. Une analyse par spectrométrie de masse nous a permis de constater que la protéine 

Pih1p (1-180) se dégrade au cours du temps en un fragment stable (14-180).  

De plus, les précipités observés dans le tube R.M.N. ressemblaient à des « pastilles » 

solides et non pas à un précipité de type « blanc d’œuf ». La relative solubilité de la protéine 

et son instabilité conduisant à une structure relativement ordonné nous ont conduit à réaliser 

avec C. Charron (IR en cristallographie, CNRS) des tests de cristallisation sur la protéine 

Pih1p (1-180). Les premiers résultats ont donné lieu à l’apparition dans certaines conditions  

(Tableau 11) d’oursins de cristaux à la surface de la goutte. Afin d’améliorer ces résultats, 

nous avons redéfini différents fragments du domaine N-terminal sur la bases des données de 

spectrométrie de masse, de prédiction de solubilité et de prédiction de sites potentiels de 

clivage par les protéases. Nous avons ainsi cloné les régions codantes des fragments 15-180, 

21-180, 15-208, 21-208 et 1-208 de Pih1p. Ces différents fragments ont été produits et 

purifiés (Figure 99). Ils ont ensuite été concentrés jusqu’à atteindre une concentration 

d’environ 10 mg/ml et testés en cristallisation. Comme pour le fragment 1-180, nous avons 

observé pour certains fragments, et notamment le fragment 1-208, des oursins de cristaux. Ces 

expériences ont été poursuivies au laboratoire par C. Charron sur le domaine 1-180 de Pih1p, 

et des cristaux ont été obtenus, notamment dans la condition D2 du kit JBS Classic 2 (Jena 

Bioscience) (Figure 100). Ces résultats sont encourageants nous conduisant à poursuivre 

l’étude par diffraction des rayons X du domaine N-terminal de la protéine Pih1p qui interagit 

avec Nop58p et Rsa1p. 

2.3.2 Travaux réalisés sur l’extrémité C-terminale de Pih1p 

Des analyses précédentes (Eckert et al., 2010) et nos données de doubles hybrides 

(Manuscrit n°3) avaient clairement établi le fait que l’extrémité C-terminale de Pih1p 

s’associait avec Tah1p, en particulier la région 93-111. Nous avons alors co-exprimé le 

fragment 93-111 de Tah1p avec le domaine 212-344 de Pih1p. Il s’est avéré après analyse par 
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Figure 98. Analyse par R.M.N. de la protéine Pih1p à 288°K. L'échantillon était utilisé à une concentration de 20,2 mg/ml 

(1 mM) dans un tampon phosphate 10 mM, pH 6,6 ; NaCl 150 mM. (A) Superposition des spectres 15N-1H TROSY-HSQC 

de la protéine Pih1p 1-180 au temps To, To+3 jours et To+7 jours en rouge, vert et bleu respectivement. (B) Agrandissement 

d'une partie du spectre 15N-1H trosy HSQC. Le code couleur est le même que dans le panneau A.
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Tableau 11. Composition des solutions utilisées pour les tests de cristallisation de la protéine Pih1p (1-180) qui ont permis d'obtenir des cristaux en forme d'oursins.

Fournisseur Kit Condition n° Sels Tampon pH Agent precipitant

19 Aucun Na HEPES 0.1 M 7.5 10 % w/v PEG 8000, 8 % v/v ethylene glycol

26 (NH4)2SO4 0,2 M MES 0.1 M 6.5 30 % w/v PEG 5000 MME 

42 Aucun Aucun 25 % v/v ethylene glycol 

PACT 43 NaCl 0,2 M Tris 0.1 M 8.0 20 % w/v PEG 6000

7 Aucun Acide Citrique 0.1 M 3.5 3.0 M Sodium chloride

47 Aucun BIS-TRIS 0.1 M 6.5 28% w/v PEG MME 2,000

71 NaCl 0,2 M BIS-TRIS 0.1 M 6.5 25% w/v PEG 3,350

84 MgCl2,(H2O)6 0,2 M HEPES 0.1 M 7.5 25% w/v PEG 3,350

86 KNaC4H4O6, (H2O)4 0,2 M Aucun 20% w/v PEG 3,350

JBS Classic 1 C1 NaCl 0,1 M Bicine 100 mM 9.0 30 % w/v PEG 550 MME

C3 MgCl2 0,2 M Na MES 0,1 M 6.5 25 % w/v PEG 4000

D2  CaCl2 0,2 M Na HEPES 0,1M 7.5 30 % w/v PEG 4000

Molecular dimension
Structure Screen 2

Hampton research Index

Jena Bioscience
JBS Classic 2
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Figure 99. Purification des fragments de la protéine Pih1p. (A) Analyse SDS-PAGE des premières étapes de purification sur résine TALONTM.. L'identité des fragments de Pih1p produits est indiqué sous chaque 

gel. (B) Superposition des différentes chromatographies d'exclusion de taille (Superdex 75) obtenus pour les différents fragments de Pih1p. Leurs identitées sont indiquées sur les chromatogrammes. (C) Analyse 

par SDS-PAGE des fractions correspondantes aux pics obtenus lors des chromatographies d'exclusion de taille.
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Figure 100. Photographies des oursins et des cristaux obtenus pour le fragment Pih1p (1-180). La protéine était utilisée 

à une concentration de 10 mg/ml en tampon Hepes 10 mM, pH 7,5 ; NaCl 150 mM, β-mercaptoethanol 5 mM. Les cristaux 

sont apparu dans la condition D2 du kit JBS Classic 2 (Jena Bioscience). Le tampon contenait de l’Hepes 0,1M, pH 7,5 ;  

CaCl
2
 0,2 M ; 30 % w/v PEG 4000 à 20°C. La cristallisation était réalisée en goutte assise. (A) Goutte de 4 µl avec un ratio 

échantillon protéique : solution de cristallisation de 1:1. (B) et (C) Goutte de 6 µl avec un ratio échantillon protéique : solution 

de cristallisation de 1:2. (D) et (E) Goutte de 6 µl avec un ratio échantillon protéique : solution de cristallisation de 2:1
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spectrométrie de masse en condition native que le domaine 212-344 de Pih1p subissait une 

dégradation à son extrémité N-terminale pour donner lieu au fragment 256-344 et que ce 

fragment continuait à s’associer au fragment 93-111 de Tah1p.  

Après reclonage du fragment 256-344 de Pih1p, le complexe a été produit par co-

expression avec le fragment de Tah1p (93-111) et purifié par chromatographie d’affinité grâce 

à l’étiquette 6xHis porté par le fragment de Tah1p. Les premières analyses réalisées par M. 

Quinternet sont présentées dans la figure 101. Le nombre de taches de corrélations observés 

dans l’expérience 1H-15N HSQC et leur dispersion sont tout à fait satisfaisants. Le nombre de 

signaux NOE, notamment au niveau des groupements NH de la chaine principale de cette 

expérience 1H-1H NOESY indique que les fragments Tah1p (93-111) et Pih1p 256-344 sont 

structurés. L’étude structurale de ce complexe par R.M.N. va donc être débutée. 

3 Conclusion et perspectives 

3.1 Bilan 

Initialement, la protéine Tah1p avait été décrite comme une protéine à deux domaines, 

capable d’interagir avec Hsp90 par le biais de son domaine TPR et avec Pih1p par 

l’intermédiaire de sa région C-terminale (Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2008). L’étude 

structurale de la protéine Tah1p a permis de définir plus précisément ces deux domaines en 

particulier de mettre en évidence la présence d’une cinquième hélice dans le domaine TPR qui 

joue un rôle majeur dans l’interaction avec le peptide C-terminal d’Hsp90. Nos données 

structurales ont aussi permis d’identifier les résidus mis en jeu dans l’association du domaine 

TPR atypique de Tah1p avec la chaperonne. Nous avons également révélé que le court 

segment C-terminal (93-111) de Tah1p est nécessaire et suffisant pour son interaction avec la 

protéine Pih1p. La protéine Tah1p assurerait donc l’association entre la protéine Pih1p et 

Hsp90 pouvant être en plus renforcée par quelques interactions directes mais moins stable 

entre ces deux protéines. Il a été montré qu’en phase stationnaire de croissance, Tah1p 

stabiliserait Pih1p et empêcherait sa dégradation (Zhao et al., 2008). 

Notre étude de la protéine Pih1p a révélé que son domaine C-terminal (256-344) est 

responsable de son interaction avec Tah1p, tandis que son domaine N-terminal (1-212), est 

capable de s’associer avec la protéine Nop58p (Manuscrit n°3, B. Rothé, travail de thèse). La 

capacité de Pih1p à interagir en plus avec le domaine C-terminal de la protéine Rsa1p 
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Figure 101. Analyse par R.M.N. du complexe Tah1 (93-111)/Pih1p (256-344) à 298K. L'échantillon a été utilisé à une 

concentration de 1,4 mM dans du tampon phosphate 10 mM, pH 6,4 ; NaCl 50 mM. (A) Spectre 1H-15N HSQC. (B) Spectre 
1H-1H NOESY.
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(Résultats et discussion, Chapitre 1, paragraphe 2.1.3) en fait une protéine centrale dans le 

réseau d’interaction des facteurs d’assemblages et des protéines constitutives des particules 

C/D. Elle semble assurer le lien entre le complexe R2TP et les autres composants impliqués 

dans la biogenèse des snoRNP C/D. 

3.2 Etude structurale du complexe R2TP : la protéine Pih1p 

Même si le rôle exact du complexe R2TP associé à Hsp90 dans la biogenèse des 

snoRNP à boîtes C/D n’est pas complétement élucidé ((Boulon et al., 2008), B. Rothé, travail 

de thèse), les protéines constituant ce complexe R2TP, et notamment Pih1p établissent de 

nombreux contacts avec les protéines constituantes des snoRNP en particulier Nop58p (B. 

Rothé, travail de thèse) et des facteurs d’assemblage, en particulier Rsa1p. Une approche 

structurale globale du complexe R2TP semble être actuellement inabordable, c’est pourquoi 

l’étude des protéines Tah1p et Pih1p constituent un excellent point de départ pour aborder 

l’étude de la structure du complexe. Des structures des deux autres protéines RVB1 et RVB2 

humaines ont été obtenus à haute résolution par diffraction des rayons X (Gorynia et al., 

2011). De ce fait, Pih1p est la dernière protéine du complexe dont la structure n’a pas encore 

été déterminée. Au cours de mon travail de thèse, j’ai pu définir différents domaines de la 

protéine Pih1p : le domaine N-terminal fonctionnel 1-211 qui est responsable des interactions 

avec Nop58p et Rsa1p et le domaine C-terminal 256-344 responsable de l’association avec 

Tah1p. Actuellement, grâce aux travaux que j’ai réalisé, chaque domaine fait l’objet d’une 

étude structurale soit par diffraction des rayons X (domaine N-terminal) soit par R.M.N. 

(extrémité C-terminal). L’obtention des structures 3D de ces domaines permettra de mieux 

comprendre les mécanismes qui régissent l’implication du complexe R2TP dans la biogenèse 

des snoRNP à boîtes C/D.  
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Conclusion & Perspectives 

Etude structurale de la machinerie de biogenèse des snoRNP à boîtes C/D chez la 

levure Saccharomyces cerevisae 

Les cellules eucaryotes, en plus de posséder de multiples machineries de nature 

protéique, font également appel à des complexes ribonucléoprotéiques composés de plusieurs 

protéines avec un ou plusieurs ARN non codants. Ces RNP sont des acteurs clés de 

nombreuses fonctions essentielles du vivant. Au cours de mon travail de thèse, nous nous 

sommes tout particulièrement intéressés aux relations structure/fonction des composants de la 

machinerie de biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. Ces particules se caractérisent par un 

snoRNA à boîtes C/D possédant des séquences conservées, les boîtes C et D, mais aussi par la 

présence d’un ensemble de 4 protéines constitutives : les protéines Nop58p et Nop56p, 

l’enzyme Nop1p/Fibrillarine et une protéine appartenant à la famille des protéines L7Ae, la 

protéine Snu13p. Ces RNP interviennent dans un processus biologique essentiel, la maturation 

des ARNr ribosomiques qui conduit à la formation des ribosomes. L’action de ces RNP est 

par conséquent extrêmement précise, leur assemblage doit donc aussi être parfaitement 

contrôlé. En collaboration avec les équipes d’E. Bertrand et d’A. Krol, notre laboratoire avait 

découvert de nouveaux facteurs protéiques impliqués dans la biogenèse de ces particules 

(Boulon et al., 2008). Pour comprendre le mécanisme d’action de ces différents facteurs, il 

était important d’apporter des informations structurales sur ces facteurs afin de pouvoir 

déterminer comment ils interviennent dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D. C’est la 

mission qui m’avait été confiée pour ce travail de thèse. Il faut noter que les informations 

attendues devaient dépasser au niveau de leur impact le simple cadre de l’assemblage des 

snoRNP C/D puisque notre équipe et celles d’E. Bertrand et d’A. Krol avaient montré que 

plusieurs des facteurs d’assemblages sont aussi utilisés pour l’assemblage des snoRNP 

H/ACA, de la télomérase et des mRNP codant des sélénoprotéines. 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

- 338 -



1 La co-expression, un outil d’analyse pour la biologie 

structurale 

Atteindre des informations structurale sur ces facteurs protéiques de levure impliquait de 

passer un premier goulot d’étranglement lié à la faible solubilité de la majorité des protéines 

étudiées. En effet, peu de ces protéines ne possédaient des caractéristiques de solubilité 

nécessaires à l’obtention d’échantillons compatibles avec une étude par R.M.N ou par 

radiocristallographie. Une étroite collaboration avec l’équipe de C. Romier nous a permis de 

mettre en place au laboratoire un système de co-expression dans la bactérie E. coli. Cette 

approche peut apporter une solution au problème posé par la présence des domaines non 

repliés ou flexibles car ces domaines peuvent se replier lors de leur association avec leurs 

partenaires naturels respectifs. Par ailleurs, l’association avec ces partenaires peut permettre 

de neutraliser les zones hydrophobes de surface qui limitent la solubilité des protéines 

exprimées de manière individuelle. Par co-expression une nouvelle entité est produite au sein 

de la bactérie. La présence d’une étiquette spécifique fusionnée à l’un des partenaires permet 

une purification du complexe par une chromatographie d’affinité comme s’il s’agissait d’une 

seule molécule. Le savoir-faire que j’avais acquis lors de mes stages successifs à Strasbourg 

dans le groupe de C. Romier, nous a ensuite permis d’implanter avec X. Manival une 

plateforme robotisée TECAN au laboratoire et de pouvoir ainsi continuer mes expériences. Ce 

nouvel outil et mes expériences réalisées à Strasbourg nous ont permis de réaliser des séries 

de criblage d’interaction à haut débit et aussi de mettre en évidence un réseau important 

d’interactions entre les protéines constitutives des snoRNP et leurs facteurs d’assemblages 

(Figure 102). Les résultats obtenus nous ont également permis de définir avec précision les 

domaines protéiques impliqués dans ces interactions. Couplée à une stratégie de mutagenèse 

dirigée (ou aléatoire), lorsqu’une interaction positive est observée, la co-expression permet 

d’affiner les connaissances sur les déterminants de l’interaction. Enfin, cet outil nous a aussi 

permis de définir les domaines des protéines pouvant être produits seuls ou en complexe sous 

forme soluble. Ce qui a permis de débuter un ensemble d’analyses structurales par RMN ou 

cristallographie des rayons X qui ont déjà produit des structures 3D importantes pour la 

compréhension du système d’assemblage des snoRNP et plusieurs autres sont en cours. Par 

ailleurs, les complexes et protéines purifiées ont aussi été utilisés par B. Rothé pour des études 

in vitro sur leur mécanisme d’action 
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Figure 102. Bilan des interactions mises en évidence par l’ensemble des résultats obtenu lors de la thèse. Les protéines sont représentées sous forme de cylindre dont la 

longueur est proportionnelle  à leur taille en acides aminés. Les bornes des différents domaines des protéines sont indiquées par les numéros des résidus. Les protéines en couleur 

correspondent aux protéines qui ont fait l’objet d’une étude plus appronfondie lors de la thèse.

111

93

1

Tah1p

1641

Hit1p

70
1

238

224

317 381269 352

231 375332

Rsa1p

1 49478 346

Prp31p

4631

Rvb1p

5731131

Rrp9p

1 366287

Bcd1p

C
O

N
C

LU
SIO

N
 ET PER

SPEC
TIV

ES

- 340 -



2 La protéolyse ménagée, définition des domaines 

Parfois, malgré l’obtention de complexes stables et purs à haute concentration, il n’a pas 

été possible d’obtenir de cristaux pour poursuivre l’étude par radiocristallographie. C’est le 

cas de l’hétérotrimère Snu13p/Rsa1p (231-375)/Hit1p, qui malgré des essais de cristallisation 

jusqu’à une concentration de 100 mg/ml n’a pas pu être cristallisé. La flexibilité intrinsèque 

des composants, notamment de la protéine Rsa1p et dans une moindre mesure la protéine 

Hit1p était sans doute un frein à la nucléation des cristaux. Pour pallier à ce problème, nous 

avons mis en place, en collaboration avec V. Pena du laboratoire du professeur R. Lürhmann 

au Max Planck Institut à Göttingen, une stratégie de protéolyse ménagée de ce complexe pour 

en dégager les domaines structurés. Les résultats obtenus nous ont permis de définir un sous-

complexe comportant les domaines (317-375) de Rsa1p et (44-164) de Hit1p. 

Malheureusement, la protéolyse ménagée ne nous a pas permis de maintenir le troisième 

partenaire, à savoir Snu13p, au sein des complexes. Ce complexe à deux partenaires avait 

l’avantage d’être compatible avec une étude par R.M.N et les premiers résultats obtenus 

montrent une structuration des deux partenaires au sein du complexe. Néanmoins, quelques 

résidus étaient encore trop flexibles pour que l’attribution des signaux R.M.N. soit complète. 

L’emploi d’analyses par spectrométrie de masse pour l’étude des produits d’hydrolyse des 

fragments nous a conduit à éliminer l’extrémité N-terminale de la protéine Hit1p (44-164) et 

C-terminale de la protéine Rsa1p (317-375) dans les protéines recombinantes. Le nouveau 

complexe Rsa1p (317-352)/Hit1p (70-164) ainsi produit est actuellement en cours d’analyse 

et l’attribution des résidus de la chaîne principale a été entièrement réalisée par M. Quinternet 

au laboratoire. Nous espérons donc déterminer très rapidement la détermination de la structure 

tridimensionnelle du complexe. 

3 La R.M.N. 

Au cours de ma thèse, malgré nos efforts dans l’optimisation des conditions de 

purification par des analyses D.L.S. des produits aucun cristal de protéines ou de complexes 

protéiques utilisables en radiocristallographie n’a pu être obtenu. La R.M.N. a donc apporté 

une alternative de choix pour nos études structurales. Même si la masse moléculaire des 

échantillons qui peuvent être étudiés par RMN est limitée, cette approche nous a permis 

d’étudier la plupart des protéines et complexes que nous avions réussis à produire sous forme 

soluble. La résolution de la structure tridimensionnelle de la protéine Tah1p appartenant au 
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complexe R2TP seule et en complexe avec l’extrémité C-terminale de la chaperonne Hsp90 

en est un bel exemple. Cette étude a été menée en collaboration avec l’équipe de F. Allain à 

Zurich. La protéine Tah1p adopte un repliement de type domaine TPR mais ce dernier est 

atypique car il ne possède que cinq hélices α. De plus, le domaine C-terminal de Tah1p 

n’adopte aucune conformation particulière à l’état libre mais est nécessaire et suffisant pour 

que Tah1p s’associe à la protéine Pih1p appartenant également au complexe R2TP. Notre 

analyse du complexe formé entre Tah1p et le peptide révèle un mode particulier de fixation 

pour ce dernier. En effet, tout comme pour le complexe formé entre la chaperonne Hsp90 et la 

protéine HOP (Scheufler et al., 2000), le motif NH2-EVD-COOH du peptide adopte une 

conformation étendue au sein du domaine TPR de la protéine et l’interaction fait intervenir les 

résidus de la « carboxylate clamp » du domaine TPR de Tah1p. Cependant, à la différence de 

ce qui a été observé pour le complexe Hsp90-Hop, dans le complexe Hsp90-Tah1p les acides 

aminés en amont du motif conservé EEVD de Hsp90 se positionnent sur l’hélice α5 de 

capping du domaine TPR de Tah1p.  

Actuellement au laboratoire, deux complexes protéiques, Rsa1p (317-352)/Hit1p (70-

164) et Snu13p/Rsa1p (231-269), sont en cours d’analyses par R.M.N. Des données 

structurales sur ces deux interactions pourront donc être bientôt disponibles. 

4 Vers une étude structurale par SAXS 

Comme cela a été précisé auparavant, à l’heure actuelle aucun cristal exploitable de 

protéines ou de complexes protéiques n’a pu être obtenu. Lors de l’assemblage des snoRNP 

C/D, la protéine Rsa1p joue le rôle de plateforme pour les protéines constitutives de la 

particule C/D. Elle possède donc la capacité à s’associer à différents partenaires protéiques et 

nous avons pu montrer que cette interaction était mise en place grâce à différentes régions de 

Rsa1p. Cette protéine semble contenir un enchaînement de domaines qui sont parfaitement 

repliés uniquement lorsqu’ils sont en interaction avec leurs partenaires respectifs. Les 

domaines étant reliés par des parties plus flexibles, permettant d’accommoder la fixation de 

différentes protéines sur Rsa1p au cours de la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. Si nous 

incluons la possibilité d’un repliement induit par l’interaction avec son partenaire, l’« induce 

fiting », l’étude structurale de la protéine Rsa1p représente un vrai défi. Une possibilité est 

donc d’étudier individuellement chaque domaine en complexe avec leurs partenaires 

respectifs et d’utiliser ensuite l’ensemble de ces données pour reconstruire la protéine entière. 
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L’utilisation de l’approche S.A.X.S. devrait pouvoir nous permettre de définir l’enveloppe 

moléculaire de l’hétérotrimère, ce qui nous permettrait ensuite de replacer les structures 

atomiques des deux « sous-complexes » à l’intérieur de cette enveloppe. 

5 Vers l’incorporation des ARN dans l’étude des complexes 

La composante ARN est très importante dans la formation des particules C/D matures. Il 

est donc logique de considérer le snoRNA comme un partenaire à part entière dans l’étude 

structurale des complexes. Néanmoins, l’étude structurale des acides nucléiques reste, encore 

à ce jour, d’une difficulté supérieure à celle des protéines, notamment dans leur production et 

leur purification car les critères de quantité, d’homogénéité et de pureté sont élevés pour ce 

genre d’étude. La synthèse chimique peut permettre d’obtenir des échantillons de bonne 

qualité mais reste coûteuse et la taille des ARN produits reste limitée. Des systèmes de 

transcription in vitro basés sur l’utilisation de la T7 RNA Polymérase produite de façon 

recombinante ont été développés et testés au laboratoire. Cependant l’optimisation de telles 

transcriptions peut s’avérer assez coûteuse et fastidieuse et les échantillons obtenus ne sont 

pas toujours de qualité suffisante car l’enzyme peut marquer des arrêts de synthèse prématurés 

ou rajouter un ou deux nucléotides à l’extrémité 3’, donnant lieu à des échantillons non 

homogènes incompatibles avec une étude par radiocristallographie. L’étude structurale par 

RMN est moins sensible à ce manque relatif d’homogénéité des échantillons, mais le 

problème de recouvrement des signaux des acides nucléiques implique l’utilisation de très 

hauts champs magnétiques, sans toutefois être une solution absolue. Tout ceci génère donc 

une forte limitation de la taille des cibles ARN qui peuvent être étudiés. La solution du 

marquage isotopique des acides nucléiques permettrait l’étude de molécules de taille plus 

importantes, comme cela est le cas avec les protéines, mais sa mise en place, y compris par 

synthèse chimique reste délicate et coûteuse. Il faudrait donc imaginer un système calqué sur 

celui des protéines qui permette une synthèse in vivo des ARN. Ainsi nous limiterions les 

problèmes de quantité d’ARN avec la possibilité d’utiliser des milieux de culture comportant 

les isotopes à incorporer dans les ARN. Récemment, l’utilisation d’ARNt « scaffold » pour 

protéger de la dégradation les ARN exprimés en système hétérologue (E. coli) a été proposé 

(Ponchon et al., 2009; Ponchon & Dardel, 2011). Ce système repose sur la forte expression et 

stabilité des ARNt chez E. coli. L’ARN d’intérêt est inséré au sein de la boucle anticodon de 

l’ARNt, région présentant naturellement une certaine flexibilité. Il est même possible 

d’étiqueter l’ARN avec un aptamère capable de se lier à une matrice Séphadex par exemple, 
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ce qui facilite les étapes de purification. Mais la séparation de l’ARN d’intérêt de 

l’ARNt  « scaffold » par l’utilisation de RNAses reste encore une étape délicate à maîtriser. 

Une dernière solution serait de concevoir un système de co-expression ARN-protéine chez E. 

coli où l’association stable des protéines co-exprimées sur leur cible ARN protègerait ce 

dernier des dégradations au sein de la bactérie. La mise au point d’un tel système représente 

un défi de taille mais un succès dans ce domaine ouvrirait la voie à des développements 

considérables pour les études structurales incluant de l’ARN ou des complexes ARN-

protéines.  
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De nombreux protocoles ont fait l’objet d’optimisation au cours de la thèse et sont donc 

détaillés dans la partie Résultats & Discussion du manuscrit. La grande majorité du matériel a 

été décrite dans la partie Matériel et Méthodes des différents articles. 

1 Matériel 

1.1 Les souches bactériennes 

1.1.1 Pour l’amplification et l’extraction d’ADN plasmidique 

Escherichia coli DH5α : supE44, ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15), hsdR17, recA1, endA1, 

gyrA96, thi-1, relA1 

1.1.2 Pour la surexpression de protéines recombinantes 

Escherichia coli BL21 (DE3) : F– ompT, hsdSB (rB–, mB–), gal dcm (DE3) 

1.2 Les plasmides bactériens 

1.2.1 Pour le clonage 

Les clonages de fragments d’ADN amplifiés par la technique PCR ont été réalisés 

dans les plasmides pCR®2.1 fournis avec le kit « TA Cloning® Kit» et pCR®-Blunt fournis 

avec le kit « ZeroBlunt® TOPO® PCR Cloning Kits ». 

Vecteur pCR®2.1 (Invitrogen™). Le plasmide est commercialisé sous forme linéarisé et 

porte un résidu thymine protubérant sur chaque extrémités 3’. Il contient des gènes de 

résistance à l’ampicilline et à la kanamycine. Il possède également le gène lacZ codant la β-

galactosidase placé sous le contrôle du promoteur Plac et interrompu par la casette de 

clonage. 

Vecteur pCR®-Blunt (Invitrogen™). Le plasmide est commercialisé sous forme linéarisé et 

présente des extrémités franches. Il contient des gènes de résistance à la kanamycine et à la 

Zéocine. Il possède également le gène lacZ codant la β-galactosidase placé sous le contrôle du 

promoteur Plac et interrompu par la casette de clonage. 
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1.2.2 Pour la production de protéines 

Plasmide pRARE2 (Novagen®). Il permet de complémenter la souche bactérienne BL21 

(DE3) d’E. coli par l’expression de sept ARNt eucaryotes rares pour cet organisme 

procaryote. Ce plasmide code pour les ARNt reconnaissant les codons AUA, AGG, AGA, 

CUA, CCC, CGG et GGA et porte également les gènes argN5, metT, thrT, glyT et thrU. 

Vecteur PKHS  (Eckert et al., 2010). Ce vecteur contenant la séquence codante de la protéine 

Tah1p nous a aimablement été fourni par l’équipe de S. Morera (Gif-sur-Yvette). Il permet 

l’expression, par induction à l’IPTG, de protéines fusionnées à une étiquette 6xHis au niveau 

de leur extrémité C-terminale. Il a été utilisé pour la production de la protéine Tah1p pour les 

analyses par R.M.N. homo- et hétéronucléaire (publication n°3). 

Vecteurs pnEA-tH, pnEA-3CH, pnCS et pnYC (Diebold et al., 2011). Ces plasmides nous 

ont aimablement été fournis par C. Romier. Ils font l’objet d’une description détaillée dans les 

paragraphes 1.1.1 et 1.1.2 du chapitre 1 des Résultats & Discussion de ce manuscrit. Ils ont 

été utilisés pour les essais de co-expression à haut débit sur plateforme robotisée TECAN 

mais aussi pour la production des échantillons pour les essais de cristallogenèse et les 

analyses par R.M.N. Ils permettent l’expression, par induction à l’IPTG, de protéines 

fusionnées à une étiquette 6xHis au niveau de leur extrémité N-terminale (pour le vecteur 

pnEA) ou de façon native (pour les vecteurs pnCS et pnYC). 

1.2.3 Pour la synthèse d’ARN in vitro 

Vecteur pUC18 (Invitrogen™). Ce vecteur a été utilisé pour cloner certaines séquences 

codant des snoRNA (notamment le snoRNA U3 ∆2,3,4) et pour générer, par PCR, des 

matrices ADN double-brin pour la transcription in vitro. Il contient un gène de résistance à 

l’ampicilline et l’origine de réplication du vecteur pMB1. Il possède également le gène lacZ 

codant la β-galactosidase placé sous le contrôle du promoteur Plac et interrompu par la casette 

de clonage. 

1.3 Les milieux de culture 

Les différents milieux de culture sont autoclavés à 121°C, sous 1 bar de pression, 

pendant 20 minutes. Pour la préparation des milieux solides, de l’agar est additionné à raison 

de 17 g/l avant le passage à l’autoclave. 
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Les antibiotiques sont ajoutés après l’étape de stérilisation, à une concentration finale 

de 100 mg/l pour l’ampicilline, 50 mg/l pour la kanamycine, 30mg/l pour la spectinomycine 

et 25 mg/l pour le chloramphénicol. 

- Milieu riche LB : (Luria Bertani) : tryptone (peptone pancréatique animale/peptone 

trypsique de caséine) 10 g/l ; extrait de levure 5 g/l ; NaCl 5 g/l. Le pH est ajusté à 7,5 

avec une solution de NaOH 10 N. 

- Milieu riche 2TY : tryptone (peptone pancréatique animale/peptone trypsique de 

caséine) 20 g/l ; extrait de levure 10 g/l ; NaCl 5 g/l. Le pH est ajusté à 7,5 avec une 

solution de NaOH 10 N. 

- Milieu riche Graffinity : milieu 2TY ; glucose 0,25 % ; Hepes 10 mM, pH 7 ; 

Lactose 0,3 % ; IPTG 0,25 mM. 

La culture débute dans le milieu 2TY ; Glucose 0,5 % dans un volume correspondant à 

la moitié du volume final. Lorsque la DO600nm atteint 1,2-1,5, un même volume de 

milieu 2TY ; Hépes 20 mM, pH 7 ; IPTG 0,5 mM ; Lactose 0,6 % est ajouté au 

premier. 

- Milieu minimum MnRMN : (adapté du milieu N5052) : Na2HPO4 50 mM ; KH2PO4 

50 mM ; Na2SO4 5 mM, pH 7,4 ; MgSO4 1 mM ; 15NH4Cl 2 g/l ; Glucose 13C 4 g/l ; 

Biotine 1 mg/l ; Acide folique 1 mg/l ; Nicotinamide 1 mg/l ; Riboflavine (vitamine 

B2) 0,1 mg/l ; Thiamine 5 mg/l ; Métaux Mix I 200 µl/l ; Métaux Mix II 100 µl/l ; 

Antibiotiques en fonction. 

- Métaux Mix I : FeCl3 50 mM. 

- Métaux Mix II : CaCl2 20 mM ; MnCl2 10 mM ; ZnSO4 10 mM ; CoCl2 2 mM ; 

CuCl2 2 mM ; NiCl2 2 mM ; Na2MoO4 2 mM ; Na2SeO3 2 mM ; H3BO3 2 mM. 

- Milieu SOC : Tryptone 2 % (p/v) ; extrait de levure 0,5 % (p/v) ; NaCl 10 mM ; KCl 

2,5 mM ; MgCl2 10 mM ; glucose 20 mM. 

1.4 Les tampons et solutions d’usage courant 

Bleu de dépôt pour gel d’agarose (6X) : EDTA 125 mM ; SDS 2 %  (v/v); glycérol 25 % 

(v/v) ; bleu de bromophénol 0,12 % (p/v). 

Bleu de dépôt pour gel de protéines dénaturant : SDS 3 % (v/v) ; glycérol 10 % (v/v) ; 

bleu de bromophénol 0,1 mg/ml ; DTT 100 mM ; Tris-HCl 80 mM, pH 6,8. 

Bleu de formamide : EDTA 20 mM ; bleu de bromophénol 0,05 %; bleu de xylène cyanol 

0,05 % dans de la formamide désionisée. 
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Marqueur de taille de protéines : (GE Heathcare) : Phosphorylase B de muscle de lapin (97 

kD), Albumine de sérum bovin (66 kD,), Ovalbumine d’œufs de poulet (45 kD), Anhydrase 

carbonique d’érythrocyte bovin (30 kD), Inhibiteur de Trypsine (20,1 kD), α-lactabumine 

(14,4 kD). 

Marqueur de taille de protéine : (Bio-Rad, Precision Plus Protein™ All Blue Standards) : 

protéines recombinantes de 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 et 250 kD. 

Solution de polyacrylamide pour gel non dénaturant : Acrylamide/Bis-Acrylamide (38/2) 

40 % (v/v) ; TBE 1X. 

Solution de polyacrylamide pour gel dénaturant : Acrylamide/Bis-Acrylamide 

(23,75/1,25) 25 % (v/v) ; TBE 1X ; urée 8M. 

Solution I de coloration des gels SDS-PAGE : Ethanol 50 % ; Acide Acétique 10 %. 

Solution II de coloration des gels SDS-PAGE : Ethanol 5 % ; Acide Acétique 7,5 %. 

Solution stock de coloration des gels SDS-PAGE : Bleu de Coomassie G250 0,25 % ; 

Ethanol 96 %. 

Tampon d’élution : EDTA 1 mM ; NaCl 300 mM ; SDS 1 % (v/v) ; Tris-HCl 10 mM pH 7,5. 

Tampon de migration SDS-PAGE : glycine 14,25 g/l ; Tris 3 g/l ; SDS 1 g/l (v/v). 

TBE : Tris borate 89 mM, pH 8,3 ; EDTA 2 mM. 

Tampon de transcription θ : Tris-HCl 40 mM, pH 8, DTT 5 mM, Spermidine 1 mM, Triton 

0,01 %, PEG 8000 80 mg/ml, MgCL2 38 mM 

2 Méthodes 

2.1 Techniques de génie génétique 

2.1.1 Clonage 

Les fragments d’ADN d’intérêt sont amplifiés par PCR en utilisant l’ADN polymérase 

Phusion® (Finnzymes) et un couple d’oligodéoxynucléotides amorces apportant en 5’ et en 3’ 

les sites de restriction compatibles avec le vecteur de destination selon le protocole suivant : 

Matrice     50    ng 
dNTP (1,25 mM)      8    µl 
Oligodéoxynucléotide 5’ (100 µM)    0,5 µl 
Oligodéoxynucléotide 3’ (100 µM)    0,5 µl 
Tampon HF Phusion® 5X   10    µl 
Phusion® DNA polymérase (2 U/µl)   0,2 µl 
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H2O qsp     50    µl 

Conditions de la PCR 
Température (°C) Temps Nombre de cycles Fonction 

98 1 min 1 Dénaturation 
98 10 sec 

35 
Dénaturation 

55 20 sec Hybridation 
72 15 sec/kb Elongation 
72 5 min 1 Elongation 
4 ∞ 1 Stockage 

A l’issue de la PCR, deux possibilités de clonages dans les vecteurs d’expression 

peuvent être envisagée. 

2.1.1.1 Clonage direct dans les vecteurs d’expressions bactérien 

Les fragments d’ADN double-brin obtenus par PCR sont traités par l’endonucléase 

DpnI (MBI-Fermentas), purifiés sur colonnes NucleoSpin® (Macherey-Nagel) et quantifiés 

par mesure d’absorbance à 260 nm (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). 2 µg d’ADN sont 

ensuite digérés par double-restriction enzymatique, dans les conditions décrites par le 

fournisseur (MBI-Fermentas). Les produits de digestion sont à nouveau purifiés sur colonnes 

NucleoSpin®, dont la limite d’exclusion permet d’éliminer les produits de clivage provenant 

des deux extrémités du fragment d’ADN. Le vecteur de destination est préparé de la même 

façon et subit une étape supplémentaire de déphosphorylation de ses extrémités 5’ par action 

de la phosphatase alcaline CIAP (MBI Fermentas). La ligation par la T4-DNA ligase (MBI-

Fermentas) est ensuite réalisée à partir de 50 ng de vecteur et d’un excès molaire de trois fois 

de fragment. Après transformation de cellules E. coli DH5α super-compétentes et sélection 

des clones recombinants sur milieu sélectif, les plasmides sont purifiés en utilisant le 

protocole de mini-préparation de Macherey-Nagel que nous avons adapté sur la plate-forme 

robotisée TECAN Freedom EVO 200 et ensuite analysés par séquençage. Une fois la 

séquence vérifiée une préparation d’ADN à plus grande échelle est effectuée pour être stockée 

à 20°C. 

2.1.1.2 Sous clonage par le pCR®-Blunt 

Les ADN double-brin obtenus sont purifiés par migration sur gel agarose et extraction 

par NucleoSpin®. Les fragments purifiés sont ensuite insérés dans le vecteur pCR®-Blunt (ou 

pCR®2.1 si l’ADN polymérase utilisée lors de la PCR possédait une activité « 5’ adénosine 

extendase ») par la T4-DNA ligase dans les conditions décrites par le fournisseur 

(Invitrogen®). Après transformation de cellules E. coli DH5α super-compétentes et sélection 
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des clones recombinants sur milieu sélectif, les plasmides sont purifiés en utilisant le 

protocole de mini-préparation de Macherey-Nagel que nous avons adapté sur la plate-forme 

robotisée TECAN Freedom EVO 200 et ensuite analysés par séquençage. Une fois la 

séquence vérifiée une préparation d’ADN à plus grande échelle est effectuée pour être stockée 

à 20°C. Le cas échéant, un ou plusieurs cycles de mutagenèse dirigée pourra être réalisé sur la 

construction afin d’éliminer des sites de restriction internes à la séquence codante pouvant 

être gênants pour les étapes suivantes de clonage. Le plasmide obtenu est hydrolysé par une 

double-restriction enzymatique dans les conditions décrites par le fournisseur (MBI-

Fermentas). Les produits de digestion sont séparés sur gel d’agarose et les fragments d’intérêt 

extraits et purifiés par NucleoSpin® puis quantifiés par mesure d’absorbance à 260 nm 

(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). La ligation par la T4-DNA ligase (MBI-Fermentas) 

est ensuite réalisée à partir de 50 ng de vecteur de destination et d’un excès molaire de trois 

fois de fragment. Après transformation de cellules E. coli DH5α super-compétentes et 

sélection des clones recombinants sur milieu sélectif, les plasmides sont purifiés en utilisant le 

protocole de mini-préparation de Macherey-Nagel que nous avons adapté sur la plate-forme 

robotisée TECAN Freedom EVO 200 et ensuite analysés par séquençage. 

2.1.2 Mutagenèse dirigée par PCR 

La mutagenèse dirigée par PCR est réalisée avec l’ADN polymérase Phusion® 

(Finnzymes) selon le protocole suivant : 

Matrice     50    ng 
dNTP (1,25 mM)     3,2  µl 
Oligodéoxynucléotide 5’ (10 µM)   0,3  µl 
Oligodéoxynucléotide 3’ (10 µM)   0,3  µl 
Tampon HF Phusion® 5X    4     µl 
Phusion® DNA polymérase (2 U/µl)  0,5  µl 
H2O qsp     20    µl 

Conditions de la mutagenèse par PCR 
Température (°C) Temps Nombre de cycles Fonction 

98 5 min 1 Dénaturation 
98 30 sec 

30 
Dénaturation 

55 30 sec Hybridation 
72 15 à 30 sec/kb Elongation 
72 7 min 1 Elongation 
4 ∞ 1 Stockage 
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A l’issue des cycles de PCR, 15 µl du mélange réactionnel sont traités par 

l’endonucléase DpnI (MBI Fermentas) dans les conditions recommandées par le fournisseur. 

Après transformation de cellules E. coli DH5α super-compétentes et sélection des clones 

recombinants sur milieu sélectif, les plasmides sont purifiés en utilisant le protocole de mini-

préparation de Macherey-Nagel que nous avons adapté sur la plate-forme robotisée TECAN 

Freedom EVO 200 et ensuite analysés par séquençage. 

2.2 Ingénierie des protéines 

Les conditions décrites ci-dessous correspondent aux conditions standards, les plus 

couramment utilisées pour nos protéines d’intérêt. Le protocole expérimental seul sera décrit 

car les détails concernant les compositions des tampons, le matériel utilisé, … sont décrits 

dans la partie Résultats & Discussion du manuscrit. 

2.2.1 Surproduction de protéines chez E. coli 

Les cellules BL21-DE3 (complémentées ou non par le plasmide pRAR2) transformées 

par le(s) plasmide(s) d’intérêt (comme pnEA-3CH + pnCS + pnYC dans les cribles de co-

expression) sont utilisées pour ensemencer les milieux de cultures contenant les antibiotiques 

adéquats. Trois protocoles de culture et d’induction peuvent être utilisés en fonction de la 

finalité des échantillons obtenus. 

2.2.1.1 Pour les cribles de co-expression (échelle analytique) 

Les cultures sont réalisées dans des Deep-Weel 24 puits (Uniplate®, Whatman®) avec 

l’ensemencement de 1,3 ml de milieu Graffinity (2TY ; Glucose 0,5 %) par une colonie 

transformée et mise sous agitation à 37°C. Lorsque la D.O.600nm atteint la valeur de 1,2-1,5, la 

surproduction des protéines est induite par l’ajout de 1,3 ml de milieu (2TY ; Hépes 20 mM, 

pH 7 ; IPTG 0,5 mM ; Lactose 0,6 %). La culture se poursuit alors à 20°C O/N avant d’être 

divisée en deux plaques 24 puits lesquelles sont ensuite centrifugées 10 min à 3000 rpm. 

2.2.1.2 Pour des cribles de cristallogenèse ou d’analyse par R.M.N. 

homonucléaire (échelle préparative) 

Dans ce cas, 1 litre de milieu riche (LB ou 2TY + antibiotique(s)) est ensemencé à 0,1 

unité A600nm/ml à partir d’une pré-culture à saturation. Les cultures sont placées sous agitation 

à une température de 37 ou 30°C selon le cas. Lorsque la D.O.600nm atteint la valeur de 0,6-

MATERIEL ET METHODES

- 351 -



0,8, la surproduction des protéines est induite par ajout d’IPTG à la concentration finale de 1 

mM. Les cultures sont alors incubées sous agitation à 20°C O/N. 

2.2.1.3 Pour des analyses par R.M.N. hétéronucléaire (échelle 

préparative) 

L’enrichissement isotopique de l’échantillon protéique pour les analyses R.M.N. 

hétéronucléaire nécessite l’utilisation du milieu minimum MnRMN (adapté du milieu N5052). 

Une première pré-culture de 500 µl de milieu riche (LB ou 2TY + antibiotique(s)) est tout 

d’abord ensemencée par une colonie transformée puis mise sous agitation à 37°C pendant 6 h. 

Elle servira à ensemencer à son tour 25 ml de milieu MnRMN (+ antibiotique(s)) qui seront 

incubés sous agitation à 37°C O/N. Au sein de la cuve du fermenteur de 5 L (BioStat® Plus, 

Sartorius), un litre de milieu MnRMN est inoculé à 0,1 unités A600nm/ml à partir de la 

deuxième pré-culture et reste sous agitation à 37°C en maintenant l’oxygénation constante 

(PO2 fixée à 50 %) et un pH constant (fixé à 7,5). Lorsque la D.O.600nm atteint la valeur de 0,6-

0,8, la surproduction des protéines est induite par ajout d’IPTG à la concentration de 1 mM 

finale. Les cultures sont alors incubées sous agitation à 20°C O/N en maintenant 

l’oxygénation constante (PO2 fixée à 50 %) et un pH constant (fixé à 7,5). 

2.2.2 Purification de protéines 

2.2.2.1 Lors des cribles par co-expression 

Les culots cellulaires sont repris dans 1,5 ml de tampon Tris (Tris-HCl 10 mM, pH 

8,8) avec deux concentrations salines différentes (NaCl 50 ou 400 mM). Les cellules sont 

ensuite lysées à 4°C, par traitement aux ultra-sons (amplitude 20 %, temps 16 s, pulse 2 s 

ON/2 s OFF). Le lysat est centrifugé 20 min à 4000 rpm à 4°C. Le surnageant de sonication 

est alors incubé 1 h à 4°C sous agitation douce dans un Deep-Weel 96 puits (ABgene®) avec 

50 µl de résine Sépharose (TALON® SuperFlow™, Clontech) préalablement équilibrée au 

tampon Tris. Le surnageant est éliminé après centrifugation 10 min à 1000 rpm. La résine est 

lavée deux fois par ajout de 500 µl de tampon (Tris-HCl 10 mM, pH 8,8 ; NaCl 50 ou 400 

mM) suivi d’une centrifugation 5 min à 1000 rpm à 4°C. Le surnageant est alors éliminé et 30 

µl de bleu de dépôt pour gel dénaturant de protéines sont ajoutés et incubés 10 min avec la 

résine à température ambiante. Le bleu est alors analysé par SDS-PAGE 15 %. 
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2.2.2.2 Lors des préparations pour des études structurales 

Les culots cellulaires sont repris dans le tampon adéquat à raison de 100 unités 

A600nm/ml. La lyse cellulaire est effectuée à 4°C par traitement aux ultra-sons à l’aide d’un 

sonicateur Sonifer 250 (Branson) (« Duty-cycle » 50 % ; « Outpout » 5-6). Le lysat est 

centrifugé 1 h à 4°C à 20000 rpm. Le surnageant de sonication est incubé avec du P.E.I. à une 

concentration de 0,0125 % par agitation douce à 4°C pendant 30 min. Le mélange est 

centrifugé à 4°C pendant 30 min à 20000 rpm. Le surnageant est alors incubé 45 min à 4°C 

sous agitation douce avec de la résine Sépharose (TALON® SuperFlow™, Clontech) 

préalablement équilibrée au tampon de casse (300 µl pour l’équivalent de 1 litre de culture 

initiale). Cette étape est divisée en trois incubations avec 100 µl de résine. La résine est lavée 

par incubation à 4°C avec 15 ml de tampon adéquat sous agitation douce. Si la démarche 

expérimentale nécessite de conserver l’étiquette poly-Histidines, la résine sera incubée 

pendant 10 min à 4°C sous agitation douce avec un tampon contenant de l’Imidazole 200 

mM. En revanche, si l’étiquette doit être éliminée, la résine est tout d’abord équilibrée au 

tampon d’élution (Tris-HCl / Hépes-KOH 10 mM, NaCl 300 mM ; β-mercaptoéthanol 5 mM) 

puis incubée pendant 12 h à 4°C sous agitation douce avec 500 µl de tampon d’élution 

additionné de protéase GST-PreScission (produite au laboratoire) à raison de 1 unité pour 100 

µg de protéine retenue sur résine (estimation sur gel). L’éluât (issu du traitement à l’Imidazole 

ou de la protéase) peut alors être purifié par filtration sur gel sur colonnes Superdex™ 75 ou 

200 (GE Healthcare). 

2.2.3 Protéolyse ménagée 

Pour la préparation des enzymes, le lyophilisat commercial (de 20 mg à 25 mg, voir 

tableau ci-dessous) est repris dans 500 µl d’eau ultra-pure. Cette dilution correspond au stock 

1:10. L’enzyme est alors aliquotée par tube de 6 µl et congelée rapidement à l’azote liquide 

puis stocké à -80°C. 

Enzyme Lyophilisat 
Volume de reprise du 

lyophilisat 
Concentration du stock 

en g/l (=1:10) 
Subtilisine 25 mg 500 µl 50 
Elastase 20 µg 500 µl 0,04 

Thermolysine 25 mg 500 µl 50 
Carboxypeptidase Y 25 µg 500 µl 0,05 

Glu-C 25 µg 500 µl 0,05 
Chymotrypsine 25 µg 500 µl 0,05 
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Pour chaque essai de protéolyse ménagée, les enzymes sont préparées dans la glace 

aux dilutions 1:10 (stock), 1:100 et 1:1000 afin de déterminer la concentration adéquate en 

protéase. Chaque mélange réactionnel est constitué de 15 µl de protéine (~0,6 µg/µl) 

additionnés de 4 µl de protéase (un mélange réactionnel par dilution de protéase) est incubé 

30 min à température ambiante. La réaction est stoppée par l’ajout de 1 µl de PMSF (100 

mM). Les produits de protéolyse sont analysés par SDS-PAGE. Le choix de la dilution 

d’enzyme est défini sur la base du profil de migration obtenu. La même expérience est 

réalisée en fixant cette fois la dilution de protéase est en faisant varier le temps d’incubation 

(cinétique enzymatique sur 5, 10, 20, 30, 60, 120, 300 min). 

2.2.4 Analyse par D.L.S. 

Les échantillons protéiques sont dialysés dans 40 ml de tampon (pH et concentration 

saline différentes) par agitation douce à 4°C par l’utilisation de bouton de dialyse de 25 µl (25 

µl Dialysis Buttons™, Hampton Research) pendant 12 h. Les échantillons sont récupérés et 

centrifugés 30 min à 4°C à 13200 rpm, 15 µl sont alors analysés par un appareil D.L.S. 

(Zetasizer Nano-S, Malvern Instruments) dans une microcuve (QS 3mm, 12 µl, Hellma). 

Après une équilibration de 1 min à la température choisie (5, 15 ou 20 °C), 3 mesures sont 

effectuées successivement. 

2.2.5 Analyse par S.L.S. 

Les échantillons protéiques à une concentration de 100 µM dans leur tampon respectif 

sont injectés sur une colonne d’exclusion de taille (Shodex KW 8025) couplée à un appareil 

S.L.S. (TDA 302, Viscotek, Malvern Instruments) à température ambiante. 

2.3 Synthèse in vitro des ARN 

La transcription d’ARN in vitro est réalisée à l’aide d’une ARN T7 polymérase 

produite au laboratoire. Dans un premier temps, une matrice d’ADN double-brin linéaire, 

portant un promoteur T7 en amont de la séquence codant l’ARN, est générée par PCR, à 

l’aide de l’ADN polymérase GoTaq (Promega). La réaction de transcription est réalisée 

pendant 12 h à 37°C, à partir de 23,2 µl de produit PCR, dans un tampon de transcription 

(Tris-HCl 40 mM, pH 8, DTT 5 mM, Spermidine 1 mM, Triton 0,01 %, PEG 8000 80 mg/ml, 

MgCl2 38 mM) additionnés de 10 µl d’ARN polymérase T7 et 25 mM de chaque NTP. A 

l’issue de cette réaction, l’ADN matrice est dégradé par ajout de 7,5 unités de DNase I et 

incubation pendant 1 h à 37°C. Les ARN sont ensuite dénaturés 2 min à 96°C en présence de 
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bleu de formamide, puis purifiés sur gel de polyacrylamide dénaturant. Après visualisation 

des ARN par ombrage aux UV, les bandes de gel d’intérêt sont découpées et les ARN sont 

élués par incubation sous agitation, pendant 30 min à 37°C, dans 300 µl de tampon d’élution 

(Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 ; NaCl 300 mM, EDTA 1 mM ; SDS 1 %). Les ARN élués sont 

ensuite isolés par précipitation alcoolique (sans ajout de sels), repris dans 20 µl d’eau ultra-

pure, puis dosés par mesure de l’absorbance à 260 nm (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). 
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Etudes structurales des interactions protéines-protéines et ARN-protéines impliquées 
dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D. 

 De nombreuses fonctions cellulaires essentielles telles que la traduction, l’épissage, la 
biogenèse des ribosomes et la réplication des télomères font appels aux particules RNP non 
codantes. La biogenèse de ces dernières chez les eucaryotes est un processus très complexes 
qui fait intervenir de nombreux facteurs cellulaires. La biogenèse du ribosome nécessite au 
moins 150 facteurs. Ceux-ci sont importants pour faciliter mais également contrôler la 
biogenèse de cette machinerie cellulaire essentielle qu’est le ribosome. Parmi ces facteurs, 
nous avons les snoRNP à boîtes C/D. Ces RNP sont impliqués dans la maturation des pré-
ARNr (méthylation post-transcriptionnelle des riboses et clivages endonucléolytiques). 
Récemment notre laboratoire a participé à la découverte de facteurs d’assemblage de ces 
RNP. Il s’agit entre autre des protéines Rsa1p, du complexe R2TP (Rvb1p, Rvb2p, Tah1p et 
Pih1p) et de Hit1p chez la levure Saccharomyces cerevisiae. En utilisant une approche de co-
expression à haut débit, nos travaux ont révélé un réseau complexe d’interactions entre les 
protéines constitutives des snoRNP et leurs facteurs d’assemblage. Couplé à une stratégie de 
protéolyse ménagée, la co-expression nous a permis d’obtenir des sous-complexes protéiques 
Snu13p/Rsa1p et Rsa1p/Hit1p qui font actuellement l’objet d’une étude structurale par RMN. 
En collaboration avec l’équipe de F. Allain (ETH Zurich), nous avons également déterminé la 
structure tridimensionnelle de la protéine Tah1p, ainsi que de son complexe avec le peptide C-
terminale de la protéine chaperonne Hsp90 à haute résolution. Ces travaux ont révélé un mode 
d’association particulier entre le domaine TPR de la protéine et le peptide. 

Mots clés : Saccharomyces cerevisiae, snoRNP, Snu13p, Rsa1p, Hit1p,Tah1p, Hsp90, RMN, 
co-expression, protéolyse ménagée. 

 

Structural studies on protein-protein and RNA-protein interactions implicated in the 
C/D snoRNP biogenesis. 

 A lot of essential cellular functions like translation, splicing, ribosome biogenesis and 
telomere replication need the activity of non coding RNPs. The biogenesis of non coding 
RNPs in eukaryotes is a complex pathway involving numerous cellular factors. For instance, 
ribosome biogenesis requires more than 150 factors. They are important to facilitate and to 
control the biogenesis of this essential cellular machinery. These factors include the C/D box 
snoRNPs. These RNPs are involved in pre-rRNA maturation (post-transcriptional ribose 
methylation and endo-nucleolytic cleavages). Recently, our laboratory participated to the 
discovery of snoRNP assembly factors: the Rsa1p protein, R2TP complex (Rvb1p, Rvb2p, 
Tah1p and Pih1p) and Hit1p in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Using a high throughput 
co-expression approach, we deciphered a network of interactions between RNP core proteins 
and the assembly factors. Coupled with a limited proteolysis strategy, the co-expression 
method allowed us to obtain proteins sub-complexes Snu13p/Rsa1p and Rsa1p/Hit1p which 
are currently studied by NMR. In collaboration with the F. Allain team (ETH Zurich), we also 
determined the tridimensional structure of protein Tah1p and its complex with the chaperon 
Hsp90 C-terminal peptide at high resolution. The data obtained reveal a particular mode of 
association of the Tah1p TPR domain with the Hsp90 peptide. 

Keyword: Saccharomyces cerevisiae, snoRNP, Snu13p, Rsa1p, Hit1p, Tah1p, Hsp90, NMR, 
co-expression, limited proteolysis. 
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