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Liste des Abréviations 
 

°C : degré Celsius 
2YT : 2 Yeast extract and Tryptone 
Å : Angström 
AAA+ : ATPases Associated with diverse 
cellular Activities 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADP : Adénosine Di-Phosphate 
APS : PerSulfate d'Ammonium 
ARN : Acide RiboNucléique 
ARNm : ARN messager 
ARNr : ARN ribosomique 
ARNt : ARN de transfert 
ATP : Adénosine TriPhosphate 
Bcd1p : Box C/D snoRNA-1 
CAF-1 : Chromatin Assembly Factor-1 
ChIP : Chromatin Immunoprecipitation 
CK2 : Casein Kinase 2 
Cryo-EM : Cryo-electron microscopy 
CS : CHORD and Sgt1 
Da/kDa : Dalton/kiloDalton 
DLS : Dynamic Light Scattering 
dNTP : désoxyriboNucléotide TriPhosphate  
DO : Densité Optique 
DTT : DiThioThreitol 
g/L : gramme par Litre 
g/mol : gramme par mole 
GAR : Glycine/Arginine-Rich 
GTP : Guanosine TriPhosphate 
h : heure 
HAT : Histones AcetylTransferases 
HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-   
pipérazine éthane sulfonique 
Hit1p : HIgh Temperature growth factor-1 
HSP90 : Heat Shock Protein 90 kDa 
HSP70 : Heat Shock Protein 70 kDa 
HSQC : Heteronuclear Single-Quantum 
Correlation 
IPTG : IsoPropyl ��-D-1-
ThioGalactopyranoside 
ITC : Isothermal Titration Calorimetry 
 

 
 
 
 
Kd : Constante de dissociation 
K-turn : Kink-turn 
LB : Lysogeny Broth (ou Luria Bertani) 
LSU : Large SubUnit 
MHz : MégaHertz 
min : minute 
MRP : Mitochondrial RNA Processing 
MTase : Méthyltransférase 
Nop : Nucleolar protein 
NOESY : Nuclear Overhauser Effect 
SpectroscopY 
NUFIP1 : Nuclear FMRP Interacting 
Protein-1 
nt : nucléotide 
PAGE : PolyAcrylamid Gel Electrophoresis 
PEG : PolyEthylene Glycol 
pI : point Isoélectrique 
PM : Poids Moléculaire 
ORF : Open Reading Frame 
pb : paire de base 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
qPCR : PCR quantitative 
PDB : Protein Data Bank 
PEI : PolyEthylèneImine 
pH : potentiel Hydrogène 
Pih1p : Protein Interacting with Hsp90-1 
ppm : parties par million 
PTC : Peptidyl-Transferase Center 
PTM : Post-Translational Modifications 
R2TP : Rvb1p/Rvb2p/Tah1p/Pih1p 
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 
RMSD : Root-Mean-Square Deviation 
RNP : RiboNucleoParticle (Particule 
RiboNucléique) 
rNTP : riboNucléotide TriPhosphate 
RPAP3 : RNA Polymerase-associated 
protein-3 
rpm : rotation par minute 
Rsa1 : Ribosom assembly-1 
RSC : Remodel the Structure of Chromatin 
Rtt106 : Regulator of Ty1 Transposition 106 
Rvb : RuVB-like 
SAM : S-Adénosyl-(L)-Méthionine 
scaRNA : small Cajal Bodies RNA 
SDS : Sodium DodecylSulfate 



SILAC : Stable Isotope Labeling with Amino 
acids in Cell culture 
snRNA : small nuclear RNA 
snoRNA : small nucleolar RNA 
snoRNP : small nucleolar RNP 
Snu13p : Small Nuclear ribonucleoprotein 
associated-13 
SSU : Small SubUnit 
TAF9 : Transcription Activating Factor 9 
Tah1p : TPR containing protein Associated 
with HSP90-1 
TCEP : Tris-(2-CarboxyEthyl)Phosphine 
TE : Tris-EDTA 
TEMED : TEtraMethylEthylèneDiamine 
TRASH : Trafficking, Resistance and 
Sensing of Heavy Metals 
TIP48/49 : TATA box-binding protein-
interacting protein of 48/49 kDa 
TPR : TetratricoPeptide Repeat 
Tris : Trishydroxyméthylaminométhane 
U : Uridine 
UV : UltraViolet 
YNB : Yeast nitrogen base 
YPD : Yeast extract Peptone Dextrose 
YPG : Yeast extract Peptone Galactose 
��  : Pseudouridine 
ZHD : zf-HIT domain 



Nomenclatures 
 

- La première lettre des noms des protéines de levure est écrite en majuscule, avec le 

nom suivi De la lettre « p » pour protéine, sauf pour les enzymes et les protéines 

précédées du mot « protéine », elles ne prennent pas de « p » à la fin.  

 

- Les complexes protéiques sont écrits avec un « / » séparant les protéines le constituant, 

par exemple : Rvb1/Rvb2. 

 
 

- Les mots en anglais sont écrits en italique.  
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Chapitre 1 : Biogenèse des ribosomes et maturation des ARNr  

 

La production continue de protéines �G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���U�H�S�R�V�H���V�X�U���O�¶�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p���G�¶�X�Q�H���P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H��

complexe nommée le ribosome. Il assure dans le cytoplasme la traduction fidèle du message 

�J�p�Q�p�W�L�T�X�H���H�Q���S�U�R�W�p�L�Q�H���S�D�U���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���F�K�D�T�X�H���D�F�L�G�H���D�P�L�Q�p���D�S�S�R�U�W�p���S�D�U���O�H�V��ARN de transfert 

���$�5�1�W�������/�¶�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���J�p�Q�p�W�L�T�X�H���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���j���O�D���V�\�Q�W�K�q�V�H���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���H�V�W���S�R�U�W�p�H���S�D�U���O�¶�$�5�1��

messager (ARNm). La production des protéines est donc assurée par cette machinerie 

énergivore (selon le type de cellule : 50 -�����������P�P�R�O���G�¶�$�7�3���S�R�X�U�������J���G�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���V�\�Q�W�K�p�W�L�V�p�Hs 

(Pannevis and Houlihan, 1992), permettant de stimuler la croissance cellulaire. Chez toutes les 

espèces, les ribosomes sont constitués de deux sous-unités ribonucléoprotéiques : une grande 

sous-unité, responsable de la formation de la liaison peptidique, incluant trois ARN 

�U�L�E�R�V�R�P�L�T�X�H�V�� ���$�5�1�U������ �O�H�V�� �$�5�1�U�� ���6���� �������6�� �H�W�� �����6�������6�� ���/�H�Y�X�U�H���+�R�P�P�H������ �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�X�Q�H�� �S�H�W�L�W�H��

sous-�X�Q�L�W�p���T�X�L���D�V�V�X�U�H���O�H���G�p�F�R�G�D�J�H���G�H�V���$�5�1�P�����F�R�Q�V�W�L�W�X�p�H���G�H���O�¶�$�5�1�U�������6�� 

Des études chez la levure et chez les eucaryotes de f�D�o�R�Q���S�O�X�V���O�D�U�J�H�����R�Q�W���S�H�U�P�L�V���G�¶�p�O�X�F�L�G�H�U���O�H�V��

mécanismes sous-jacents au contrôle élaboré de la biogenèse des ribosomes qui nécessite une 

régulation coordonnée des trois ARN polymérases (I, II et III) (Mayer and Grummt, 2006). 

�/�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,�����$�5�1���S�R�O �,�,�����H�V�W���j���O�¶�R�U�L�J�L�Q�H���G�H���O�D���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q���G�H�V���J�q�Q�H�V���F�R�G�D�Q�Ws pour 

les protéines ribosomiques ainsi que de la quasi-totalité des facteurs impliqués en trans dans ce 

�S�U�R�F�H�V�V�X�V�����/�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,�,��(ARN pol III) �S�H�U�P�H�W���O�D���V�\�Q�W�K�q�V�H���G�X���S�U�p�F�X�U�V�H�X�U���G�H���O�¶�$�5�1�U��

5S et des ARNt�����D�O�R�U�V���T�X�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,���D�V�V�X�U�H���O�D���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���G�X���S�U�p�F�X�U�V�H�X�U���G�H�V���$�5�1�U��

5,8S, 18S et 25S/28S (Figure 1A). 

Durant la biogenèse des ribosomes, les pré-�$�5�1�U�� �V�¶�D�V�V�H�P�E�O�H�Q�W�� �D�Y�H�F�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

ribosomiques mais également avec de nombreux facteurs transitoires pour former des particules 

pré-ribosomiques (Figure 1B). Lors de la formation de ces complexes dans le nucléole, une 

�V�p�U�L�H�� �G�H�� �P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V�� �F�K�L�P�L�T�X�H�V�� �V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�V�� �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�X�Q�H�� �V�X�F�F�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �F�O�L�Y�D�J�H�V��

endonucléolytiques sont catalysés pour la plupart par des particules snoRNP (small nucleolar 

RiboNucleoprotein Particle), permettant la formation des ARNr mature. Ils participent de façon 

plus large à la biogenèse des ribosomes (Henras et al., 2015; Watkins and Bohnsack, 2012) Les 

�V�Q�R�5�1�3�� �V�R�Q�W�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�p�H�V�� �G�¶�X�Q�� �$�5�1�Q�F ���Q�R�Q�� �F�R�G�D�Q�W���� �H�W�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U��

responsable de la réaction catalytique de la particule. 

La transcription de l'ARN ribosomique est finement ajustée au statut énergétique cellulaire et 

liée à la production des protéines ribosomiques. Nous pouvons citer la régulation de la  
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Figure 1 : (A) Organisation du locus ADNr chez S. cerevisiae. Les répétitions d'ADNr (150-200) sont 
situées sur le chromosome 12. Une seule unité répétée est transcrite par l'ARN polymérase I (ARN pol 
I) pour synthétiser le transcrit pré-ARNr primaire 35S qui sera traité pour produire le 18S, 5.8S mature, 
et des ARNr 25S,et par l'ARN polymérase III (ARN pol III) pour synthétiser l'ARNr 5S. NTS: 
Nontranscribed spacer ; ETS: External transcribed spacer; ITS: Internal transcribed spacer (Woolford 
and Baserga, 2013). (B) Contenus nucléolaires analysés par microscopie électronique. La transcription 
des unités d'ADNr répétées peut être visualisée comme des « arbres de Noël », où le tronc de l'arbre est 
l'ADNr, les branches sont l'ARNr et les ornements sont les boutons aux extrémités 5' qui contiennent la 
petite sous-unité (SSU= Small SubUnit) du processome (Woolford and Baserga, 2013). 
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transcription du pré-ARNr 35S par le complexe TOR1 (Target Of Rapamycin 1) (Mayer & 

Grummt, 2006). Il a été montré que le manque de nutriment inhibe les voies de signalisation 

qui requièrent la cible de la rapamycine mTOR (TOR1 et TOR2 chez les mammifères et la 

levure) (Gingras et al., 2001)�����/�D���I�L�[�D�W�L�R�Q���G�H���7�2�5�����D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�X���S�U�R�P�R�W�H�X�U���G�H���O�¶�$�'�1�U���S�H�U�P�H�W��

�G�¶�D�F�W�L�Y�H�U�� �O�D�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�� �H�W�� �S�R�X�U�U�D�L�W�� �D�O�R�U�V�� �D�V�V�X�U�H�U�� �X�Q�H�� �D�G�D�S�W�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �W�D�X�[�� �G�H�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�V��

ribosomes en fonction des conditions environnementales. Des mécanismes contrôlant divers 

aspects de la biogenèse des ribosomes ont été découverts et révèlent de nouvelles connexions 

au contrôle du cycle cellulaire et de la taille des cellules (Lempiäinen and Shore, 2009). La 

régulation de la biogenèse du ribosome est maintenant décrite comme étant étroitement liée à 

�F�H�U�W�D�L�Q�H�V���P�D�O�D�G�L�H�V�����H�Q���S�D�U�W�L�F�X�O�L�H�U���D�X���F�D�Q�F�H�U�����j���O�¶�D�Q�p�P�L�H���H�W���D�X���Y�L�H�L�O�O�L�V�V�H�P�H�Q�W�����'�H�V���p�W�X�G�H�V���U�p�F�H�Q�W�H�V��

ont réussi à approfondir et élucider les mécanismes moléculaires sous-jacents à ces connexions 

(Penzo et al., 2019). Parmi ces mécanismes, il a été montré que la surexpression dans les cellules 

�F�D�Q�F�p�U�H�X�V�H���G�H���O�¶�D�J�H�Q�W���R�Q�F�R�J�q�Q�H���0yc, responsable du contrôle des étapes de la biogenèse du 

ribosome : i���� �D�X�J�P�H�Q�W�H�� �O�¶�D�F�W�L�Y�L�W�p�� �G�H�� �O�D�� �S�R�O�� �,�� �H�Q�� �I�D�F�L�O�L�W�D�Q�W�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �6�/���� �V�X�U�� �O�H�V��

promoteurs, ii ���� �V�W�L�P�X�O�H�� �O�D�� �E�L�R�J�H�Q�q�V�H�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �U�L�E�R�V�R�P�L�T�X�H�V�� �S�D�U�� �O�¶�D�X�J�P�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D��

transcription de l�¶�$�5�1 pol II, iii ) accélère la transcription de l�¶�$�5�1 �S�R�O���,�,�,���j���W�U�D�Y�H�U�V���O�¶�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q��

du facteur �G�¶�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q��de la transcription de la polymérase III B (TFIIIB) (Jenq and van den 

Brink, 2010; White, 2005). 

 

1. �&�O�L�Y�D�J�H�V���H�W���P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V���F�K�L�P�L�T�X�H�V���G�H�V���S�U�p�F�X�U�V�H�X�U�V���G�¶�$�5�1�U 

1.1. �2�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q���G�H�V���J�q�Q�H�V���F�R�G�D�Q�W���O�H�V���S�U�p�F�X�U�V�H�X�U�V���G�¶�$�5�1�U 

�/�H�V�� �$�5�1�U�� �����6���� �������6�� �H�W�� �����������6�� �V�R�Q�W�� �L�V�V�X�V�� �G�¶�X�Q�H�� �P�r�P�H�� �X�Q�L�W�p�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�� ���)�L�J�X�U�H�� ���$������

�W�U�D�Q�V�F�U�L�W�H���S�D�U���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�X���Q�X�F�O�p�R�O�H�����,�O���H�Q���U�p�V�X�O�W�H���X�Q���W�U�D�Q�V�F�U�L�W���X�Q�L�T�X�H���D�S�S�H�O�p��

pré-ARNr 35S chez la levure (Figure 2A) et pré-�$�5�1�U�������6���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�� 

�&�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����G�H�V���U�p�S�p�W�L�W�L�R�Q�V���G�H�V���X�Q�L�W�p�V���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�V���F�R�G�D�Q�W���O�H�V���$�5�1�U�������6�����������6���H�W�������6��

sont réparties sur 5 paires de chromosomes distincts (les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22), 

tandis que les �F�R�S�L�H�V���G�X���J�q�Q�H���F�R�G�D�Q�W���O�¶�$�5�1�U�����6���V�R�Q�W���U�H�W�U�R�X�Y�p�H�V���V�X�U���O�H���F�K�U�R�P�R�V�R�P�H������(Sylvester 

et al., 1986). Chez les mammifères, �O�¶�$�5�1�U�����6���H�V�W���W�U�D�Q�V�F�U�L�W���G�D�Q�V���O�H���Q�X�F�O�p�R�S�O�D�V�P�H�����S�X�L�V���L�P�S�R�U�W�p��

dans le nucléole pour former la future sous-unité ribosomique 60S. 

Nous retrouvons �F�K�H�]���O�D���O�H�Y�X�U�H���O�H�V���V�H�J�P�H�Q�W�V���G�¶�$�'�1�U���O�R�F�D�O�L�V�p�V���V�X�U���O�H���F�K�U�R�P�R�V�R�P�H���;�,�,���V�R�X�V���O�D��

forme de répétitions en tandem (Petes, 1979) (Figure 1A). Les deux unités transcriptionnelles 

���$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H�V���,���H�W���,�,�,�����V�R�Q�W���S�K�\�V�L�T�X�H�P�H�Q�W���U�D�S�S�U�R�F�K�p�H�V�����S�X�L�V�T�X�¶�H�O�O�H�V���V�R�Q�W���U�H�J�U�R�X�S�p�H�V deux  
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Figure 2 : (A) Voie de traitement du pré-ARNr de levure. Le pré-ARNr 35S est transcrit par l'ARN 
polymérase I et contient des séquences pour les ARNr 18S, 5.8S et 25S flanqués et séparés par des 
espaceurs transcrits externes et internes (ETS et ITS). L'ARNr pré-5S est transcrit par l'ARN polymérase 
III. Les séquences d'espacement sont retirées du pré-ARNr par la série indiquée d'étapes de traitement 
endonucléolytique et exonucléolytique, au sein des ribosomes d'assemblage. Chaque site de traitement 
est indiqué. Le traitement commence dans le nucléole de la cellule, mais des étapes ultérieures se 
produisent dans le nucléoplasme et le cytoplasme. Notez que dans les cellules à division rapide, la 
majorité du pré-ARNr subit un clivage co-transcriptionnel aux sites A0, A1 et A2 avant que la 
transcription ne soit terminée (Adapaté de Woolford and Baserga, 2013). (B) Structure 3D obtenue par 
cristallographie à une résolution 3.0 Å. Les ARNr des deux sous-unités sont représentés en vert, les 
protéines ribosomiques sont indiquées en différentes couleurs (Ben-Shem et al., 2011) ; code PDB : 
4V88). 
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�j�� �G�H�X�[���� �'�D�Q�V�� �F�H�W�W�H�� �F�R�Q�I�L�J�X�U�D�W�L�R�Q���� �O�D�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�$�5�1�U�� ���6�� �S�D�U�� �O�¶�$�5�1�� �S�R�O�\�P�p�U�D�V�H�� �,�,�,��

�V�¶�H�I�I�H�F�W�X�H��directement au sein du nucléole (Haeusler & Engelke, 2006) (Figure 2A). 

 

1.2. Clivages nucléolytiques des pré-ARNr chez la levure S. cerevisiae 

La maturation du transcrit pré-ARNr chez S. cerevisiae débute par trois clivages successifs au 

�Q�L�Y�H�D�X���G�X���Q�X�F�O�p�R�O�H�����/�H���F�O�L�Y�D�J�H���G�H���O�D���V�p�T�X�H�Q�F�H�����¶-ETS aux deux sites A0 puis A1 présents dans 

cette région conduit à la libération de deux produits intermédiaires (Hughes and Ares, 1991), 

respectivement les pré-ARNr 33S et 32S (Beltrame et al., 1994). Il est suivi par un clivage au 

site A���� �F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W���j�� �O�D�� �O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶ARN intermédiaire 20S (futur ARNr 18S), et du pré-

ARNr 27SA2 qui donnera les futurs ARNr 25S et 5,8S (Beltrame et al., 1994; Udem and 

Warner, 1972) (Figure 2A). 

Le pré-ARNr 27SA2 est maturé selon deux processus différents. La voie majoritaire consiste 

en un clivage au site A3 dans la région dite ITS1, catalysée par la RNAse MRP (Multiple RNAse 

P) (un ribozyme)  (Henry et al., 1994 ; Lygerou �H�W���D�O�������������������D�\�D�Q�W���S�R�X�U���S�U�R�G�X�L�W���O�¶�L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H��

�����6�$�������&�H���G�H�U�Q�L�H�U���V�H�U�D���H�Q�V�X�L�W�H���G�p�J�U�D�G�p���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H���V�R�Q���H�[�W�U�p�P�L�W�p�����¶���S�D�U���O�H�V���G�H�X�[���H�[�R�Q�X�F�O�p�D�V�H�V��

Rrp17p (Ribosomal RNA processing protein 17) et Rat1p (Ribonucleic acid-trafficking protein 

1) donnant lieu à l�¶�L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H�������6�%�6��(Oeffinger et al., 2009) (Figure 2A). Tandis que la voie 

minoritaire, consiste en un clivage direct du 27SA2 par une endonucléase de la RNase MRP 

�G�R�Q�Q�D�Q�W���Q�D�L�V�V�D�Q�F�H�� �j�� �O�¶�L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H�������6�%�/���� �/�D���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���V�H���S�R�X�U�V�X�L�W���S�D�U���X�Q���F�O�L�Y�D�J�H���D�X���V�L�W�H��

C2, conduisant à la formation du pré-ARNr 7S et 26S. �/�D���V�p�T�X�H�Q�F�H���,�7�6�����S�U�p�V�H�Q�W�H���H�Q�����¶���G�X�������6��

�H�V�W�� �F�O�L�Y�p�H�� �S�D�U�� �5�D�W���S���� �I�R�U�P�D�Q�W���H�Q�I�L�Q�� �O�¶�$�5�1�U�� �����6 (Geerlings et al., 2000). �/�¶�L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H�� ���6��

�S�R�X�U�V�X�L�W�� �G�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�H�� �F�O�L�Y�D�J�H���� �G�R�Q�Q�D�Q�W�� �O�L�H�X�� �j�� �O�¶�$�5�1�U�� �������6�� �P�D�W�X�U�H���� �/�¶�L�Qtermédiaire 20S est 

exporté du nucléole vers le cytoplasme, où il va connaître un clivage au site D à son extrémité 

���¶�� �F�D�W�D�O�\�V�p�� �S�D�U�� �O�¶�H�Q�G�R�Q�X�F�O�p�D�V�H�� �1�R�E���S�� ��Nin1 (One) Binding protein������ �D�I�L�Q�� �G�¶�D�E�R�X�W�L�U�� �j�� �O�D��

�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H���G�H���O�¶�$�5�1�U�������6���P�D�W�X�U�H (Fatica et al., 2003; Lamanna and Karbstein, 2009). �/�¶�$�5�1�U��

���6���V�X�E�L�W���X�Q�H���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H���V�R�Q���H�[�W�U�p�P�L�W�p�����¶���D�X���V�H�L�Q���G�X���Q�X�F�O�p�R�O�H���S�D�U���O�¶�H�Q�G�R�Q�X�F�O�p�D�V�H��

Rex1 (RNase exonuclease 1������ �D�Y�D�Q�W�� �G�¶�r�W�U�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�p�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�H�� �Sour constituer la 

grande sous-unité (LSU) 60S du ribosome (Lee and Nazar, 1997) (Figure 2). 

La maturation des pré-ARNr a lieu au site de transcription où des études montrent la présence 

de larges complexes moléculaires, nommés les petites sous-unités du processome (Figure 1B), 

constitués de facteurs protéiques et de complexes ribonucléoprotéiques, ces derniers étant 

constitués �G�¶�X�Q�� �$�5�1�� �Q�R�Q�� �F�R�G�D�Q�W�� �H�W�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V (Kressler et al., 2010). Une analyse de ces 

complexes révèle la présence notamment de la snoRNP U3 (Dragon et al., 2002). Par 
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appariement de bases avec le pré-ARNr, la particule U3 va servir de guide permettant une 

meilleur accessibilité des sites A0, A1 et A2 (Kass et al., 1990). Nous pouvons noter la présence 

�G�¶�X�Q�H�� �D�X�W�U�H�� �V�Q�R�5�1�3 (Beltrame et al., 1994; Yuan et al., 2003), la snoRNP U14 qui possède 

également des fonctions de clivage de pré-ARNr aux sites A1 et A2, notamment chez la 

�'�U�R�V�R�S�K�L�O�H�����O�¶�+�R�P�P�H���H�W��S. cerevisiae  (Huang et al., 1992). 

 

1.3. Modifications chimiques post-transcriptionnelles  

�(�Q�� �S�O�X�V�� �G�H�V�� �F�O�L�Y�D�J�H�V�� �G�¶ARN précurseurs, les ARN ribosomiques de tous les organismes 

�V�X�E�L�V�V�H�Q�W�� �G�¶�D�X�W�U�H�V�� �P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V�� �S�R�V�W-transcriptionnelles comme les introductions du 

groupement méthyle et des conversions de certains résidus uridine en pseudouridine (Figure 

3A). L'introduction de groupements méthyle se produit à des sites spécifiques de la molécule. 

Les groupes méthyle dans les ARNr bactériens sont principalement attachés à diverses positions 

dans les bases puriques et pyrimidiques (méthylation des bases) et dans les ARNr eucaryotes 

principalement attachés à la position 2'-O des riboses (méthylation du ribose). Nous retrouvons 

�������� �P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V�� �G�¶�$�5�1�U�� �F�K�H�]��S. cerevisiae (Decatur and Fournier, 2002). Les ARNr 

ribosomiques 18S et 25S contiennent respectivement 33 et 74 modifications chacun. Les ARNr 

�������6���H�W�����6���Q�H���F�R�P�S�R�U�W�H�Q�W���T�X�¶�X�Q�H���V�H�X�O�H���P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���F�K�D�F�X�Q (Piekna-Przybylska et al., 2007). 

Les ARNr bactériens contiennent environ 0,7 groupement méthyle pour 100 nucléotides (Dubin 

and Günalp, 1967; Hayashi et al., 1966), tandis que chez les eucaryotes, ce chiffre varie de 1,2 

pour la levure (Klootwijk and Planta, 1973) à 1,7 pour les cellules HeLa (Maden and Salim, 

1974). La teneur en pseudouridine est de 0,25 résidu pour 100 nucléotides dans l'ARNr 

bactérien (Dubin and Günalp, 1967), de 0,8 dans l'ARNr de levure (Klootwijk and Planta, 1973) 

et 1,2 dans l'ARNr des cellules HeLa (Jeanteur et al., 1968). 

Sur les 63 snoARN différents de S. cerevisiae, 20 constituent la famille des boîtes H/ACA et le 

reste fait partie de la famille des boîtes C/D. Ensemble, ils sont impliqués dans la plupart des 

�P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V���G�¶�$�5�1�U�����G�R�Q�W���������F�R�Q�Y�H�U�V�L�R�Q�V���H�Q���S�V�H�X�G�R�X�U�L�G�L�Q�H�����)�L�J�X�U�H�����%�����H�W���������P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q�V��

du ribose d'ARNr (Figure 3C). Certains snoARN agissent sur deux ou trois sites différents 

(Bonnerot et al., 2003). Le rôle des snoARN dans la modification de l'ARNr a d'abord été 

reconnu lorsque des « séquences guides internes » ont été identifiées pour être complémentaires 

aux régions du pré-ARNr, couvrant le nucléotide cible (Bachellerie and Cavaillé, 1997). 
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Figure 3 : Représentation des modifications chimiques les plus retrouvées dans les ARNr 
eucaryotes (adapté de (Decatur and Fournier, 2002)). (A) Structure secondaire des ARNr 18S 
(gauche) 25S et 5.8S (à droite) �G�H�� �O�H�Y�X�U�H���� �/�H�V�� �S�R�L�Q�W�V�� �Y�H�U�W�V�� �L�Q�G�L�T�X�H�Q�W�� �O�H�V�� �P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V�� �G�H�� ���¶-O-
méthylation, les triangles rouges représentent les sites de pseudouridylation, et les méthylations de base 
sont indiquées en carré orange. (B) Pseudourylations des uridines en pseudouridines par une 
�L�V�R�P�p�U�L�V�D�W�L�R�Q���V�X�L�Y�D�Q�W���O�¶�D�[�H���U�H�S�U�p�V�H�Q�W�p���H�Q���S�R�L�Q�W�L�O�O�p�����&�H�W�W�H���U�p�D�F�W�L�R�Q���H�V�W���F�D�W�D�O�\�V�p�H���S�D�U���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���+���$�&�$����
(C) ���¶-O-méthylation du ribose, catalysée par les snoRNP C/D.  
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Toute modification post-transcriptionnelle de l'ARNr demande une contribution énergétique 

considérable en termes de nombre d'enzymes nécessaires au traitement des molécules 

précurseurs et à l'introduction de résidus modifiés. Plus de 100 protéines transitoires sont 

impliquées dans la modification de l'ARNr et l'assemblage des ribosomes. Au moins six 

groupes sont identifiés avec les nucléases, les enzymes modificatrices, les hélicases, les 

GTP/ATPases, les protéines chaperon, les protéines d'assemblage ainsi que les facteurs de 

transport (Henras et al., 2015). 

 

1.3.1. �/�D�����¶-O-�P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q���G�H�V���U�p�V�L�G�X�V���G�¶�$�5�1�U 

�/�D���P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�5�1���j���O�D���S�R�V�L�W�L�R�Q�����¶-O-ribose (Figure 3C) est un type de modification très 

�U�p�S�D�Q�G�X�����(�O�O�H���H�V�W���U�H�W�U�R�X�Y�p�H���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���V�X�U���O�¶�$�5�1�W�����O�¶�$�5�1�P���H�W���O�H��snARN (small nuclear RNA). 

Ces méthylations peuvent affecter le repliement 3D des ARN permettant alors une meilleure 

stabilité, ainsi que leur interaction avec des ligands. Cette modification a lieu majoritairement 

sur les pré-ARNr naissants au cours de leur transcription. La méthylation du ribose est 

strictement limitée aux régions constituant les futurs ARNr matures. Elles sont généralement 

�U�H�W�U�R�X�Y�p�H�V���V�X�U���G�H�V���V�p�T�X�H�Q�F�H�V���G�¶�$�5�1�U���F�R�Q�V�H�U�Y�p�H�V���D�X���F�R�X�U�V���G�H���O�¶�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�����$�O�R�U�V���T�X�H��Xenopus 

laevis �S�R�V�V�q�G�H���X�Q���P�R�G�q�O�H���G�H���P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q���G�¶�$�5�1�U identique à celui des mammifères, les levures 

�H�W���O�H�V���Y�H�U�W�p�E�U�p�V���S�D�U�W�D�J�H�Q�W���������V�L�W�H�V���F�R�P�P�X�Q�V���G�H���P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H���O�¶�$�5�1�U sur un total de 

55 sites de méthylation chez la levure et 46 sites pour les vertébrés (Ayadi et al., 2019). Les 

�S�U�R�F�D�U�\�R�W�H�V���T�X�D�Q�W���j���H�X�[�����V�R�Q�W���S�D�X�Y�U�H�V���H�Q���P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q���G�H�V���U�L�E�R�V�H�V���G�¶�$�5�1�U�����D�Y�H�F���S�D�U���H�[�H�P�S�O�H��

seulement 4 sites chez Escherichia coli ���X�Q���V�X�U���O�¶�$�5�1�U�������6���H�W���W�U�R�L�V���V�X�U���O�¶�$�5�1�U�������6����(Edward 

and Maden, 1998). 

La majeure partie des nucléotides modifiés se situe au niveau des ARNr 18S et 25S (Piekna-

Przybylska et al., 2007). Chez la levure S. cerevisiae, les ARNr 25S, 5,8S et 18S contiennent 

�U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W���������������H�W���������P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V�����/�¶�$�5�1�U�����6���F�R�P�S�R�U�W�H���X�Q�H���P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���F�K�L�P�L�T�X�H���G�H��

�F�R�Q�Y�H�U�V�L�R�Q�� �G�¶�X�Q�H�� �X�U�L�G�L�Q�H�� �H�Q�� �S�V�H�X�G�R�X�U�L�G�L�Q�H���� �F�D�W�D�O�\�V�p�H�� �S�D�U�� �O�¶�H�Q�]�\�P�H�� �3�X�V���S (Decatur and 

Schnare, 2008; Piekna-Przybylska et al., 2007). 

�/�D�����¶-O-méthylation est catalysée par les petites particules ribonucléoprotéiques dites snoRNP 

à boîtes C/D, qui seront décrites en détail plus loin dans ce chapitre. Le snoARN à boîtes C/D 

qui est un des constituants de ces particules, sert de guide pour la catalyse de la position exacte 

sur le substrat. I�O���V�¶�D�J�L�W���G�X���U�L�E�R�V�H���G�X���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H��du pré-ARNr apparié avec le 5ème nucléotide en  
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Figure 4 : La particule snoRNP à boîtes C/D 
(A) �6�F�K�p�P�D�� �G�¶�X�Q�H�� �V�Q�R�5�1�3�� �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���'�� �F�R�P�S�R�V�p�H�� �G�¶�X�Q�� �V�Q�R�$�5�1�� �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���'�� �J�X�L�G�H�� �H�W�� �G�H�V�� �T�X�D�W�U�H��
�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�H�V : Snu13p, Nop1/Fibrillarine, Nop58p et Nop56p. (B) Schéma 
�G�¶�D�S�S�D�U�L�H�P�H�Q�W���V�Q�R�$�5�1 �����$�5�1�U���H�W���P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q���G�H���E�D�V�H�����0�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���$�5�1�U�����U�H�S�U�p�Venté en noire, 
par un snoARN à boîtes C/D en rouge, au niveau du 5ème �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H���H�Q���D�P�R�Q�W���G�H�V���E�R�v�W�H�V���'���H�W���'�¶�����/�H�V��
�V�p�T�X�H�Q�F�H�V���G�H�V���E�R�v�W�H�V���&���'���H�W���&�¶���'�¶���V�R�Q�W���L�Q�G�L�T�X�p�H�V���H�Q���Y�H�U�W���H�W���E�O�H�X���� 
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�D�P�R�Q�W���G�H�V���E�R�v�W�H�V���'���H�W���'�¶ (Filipowicz et al., 1999; Kiss-László et al., 1996; Weinstein and Steitz, 

1999). Un duplex est alors formé entre le snoARN guide/pré-ARNr (Figure 4B), impliquant les 

�Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���V�L�W�X�p�V���H�Q���D�P�R�Q�W���G�H�V���E�R�v�W�H�V���'���H�W���'�¶�����&�H�W���K�p�W�p�U�R�G�X�S�O�H�[���V�¶�R�U�J�D�Q�L�V�H���H�Q���G�R�X�E�O�H-hélice 

�G�D�Q�V���O�¶�H�V�S�D�F�H�� (Cavaillé et al., 1996; Kiss-László et al., 1996)�����I�D�F�L�O�L�W�D�Q�W���O�¶�D�F�F�q�V���G�H���O�D���P�p�W�K�\�O�D�V�H��

Nop1/Fibrillarine au ribose substrat. Une large partie des snoRNP à boîtes C/D (Figure 4A) 

chez les eucaryotes sont responsables de la modification des ARNr. Cependant, elles sont 

décrites pour également modifier les snRNA (U2, U6 et U5) et la maturation de certains  pré-

ARNm (Maxwell and Fournier, 1995; Terns and Terns, 2002). Une récente étude indique la 

�S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���F�H�U�W�D�L�Q�H�V�����¶-O-méthylation en faible abondance sur certains ARNm (Ayadi et al., 

2019). Cette liste peut également être étendue pour les archées où les sRNP (small RNP) 

modifient des ARNt (Omer et al., 2000). Cela indique une origine ancestrale des snoRNP C/D 

qui serait responsable de plusieurs voies de maturation des ARN. Une étude révèle que la perte 

des sites méthylés chez S. cerevisiae �D�I�I�H�F�W�H���V�D���F�D�S�D�F�L�W�p���G�¶�D�G�D�S�W�D�W�L�R�Q���D�X�[���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���G�H���V�W�U�H�V�V����

Cependant les mécanismes sous-jacent restent à ce jour inconnus (Esguerra et al., 2008).  

 

1.3.2. La pseudouridylation  

Dans les ARNr humains, plus de 100 nucléotides sont méthylés en position 2'-O-hydroxyle et 

environ 95 uridines sont converties en pseudouridine (Ofengand and Bakin, 1997; Ofengand et 

al., 1995). De manière intéressante, ces modifications sont regroupées au centre du ribosome 

dans les régions fonctionnelles des ARNr et elles montrent une conservation évolutive 

remarquable. Chez E. coli, le seul résidu pseudouridine de l'ARNr 16S  (Wrzesinski et al. 

1995a) et au moins une des neuf pseudouridines de l'ARNr 23S (Wrzesinski et al. 1995b) sont 

formés par des pseudouridines synthétases seules et spécifiques. Cependant, il semble peu 

probable que chacun des nombreux résidus pseudouridine des ARNr eucaryotes soit formé par 

sa propre synthétase spécifique. Il était devenu évident que le nucléole, en plus des snoARN 

C/D, contient une autre famille distincte de snoARN qui est définit par une structure secondaire 

universelle « hairpin-hinge-hairpin-tail » (Ganot et al., 1997). Ces snoARN forment des petites 

particules ribonucléoprotéiques connues sous le nom de snoRNP à boîtes H/ACA. Leur 

composition ainsi que leur organis�D�W�L�R�Q���G�D�Q�V���O�¶�H�V�S�D�F�H���V�H�U�R�Q�W���G�p�F�U�L�W�H�V���S�O�X�V���O�R�L�Q���G�D�Q�V���F�H���F�K�D�S�L�W�U�H����

La réaction de pseudouridylation est catalysée par ces snoRNP H/ACA. Des travaux ont permis 

�G�H�� �P�L�H�X�[�� �F�R�P�S�U�H�Q�G�U�H�� �O�H�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �G�H�� �P�L�V�H�� �H�Q�� �S�O�D�F�H�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �U�p�D�F�W�L�R�Q�� �G�¶�L�V�R�P�p�U�L�V�D�W�L�R�Q : les 

facteurs de pseudouridylation des mammifères reconnaissent de courtes séquences 

ribosomiques situées autour de l'uridine cible. Les snoARN H/ACA humains et de levure 

possèdent des complémentarités avec ces séquences ribosomiques signal (Ganot et al., 1997). 



11 
 

Les deux hélices qui forment le duplex snoARN-pré-ARNr entourent deux nucléotides non 

appariés dans la séquence d'ARNr. Le premier nucléotide non apparié (dans le sens 5'�Æ3') est 

un résidu uridine qui est toujours converti en pseudouridine. Alors que les ARN guides de 

méthylation possèdent de longues complémentarités ininterrompues avec les séquences 

d'ARNr, les ARN guides de pseudouridylation contiennent deux courts motifs 

complémentaires, dont aucun ne pourrait à lui seul fournir des informations suffisantes pour 

sélectionner sans ambiguïté un site unique dans le pré-ARNr. Ces deux motifs courts de 

reconnaissance des snoARN à boîtes H/ACA sont réunis par une structure tige-boucle pour 

créer un signal de reconnaissance bipartite statistiquement significatif (Ganot et al., 1997). Les 

composants des snoRNP H/ACA jouent un rôle crucial dans la sélection et la catalyse du site 

précis de pseudouridylation ribosomique dans le pré-ARNr. En premier lieu, la pseudouridine 

synthétase Cbf5 chez la levure S. cerevisiae qui est responsable de la catalyse enzymatique, 

aidée par �O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U�V���H�W le snoARN H/ACA qui permettent un accès au nucléotide à 

modifier. L'absence transitoire de certaines modifications de pseudouridine ribosomiques n'a 

pas de phénotype détectable dans des souches de levure (Parker et al., 1988). De plus, une 

souche mutante dépourvue de cinq snoARN non essentiels, parmi lesquels trois ARN guides de 

pseudouridylation (snR3, snR5 et snR8) responsables de la synthèse de quatre pseudouridines, 

ont des caractéristiques de croissance similaires à celles des cellules sauvages (Parker et al. 

1988). Ces observations sont cohérentes avec l'idée que les pseudouridines ribosomiques 

pourraient subtilement améliorer les fonctions ribosomiques qui peuvent également se produire 

en leur absence, bien qu'avec une efficacité légèrement inférieure. Néanmoins, ces 

pseudouridines ribosomiques conféreraient dans leur pleine globalité vraisemblablement des 

avantages sélectifs importants au cours de l'évolution (Ganot et al., 1997). 

 

1.3.3.  �5�{�O�H���H�W���S�R�V�L�W�L�R�Q�Q�H�P�H�Q�W���G�H�V���P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V���G�H�V���U�p�V�L�G�X�V���G�¶�$�5�1�U 

Les propriétés chimiques des nucléotides modifiés n'indiquent pas à priori de rôles fonctionnels 

spécifiques. Un certain nombre de changements structuraux peut se produire. Ces effets 

comprennent des propriétés stériques altérées dans tous les cas, un potentiel de liaison 

hydrogène différent, une amélioration de l'empilement local des bases constituées de 

pseudouridine, une stabilité de la liaison phosphodiester pour la méthylation des riboses et une 

rigidité structurale accrue pour les régions simple et double brins (Arnez and Steitz, 2002; 

Auffinger and Westhof, 1998; Charette and Gray, 2000). La méthylation du 2'-OH du ribose a 

principalement deux conséquences. Elle favorise la configuration C3'-endo du ribose plus stable 
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thermodynamiquement et empêche l'hydrolyse des liaisons entre nucléotides (Williams et al., 

2001). Dans chaque cas, les effets structuraux et thermodynamiques dépendent de 

�O�¶�H�Q�Y�L�U�R�Q�Q�H�P�H�Q�W�� �H�W�� �S�H�X�Y�H�Q�W�� �V�
�p�W�H�Q�G�U�H�� �D�X-delà du site de modification. La distribution des 

modifications dans l'ARNr n'est pas aléatoire (Figure 5), particulièrement dans la LSU. Dans 

les deux sous-unités, la plupart des modifications se produisent dans des régions conservées et 

donc fonctionnellement importantes. Cette corrélation indique que les modifications 

influencent à la fois la structure et la fonction du ribosome (Bakin et al., 2002; Brimacombe et 

al., 1993; Lane et al., 1995; Smith et al., 2002). Bien que les effets sur la production de 

ribosomes doivent être pris en compte, les arguments en faveur d'un rôle dans la traduction 

même sont les plus importants comme pour les modifications du domaine V dans la LSU. Ce 

domaine est connu depuis longtemps pour être lié à l'activité peptidyl-transférase et à la liaison 

à l'ARNt (Nissen et al., 2000), et est particulièrement riche en modifications. 

La plupart des modifications se produisent à l'intérieur des ARNr, �j���O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H des sous-unités. 

Les régions riches en modifications comprennent plusieurs sites où des événements de 

traduction se produisent et où les sous-unités interagissent (Decatur and Fournier, 2002). Les 

modifications sont sensiblement absentes des régions enrichies par les protéines ribosomiques 

: les surfaces externes et la périphérie des régions d'interface (Ban et al., 2000; Schluenzen et 

al., 2000; Wimberly et al., 2000). �/�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�H�V�� �P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�V�� �G�H�� ���¶-O-méthylation est 

étroitement liée à la fonction du ribosome. Une étude montre que la baisse de ces modifications 

�D�� �X�Q�� �L�P�S�D�F�W�� �V�X�U�� �O�D�� �W�U�D�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�¶�X�Q�� �J�U�R�X�S�H�� �V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�� �G�¶�$�5�1�P���� �P�D�L�V�� �D�X�V�V�L�� �j�� �O�D plus grande 

sensibilité à différents antibiotiques qui ont pour cible le blocage de la traduction (Gillot-Chafia, 

2018).  

 

1.3.4. Ribosomopathies et maladies associées 

Les ribosomopathies regroupent les pathologies causées par des défauts de la biogenèse des 

�U�L�E�R�V�R�P�H�V���� �&�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H���� �F�H�V�� �D�Q�R�P�D�O�L�H�V�� �J�p�Q�p�W�L�T�X�H�V�� �V�R�Q�W�� �O�D�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�F�H�� �G�H�� �G�p�I�D�X�W�V�� �G�H��

�S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �H�W�� �G�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �U�L�E�R�V�R�P�H�V���� �,�O�� �V�¶�D�J�L�W�� �S�R�X�U�� �O�D�� �S�O�X�S�D�U�W�� �G�¶�H�Q�W�U�H�� �H�O�O�H�V�� �G�¶�D�Q�R�P�D�O�L�H�V��

médullaires, où la quantité de cellules sa�Q�J�X�L�Q�H�V�� �H�V�W�� �V�H�Q�V�L�E�O�H�P�H�Q�W�� �D�O�W�p�U�p�H���� �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�X�Q�H�� �I�R�U�W�H��

prédisposition au développement de cancer (Freed et al., 2010; Narla and Ebert, 2010). Une 

corrélation entre ces pathologies et des mutations recensées dans le génome, en particulier sur 

les gènes codant les protéines ribosomiques et des facteurs transitoires de biogenèse, a pu être 

identifiée. Parmi ces troubles physiologiques nous retrouvons �O�¶�D�Q�p�P�L�H���G�H���'�L�D�P�R�Q�G-Blackfan, 

le syndrome de Shwachman-Diamond, le syndrome de Bowen-�&�R�Q�U�D�G�L�����O�¶�K�\�S�R�S�O�D�V�L�H���G�X 
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Figure 5 : �5�H�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �V�L�W�H�V�� �G�H�� �P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V�� �G�¶�$�5�1�U�� �V�X�U�� �O�H��
ribosome de levure. 
 Positions des modifications sur la structure 3D de la petite sous-unité (en haut) et de la grande sous-
unité (en bas). Les modifications sont identifiées par trois couleurs (rouge, vert et orange). Deux vues 
des deux sous-unités sont représentées avec une rotation de 90° pour chacune ���G�¶�D�S�U�q�V (Decatur and 
Fournier, 2002b)). 
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cartilage �H�W���G�H�V���F�K�H�Y�H�X�[�����R�X���H�Q�F�R�U�H���O�D���G�\�V�N�p�U�D�W�R�V�H���F�R�Q�J�p�Q�L�W�D�O�H�����$���W�L�W�U�H���G�¶�H�[�H�P�S�O�H�����O�¶�D�Q�p�P�L�H���G�H��

Diamond-Blackfan est le plus souvent (40% des patients) caractérisée par des mutations sur 

plusieurs gènes codant des protéines ribosomiques (RP), tels que RPL5, RPL11 ou RPL36 

(Choesmel et al., 2008; Ganapathi et al., 2007; Gazda et al., 2008; Robledo et al., 2008). Le 

syndrome de Bowen est, quant à lui, la résultante de mutations dans un gène codant une protéine 

transitoire à la biogenèse des ribosomes, EMG1(Essential protein for Mitotic Growth 1) chez 

�O�¶�K�R�P�P�H���G�R�Q�W���O�¶�K�R�P�R�O�R�J�X�H���F�K�H�]���O�D���O�H�Y�X�U�H���H�V�W���(�P�J���S�����(�O�O�H���H�V�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�H���O�D���E�L�R�J�H�Q�q�V�H���G�H��

la sous-unité 40S (Armistead et al., 2009).  

Une autre pathologie complexe connue sous le nom de syndrome de Prader-Willi  (Figure 6) a 

été montré comme la résultante de deux phénomènes qui convergent vers la même pathologie. 

�3�R�X�U���O�D���S�O�X�S�D�U�W���G�H�V���S�D�W�L�H�Q�W�V�����L�O���V�¶�D�J�L�W���G�¶�X�Q�H���G�p�O�p�W�L�R�Q���S�D�U�W�L�H�O�O�H���G�H�V���J�q�Q�H�V���G�X���F�K�U�R�P�R�V�R�P�H���������F�K�H�]��

�O�¶�K�R�P�P�H�����D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�¶�X�Q�H���U�p�J�L�R�Q���V�R�X�P�L�V�H���j���X�Q�H���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���S�D�U���H�P�S�U�H�L�Q�W�H���J�p�Q�R�P�L�T�X�H���S�D�U�H�Q�W�D�O�H����

La région du génome délétée présente une douzaine de gènes non codants des protéines, qui 

codent plusieurs snoARN à boîtes C/D dont le SNORD116 qui est chez la plupart des patients 

atteints, toujours absent dans le cas de délétions. Il  peut être présent dans les cas de disomies 

�X�Q�L�S�D�U�H�Q�W�D�O�H�V�� �P�D�W�H�U�Q�H�O�O�H�V�� �R�X�� �O�H�V�� �W�U�q�V�� �U�D�U�H�V�� �F�D�V�� �G�¶�p�S�L�P�X�W�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�H�Q�W�U�H�� �G�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H��

�O�¶�H�P�S�U�H�L�Q�W�H�����S�U�p�V�H�Q�W���P�D�L�V��transcriptionnellement inactif dans ces deux cas) (Ohta et al., 1999)  

(Figure 6) (Cavaillé et al., 2000). Il arrive que certaines personnes héritent uniquement des deux 

chromosomes 15 maternels (disomie uniparentale maternelle (matUPD)). Ils développent un 

syndrome de Prader-�:�L�O�O�L�� �j�� �O�D�� �Q�D�L�V�V�D�Q�F�H�� �R�X�� �j�� �O�¶�k�J�H�� �D�G�X�O�W�H���� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�� �S�D�U�� �X�Q�H�� �K�\�S�R�W�R�Q�L�H��

musculaire, hyperphagie qui se développe en obésité morbide chez les enfants avec des retards 

de croissance facilement observables cliniquement.  

�&�R�Q�W�U�D�L�U�H�P�H�Q�W���D�X�[���S�D�W�K�R�O�R�J�L�H�V���F�L�W�p�H�V���S�U�p�F�p�G�H�P�P�H�Q�W�����L�O���D���p�W�p���V�X�J�J�p�U�p���T�X�¶�X�Q�H���K�\�S�H�U�P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q��

�G�¶�$�5�1�U�� �S�R�X�Y�D�L�W���F�R�Q�G�X�L�U�H�� �j�� �X�Q�H�� �S�U�R�O�L�I�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �F�D�Q�F�p�U�H�X�V�H�V (Lafontaine, 2015). En 

effet, dans les cancers de poumon, le snoARN SNORD42 qui est un snoARN H/ACA est 

surexprimé. La diminution de son expression in vitro a permis de freiner l�¶�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D��

�W�X�P�H�X�U���H�Q���D�F�W�L�Y�D�Q�W���G�H�V���P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V���G�¶�D�S�R�S�W�R�V�H (Mei et al., 2012). Dans les cellules cancéreuses 

du sein et du côlon, l'observation d'une corrélation inverse entre les niveaux d'expression du 

suppresseur de tumeur p53 et FBL (Fibrillarine) a conduit à suggérer que p53 réprime la 

transcription de FBL par liaison directe à son premier intron (Marcel et al., 2013)���� �'�¶�D�X�W�U�H�V��

travaux rapportent une forte expression de FBL dans de nombreux cancers, soutenant la 

prolifération cellulaire (Su et al., 2014). 
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Figure 6 : Représentation schématique explicative du syndrome de Prader-Willi (adapté 
de Cavaillé, 2017) 
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2. Les snoRNP : acteurs essentiels dans le processus de maturation des ARNr 

Les nucléoles eucaryotes contiennent un grand nombre de petits ARN métaboliquement stables 

connus collectivement sous le nom de petits ARN nucléolaires (snoARN) (Bachellerie et al., 

1995; Maxwell and Fournier, 1995). Seulement quelques 150 espèces de snoARN ont été 

recensées dans les cellules humaines au début de leurs études (Lafontaine and Tollervey, 1998). 

Des approches et des stratégies génomiques à haut débit plus robustes ont conduit à la 

découverte de nombreux nouveaux membres et à une diversité surprenante de la fonctionnalité 

et des mécanismes d'action du snoARN (Bergeron et al., 2020; Bogard et al., 2021).  

Il a été montré que ces snoARN appartiennent à deux classes structurellement et 

fonctionnellement distinctes (Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997; Lafontaine and Tollervey, 

1998; Tollervey and Kiss, 1997). Nous retrouvons les ARN à boîtes C/D et les ARN à boîtes 

H/ACA. Au sein de chaque grande famille de snoARN, deux groupes fonctionnels distincts 

peuvent être discernés. Ceux requis pour le clivage du précurseur pré-ARNr comme nous 

�O�¶�D�Y�R�Q�V�� �G�p�F�U�L�W�� �S�U�p�F�p�G�H�P�P�H�Q�W���� �D�Yec par exemple le snR30 (snoARN H/ACA), U3 et U14 

(snoARN C/D)  (Hughes & Ares,1991). Ces snoARN sont essentiels pour assurer la viabilité 

cellulaire. Le second groupe constitué de la grande majorité des snoARN, fonctionne comme 

des ARN guides pour la modification covalente notamment du pré-ARNr et sont requis pour la 

croissance. 

Les membres de chaque classe de snoARN sont associés à des composants protéiques communs 

dans des petites particules ribonucléoprotéiques nucléolaires ou snoRNP. 

Les protéines formant la snoRNP H/ACA ont été les premières à être décrites : chez la levure, 

Gar1p (Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997), Cbf5p (Lafontaine et al., 1998), Nhp2p, et 

Nop10p  (Henras et al., 1998 ; Watkins et al., 1998). Une brève présentation de la composition 

et la structure des snoRNP à boîtes H/ACA sera faite à la fin de ce chapitre.  

Les quatre protéines qui composent les snoRNP C/D sont également connues �����L�O���V�¶�D�J�L�W���F�K�H�]���O�D��

levure de Snu13p  (Nottrott et al.; 1999), Nop58p, Nop56p (Lafontaine and Tollervey, 1999)  

et Nop1/Fibrillarine (Gautier et al., 1997).  

 

2.1.Les snoRNP à boîtes C/D 

2.1.1. snoARN à boîtes C/D  

a. Transcription et maturation  

Les gènes des snoARN présentent une dichotomie d'organisation inhabituelle. Un groupe est 

organisé de manière classique dont la séquence codante est flanquée d'éléments du promoteur, 
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terminateur et amplificateur. Le deuxième groupe est tout à fait unique, avec la séquence 

codante du snoARN intégrée dans les introns des gènes codant pour des protéines. Ces 

séquences codantes introniques sont retrouvées sous forme de clusters issus de duplications 

locales. 

La plupart des snoARN à boîtes C/D chez les vertébrés et la levure sont présents au niveau des 

régions introniques du génome. La transcription de ces snoARN est donc reliée et étroitement 

dépendante de la transcription du gène hôte, impliquant la maturation du pré-ARNm. Ce dernier 

code des protéines qui interviennent dans la biogenèse du ribosome, ou dans certaines fonctions 

�Q�X�F�O�p�R�O�D�L�U�H�V�����'�H���U�p�F�H�Q�W�H�V���p�W�X�G�H�V���R�Q�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���P�R�Q�W�U�p���T�X�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V���J�q�Q�H�V���K�{�W�H�V���S�H�X�W��

être découplée de celle du �V�Q�R�$�5�1�����G�D�Q�V���O�H���E�X�W���G�H���U�p�S�R�Q�G�U�H���D�X�[���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���Q�L�Y�H�D�X�[���G�¶�D�E�R�Q�G�D�Q�F�H��

de snoARN et aux besoins fonctionnels de certains tissus humains hautement régulés, où ils 

sont enrichis (Fafard-Couture et al., 2021). 

Ce nouvel arrangement génétique suggère un moyen potentiel pour réguler le métabolisme de 

l'ARN nucléaire et coordonner la production de ribosomes avec d'autres activités cellulaires. 

�/�D���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q���G�H�V���J�q�Q�H�V���F�R�G�D�Q�W�V���O�H�V���V�Q�R�$�5�1���H�V�W���D�V�V�X�U�p�H���S�D�U���O�¶�$�5�1���S�R�O���,�,���F�K�H�]���O�H�V���Y�H�U�W�p�E�U�p�V��

et la levure. Toutefois, une exception existe pour le snoARN52 de S. cerevisiae qui est transcrit 

par la m�D�F�K�L�Q�H�U�L�H���G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O���,�,�,��(Guffanti et al., 2006). La taille de la majorité des snoARN 

�j���E�R�v�W�H�V���&���'���Y�D�U�L�H���G�H���������j���������Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V�����,�O���H�[�L�V�W�H���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���G�¶�D�X�W�U�H�V���V�Q�R�$�5�1���&���'���S�O�X�V���O�R�Q�J����

�W�H�O�� �T�X�H�� �O�H�� �V�Q�R�$�5�1�� �8���� �T�X�L�� �I�D�L�W�� �������� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V�� �F�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H�� �H�W��le SNORD116 qui fait 96 

nucléotides. 

Une maturation des snoARN �H�Q�����¶���H�V�W���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���S�R�X�U���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'��

fonctionnelles. Il a été montré que cette maturation caractérisée par un clivage du snoARN est 

�F�R�Q�F�R�P�L�W�D�Q�W�H�� �D�Y�H�F�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �V�Q�R�5�1�3 (Hirose et al., 2006). En effet, certaines 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�H�V�� �G�H�� �O�D�� �V�Q�R�5�1�3�� �P�D�W�X�U�H����les protéines humaines SNU13 et 

Fibrillarine, sont retrouvées en association au complexe du spliceosome C1 de façon précoce 

(Hirose et al., 2003). Cela permet également de protéger le snoARN des dégradations exo- et 

endo-nucléolytiques (Weinstein and Steitz, 1999). 

La maturation des snoARN est indépendante du gène hôte. Ils possèdent leurs propres signaux 

essentiels pour une maturation précise (Kiss and Filipowicz, 1995). Le processus commence 

�S�D�U���X�Q�H���O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�L�Q�W�U�R�Q�����G�X���I�D�L�W���G�H���O�¶�D�F�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�5�1���K�p�O�L�F�D�V�H���$�T�X�D�U�L�X�V���R�X���,�%�3����������Intron 

Binding Protein 160�����S�U�p�V�H�Q�W�H���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����6�R�Q���U�{�O�H���H�V�W���I�R�Q�G�D�P�H�Q�W�D�O���G�D�Q�V���O�D���O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q���G�H�V��

snoARN sous forme de lasso (Hirose et al., 2006) mais aussi à leur repliement correct favorisant 

�O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U���� �&�K�H�]��S. cerevisae, ce �U�{�O�H�� �H�V�W�� �D�V�V�X�U�p�� �S�D�U�� �O�¶�H�Q�]�\�P�H�� �'�E�U�� 

(Petfalski et al., 1998)���� �3�D�U�� �O�D�� �V�X�L�W�H���� �O�¶�D�F�W�L�R�Q�� �G�¶�H�[�R�Q�X�F�O�p�D�V�H�V�� �W�H�O�O�H�V�� �T�X�H�� �5�D�W���� �R�X�� �;�U�Q���� �j��
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l�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� ���¶�� ���3�H�W�I�D�O�V�N�L��et al.���� ������������ �H�W�� �G�H�� �O�¶�H�[�R�V�R�P�H�� �j�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� ���¶ (Mao et al., 1995; 

Shibagaki et al., 1995; Tsukamoto et al., 1997) (Allmang et al., 1999; Terns et Terns, 2002) est 

nécessaire pour produire un snoARN correctement maturé à ses extrémités. Cette maturation se 

�I�D�L�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�D�U�� �G�H�V�� �D�W�W�D�T�X�H�V�� �H�[�R�Q�X�F�O�p�R�O�\�W�L�T�X�H�V�� �G�H�V�� �H�[�W�U�p�P�L�W�p�V�� ���¶�� �H�W�� ���¶���� �/�D�� �P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q��

�V�¶�D�F�K�q�Y�H���D�S�U�q�V���O�¶�D�F�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���5�U�S������Ribosomal RNA processing 6) indépendamment de 

�O�¶�H�[�R�V�R�P�H�����$�O�O�P�D�Q�J et al., 1999). Chez les eucaryotes, le processus de maturation des snoARN 

�V�H�� �S�R�X�U�V�X�L�W�� �S�D�U�� �O�¶�D�M�R�X�W�� �G�¶�X�Q�H�� �F�R�L�I�I�H�� �P7G (7-�P�p�W�K�\�O�J�X�D�Q�R�V�L�Q�H���� �j�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� ���¶�� �O�L�E�U�H���� �V�X�U�� �O�D��

position 7 de la guanine. Cette méthylation concerne uniquement les snoARN produits à partir 

�G�¶�X�Q�L�W�p���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H���L�Q�G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�H�����&�H�W�W�H���D�F�W�L�R�Q���H�V�W���D�V�V�X�U�p�H���F�K�H�]���O�D���O�H�Y�X�U�H���S�D�U�������H�Q�]�\�P�H�V��

différentes : Cet1 (Capping Enzyme Triphosphatase 1), Ceg1 (Capping Enzyme 

Guanylyltransferase 1) et Abd1 (méthyltransférase) (Mao et al., 1995; Shibagaki et al., 1995; 

Tsukamoto et al., 1997). 

Cette coiffe est �p�O�L�P�L�Q�p�H�� �F�K�H�]�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H�� �S�R�X�U�� �O�H�V�� �V�Q�R�$�5�1�� �&���'�� �j�� �O�¶�H�[�F�H�S�W�L�R�Q�� �G�H�� �8���� �H�W��

�V�Q�5�����V�Q�5�������� �8�Q�H�� �P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q�� �Q�X�F�O�p�R�O�\�W�L�T�X�H�� �G�H�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� ���¶�� �H�V�W�� �U�p�D�O�L�V�p�H�� �S�D�U���O�¶�H�Q�]�\�P�H�� �5�Q�W������

via une reconnaissance des structures tige-�E�R�X�F�O�H�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�W�L�T�X�H�V�� �G�H�V�� �U�p�J�L�R�Q�V�� ���¶�� �G�H�V�� �S�U�p-

snoARN à boîtes C/D (Grzechnik et al., 2018). 

�7�R�X�V�� �O�H�V�� �V�Q�R�$�5�1�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�W�V�� �S�D�U�� �O�¶�$�5�1�� �S�R�O�� �,�,�� �V�X�E�L�V�V�H�Q�W�� �O�H�V�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V�� �G�H�� �W�H�U�P�L�Q�D�L�V�R�Q�� �G�H��

transcriptio�Q�����X�Q�H���H�[�F�H�S�W�L�R�Q���H�V�W���I�D�L�W�H���S�R�X�U���O�H���V�Q�5�������T�X�L���O�X�L���H�V�W���W�U�D�Q�V�F�U�L�W���S�D�U���O�¶�$�5�1���S�R�O���,�,�,�������'�H��

�I�D�o�R�Q�� �W�U�q�V�� �V�X�U�S�U�H�Q�D�Q�W�H���� �G�H�V�� �p�Y�p�Q�H�P�H�Q�W�V�� �G�¶�p�S�L�V�V�D�J�H�� �R�Q�W�� �O�L�H�X�� �V�X�U�� �O�H�� �V�Q�R�$�5�1�� �8�� de levure, 

�F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W���j�� �O�¶�p�O�L�P�L�Q�D�W�L�R�Q���G�¶�L�Q�W�U�R�Q�V���� �&�H���S�K�p�Q�R�P�q�Q�H���D���O�L�H�X���F�K�H�]��S. cervisiae, N. crassa et M. 

grisea �H�W���� �H�V�W�� �D�E�V�H�Q�W�� �F�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H�� �H�W�� �O�D�� �P�D�M�R�U�L�W�p�� �G�H�V�� �R�U�J�D�Q�L�V�P�H�V���� �8�Q�H�� �p�W�X�G�H�� �U�p�D�O�L�V�p�H�� �D�X��

�O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H�����P�R�Q�W�U�H���T�X�H���O�¶�p�S�L�V�V�D�J�H���G�X���8�����D���O�L�H�X���D�Y�D�Q�W���O�D���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�����¶���G�X���V�Q�R�$�5�1��

U3 (Rothé et al., 2017). 

 

b. Organisation et structure tridimensionnelle (3D) 

Les snoARN à boîtes C/D sont constitués de deux séquences consensus antisens nommées boîte 

�&���H�W���E�R�v�W�H���'�����/�D���E�R�v�W�H���&���H�V�W���U�H�W�U�R�X�Y�p�H���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�����¶���G�X���V�Q�R�$�5�1���H�W��comprend la 

�V�p�T�X�H�Q�F�H�� ���¶-RUGAUGA-���¶���� �/�D�� �E�R�v�W�H�� �'�� �H�V�W�� �V�L�W�X�p�H�� �j�� �O�¶�D�X�W�U�H�� �H�[�W�U�p�P�L�W�p�� �G�X�� �V�Q�R�$�5�1�� �H�W�� �H�V�W��

caractérisée par la �V�p�T�X�H�Q�F�H�� ���¶-CUGA-���¶ (Bachellerie et al., 2002) (Figure 4). Un second 

�F�R�X�S�O�H���G�H���E�R�v�W�H�V���G�L�W���&�¶���'�¶���H�V�W���U�H�W�U�R�X�Y�p���G�D�Q�V���O�D���U�p�J�L�R�Q���F�H�Q�W�U�D�O�H���G�X���V�Q�R�$�5�1�����&�H�V���G�H�U�Q�L�q�U�H�V���V�R�Q�W��

dégénérées comparées aux séquences consensus (Kiss-László et al., 1998). 

�/�¶�D�S�S�D�U�L�H�P�H�Q�W�� �G�H�V�� �P�R�W�L�I�V�� �F�R�Q�V�H�U�Y�p�V�� �© RUGAUGA » et « CUGA » situés aux extrémités 

impose le repliement du snoARN sur lui-même, formant une boucle interne asymétrique à 5+2 

nucléotides, du fait que la boîte C soit plus longue que la boîte D (Figure 7A). Cela impose une 
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conformation spatiale particulière connue sous le nom de K-turn (Kink-turn) faisant référence 

à la courbure de 60° que présente le squelette phosphodiester (Watkins et al., 2000) (Figure 7).  

Le motif K-turn est constitué de deux hélices I et II qui entourent la boucle asymétrique, 

particulièrement riche en purine. Nous retrouvons dans cette boucle trois nucléotides non 

appariés et deux appariements non Watson-Crick (baptisées « sheared ») �*�‡�$�� �H�W�� �$�‡�*���� �&�H�V��

�p�O�p�P�H�Q�W�V���V�R�Q�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�V���G�H���O�¶�D�Q�J�O�H���G�H�������ƒ�� �H�Q�W�U�H���O�H�V���G�H�X�[�� �K�p�O�L�F�H�V���H�W���G�H���O�D���S�U�R�W�X�E�p�U�D�Q�F�H���G�X��

résidu uracile (Figure 7). �3�R�X�U���O�H���V�Q�R�5�1�$���8�������O�¶�D�Q�J�Oe passe à environ 30° plus caractéristique 

�G�¶�X�Q�H���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���O�L�p�H�����)�L�J�X�U�H�����%������Ce motif est également stabilisé par des empilements de 

bases entre deux résidus de la boucle précédant le U et un résidu de chaque hélice (I et II). Le 

résidu U non apparié rejeté hors de la boucle forme des interactions hydrophobes avec les 

protéines de la famille L7Ae. La conformation particulière en C���¶-endo de son ribose maximise 

�O�¶�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���V�R�Q���V�T�X�H�O�H�W�W�H���S�K�R�V�S�K�R�G�L�H�V�W�H�U��(Chagot et al., 2019; Moore et al., 2004; Vidovic 

et al., 2000). Ce motif en K-turn (K-loop) est particulièrement présent chez les organismes 

�K�\�S�H�U�W�K�H�U�P�R�S�K�L�O�H�V�����F�H���T�X�L���V�X�J�J�q�U�H���X�Q���U�{�O�H���G�H���V�W�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�5�1���I�D�F�H���j���G�H�V���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���G�H��

stress thermique. Cette structuration en K-turn �Q�¶�H�V�W�� �S�D�V�� �S�U�R�S�U�H�� �D�X�� �V�Q�R�$�5�1�� �&���'���� �(�O�O�H�� �D�� �p�W�p��

caractérisée initiale�P�H�Q�W���G�D�Q�V���G�¶�D�X�W�U�H�V���$�5�1���W�H�O�V���T�X�H���O�¶�$�5�1�U���G�X���U�L�E�R�V�R�P�H�� (Klein et al., 2001), 

le snRNA U4 ���9�L�G�R�Y�L�F���H�W���D�O�������������������:�R�(�Q�L�D�N���H�W���D�O���������������� et certains ARNm (Allmang et al., 

2002; Mao et al., 1999; Winkler et al., 2001). 

Comme déjà dit, le rôle du snoARN dans la fonction des snoRNP C/D est de guider précisément 

�O�D�� �S�R�V�L�W�L�R�Q�� �j�� �P�p�W�K�\�O�H�U���� �8�Q�� �D�S�S�D�U�L�H�P�H�Q�W�� �V�Q�R�$�5�1�� �&���'�� �D�Y�H�F�� �O�¶�$�5�1�U�� �F�L�E�O�H�� �V�H�� �F�U�p�H�� ���� �j�� ������

�Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���H�Q�� �D�P�R�Q�W���G�H�V���E�R�v�W�H�V���'�� �H�W���'�¶���F�U�p�D�Q�W���X�Q���K�p�W�p�U�R�G�X�S�O�H�[���S�D�U���G�H�V���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V���G�H���W�\�S�H��

Watson-Crick. Le 5ème nucléotide du snoARN C���'�����)�L�J�X�U�H�����������H�Q���D�P�R�Q�W���G�H���O�D���E�R�v�W�H���'���H�W���'�¶����

�V�H�U�D�� �D�S�S�D�U�L�p�� �D�Y�H�F�� �O�H�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�� �G�H�� �O�¶�$�5�1�� �F�L�E�O�H�� �U�H�F�H�Y�D�Q�W�� �O�D�� �P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �F�K�L�P�L�T�X�H���� �X�Q��

hétéroduplex est alors formé par des interactions Watson-Crick (Kiss-László et al., 1996). 

Chez les eucaryotes, un snoARN à boîtes C/D se différencie des autres par sa fonction mais 

�D�X�V�V�L���S�D�U���V�D���W�D�L�O�O�H���H�W���V�D���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����,�O���V�¶�D�J�L�W���G�X���V�Q�R�$�5�1���8�������F�¶�H�V�W���O�H���S�O�X�V���O�R�Q�J��des snoARN à boîtes 

�&���'�������������Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H���H�W�����������Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���F�K�H�]��S. cerevisiae). Il comporte deux 

régions distinctes �����O�D���U�p�J�L�R�Q�����¶���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�H�V���D�S�S�D�U�L�H�P�H�Q�W�V���D�Y�H�F���O�H�V���$�5�1�U���F�L�E�O�H�V���T�X�L est non 

�V�W�U�X�F�W�X�U�p�H���H�W���O�D���U�p�J�L�R�Q�����¶���F�R�P�S�U�H�Q�D�Q�W���G�H�X�[���P�R�W�L�I�V���V�W�U�X�F�W�X�U�p�V���H�Q��K-turn pour le recrutement des 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U�� �G�H�� �O�D�� �V�Q�R�5�1�3�� �8����(Jeppesen et al., 1988). Ces deux motifs sont formés par 

�O�¶�D�S�S�D�U�L�H�P�H�Q�W���G�H�V���G�H�X�[���F�R�X�S�O�H�V���G�H���E�R�v�W�H�V : �&�¶���'�����G�p�U�L�Y�p�V���G�X��couple de boîtes C/D) et B/C (non 

canonique au couple de boîtes C/D) (Granneman et al., 2002; Marmier-Gourrier et al., 2003). 
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Figure 7 : Motif en K-turn du snoARN à boîte C/D U14 de S. cerevisiae.  

(A) Schématisation de la structure secondaire de la séquence représentative des boîtes consensus C et 
D, respectivement en orange et vert. Les liaisons hydrogènes sont représentées en noir, et les liaisons 
non Watson-Crick en traits discontinus. (B) Représentation de la structure tridimensionnelle du même 
motif en K-turn �G�X�����V�Q�R�$�5�1���8���������V�H�O�R�Q���G�H�X�[���D�[�H�V���G�¶�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q��opposés. Code PDB : 6HYK (Chagot 
et al., 2019). 
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2.1.2. �/�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U���G�H���O�D���S�D�U�W�L�F�X�O�H���V�Q�R�5�1�3���&���' 

En plus du snoARN à boîte C/D nécessaire pour guider précisément la position à modifier sur 

�O�¶�$�5�1���F�L�E�O�H�����O�H�V���V�Q�RRNP C/D sont également constituées de protéines (Levure/Homme, Figure 

8) qui vont permettre sa structuration et la catalyse de la �U�p�D�F�W�L�R�Q���G�H�����¶-O-�P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q�����,�O���V�¶�D�J�L�W��

de Snu13p/SNU13 (anciennement 15.5K �F�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H) qui est la protéine de nucléation de 

�O�¶assemblage des snoRNP C/D. Elle reconnaît le motif K-turn du snoARN de façon précoce 

�O�R�U�V�� �G�H�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V���� �1�R�S�����S���1�2�3������(NOP=NucleOlar Protein) et 

�1�R�S�����S���1�2�3������ �I�R�U�P�H�Q�W���X�Q�� �K�p�W�p�U�R�G�L�P�q�U�H�� �K�R�P�R�O�R�J�X�H�� �j�� �O�¶�K�R�P�R�G�L�P�q�U�H�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �D�1�2�3����

chez les archées���� �(�Q�I�L�Q���� �O�D�� �P�p�W�K�\�O�W�U�D�Q�V�I�p�U�D�V�H�� �1�R�S�����)�L�E�U�L�O�O�D�U�L�Q�H�� �F�D�W�D�O�\�V�H�� �O�D�� �U�p�D�F�W�L�R�Q�� �G�H�� ���¶-O-

méthylation. 

 

a. La protéine Snu13p/SNU13 (15.5K) 

Initialement, il a été montré chez Haloarcula marismortui que cinq motifs en K-turn �G�¶�$�5�1�U��

de la sous-unité 50S sont associés à des protéines ribosomiques. La plus connue est la protéine 

ribosomique L7 ainsi que ses protéines associées. Ces dernières forment une famille de RNA-

Binding-Protein (Klein et al. 2001) qui inclut les protéines eucaryotiques et des 

archées suivantes : L7Ae, L30e et S12e (Koonin et al., 1997), les protéines de levure Nhp2 et 

Snu13 et la protéine humaine SNU13 (Nottrott et al. 1999). 

La structure tridimensionnelle (3D) de la protéine humaine SNU13 a été la première de la 

famille des L7Ae à être résolue associée au snRNA U4 (Vidovic et al., 2000) (Figure 9A). La 

structure de la protéine Snu13 de levure S. cerevisiae a pu être résolue également quelques 

années plus tard (Oruganti et al., 2005)�����/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H���F�H�V���V�W�U�X�F�W�X�U�H�V���S�U�p�V�H�Q�W�H�Q�W���G�H�V���U�H�S�O�L�H�P�H�Q�W�V��

identiques (RMSD de 0,474 �c�������)�L�J�X�U�H�����%�������j���V�D�Y�R�L�U�������K�p�O�L�F�H�V���.���H�W�������E�U�L�Q�V���������G�R�Q�W���O�¶�D�U�U�D�Q�J�H�P�H�Q�W��

3D forme une topologie conservée dite en sa�Q�G�Z�L�F�K�� �.-��-�. et une architecture globale 

globulaire�����/�H���P�R�W�L�I���F�R�Q�V�W�L�W�X�p���S�D�U���O�H�V���K�p�O�L�F�H�V���.�����H�W���.�����H�W���O�H���E�U�L�Q���������G�H���6�1�8�������H�V�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H��

�G�H���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�¶�$�5�1 (Figure 9A). Les points de liaison pour ce dernier concernent plus 

particulièrement le squelette ribose-�S�K�R�V�S�K�D�W�H�� �G�H�V�� �U�p�V�L�G�X�V�� �G�H�� �O�¶�K�p�O�L�F�H�� �,�,�� �G�X�� �P�R�W�L�I�� �H�Q��K-turn, 

ainsi que le résidu uridine (troisième résidu non apparié de la boucle interne) qui se retrouve 

projeté �j���O�¶�H�[�W�p�U�L�H�X�U���G�H���O�¶�$�5�1�� Il  se retrouve logé dans une poche hydrophobe de la protéine 

Snu13 (SNU13), stabilisé par des liaisons hydrogènes avec des résidus électrostatiques 

�H�V�V�H�Q�W�L�H�O�V�����.�������H�W���.�������F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����'�������H�W���.�������F�K�H�]���O�H�V��archées, E59 et R84 chez la levure) 

(Vidovic et al., 2000).  

 



22 
 

 

 

Figure 8 ���� �7�D�E�O�H�D�X�� �U�p�F�D�S�L�W�X�O�D�W�L�I�� �G�H�� �O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U�� �H�W��des facteurs 
�S�U�R�W�p�L�T�X�H�V���L�Q�W�H�U�Y�H�Q�D�Q�W���G�D�Q�V���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'��  

�3�R�X�U���F�K�D�T�X�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���V�R�Q���K�R�P�R�O�R�J�X�H���H�V�W���L�Q�G�L�T�X�p�H���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����O�D���O�H�Y�X�U�H���H�W���Oes archées. Les facteurs 
�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���L�Q�G�L�T�X�p�V���Q�¶�R�Q�W���S�D�V���G�¶�K�R�P�R�O�R�J�X�H�V���F�K�H�]���Oes archées.  
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Figure 9 �����/�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U���6�Q�X�������/���$�H���L�Q�W�H�U�D�J�L�W���D�Y�H�F���O�H���P�R�W�L�I���H�Q���.-turn du snoARN à 
boîtes C/D. 
(A) Structure 3D obtenue par cristallographie aux rayons �;���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���H�Q�W�U�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U�����������. 
(SNU13) humaine (vert) et le motif en K-turn du snARN U4 (violet) (Vidovic et al., 2000) PDB : 1E7K.  
(B) Alignement de structure des protéines 15.5K humaine en vert (PDB : 1E7K) et la protéine Snu13 de 
levure en rouge (PDB : 2ALE) avec un RMSD (Root Mean Square Deviation) de 0,474 Å. 
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�/�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���6�Q�X�������D�Y�H�F���O�H���V�Q�R�$�5�1���H�V�W���X�Q�H���p�W�D�S�H���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���D�X���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H�V��

�D�X�W�U�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U���G�H���O�D���V�Q�R�5�1�3���&���'�����'�H�V���p�W�X�G�H�V���S�K�\�V�L�F�R-chimiques ont permis de montrer 

�T�X�H���O�¶�$�5�1���O�L�E�U�H���Q�¶�H�V�W��que partiellement structuré sous forme de K-turn, avec tout de même une 

conformation pré-liée caractéristique avec un angle entre les deux hélices de 30° (voir 

paragraphe ci-dessus). Son association avec la protéine stabilise complètement la conformation 

�J�O�R�E�D�O�H���G�H���O�¶�$�5�1��et la rend favorable à �O�¶�D�U�U�L�P�D�J�H���G�H�V���D�X�W�U�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V��(Chagot et al., 2019; 

Goody et al., 2004)  (Figures 7, 9A). 

Il est à noter que �O�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���6�Q�X�������F�K�H�]���O�D���O�H�Y�X�U�H���F�R�Q�G�X�L�W���j���X�Q���G�p�I�D�X�W���G�¶�p�S�L�V�V�D�J�H��

des pré-ARNm suite à un déficit de snRNP U4 matures et fonctionnelles, un défaut de 

maturation des pré-�$�5�1�U���� �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�j�� �X�Q�H�� �G�L�P�L�Q�X�W�L�R�Q�� �G�U�D�V�W�L�T�X�H�� �G�H�� �O�D�� �V�W�D�E�L�O�L�W�p�� �G�Hs snoARN à 

boîtes C/D ���'�R�E�E�\�Q���D�Q�G���2�¶�N�H�H�I�H��������������. Cela conduit à dire que Snu13p/SNU13 est cruciale à 

la viabilité cellulaire. 

 

b. �/�D�����¶-O-méthylase Nop1/Fibrillarine 

�/�D���U�p�D�F�W�L�R�Q���G�H�����¶-O-méthylation réalisée par les particules snoRNP C/D est catalysée par une 

enzyme qui fait partie des protéines constitutives de la particule. Cette enzyme est nommée 

�1�R�S���� �F�K�H�]�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H�� �H�W�� �)�L�E�U�L�O�O�D�U�L�Q�H�� �F�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H���� �6�R�Q�� �Q�R�P�� �H�V�W�� �G�€�� �j�� �V�D�� �G�p�F�R�X�Y�H�U�W�H�� �S�R�X�U�� �O�D��

première fois dans des régions organisatrices nucléolaires chromosomiques putatives (NORs). 

Ce sont des régions fibrillaires et granulaires du nucléole de cellules humaines (Ochs et al., 

1985). �&�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����O�D���)�L�E�U�L�O�O�D�U�L�Q�H���H�V�W���F�R�Q�V�W�L�W�X�p�H���G�H���G�H�X�[���G�R�P�D�L�Q�H�V���G�L�V�W�L�Q�F�W�V : un domaine 

GAR (Glycin-Arginin-Rich) du côté N-terminal, un domaine méthyltransférase caractéristique 

avec un domaine de liaison aux ARN et de liaison au SAM (S-Adénosine-(L)-Méthionine), le 

donneur de méthyle (Figure 10A). Le domaine Rossman fold-Like�����F�R�P�S�R�V�p���G�¶�X�Q���I�H�X�L�O�O�H�W�������j������

�E�U�L�Q�V���F�H�Q�W�U�D�X�[���I�O�D�Q�T�X�p�V���S�D�U�������K�p�O�L�F�H�V���.�����F�R�Q�V�W�L�W�X�H���O�H���G�R�P�D�L�Q�H���F�D�W�D�O�\�W�L�T�X�H�����,�O���H�V�W���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�W�L�T�X�H��

des méthyltransférases SAM  dépendantes de classe I (Schubert et al., 2003). Des domaines 

GAR similaires sont retrouvés dans d'autres protéines nucléolaires, par exemple, la nucléoline, 

GAR1, NSR1 et SSB1 (Jong et al., 1987; Lapeyre et al., 1987). Un polypeptide correspondant 

au domaine GAR de la nucléoline a été exprimé dans Escherichia coli et purifié. Il s'agit d'un 

�W�R�X�U������répété qui interagit de manière non spécifique avec l'ARN non empilé et déplié. Un rôle 

dans des interactions protéine-�S�U�R�W�p�L�Q�H���R�X���G�H���F�L�E�O�D�J�H���Q�X�F�O�p�R�O�D�L�U�H���Q�¶�H�V�W���S�D�V���j���H�[�F�O�X�U�H����  

�/�¶enzyme ���¶-O-méthylase �H�V�W�� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�D�� �V�X�E�V�W�L�W�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�K�\�G�U�R�J�q�Q�H�� �G�X�� �J�U�R�X�S�H�P�H�Q�W��

�K�\�G�U�R�[�\�O�H�����2�+�����H�Q���S�R�V�L�W�L�R�Q�����¶���G�X���U�L�E�R�V�H���G�H���O�¶�$�5�1�U���F�L�E�O�H���S�D�U���X�Q���J�U�R�X�S�H�P�H�Q�W���P�p�W�K�\�O�H���L�V�V�X���G�X��

cofacteur SAM (Aittaleb et al., 2003; Wang et al., 2000) (Figure 10A). 
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Figure 10 ���� �&�R�Q�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �W�U�L�G�L�P�H�Q�V�L�R�Q�Q�H�O�O�H�� �G�H�� �O�D�� ���¶-O- méthylase, de la 
�O�H�Y�X�U�H���j���O�¶�K�R�P�P�H���� 
(A)  Structure 3D obtenue par cristallographie aux rayons X de la protéine humaine Fibrillarine PDB : 
2IPX (Min et al., 2006). Le �0�7�$�� �����¶-deoxy-���¶-MéthylThioAdénosine) représenté en jaune est un 
analogue du cofacteur SAM. Le domaine GAR est entouré en trait discontinu. (B) Alignement de 
structure des protéines Fibrillarine humaine en rose (PDB : 2IPX) et la protéine Nop1 de levure en bleu 
(PDB : 6ZDT) (Höfler et al., 2021) avec un RMSD (Root Mean Square Deviation) de 0,538 Å. 
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Une déprotonation du OH du ribose conduit à une attaque nucléophile de son oxygène sur le 

groupement méthyle du cofacteur SAM qui devient un groupement partant. Cette catalyse est 

�U�H�Q�G�X�H�� �S�R�V�V�L�E�O�H�� �J�U�k�F�H�� �D�X�� �V�L�W�H�� �D�F�W�L�I�� �G�H�� �O�¶�H�Q�]�\�P�H�� �T�X�L�� �H�V�W���F�R�Q�V�W�L�W�X�p�� �G�¶�X�Q�H�� �W�U�L�D�G�H�� �F�D�W�D�O�\�W�L�T�X�H��

conservée K-D-K, connue pour être essentielle à cette catalyse (Feder et al., 2003; Hager et al., 

2002). �/�¶intégration de la Fibrillarine dans les particules snoRNP C/D permet la catalyse des 

ARNr, en partie grâce au snoARN qui sert de guide, mais également grâce aux protéines 

plateformes aNOP5 des archées et Nop58/NOP58 Nop56/NOP56 chez la levure/homme. 

Cependant, Nop1/Fibrillarine est capable de catalyser des méthylations de protéine en dehors 

des particules ribonucléoprotéiques, plus exactement la méthylation de la glutamine Q105/104 

�G�H���O�¶�K�L�V�W�R�Q�H���+���$���F�K�H�]���O�D���O�H�Y�X�U�H���H�W���O�¶�K�R�P�P�H (Tessarz et al., 2014). Une conservation fidèle de 

la structure 3D entre les protéines homologues Fibrillarine et Nop1 est indiquée par une 

superposition des deux structures 3D avec un RMSD de 0,538 Å (Figure 10B).  

 

c. Les protéines Nop56/NOP56 et Nop58/NOP58 

Chez la levure, la recherche de nouveaux composants de la machinerie de synthèse des 

ribosomes, a permis de mettre en évidence deux protéines nucléolaires, Nop56 et Nop58 par 

criblage de plusieurs mutations sur Nop1. Ces deux protéines présentent une forte homologie 

�G�H���V�p�T�X�H�Q�F�H�������������G�¶�L�G�H�Q�W�L�W�p���H�W�����������G�H���V�L�P�L�O�D�U�L�W�p�������*�D�X�W�L�H�U���H�W���D�O�������������������Ht sont donc sans doute 

�L�V�V�X�H�V�� �G�¶�X�Q�� �S�K�p�Q�R�P�q�Q�H�� �G�H�� �G�X�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �J�q�Q�H�� �F�K�H�]�� �O�H�V�� �R�U�J�D�Q�L�V�P�H�V�� �H�X�F�D�U�\�R�W�H�V���� �&�K�H�]�� �O�H�V��

�D�U�F�K�p�H�V���� �Q�R�X�V�� �Q�H�� �U�H�W�U�R�X�Y�R�Q�V�� �T�X�¶�X�Q�H�� �V�H�X�O�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H���� �D�1�2�3������ �/�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��orthologues chez 

�O�¶�K�R�P�P�H���V�R�Q�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���L�G�H�Q�W�L�I�L�p�H�V���� �,�O���V�¶�D�J�L�W���G�H�V��protéines NOP56 et NOP58. Malgré le fait 

�T�X�¶�H�O�O�H�V���V�R�L�H�Q�W���L�V�V�X�H�V���G�H���O�D���P�r�P�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���D�X���F�R�X�U�V���G�H���O�¶�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�����O�¶�X�Q�H���Q�H���S�H�X�W���S�D�V���V�H���V�X�E�V�W�L�W�X�H�U��

�j�� �O�D�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�D�X�W�U�H���� �'�H�V�� �p�W�X�G�H�V�� �R�Q�W���P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�¶�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �F�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�R�Q�G�X�L�W���j�� �G�H�V��

phénotypes sévères pour la cellule : la déplétion de Nop58p engendre une diminution drastique 

du taux de snoARN à boîtes C/D et une inhibition des clivages aux sites A0, A1 et A2 dont la 

�F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�F�H�� �H�V�W�� �X�Q�� �G�p�I�D�X�W�� �G�H�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�$�5�1�U�� �����6�� ���/�D�I�R�Q�W�D�L�Q�H�� �H�W�� �7�R�O�O�H�U�Y�H�\���� ��������������

�/�¶�D�Esence de Nop56p présente un effet moins drastique sur la cellule, néanmoins une 

�G�L�P�L�Q�X�W�L�R�Q���G�X���W�D�X�[���G�H�V�����¶-O-méthylations des ARNr est observée. 

 �/�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �1�R�S������ �Q�¶�H�V�W�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�H�� �V�¶�D�V�V�R�F�L�H�U�� �D�X�[�� �V�Q�R�$�5�1�� �T�X�¶�H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H��

Nop1, contrairement à Nop58p qui est capable de se lier au snoARN indépendamment du 

recrutement ou non de Nop1 (Lafontaine et Tollervey, 2000). Une étude utilisant des mutations 

des hélices I et II du K-turn qui bloquent le recrutement de la protéine SNU13 sur le snoARN, 

indique �T�X�H���O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���1�2�3�������H�W��ensuite NOP56 nécessite le recrutement de 
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SNU13 au préalable, ou bien de façon simultanée (Watkins et al., 2002). En effet, NOP58 ne 

�U�H�F�R�Q�Q�D�v�W���T�X�H���O�¶�K�p�W�p�U�R�G�L�P�q�U�H���6�1�8�������V�Q�R�$�5�1�� 

Il est à noter que l�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p���&-terminale de Nop56p et Nop58p comporte une séquence pseudo-

consensus KKE/D répétée 11 et 13 fois respectivement chez la levure. Ces répétitions ne sont 

pas les mêmes dans la protéine NOP58 humaine  et ne sont pas présentes dans la protéine des 

archées aNOP5. Elles sont remplacées par plusieurs zones de répétitions soit de Lysine (K) soit 

d�¶�$�F�L�G�H���*�O�X�W�D�P�L�T�X�H�����(�����F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����&�H�V���P�R�W�L�I�V��NoLS (Nucleolar Localisation Signal) chez 

la levure (Gautier et al., 1997) �H�W���O�¶�K�R�P�P�H (Pradet-Balade et al., 2011), sont responsables de la 

localisation nucléolaire de Nop56p/NOP56 et Nop58p/NOP58. Une hyperméthylation des 

régions C-terminales de ces protéines est essentielle à la struct�X�U�D�W�L�R�Q���G�X���Q�X�F�O�p�R�O�H���D�L�Q�V�L���T�X�¶�j��

�O�¶�D�G�U�H�V�V�D�J�H���F�R�U�U�H�F�W���G�H�V���V�Q�RRNP dans le nucléole (Colau et al., 2004; Mouaikel et al., 2002). Le 

clonage ainsi que la purification de la protéine recombinante Nop58 pleine taille de levure au 

�O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���Q�H���V�R�Q�W���S�R�V�V�L�E�O�H�V���T�X�¶�H�Q���D�E�V�H�Q�F�H���G�H�V���U�p�S�p�W�L�W�L�R�Q�V���.�.�(���'���H�Q���&-terminal.  

�$�F�W�X�H�O�O�H�P�H�Q�W�����D�X�F�X�Q�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H���G�H���U�p�V�R�O�X�W�L�R�Q���D�W�R�P�L�T�X�H���Q�¶�D���S�X���r�W�U�H���R�E�W�H�Q�X�H���S�R�X�U���O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

eucaryotes Nop56/NOP56 et Nop58/NOP58 seules et entières. Cependant, la structure de la 

protéine des archées aNOP5 a pu être résolue en complexe avec la protéine aNOP1 (Figure 11) 

�R�X���D�X���V�H�L�Q���G�¶�X�Q�H���V�5�1�3����small RNP, orthologue des snoRNP C/D) (Figure 12). Cette dernière 

est divisée en trois domaines. Un domaine N-�W�H�U�P�L�Q�D�O���T�X�L���D�V�V�X�U�H���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�¶�H�Q�]�\�P�H��

aNOP1, et par extension Nop1���)�L�E�U�L�O�O�D�U�L�Q�H�� �F�K�H�]�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H�� �H�W�� �O�¶�K�R�P�P�H�� �U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W���� �,�O��

constitue le domaine catalytique dans sa globalité. La position de ce domaine dans la protéine 

entière est susceptible de varier en fonction des partenaires présents  (Lin et al., 2011). Ensuite, 

�X�Q�� �G�R�P�D�L�Q�H�� �1�2�3�� �� ���)�L�J�X�U�H�� �����$���� �j�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� �&-terminale. Il interagit avec le sARN et plus 

�H�[�D�F�W�H�P�H�Q�W���V�X�U���O�¶hélice II du motif en K-turn. Cette interaction n'exclut pas la reconnaissance 

de la protéine L7Ae du motif en K-turn ���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�H�V���U�p�V�L�G�X�V���G�H���O�¶�K�p�O�L�F�H���,�� et est même 

indispensable. Le domaine NOP participe avec le domaine en N-terminal à �p�W�D�E�O�L�U���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��

avec aNOP1 (Lin et al., 2011) (Figure 11B). 

�/�D���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q�H��arginine du domaine C-terminal de la protéine aNOP5 perturbe la catalyse 

du cofacteur SAM par la méthyltransférase aNOP1  (Aittaleb et al., 2003). Enfin, aNOP5 

possède un domaine central dit coiled-coil �R�X���I�D�J�R�W���G�¶�K�p�O�L�F�H�V�����)�L�J�X�U�H�������$�����T�X�L���F�R�P�S�U�H�Q�G���G�H�X�[��

hélices (�.�����H�W���.��) super-enroulées. 
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Figure 11 : Structure tridimensionnelle du complexe entre les protéines �G�¶�$�U�F�K�p�Hs aNOP5 
et aNOP1.  
(A) Structure tridimensionnelle de la protéine aNOP5 de A. fulgidus résolue par cristallographie aux 
rayons X (Aittaleb et al., 2003) PDB : 1NT2. La protéine aNOP1 a été supprimée pour des raisons de 
clarté. Les différents domaines qui constituent aNOP5p sont entourés par des traits discontinus.  
(B) Structure tridimensionnelle du complexe aNOP5p-aNop1 de A. fulgidus résolue par cristallographie 
aux rayons X (Aittaleb et al., 2003) PDB : 1NT2. Le cofacteur SAM est représenté en bleu. Cette 
�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���V�¶�p�W�D�E�O�L�W���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W���S�D�U���O�H���G�R�P�D�L�Q�H���1�2�3���G�H���D�1�2�3���S���� 
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Il est responsable de l�¶�K�R�P�Rdimérisation de deux protéines aNOP5 chez les archées, ou de 

�O�¶�K�p�W�p�U�R�G�L�P�p�U�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���1�R�S�����S���1�2�3������avec Nop58p/NOP58 (Aittaleb et al., 2003). Un petit 

domaine dit TIP (TBP Interacting Protein�����H�V�W���U�H�W�U�R�X�Y�p���H�Q�W�U�H���O�H�V���K�p�O�L�F�H�V���.�����H�W �.�����G�X���G�R�P�D�L�Q�H��

central. Ce �G�R�P�D�L�Q�H�� �Q�¶�H�V�W�� �S�D�V�� �U�H�W�U�R�X�Y�p�� �F�K�H�]�� �W�R�X�V�� �O�H�V�� �R�U�J�D�Q�L�V�P�H�V�� 

 

2.1.3. �6�W�U�X�F�W�X�U�H�����'���G�¶�X�Q�H���S�D�U�W�L�F�X�O�H���V�5�1�3���&���'��d�¶archée 

�/�¶�p�W�X�G�H�� �V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�� �G�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �&���'�� �H�X�F�D�U�\�R�W�H�V�� �Q�¶�D�� �W�R�X�M�R�X�U�V�� �S�D�V�� �S�H�U�P�L�V�� �G�H�� �U�H�F�R�Q�V�W�L�W�X�H�U��une 

particule in vitro. Sa reconstitution par simple mélange de ses différents composants est 

�L�P�S�R�V�V�L�E�O�H���� �&�H�O�D�� �V�¶�H�[�S�O�L�T�X�H�� �S�D�U�� �O�¶�L�P�S�R�U�W�D�Q�F�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �G�H�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H��

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���&���'���F�K�H�]���O�H�V���H�X�F�D�U�\�R�W�H�V�����&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�����O�D���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����'���G�H���O�D���V�5�1�3���&���'��

des archées a pu être résolue grâce à sa reconstitution in vitro effectuée par plusieurs équipes 

(Figure 12). Etant donné la forte conservation entre les eucaryotes et les archées des éléments 

�F�R�P�S�R�V�D�Q�W�V���F�H�V���S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�����X�Q�H���W�U�D�Q�V�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���O�¶�R�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H���J�O�R�E�D�O�H���S�Hut être faite 

entre la sRNP C/D et la snoRNP C/D des eucaryotes. Il existe deux modèles issus de deux 

hypothèses différentes qui co-�H�[�L�V�W�H�Q�W�� �F�R�Q�F�H�U�Q�D�Q�W�� �O�¶�R�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q�� ���'�� �G�H�V�� �V�5�1�3 C/D. Un 

assemblage en mono-sRNP (dite monomérique) (Figure 12), constitué pri�Q�F�L�S�D�O�H�P�H�Q�W�� �G�¶�X�Q��

sARN à deux jeux de �E�R�v�W�H�V���&���'���V�\�Q�W�K�p�W�L�T�X�H���K�\�E�U�L�G�H�����V�X�U���O�H�T�X�H�O���Y�R�Q�W���V�¶�D�J�H�Q�F�H�U���O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

�F�°�X�U�� �S�D�U�� �S�D�L�U�H�V��(une sur chaque jeu) (L7Ae, aNOP1, aNOP5)  (Lin et al, 2011������ �/�¶�D�X�W�U�H��

possibilité, est une organisation en di-sRNP ���G�L�W�H���G�L�P�p�U�L�T�X�H�������F�R�Q�V�W�L�W�X�p�H�V���G�¶�X�Q�H���G�R�X�E�O�H���P�R�Q�R-

sRNP décrite précédemment (Lapinaite et al., 2013)���� �8�Q�� �S�U�H�P�L�H�U�� �P�R�G�q�O�H�� �D�� �p�W�p�� �p�W�D�E�O�L�� �G�¶�X�Q�H��

sRNP de sulfolobus solfataricus���� �1�R�X�V�� �\�� �U�H�W�U�R�X�Y�R�Q�V�� �X�Q�� �V�Q�R�$�5�1�� �J�X�L�G�H�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�p�� �G�¶�X�Q�� �V�H�X�O��

couple de boîtes C/D, la protéine aNOP1, la protéine L7Ae et les protéines aNOP5 qui 

interagissent ensemble par leur �G�R�P�D�L�Q�H���&�&���� �&�H���P�R�G�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���H�V�W���W�U�q�V���V�L�P�L�O�D�L�U�H���j�� �F�H�O�X�L��

observé entre SNU13-PRP31-U4 (Liu et al., 2007) (Figure ���������� �'�¶�D�X�W�U�H�V���V�W�U�X�F�W�X�U�H�V���G�H���V�5�1�3��

C/D ont également été résolues, notamment celles de Pyrococcus furiosus  et Methanococcus 

jannaschii (Bleichert et al., 2009).  

 

2.2.Les snoRNP à boîtes H/ACA  

Ce sont des ribonucléoparticules qui contiennent un snoARN à boîtes H et ACA, ainsi que 

�T�X�D�W�U�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U chez la levure, Gar1p, Nhp2p, Nop10p et Cbf5p. Ces protéines sont 

fortement conservées de la levure aux mammifères. Ces RNP catalysent pour la plupart, les   
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Figure 12 : Organisation structurale 3D �G�¶�X�Qe �S�D�U�W�L�F�X�O�H���H�Q���P�R�Q�R���V�5�1�3���G�¶�D�U�F�K�p�H���� 
�6�W�U�X�F�W�X�U�H�� �W�U�L�G�L�P�H�Q�V�L�R�Q�Q�H�O�O�H�� �U�p�V�R�O�X�H�� �S�D�U�� �F�U�L�V�W�D�O�O�R�J�U�D�S�K�L�H�� �D�X�[�� �U�D�\�R�Q�V�� �;�� �G�¶�X�Q�H�� �P�R�Q�R�� �V�5�1�3�� �G�H��S. 
solfataricus ���F�R�Q�V�W�U�X�F�W�L�R�Q���V�\�Q�W�K�p�W�L�T�X�H�����F�D�W�D�O�\�W�L�T�X�H�P�H�Q�W���D�F�W�L�Y�H�����/�¶�$�5�1���F�L�E�O�H���D���p�W�p���U�H�W�L�U�p���S�D�U���V�R�X�F�L�V���G�H��
clarté. Deux jeux de boîtes C/D sont représentées sur le sARN guide C/D (en violet). Le cofacteur SAM 
est illustré en bâtonnets. Les protéines identiques sont représentées de la même couleur (Lin et al., 2011) 
PDB : 3PLA. 
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�U�p�D�F�W�L�R�Q�V�� �G�H�� �S�V�H�X�G�R�X�U�L�G�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V�� �G�H�V�� �S�U�p�F�X�U�V�H�X�U�V�� �G�¶�$�5�1�U��(Charette and Gray, 

2000). Les domaines H/ACA sont également importants pour la fonction de quelques 

télomérases (Henras et al., 2004). Certains snoARN à boîtes H/ACA comme U17/snR30 

participent à la maturation et donc aux clivages des ARNr (Morrissey and Tollervey, 1993). 

 

2.2.1. �6�W�U�X�F�W�X�U�H���G�¶�$�5�1���+���$�&�$ : Structure 3D et organisation 

La transcription des ARN à boîtes H/ACA chez les levures et les archées se fait à partir des 

gènes organisés le plus souvent en unités transcriptionnelles indépendantes (mono- ou poly-cis-

troniques). Tandis que chez les mammifères, ces gènes sont retrouvés au niveau des parties 

introniques du génome codant essentiellement pour les ARNm. 

Le nom H/ACA correspond à la présence de deux boîtes consensus, précédée�V���F�K�D�F�X�Q�H���G�¶�X�Q�H��

structure en tige-boucle : la boîte H pour Hinge, présente �X�Q�H�� �V�p�T�X�H�Q�F�H�� �F�R�Q�V�H�Q�V�X�V�� ���¶-

ANANNA -���¶���R�•���1���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G���j���Q�¶�L�P�S�R�U�W�H���T�X�H�O�O�H���E�D�V�H�����H�W���O�D���E�R�v�W�H���$�&�$���T�X�L���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G���j���O�D��

�V�p�T�X�H�Q�F�H�����¶-ACA-���¶���V�L�W�X�p�H���j���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�����¶���G�H���O�¶�$�5�1��(Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997). 

Elles jouent un rôle important dans la stabilité et la maturation du snoARN ainsi que dans la 

catalyse de la réaction de pseudouridylation. Une bulle interne simple brin appelée poche de 

pseudouridylation, située au niveau de chaque tige-boucle, assure u�Q���D�S�S�D�U�L�H�P�H�Q�W���D�Y�H�F���O�¶�$�5�1��

�F�L�E�O�H���� �G�H�� �I�D�o�R�Q�� �T�X�H�� �O�H�� �U�p�V�L�G�X�� �F�L�E�O�H�� �j�� �P�R�G�L�I�L�H�U�� ������ � �� �S�V�H�X�G�R�X�U�L�G�L�Q�H���� �V�R�L�W�� �O�R�F�D�O�L�V�p�� ������ �j�� ������

nucléotides en amont des boîtes H ou ACA (Ganot et al., 1997). 

La biogenèse des snoRNP H/ACA se fait de façon co-�W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�H�O�O�H���� �/�¶�D�F�F�X�P�X�O�Dtion du 

�S�U�p�F�X�U�V�H�X�U�� �G�H�� �V�Q�R�$�5�1�� �j�� �E�R�v�W�H�V�� �+���$�&�$�� �L�P�P�D�W�X�U�H�� �j�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� ���¶�� �Q�p�F�H�V�V�L�W�H�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�H�V��

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U�� �G�H�� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �V�Q�R�5�1�3�� �+���$�&�$���� �'�X�U�D�Q�W���O�H�X�U���E�L�R�J�H�Q�q�V�H���� �O�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �+���$�&�$��

�V�R�Q�W���D�G�U�H�V�V�p�H�V���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H�V���F�R�U�S�V���G�H���&�D�M�D�O�����R�•���F�H�U�W�D�L�Q�H�V���p�W�D�S�H�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�Pblage ont lieu, puis 

transférés au nucléole afin de catalyser les réactions de maturation des ARN cibles (Jády et al., 

2004; Richard et al., 2003). 

 

2.2.2. �3�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U���G�H���O�D���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V��H/ACA  

La première protéine à reconnaître le snoARN à boîtes H/ACA est Nhp2p/NHP2 (Non-Histone 

Protein 2�������������N�'�D�������&�¶�H�V�W���O�D���V�H�X�O�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���G�H���O�D���I�D�P�L�O�O�H���/���$�H���j���Q�H���S�D�V���H�[�L�J�H�U���G�H���P�R�W�L�I���H�Q��K-

turn �S�R�X�U�� �V�R�Q�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�¶�$�5�1���� �/�D�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �W�U�L�G�L�P�H�Q�V�L�R�Q�Q�H�O�O�H de Nhp2p indique une 

conformation identique à celle des protéines de la famille L7Ae (Koo et al., 2011). Un des 

�V�S�p�F�L�I�L�F�L�W�p�V�� �G�H�� �U�H�F�R�Q�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H�� �G�H�V�� �$�5�1�� �+���$�&�$���� �Y�L�H�Q�W�� �G�¶�X�Q�H�� �L�V�R�P�p�U�L�V�D�W�L�R�Q�� �H�Q��trans de la 

�S�U�R�O�L�Q�H�� ������ �G�H�� �1�K�S���S���� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�H�� �V�Q�R�$�5�1���� �T�X�L�� �V�H�U�D�L�W�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�� �G�H��
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�O�¶�L�V�R�P�p�U�L�V�D�Wion cis retrouvée dans les protéines de la famille L7Ae qui reconnaissent les motifs 

K-turn �G�¶�$�5�1�� 

La protéine Gar1 (Glycine Arginine Rich 1�������������N�'�D�����H�V�W���F�R�Q�V�W�L�W�X�p�H���G�¶�X�Q���W�R�Q�Q�H�D�X�������F�H�Q�W�U�D�O���G�H��

6 brins, ainsi que de deux autres domaines : un domaine NTE (N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�����G�R�Q�W���O�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H��

ses deux prolines conservées conduit à une agrégation de la protéine et la disparition des corps 

de Cajal (CB = Cajal Bodies). Tandis que le domaine CTE (C-�W�H�U�P�L�Q�D�O�����F�R�P�S�R�U�W�H���X�Q�H���K�p�O�L�F�H���.��

qui assure une interactio�Q�� �D�Y�H�F�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�°�X�U�� �&�E�I������ �&�H�W�W�H�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�V�W�� �P�X�W�X�H�O�O�H�P�H�Q�W��

�H�[�F�O�X�V�L�Y�H���D�Y�H�F���O�H���I�D�F�W�H�X�U���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���1�D�I���S���S�R�X�U���&�E�I�� (Darzacq et al., 2006). 

La protéine Cbf5 (Centromere Binding Factor 5) /Dyskérine (levure/humain) (54 kDa) est 

essentielle à la viabilité cellulaire. Son absence induit chez la levure un défaut fonctionnel de 

la particule RNP en affectant la stabilité des snoARN H/ACA (Watkins et al., 1998 ; Lafontaine 

et al., 1998). Elle se divise en deux domaines. Un domaine PUA (PseudoUridine synthase and 

Archaeosine transglycosydase), dont la mutation est responsable du développement de la 

dyskératose congénitale (Heiss et al., 1998)�����8�Q���G�R�P�D�L�Q�H���F�D�W�D�O�\�W�L�T�X�H�����T�X�L���O�X�L���S�H�U�P�H�W���G�¶�D�V�V�X�U�H�U��

son rôle de pseudouridine-synthase. Sa �F�U�L�V�W�D�O�O�L�V�D�W�L�R�Q���V�R�X�V���O�D���I�R�U�P�H���O�L�E�U�H���Q�¶�D���S�D�V���p�W�p���S�R�V�V�L�E�O�H����

potentiellement en raison de la présence de motifs répétés KKE/D à son extrémité C-terminale, 

qui comme pour Nop58p et Nop56p, est fortement dégradée in vitro. 

Une quatrième petite protéine �F�°�X�U���1�R�S�������1�2�3��������NucleOlar Protein 10) (6 kDa) se retrouve 

en interaction avec le domaine catalytique de Cbf5/Dyskérine. Elle est composée chez la levure 

�G�¶�X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���1-�W�H�U�P�L�Q�D�O���H�Q���I�H�X�L�O�O�H�W�������H�W���G�¶�X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���&-�W�H�U�P�L�Q�D�O���H�Q���K�p�O�L�F�H���.���D�Y�H�F���X�Q�H���U�p�J�L�R�Q��

dite charnière reliant les deux. Chez les archées, le domaine N-terminal de NOP10 est constitué 

�G�¶�X�Q�� �G�R�P�D�L�Q�H�� �j�� �G�R�L�J�W�� �G�H�� �]�L�Q�F���� �T�X�L�� �F�R�P�S�R�U�W�H�� �X�Q�� �D�W�R�P�H�� �G�H�� �]�L�Q�F�� �V�W�D�E�L�O�L�V�p�� �S�D�U�� �T�X�D�W�U�H�� �U�p�V�L�G�X�V��

cystéine. La structure 3D du complexe CBF5:NOP10 des archées a été résolue au laboratoire 

(Manival et al., 2006). Son domaine C-terminal (NOP10) se retrouve en interaction avec Cbf5 

�S�D�U���V�R�Q���K�p�O�L�F�H���.���� 
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Chapitre 2 ���� �3�U�R�F�H�V�V�X�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �&���'��

fonctionnelles chez la levure 

 

1. �'�p�F�U�\�S�W�D�J�H�� �G�H�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �&���'�� �H�W�� �G�H�� �V�H�V�� �D�F�W�H�X�U�V��

protéiques  

Contrairement aux sRNP des archées���� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �&���'�� �H�X�F�D�U�\�R�W�H�V��

matures fait intervenir un certain nombre de facteurs protéiques cellulaires de façon transitoire 

agissant en trans. De ce fait, leur assemblage in vitro reste impossible. Ces facteurs 

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�V���L�Q�W�H�Uviennent également dans le trafic cytoplasmique et ensuite nucléaire, avant 

�T�X�H���O�D���5�1�3���P�D�W�X�U�H���Q�¶�D�W�W�H�L�J�Q�H���O�H���Q�X�F�O�p�R�O�H�����$���O�¶�K�H�X�U�H���D�F�W�X�H�O�O�H�����W�U�R�L�V���P�R�G�X�O�H�V���L�Q�G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�V���P�D�L�V��

agissant de façon connectés, sont recrutés de façon séquentielle : Rsa1p-Hit1p/NUFIP1-

ZNHIT3, le complexe HSP70/90-R2TP et la protéine Bcd1/BCD1 (ZNHIT6) (Bizarro et al., 

2014; Boulon et al., 2008; Bragantini, 2016a; Khoshnevis et al., 2019; McKeegan et al., 2007; 

Paul et al., 2019a; Rothé et al., 2014a). 

Dans ce chapitre, �O�H�V���I�D�F�W�H�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���O�D���O�H�Y�X�U�H��S. cerevisiae seront décrits, ainsi que 

�O�H�X�U���L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�D�Q�V���O�H���S�U�R�F�H�V�V�X�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���V�H�O�R�Q���F�H���T�X�L���H�V�W���F�R�Q�Q�X���G�D�Q�V���O�D���O�L�W�W�p�U�D�W�X�U�H���j���F�H��

jour.  

 

1.1. Le complexe protéique Rsa1-Hit1/NUFIP1-ZNHIT3  

La protéine Rsa1 (Ribosome assembly 1) doit son nom à sa découverte chez la levure S. 

cerevisiae. Elle a été identifiée comme étant nécessaire à la biogenèse de la grande sous-unité 

�U�L�E�R�V�R�P�L�T�X�H�������6�����D�Y�H�F���Q�R�W�D�P�P�H�Q�W���O�H���P�D�L�Q�W�L�H�Q���G�¶�X�Q���W�D�X�[���V�W�D�E�O�H���G�¶�$�5�1�U�������6��(Kressler et al., 

1999). 

Les deux protéines orthologues (levure/humaine) Rsa1/NUFIP1 (Nuclear FMRP Interacting 

Protein 1�����Q�H���S�D�U�W�D�J�H���T�X�¶�X�Q���V�H�X�O���P�R�W�L�I���F�R�P�P�X�Q���Q�R�P�P�p���3�(�3���G�H��������acides aminés (Rothé et al., 

2014b)�����'�H�V���W�U�D�Y�D�X�[���G�H���W�U�L�S�O�H���K�\�E�U�L�G�H���P�H�Q�p�V���D�X���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���R�Q�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���S�H�U�P�L�V���G�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�H�U��

la protéine Rsa1 comme partenaire du motif B/C du snoARN U3 via la protéine Snu13. 

�/�¶extrémité C-terminale (230-381) de Rsa1p �H�V�W�� �V�X�I�I�L�V�D�Q�W�H�� �S�R�X�U�� �U�p�W�D�E�O�L�U�� �O�D�� �F�U�R�L�V�V�D�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�H��

souche �û�5�6�$�� de levure. 

�(�Q�� �S�D�U�D�O�O�q�O�H���� �1�8�)�,�3���� �D�� �p�W�p�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�p�H�� �D�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H�� �G�¶�(����Bertrand (Institut de Génétique 

�+�X�P�D�L�Q�H�����,�*�+�������0�R�Q�W�S�H�O�O�L�H�U�����F�R�P�P�H���S�D�U�W�H�Q�D�L�U�H���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U���K�X�P�D�L�Q�H���6�1�8�������S�D�U���X�Q��

système de criblage (Boulon et al., 2008). Cette interaction Snu13p/SNU13:Rsa1p/NUFIP1 fait 
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intervenir plus précisément le domaine PEP de Rsa1p. La structure 3D du complexe PEP-

Snu13p a été résolue au laboratoire par cristallographie aux rayons X (Figure 13A) (Bizarro et 

al., 2014)�����/�D���U�p�V�R�O�X�W�L�R�Q���G�H���F�H���F�R�P�S�O�H�[�H���D���S�H�U�P�L�V���G�H���G�p�I�L�Q�L�U���O�H�V���U�p�V�L�G�X�V���j���O�D���V�X�U�I�D�F�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q. 

Il �V�¶�D�J�L�W notamment des trois résidus E72 D73 K74 �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �6�Q�X�����S�� �H�W�� �G�H�� �O�¶�D�U�J�L�Q�L�Q�H�� ��������

�S�R�U�W�p�H���S�D�U���5�V�D���S�����T�X�L���V�R�Q�W���F�R�Q�V�H�U�Y�p�V���F�K�H�]���O�D���O�H�Y�X�U�H���H�W���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����/�D���V�X�U�I�D�F�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��

�G�H���6�Q�X�����S���D�Y�H�F���5�V�D���S���H�W���j���O�¶�R�S�S�R�V�p���G�H���F�H�O�O�H���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�H���V�R�Q���L�Q�W�H�U�D�F�W�Lon avec le motif en K-

turn �G�X�� �V�Q�R�$�5�1�� �&���'���� �&�H�V�� �G�R�Q�Q�p�H�V�� �V�X�J�J�q�U�H�Q�W�� �X�Q�H�� �S�R�V�V�L�E�O�H�� �H�[�L�V�W�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �j�� �W�U�R�L�V��

partenaires : snoARN C/D / Snu13p / Rsa1p. Un domaine en doigt de zinc est retrouvé 

seulement sur la protéine NUFIP1 humaine, en amont du domaine PEP. 

�'�H�V���W�U�D�Y�D�X�[���G�X���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���G�¶�(�����%�H�U�W�U�D�Q�G���R�Q�W���P�L�V���H�Q���p�Y�L�G�H�Q�F�H���X�Q�H���D�X�W�U�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�����+�L�W�����=�1�+�,�7��  

(Boulon et al., 2008). Cette dernière présente de façon similaire à NUFIP1, un rôle dans 

�O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'�����/�H���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���D���P�R�Q�W�U�p���T�X�H���+�L�W���S���H�V�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�X��

contrôle de la �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���j���O�¶�p�T�X�L�O�L�E�U�H���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���5�V�D�������j���W�U�D�Y�H�U�V���X�Q�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��

directe entre les régions C-terminales de Hit1p et Rsa1p (Figure 13B) (Rothé et al., 2014). Ceci 

a pour conséquence de prévenir la dégradation de Rsa1p. La structure 3D du complexe 

Rsa1p:Hit1p explique bien cette fonction, où les deux hélices de Rsa1p se retrouvent imbriquées 

entre les cinq hélices de Hit1p (Figure 13B). Hit1p ainsi que son orthologue humain ZNHIT3 

�V�R�Q�W�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�V�� �S�D�U�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�� �D�U�U�D�Q�J�H�P�H�Q�W�� �H�Q�� �G�R�X�Ele doigts à zinc chevauchants 

(domaine Zf-HIT, Figure 14) dans leur partie N-terminale respective  (Bragantini et al., 2016). 

Une étude intéressante semble indiquer que NUFIP1 est un partenaire direct de la protéine 

LC3B (Light Chain 3B), qui est une protéine �F�H�Q�W�U�D�O�H���G�D�Q�V���O�H���S�U�R�F�H�V�V�X�V���G�¶�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H (Wyant 

et al., 2018)���� �&�H�W�W�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���H�V�W���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H���S�R�X�U���J�X�L�G�H�U���O�H�� �U�L�E�R�V�R�P�H���Y�H�U�V���O�¶�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H, 

assurant ainsi son recyclage. 

 

1.2. La protéine Bcd1  

La protéine Bcd1 (Box C/D snoRNA protein 1) chez la levure ou la protéine ZNHIT6/BCD1 

�F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����R�Q�W���p�W�p���L�G�H�Q�W�L�I�L�p�H�V���G�D�Q�V���G�H�V���H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V���G�H���F�U�L�E�O�D�J�H���J�p�Q�p�W�L�T�X�H���K�D�X�W���G�p�E�L�W���V�X�U���G�H�V��

mutants associés à des �G�p�I�D�X�W�V���G�H���E�L�R�J�H�Q�q�V�H���R�X���G�H���V�W�D�E�L�O�L�W�p���G�¶�$�5�1���Q�R�Q���F�R�G�D�Q�W�V�����/�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H��

cette protéine chez la levure se traduit par une diminution du taux de snoARN à boîtes C/D 

spécifiquement (Hiley et al., 2005; Peng et al., 2003). Une étude de la protéine BCD1/ZNHIT6 

chez les mammifères utilisant des siARN spécifiques de cette protéine, indique une forte 

réduction du taux de snoARN U3 nucléolaire. Ce facteur �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �L�Q�W�H�U�D�J�L�W�� �D�Y�H�F�� �G�H�V��

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U�����1�R�S�����S���1�2�3�����S�����6�Q�X�����S���6�1�813p) de la particule snoRNP à boîtes C/D, 
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Figure 13 ���� �5�V�D���S�� �L�Q�W�H�U�D�J�L�W�� �D�Y�H�F�� �+�L�W���S�� �H�W�� �6�Q�X�����S�� �V�H�O�R�Q�� �G�H�X�[�� �L�Q�W�H�U�I�D�F�H�V�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V��
différentes.   
(A) Structure tridimensionnelle du complexe protéique de Snu13p avec Rsa1p239-265 (domaine PEP) chez 
la levure S. cerevisiae obtenue par cristallographie aux rayons X, code PDB 4NUT (Bizarro et al., 2014).  
(B)   Structure tridimensionnelle du complexe Rsa1p317-352 avec Hit1p70-164 obtenue par RMN code PDB 
2MJF (Rothé et al., 2014b). 
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suggérant ainsi un rôle de pontage entre différentes pré-�V�Q�R�5�1�3���O�R�U�V���G�X���S�U�R�F�H�V�V�X�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�Je 

(McKeegan et al., 2007; Paul et al., 2019a). 

 

1.2.1 Domaines et organisations structurales 

Selon des alignements de séquences protéiques (Clustal Omega) ainsi que des prédictions de 

structure (IUPred et Phyre2) (Figure 14A) (Khoshnevis et al., 2019), �%�F�G���S���H�V�W���F�R�Q�V�W�L�W�X�p�H���G�¶�X�Q��

domaine IDR (intrinsically disordered region) à son extrémité C-terminale (Bcd1p310-366). Ce 

même domaine IDR est retrouvé chez son homologue humain BCD1/ZNHIT6 à son extrémité 

N-terminale (BCD11-70). Bcd1p et ZNHIT6 font parties des protéines de la famille Zf-HIT (Zinc 

finger �+�,�7�������%�U�D�J�D�Q�W�L�Q�L���H�W���D�O���������������������F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�H���S�D�U���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�X�Q���G�R�X�E�O�H���P�R�W�L�I���H�Q���G�R�L�J�W���j��

�]�L�Q�F�����V�L�W�X�p�� �j�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� �1-terminale chez la levure (Bcd11-45) et en position centrale chez la 

protéine humaine (BCD1177-219). Le domaine Zf-HIT de Bcd1p/BCD1 est essentiel pour la 

stabilité de la protéine chez la levure et nécessaire mais suffisant pour la croissance cellulaire 

(Bragantini et al., 2016), mais aussi serait en partie �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�H�V��

protéines humaines RUVBL1/RUVBL2 (Bragantini et al., 2016; Cloutier et al., 2017). Ce 

même domaine en doigt à zinc est retrouvé sur les protéines humaines ZNHIT2, 3 et 5 au niveau 

�G�H�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� �1-terminale, et pour les protéines ZNHIT1 et 4 au niveau de la région C-

terminale  (Verheggen et al., 2015). Ces protéines font parties de la superfamille TRASH 

(Trafficking, Resistance and Sensing of Heavy Metals) caractérisée par un repliement 

tridimensionnel composé de deux �j�� �T�X�D�W�U�H�� �E�U�L�Q�V�� ���� �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�X�Q�H�� �K�p�O�L�F�H�� �.�� �W�H�U�P�L�Q�D�O�H���� �&�H�W�W�H��

superfamille est majoritairement caractéristique des eucaryotes, avec un motif fortement 

�F�R�Q�V�H�U�Y�p���F�R�Q�V�W�L�W�X�p���G�H���S�O�X�V�L�H�X�U�V���F�\�V�W�p�L�Q�H�V�����D�O�O�D�Q�W���M�X�V�T�X�¶�j�������R�X�������S�R�X�U���O�D���I�D�P�L�O�O�H��Zf-HIT. Elle est 

�F�R�P�S�R�V�p�H���G�H�������P�H�P�E�U�H�V���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����G�R�Q�W���G�H�X�[���S�U�R�W�p�L�Q�H�V�����=�1�+�,�7�����H�W���=�1�+�,�7�������M�R�X�H�Q�W���X�Q��

�U�{�O�H���G�D�Q�V���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���V�Q�R�5�1�3���&���'�����W�D�Q�G�L�V���T�X�H���=�1�+�,�7�����6�5�&�$�3���H�W���=�1�+�,�7�����,�1�2�������I�R�Q�W��

parties des complexes responsable du remodelage de la chromatine (Verheggen et al., 2015). 

Chez la levure, seulement trois membres constituent cette famille : Bcd1p et Hit1p, qui 

�S�D�U�W�L�F�L�S�H�Q�W���j���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'���H�W���9�S�V�����S���T�X�L���H�V�W���X�Q���I�D�F�W�H�X�U���G�H���U�H�P�R�G�H�O�D�J�H��

de la chromatine (Bonangelino et al., 2002)�����/�H���G�H�X�[�L�q�P�H���S�R�L�Q�W���F�R�P�P�X�Q���j���O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H��ces 

protéines est leur association avec les ATPases (Humain/Levure) RUVBL1/Rvb1 et 

RUVBL2/Rvb2. 

Les structures tridimensionnelles en solution des domaines Zf-HIT (ZHD) de Bcd1p et Hit1p 

ont été résolues par RMN au laboratoire par B. Bragantini (Bragantini et al., 2016). 

�/�¶�D�J�H�Q�F�H�P�H�Q�W���G�H���W�R�X�V���O�H�V���=�+�'���V�H�P�E�O�H���r�W�U�H���O�H���P�r�P�H�����D�Y�H�F���X�Q���I�H�X�L�O�O�H�W�������F�R�Q�V�W�L�W�X�p���G�H deux brins  
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Figure 14 : La protéine Bcd1 de levure est organisée en domaines conservés avec son 
homologue humaine BCD1/ZNHIT6.  
(A) Organisation en domaine de la protéine Bcdp/BCD1, IDR : Intrinsically Disordered Regions,Zf-
HIT : Zinc finger HIT, RBD : Rtt106 Binding Domain. 
(B)  Structure tridimensionnelle du domaine ZHD de Bcd1p1-45 résolue par RMN, code PDB : 2N94 
(Bragantini, 2016b). Les acides aminés qui contribuent à la coordination des deux atomes de zinc sont 
représentés en vert.  
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�D�Q�W�L�S�D�U�D�O�O�q�O�H�V�� �S�R�V�p�V�� �V�X�U�� �X�Q�H�� �K�p�O�L�F�H�� �. (Figure 14B). Le repliement correct de ce domaine 

nécessite la présence de deux atomes de zinc. Le premier atome de zinc est stabilisé par quatre 

cystéines (Cys5, Cys8, Cys25 et Cys29). Le second atome de zinc est en interaction avec trois 

cystéines (Cys17, Cys20, Cys39) et une histidine (His33) (Figure 14B). 

La structure 3D du domaine central 120-303 de Bcd1p a également été résolue au laboratoire 

par RMN par B. Bragantini (Figure 15A). La séquence en acides aminés de ce dernier est 

similaire au domaine C-terminal de son homologue humain ZNHIT6 (Figure 14A) (Bragantini 

et al., 2021)�����&�H���G�R�P�D�L�Q�H���H�V�W���F�R�P�S�R�V�p���G�H�������E�U�L�Q�V�������H�W�������K�p�O�L�F�H�V���.�����D�Y�H�F���O�H�V���E�U�L�Q�V��������������������������������

�H�W���������I�R�U�P�D�Q�W���X�Q���I�H�X�L�O�O�H�W�������F�H�Q�W�U�D�O���W�R�U�V�D�G�p�����/�D���P�D�M�R�U�L�W�p���G�H�V���K�p�O�L�F�H�V���.���V�R�Q�W���U�H�J�U�R�X�S�p�H�V���V�X�U���X�Q���G�H�V��

�F�{�W�p�V�� �G�X�� �I�H�X�L�O�O�H�W�� ���� �F�H�Q�W�U�D�O���� �&�H�� �G�R�P�D�L�Q�H�� �H�V�W�� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �Dvec Rtt106 (une 

�S�U�R�W�p�L�Q�H���F�K�D�S�H�U�R�Q���G�¶�K�L�V�W�R�Q�H�V�����F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�H��in vivo par des expériences de double hybride chez 

la levure S. cerevisiae (Bragantini et al., 2021).  

�/�D�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �G�H�� �%�F�G���S�� �S�O�H�L�Q�H�� �W�D�L�O�O�H�� �Q�¶�D�� �W�R�X�M�R�X�U�V�� �S�D�V�� �p�W�p�� �U�p�V�R�O�X�H�� �H�[�S�p�U�L�P�H�Q�W�D�O�H�P�H�Q�W���� �,�O�� �H�[�L�V�W�H��

toutefois des approches informatiques capable de prédire dans certains cas les structures 3D 

protéiques avec une précision proche de celles issues de données expérimentales. AlphaFold 

est un logiciel de prédiction de structure protéique largement utilisé depuis son développement. 

Cela est essentiellement dû à sa grande fiabilité entre structure prédite et les données 

structurales expérimentales (Jumper et al., 2021)���� �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�� �O�D�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �G�H�� �%�F�G���S�� �S�O�H�L�Q�H��

taille par AlphaFold  (Figure 16) indique une forte conservation des positions des résidus : 3-

40, 126-170, 177-210 et 227-300. Cependant, nous retrouvons des régions déstructurées : 100-

124, 212-���������H�W���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p���&-terminale 301-366. Cela apporte une flexibilité à la protéine en 

solution qui pourrait expliquer les échecs de cristalliser la protéine entière au laboratoire 

(Figure16) (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022).  

La structure 3D du complexe Bcd1p120-303-Rtt106p65-301 a été résolue au laboratoire par 

cristallographie aux rayons X (Figure 15B). Bcd1120-303 interagit avec Rtt106p au niveau de son 

�G�R�P�D�L�Q�H���3�+�������I�D�L�V�D�Q�W���L�Q�W�H�U�Y�H�Q�L�U���O�H�V���U�p�V�L�G�X�V���T�X�L���V�R�Q�W���H�[�S�R�V�p�V���D�X�[���V�R�O�Y�H�Q�W���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H���O�¶hélice 

�.���� �H�W���O�H��brin �������� �'�H���S�O�X�V���� �O�¶�H�[trémité N-terminale des brins ������ �H�W���������� �G�H�� �%�F�G���S���D�L�Q�V�L���T�X�H���O�D��

boucle en amont du brin ���������V�R�Q�W���S�D�U�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W���H�Q�I�R�X�L�V���D�Y�D�Q�W���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���5�W�W������65-301. Un 

�F�O�X�V�W�H�U�� �K�\�G�U�R�S�K�R�E�H�� �I�R�U�P�p�� �j�� �O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H�� �G�H�� �O�¶�K�p�W�p�U�R�G�L�P�q�U�H�� �I�D�L�V�D�Q�W�� �L�Q�W�H�U�Y�H�Q�L�U�� �T�X�D�W�U�H�� �U�p�V�L�G�X�V��

�K�\�G�U�R�S�K�R�E�H�V���G�H���F�K�D�T�X�H���S�D�U�W�H�Q�D�L�U�H�����3�D�U���D�L�O�O�H�X�U�V�����G�¶�D�X�W�U�H�V���O�L�D�L�V�R�Q�V���L�R�Q�L�T�X�H�V���V�R�Q�W���U�H�W�U�R�X�Y�p�H�V���j���F�H�W�W�H��

�L�Q�W�H�U�I�D�F�H�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���� �L�P�S�O�L�T�X�D�Q�W���G�H�V�� �U�p�V�L�G�X�V�� �F�K�D�U�J�p�V�� �S�R�V�L�W�L�Y�H�P�H�Q�W���G�H�� �%�F�G���S�� �H�W�� �G�H�V�� �U�p�V�L�G�X�V��

chargés négativement de Rtt106p. Des liaisons hydrogènes sont également observées stabilisant 

�O�H�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� ���%�U�D�J�D�Q�W�L�Q�L�� �H�W�� �D�O������ �������������� �/�D�� �F�R�P�S�D�U�D�L�V�R�Q�� �G�H�� �O�¶�D�J�H�Q�F�H�P�H�Q�W�� �V�S�D�W�L�D�O�� �G�X�� �G�R�P�D�L�Q�H��

Bcd1p120-303 entre sa forme libre et en interaction avec Rtt106p ne révèle pas de modification 
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conformationnelle majeure (Bragantini et al., 2021). Rtt106p est connue pour être responsable 

�G�H���O�D���G�p�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�¶�K�L�V�W�R�Q�Hs, en association avec la machinerie de transcription (Imbeault et al., 

2008). De récentes données du laboratoire �V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���%�F�G���S-Rtt106p entre en 

compétition avec �O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �5�W�W�������S�� �D�Y�H�F�� �O�¶�$�5�1�� �S�R�O�\�P�p�U�D�V�H�� �,�,���� �H�Q�� �U�p�G�X�L�V�D�Q�W�� �V�R�Q��

association avec Rpb1p (la plus grande sous-�X�Q�L�W�p���G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,�����H�W���U�p�G�X�L�W���G�R�Q�F��son 

activité chaperonne au niveau des loci transcriptionnellement actifs (Bragantini et al., 2021). 

 

1.2.2. �5�{�O�H���G�D�Q�V���O�H�V���p�W�D�S�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���O�D���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���' 

�'�H�V���H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V���G�H���G�R�X�E�O�H���K�\�E�U�L�G�H���U�p�D�O�L�V�p�H�V���D�X���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���H�W���S�D�U���O�¶�p�T�X�L�S�H���G�¶�(�����%�H�U�W�U�D�Q�G���V�X�U���G�H�V��

protéines de la levure S. cerevisiae, ont permis de caractériser des associations entre Bcd1p et 

des constituants du complexe R2TP : Pih1p et Rvb2. Cette interaction a également été observée 

avec les mêmes protéines humaines homologues (McKeegan et al., 2007). Un travail de thèse 

réalisé au laboratoire par D. Tiotiu a permis de mettre en évidence la région nécessaire pour la 

fonction de Bcd1p chez la levure S. cerevisiae (Tiotiu, 2016). Le fragment minimum de Bcd1p 

en région N-terminale (1-96) permet de restaurer la croissance, ainsi que le taux de snoARN à 

�E�R�v�W�H�V�� �&���'�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�W�V�� �S�D�U�� �O�¶�$�5�1�� �S�R�O�� �,�,���� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �V�R�X�F�K�H�V�� �G�H�� �O�H�Y�X�U�H�� �G�R�Q�W�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �%�F�G����

endogène a été inactivée. Ce fragment comporte en partie N-terminale le domaine en doigt de 

zinc décrit précédemment. Toutefois, ce domaine est nécessaire, essentiellement en condition 

�G�H�� �V�W�U�H�V�V�� �W�K�H�U�P�L�T�X�H���� �P�D�L�V�� �Q�¶�H�V�W�� �S�D�V�� �V�X�I�I�L�V�D�Q�W�� �V�H�X�O�� �S�R�X�U�� �D�V�V�X�U�H�U�� �O�D�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �%�F�G���S�� �G�D�Q�V�� �O�D��

cellule. Comme cela a été décrit plus haut�����O�¶�L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���V�H���W�U�D�G�X�L�W���S�D�U���X�Q���G�p�I�D�X�W���G�H��

stabilité uniquement de snoARN C/D (Peng et al., 2003)���� �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�j�� �X�Q�H�� �D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V��

�S�U�p�F�X�U�V�H�X�U�V���G�¶�$�5�1�U�������6���H�W�������6�����D�F�F�R�P�S�D�J�Q�p�V���G�¶�X�Q�H���G�L�P�L�Q�X�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V���$�5�1�U�������6��

�H�W�� �����6���� �&�H�V�� �G�R�Q�Q�p�H�V�� �R�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �G�¶�D�I�I�L�U�P�H�U�� �T�X�H�� �%�F�G���S�� �H�V�W�� �X�Q�� �I�D�F�W�H�X�U�� �F�H�Q�W�U�D�O�� �H�W�� �F�O�p�� �G�H��

�O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���'���� �8�Q�� �G�H�� �V�H�V�� �U�{�O�H�V�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�V�� �H�V�W�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�D��

�S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U���1�R�S�������V�X�U���O�D���S�U�p-s�Q�R�5�1�3���H�Q���F�R�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H (Paul et al., 2019a). 

Bcd1p/BCD1 est recrutée sur les snoARN C/D de façon co-transcriptionnelle, sur les formes 

�L�P�P�D�W�X�U�H�V�� �H�Q�� ���¶�� �G�H�V�� �V�Q�R�$�5�1�� ���8������ �8�������� �F�K�H�]�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H�� �H�W�� �F�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H���� �(�O�O�H�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H��

�p�J�D�O�H�P�H�Q�W���j���O�D���P�R�G�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���F�H�U�W�D�L�Q�H�V���D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�V���O�R�U�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�¶�D�E�V�H�Q�F�H��

de Bcd1p affecte �G�U�D�V�W�L�T�X�H�P�H�Q�W���O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���H�Q�W�U�H���5�V�D���S���H�W���1�R�S�����S�����&�H�O�D���V�X�J�J�q�U�H���T�X�H���%�F�G���S��

�S�D�U�W�L�F�L�S�H�U�D�L�W�� �D�X�� �U�D�S�S�U�R�F�K�H�P�H�Q�W�� �G�H�V�� �F�R�P�S�O�H�[�H�V�� �W�U�D�Q�V�L�W�R�L�U�H�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� Une étude récente 

�P�R�Q�W�U�H�� �T�X�H�� �O�D�� �P�X�W�D�W�L�R�Q�� �S�R�Q�F�W�X�H�O�O�H�� �G�H�� �O�¶�$�V�S�D�U�W�D�W�H�� ������ �H�Q�� �$�O�D�Q�L�Q�H�� �V�X�U�� �%�F�G���S�� �S�H�U�W�X�U�E�H��

drastiquement la stabilité des snoARN à boîtes C/D avec une croissance des levures ralentie.  
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Figure 15 : Le domaine central de Bcd1p interagit avec la protéine Rtt106.  
(A)  Structure tridimensionnelle du domaine Bcd1p120-303 résolue par RMN code PDB 6NZ2 (Bragantini 
et al., 2021).  
(B)  Structure tridimensionnelle du complexe Rtt106p65-301 et Bcd1p120-303 résolu par cristallographie aux 
rayons X, code PDB 6THL (Bragantini et al., 2021). 
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�&�H�W�W�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���H�V�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�¶�X�Q�H���S�H�U�W�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�L�U�H�F�W�H���H�Q�W�U�H���6�Q�X�����S���H�W���%�F�G���S��in vitro 

(Khoshnevis et al., 2019). 

 

1.2.3. Bcd1p et les mécanismes de rétrotransposition  

�8�Q�H�� �D�Q�D�O�\�V�H�� �S�D�U�� �V�S�H�F�W�U�R�P�p�W�U�L�H�� �G�H�� �P�D�V�V�H�� �G�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�� �S�U�p�S�D�U�p�� �D�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���� �V�X�J�J�q�U�H��

�O�¶�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���G�D�Q�V���G�¶�D�X�W�U�H�V���P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

en association spécifique avec la partie C-terminale de Bcd1p de levure, révèle plusieurs 

protéines impliquées dans les mécanismes de rétrotransposition de gènes de la famille Ty1 

���<�'�����%�����<�3�����%�����<�/�����%���«�����D�L�Q�V�L���T�X�H���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���O�D���V�R�X�V-�X�Q�L�W�p���G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,�,��

���5�3�&�������5�3�&�������5�3�&���«�� (Paul, 2018)�����&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�����O�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���%�F�G���S���Q�¶�D�I�I�H�F�W�H���S�D�V���O�D���I�R�Q�F�W�L�R�Q��

�G�H�� �O�¶�$�5�1�� �S�R�O�\�P�p�U�D�V�H�� �,�,�,���� �/�D�� �U�p�W�U�R�W�U�D�Q�V�S�R�V�L�W�L�R�Q�� �H�V�W�� �X�Q�� �S�K�p�Q�R�P�q�Q�H�� �G�H�� �G�X�Slication de gènes 

�P�R�E�L�O�H�V�����H�W���F�H�O�D���S�D�U���O�¶�L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H���G�¶�X�Q�H���p�W�D�S�H���L�P�S�O�L�T�X�D�Q�W���O�¶ARN. Ils sont retrouvés chez toutes 

les espèces du règne eucaryote. Ce mécanisme est assuré par une particule dite VLP (Virus-

Like Particle�����T�X�L���F�R�Q�W�L�H�Q�W���O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Qes nécessaires à la rétrotransposition (Reverse 

Transcriptase ou RT, Integrase ou IN, Protease ou �3�5�����«�������&�K�H�]���O�D���I�D�P�L�O�O�H���7�\�����G�H���O�H�Y�X�U�H��S. 

cerevisiae, �F�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���V�R�Q�W���L�V�V�X�H�V���G�¶�X�Q���V�H�X�O���H�W���P�r�P�H���W�U�D�Q�V�F�U�L�W���S�U�L�P�D�L�U�H���D�Y�H�F���G�H�V���H�[�W�U�p�P�L�W�p�V��

���¶�� �H�W�� ���¶�� �G�L�W�H�V�� �/�7�5�� ��Long Terminal Repeat). �/�¶�p�W�X�G�H�� �G�H�� �O�¶�H�I�I�H�W�� �E�L�R�O�R�J�L�T�X�H�� �G�H�� �%�F�G���S�� �V�X�U�� �O�D��

�U�p�W�U�R�W�U�D�Q�V�S�R�V�L�W�L�R�Q���� �D�L�Q�V�L�� �T�X�H�� �O�¶�H�I�I�H�W�� �O�R�F�D�O�� �G�H��rétrotransposition au locus SNR52 (comme déjà 

décrit dans le chapitre 1 est un snoARN à boîtes C/D transcrit par la pol III) se poursuit au 

�O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���j���O�¶�D�L�G�H���G�H���V�R�X�F�K�H���G�H���O�H�Y�X�U�H���J�p�Q�p�W�L�T�X�H�P�H�Q�W���P�R�G�L�I�L�p�H�V�����'�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���S�U�p�O�L�P�L�Q�D�L�U�H�V��

�L�Q�G�L�T�X�H�Q�W���T�X�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���U�H�O�D�W�L�Y�H���G�H���V�Q�5�������H�Q���D�E�V�H�Q�F�H �G�H���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p���&-terminale de Bcd1p 

baisse fortement. Cela suggère que la partie C-terminale de Bcd1p est essentielle pour la 

transcription ou la stabilité de snR52. 

 

1.2.4. �%�F�G���S���H�W���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�K�D�S�H�U�R�Q���G�¶�K�L�V�W�R�Q�H�V���5�W�W������ 

La protéine Rtt106 (Regulation of ty transposition 106), est une protéine chaperon des histones 

H3 et H4 chez S. cerevisiae. Tout comme le complexe CAF-1 (Chromatin Assembly Factor 1), 

�H�O�O�H���S�U�p�Y�L�H�Q�W���O�¶�D�J�U�p�J�D�W�L�R�Q���G�H�V���K�L�V�W�R�Q�H�V���V�\�Q�W�K�p�W�L�V�p�H�V��de novo afin de former des nucléosomes, 

�D�V�V�X�U�D�Q�W���D�L�Q�V�L���O�H�V���P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V���G�H���U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�����W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q���H�W���G�H���U�p�S�D�U�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�'�1�����+�X�D�Q�J���H�W��

�D�O������ �������������� �3�O�X�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�L�q�U�H�P�H�Q�W���� �L�O�� �V�¶�D�J�L�W�� �G�¶�X�Q�� �D�F�W�H�X�U�� �P�D�M�H�X�U�� �G�H�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �Q�p�J�D�W�L�Y�H�� �G�H�� �O�D��

transcription des gènes codant ces histones H3 et H4  (Silva et al., 2012; Zunder and Rine, 

2012). �'�H���P�D�Q�L�q�U�H���W�U�q�V���L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W�H�����P�r�P�H���V�L���O�D���G�p�O�p�W�L�R�Q���G�H���5�W�W���������Q�¶�D�I�I�H�F�W�H���S�D�V���O�D���V�W�D�E�L�O�L�W�p���G�H�V��

snoARN à boîtes C/D, une forte association a été identifiée au laboratoire entre Rtt106 et Bcd1p 
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�H�Q���G�R�X�E�O�H���K�\�E�U�L�G�H�����&�H�W�W�H���D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���V�¶�H�V�W���D�Y�p�U�p�H���r�W�U�H���X�Q�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�Lon directe confirmée in vitro 

par co-expression chez E. coli�����/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���S�D�U���W�L�W�U�D�W�L�R�Q���F�D�O�R�U�L�P�p�W�U�L�T�X�H���L�V�R�W�K�H�U�P�H�����,�7�&�����P�R�Q�W�U�H��

�T�X�¶�L�O���V�¶�D�J�L�W���G�¶�X�Q�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���H�Q�G�R�W�K�H�U�P�L�T�X�H���D�Y�H�F���X�Q�H���F�R�Q�V�W�D�Q�W�H���G�H���G�L�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q����Kd de 1,17 ± 

0,17 µM. La formation de ce complexe chez la levure suggère un lien entre la machinerie 

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'���H�W���O�D���P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���H�W���G�H���U�H�P�R�G�H�O�D�J�H���G�H���O�D��

�F�K�U�R�P�D�W�L�Q�H�����H�W���G�R�Q�F���X�Q���S�R�L�Q�W���G�H���F�R�R�U�G�L�Q�D�W�L�R�Q���L�P�S�R�U�W�D�Q�W���H�Q�W�U�H���O�¶�D�F�W�L�Y�L�W�p���G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,��

et la formation de ribosome (Bragantini et al., 2021). De manière surprenante, même si Rtt106 

est associée aux snoARN à boîtes C/D, cette association semble dépendre uniquement de la 

présence de Bcd1p, et donc se déroule de façon co-�W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�H�O�O�H���G�X�U�D�Q�W���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V��

snoRNP C/D. Cependant, Rtt106 est faiblement recrutée aux loci codant les snoARN C/D (Paul, 

���������������$���F�H���M�R�X�U�����D�X�F�X�Q���K�R�P�R�O�R�J�X�H���K�X�P�D�L�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���5�W�W���������Q�¶�D���p�W�p���P�L�V���H�Q���p�Y�L�G�H�Q�F�H���F�K�H�]��

�O�¶�K�R�P�P�H��  

 

1.3.  Le complexe protéine chaperon/co-chaperon Hsp82/HSP90-R2TP 

1.3.1. La protéine chaperon Hsp82/HSP90  

Hsp82/HSP90 (Heat Shock Protein) est une protéine chaperon de levure et humaine hautement 

conservée, ubiquitaire, abondante et essentielle pour le bon fonctionnement des cellules. Leur 

rôle est de permettre le repliement correct de �S�U�R�W�p�L�Q�H�V���� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�� �F�R�P�S�O�H�[�H�V��

�P�X�O�W�L�P�p�U�L�T�X�H�V���� �G�¶�p�Y�L�W�H�U�� �O�H�V�� �S�K�p�Q�R�P�q�Q�H�V�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �Q�R�Q�� �V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �H�W�� �O�H�V��

�S�K�p�Q�R�P�q�Q�H�V���G�¶�D�J�U�p�J�D�W�L�R�Q�����D�X���V�H�L�Q���G�¶�X�Q���H�Q�Y�L�U�R�Q�Q�H�P�H�Q�W���L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���H�[�W�U�r�P�H�P�H�Q�W���F�R�Q�F�H�Q�W�U�p��

en protéines (Makhnevych and Houry, 2012)���� �&�¶�H�V�W�� �X�Q�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �T�X�L�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �G�¶�D�X�W�U�H�V��

mécanismes cellulaires, dont le remodelage de la chromatine et donc la régulation de 

�O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�V�� �J�q�Q�H�V���� �+�6�3������ �H�V�W�� �X�Q�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �K�R�P�R�G�L�P�p�U�Lque flexible. Chaque monomère 

(90 kDa) est constitué de trois domaines (Figure 17A) : un domaine N-terminal responsable de 

�O�D���I�L�[�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�7�3���H�W���G�H�V���F�R-protéines chaperon, un domaine central qui comporte une arginine 

catalytique essentielle à son activité ATPase et à la fixation des protéines clientes et un domaine 

C-�W�H�U�P�L�Q�D�O���F�R�Q�V�W�L�W�X�D�Q�W���O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H��d�¶�K�R�P�Rdimérisation. La structure 3D de la protéine chaperon 

de levure Hsc82 (PDB 6XLC) a été établie à une résolution de 3,66 Å par microscopie 

électronique�����(�O�O�H���S�U�p�V�H�Q�W�H���O�¶�D�U�U�D�Q�J�H�P�H�Q�W���G�D�Q�V���O�¶�H�V�S�D�F�H���G�H���V�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���G�R�P�D�L�Q�H�V��constitutifs, 

�D�Y�H�F�� �X�Q�H�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �I�H�U�P�p�H���� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�� �D�Q�D�O�R�J�X�H�� �G�¶�$�7�3�� �Q�R�Q�� �K�\�G�U�R�O�\�V�D�E�O�H�� ���$�0�3-

PNP) (Figure 17A). 

La structure de cette protéine chaperon montre clairement un arrangement en dimère parallèle 
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Figure 16 : Prédiction de la structure de Bcd1p de levure S. cerevisiae par le logiciel de 
prédiction AlphaFold Monomer v2.0 (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). 
AlphaFold produit un score de confiance par résidu (pLDDT = predicted Local-Distance Difference 
Test) compris entre 0 et 100. Certaines régions inférieures à 50 pLDDT peuvent être non structurées de 
manière isolée.  
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Figure 17 : Structure et cycle ATPase des protéines chaperon de la famille HSP90. 
(A) Structure de la protéine chaperon Hsc82 de levure (S. cerevisiae) PDB 6XLC, fixant deux molécules 
�G�¶�$�0�3-�3�1�3�� �T�X�L�� �H�V�W�� �X�Q�� �D�Q�D�O�R�J�X�H�� �Q�R�Q�� �K�\�G�U�R�O�\�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�¶�$�7�3. I�O�� �P�L�P�H�� �O�¶�p�W�D�W�� �I�H�U�P�p�� �G�H�� �O�D��protéine 
�F�K�D�S�H�U�R�Q�����&�R�P�P�H���S�R�X�U���O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���O�D���I�D�P�L�O�O�H���G�H�V���+�6�3���������L�O���V�¶�D�J�L�W���G�¶�X�Q���K�R�P�R�G�L�P�q�U�H���G�R�Q�W���F�K�D�T�X�H��
monomère est composé de trois domaines.  
(B) �&�\�F�O�H���G�¶�D�Ftivité de la protéine chaperon HSP90, les protéines clientes sont apportées par une co-
�F�K�D�S�H�U�R�Q�Q�H�� �T�X�L���V�H���I�L�[�H���D�X���Q�L�Y�H�D�X�� �G�H���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� �&-terminale de HSP90 (MEEVD), elles sont ensuite 
�D�F�W�L�Y�p�H�V���J�U�k�F�H���j���X�Q�H���K�\�G�U�R�O�\�V�H���G�¶�$�7�3���S�D�U���+�6�3��������  
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dans lequel les deux domaines N et C-terminaux sont en interaction pour former un homodimère 

(Pearl and Prodromou, 2006)�����/�¶�D�F�W�L�Y�L�W�p���G�¶�+SP90 imp�R�V�H���X�Q���F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W���G�D�Q�V���O�¶�D�U�U�D�Q�J�H�P�H�Q�W��

de ses deux monomères constitutifs (ouvert/fermé). Les protéines clientes sont spécifiquement 

apportées par des cofacteurs de la protéine �F�K�D�S�H�U�R�Q�����V�X�L�Y�L�H���G�¶�X�Q�H���I�L�[�D�W�L�R�Q���G�H���G�H�X�[���P�R�O�p�F�X�O�H�V��

�G�¶�$�7�3�� �V�X�U�� �O�H�V�� �G�R�P�D�L�Q�H�V�� �1-termin�D�X�[�� �F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W�� �j�� �O�H�X�U�� �U�D�S�S�U�R�F�K�H�P�H�Q�W�� �G�D�Q�V�� �O�¶�H�V�S�D�F�H���� �8�Q�H��

�K�\�G�U�R�O�\�V�H���G�¶�$�7�3���S�U�R�Y�R�T�X�H���O�H���U�H�O�D�U�J�D�J�H���G�¶�$�'�3���H�W���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�O�L�H�Q�W�H���F�R�U�U�H�F�W�H�P�H�Q�W���U�H�S�O�L�p�H����

Par la suite, HSP90 retrouve sa conformation ouverte de départ. HSP90 contient également un 

motif hautement conservé formé des résidus EEVD (Figure 17B)�����&�H���P�R�W�L�I�����S�O�D�F�p���j���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p��

C-terminale stricte, est responsable du recrutement par interaction directe des protéines dites 

cofacteurs de la protéine chaperon. Celles-�F�L�� �F�R�Q�I�q�U�H�Q�W�� �X�Q�H�� �V�S�p�F�L�I�L�F�L�W�p�� �G�¶action pour HSP90 

(Pearl and Prodromou, 2006; Zeytuni and Zarivach, 2012). Elles possèdent 5 résidus basiques 

conservés qui forment une pince moléculaire à carboxylate (ou « carboxylate clamp ») capable 

�G�¶�L�Q�W�H�U�D�J�L�U�� �D�Y�H�F�� �O�H�V�� �U�p�V�L�G�X�V�� �D�F�L�G�H�V�� �G�X�� �P�R�W�L�I�� �(�(�9�'�� �S�D�U�� �O�H�� �E�L�D�L�V�� �G�¶�X�Q�� �G�R�P�D�L�Q�H�� �7�3�5��

(TetratricoPeptide Repeat) (Scheufler et al., 2000a) Chaque domaine TPR est constitué en 

général de 6 �P�R�W�L�I�V�� �7�3�5���� �8�Q�� �P�R�W�L�I�� �7�3�5�� �H�V�W�� �V�W�U�X�F�W�X�U�p�� �H�Q�� �G�H�X�[�� �K�p�O�L�F�H�V�� �.�� �D�Q�W�L�S�D�U�D�O�O�q�O�H�V�� �G�H�� ������

acides aminés. 

Un criblage à haut débit des partenaires de Hsp82 de levure, a permis de lui associer de 

�Q�R�X�Y�H�O�O�H�V���I�R�Q�F�W�L�R�Q�V�����3�D�U�P�L���H�O�O�H�V�����O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���j���X�Q���Q�R�X�Y�H�D�X���F�R�P�S�O�H�[�H a été identifié, le R2TP, 

constitué de quatre protéines : Rvb1, Rvb2, Tah1p, Pih1p (Zhao et al., 2005). Cette interaction 

avec le motif EEVD en C-terminal de Hsp82 �H�V�W���D�V�V�X�U�p�H���S�D�U���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���7�3�5��

dans la protéine Tah1 (Back et al., 2013). Des expériences de knock-down du gène TAH1 chez 

la levure, révèlent une dégradation de la protéine Pih1 en absence de Tah1p et donc par 

extension de Hsp82 sur le complexe R2TP. La protéine chaperon Hsp82 participe donc à la 

stabilisation de Pih1p (Zhao et al., 2008)���� �/�¶�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�D�� �J�H�O�G�D�Q�D�P�\�F�L�Q�H�� �G�¶�+�6�3������ �F�K�H�]��

�O�¶�K�R�P�P�H���H�V�W���D�V�V�R�F�L�p�H���j���G�H�V���G�p�I�D�X�W�V���G�H���V�W�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���1�2�3�������H�W���6�1�8�������D�L�Q�V�L���T�X�¶�j��

une diminution du taux de snoARN U3 et U4 (Boulon et al., 2008). 

 

1.3.2. Le complexe protéique cofacteur des protéines chaperon HSP90/R2TP 

�8�Q���F�U�L�E�O�D�J�H���j���J�U�D�Q�G���p�F�K�H�O�O�H���G�H�V���L�Q�W�H�U�D�F�W�D�Q�W�V���G�H���+�6�3�������D���S�H�U�P�L�V���j���O�¶�p�T�X�L�S�H���G�¶Houry, la mise en 

�p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �P�X�O�W�L�S�U�R�W�p�L�T�X�H�� �5���7�3�� �F�K�H�]��S. cerevisiae (Zhao et al., 2005). Un 

comp�O�H�[�H���K�R�P�R�O�R�J�X�H���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H���D���S�X���r�W�U�H���p�J�D�O�H�P�H�Q�W��être décrit, constitué de RUVBL1 et 

RUVBL2 respectivement orthologues de Rvb1 et Rvb2, RPAP3 homologue de Tah1p et 

PIH1D1 homologue de Pih1p (Boulon et al., 2008; Jeronimo et al., 2007).  



46 
 

Le complexe R2TP est connu pour son rôle de cofacteur de la protéine chaperon Hsp82 chez S. 

cerevisiae �H�W���+�6�3�������F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H����Son activité est essentielle et centrale dans divers processus 

cellulaires (Zhao et al., 2008). Il est notamment requis dans la biogenèse des snoRNP à boîtes 

�&���'�� �j�� �W�U�D�Y�H�U�V�� �X�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�L�U�H�F�W�H�� �H�Q�W�U�H�� �3�L�K���S�� �H�W�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�°�X�U�� �1�R�S�������� �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶en 

association avec les protéines de la famille L7Ae (Boulon et al., 2008; Gonzales et al., 2005). 

Le complexe R2TP de levure a pu être reconstitué la première fois in vitro par co-élution (Zhao 

et al., 2008). Le complexe Rvb1-Rvb2 de levure a été identifié auparavant sous forme 

�G�¶�K�p�W�p�U�R�K�p�[�D�P�q�U�H���R�X���K�p�W�p�U�R�G�R�G�p�F�D�P�q�U�H���V�H�O�R�Q���O�¶�D�M�R�X�W���R�X���Q�R�Q���G�¶�$�'�3�����*�U�L�E�X�Q���H�W���D�O������������������ Des 

images du R2TP de levure ont été obtenues par cryo-EM (Electronic Microscopy) à une 

résolution de 8,37 Å. L�¶�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�V�� �L�P�D�J�H�V�� ���'�� �H�W�� ���'�� �L�Q�G�L�T�X�H�Q�W�� �T�X�H�� �7�D�K���S�� �H�W�� �3�L�K���S�� �V�R�Q�W��

positionnées au niveau des domaines DII de Rvb1/Rvb2 qui forment une corbeille accueillant 

un seul complexe Tah1p/Pih1p pour un hexamère de Rvb1/Rvb2 (Figure 18) (Rivera-Calzada 

et al., 2017). �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5���7�3���G�H���O�H�Y�X�U�H���L�Q�G�L�T�X�H���T�X�H l�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���3�L�K���S���D�Y�H�F��

Rvb1-Rvb2 est directe, tandis que Tah1p est apportée sur le R2TP par une interaction avec la 

protéine Pih1 (Zhao et al., 2008). De façon surprenante, le R2TP humain présente une 

interaction directe entre la protéine PIH1D1, par son domaine CS, et RPAP3 au niveau de sa 

région intrinsèquement désordonnée IDR. De plus, �X�Q�H���L�Q�W�H�U�I�D�F�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���H�Q�W�U�H���5�3�$�3�������D�X��

niveau de son domaine C-terminal et le domaine DIII de RUVBL2, a été caractérisée. De ce 

fait, PIH1D1 �Q�¶�p�W�D�E�O�L�W�� �D�X�F�X�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��directe avec le complexe hétéro-hexamèrique 

RUVBL1/RUVBL2 (Seraphim et al., 2022). La déposition de RPAP3 seul ou RPAP3/PIH1D1 

sur le complexe RUVBL1/RUVBL2 �Q�¶�D�I�I�H�F�W�Hrait pas son activité ATPasique (Seraphim et al., 

2022). Dans une autre étude, �L�O�� �D�� �p�W�p�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �3�,�+���'����avec RUVBL2 

transforme la conformation spatiale du DII �H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3�����S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W��ainsi les échanges 

nucléotidiques (Muñoz-Hernández et al., 2019). 

�/�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5���7�3�� �D�Y�H�F�� �V�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�O�L�H�Q�W�H�V�� �D�� �O�L�H�X�� �O�R�U�V�T�X�H�� �F�H�V�� �G�H�U�Q�L�q�U�H�V��

�V�¶�D�V�V�H�P�E�O�H�Q�W���G�D�Q�V���G�H�V���F�R�P�S�O�H�[�H�V���T�X�D�W�H�U�Q�D�L�U�H�V�����I�R�X�U�Q�L�V�V�D�Q�W���X�Q���P�p�F�D�Q�L�V�P�H���S�R�X�U���O�H�X�U���D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��

correct (Mao and Houry, 2017). Ce rôle de réarrangement quaternaire leur a valu le nom de 

PAQosome (Particle for Arrangement of Quaternary structure���� �F�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H �O�R�U�V�T�X�¶�L�O��

�V�¶�D�V�V�R�F�L�H���D�Y�H�F���O�H�V���P�R�G�X�O�H�V���S�U�p�I�R�O�G�L�Q�H�V���H�W���S�V�H�X�G�R-préfoldines (PFDL) (Houry et al., 2018). 

�/�H���P�p�F�D�Q�L�V�P�H���G�¶�D�F�W�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5���7�3���Q�¶�D���W�R�X�W�H�I�R�L�V���S�D�V���p�W�p��encore élucidé. Il est sujet à 

�G�¶�L�Q�W�H�Q�Ves investigations. Il apparaît que RUVBL1/Rvb1-RUVBL2/Rvb2 semble être la clé 

catalytique des complexes �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'����La structure cryo-EM du  
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Figure 18 : Structures 2D et 3D du complexe R2TP de levure S. cerevisiae (Rivera-Calzada 
et al., 2017) 
(A) Les images 2D ont été obtenues par cryo-microscopie électronique. Elles représentent la moyenne 
de plusieurs images 2D sélectionnées. TP : Tah1p Pih1p, DII : domaine DII de Rvb1 et Rvb2, AAA+ 
domaines DI et DIII de �O�¶�D�Q�Q�H�D�X���K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H des Rvb1/Rvb2. 
(B) Représentation de différentes vues du complexe R2TP de levure, �D�Y�H�F�� �O�¶�D�Q�Q�H�D�X�� �K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H��
Rvb1/Rvb2 (DI + DIII) en bleu clair, les domaines DII en rose et les protéines Tah1 et Pih1 en jaune.  
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complexe R2TP-�1�R�S�����S�� �P�H�W�� �H�Q�� �p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �O�H�V�� �L�Q�W�H�U�I�D�F�H�V�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V, particulièrement le 

positionnement de Nop58p sur le complexe R2TP (Yu et al., 2019). qui établit une interaction 

avec le domaine C-terminal de Pih1p (Figure 19). 

 

1.3.2.1. Les ATPases Rvb1/Rvb2 

a. Mécanismes cellulaires associés  

Rvb1 et Rvb2 (dont les orthologues chez les mammifères sont RUVBL1 et RUVBL2) font 

parties des ATPases AAA+ (ATPases Associated with various cellular Activities). Elles sont 

associées dans plusieurs complexes protéiques nucléolaires (Figure 20). Ils possèdent un 

�V�S�H�F�W�U�H�� �G�¶�D�F�W�L�R�Q�� �W�U�q�V�� �O�D�U�J�H���� �H�Q�� �D�J�L�V�V�D�Q�W�� �F�R�P�P�H��protéine chaperon de complexes protéiques 

impliqués dans le processus de remodelage de la chromatine INO80 (INOsitol requiring 80) 

responsable de la reconnaissance des cassures �G�R�X�E�O�H���E�U�L�Q���G�H���O�¶�$�'�1�����5�Y�E�����H�W���5�Y�E�����V�¶�D�V�V�R�F�L�H�Q�W 

�D�Y�H�F���O�D���U�p�J�L�R�Q���G�¶�L�Q�V�H�U�W�L�R�Q���G�X���G�R�P�D�L�Q�H���$�7�3�D�V�H���G�H�� �,�1�2�������� �/�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H�� �5�Y�E��-Rvb2 dans ce 

complexe conduit à un mauvais remodelage de la chromatine (Feng et al., 2003). SWR1 

(SWi2/snf2-Related 1) est également un complexe de remodelage de la chromatine qui contient 

Rvb1 et Rvb2�����/�H���F�R�P�S�O�H�[�H���6�:�5�����H�V�W���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���D�X���U�H�P�S�O�D�F�H�P�H�Q�W���G�X���G�L�P�q�U�H���G�¶�K�L�V�W�R�Q�Hs H2A-

H2B dans le nucléosome, par un dimère �G�¶�K�L�V�W�R�Q�H�V���Y�D�U�L�D�Q�W�V���+�W�]���F�K�H�]���O�D���O�H�Y�X�U�H���H�W���+���$�=���F�K�H�]��

les mammifères (Kobor et al., 2004; Mizuguchi et al., 2004). Ce mécanisme est essentiel pour 

les processus de régulation de la transcription, la ségrégation des chromosomes, la progression 

�G�X�� �F�\�F�O�H�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �H�W�� �H�Q�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �D�X�[�� �G�R�P�P�D�J�H�V�� �O�L�p�V�� �j�� �O�¶�$�'�1�� Le complexe Rvb1-Rvb2, en 

�V�¶�D�V�V�R�F�L�D�Q�W�� �D�X�� �F�R�Pplexe TIP60 (Tat Interactive Protein of 60 kDa), est essentiel pour 

�O�¶�D�F�p�W�\�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���S���������T�X�L���H�V�W���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���j���V�D���O�L�D�L�V�R�Q���D�X�[���J�q�Q�H�V���S�U�R-apoptotiques (Nano 

and Houry, 2013). Rvb1 et Rvb2 participent �p�J�D�O�H�P�H�Q�W���j���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H des snoRNP (à boîtes 

C/D et à boîtes H/ACA) (Eickhoff and Costa, 2017; Vickers, 2017). Elles sont retrouvées chez 

�O�¶�K�R�P�P�H���� �D�V�V�R�F�L�p�H�V�� �D�X�[�� �T�X�D�W�U�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U�� �G�H la particule snoRNP C/D (SNU13, 

Fibrillarine, NOP58 et NOP56) (McKeegan et al., 2009). Les données actuelles indiquent que 

les protéines Rvb1 et Rvb2 jo�X�H�Q�W�� �X�Q�� �U�{�O�H�� �F�H�Q�W�U�D�O�� �G�D�Q�V�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �H�W�� �O�H�� �U�H�P�R�G�H�O�D�J�H�� �G�X��

complexe snoRNP C/D au cours de sa biogenèse, principalement en tant que composant du 

complexe R2TP. Elles constituent également des composantes essentielles des granules de 

stress cytoplasmique des mammifères et de levures (Narayanan et al., 2019 ; Zaarur et al., 

2015). Le complexe RUVBL1-RUVBL2 jouent un rôle essentiel dans la voie de signalisation 

PIKK (Phosphatidylinositol 3-kinase-related protein kinase) (Izumi et al., 2010), ainsi que 
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Figure 19 : Deux vues orthogonales des cartes de densité électronique du R2TP en 
complexe avec Nop58p1-447 de levure S. cerevisiae, comparé au complexe R2TP humain 
obtenues en cryo-microscopie électronique (Yu et al., 2019). 
Les domaines C-terminal et N-terminal de Nop58p sont représenté en bleu avec une superposition de la 
structure PDB 5WLC de Nop58p dans son potentiel emplacement sur la carte. Rvb1/Rvb2 est représenté 
en un anneau hexamèrique en gris. Pih1p et PIH1D1 sont représentés en rose, la structure de Pih1p 
obtenue par cristallographie aux rayons X a été superposée à la carte de densité électronique. 
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Figure 20 : Rvb1/Rvb2 et RUVBL1/RUVBL2 interviennent dans divers mécanismes 
moléculaires.  
�,�O�V���S�D�U�W�L�F�L�S�H�Q�W���j���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'���G�D�Q�V���O�H���F�D�G�U�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5���7�3�����H�W���R�U�F�K�H�V�W�U�H��
�O�D���G�p�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���1�R�S�����S���D�X�[���V�L�W�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�V��(Yu et al., 2019). Ils interviennent dans les complexes 
macromoléc�X�O�D�L�U�H�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�X���I�X�V�H�D�X���P�L�W�R�W�L�T�X�H���H�Q���V�¶�D�V�V�R�F�L�D�Q�W���D�Y�H�F���O�D���W�X�E�X�O�L�Q�H��(Gartner et al., 
2003). Nous les retrouvons également dans les complexes moléculaires de remodelage de la chromatine 
avec les complexes INO80 et SWR1 (Aramayo et al., 2018). Ils sont également présents aux sites de 
formation des télomères ���6�F�K�R���R�Y�i���H�W���D�O������������9).   
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�O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,��(Boulon et al., 2010).étude récente indique que Rvb1et 

Rvb2 jouent un rôle dans le couplage de la transcription, la localisation cytoplasmique �G�¶�$�5�1�P��

et la transcription de certains gènes spécifiques dans des conditions de privation de glucose 

chez la levure (Chen et al., 2021). Chez les mammifères, il a été montré que RUVBL1 et 

RUVBL2 sont liés à des mécanismes pro-tumoraux. Elles sont retrouvées surexprimées dans 

80% des cancers du côlon, des poumons et dans des cellules du carcinome hépatocellulaire 

(Huber et al., 2008).    

 

b. Structures 3D et organisations quaternaires  

Rvb1 et Rvb2 de levure �V�R�Q�W���G�H�X�[���S�U�R�W�p�L�Q�H���R�U�W�K�R�O�R�J�X�H�V���D�Y�H�F�����������G�¶�L�G�H�Q�W�L�W�p���G�H���V�p�T�X�H�Q�F�H���H�W����������

de similarité. Ce sont des protéines très conservées chez les eucaryotes, leurs homologues 

humains sont RUVBL1 (Pontin/TIP49a) et RUVBL2 (Reptin/Tip49b). Elles font parties de la 

famille des ATPases AAA+ (Neuwald et al., 1999). Rvb1 et Rvb2 contiennent des motifs de 

�I�L�[�D�W�L�R�Q�� �H�W�� �G�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �G�¶�$�7�3�� �V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�Pent définis (Matias et al., 2006). La séquence 

protéique des RUVBL/Rvb peut être diviser en trois domaines : DI, DII  et DIII (Figure 21A). 

Les domaines DI et DIII se replient pour constituer le domaine AAA+ caractéristique de la 

famille des ATPases dont elles appartiennent. Le premier domaine (DI) est le domaine principal 

de �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V grâce au motif Walker A qui est caractérisé par la P-loop 

(Phosphate binding loop) �.�E�.. Il consiste en cinq feuillets �E �H�Q�W�R�X�U�p�V�� �G�¶�K�p�O�L�F�H�V�� �.�� Le motif 

Walker B et le doigt à arginine constituent également le domaine DI et sont responsables de 

�O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �G�H�� �O�¶�$�7�3. Le �G�R�L�J�W���j�� �D�U�J�L�Q�L�Q�H�� �p�W�D�E�O�L�W���G�H�V�� �F�R�Q�W�D�F�W�V�� �D�Y�H�F�� �O�H�� �S�K�R�V�S�K�D�W�H������ �G�H�� �O�¶�$�7�3��

(Matias et al., 2006). Le domaine DII (qui se subdivise en DIIint et DIIext) correspond à une 

insertion de 160 à 170 acides aminés dans le domaine DI entre les motifs Walker A et Walker 

B. Ce domaine est spécifique des protéines Rvb1/RUVBL1 et Rvb2/RUVBL2 comparées aux 

autres membres de la famille des AAA+. Le domaine DIII contient le sensor II. Avec le sensor 

I contenu dans le domaine DI, ils sont responsables de faire la distinction entre un nucléotide 

di- ou tri-phosphates fixé à la protéine (Figure 21B). (Snider et al., 2008). Les complexes 

Rvb1/Rvb2 et RUVBL1/RUVBL2 adoptent deux organisations quaternaires principales (un 

anneau hétéro-hexamèrique composé de 3 Rvb1 ou RUVBL1 et 3 Rvb2 ou RUVBL2 (Figure 

22A), un hétérododécamère formé par deux anneaux hétéro-héxamèriques interagissant par les 

domaines DII (Figure 22B). �/�H���G�R�P�D�L�Q�H���$�7�3�D�V�H���H�V�W���V�L�W�X�p���j���O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�X���F�\�F�O�H��

oligomérique formé par Rvb1 et Rvb2. Cela �V�X�J�J�q�U�H���T�X�H���O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H���H�I�I�L�F�D�F�H���G�H �O�¶�$�7�3�� 
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Figure 21 : Organisation des protéines Rvb1, RUVBL1 et Rvb2, RUVBL2. 
(A) Les protéines humaines et de levure S. cerevisiae : Rvb1, RUVBL1 (Bleu) et Rvb2, RUVBL2 
(Violet) sont organisées de façon similaires et se divisent en trois domaines principaux (DI, DII, DIII). 
Le domaine DI porte le Walker A, Walker B, doigt à arginine et le senseur I, le domaine DIII comprend 
�O�H���V�H�Q�V�H�X�U���,�,�����/�H���G�R�P�D�L�Q�H���'�,�,���R�X���G�R�P�D�L�Q�H���G�¶�L�Q�V�Hrtion est retrouvé au milieu du domaine DI. 
(B) Représentation 3D de la protéine RUVBL2 humaine résolue par cristallographie aux rayons X, code 
�3�'�%�����+���;�����/�H�V���G�R�P�D�L�Q�H�V���'�,���H�W���'�,�,�,���V�R�Q�W���U�H�J�U�R�X�S�p�V���G�D�Q�V���O�¶�H�V�S�D�F�H�����W�D�Q�G�L�V���T�X�H���O�H���G�R�P�D�L�Q�H���'�,�,���S�U�H�Q�G���X�Q�H��
configuration allongée, essentiellement dû à ses longs feuillets �E (Silva et al., 2018)  
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Figure 22 : Structures 3D du complexe Rvb1(Apo)/Rvb2(ATP) de C. thermophilum 
résolues par cristallographie aux rayons X, code PDB 4WVY (Lakomek et al., 2015).  
Les structures quaternaires du complexe Rvb1/Rvb2 hexamèrique (A) et dodécamèrique (B) ont été 
reconstituées grâce à un logiciel de visualisation 3D (Pymol) par symétrie, à partir du complexe 
hétérodimèrique Rvb1/Rvb2 (PDB 4WVY). La protéine Rvb1 contient dans sa poche catalytique une 
�P�R�O�p�F�X�O�H���G�¶�$�7�3�����Y�H�U�W�� située �j���O�¶�L�Q�Werface du dimère Rvb1/Rvb2. Trois protéines Rvb1 et trois protéines 
�5�Y�E�����F�R�Q�V�W�L�W�X�H�Q�W���X�Q���D�Q�Q�H�D�X���K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H�����D�Y�H�F���O�H�V���G�R�P�D�L�Q�H���'�,�,���S�U�R�M�H�W�p�V���j���O�¶�H�[�W�p�U�L�H�X�U���G�H���O�¶�D�Q�Q�H�D�X�����&�H��
�V�R�Q�W�� �F�H�V�� �G�H�U�Q�L�H�U�V�� �T�X�L�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W�� �O�¶�R�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q�� �H�Q�� �G�R�G�p�F�D�P�q�U�H�� ie deux hexamères Rvb1/Rvb2 qui 
interagissent par leurs domaines DII.  
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nécessite la coopération de plusieurs monomères. Les anneaux oligomériques Rvb1/Rvb2 

subissent des changements de conformation au cours des cycles de liaison/hydrolyse de 

nucléotides. Ces changements seraient responsables du rôle de protéine chaperon des protéines 

�5�Y�E���� �H�W���5�Y�E���� �O�R�U�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�� �F�R�P�S�O�H�[�H�V���P�X�O�W�L�S�U�R�W�p�L�T�X�H�V���S�O�X�V���J�U�D�Q�G�V�����(�Z�H�Q�V�� �H�W���D�O������

2016; Gribun et al., 2008). �/�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �P�p�W�K�R�G�H�V�� �E�L�R�S�K�\�V�L�T�X�H�V et structurales dans 

différentes études, ont permis de montrer que Rvb1 ou RUVBL1 et Rvb2 ou RUVBL2 peuvent 

former de multiples oligomères, modulés notamment par leurs domaines �G�¶�L�Q�V�H�U�W�L�R�Q���'�,�,. Plus 

exactement les résidus  arginine 180 de Rvb1 et acide glutamique 166 de Rvb2 de levure qui 

sont essentiels dans la dodécamérisation du complexe (Ewens et al., 2016), mais aussi par la 

�S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�H��étiquette 6xhistidines en N-terminal chez Rvb1 et/ou Rvb2 de levure lors de 

leurs purifications (Cheung et al., 2010; Gribun et al., 2008; Puri et al., 2007). Ces observations 

semblent indiquées que les Rvbs sont capables de former différents oligomères selon le 

complexe ou le processus cellulaire dans lequel ils sont impliqués, mais aussi en fonction des 

cofacteurs qui peuvent moduler ainsi leur activité. En effet, il a été montré que le domaine 

�G�¶�L�Q�V�H�U�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �,�1�2������ �G�H�� �O�H�Y�X�U�H qui se trouve en interaction avec le complexe 

Rvb1/Rvb2, est également responsable de la régulation de son activité ATPase tout en 

favorisant �O�¶�K�p�W�p�U�R-dodécamérisation du complexe Rvb1/Rvb2 (Zhou et al., 2017). 

�/�¶�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q��in vitro de Rvb1 et Rvb2 de levure S. cerevisiae montre la formation de larges 

complexes qui a été montré par des expériences de sédimentation, comme étant des complexes 

en anneaux hétéro-héxamèrique (Gribun et al., 2008), contrairement aux complexes 

RUVBL1/RUVBL2 qui forment des complexes hétéro-�G�R�G�p�F�D�P�q�U�L�T�X�H�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�p�V�� �G�¶�X�Q��

empilement de deux anneaux hétéro-hexamèrique, interagissant par les domaines DII de chaque 

anneau (Puri et al., 2007). �&�H�W�W�H���G�L�I�I�p�U�H�Q�F�H���G�¶�R�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q���H�V�W���W�U�q�V���V�X�U�S�U�H�Q�D�Q�W�H�����H�Q���V�D�F�K�D�Q�W���T�X�H��

les homologues levure/humain Rvb1/RUVBL1 et Rvb2/RUVBL2 partagent 70% d�¶�L�G�H�Q�W�L�W�p���G�H��

séquence. �&�H�V�� �Y�D�U�L�D�W�L�R�Q�V�� �G�¶�p�W�D�W�V�� �R�O�L�J�R�P�p�U�L�T�X�H�V�� �S�H�X�Y�H�Q�W�� �r�W�U�H�� �D�I�I�H�F�W�p�V�� �S�D�U�� �O�H�� �S�U�R�W�R�F�R�O�H�� �G�H��

purification utilisé (étiquette 6xhistidines) (Tableau 1)���� �P�D�L�V�� �D�X�V�V�L�� �S�D�U�� �O�¶�D�M�R�X�W�� �G�H�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�Hs 

(ATP/ADP/ATP-���6/AMP-PNP) dans le tampon de purification. Des expériences de 

spectrométrie de masse native, montre que la conformation adoptée par le complexe Rvb1/Rvb2 

en présence de nucléotides (hydrolysable ou non) est un hexamère de Rvb1 et Rvb2. Toutefois, 

un intermé�G�L�D�L�U�H���G�H���O�D���U�p�D�F�W�L�R�Q���G�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H���G�¶�$�7�3���S�D�U���O�H���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����S�H�X�W���I�D�Y�R�U�L�V�H�U��

la formation de dodécamère (Zhou et al., 2017). �/�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�V�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�V��dodécamèriques 

décrites dans la littérature ne sont pas toutes identiques. Certaines particules compactes ou étirés 

(Figure 23A) dans le sens de la hauteur ont pu être observées avec deux anneaux hexamèriques  
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Protéines 
étudiés 

Organisme 
Etiqueté / Non-
étiqueté 

Etat oligomérique 
Activité 
ATPase 

Technique 
util isée 

Références 

RUVBL2 Humain 
Flag-His6-
RUVBL2 

RUVBL1/RUVBL2  en  
dodécamère 

Actif (stimulé 
�S�D�U���O�¶�$�'�1�V�E�� 

Filtration sur gel 
(Kanemaki 
et al., 1999) 

RUVBL1 Humain 
Flag-His6-
RUVBL1 

- RUVBL1/RUVBL2   
en complexe 
hétérohéxamère 

- Interaction avec 
�O�¶�$�'�1�V�E���H�W���O�¶�$�'�1�G�E�� 

 

Inactif 
Cristallographie 
aux rayons X 

(Matias et 
al., 2006) 

RUVBL1 

RUVBL2 
Humain 

- His6-RUVBL1 
- RUVBL2-His6 
- Co-expression : 

RUVBL1/His6-
RUVBL2 

 

- Monomère RUVBL1 
- Monomère et 

hexamère RUVBL2 
- Dodécamère 

RUVBL1/RUVBL2 
(interaction par les 
domaines DII)  

Actif (Non 
stimulé par 
�O�¶�$�'�1�V�E���Q�L��
�O�¶�$�'�1�G�E�� 

- Filtration sur 
gel 

- Marquage 
négatif 

(Puri et al., 
2007) 

Rvb1 

Rvb2 

Levure 

(S. cerevisiae) 
Non-étiqueté 

- Monomère et 
hexamère Rvb1 

- Monomère et 
hexamère Rvb2 

- Hexamère 
Rvb1/Rvb2 

Actif (stimulé 
par par 
ADNdb) 

- Filtration sur 
gel 

- Microscopie 
électronique 

(Gribun et 
al., 2008) 

Rvb1 

Rvb2 

Levure  

(S. cerevisiae) 
Rvb1/His6-Rvb2 

Dodécamère (double 
anneaux hexamèriques 
interagissant par les 
domaines DII) 

Actif  
- Marquage 

négatif 
- Cryo-EM 

(Torreira et 
al., 2008) 

Rvb1 

Rvb2 

Levure  

(S. cerevisiae) 

- Rvb1/His6-
Rvb2 

- His6-Rvb1/ 
Rvb2 

- Rvb1/Rvb2 

- Dodécamère (His6-
Rvb1/Rvb2 et 
Rvb1/His6-Rvb2) 

- Hexamère 
Rvb1/Rvb2 

 

- Marquage 
négatif 

- Purification de 
complexe 
endogène 

(Cheung et 
al., 2010) 

Rvb1 

Rvb2 

Levure 

 (S. cerevisiae) 
- Non étiqueté 

- Dodécamère + 
Hexamère (sans 
nucléotides) 

- Hexamère (ADP) 
- Hexamère (ATP) 
- Hexamère ���$�7�3���6�� 

Faible 
(complexe 
dodécamère  

Rvb1/Rvb2) 

Forte  

(Complexe 
hexamère 
Rvb1/Rvb2) 

- Purification de 
complexe 
endogène 

- Filtration sur 
gel 

- Marquage 
négatif 

(Jeganathan 
et al., 2015) 

Rvb1 

Rvb2 

Champignon 
thermophile (C. 
thermophilum)  

- Rvb1/His8-
Rvb2 

- Dodécamère 
(flexibilité des 
domaines DII selon le 
nucléotide ajouté) 

Actif  
- SEC, SLS, 

SAXS, XL-MS, 
cristallographie 
aux rayons X 

(Lakomek et 
al., 2015) 

Rvb1 

Rvb2 

Levure 

 (S. cerevisiae) 

- Rvb1/Rvb2 
- His6-

Rvb1/Rvb2 
- Rvb1/His6-

Rvb2 

- Hexamère 
(Rvb1/Rvb2) 

- Hexamère 
(Rvb1/Rvb2 +ATP) 

- Dodécamère 
(Rvb1/His6-Rvb2) 

- Dodécamère 
(Rvb1/His6-Rvb2 
+ATP) 

- Hexamère (Rvb1/ 
His6-Rvb2 +ADP) 

Actif (Stimulé 
par INO80 et 
la 
dodécamérisat
ion) 

- SEC, MS 
native, XL-MS 

- Cryo-
microscopie 
électronique 

(Zhou et al., 
2017) 
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- Hexamère (Rvb1/ 
His6-Rvb2 +AMP-
PNP/ATP��S) 

Rvb1 

Rvb2 

Champignon 
filamenteux 

N. crassa 

- Rvb1/ His6-
Rvb2 

- Hexamère (Rvb1/ 
His6-Rvb2) sans 
nucléotides 

- Hexamère (Rvb1/ 
His6-Rvb2) en 
�S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3���$�7�3�� 

Actif (Stimulé 
�S�D�U���O�¶�$�'�1�V�E�� 

- Filtration sur 
gel 

- Dichroïsme 
circulaire  

- Mobilité 
électrophorétiq
ue 

(Maimoni 
Campanella 
et al., 2021) 

 

Tableau 1 : Données structurales et fonctionnelles de Rvb1, Rvb2 et RUVBL1, RUVBL2 
(adapté depuis Nano, 2018). 
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Figure 23 : Analyse des changements conformationnels du complexe dodécamèrique 
Rvb1/Rvb2 de levure (S. cerevisiae) �V�H�O�R�Q�� �O�¶�p�W�D�W�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�L�T�X�H : sans nucléotides (Apo), 
ADP ou ATP (Ewens et al., 2016).  
(A) Les images obtenues par microscopie électronique après marquage négatif (gauche), correspondent 
aux conformations plus ou moins allongées du complexe dodécamèrique Rvb1/Rvb2 sans nucléotides. 
Les anneaux hexamèrique du dodécamère (droite) sont parfaitement alignés et parallèles.  
(B) Les conformations spatiales adoptées par le complexe dodécamèrique en présence de nucléotides 
(ADP, ATP) diffèrent de celles sans nucléotides. Nous constatons une rotation des deux anneaux 
hexamèriques, avec une inclinaison des domaines DII les reliant. Une rotation de 32° en présence de 
�G�¶�$�'�3���H�W�������ƒ���H�Q���$�7�3����  
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parfaitement alignés et parallèles (Jeganathan et al., 2015), mais aussi un dodécamère avec les 

�G�H�X�[���D�Q�Q�H�D�X�[���K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H�V���Q�R�Q���S�D�U�D�O�O�q�O�H�V�����F�R�X�U�E�p�V���R�X���G�p�F�D�O�p�V���O�¶�X�Q���S�D�U���U�D�S�S�R�U�W���j���O�¶�D�X�W�U�H��(Ewens 

et al., 2016; Silva-Martin et al., 2016)���� �/�¶�D�M�R�X�W�� �G�¶�$�'�3�� �R�X�� �G�¶�$�7�3�� �D�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E����

(dodécamèrique) montre également des changements conformationnels importants comparés à 

�O�¶�p�W�D�W���D�S�R���G�X���G�R�G�p�F�D�P�q�U�H����Une rotation des deux anne�D�X�[���K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H�V���G�H�������ƒ���S�R�X�U���O�¶�$�7�3���H�W��

�����ƒ�� �S�R�X�U�� �O�¶�$�'�3���� �L�Q�G�L�T�X�H�� �T�X�H�� �O�D�� �I�O�H�[�L�E�L�O�L�W�p�� �G�X�� �G�R�G�p�F�D�P�q�U�H���� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �S�D�U�� �O�H�V��

�G�R�P�D�L�Q�H���'�,�,�����H�V�W���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H���G�D�Q�V���O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H���G�¶�$�7�3��(Ewens et al., 2016) (Figure 23B).  

 

1.3.2.2. La protéine Tah1 

Tah1 (TPR containing associated with HSP90) est une petite protéine de 12,5 kDa. Elle a tout 

�G�¶�D�E�R�U�G���pté mise en évidence grâce à un crible des partenaires de HSP90 (Zhao et al., 2005). 

�7�D�K���S���H�V�W���G�R�Q�F���X�Q���F�R�I�D�F�W�H�X�U���T�X�L���P�R�G�X�O�H���O�¶�D�F�W�L�Y�L�W�p���G�H��Hsp82, en interagissant également avec 

une autre protéine nommée Pih1. Le complexe formé entre HSP90/Tah1p/Pih1p serait 

responsable de la stabilisation de la protéine Pih1, et peut former le complexe R2TP en 

�V�¶�D�V�V�R�F�L�D�Q�W�� �D�Y�H�F�� �O�H�V�� �F�R�P�S�O�H�[�Hs Rvb1/Rvb2. Deux motifs TPR de 34 acides aminés chacun 

(Figure 24A) sont retrouvés dans la structure 3D de Tah1p au niveau de son extrémité N-

terminale. Plusieurs protéines sont connues pour interagir avec HSP90 et HSP70, plus 

particulièrement avec les résidus EEVD �j�� �O�¶extrémité C-terminale des protéines chaperon 

(Scheufler et al., 2000b). Le domaine TPR de la Tah1p est particulier comparé aux domaines 

�7�3�5���U�H�W�U�R�X�Y�p�V���F�K�H�]���G�¶�D�X�W�U�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V�����&�H���G�H�U�Q�L�H�U���H�V�W���F�R�P�S�R�V�p���G�H seulement deux motifs TPR 

plus une hélice dite de « capping » soit �F�L�Q�T���K�p�O�L�F�H�V���.��en tout, contre sept habituellement. Les 

�U�p�V�L�G�X�V�� �j�� �O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� �&-terminale de Tah1p (76-111) sont déstructurés dans le cadre de la 

protéine libre. Ils sont responsables de l�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �3�L�K���S, où ce domaine apparaît 

structuré dans le complexe Tah1p-Pih1p en formant un feuillet �E intermoléculaire. RPAP3 

(RNA polymerase II -associated protein 3) est une protéine homologue à �7�D�K���S���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H. 

Elle est bien plus longue (75 kDa) et possède un domaine TPR supplémentaire une région de 

�U�H�F�R�Q�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H���j�� �3�,�+���'���� ���R�U�W�K�R�O�R�J�X�H���j�� �3�L�K���S���F�K�H�]�� �O�¶�+�R�P�P�H�� (Morgan et al., 2015) dont la 

structuration 3D dépend de son interaction. Les deux domaines TPR de RPAP3 présentent 

chacun 7 hélices �D�� La structure 3D du domaine C-terminal de RPAP3535-665 a été résolue par 

RMN au laboratoire (Maurizy et al., 2018). Il �H�V�W���F�R�P�S�R�V�p���G�H�������K�p�O�L�F�H�V���.��regroupées (Figure 

24B), formant une structure globulaire compacte. Les résidus 541-548 forment une boucle qui 

protège les acides aminées hydrophobes du solvant. Cette boucle est importante pour la  
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Figure 24 : Organisations des protéines humaines RPAP3 et PIH1D1. 
(A) La protéine RPAP3 et son homologue de levure Tah1p, sont organisées en domaines TPR (deux 
domaines TPR pour RPAP3 et un pour Tah1p). RPAP3 est plus longue que Tah1p et présente un 
domaine C-terminal supplémentaire essentiel. La protéine PIH1D1 et son homologue de levure Pih1p 
sont organisées de façon similaires, en deux domaines : Domaine PIH et le domaine CS (CHORD Sgt1). 
(B) Structure 3D du domaine C-terminal de RPAP3 résolu par RMN (PDB 6EZ4). Il présente une 
structure globulaire con�V�W�L�W�X�p�H�� �G�H�� ���� �K�p�O�L�F�H�V�� �.�� �D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�X�Q�H�� �O�R�Q�J�X�H�� �E�R�X�F�O�H�� �1-terminale projeté à 
�O�¶�H�[�W�p�U�L�H�X�U��(Maurizy et al., 2018).  
(C) Structure du complexe PIH1D1199-290 / RPAP3281-445 résolue par cristallographie aux rayons X (PDB 
6GXZ) (Henri et al., 2018).   
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solubilité du domaine C-terminal de RPAP3 (Maurizy et al., 2018). Une interaction entre la 

�S�U�R�W�p�L�Q�H���5�3�$�3���� �H�W���0�2�1�$�'���� �X�Q�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���L�P�S�O�L�T�X�p�H���G�D�Q�V���O�D���Y�R�L�H���O�¶�D�S�R�S�W�R�V�H���D���p�W�p���L�G�H�Q�W�L�I�L�p�H��

(Itsuki et al., 2008). Cette interaction met en évidence un rôle potentiel de RPAP3 dans les 

processus de dégradation ubiquitine dépendante par le protéasome (Itsuki et al., 2008). 

Une récente étude montre que dans le cas du prion chez S. cerevisiae [URE3], la protéine Tah1 

est retrouvée en interaction avec la protéine Ure2, essentielle pour la propagation du prion. La  

surexpression de Tah1p conduit à une déstabilisation du prion [URE3] indépendamment du 

complexe R2TP (Puri et al., 2021).  

 

1.3.2.3. La protéine Pih1 

La protéine Pih1 de levure (Protein interacting with Hsp82) (40 kDa) a été mise en évidence 

comme partenaire de la protéine chaperon Hsp82. Il a été montré que Pih1p est capable 

�G�¶�L�Q�W�H�U�D�J�L�U���D�Y�H�F���+�V�S�������P�r�P�H���H�Q���D�E�V�H�Q�F�H���G�H���7�D�K���S (Zhao et al., 2008). Elle est constituée de 

deux régions intrinsèquement désordonnées essentielles pour établir des interactions avec 

�G�¶�D�X�W�U�H�V�� �S�D�U�W�H�Q�D�L�U�H�V�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�V�� ���5�Y�E�����5�Y�E���� �H�W�� �7�D�K���S������ �3�,�+���'�� (32 kDa), anciennement 

�Q�R�P�P�p�H���1�R�S�����S���H�V�W���O�¶�K�R�P�R�O�R�J�X�H���K�X�P�D�L�Q���G�H���3�L�K���S. Elle �D���W�R�X�W���G�¶�D�E�R�U�G���p�W�p���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�H���F�R�P�P�H��

partenaire de la protéine Nop58/NOP58 dans le nucléole (Gonzales et al., 2005). Cette 

interaction fait intervenir le domaine NOP (constitué de la série de répétition KKE/D) à 

�O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p���&-terminale de Nop58/NOP58 (Yu et al., 2019). �&�¶�H�V�W���X�Q�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���T�X�L���F�R�Q�I�L�U�P�H��

�O�¶�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���3�L�K���S���G�D�Q�V���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'. Elle serait également en 

�F�R�P�S�p�W�L�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�Wion de Nop58p avec le snoARN C/D (Gonzales et al., 2005). La 

région en position N-terminale de Pih1p/PIHD1 est constituée �G�¶�X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���3�,�+ (Figure 24A) 

qui a été retrouvé en interaction avec la protéine Tel2/TEL2 impliquée dans la stabilisation ainsi 

�T�X�H���O�¶�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H�V���3�,�.�.���R�X���G�H���0�2�1�$�'��(Kakihara and Houry, 2012). La région C-terminale 

de Pih1p est repliée en un domaine dit CS (CHORD and Sgt1) caractérisé par 7 brins �E en 

sandwich (Figure 24C) essentiel pour son interaction avec Tah1p (Pal et al., 2014; Quinternet 

et al., 2015). Le même domaine CS est retrouvé chez son homologue humain PIH1D1. Une 

structure du complexe PIH1D1199-290 / RPAP3281-445 a été résolue par cristallographie aux rayons 

X (Figure 24C). �/�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �I�D�L�W�� �L�Q�W�H�U�Y�H�Q�L�U�� �X�Q�� �H�Q�V�H�P�E�O�H��

�G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V���K�\�G�U�R�S�K�R�E�H�V���H�W���S�R�O�D�L�U�H�V�����p�W�D�E�O�L���H�Q�W�U�H���O�H�V���K�p�O�L�F�H�V���.�����H�W���.�����G�H���5�3�$�3�����H�W���O�H�V���I�H�X�L�O�O�H�W�V��

�E1, �E2, �E6 et �E7 du domaine CS de PIH1D1 (Henri et al., 2018). Une étude par cryo-microscopie 

électronique et cross-link a permis de mettre en évidence la structure globale de Nop58 (1-447) 

de levure (biochimiquement stable in vitro) avec le complexe R2TP. Il apparaît de cette étude 
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�T�X�H���O�H���G�R�P�D�L�Q�H���3�,�+���G�H���3�L�K���S���F�R�Q�W�D�F�W�H���j���O�D���I�R�L�V���O�¶�D�Q�Q�H�D�X���K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H���5�Y�E�����5�Y�E����via leurs DII, 

�P�D�L�V���D�X�V�V�L���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p���&-terminale de Nop58 (Yu et al., 2019). 

 

1.3.3. �/�H���F�R�P�S�O�H�[�H���5���6�3���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����K�R�P�R�O�R�J�X�H���G�X���5���7�3 

Le complexe R2SP (RUVBL1/RUVBL2/SPAG1/PIH1D2) est orthologue au complexe R2TP, 

avec le remplacement des protéines adaptatrices RPAP3 et PIH1D1 par respectivement SPAG1 

(Sperm associated antigen 1) et PIH1D2 (Maurizy et al., 2018). R2TP et R2SP sont tous deux 

cofacteurs de protéines chaperon qui fonctionnent avec les protéines chaperon HSP70 et 

�+�6�3���������I�D�F�L�O�L�W�D�Q�W���D�L�Q�V�L���O�¶�R�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q���T�X�D�W�H�U�Q�D�L�U�H���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�O�L�H�Q�W�H�V spécifiques de chaque 

complexe�����'�H���S�O�X�V�����O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5���6�3���D���p�W�p���P�R�Q�W�U�p���F�R�P�P�H���p�W�D�Q�W���W�L�V�V�X�V���V�S�p�F�L�I�L�T�X�H. 

Il serait enrichi dans les testicules qui nécessite une température de 30°C (Maurizy et al., 2018). 

La structure du complexe R2TP a été largement étudiée par RMN, cristallographie aux rayons 

X et cryo-microscopie électronique���� �,�O�� �Q�¶�\�� �D�� �S�D�V�� �G�H données tridimensionnelles à haute 

résolution pour le complexe R2SP à ce jour. Alors que PIH1D1 et PIH1D2 sont tous deux 

�F�R�P�S�R�V�p�V���G�¶�X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���3�,�+���H�W���G�¶�X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���&�6�����6�3�$�*�����H�W���5�3�$�3�����S�D�U�W�D�J�H�Q�W���X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���&-

terminal conservé ainsi que plusieurs domaines TPR (Maurizy et al., 2018) (Figure 25A). En 

raison de leurs similitudes organisationnelles, RPAP3/PIH1D1 et SPAG1/PIH1D2 pourraient 

partager des fonctions communes. Cependant, il a été proposé que SPAG1 possède une activité 

�G�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �*�7�3�� �V�S�p�F�L�I�L�T�X�H���� �D�S�S�R�U�W�D�Q�W�� �p�Y�H�Q�W�X�H�O�O�H�P�H�Q�W�� �O�¶�p�Q�H�U�J�L�H�� �Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�� �j�� �V�D�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�H��

cofacteur de protéine chaperon (Lin et al., 2001). Parmi les clients du R2SP, la liprine-�.����

semble un candidat majeur. Un enrichissement du complexe R2SP dans des cellules Hela 

conduit à une surexpression de la liprine-�.�����j��30°C, la température testiculaire�����,�O���V�¶�D�J�L�W���G�¶�X�Q�H��

�S�U�R�W�p�L�Q�H�� �G�¶�p�F�K�D�I�D�X�G�D�J�H�� �V�¶�D�V�V�R�F�L�D�Q�W�� �j�� �S�O�X�V�L�H�X�U�V�� �I�D�F�W�H�X�U�V�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�V�� �D�X�[�� �U�{�O�H�V�� �W�U�q�V�� �Y�D�U�L�p�V  : 

adhésion et migration cellulaires, organisation de la zone synaptique active (Maurizy et al., 

2018).SPAG1 est une protéine de 104 kDa, homologue à la protéine RPAP3. Elle contient trois 

domaines TPR et un domaine RPAP3 C-terminal (Figure 25A). SPAG1 est une protéine qui 

fait partie de la famille des facteurs protéiques DNAAF (Dynein Axonemal Assembly Factors). 

Elles sont responsables �G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���E�U�D�V���G�H���G�\�Q�p�L�Q�H���F�R�Q�V�W�L�W�X�D�Q�W���O�H�V���F�L�O�V����Des mutations 

dans �O�H���J�q�Q�H���G�H���6�3�$�*���� �V�H�U�D�L�H�Q�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�V���G�¶�X�Q�H���G�\�V�N�L�Q�p�V�L�H���F�L�O�L�D�L�U�H���S�U�L�P�L�W�L�Y�H�����'�&�3���� une 

maladie génétique rare causant des troubles respiratoires ainsi que des problèmes de fertilité 

�F�K�H�]�� �O�¶�+�R�P�P�H���� �/�D�� �'�&�3�� �V�H�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H�� �S�D�U�� �X�Q�H�� �P�D�X�Y�D�L�V�H�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �F�L�O�V�� �P�R�E�L�O�H�V����

�S�U�p�F�L�V�p�P�H�Q�W���G�H�V���E�U�D�V���G�H���G�\�Q�p�L�Q�H�V�����S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W���D�X�[���F�H�O�O�X�O�H�V���I�O�D�J�H�O�O�p�H�V���G�¶�r�W�U�H���P�R�E�Lles (Knowles 

et al., 2013).   
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Figure 25 ���� �0�L�V�H�� �H�Q�� �p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5���7�3-like : R2SP 
(RUVBL1/RUVBL2/SPAG1/PIH1D2) (Maurizy et al., 2018). 
(A) La protéine SPAG1 homologue de RPAP3, est organisée en trois domaines TPR, et un domaine C-
terminal. La protéine PIH1D2 homologue de PIH1D1 comporte deux domaines : CS et PIH.  
(B) Stable isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC), est une méthode de protéomique 
quantitative utilisant la spectrométrie de masse. Le SILAC de la protéine marquée GFP-PIH1D2 dans 
des cellules HeLa indique un enrichissement des protéines SPAG1, HSP70 et RUVBL1/RUVBL2, ce 
�T�X�L���V�X�J�J�q�U�H���O�¶�H�[�L�V�W�H�Q�F�H���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���5���7�3-like nommé R2SP en association avec HSP70. 
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 �6�3�$�*���� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�¶�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �V�L�J�Q�D�O�� �H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �U�p�J�X�O�p�� �S�D�U�� �O�D��

protéine kinase G (Liu et al., 2006). Pour finir, elle joue également un rôle dans les voies 

�G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�H�V���G�H�V���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V�����W�H�O�O�H���T�X�H���O�D���N�L�Q�D�V�H���G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�H���G�H���O�¶�$�0�3���H�W���O�H�V���N�L�Q�D�V�H�V���&���G�H�V���Y�R�L�H�V��

de signalisation (Huang et al., 2016)���� �'�H�V�� �H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V�� �G�¶�,�3�� �/�8�0�,�(�5�� �R�Q�W�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�D��

�V�X�U�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���3�,�+���'�����D�P�p�O�L�R�U�H���O�¶�D�I�I�L�Q�L�W�p���G�H���6�3�$�*�����S�R�X�U���O�H���F�R�P�S�O�H�[�H���5�8�9�%�/�����5�8�9�%�/���� 

�&�H�W�W�H���D�I�I�L�Q�L�W�p���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���H�V�W���V�L�P�L�O�D�L�U�H���j���F�H�O�O�H���G�H���5�3�$�3�����S�R�X�U���5�8�9�%�/�����5�8�9�%�/����(Maurizy 

et al., 2018). 

Le génome humain code quatre protéines avec un domaine PIH : PIH1D1, PIH1D2, PIH1D3 

et DNAAF2. De façon intéressante, la duplication du gène ancestral de RPAP3 pour  

donner SPAG1 est suivie �G�¶�X�Qe �G�X�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���V�L�P�L�O�D�L�U�H���G�H���O�¶�D�Q�F�r�W�U�H���G�H���3�,�+���'�������J�p�Q�p�U�D�Q�W��PIH1D1 

et PIH1D2 (Yamamoto et al., 2010). En plus de SPAG1 et RUVBL1/RUVBL2���� �G�¶�D�X�W�U�H�V��

partenaires sont en associations avec PIH1D2 en IP-�/�8�0�,�(�5�����,�O���V�¶�D�J�L�W���G�Hs protéines impliquées 

dans divers processus cellulaires : le métabolisme �G�H���O�¶�$�'�1�����O�D���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q���H�W la maturation 

�G�H���O�¶�$�5�1 (Maurizy et al., 2018). 

 

2. �0�R�G�q�O�H���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��des snoRNP à boîtes C/D chez la levure S. cerevisiae 

�/�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V���p�W�X�G�H�V���I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�V���H�W���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�V���G�H���O�D���G�p�F�H�Q�Q�L�H���R�Q�W���S�H�U�P�L�V���G�H���S�U�R�S�R�V�H�U���G�H�V��

�P�R�G�q�O�H�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'�����D�L�Q�V�L���T�X�H���G�H���V�X�J�J�p�U�H�U���G�H�V���I�R�Q�F�W�L�R�Q�V���S�R�X�U��

chacune des protéines impliquées dans les différentes étapes de la biogenèse (Bizarro et al., 

2014; Boulon et al., 2008; Kakihara et al., 2014a; McKeegan et al., 2007, 2009; Paul et al., 

2019b; Zhao et al., 2008). Toutefois, de nombreux points sont encore à élucider, à savoir, à 

�T�X�H�O�O�H�V���p�W�D�S�H�V���O�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���I�D�F�W�H�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���L�Q�W�H�U�Y�L�H�Q�Q�H�Q�W�����D�Y�H�F���T�X�H�O�V���S�D�U�W�H�Q�D�L�U�H�V���H�W���S�R�X�U��

�D�V�V�X�U�H�U���T�X�H�O�O�H���V�����I�R�Q�F�W�L�R�Q���V�����S�U�p�F�L�V�H���V������ �,�O���H�V�W���j���Q�R�W�H�U���T�X�¶�L�O���V�X�E�V�L�V�W�H���T�X�H�O�T�X�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�F�H�V dans 

�O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�� �V�Q�R�5�1�3�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�Ole�V�� �H�Q�W�U�H�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H�� �H�W�� �O�¶�+�R�P�P�H���� �'�D�Q�V�� �F�H�W�W�H�� �p�W�X�G�H���� �Q�R�X�V��

nous intéresserons plus particulièrement aux étapes de cette machinerie complexe chez la 

levure. 

Plusieurs résultats suggèrent un assemblage des snoRNP de façon co-transcriptionnelle. En 

effet, Nop1, Nop58p et Bcd1p ont été détectées par  ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation) 

chez la levure sur les loci codant les snoARN à boîtes C/D mais également sur quelques 

snoARN naissants (Paul et al., 2019b; Vincenti et al., 2007). De plus, certains facteurs 

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H����tel que  les protéines Rsa1/NUFIP1 et Hit1/ZNHIT3 sont requis pour le 

�U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U���V�X�U���O�H�V���V�Q�R�$�5�1�����H�W���S�O�X�V���S�D�U�W�L�F�X�O�L�q�U�H�P�H�Q�W���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���6�Q�X���������D�X��

�V�H�L�Q�� �G�¶�X�Q�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�� �6�5�+�� ���6�Q�X����-Rsa1-Hit1) (Rothé et al., 2014b). Le dépôt de 
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Snu13p sur le snoARN constitue la première étape pour le recrutement des autres protéines 

�F�°�X�U���D�X���V�H�L�Q���G�H���O�D��pré-particule snoRNP (Bizarro et al., 2014; Boulon et al., 2008; Gonzales et 

al., 2005; Kakihara et al., 2014b; King et al., 2001). Le complexe R2TP est décrit comme étant 

requis pour le recrutement de Nop58p dans les complexes de pré-assemblages de snoRNP à 

boîtes C/D (Gonzales et al., 2005; Kakihara et al., 2014b; Zhao et al., 2008).  
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Objectifs 

 

�/�H���P�p�F�D�Q�L�V�P�H���G�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H�V���I�D�F�W�H�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H �H�W���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U��sur les snoARN 

lors de la formation des pré-�F�R�P�S�O�H�[�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���H�V�W���H�Q�F�R�U�H���j���p�O�X�F�L�G�H�U�����,�O���H�V�W���S�R�V�V�L�E�O�H���T�X�H��

plusieurs sous-complexes protéiques soient recrutés �G�D�Q�V���X�Q���R�U�G�U�H���S�U�p�F�L�V�����R�X���E�L�H�Q���T�X�¶�X�Q���V�H�X�O��

pré-complexe contenant tous les facteurs protéiques �U�H�T�X�L�V�� �S�R�X�U�� �O�¶�Dssemblage des particules 

soit formé. �3�D�U���D�L�O�O�H�X�U�V�����O�¶�p�W�X�G�H��de la formation des pré-particules constitue une étape clé pour 

la suite de la compréhension de leur relargage de la particule mature et fonctionnelle. Ces 

mécanismes de désassemblage et de recyclage des snoRNP �Q�¶�R�Q�W���S�D�V���H�Q�F�R�U�H���p�W�p���p�W�X�G�L�p�V�� 

Le �U�p�V�H�D�X�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V�� �P�L�V�� �H�Q�� �p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �H�Q�W�U�H�� �O�H�V�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �G�H�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H��

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �H�W�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�°�X�U�� �G�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���' suggère que la formation de 

complexes multiprotéiques est nécessaire, réalisée de manière séquentielle, ordonnée et 

contrôlée dans la cellule �S�D�U���O�¶�L�Q�W�H�U�Y�H�Q�W�L�R�Q���G�H���S�O�X�V�L�H�X�U�V���I�D�F�W�H�X�U�V���S�U�R�W�p�L�T�X�H�V.  

Plusieurs données de la littérature indiquent que Bcd1p est nécessaire au dépôt de la protéine 

Nop58 sur la pré-snoRNP incluant au moins Snu13p, ce qui constitue une étape essentielle dans 

�F�H���P�p�F�D�Q�L�V�P�H���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H. Nous nous sommes intéressés �D�X���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���j���O�¶�p�W�X�G�H���G�H���O�D���U�p�J�L�R�Q��

N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�H�� �G�H�� �%�F�G���S�� �F�K�H�]�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H���� �&�R�P�P�H�� �Q�R�X�V�� �O�¶�D�Y�R�Q�V�� �G�p�F�U�L�W�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�K�D�S�L�W�U�H��

�G�¶introduction, cette région de Bcd1p contient le fragment minimum 1-96 qui assure une 

croissance normale des cellules. Elle �H�V�W�� �G�R�Q�F�� �O�H�� �V�L�q�J�H�� �G�H�� �O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�V�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V��

essentiel�O�H�V���j���O�D���I�R�Q�F�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���G�D�Q�V���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'. Un alignement 

du fragment 45-96 de Bcd1p chez S. cerevisiae, avec plusieurs mêmes fragments de Bcd1p 

chez différentes espèces de levure, indique la conservation stricte de deux acides aminés au 

�F�R�X�U�V���G�H���O�¶�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q : �O�¶Aspartate 72 et �O�¶Arginine 81.  

�/�D�� �P�X�W�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�$�V�S�D�U�W�D�W�H�� ������ �H�Q�� �$�O�D�Q�L�Q�H�� �D�� �S�X�� �I�D�F�L�O�H�P�H�Q�W�� �r�W�U�H�� �R�E�W�H�Q�Xe. Nous avons voulu 

connaître �O�¶�H�I�I�H�W���G�H���F�H�W�W�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���S�R�Q�F�W�X�H�O�O�H���V�X�U���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H dans la cellule. Son expression 

transitoire chez S. cerevisiae nous permettrait ainsi de mieux caractériser le rôle joué par Bcd1p, 

�j���W�U�D�Y�H�U�V���O�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�������S�U�R�W�p�L�Q�H���H�W���V�Q�R�$�5�1 : protéine. Cette étude sera 

facilitée �S�D�U���O�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���V�R�X�F�K�H���G�H���O�H�Y�X�U�H qui seront générées au laboratoire, exprimant les 

�I�D�F�W�H�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H �H�W���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U���I�X�V�L�R�Q�Q�p�H�V���j���G�H�V���p�W�L�T�X�H�W�W�H�V, permettant ainsi de les 

isoler par immunoprécipitation et de les détecter par Western-Blot.  

�/�H���F�R�P�S�O�H�[�H���5���7�3���D���I�D�L�W���O�¶�R�E�M�H�W���G�H���S�O�X�V�L�H�X�U�V���p�W�X�G�H�V���� �G�D�Q�V���O�H���E�X�W���G�H���P�L�H�X�[�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H�U���H�W��de 

�G�L�V�V�R�F�L�H�U���O�H���U�{�O�H���M�R�X�p���D�L�Q�V�L���T�X�H���O�¶�D�S�S�R�U�W���G�H���F�K�D�F�X�Q���G�H���V�H�V���F�R�Q�V�W�L�W�X�D�Q�W�V�����5�Y�E�����5�Y�E������ �7�D�K���S���H�W��

Pih1p) dans la fonction finale du complexe. Une partie de ce travail de thèse a été dédiée à la 
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compréhension du lien fonctionnel, biochimique et structural entre Bcd1p et le complexe 

Rvb1/Rvb2. Des travaux menés au laboratoire indiquent que le ZHD de Bcd1p (1-45) en région 

N-terminale est suffisant pour interagir avec notamment avec les RUVBL1/RUVBL2 

humaines, toutefois nous ignorons la contribution de ce complexe ATPasique dans les étapes 

�G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�V�����F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W�V���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�Q�H�O�V et activation de protéine, acheminements et 

libérations de cibles protéiques aux site�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� dissociation de partenaire protéique, 

etc). La complexité de son étude, comme pour la plupart �G�H�V�� �I�D�F�W�H�X�U�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H des 

snoRNPs à boîtes C/D connus, vient du fait que Rvb1/RUVBL1 et Rvb2/RUVBL2 opèrent 

dans plusieurs voies cellulaires différentes comme mentionné précédemment, avec au moins 

�G�H�X�[���V�W�°�F�K�L�R�P�p�W�U�L�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V�����F�R�P�S�O�H�[�H���K�p�W�p�U�R�K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H���R�X���H�W���K�p�W�p�U�R�G�R�G�p�F�D�P�q�U�L�T�X�H����  

�/�¶�D�F�W�L�Y�L�W�p��ATPasique du complexe protéine co-chaperon Rvb1/Rvb2 et ses différentes 

conformations qui en découlent selon la nature des nucléotides fixés sont vraisemblablement 

liées à la fonction de Bcd1p �G�D�Q�V���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H. Une partie de ce travail est donc dédiée à l�¶�p�W�X�G�H 

du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p in vitro par des techniques biochimiques (chromatographie de 

filtration sur gel), biophysiques (ITC) et structuraux (cryo-microscopie électronique). La 

compréhension structurale de ce complexe, permettra d�¶�D�S�S�R�U�W�H�U���G�H�V���p�O�p�P�H�Q�W�V���G�H���U�p�S�R�Q�V�H�V���V�X�U��

le mécanisme du rôle joué par Bcd1p. 

Une autre partie de cette étude a été consacrée à un complexe R2TP-like (R2SP) qui comme 

�S�R�X�U���O�H���5���7�3���H�V�W���X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���S�U�R�W�p�L�T�X�H���D�L�G�D�Q�W���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���T�X�D�W�H�U�Q�D�L�U�H���G�H���F�O�L�H�Q�W�V���S�U�R�W�p�L�T�X�Hs 

�V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�V�� �V�¶�D�V�V�R�F�L�D�Q�W��aux protéines chaperons HSP90 et HSP70. La compréhension de ce 

complexe R2TP-like apporterait des informations supplémentaires pour la compréhension de la 

fonction du R2TP. Dans un premier temps, nous avons étudié le rôle des domaines TPR de 

SPAG1 dans le recrutement des protéines �F�K�D�S�H�U�R�Q�V�� �+�6�3�� �S�D�U���O�H�� �E�L�D�L�V�� �G�¶�H�V�V�D�L�V�� �E�L�R�F�K�L�P�L�T�X�H�V��

(pull down) et biophysiques (ITC), de spectroscopie Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

et des simulations de dynamique moléculaire (Publication N°01).  

Le domaine TPR1 de SPAG1 a été plus particulièrement étudié, utilisant une approche 

�G�¶�R�S�W�L�P�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H��par mutations (en combinaison avec des approches 

structurales �H�W���E�L�R�S�K�\�V�L�T�X�H�V�����/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���j���O�¶�p�F�K�H�O�O�H���D�W�R�P�L�V�W�L�T�X�H���G�H���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���Hntre le fragment 

en position C-terminale des HSP70 et HSP90, et une forme variante du TPR1 de SPAG1 a été 

réalisée. Cette étude a pour but de caractériser les acides aminés dans les motifs TPR 

responsables du positionnement des peptides HSP (Publication N°2).  
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1. Matériels  

1.1.Oligonucléotides  

�/�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V��amorces désoxyribonucléotidiques utilisé durant ma thèse est répertorié dans 

�O�H���W�D�E�O�H�D�X���������D�Y�H�F���O�H���Q�X�P�p�U�R���G�X���W�X�E�H�����O�D���V�p�T�X�H�Q�F�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�L�T�X�H���H�W���O�¶�X�V�D�J�H���G�H���F�K�D�F�X�Q���� 

 
1.2. �9�H�F�W�H�X�U�V���G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q 

 
1.2.1. Plasmides bactériens 

�x Le plasmide pRARE2 (Figure M1A)  exprime les 7 ARNt (Arg, Pro, Leu, Met, Thr, 

Gly, Ile) faiblement utilisés par la bactérie comparée aux eucaryotes et ainsi il évite une 

saturation du système de �W�U�D�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �$�5�1�P�� �L�V�V�X�V�� �G�¶�R�U�J�D�Q�L�V�P�H�V�� �H�X�F�D�U�\�R�W�H�V���� �,�O�� �H�V�W��

résistant au chloramphénicol, avec une origine de réplication de type p15a ori.  

 

�x Le plasmide pnEA3CH (Figure M1B): est utilisé pour la surexpression des protéines 

recombinantes �D�Y�H�F�� �O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H�� ���[�+�L�V��chez E. coli���� �,�O�� �H�V�W�� �U�p�V�L�V�W�D�Q�W�� �j�� �O�¶�D�P�S�L�F�L�O�O�L�Q�H�� �H�W��

possède une origine de réplication de type pRB322. Le gène �H�V�W���V�R�X�V���O�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�¶�X�Q��

�S�U�R�P�R�W�H�X�U���L�Q�G�X�F�W�L�E�O�H���j���O�¶�,�3�7�*����celui �G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���G�X��bactériophage T7. Nous 

retrouvons une étiquette 6 x Histidines en amont de la cassette de clonage, avec une 

séquence qui code pour un site de coupure à la PreScission (3�&�������H�Q�W�U�H���O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H���H�W��le 

�J�q�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W. 

 

1.2.2.  Plasmides de levure 

�x Le plasmide pFA6a-KanMX6-pGAL1-3HA (Figure M2A): est utilisé dans la levure S. 

cerevisiae pour exprimer de façon ectopique et transitoire la protéine Bcd1, grâce à 

�O�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���S�U�R�P�R�W�Hur conditionnel pGAL inductible par le galactose. La protéine 

Bcd1 est par ailleurs produite en fusion avec une étiquette 3HA côté N-terminal. Il est 

résistant à la Kanamycine (G418). 

 

�x Le plasmide p416GPD 3x FLAG (Figure M2B): est utilisé pour �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���H�F�W�R�S�L�T�X�H��

des protéines de levure, en fusion avec une étiquette 3x FLAG en position N-terminale. 

�,�O���F�R�P�S�R�U�W�H���X�Q�H���R�U�L�J�L�Q�H���G�H���U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���&�(�1���$�5�6�����X�Q���J�q�Q�H���G�H���U�p�V�L�V�W�D�Q�F�H���j���O�¶�D�P�S�L�F�L�O�O�L�Q�H��

�D�L�Q�V�L�� �T�X�¶�X�Q�� �P�D�U�T�X�H�X�U�� �G�¶�D�X�[�R�W�U�R�S�K�L�H�� �8�5�$������Il possède un promoteur fort issu de la 

glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH).  
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N° �6�p�T�X�H�Q�F�H�����¶�Æ���¶ Usage 

E741 TCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATT
ACGCTATGGCGGTGTTGTGTGGTGTATGC 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���&�O�R�Q�D�J�H���G�H���O�¶�2�5�)��
BCD1 de levure dans le vecteur 
�G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���S�I�D���D�� 

E740 GCGCCTCAGCACTGAGCAGCGTAATCTGGAACGTCATATGGA
TAGGATCCTCATGCAGTGAGGAAATCCA 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���&�O�R�Q�D�J�H���G�H���O�¶�2�5�)��
BCD1 de levure dans le vecteur 
�G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���S�)�$���D 

F692 AAATCAGCAGACCCTGATGCCATGGATACTACGGA 

�2�O�L�J�R�����¶���L�Q�W�H�U�Q�H���G�H���5�9�%�����G�H���O�H�Y�X�U�H��
(utilisé pour le séquençage de la 
concaténation pnEA3CH Rvb2 
Rvb1) 

F604 AGGGCTGTTTTGGTAGCGGGCCCCCCTTCAACTGGTGAGACC
GCTCTTGCC 

Oligo 5' de mutation de Fixation 
d'ATP sur yRvb2 K81E 

F603 ACCCAGAGACTGGGAAACACCCATGGCAAGAGCGGTCTCAC
CAGTTGAAGG 

Oligo 3' de mutation de fixation 
d'ATP sur yRvb2 K81E 

F587 TTGTTCATTGATAATGTTAATATGCTAGACATTGAAATA  Oligo 5' de mutation d'hydrolyse 
d'ATP yRvb1 E312N 

F588 ATTAACATTATCAATGAACAAAACACCTGGAAT  
�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
yRvb1 E312N Mutation d'hydrolyse 
d'ATP 

F589 TTATTTATCGACAATGTCCACATGTTGGATATAGAATGT 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
yRvb2 E297N, dans les vecteurs de 
co-expressions (pnEA-3cH, pnCS et 
pnYK) 

F590 GTGGACATTGTCGATAAATAATACACCAGGAAC 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
yRvb1 E297N, dans les vecteurs de 
co-expressions (pnEA-3cH, pnCS et 
pnYK) 

F591 CCTTCTACAGGTGAGACAGCATTGGCTCTCGCCATTTCA 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
yRvb1 K85E, dans les vecteurs de 
co-expressions (pnEA-3cH, pnCS et 
pnYK) 

F592 TGCTGTCTCACCTGTAGAAGGACCACCAGCTAA 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
yRvb1 K85E, dans les vecteurs de 
co-expressions (pnEA-3cH, pnCS et 
pnYK 

F306 ATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCGG Amorce pour le séquençage pFA6a 
Gal 3HA Bcd1 WT/D72A 

F305 CATAAGAAATTCGCTTATTTAGAAGTGGCGCGC Amorce pour le séquençage pFA6a 
Gal KanMx 

F446 GGGGAGCTCGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGC 
�2�O�L�J�R�����¶���G�H���F�O�R�Q�D�J�H���G�X���&�(�1���$�5�6��
dans le vecteur pFA6a avec site de 
restriction SacI 

F445 GGGACTAGTATCACGTGCTATAAAAATAATTATA  
�2�O�L�J�R�����¶���G�H���F�O�R�Q�D�J�H���G�X���&�(�1���$�5�6��
dans le vecteur pFA6a avec site de 
restriction SpeI 

E860 GGAGATCCTCGAGTACCGCCACAACACACC �2�O�L�J�R�����¶���G�¶�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�
�2�5�)��
Bcd1 avec site de restriction XhoI 

E858 GAGGGGCTAGCAGTACGTCACTCCTTT �2�O�L�J�R�����¶���G�¶�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�
�2�5�) 
Bcd1 avec site de restriction NheI 

E592 TACATGCACCATTGCCTTCAACTGCGTCAGATAGTTGTA 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
Bcd1 R81A, dans les vecteurs de co-
expressions (pnEA-3cH, pnCS et 
pnYK). 
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E591 ACGCAGTTGAAGGCAATGGTGCATGTACAAAAGATGGAT 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
Bcd1 R81A, dans les vecteurs de co-
expressions (pnEA-3cH, pnCS et 
pnYK). 

D852 AATGCTTATGTCCAGAGGGCCGCCAACTATCTGACGCAG 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
Bcd1p D72A Y73A, dans les 
vecteurs de co-expressions (pnEA-
3cH, pnCS et pnYK) 

D851 CTGCGTCAGATAGTTGGCGGCCCTCTGGACATAAGCATT 

�2�O�L�J�R�����¶���G�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�2�5�)���G�H��
Bcd1 D72A Y73A, dans les 
vecteurs de co-expressions (pnEA-
3cH, pnCS et pnYK). 

9688 TGAATGACATTAGCGTGAACAA �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR sur ARN snR52 
levure 

9689 TTCAGAAGGAAGGCAACATAAG �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR sur ARN snR52 
levure 

A159 TGCCTCGCTCGGTTGTTAAT �2�O�L�J�R�����¶��qPCR sur snR36 de levure 

A160 AGCGATATCCTCGTACTCAAAGA 
�2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR sur snR36 de 
levure 

A161 TGCAGGGAATGACTAAAAGCC �2�O�L�J�R�����¶��qPCR sur snR32 de levure 

A162 TCAGAAATGATCAACACCAGGC �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR sur snR32 de 
levure 

B740 GAGCCACTGAATCCAAC �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR exon 2 U3 levure 

B741 GTACATAGGATGGGTCA �2�O�L�J�R�����¶��qPCR exon 2 U3 levure 

B868 ATGGCAGTCTGACAAGTTA �2�O�L�J�R�����¶��U3 levure immatures en 3' 

C319 CCAGTAAATAATGCCAAAAATCC  �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR RVB2 levure 

C320 AAAGCTAGTGGGAAGATTACC �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR RVB2 levure 

9702 TCACGGTGATGAAAGACTGG �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR sur transcrit 
snR128 (U14) de levure 

9703 AAGAGCGGTCACCGAGAGTA �2�O�L�J�R�����¶���G�H��qPCR sur transcrit 
snR128 (U14) de levure  

 
 
 
Tableau M1 : Liste des amorces désoxyribonucléotidiques utilisées pour les différentes 
expériences de ce travail de thèse (Oligo=Oligonucléotide). 
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Figure M1 : Carte schématique des plasmides bactériens utilisés.  
(A) vecteur pRARE2, cam : chloramphénicol, tRNA : ARN de transfert, ori : origine de réplication. (B) 
�Y�H�F�W�H�X�U���G�¶�H�[pression de protéines recombinantes chez E. coli, le pnEA3CH. RBS : Ribosome Binding 
Site, lacI : code pour le répresseur LacI �G�H���O�¶�R�S�p�U�R�Q���O�D�F�W�R�V�H���T�X�L���V�H���I�L�[�H���V�X�U���O�¶�R�S�p�U�D�W�H�X�U���O�D�F�W�R�V�H���H�Q���D�E�V�H�Q�F�H��
�G�¶�,�3�7�*�����%�R�P (Basis Of Mobility) : région de conjugaison fonctionnelle. Rop (Repressor Of Primer) : 
protéine qui maintient le plasmide à faible nombre de copies dans la cellule.  
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Figure M2 : Carte schématique des plasmides de levure utilisés.  
(A) vecteur pFA6a GAL 3HA, ADH : Alcool Déshydrogénase 1, AmpR �����5�p�V�L�V�W�D�Q�F�H���j���O�¶�$�P�S�L�F�L�O�O�L�Q�H����
ori : origine, KanMX : Kanamycine, GAL1 : Galactose 1. (B) vecteur p416 GPD-3FLAG, URA : 
URAcil, CEN/ARS : CENtromère (Automatically Replicating Sequence), lac : opéron lactose, GAPDH 
: Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase.  
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1.3.Souches utilisées 

a. Souches bactériennes : Escherichia coli 

La souche DH5�. (sup�(���������ûlac�8�����������-������lac�=�û�0����������hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-

1, relA1) �D�� �p�W�p�� �X�W�L�O�L�V�p�H�� �S�R�X�U�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�¶�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �H�W�� �G�¶�H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�¶�$�'�1�� �S�O�D�V�P�L�G�L�T�X�H��

relatives aux manipulations de génie génétique.  

 

La souche BL21 (DE3) pRARE2 (F- ompT hsdSB (rB-, mB-) gal dcm �����'�(���������>argN5, argX, 

proL, leuW, metT, argW, thrT, glyT, thrU, argU, ileX, Camr])  ainsi que la souche C41 (DE3) 

pRARE2 (F �± ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3), [argN5, argX, proL, leuW, metT, argW, 

thrT, glyT, thrU, argU, ileX, Camr]) ont servi de systèmes hôtes �G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

recombinantes nécessaires aux analyses biochimiques, biophysiques et structurales.  

 
b. Souches de levures : Saccharomyces cerevisiae  

La souche S. cerevisiae BY4741 (Mating �D�������K�L�V���û�������O�H�X���û�������P�H�W�����û�������X�U�D���û���� ainsi que la 

souche S. cerevisiae TAP-tag (Mating a ; ade2; arg4; leu2-3,112; trp1-289; ura3-52) ont servi 

pour la construction de souches transformées avec le vecteur pFA6aKan-MX6 de façon à 

pouvoir contrôler �O�¶�H�[�S�U�H�Vsion inductible et transitoire de Bcd1p de façon ectopique dans les 

cellules de levure. 

 

�x BY4741 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-) 

�x BY4741 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 WT 

�x BY4741 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 D72A 

�x TAP-RVB2 pFA6a KanMX6 GAL1 -3HA (-) 

�x TAP-RVB2 pFA6a KanMX6 GAL1 -3HA-Bcd1 WT 

�x TAP-RVB2 pFA6a KanMX6 GAL1 -3HA-Bcd1 D72A 

�x TAP-NOP58 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-) 

�x TAP-NOP58 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 WT 

�x TAP-NOP58 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 D72A 

�x TAP-RSA1 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-) 

�x TAP-RSA1 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 WT 

�x TAP-RSA1 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 D72A 

�x TAP-NOP56 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA(-) 
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�x TAP-NOP56 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 WT 

�x TAP-NOP56 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 D72A 

�x TAP-RSA1 p416 GPD 3FLAG-SNU13 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-) 

�x TAP-RSA1 p416 GPD 3FLAG-SNU13 pFA6a KanMX6 GAL1 -3HA-Bcd1 WT 

�x TAP-RSA1 p416 GPD 3FLAG-SNU13 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 D72A 

 

 

1.4. Les milieux de cultures 

Différents milieux préparés au laboratoire ont servi pour la mise en culture des bactéries et des 

levures. Tous ont étaient stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 20 minutes à 1 bar de 

pression : 

 

- Le milieu LB (Luria Bertani) est le milieu de culture des bactéries C41, 

BL21(DE3) �H�W���'�+���.. Il est composé de bactotryptone à 10 �J���/�����G�¶�H�[�W�U�D�L�W���G�H���O�H�Y�X�U�H��à 5 g/L et 

de NaCl à 5 g/L avec un pH 7,5.  

- Le milieu riche YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) est le milieu de culture 

des levures avec le glucose (dextrose) comme source de carbone. Il est composé �G�¶�H�[�W�U�D�L�W���G�H��

levure à 10 g/L, bactopeptone à 20 g/L et glucose à 20 g/L  

- Le milieu riche YPG (Yeast extract Peptone Galactose) est le milieu de culture 

�G�H�V���O�H�Y�X�U�H�V���D�Y�H�F���O�H���J�D�O�D�F�W�R�V�H���F�R�P�P�H���V�R�X�U�F�H���G�H���F�D�U�E�R�Q�H�����,�O���H�V�W���F�R�P�S�R�V�p���G�¶�H�[�W�U�D�L�W���G�H���O�H�Y�X�U�H��à 10 

g/L, bactopeptone à 20 g/L et galactose à 20 g/L.  

- Le milieu sélectif YNB (Yeast Nitrogen Base) est le milieu de culture des 

levures constitué �G�¶�X�Q�H���E�D�V�H���D�]�R�W�p�H���G�H���O�H�Y�X�U�H���V�D�Q�V���D�F�L�G�H�V���D�P�L�Q�p�V��à 10 g/L, du glucose / galactose 

à ������ �J���/�� �H�W�� �G�¶�X�Q�� �P�p�O�D�Q�J�H�� �G�¶�D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V��à 20 g/L pour chaque acide aminé, permettant 

�G�¶�D�S�S�O�L�T�X�H�U�� �X�Q�H�� �V�p�O�H�F�W�L�R�Q�� �V�H�O�R�Q�� �O�H�� �P�D�U�T�X�H�X�U�� �G�¶�D�X�[�R�W�U�R�S�K�L�H�� �G�X�� �Y�H�F�W�H�X�U�� �j�� �V�p�O�H�F�W�L�R�Q�Q�H�U�� �G�D�Q�V��la 

levure.  

 

1.5. Les antibiotiques  

�x Ampicilline  qui a été utilisée à 100 �Pg/L.  

�x Chloramphénicol qui a été utilisé à 25 �Pg/L. 

�x Généticine (G418) qui a été utilisé à 200 µg/mL. 
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1.6. Les tampons utilisés  

a. Escherichia coli 

 

- Le tampon de lyse pour purifier  une protéine recombinante : 25 mM HEPES KOH 

pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 10 mM Imidazole ; 0,5 mM TCEP ; 5% Glycérol ; (0,5 mM 

ADP/ATP et 5 mM MgCl2 sont ajoutés pour certaines purifications de protéines 

recombinantes). 

- �/�H���W�D�P�S�R�Q���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���O�D�� �U�p�V�L�Q�H Cobalt ouNickel : 25 mM HEPES 

KOH pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 300 mM Imidazole ; 0,5 mM TCEP ; 5 % Glycérol (0,5 

mM ADP/ATP et 5 mM MgCl2 sont ajoutés pour certaines purifications de protéines 

recombinantes). 

- Le tampon de dialyse : 25 mM HEPES KOH pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 1 mM DTT ; 5 

% Glycérol. 

- �/�H���W�D�P�S�R�Q���G�H���F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�L�H���G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q���G�H���W�D�L�O�O�H : 10 mM HEPES KOH pH 7,5 ; 

150 mM NaCl ; 1 mM DTT ; 1 % Glycérol (0,5 mM ADP/ATP et 5 mM MgCl2 sont 

ajoutés pour certaines purifications de protéines recombinantes). 

 

b. S. cerevisiae  

- �7�D�P�S�R�Q���G�H���O�\�V�H���G�H�V���O�H�Y�X�U�H�V���S�R�X�U���O�D���S�U�p�S�D�U�D�W�L�R�Q���G�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���W�R�W�D�O : 20 mM 

HEPES KOH pH 7,9 ; 3 mM MgCl2 ; 10% Glycérol ; 150 mM NaCl ; 500 nM DTT ; 

0,1% Triton X100. 

- �7�D�P�S�R�Q���G�¶�H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q���G�¶�D�F�L�G�Hs nucléiques totaux : 0,1 M LiCl; 0,1 M Tris-HCl, pH 

7,5 ; 0,1 mM EDTA.  

 
 

1.7. Les solutions  

 

- TE : 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 ; 1 mM EDTA. 

- PBS 1X : 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4, pH7,3 ; 140 mM NaCl ; 2,7 mM KCl  

- PBS Tween : PBS 1X; Tween20 0,1%. 

- TAE 1X : 40 mM Tris, 20 mM Acide acétique et 1 mM EDTA. 

- �%�O�H�X���G�H���G�p�S�{�W���S�R�X�U���J�H�O���G�¶�D�J�D�U�R�V�H�����;������Glycérol (30%), Bleu de bromophénol (0,25% 

p/v) et Xylène cyanol (0,25 % p/v). 

- Tampon de migration SDS-PAGE : Glycine 14,25 g/L ; Tris 3 g/l ; SDS 1 g/L. 
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- Bleu de dépôt pour SDS-PAGE : 80 mM Tris-HCl pH 6,8 ; SDS 3% ; 100 mM DTT 

; 10% Glycérol ; 0,1% Bleu de bromophénol. 

- Tampon de transfert de SDS-PAGE (membrane nitrocellulose) : 25mM Tris-HCl ; 

0,96 M Glycine ; 20% Ethanol. 

- Solution de coloration des membranes de nitrocellulose au rouge ponceau : 5% 

Acide acétique ; 0,1% Rouge Ponceau. 

- Solution de coloration pour SDS-PAGE : 5% Ethanol ; 7,5% Acide acétique et 

�%�O�H�X���G�H���F�R�O�R�U�D�W�L�R�Q�����H�Q�Y�L�U�R�Q�������������/���� 

- Solution de déshydratation pour SDS-PAGE : 50% Ethanol et 10% Acide acétique. 

 
 

1.8. �/�H�V���J�H�O�V���G�¶�D�Q�D�O�\�V�H�V�� 

 

- SDS-PAGE (stacking) : Acrylamide 5% ���������� ���/���� ���j�� �S�D�U�W�L�U�� �G�¶�X�Q�� �V�W�R�F�N��

�G�¶�$�F�U�\�O�D�P�L�G�H���%�L�V�D�F�U�\�O�D�P�L�G�H�������������j���������������7�5�,�6-HCl �j���S�+�����������������������/�������������P�0�������+2O 

(3mL), SDS (0,1%) (���������/�������$�3�6�������������/�����H�W���7�(�0�(�' �����������/�������� mL par gel. 

- SDS-PAGE 12,5 % (Running) (2 gels) : Acrylamide 12,5% (2,5 �P�/���� ���j�� �S�D�U�W�L�U���G�¶�X�Q��

�V�W�R�F�N���G�¶�$�F�U�\�O�D�P�L�G�H���%�L�V�D�F�U�\�O�D�P�L�G�H�������������j���������������7�U�L�V-HCl à pH 8,8 (2 mL), H2O (3,3 

�P�/�������6�'�6���������������������������/�������$�3�6�������������/�����H�W���7�(�0�(�'�������������/���� 4 mL par gel. 

- �*�H�O���G�¶�D�J�D�U�R�V�H����,5% : Agarose 1,5 % (1,5 g pour 100 mL de tampon), TAE 1X, Gel 

Red à 1/10000. 

 
1.9. Les anticorps  

 
- Anticorps �.-AspRS (Dps1) : Anticorps polyclonal produit chez le lapin. Utilisé à une 

dilution au 1/5 000e. 

- Anticorps �.-HA-Prx : Anticorps monoclonal produit chez le rat (Roche). Utilisé à une 

dilution au 1/250e. 

- Anticorps �.-PAP (TAP)-Prx : Anticorps polyclonal produit chez le lapin (Sigma). 

Utilisé à une dilution au 1/2000e. 

- Anticorps �.-IgG-Prx lapin : Anticorps polyclonal produit chez la chèvre, couplé à la 

peroxydase (Thermo). Utilisé à une dilution au 1/20 000e. 
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2. Méthodes 
 
2.1. Stratégies de génie génétique 
a. La PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Des réactions de �3�&�5���R�Q�W���p�W�p���U�p�D�O�L�V�p�H�V���H�Q���X�W�L�O�L�V�D�Q�W���G�H�V���R�O�L�J�R�Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�V���G�H���O�¶�2�5�) 

(Open Reading Frame) �H�W�� �T�X�L�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W���� �V�L�� �E�H�V�R�L�Q���� �G�¶�D�P�H�Q�H�U�� �O�H�V�� �V�L�W�H�V�� �G�H�� �U�H�V�W�U�L�F�W�L�R�Q��

�F�R�P�S�D�W�L�E�O�H�V���D�Y�H�F���O�H���Y�H�F�W�H�X�U���G�H���G�H�V�W�L�Q�D�W�L�R�Q���H�Q���D�P�R�Q�W�������¶�����H�W���H�Q���D�Y�D�O�������¶�� de l�¶�2�5�). La Dream 

Taq Pol (Thermo Fisher Scientific) a été utilisée (1 U/���/��pour un volume final) dans son 

tampon Taq Buffer 10x et dans un volume final de 25 ���/���� �/�D��Phusion Hot Start II (Thermo 

Fisher Scientific�����X�W�L�O�L�V�p�H���j�������P�8�����/���D�Y�H�F���O�H���W�D�P�S�R�Q��HF 5X. Les oligonucléotides utilisés sont 

�j���G�H�V���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V���G�H�������������0���F�K�D�F�X�Q�����/�H���P�p�O�D�Q�J�H���G�H�V�������Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���G�1�7�3���H�V�W���D�M�R�X�W�p���j���U�D�L�V�R�Q��

de 0,�������0���S�R�X�U���F�K�D�T�X�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H, la matrice ADN contenant la séquence à amplifier est ajoutée 

à 1 ng/µL final. Les thermocycleurs utilisés sont le Thermocycler 2720 (Applied Biosystems) 

et SureCycler 8800 (Agilent Technologies). Les produits de la PCR sont par la suite visualisés 

�V�X�U���J�H�O���G�¶�D�J�D�U�R�V�H préparés à un pourcentage en fonction de la taille de la bande attendue. La 

totalité du produit PCR est mélangée au bleu de dépôt, à une concentration de 1X final et 

déposée sur gel. La migration est réalisée en tampon TAE 1X ou TBE 1X pendant 40 min à 

100 V. Le produit PCR est par la suite purifié sur gel agarose et extrait en utilisant le kit 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel), suivi �G�¶un dosage à 260 nm sur le 

NanoDrop 2000c (Thermo Fischer Scientific).  

 

b. Le clonage 

Il �S�H�U�P�H�W���O�¶�L�Q�V�H�U�W�L�R�Q��du �J�q�Q�H���G�¶�X�Q�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���G�D�Q�V���X�Q���Y�H�F�W�H�X�U���S�O�D�V�P�L�G�L�T�X�H���G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q��

qui sera par la suite amplifié dans un système bactérien. Après amplification par PCR de la 

�V�p�T�X�H�Q�F�H�� �F�R�G�D�Q�W�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �G�¶�L�Q�W�p�U�r�W avec les sites des enzymes de restriction choisies, le 

produit obtenu ainsi que le vecteur de destination sont ensuite digérés par les enzymes de 

�U�H�V�W�U�L�F�W�L�R�Q���V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�V�����,�O���V�¶�D�J�L�W���G�¶�H�Q�]�\�P�H�V���G�L�W�H�V��FastDigest  (Thermo Fisher Scientific) utilisées 

à 0,5X dans un tampon FastDigest 10X�����8�Q���W�U�D�L�W�H�P�H�Q�W���G�X���P�p�O�D�Q�J�H���U�p�D�F�W�L�R�Q�Q�H�O���S�D�U���O�¶�H�Q�]�\�P�H��

DpnI (0,25X) à 37°C pendant 20 minutes, �S�H�U�P�H�W�� �G�H�� �G�p�J�U�D�G�H�U�� �X�Q�L�T�X�H�P�H�Q�W�� �O�¶�$�'�1�� �P�p�W�K�\�O�p����

contrairement aux produits PCR qui ne le sont pas. Une purification du produit PCR et du 

vecteur digéré est ensuite réalisée en utilisant le kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up 

(Machery-Nagel). �/�¶�p�W�D�S�H�� �G�H�� �O�L�J�D�W�X�U�H�� �S�H�U�P�H�W�� �O�¶�L�Qtégration �G�H�� �O�¶�L�Q�V�H�U�W�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �Y�H�F�W�H�X�U�� �G�H��

�G�H�V�W�L�Q�D�W�L�R�Q���S�U�p�D�O�D�E�O�H�P�H�Q�W���G�L�J�p�U�p���S�D�U���O�H�V���P�r�P�H�V���H�Q�]�\�P�H�V���G�H���U�H�V�W�U�L�F�W�L�R�Q�V�����/�¶�L�Q�V�H�U�W���H�V�W���G�R�Q�F���P�L�V��
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en présence du vecteur linéarisé à un ratio en masse ���������������Y�H�F�W�H�X�U���L�Q�V�H�U�W�������O�¶�H�Qzyme T4 DNA 

Ligase est ajoutée à raison de 0,5 U/µL final en présence de son tampon 10X. La ligature est 

réalisée à température ambiante pendant 2 heures, puis des bactéries DH5�. rendues 

compétentes sont transformées par le mélange réactionnel obtenu, puis étalées sur boîte de pétri 

et incubées à 37°C pendant 12 heures. La présence du vecteur plasmidique dans les colonies 

obtenues est vérifiée par PCR sur colonies.  

 

c. Le sous-clonage 

Il �S�H�U�P�H�W���G�H���F�O�R�Q�H�U���X�Q���J�q�Q�H���Y�R�X�O�X�����G�¶�X�Q���Y�H�F�W�H�X�U���j���X�Q���D�X�W�U�H���Y�H�F�W�H�X�U���S�O�D�V�P�L�G�L�T�X�H�����S�R�V�V�p�G�D�Q�W���O�H�V��

�P�r�P�H�V���V�L�W�H�V���G�H���U�H�V�W�U�L�F�W�L�R�Q�V�����V�D�Q�V���S�D�V�V�H�U���S�D�U���X�Q�H���D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�X���J�q�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���S�D�U���3�&�5�����8�Q�H��

�V�L�P�S�O�H���G�L�J�H�V�W�L�R�Q���G�H���O�¶�L�Q�V�H�U�W���S�D�U���G�H�V���H�Q�]�\�P�H�V���G�H���U�H�V�W�U�L�F�W�L�R�Q�V���H�V�W���U�p�D�O�L�Vée, qui est ensuite purifié 

par le kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel) �D�Y�D�Q�W�� �G�¶�r�W�U�H�� �L�Q�V�p�U�p�� �G�D�Q�V�� �O�H��

vecteur de destination qui a subi une linéarisation par les mêmes enzymes de restrictions.  

 

d. La transformation bactérienne 

�(�O�O�H���S�H�U�P�H�W���O�¶�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�X���S�O�D�V�P�L�G�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���L�V�V�X���G�¶�X�Q���F�O�R�Q�D�J�H ou �G�¶�X�Q���V�R�X�V-clonage. Pour 

cela, le mélange réactionnel est mis au contact avec des bactéries DH5�. chimio-compétentes 

(traitées aux CaCl2) dans de la glace pendant 30 minutes. Cette étape va permettre aux acides 

�Q�X�F�O�p�L�T�X�H�V���G�¶�D�G�K�p�U�H�U���D�X�[���S�D�U�R�L�V���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�Hs. Un choc thermique à 42°C est réalisé 

pendant 50 secondes, ce qui va assurer la fluidification de la paroi bactérienne et donc la 

pénétration du vecteur dans les cellules. Puis le mélange est �U�H�P�L�V���V�X�U���J�O�D�F�H���G�D�Q�V���O�H���E�X�W���G�¶�D�U�U�r�W�H�U��

�F�H�W�W�H���I�O�X�L�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�����/�D���S�D�U�R�L���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���p�W�D�Q�W���S�H�U�W�X�U�E�p�H�����O�¶�D�M�R�X�W���G�H���P�L�O�L�H�X���G�H���F�X�O�W�X�U�H���/�%������������

µL) dans le mélange et une incubation à 37°C pendant 1 heure sont nécessaires pour assurer sa 

régénération. Les bactéries sont ensuite étalées sur boîtes de pétri contenant du milieu de culture 

�/�%���D�Y�H�F���O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H���S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W���O�D���V�p�O�H�F�W�L�R�Q���G�X���S�O�D�V�P�L�G�H���L�Q�V�p�U�p���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V�����/�H�V���E�R�v�W�H�V��

de pétri sont incubées 12 heures à 37°C.  

 

e. La mutagenèse dirigée  

Elle consiste à apporter une mutation ponctuelle sur un gène donné, à travers une réaction PCR 

utilisant deux amorces complémentaires apportant la mutation désirée. La réaction est réalisée 
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en utilisant une enzyme ADN polymérase Phusion® (Finnzyme) 0,25 U/µL, 1,25 µM de chaque 

dNTP, des deux amorces à 20 µM chacune et 100 ng du vecteur portant la matrice ADN à 

muter. Après la réaction PCR, le mélange est traité par DpnI puis transformé dans des bactéries 

compétentes DH5�. qui sont misent en culture 12 heures à 37°C. Un séquençage du vecteur 

�R�E�W�H�Q�X���S�H�U�P�H�W���G�H���V�¶�D�V�V�X�U�H�U���G�H���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���O�D���P�X�W�D�W�L�R�Q���L�Q�V�p�U�p�H���� 

 

2.2. Biochimie des protéines recombinantes  

a. Synthèse des protéines recombinantes 

�/�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���U�H�F�R�P�E�L�Q�D�Q�W�H�V���X�W�L�O�L�V�p�H�V���R�Q�W���p�W�p���S�U�R�G�X�L�W�H�V���G�D�Q�V���X�Q���V�\�V�W�q�P�H���E�D�F�W�p�U�L�H�Q��

qui assure une production satisfaisante en terme de quantité de protéine en un temps de culture 

très court. Un ou plusieurs vecteurs portant le (les) gène(s) codan�W���O�D�����O�H�V�����S�U�R�W�p�L�Q�H���V�����G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���V����

est (sont) transformé(s) dans une souche de bactérie E. coli de type BL21 DE3 pRARE2, une 

autre souche a également été utilisée pour la production du complexe recombinant Rvb1-Rvb2, 

�L�O���V�¶�D�J�L�W���G�H���O�D���V�R�X�F�K�H��C41 DE3 pRARE2. Une première culture de 20 mL est lancée pendant 12 

�K�H�X�U�H���j�������ƒ�&�����j���S�D�U�W�L�U���G�¶�X�Q�H���V�H�X�O�H���F�R�O�R�Q�L�H�����G�D�Q�V���X�Q���P�L�O�L�H�X���G�H���F�X�O�W�X�U�H���U�L�F�K�H���/�%���F�R�P�S�O�p�P�H�Q�W�p���G�H��

�O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H���D�S�S�U�R�S�U�L�p���S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W���O�D���V�p�O�H�F�W�L�R�Q���G�X���Y�H�F�W�H�X�U���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�p���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V�����H�W���G�H��������

mg/L de chloramphénicol qui sert à maintenir le vecteur pRARE2 dans les cellules. La pré-

culture étant à saturation au bout de 12 heures, elle sert à ensemencer une plus grande culture 

(1L) à raison de 0,1 DO600nm/mL. Cette culture est incubée à 37°C sous agitation 180 RPM, 

�M�X�V�T�X�¶�j���F�H���T�X�H���V�D���G�H�Q�V�L�W�p���R�S�W�L�T�X�H���D�W�W�H�L�Q�W�����������± �����������/�¶�,�3�7�*���H�V�W���D�M�R�X�W�p���j���X�Q�H���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���G�H����������

mM final, ce dernier permet la surexpression de la protéine recombinante dans la cellule 

bactérienne. La culture est alors incubée à 20°C sous agitation 180 RPM pendant 12 heures. 

Les cellules bactériennes sont ensuite récupérées par centrifugation du milieu de culture à 8 000 

xg pendant 20 minutes. Elles sont ensuite stockées à -20°C.  

 

b. Purification des protéines recombinantes 

Cette étape va �S�H�U�P�H�W�W�U�H���G�¶�L�V�R�O�H�U���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���U�H�F�R�P�E�L�Q�D�Q�W�H���V�X�U�H�[�S�U�L�P�p�H �G�¶�L�Q�W�p�U�r�W, de tous les 

autres composants bactériens. Le culot bactérien est repris dans un tampon de lyse des bactéries 

(30 �P�/�� �G�H�� �W�D�P�S�R�Q�� �G�H�� �O�\�V�H�� �S�R�X�U���X�Q�� �F�X�O�R�W���E�D�F�W�p�U�L�H�Q�� �G�¶�X�Q�H�� �F�X�O�W�X�U�H�� �G�H�� ���� �/ à un DO de 3 (100 

DO/mL). Cette suspension bactérienne va ensuite subir une lyse par ultrasons 4 fois 1 minutes 

(avec un intervalle de 1 minutes pour éviter la surchauffe) à une amplitude de 50% et sur une 

puissance de 6, en utilisant un appareil Sonifier 250 de chez Branson. Cela permet de casser les 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V���D�L�Q�V�L���T�X�H���O�¶�$�'�1��et ainsi �O�L�E�p�U�H�U���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W�����/�¶�p�O�L�P�L�Q�D�W�L�R�Q���G�H�V��
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débits cellulaires se fait par une première étape de centrifugation 20 000 RPM pendant 40 

minutes à 4°C (Beckman Coulter Avanti J-20XP centrifuge�Œ������ �/�H�� �V�X�U�Q�D�J�H�D�Q�W�� �R�E�W�H�Q�X�� �H�V�W��

�F�R�P�S�R�V�p���G�¶�D�F�L�G�H�V���Q�X�F�O�p�L�T�X�H�V���H�W���G�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�V. Il subit un traitement au polyEthylène Imine (PEI) 

0,0125% (v/v), qui est un polymère chimique chargé positivement. Il va permettre la 

précipitation des acides nucléiques chargés négativement qui sont ensuite éliminés du 

surnageant par centrifugation 20 000 RPM �S�H�Q�G�D�Q�W���������P�L�Q�X�W�H�V���j�����ƒ�&���V�X�L�Y�L���G�¶�X�Q�H���I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q���j��

�����������—�P�����/�D���S�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���D���p�W�p���U�p�D�O�L�V�p�H���J�U�k�F�H���j���O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H���� x Histidines 

présente sur la protéine, par la technique IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography). 

Elle consiste à utiliser une résine cobalt (TALON, Clontech) qui �H�V�W���F�R�P�S�R�V�p�H���G�¶�X�Q�H���P�D�W�U�L�F�H��

sépharose sur laquelle est greffée le cobalt, qui va fixer fortement les cycles histidines de 

�O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H�����/�H���V�X�U�Q�D�J�H�D�Q�W���R�E�W�H�Q�X���D�S�U�q�V���I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q���H�V�W���P�L�V���H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H�����������—�O���G�H���U�p�V�L�Q�H��à 50% 

pendant 1 heure sur roue (10 RPM) à 4°C. Cette étape de fixation est répétée 3 fois avec de la 

résine neuve pour chaque purification de façon à �p�S�X�L�V�H�U���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���G�D�Q�V���O�H���V�X�U�Q�D�J�H�D�Q�W����

�8�Q���W�D�P�S�R�Q���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���F�R�P�S�R�V�p���G�¶�X�Q�H���I�R�U�W�H���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���G�¶�L�P�L�G�D�]�R�O�H�������������—�0�����H�V�W��appliqué sur 

la résine (2 mL pour 400 µL de résine). Ce �W�D�P�S�R�Q���Y�D���S�H�U�P�H�W�W�U�H���G�¶�p�O�X�H�U���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W��

�S�D�U�� �F�R�P�S�p�W�L�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�H�V�� �F�\�F�O�H�V�� �G�¶�K�L�V�W�L�G�L�Q�H�V�� �V�X�U�� �O�H�� �F�R�E�D�O�W���� �/�D�� �F�R�X�S�X�U�H�� �G�H�� �O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H�� �� x 

�+�L�V�W�L�G�L�Q�H�V���H�V�W���S�H�U�P�L�V�H���S�D�U���O�¶�D�F�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�Q�]�\�P�H���3�U�H�6�F�L�V�V�L�R�Q�����&���W�R�X�W�H���O�D���Q�X�L�W���j�����ƒ�& sous agitation 

�8�Q�H���G�L�D�O�\�V�H���H�V�W���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���D�I�L�Q���G�¶�p�O�L�P�L�Q�H�U���O�¶�L�P�L�G�D�]�R�O�H���H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W. Pour 

assurer un clivage efficace par la 3C�����O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�V�W���G�R�Q�F���S�O�D�F�p���G�D�Q�V���X�Q���E�R�X�G�L�Q���G�H���G�L�D�O�\�V�H���T�X�L��

assure les échanges, dans un volume de 3 à 4 L. Pour finaliser le processus de purification, 

�O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�Oon est concentré puis centrifugé à 16 000 x g pendant 5 minutes à 4°C, puis il est 

�L�Q�M�H�F�W�p���V�X�U���X�Q�H���F�R�O�R�Q�Q�H���G�H���F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�L�H���G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q���G�H���W�D�L�O�O�H���6�X�S�H�U�G�H�[�����������������R�X���6�X�S�H�U�R�V�H��

6 increase, en fonction de la taille de la/les protéines ou des complexes à purifier. Ces colonnes 

sont pilotées par un système AKTA Purifier. �/�H�V�� �F�R�P�S�R�V�D�Q�W�V�� �G�H�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�� �V�H�U�R�Q�W�� �G�R�Q�F��

séparés selon leurs tailles, plus un composé est grand plus il va sortir en premier de la colonne 

(il est exclu des pores de la matrice composant la �F�R�O�R�Q�Q�H�������8�Q���G�p�E�L�W���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q�������������P�/���P�L�Q�����H�V�W��

appliqué. Les �S�U�R�W�p�L�Q�H�V���V�R�Q�W���G�p�W�H�F�W�p�H�V���J�U�k�F�H���j���X�Q���G�p�W�H�F�W�H�X�U���G�¶�8�9���j�����������Q�P���T�X�L���Q�R�X�V���L�Q�G�L�T�X�H��

une intensité de chaque pic sur le chromatogramme. Les fractions sont collectées dans des tubes 

(2 mL pour chaque fraction) en sortie de colonne. Les fractions correspondantes aux pics les 

plus majoritaires dans le chromatogramme sont analysées par SDS-PAGE 10% ou 12,5% selon 

la taille des protéines à analyser.  
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c. La technique de co-élution 

Elle consiste à analyser �O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���S�U�R�W�p�L�T�X�H��in vitro, issu de deux (ou plus) 

purifications de protéines séparées dans un tampon identique. Un mélange de deux (ou plus) 

protéines est réalisé in vitro à un ratio avec un des deux partenaires en excès. Ce mélange est 

laissé dans un tube pendant 2 heures minimum sur glace. Puis, il est concentré grâce à des 

concentrateurs de type Amicon® �F�K�R�L�V�L�� �V�H�O�R�Q�� �O�D�� �W�D�L�O�O�H�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �G�H�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���� �8�Q�H��

�F�H�Q�W�U�L�I�X�J�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q��à 16 000 x g pendant 5 minutes à 4°C perm�H�W�� �G�¶�p�O�L�P�L�Q�H�U�� �O�H�V��

�S�R�W�H�Q�W�L�H�O�V���D�J�U�p�J�D�W�V���S�U�R�W�p�L�T�X�H�V���I�R�U�P�p�V���D�S�U�q�V���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�����/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�V�W���H�Q�V�X�L�W�H���L�Q�M�H�F�W�p���V�X�U��

une colonne Superose 6 increase. Les fractions récupérées en sortie de colonne sont analysées 

sur SDS-PAGE en fonction du profil chromatograp�K�L�T�X�H���R�E�W�H�Q�X�����'�D�Q�V���O�H���F�D�V���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H��

composé que de deux protéines, si le profil du chromatogramme indique uniquement deux pics 

aux mêmes �Y�R�O�X�P�H�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q��que chacune des deux protéines seules sur cette colonne, cela 

�V�L�J�Q�L�I�L�H���T�X�¶�L�O���Q�¶�\���D���S�D�V���H�X���I�R�U�P�D�W�Lon de complexe entre les deux partenaires. Si au contraire, 

nous retrouvons �X�Q���V�H�X�O���S�L�F���P�D�M�R�U�L�W�D�L�U�H���G�R�Q�W���O�H���Y�R�O�X�P�H���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���H�V�W���V�X�S�p�U�L�H�X�U���D�X�[���G�H�X�[���D�X�W�U�H�V��

�Y�R�O�X�P�H�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���V�H�X�O�H�V�����F�¶�H�V�W���T�X�¶�L�O���\���D���S�R�W�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H����

Les fractions sous ce pic sont ensuite analysées sur SDS-PAGE où nous devons retrouver deux 

bandes correspondantes aux deux protéines �G�D�Q�V���O�H���F�D�V���G�H���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q��complexe.  

 

2.3. Etude biophysique des protéines et complexes protéiques 

a. Isothermal Titration Calorimetry (ITC ) 

�/�D���W�H�F�K�Q�L�T�X�H���G�¶�,�7�&���S�H�U�P�H�W���G�H��mesurer une constante de dissociation (Kd) �G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H en 

caractérisant ses paramètres thermodynamiques. �(�O�O�H�� �U�H�S�R�V�H�� �V�X�U�� �O�D�� �P�H�V�X�U�H�� �G�H�� �O�¶�p�F�K�D�Q�J�H�� �G�H��

�F�K�D�O�H�X�U�� �H�Q�W�U�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�W���O�H���P�L�O�L�H�X���� �T�X�L���H�V�W due �j�� �O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���H�Q�W�U�H���G�H�X�[��

partenaires, accompagnée �G�¶�X�Q�H���D�E�V�R�U�S�W�L�R�Q���R�X���p�P�L�V�V�L�R�Q���G�H���F�K�D�O�H�X�U����Deux cellules adiabatiques 

�F�R�P�S�R�V�H�Q�W���O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O. Elles sont maintenues à une chaleur identique et constante. La cellule de 

référence ne contient �T�X�H���G�H���O�¶�H�D�X. Sa température est régulée de façon à la maintenir constante 

Par rapport à la deuxième cellule qui �Y�D�� �F�R�Q�W�H�Q�L�U�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�� �R�•�� �D�X�U�D�� �O�L�H�X�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�X��

complexe. Les variations de température issues de la formation du complexe sont donc 

précisément mesurées �S�D�U���O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O���G�H���I�D�o�R�Q���L�Q�G�L�U�H�F�We. Un des deux partenaires dit titrant est 

mis dans une seringue qui va injecter à intervalles constants le titrant sur le deuxième partenaire 

qui se trouve dans la cellule de réaction. A chaque injection (40 injections de 6 µL espacées de 

200 secondes chacune), �O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O�� �I�R�X�U�Q�L�� �X�Q�H�� �p�Q�H�U�J�L�H�� �T�X�L�� �S�H�U�P�H�W�� �O�H�� �U�H�W�R�X�U�� �j�� �O�D�� �W�H�P�S�p�U�D�W�X�U�H��

définis (25°C) �H�Q���G�p�E�X�W���G�¶�H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�����&�¶�H�V�W���F�H�W�W�H���p�Q�H�U�J�L�H���I�R�X�U�Q�L�H���T�X�L���H�V�W���P�H�V�X�U�p�H���S�D�U���O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O����
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�/�¶�D�S�S�D�U�H�L�O���X�W�L�O�L�V�p���H�V�W���O�H���9�3-ITC de chez MicroCalTM (GE Healthcare)�����/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q��placé dans 

�O�D���F�H�O�O�X�O�H���H�V�W���j���X�Q�H���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���G�H���������—�0���H�W���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���T�X�L���V�H���W�U�R�X�Y�H���G�D�Q�V���O�D���V�H�U�L�Q�J�X�H���H�V�W���j��

une concentration dix fois plus élevée, 400 µM. Le tampon des deux partenaires est identique. 

Il est composé de 10 mM HEPES pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 0,5 mM TCEP ; 0,5 mM ADP ; 5 

mM MgCl2.  

 

b. Dynamique Light Scattering (DLS) 

Un échantillon est placé sous un faisceau de lumière qui est dévié par la nature même de 

�O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�����/�D���G�L�I�I�X�V�L�R�Q���G�H���O�D��lumière dépend de la taille de la particule. En DLS, seuls les 

rayons déviés à 90° sont observés. Une cuve en quartz est utilisée, elle présente des ouvertures 

sur trois de ses faces (QS 3 mm de chez Hellma avec un volume utile minimum de 12 µL). 

Cette tec�K�Q�L�T�X�H�� �Q�R�X�V�� �U�H�Q�V�H�L�J�Q�H�� �V�X�U�� �O�¶�K�R�P�R�J�p�Q�p�L�W�p�� �G�H�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�� �D�L�Q�V�L�� �T�X�H�� �V�X�U�� �O�D�� �W�D�L�O�O�H�� �G�H�V��

�S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �S�U�p�V�H�Q�W�H�V���� �/�¶�D�S�S�D�U�H�L�O�� �X�W�L�O�L�V�p�� �H�V�W�� �O�H��Zetasizer Nanoseries (Nano-S) de Malvern 

Instruments�����8�Q�H���p�T�X�L�O�L�E�U�D�W�L�R�Q���G�H�������P�L�Q�X�W�H�V���G�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�V�W��appliquée, suivie de trois séries 

de mesures, avec 12 mesures chacune, qui seront moyennées.  

 

c. Bio-Layer Interferometry (BLI ) 

�&�¶est une technologie sans marquage permettant de mesurer les interactions biomoléculaires. Il 

s'agit d'une technique d'analyse optique qui analyse le motif d'interférence de la lumière blanche 

réfléchie par deux surfaces : une couche de protéine immobilisée sur la pointe du biocapteur et 

une couche de référence interne. Tout changement dans le nombre de molécules liées à la pointe 

du biocapteur provoque un changement dans le modèle d'interférence qui peut être mesuré en 

temps réel. La liaison entre un ligand immobilisé sur la surface de la pointe du biocapteur et un 

analyte en solution produit une augmentation de l'épaisseur optique à la pointe du biocapteur, 

ce qui entraîne un décalage de longueur d'onde, qui est une mesure directe du changement 

d'épaisseur de la couche biologique. Les interactions sont mesurées en temps réel, offrant la 

possibilité de surveiller la spécificité de liaison, les taux d'association et de dissociation, ou la 

concentration, avec précision et exactitude. Seules les molécules qui interagissent ou son 

�G�L�V�V�R�F�L�p�H�V���G�X���E�L�R�F�D�S�W�H�X�U���S�H�X�Y�H�Q�W���I�D�L�U�H���Y�D�U�L�H�U���O�H���S�U�R�I�L�O���G�¶�L�Q�W�H�U�I�p�U�H�Q�F�H���H�W���J�p�Q�p�U�H�U���X�Q���S�U�R�I�L�O���V�X�U���O�H��

système Octet®�����/�H�V���P�R�O�p�F�X�O�H�V���Q�R�Q���O�L�p�H�V���Q�¶�D�I�I�H�F�W�H�Q�W���S�D�V���O�H���P�R�W�L�I���G�¶�L�Q�W�H�U�I�p�U�H�Q�F�H. Cela permet de 

connaî�W�U�H�� �O�H�V�� �S�D�U�D�P�q�W�U�H�V�� �G�¶�D�I�I�L�Q�L�W�p�� �G�H�V�� �S�D�U�W�H�Q�D�L�U�H�V��et leur cinétique. Cette technique a été 

�H�[�S�p�U�L�P�H�Q�W�p�� �D�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H�� �G�¶�$�U�F�K�L�W�H�F�W�X�U�H�� �H�W�� �)�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �0�R�O�p�F�X�O�H�V�� �%�L�R�O�R�J�L�T�Xes AFMB à 

Marseille. Les échantillons ont tous été préparés au laboratoire IMoPA. 
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2.4.Etude structurale par Cryo-microscopie électronique 

L�¶échantillon du complexe protéique a été produit et purifié au laboratoire, dans un système 

bactérien E. coli, puis par co-élution des deux partenaires sur colonne Superose 6 increase sur 

un système AKTA purifier. �/�H���W�D�P�S�R�Q���I�L�Q�D�O���G�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�V�W���������P�0���+�(�3�(�6��KOH pH 7,5 ; 

150 mM NaCl ; 1 mM TCEP ; 1 % Glycérol 0,5 mM ADP et 5 mM MgCl2. �/�¶�D�F�T�X�L�V�L�W�L�R�Q���G�H�V��

données et leur analyse par cryo-microscopie a été faite au laboratoire de Thermo Fisher 

Scientific au Pays-Bas. Le complexe a été utilisé à une concentration de 1,14 mg/mL pour 

générer et cribler 12 grilles via le Glacios Falcon4 (Température 4°C, humidité 95%, temps de 

�G�¶�D�E�V�R�U�S�W�L�R�Q�������j�������V�H�F�R�Q�G�H�V�����W�H�P�S�V���G�¶�D�W�W�H�Q�W�H���G�¶�D�E�V�R�U�S�W�L�R�Q�������V�H�F�R�Q�G�H�V�������$���O�¶�L�V�V�X���G�H���F�H���F�U�L�E�O�D�J�H����

������������ �L�P�D�J�H�V�� �R�Q�W�� �p�W�p�� �V�p�O�H�F�W�L�R�Q�Q�p�H�V�� �j�� �O�¶�D�L�G�H�� �G�X�� �.�U�L�R�V�*���� �)�D�O�F�R�Q�� (360 images/heure, temps 

�G�¶�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q�������������V�H�F�R�Q�G�H�V�� grossissement 215 000 fois, taille des pixel 0,58 Å). 

 

2.5.Transformation des levures compétentes 

�8�Q�H���F�X�O�W�X�U�H���H�V�W���S�U�p�S�D�U�p�H���j���S�D�U�W�L�U���G�¶�X�Q�H���S�U�p-culture en phase stationnaire de croissance, en milieu 

YPG, YPD ou en milieu sélectif YNB, à une DO600nm= 0,3. Nous incubons la culture à 30°C 

avec agitation de 180 RPM �S�H�Q�G�D�Q�W�������K�H�X�U�H�V�����M�X�V�T�X�¶�j���F�H���T�X�H���O�D���'�2600nm soit égale à 0,8-1. Les 

cellules sont ensuite récupérées par centrifugation à 2 500 RPM pendant 10 minutes, puis lavées 

�G�D�Q�V���������P�/���G�¶�H�D�X. Le culot de cellules est récupéré une seconde fois par centrifugation et repris 

dans 1 mL d�¶AcLiTE (Acétate de Lithium 0.1M ; Tris/HCl 10 mM, pH 7,4 ; EDTA 1 mM). 50 

µL de cellules sont incubées 30 minutes à 30°C, avec environ 1 µg de plasmide, en présence de 

�������—�J���G�¶�$�'�1��de sperme de saumon préalablement dénaturé 15 minutes à 96°C et de 300 µL 

de PEG 4 000. Un choc thermique de 10 minutes à 42°C est appliqué pour garantir la pénétration 

du plasmide à travers les parois. Les cellules sont ensuite étalées sur boîte de pétri contenant le 

�P�L�O�L�H�X���V�p�O�H�F�W�L�I���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�D�Q�W���D�X���P�D�U�T�X�H�X�U���G�¶�D�X�[�R�W�U�R�S�K�L�H���S�R�U�W�p���S�D�U���O�H���S�O�D�V�P�L�G�H���� 

 

2.6. �6�\�V�W�q�P�H���G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���D�Y�H�F���X�Q���S�U�R�P�R�W�H�X�U���L�Q�G�X�F�W�L�E�O�H�� 

�/�H���V�\�V�W�q�P�H���F�K�R�L�V�L���S�R�X�U���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�Q�H�Ole est un système galactose et plus précisément 

un plasmide dont le gène BCD1 D72A est placé sous le promoteur GAL1 à expression 

conditionnelle���� �&�H�� �S�O�D�V�P�L�G�H�� �S�H�U�P�H�W�� �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �R�X�� �Q�R�Q�� �G�X�� �P�X�W�D�Q�W�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� �V�H�O�R�Q�� �O�D��

source de carbone fournie dans le milieu de culture. �/�¶�H�Q�]�\�P�H��Galactokinase est produite suite 

�j�� �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�X�� �J�q�Q�H��GAL1 dans la cellule. Le promoteur de ce gène est soumis à une 
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régulation négative par le répresseur Gal4p qui empêche la fixation �G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,����

�/�¶�D�M�R�X�W���G�H���J�D�O�D�F�W�R�V�H avec le milieu de culture YPG, permet de lever la répression imposée par 

le Gal4p sur le promoteur GAL1 et donc �O�L�E�q�U�H���O�¶expression du gène soumis au promoteur GAL1. 

Dans le cadre de notre construction, �L�O���V�¶�D�J�L�W��du gène qui exprime la protéine Bcd1 D72A. Avec 

la présence de glucose dans le milieu de culture YPD, le promoteur GAL1 est bloqué par Gal4p 

et le gène BCD1 �'�����$�� �Q�¶�H�V�W���S�D�V��transcrit. Les souches transformées par le plasmide pFA6a 

GAL 3HA BCD1 D72A ont dans un premier temps été cultivées dans un milieu YPD pour une 

pré-culture et ensuite une culture minimum permettant la croissance des cellules. Puis le milieu 

�G�H���F�X�O�W�X�U�H���H�V�W���U�H�P�S�O�D�F�p���S�D�U���G�X���<�3�*���T�X�L���S�H�U�P�H�W���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���%�F�G���S���'�����$���S�H�Q�G�D�Q�W��

�G�H�X�[�� �K�H�X�U�H�V�� �V�H�X�O�H�P�H�Q�W�� �M�X�V�T�X�¶�j�� �D�W�W�H�L�Q�G�U�H�� �X�Q�H�� �'�2600nm = 0,8-1. Les cellules sont ensuite 

centrifugées à 2 500 RPM pendant 10 minutes et stockées à -80°C après un passage rapide dans 

�G�H���O�¶�D�]�R�W�H���O�L�T�X�L�G�H���� 

 

2.7. �3�U�p�S�D�U�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���W�R�W�D�O���G�H���O�H�Y�X�U�H 

Des cellules de levures conservées à -80°C sont décongelées (40 à 60 unités de DO600nm/mL). 

Les parois cellulaires sont rompues �G�D�Q�V���X�Q���S�U�H�P�L�H�U���W�H�P�S�V���S�D�U���O�¶�D�M�R�X�W���G�H�����������—�/���G�X���W�D�P�S�R�Q���G�H��

lyse complémenté par de �O�¶�D�Q�W�L�S�U�R�W�p�D�V�H��1X (Thermoscientific) ainsi que 300 µL de billes en 

verres (Sigma)���������j�������V�p�U�L�H�V���G�¶�D�J�L�W�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q�H���P�L�Qute à 20 Hz sont effectuées sur un agitateur à 

bras mécanique (Retsch MM400), espacées par 1 minute sur glace. Une entaille à la base du 

�W�X�E�H���H�V�W���H�I�I�H�F�W�X�p�H�����S�R�X�U���S�H�U�P�H�W�W�U�H���O�D���U�p�F�X�S�p�U�D�W�L�R�Q���G�X���O�\�V�D�W���S�D�U���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q�H���P�L�Q�X�W�H���j���� 

000 x g et à 4°C. Un dosage du surnageant par le kit Bradford (�7�K�H���4�X�L�F�N���6�W�D�U�W�Œ���%�U�D�G�I�R�U�G��

protein assay, Biorad) permet de quantifier les protéines présentes. Cet extrait protéique est 

gardé sur la glace ou stocké à -80°C pendant une semaine maximum, après un bref passage 

dans de �O�¶�D�]�R�W�H���O�L�T�X�L�G�H���� 

 

2.8. �(�[�W�U�D�F�W�L�R�Q���G�¶�$�5�1���W�R�W�D�X�[���G�H���O�H�Y�X�U�H 

Des cellules de levure conservées à -80°C sont décongelées (20 unités de DO600nm/mL). Elles 

�V�R�Q�W���U�H�S�U�L�V�H�V���G�D�Q�V�����������—�/���G�H���W�D�P�S�R�Q���G�¶�H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q���G�¶�D�F�L�G�H�V���Q�X�F�O�p�L�T�X�H�V���H�W�����������—�/���G�H���E�L�O�O�H�V���H�Q��

verre (Sigma). Les cellules sont broyées par agitation avec �����j�������V�p�U�L�H�V���G�¶�D�J�L�W�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q�H���P�L�Q�X�W�H��

�j���������+�]�����5�H�W�V�F�K���0�0�������������H�V�S�D�F�p�H�V���G�¶�X�Q���S�D�V�V�D�J�H���G�¶�X�Q�H���P�L�Q�X�W�H���V�X�U���J�O�D�F�H�������������—�/���G�X���P�p�O�D�Q�J�H��

�S�K�p�Q�R�O���F�K�O�R�U�R�I�R�U�P�H���D�O�F�R�R�O���L�V�R�D�P�\�p�O�L�T�X�H�����������������������������D�L�Q�V�L���T�X�H���������—�/���G�H���6�'�6�����������/�¶�p�F�K�D�Q�Willon 

est ensuite passé au vortex pendant une minute puis centrifugé 5 minutes à 16 000 x g. Seul le 

surnageant est soigneusement récupéré dans un nouveau tube, auquel est ajouté 400 µL du 
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mélange chloroforme/alcool isoamyélique (24: 1), et le tout est centrifugé une nouvelle fois, 5 

minutes à 16 000 x g. Dans un premier temps, les acides nucléiques du surnageant sont 

�S�U�p�F�L�S�L�W�p�V���S�D�U���O�¶�D�M�R�X�W���G�H�������������S�X�L�V�����������G�¶�p�W�K�D�Q�R�O et centrifugés à chaque étape�����D�Y�D�Q�W���G�¶�r�W�U�H��

�U�H�S�U�L�V�� �G�D�Q�V�� ������ �—�/�� �G�¶�H�D�X��ultrapure���� �/�¶�$�'�1�� �H�V�W ensuite éliminé par ajout de DNase I RQ1 

(Promega) (3 UE) pendant 30 minutes à 30°C. Une précipitation au phénol/chloroforme suivie 

�G�¶�X�Q�H���S�U�p�F�L�S�L�W�D�W�L�R�Q���j���O�¶�D�O�F�R�R�O���V�R�Q�W���j���Q�R�X�Y�H�D�X���U�p�D�O�L�V�pes, afin de récupérer les ARN totaux dans 

�G�H���O�¶�H�D�X���X�O�W�U�D�S�X�U�H���T�X�L���V�R�Q�W��dosés par la méthode spectrophotométrie à DO260nm avec le nanodrop 

2000c (Thermoscientific). 

 

2.9. Méthodes de détection des protéines et des ARNs  

a. Stratégie de Western Blot 

�8�Q�H�� �I�R�L�V�� �O�¶�H�[�W�U�D�L�W�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�� �R�E�W�H�Q�X���� �L�O�� �H�V�W�� �H�Q�V�X�L�W�H�� �G�R�V�p�� �S�D�U�� �G�H�X�[�� �W�H�F�K�Q�L�T�X�H�V�� �V�L�P�L�O�D�L�U�Hs : la 

méthode du Qubit (Qubit Protein Assay, Thermoscientific) basée sur le principe de détection de 

faible quantité de protéine par fluorescence, ou par le dosage de Bradford. Il sera ensuite 

dénaturé dans un tampon (Tris-HCl 80 mM, pH 6,8 ; SDS 3% ; DTT 100 mM ; Glycérol 10%, 

Bleu de bromophénol 0,1%) pendant 5 minutes, puis il  analysé par SDS-PAGE (Biorad, ou 

Hoefer SE400). Une fois la migration des protéines sur le gel terminée, elles sont transférées 

sur une membrane de Nitrocellulose (Biorad) grâce à un courant électrique à 100 V généré par 

�O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O���0�L�Q�L���7�U�D�Q�V-Blot (Biorad) dans un tampon de transfert (Tris 7,57 g/L ; Glycine 1,35 

g/L ; Ethanol 20%), pendant 1 heure. Un tampon de blocage (Lait 5% ; PBS 1X ; Tween-20 

0,1%) est ensuite appliqué à la membrane sous une agitation pendant 45 minutes. Ce tampon 

est essentiellement composé de protéines de lait qui vont se fixer à la membrane et ainsi 

occupées les sites non spécifiques et les saturer. La révélation des protéines étudiées sur la 

membrane c�R�P�P�H�Q�F�H���S�D�U���O�¶�K�\�E�U�L�G�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���D�Q�W�L�F�R�U�S�V���S�U�L�P�D�L�U�H���S�H�Q�G�D�Q�W�������K�H�X�U�H���V�R�X�V���D�J�L�W�D�W�L�R�Q����

�&�H�W���D�Q�W�L�F�R�U�S�V���H�V�W���G�L�O�X�p���G�D�Q�V���X�Q���W�D�P�S�R�Q���G�¶�K�\�E�U�L�G�D�W�L�R�Q��(PBS 1X ; Tween-20 0,1% ; BSA 3%). 

La membrane est lavée 3 fois pendant 15 minutes avec un tampon de rinçage (PBS 1X ; Tween-

20 0,1%). En fonction de la protéine à révéler, �L�O�� �D�U�U�L�Y�H�� �T�X�¶�X�Q anticorps secondaire soit 

nécessaire. I�O�� �H�V�W�� �D�O�R�U�V�� �L�Q�F�X�E�p�� �D�Y�H�F�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �G�H�� �O�D�� �P�r�P�H�� �I�D�o�R�Q�� �T�X�H�� �O�¶�D�Q�W�L�F�R�U�S�V�� �S�U�L�P�D�L�U�H��

avant de rincer à nouveau cette dernière 3 fois pendant 15 minutes par le tampon de rinçage. 

Une révélation par chimioluminescence par le kit ECL+ (GE Healthcare�����S�H�U�P�H�W���G�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�H�U��

les protéines �G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���V�X�U�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �S�D�U�� �O�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �V�\�V�W�q�P�H�� �G�¶�L�P�D�J�H�U�L�H��Fusion Solo 

(Vilmer Lourbat). 
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b. RT-PCR 

1 �—�J���G�¶�$�5�1���W�R�W�D�X�[���H�V�W���L�Q�F�X�E�p���D�Y�H�F�������—�O���G�¶�D�P�R�U�F�H���S�R�O�\-dT (10 µM) dans un volume de 10 µl 

�G�¶�H�D�X��ultrapure à 70°C pendant 5 minutes. �/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�V�W���U�H�I�U�R�L�G�L���V�X�U���J�O�D�F�H���D�Y�D�Q�W���G�¶�D�M�R�X�W�H�U��

200 unités de la rétrotranscriptase M-MLV  (Moloney Murine Leukemia Virus) (Promega) avec 

son ta�P�S�R�Q���V�X�L�Y�L���G�¶�X�Q�H���L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���S�H�Q�G�D�Q�W�������K�H�X�U�H���j�������ƒ�&�����������—�0���G�¶�D�P�R�U�F�H�V���V�W�D�Q�G�D�U�G�V���V�R�Q�W��

�D�M�R�X�W�p�H�V���j���������—�0���D�Y�D�Q�W���X�Q���F�\�F�O�H���G�¶�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q��de 30 minutes à 16°C, 30 minutes à 42°C et 5 

minutes à 85°C et ensuite �O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���H�V�W��refroidi à 4°C pendant 5 minutes.  

 

c. PCR quantitative 

�8�Q�H�� �F�R�X�U�E�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �U�H�O�D�W�L�Y�H�� �H�V�W�� �X�W�L�O�L�V�p�H�� �S�R�X�U�� �O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�V�� �T�3�&�5s réalisées. Elle est 

composée de 6 points de gamme testés en duplicat �U�H�J�U�R�X�S�D�Q�W���O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V���$�'�1�F�����W�R�X�W�H�V���O�H�V��

conditions expérimentales étudiées) dilué avec un facteur de 1�����������/�¶�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���H�V�W���U�p�D�O�L�V�p�H��

grâce à la Supermix iTaq Universal SYBER Green (Biorad), à laquelle est ajoutée les amorces 

PCR à une concentration fianle de 0,5 µM dans un volume final de 10 µL.. L�¶�K�\�E�U�L�G�D�W�L�R�Q���G�H�V��

amorces est faite à 59°C avec 40 cycles dans un thermocycleur Applied Biosystem StepOne. 

�/�¶�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���F�K�D�T�X�H���S�R�L�Q�W���H�[�S�p�U�L�P�H�Q�W�D�O���G�¶�$�'�1�F���H�V�W���U�p�D�O�L�V�p�H���H�Q���W�U�L�S�O�L�F�D�W���� 

 
 

2.10.  �0�p�W�K�R�G�H�V���G�¶�D�Q�D�O�\�V�H des complexes protéiques et ARN-protéines 

a. Méthode de co-immunoprécipitation  
 
Les protéines contenues dan�V���O�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���W�R�W�D�O���G�H���O�H�Y�X�U�H���V�R�Q�W���L�P�P�X�Q�R�S�U�p�F�L�S�L�W�p�H�V���S�D�U���G�H�V��

�E�L�O�O�H�V���G�p�F�R�U�p�H�V���G�¶�D�Q�W�L�F�R�U�S�V���V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�V������Selon la cible à immunoprécipiter, différents types de 

billes ont été utilisées : Des billes IgG-�6�H�S�K�D�U�R�V�H�����*�(�� �+�H�D�O�W�K�F�D�U�H�����S�R�X�U���O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H���7�$�3�� des 

billes anti-FLAG-�0�����$�J�D�U�R�V�H�����6�L�J�P�D�����S�R�X�U���O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H���)�/�$�*�����G�H�V���E�L�O�O�H�V��magnétiques protéine 

G (Invitrogen) sur lesquelles sont fixés des anticorps �.-�+�$�����5�R�F�K�H�����S�R�X�U���O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H���+�$�����3�R�X�U��

chacune des immunoprécipitations 40 µL de billes sont utilisées. Elles sont lavées 3 fois 

�S�H�Q�G�D�Q�W���������P�L�Q�X�W�H�V���G�D�Q�V���O�H���W�D�P�S�R�Q���G�H���O�\�V�H���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�����/�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���H�V�W���H�Q�V�X�L�W�H���U�D�M�R�X�W�p���V�X�U��

les billes (150 �j�������������—�J���G�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���O�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H����sur roue à 4°C pendant 2 heures. 

Les billes sont ensuite lavées 3 fois avec le tampon de lyse et sont directement additionnées de 

�������—�/���G�H���E�O�H�X���G�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�����;�����8�Q���Y�R�O�X�P�H���G�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���G�H���O�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���W�R�W�D�O���H�V�W���S�U�p�S�D�U�p��

en prélevant 10% �G�X���Y�R�O�X�P�H���D�M�R�X�W�p�H���V�X�U���O�H�V���E�L�O�O�H�V�����L�O���U�H�S�U�p�V�H�Q�W�H���O�¶Input qui permet de visualiser 

�O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�R�Q�W�H�Q�X�H�V���G�D�Q�V���O�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���W�R�W�D�O�����/�H�V���p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�V���V�R�Q�W���H�Q�V�X�L�W�H��
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�G�p�Q�D�W�X�U�p�V�� �j�� �����ƒ�&�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� ���� �P�L�Q�X�W�H�V�� �D�Y�D�Q�W�� �G�¶�r�W�U�H�� �G�p�S�R�V�p�V�� �V�X�U�� �J�H�O�� �6�'�6-PAGE 12,5%, puis 

analysés par Western-Blot.  

 

b. Méthode �G�¶�L�P�P�X�Q�R�S�U�p�F�L�S�L�W�D�W�L�R�Q���G�¶�$�5�1 (RIP) 

�$�I�L�Q���G�¶�D�Q�D�O�\�V�H�U���O�H�V���$�5�1���D�V�V�R�F�L�p�V���D�X�[���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���L�P�P�X�Q�R�S�U�p�F�L�S�L�W�p�H�V�����O�H�V���E�L�O�O�H�V���U�p�F�X�S�p�U�p�H�V���D�S�U�q�V��

�P�L�V�H���H�Q���F�R�Q�W�D�F�W���D�Y�H�F���O�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���W�R�W�D�O���V�X�U���U�R�X�H���S�H�Q�G�D�Q�W�������K�H�X�U�H�V���j�����ƒ�&�����Y�R�L�U���S�D�U�W�L�H�����������D��

de ce chapitre), sont lavées 3 fois pendant 15 minutes, et incubées avec le tampon de lyse 

contenant 150 µg de protéinase K (Roche) pendant 30 minutes. Cela permet de dégrader les 

protéines immunoprécipitées par les billes et de libérer les acides nucléiques associés. Un 

échantillon I�Q�S�X�W���H�V�W���S�U�p�S�D�U�p���j���S�D�U�W�L�U���G�H�����������G�¶�H�[�W�U�D�L�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���W�R�W�D�O�����/�¶�H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q���G�H�V���D�F�L�G�H�V��

nucléiques est réalisée dans un premier temps par phénol/chloroforme/alcool isoamyélique, 

puis par chloroforme/alcool isoamyélique. Le surnageant est récupéré et additionné de 20 µL 

�G�¶�D�F�p�W�D�W�H�� �G�H�� �V�R�G�L�X�P�� ���0���� ���� �—�/�� �G�H�� �*�O�\�F�R�E�O�X�H�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q���� �H�W�� ���� �P�/�� �G�¶�p�W�K�D�Q�R�O�� ������������ �/�H�V��

échantillons sont incubés une nuit ou deux heures minimum à -20°C. Une centrifugation des 

échantillons à 16000 g pendant 45 minutes à 4°C permet de précipiter les acides nucléiques qui 

�V�R�Q�W���H�Q�V�X�L�W�H���O�D�Y�p�V���S�D�U�����������G�¶�p�W�K�D�Q�R�O�����/�H���F�X�O�R�W���G�¶�D�F�L�G�H�V���Q�X�F�O�p�L�T�X�H�V���U�p�F�X�S�p�U�p���H�V�W���U�H�S�U�L�V���G�D�Q�V��������

�—�/�� �G�¶�H�D�X���� �$�I�L�Q�� �G�¶�p�O�L�P�L�Q�H�U�� �O�¶�$�'�1�� �G�H�V�� �p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�V���� �X�Q�� �W�U�D�L�W�H�P�H�Q�W�� �'�1�D�V�H�� �H�V�W�� �D�S�S�O�L�T�X�p�� �H�Q��

rajoutant 3 unités de DNase RQ1 (Promega) dans son tampon à 37°C pendant 30 minutes. La 

�U�p�D�F�W�L�R�Q���H�V�W���H�Q�V�X�L�W�H���D�U�U�r�W�p�H���H�Q���D�M�X�W�D�Q�W���O�H���W�D�P�S�R�Q���6�W�R�S���5�4�������3�U�R�P�H�J�D�����V�X�L�Y�L���G�¶�X�Q�H���L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���G�H��

�������P�L�Q�X�W�H�V���j�������ƒ�&�����/�H�V���$�5�1���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���V�R�Q�W���H�Q�V�X�L�W�H���D�Q�D�O�\�V�p�V���S�D�U���5�7-qPCR (voir partie 2.8.b et 

2.8.c de ce chapitre).  
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Chapitre 1 �����/�H���I�D�F�W�H�X�U���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���%�F�G���S���H�V�W���X�Q���S�D�U�W�H�Q�D�L�U�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H��������

ATPasique Rvb1/Rvb2 chez la levure 

1. Etude du complexe formé entre Rvb1/Rvb2 et Bcd1p 

1.1. L �¶�p�W�D�W���R�O�L�J�R�P�p�U�L�T�X�H du complexe Rvb1/Rvb2 varie selon son état nucléotidique 

La purification du complexe ATPasique Rvb1/Rvb2 de levure a été faite de façon recombinante 

dans un système bactérien E. coli�����H�Q���X�W�L�O�L�V�D�Q�W���X�Q���Y�H�F�W�H�X�U���G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���S�Q�(�$���&�+���S�R�U�W�H�X�U���G�¶�X�Q�H��

concaténation des deux séquences codantes, avec une étiquette 6xHistidines en position N-

terminale sur la protéine Rvb1. Celle-ci permettra la purification et elle sera ensuite retirée grâce 

à un site de coupure à la protéase PreScission (3C) �V�L�W�X�p���H�Q�W�U�H���O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H���H�W���O�D���V�p�T�X�H�Q�F�H���F�R�G�D�Q�W�H. 

La co-expression simultanée de ces deux ATPases permet leur reconstitution directement dans 

E. coli, conduisant raisonnablement un assemblage final avec un état oligomérique le plus 

proche de celui observer in vivo dans les cellules de levure.  

Nous avons dans un premier temps purifié le complexe sans nucléotide avec un tampon (10 

mM HEPES KOH pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 1 mM DTT ; 1 % Glycérol). �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���S�D�U���6�'�6-

PAGE des fractions issues des différentes étapes de purification est illustrée dans la figure 26A. 

Rvb1 correspond à la bande du dessus avant coupure à la 3C et à la bande du dessous après 

coupure (dernière piste sur la droite). Nous avons ensuite analysé le complexe Rvb1/Rvb2 en 

�F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�L�H�� �G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q�� �G�H�� �W�D�L�O�O�H�� ���F�R�O�R�Q�Q�H�� �V�X�S�H�U�R�V�H�� ����increase analytique). Le profil 

chromatographique (Figure 26B) indique la présence d�¶�X�Q�H���I�R�U�P�H���P�D�M�R�U�L�W�D�L�U�H���T�X�L���H�V�W���p�O�X�p�H���G�H��

la colonne (V1= 12,60 mL), suivie de deux autres pics de faibles intensités (V2 = 15,66 mL et 

V3 = 17,21 mL). L�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H��ces fractions sur SDS-PAGE 10% confirme bien la présence des 

deux protéines Rvb1 et Rvb2 (Fractions 12�Æ17 pour le pic majoritaire). En référence à la courbe 

étalon de la colonne utilisée (Figure 26C), nous avons pu déduire la masse moléculaire 

approximativement de chaque population protéique présente sous ces pics (la précision de la 

masse moléculaire prédite par la courbe étalon dépend de la forme de la protéine, plus elle est 

globulaire plus sa masse moléculaire prédite par la courbe étalon se rapproche de sa masse 

moléculaire réelle). �/�¶�H�V�S�q�F�H�� �P�D�M�R�U�L�W�D�L�U�H��à V1 correspond à un hétérododécamère de 

Rvb1/Rvb2. Le second pic du chromatogramme correspond à la forme dimérique des Rvb 

(Rvb1/Rvb1, Rvb1/Rvb2 ou Rvb2/Rvb2) (Fractions 21 et 22). Enfin, le troisième pic 

�F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G���j���O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�G�X�L�W�V���G�H���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V et des éventuels contaminants 

de purification. Un pic est également présent en début du chromatogramme (Vi = 7,45 mL). Il  
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Figure 26 �����3�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����U�H�F�R�P�E�L�Q�D�Q�W���H�Q���O�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H 
(A) Analyse par SDS-PAGE 10% des étapes de purification du complexe Rvb1/Rvb2. MT : Marqueur 
de Taille, So : Sonicat, Sso : Surnageant de sonication, Cso : Culot de sonication, Fix : Fixation sur 
résine TALON, E : Elution, 3C : coupure à la protéase PreScission 3C. (B) Chromatogramme des 
�I�U�D�F�W�L�R�Q�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H���5�Y�E�����5�Y�E�������V�X�U���X�Q�H���F�R�O�R�Q�Q�H���G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q���G�H���W�D�L�O�O�H���V�X�S�H�U�R�V�H������increase pilotée par 
un système AKTA purifier : P : Pic, Vo : volume mort de la colonne, Vt : volume total de la colonne. 
Les fractions des pics principaux en sortie de colonne ont été analysées sur SDS-PAGE 10% (droite) : 
Inj : Injection. (C) Courbe étalon de la colonne superose 6 increase représentant la masse moléculaire 
�H�Q���I�R�Q�F�W�L�R�Q���G�H�V���Y�R�O�X�P�H�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q�V���G�H���F�K�D�T�X�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���P�H�Q�W�L�R�Q�Q�p�H�V���G�D�Q�V���Oe tableau. Les produits de 
purification sont représentés sur la courbe et le tableau en jaune.    
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�F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G���D�X���Y�R�O�X�P�H���P�R�U�W���G�H���O�D���F�R�O�R�Q�Q�H�����D�Y�H�F���O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H�V���D�J�U�p�J�D�W�V���H�W���F�R�P�S�O�H�[�H�V���G�H���W�U�q�V���J�U�D�Q�G��

poids moléculaire exclus par la colonne (Figure 26B). 

Etant donné la grande diversité de conformations quaternaires du complexe Rvb1/Rvb2 selon 

les conditions de sa purification, nous avons testé sa purification avec des tampons différents,  

�F�R�Q�W�H�Q�D�Q�W���G�H���O�¶�$�'�3 �R�X���G�H���O�¶�$�7�3 (10 mM HEPES KOH pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 1 mM DTT ; 

1 % Glycérol ; 0.5 mM ADP / ATP ; 5 mM MgCl2). Les deux chromatogrammes (ADP/ATP) 

sont relativement identiques (Figures 27A et B). Leur analyse �L�Q�G�L�T�X�H�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�X�Q�� �S�L�F��

majoritaire (V1= 13,84 mL �S�R�X�U���O�¶ADP et V1�¶� ���������������P�/���S�R�X�U���O�¶ATP) qui �V�¶�H�V�W���G�p�S�O�D�F�p vers la 

droite du chromatogramme, comparé à celui obtenu pour la condition sans nucléotide (Figure 

26B). Les fractions collectées sous ces deux pics ont également été analysées sur SDS-PAGE 

10% (Figure 27C). Nous constatons la présence des deux partenaires protéiques Rvb1 et Rvb2 

avec une intensité égale (les fractions 17, 18 en ADP et les fractions 16, 17 en ATP). �/�¶�p�O�X�W�L�R�Q��

plus tardive des Rvb1/Rvb2 dans ces deux conditions �F�R�P�S�D�U�p�H�V���j���O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���V�D�Q�V���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V��

dans le tampon est synonyme d�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���G�H���S�R�L�G�V���P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H���S�O�X�V���I�D�L�E�O�H. Selon la courbe 

étalon de la colonne utilisée (Figure 27D), nous avons pu déduire un poids moléculaire 

approximatifs �H�Q���I�D�Y�H�X�U���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���K�p�W�p�U�R�K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H�����5�Y�E�����5�Y�E�������H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3��

�R�X�� �G�¶�$�7�3����Dans ce ca�V���� �O�D�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�F�H�� �G�H�� �Y�R�O�X�P�H�� �G�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �V�H�U�D�L�W�� �G�X�H�� �j�� �X�Q�H�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q��

différente. 

�1�R�X�V���D�Y�R�Q�V���F�R�Q�V�W�D�W�p���T�X�H���V�H�O�R�Q���O�¶�D�M�R�X�W���R�X���Q�R�Q���G�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���G�D�Q�V���O�H���W�D�P�S�R�Q���G�H���S�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�����O�D��

structure quaternaire du complexe Rvb1/Rvb2 était affectée entre hétérohexamèrique et 

hétérododécamèrique. Ces résultats sont en accords avec les données bibliographiques qui 

indiquent que la conformation oligomérique de ce complexe est très labile. Elle varie selon le 

nucléotide ajouté lors de sa purification mais également selon le partenaire protéique (Zhou et 

al., 2017 ; Tian et al., 2017 ; Lakomek et al., 2015). �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�������$�'�3��

en Diffusion Statique de la Lumière (DLS) montre un profil homogène avec une population 

dont la mesure moyenne du diamètre hydrodynamique (Z-Average) est de 16,46 nm +/- 5,7 

(Figure 28, pic 1) avec un indice de polydispersité faible à 0,216.  

Nous avons ensuite voulu �F�R�Q�Q�D�v�W�U�H�� �O�D�� �V�W�°�F�K�L�R�P�p�W�U�L�H�� �G�X��complexe Rvb1/Rvb2 et s�¶�Ll 

interagissait directement avec des molécules �G�¶ADP. Pour cela, une analyse par spectrométrie 

de masse native a été réalisée par le Dr Evolène Deslignière au laboratoire de spectrométrie de 

masse bio-organique à Strasbourg (Figure 29). Le profil �F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�L�T�X�H�� �G�H�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q��

après passage sur une micro-�F�R�O�R�Q�Q�H���G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q���G�H���W�D�L�O�O�H��révèle 3 pics :VE1= 10,42 mL, VE2= 

11,56 mL et VE3= 12,25 mL. �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H��par spectrométrie de masse native de chaque pic est 

représentée avec les trois spectres de dessous dans la figure 29 (Intensité relative en fonction  
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Figure 27 : Purification du complexe Rvb1/Rvb2 en présence de nucléotides (ADP/ATP) 
dans le tampon. (A) �&�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�P�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3�������������P�0�����G�D�Q�V��
le tampon de filtration sur gel en colonne superose 6 increase pilotée par un système AKTA purifier. 
P : Pic, Vo : Volume mort de la colonne, Vt : volume total de la colonne. (B) Chromatogramme du 
�F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E���� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�$�7�3�� ���������� �P�0���� �G�D�Q�V�� �O�H�� �W�D�P�S�R�Q�� �G�H�� �I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q�� �V�X�U�� �J�H�O�� �H�Q�� �F�R�O�R�Q�Q�H��
superose 6 increase sur système AKTA purifier. P : Pic, Vo : Volume mort de la colonne, Vt : volume 
total de la colonne. (C) Analyse par SDS-PAGE 10% des fractions des deux pics en sortie de colonne, 
������ �H�W�� ������ �S�R�X�U�� �O�¶�$�7�3�� �H�W�� ������ �H�W�� ������ �S�R�X�U�� �O�¶�$�'�3. (D) Courbe étalon de la colonne superose 6 increase 
�U�H�S�U�p�V�H�Q�W�D�Q�W���O�D���P�D�V�V�H���P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H���H�Q���I�R�Q�F�W�L�R�Q���G�H�V���Y�R�O�X�P�H�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q�V�����/�H�V���S�U�R�G�X�L�W�V���G�H���S�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���V�R�Q�W��
représentés sur la courbe et le tableau en jaune.    
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Figure 28 : Analyses biophysiques du complexe Rvb1/Rvb2 + ADP. 
 Résultats de la Diffusion Statique de la Lumière (Dynamic Light Scattering DLS) sur le complexe 
Rvb1/Rvb2 +ADP. La valeur de Z-Average correspond au diamètre moyen des particules en solution. 
Le PdI �H�V�W�� �O�¶�L�Q�G�L�F�H�� �G�H�� �S�R�O�\�G�L�V�S�H�U�V�L�W�p�� �H�W�� �p�Y�D�O�X�H�� �O�D�� �S�X�U�H�W�p�� �G�H�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���� �8�Q�� �I�D�L�E�O�H�� �3�G�,�� �V�L�J�Q�L�I�L�H�� �T�X�H��
�O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�Q���V�R�O�X�W�L�R�Q���H�V�W���P�R�Q�R�G�L�V�S�H�U�V�H�����X�Q�H���V�H�X�O�H���W�D�L�O�O�H���G�H���S�D�U�W�L�F�X�O�H�������H�W���G�R�Q�F���W�U�q�V���S�X�U���� 
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Figure 29 : Analyse du complexe Rvb1/Rvb2 purifié en p�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3���S�D�U���V�S�H�F�W�U�R�P�p�W�U�L�H��
de masse native  
�&�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�P�H�����G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���V�X�U���F�R�O�R�Q�Q�H���G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q���G�H���W�D�L�O�O�H���%�(�+���������G�H���F�K�H�]��Waters (haut), suivi 
�G�¶�X�Q�H�� �D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�V�� �S�L�F�V�� ���� �j�� ���� �S�D�U�� �V�S�H�F�W�U�R�P�p�W�U�L�H�� �G�H�� �P�D�V�V�H�� �Q�D�W�L�Y�H���� �/�H�� �S�L�F�� ���� �P�D�M�R�U�L�W�D�L�U�H�� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�� �D�X��
complexe R�Y�E�����5�Y�E�������/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H���V�R�Q���H�Q�Y�H�O�R�S�S�H���G�H���F�K�D�U�J�H���U�p�Y�q�O�H���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���P�R�Q�R�P�q�U�H�V���H�W���G�H��
�G�H�X�[���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�V���G�¶�K�H�[�D�P�q�U�H�V selon le nombre de molécules de nucléotides (+ 5 ADP/ + 6 ADP). Les 
pics 1 et 3 correspondent respectivement à des monomères de Rvb1 et Rvb2 et des monomères avec des 
hétérodimères Rvb1/Rvb2. �'�¶�D�S�U�q�V���O�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���R�E�W�H�Q�X�V���D�X���/�6�0�%�2���j���6�W�U�D�V�E�R�X�U�J�� 
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de la masse sur la charge, « m/z »). Le pic 1 correspond à des molécules de grandes tailles 

���D�J�U�p�J�D�W�V�������6�R�Q���V�S�H�F�W�U�H���L�Q�G�L�T�X�H���T�X�¶�L�O���H�V�W���F�R�P�S�R�V�p���H�V�V�H�Q�W�L�Hllement des deux protéines Rvb1 + 1 

�P�R�O�p�F�X�O�H�V���G�¶�$�'�3���H�W���5�Y�E�������/�H���V�S�H�F�W�U�H���G�X���S�L�F�������F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G���j���X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���K�p�W�p�U�R�K�p�[�D�P�q�U�L�T�X�H��

3Rvb1/3Rvb2 avec deux populations distinctes �H�Q���I�R�Q�F�W�L�R�Q���G�X���Q�R�P�E�U�H���G�H���P�R�O�p�F�X�O�H���G�¶�$�'�3�� ����

�M�X�V�T�X�¶�j�������R�X�������P�R�O�p�F�X�O�H�V���G�¶�$�'�3���������5�Y�E���������5�Y�E����5 ADP et 3 Rvb1/3 Rvb2/6 ADP). Le spectre 

�G�X���S�L�F�������U�H�S�U�p�V�H�Q�W�H���G�H�V���I�R�U�P�H�V���K�p�W�p�U�R�G�L�P�p�U�L�T�X�H�V���5�Y�E�����5�Y�E�������������R�X�������P�R�O�p�F�X�O�H�V���G�¶�$�'�3���D�L�Q�V�L��

que des protéines libres Rvb1 et Rvb2. Ce résultat confirme bien la présence de molécules 

�G�¶�$�'�3��potentiellement dans le site actif de Rvb1 et Rvb2 après leur purification de façon 

recombinante chez E. coli. Le complexe Rvb1/Rvb2 étudié comprend �����j�������P�R�O�p�F�X�O�H�V���G�¶ADP. 

�/�¶�D�Q�D�O�\�V�H��par spectrométrie de masse native du complexe Rvb1/Rvb2 purifié en absence de 

nucléotide n'a malheureusement pas pu aboutir. Cela est essentiellement dû à sa grande 

instabilité in vitro (agrégation) à des concentrations supérieures à 35 µM testées au laboratoire.  

 

1.2. Reconstitution du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p 

1.2.1. Co-élution sans nucléotide 

�'�D�Q�V���O�H���E�X�W���G�¶�X�Q�H��reconstitution in vitro du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p, nous avons dans un 

premier temps, purifié les partenaires protéiques séparément, le complexe Rvb1/Rvb2 sans 

nucléotide (20 mM Hépes pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 0,5 mM TCEP ; 1% Glycérol) et Bcd1p (20 

mM Hépes pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 0,5 mM TCEP), puis nous les avons mélangés dans un 

ratio 1 : 6 respectivement, et concentrés par ultrafiltration par centrifugation sur membrane de 

concentration ���$�P�L�F�R�Q���������N�'�D�����0�H�U�F�N�0�L�O�O�L�S�R�U�H�������/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���D���p�W�p���L�Q�M�H�F�W�p���V�X�U���X�Q�H���F�K�D�v�Q�H���G�H��

purification (AKTA purifier, GE Healthcare) connectée à une colonne Superose 6 analytique 

(10/300 increase, GE Healthcare). Cette dernière va permettre de séparer les protéines et 

�F�R�P�S�O�H�[�H�V�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�V�� �F�R�Q�W�H�Q�X�V�� �G�D�Q�V�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�� �L�Q�M�H�F�W�p, avec un ordre inverse de celui de 

leurs poids moléculaires (chromatographie �G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q���G�H���W�D�L�O�O�H������Le profil du chromatogramme 

obtenu pour le mélange Rvb1, Rvb2 et Bcd1p (en bleu, Figure 30A) comprend deux pics dont 

�O�H�V���Y�R�O�X�P�H�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q�V���V�R�Q�W : VP1= 12,56 mL et VP2= 16,20 mL. Une analyse des fractions sous 

ces deux pics a été faite sur un gel SDS-PAGE 12,5% (Figure 30B). Le pic P1 (Fractions 12, 

13 et 14) r�H�S�U�p�V�H�Q�W�H���O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����V�H�X�O���H�W���O�H���S�L�F���3�������)�U�D�F�W�L�R�Q�V��������������������������

������ �H�W�� �������� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�� �j�� �O�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �%�F�G���S�� �V�H�X�O����De plus, la superposition des profils 

chromatographiques de Bcd1p seul (vert) et Rvb1/Rvb2 (rose) de la figure 26 (Figure 30A) 

confirme �T�X�H�� �O�H�� �Y�R�O�X�P�H�� �G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�X�� �3���� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�� �D�X�� �Y�R�O�X�P�H�� �G�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H��

hétérododécamèrique Rvb1/Rvb2 seul et �O�H���Y�R�O�X�P�H���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H���3�����H�V�W���V�L�P�L�O�D�L�U�H���j���F�H�O�X�L���G�H��  
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Figure 30 :�$�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�� �O�¶�plution du complexe Rvb1/Rvb2 et la protéine Bcd1 sans 
nucléotide.  
(A) Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondant à ���� �%�O�H�X���� �� �O�µ�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H du 
mélange Rvb1/Rvb2 et Bcd1p sur colonne superose 6 increase, P : Pic, Vo : volume mort de la colonne, 
Vt �����Y�R�O�X�P�H���W�R�W�D�O���G�H���O�D���F�R�O�R�Q�Q�H�����9�H�U�W�����O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���V�H�X�O���V�X�U���O�D���P�r�P�H���F�R�O�R�Q�Q�H�����5�R�V�H�����O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�X��
complexe Rvb1/Rvb2 seul sur la même colonne (Figure 26). (B) Le gel SDS-PAGE 12,5% correspond 
�j���O�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���I�U�D�F�W�L�R�Q�V���H�Q���V�R�U�W�L�H���G�H���F�R�O�R�Q�Q�H���G�H���O�µ�p�O�X�W�L�R�Q���Gu mélange Rvb1/Rvb2 et Bcd1p (bleu), Inj : 
Injection sur colonne. 
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�%�F�G���S���O�L�E�U�H���� �&�H���U�p�V�X�O�W�D�W���L�Q�G�L�T�X�H���F�O�D�L�U�H�P�H�Q�W���T�X�H���Q�R�X�V���Q�¶�D�Y�R�Q�V���S�D�V���G�H���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H���F�R�P�S�O�H�[�H��

entre Rvb1/Rvb2 et Bcd1p dans ces conditions expérimentales. Nous nous sommes demandés 

si cette interaction ne nécessitait pas une conformation particulière du complexe Rvb1/Rvb2 

�S�R�X�U���T�X�¶�H�O�O�H���S�X�L�V�V�H���r�W�U�H���p�W�D�E�O�L�H���R�X���H�W���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V�� 

 

1.2.2. Co-�p�O�X�W�L�R�Q���H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3���R�X���G�¶�$�7�3 

La reconstitution in vitro du complexe Rvb1/Rvb2/�%�F�G���� �V�¶�H�V�W��donc poursuivie par une 

optimisation des conditions expérimentales, et �S�O�X�V���S�U�p�F�L�V�p�P�H�Q�W���S�D�U���X�Q���D�M�R�X�W���G�¶�$�'�3���R�X���G�¶�$�7�3��

dans les tampons de purification des partenaires protéiques mais aussi lors de leur co-élution 

sur colonne. �/�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�Rtéines homologues humaines, BCD1 et RUVBL1/RUVBL2, 

�D�� �H�Q�� �H�I�I�H�W�� �p�W�p�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�p�H�� �H�[�F�O�X�V�L�Y�H�P�H�Q�W�� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�$�'�3�� �R�X�� �G�¶�$�7�3 par GST pull-down 

(McKeegan et al., 2007).  

Les purifications de Rvb1/Rvb2 et Bcd1p ont été faites séparément dans un tampon (20 mM 

Hépes pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 0,5 mM TCEP ; 1% Glycérol 0,5 mM ADP ou ATP ; 5 mM 

MgCl2). Comme pour la première condition de reconstitution du complexe, les deux partenaires 

Bcd1p et Rvb1/Rvb2 ont été mélangés à un ratio 1 : 6 respectivement, et concentrés via des 

systèmes d�¶�X�O�W�U�D�I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q��par centrifugation (Amicon 30 kDa, Merck Millipore). �/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q��

a été injecté sur une chaîne de purification (AKTA purifier, GE Healthcare) connectée à une 

colonne Superose 6 analytique (10/300 increase, GE Healthcare). �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���Ges deux profils 

chromatographiques obtenus (bleu) �H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3��dans le tampon (Figure 31A�����R�X���G�¶�$�7�3��

(Figure 31B) montre deux pics pour chacune des deux conditions testées ���� �3�����3�¶�����H�W���3�����3�¶������

�/�H�V���Y�R�O�X�P�H�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���V�R�Q�W��du même ordre de grandeur en ADP ou en ATP. En fonction de la 

courbe de calibration de la colonne, le�V���S�U�H�P�L�H�U�V���S�L�F�V���3�����H�W���3���¶ correspondraient à une forme 

dodécamérique des Rvb1/Rvb2. Nous remarquons en effet un décalage vers la gauche des pics 

�3�����H�W���3�¶�������E�O�H�X�����D�Y�H�F���X�Q���Y�R�O�X�P�H���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���S�O�X�V���F�R�X�U�W (bleu) : VP1= 12,49 mL et V�3�¶��= 12,37 mL 

par rapport aux v�R�O�X�P�H�V�� �G�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E���� �V�H�X�O���� �H�Q�� �$�'�3�� �R�X�� �H�Q�� �$�7�3�� ���U�R�V�H����

(Figure 31). Pour rappel, les Rvb1/Rvb2 libres en présence de nucléotides sont majoritairement 

sous forme hexamèrique (Figure 27). �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�V�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�V�� �V�R�X�V�� �F�H�V�� �S�L�F�V�� ���J�H�O�� �6�'�6-PAGE 

12,5% à droite de chaque chromatogramme) montre la présence de deux bandes pour les pics 

P1 �H�W���3�¶�����T�X�L���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�H�Q�W���D�X�[��masses moléculaires de Rvb1 + Rvb2 et Bcd1p. Les pics P2 et 

�3�¶���� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�H�Q�W�� �j�� �O�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�H�[�F�q�V�� �G�H�� �%�F�G���S�� �O�L�E�U�H�� �H�W��les Rvb1 et Rvb2 non liées en 

complexe (Figure 31). Ces résultats indiquent la co-élution des Rvb1/Rvb2 et de Bcd1p et donc 

la �I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���H�Q���$�'�3���H�W���H�Q���$�7�3�����/�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q de Bcd1p avec le complexe  
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Figure 31 : Co-élution du complexe entre Rvb1/Rvb2 et Bcd1p en présence de 
nucléotides dans le tampon de purification (ADP/ATP). 
Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondant à : Bleu, la co-élution du complexe 
Rvb1/Rvb2 et Bcd1p sur colonne superose 6 increase, P : Pic, Vo : volume mort de la colonne, Vt : 
�Y�R�O�X�P�H�� �W�R�W�D�O�� �G�H�� �O�D�� �F�R�O�R�Q�Q�H���� �9�H�U�W���� �O�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �%�F�G���S�� �V�H�X�O�� �V�X�U�� �O�D��même colonne et dans les mêmes 
conditions���� �5�R�V�H���� �O�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E���� �V�H�X�O�� �V�X�U�� �O�D�� �P�r�P�H�� �F�R�O�R�Q�Q�H et dans les mêmes 
conditions. (A) ADP, (B) ATP. Les gels SDS-�3�$�*�(���������������F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�H�Q�W���j���O�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���I�U�D�F�W�L�R�Q�V��des 
deux pics majoritaires en sortie de colonne de la co-élution de Rvb1/Rvb2 et Bcd1p (Bleu), Inj : Injection 
sur colonne. (C) �5�p�V�X�O�W�D�W�V���G�H���O�¶�D�Q�D�O�\�V�H���S�U�R�W�p�R�P�L�T�X�H���G�H�V���E�D�Q�G�H�V���© a » et « b » effectuée sur la plateforme 
�S�U�R�W�p�R�P�L�T�X�H���G�H���O�¶�8�0�6�������������8�6�������,�%�6 Lor.  
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 Rvb1/Rvb2 est donc dépendante de la �S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶���$�'�3���R�X���G�¶�$�7�3���F�H�U�W�D�L�Q�H�P�H�Q�W���G�D�Q�V���O�H�X�U�V���V�L�W�H�V��

�D�F�W�L�I�V�����,�O���H�V�W���j���Q�R�W�H�U���T�X�H���O�¶�$�7�3���V�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H���V�S�R�Q�W�D�Q�p�P�H�Q�W���H�Q���$�'�3��in vitro, même en condition 

�$�7�3���F�H�O�D���S�R�X�U�U�D�L�W���r�W�U�H���O�¶�$�'�3���T�X�L���V�H�U�D�L�W���P�R�W�H�X�U���G�H���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�����1�R�X�V���D�Y�R�Q�V���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���D�Q�D�O�\�V�p��

les bandes de gel SDS-PAGE qui correspondent aux masses moléculaires des deux partenaires 

: « a » et « b » de la fraction 12 en condition +ADP par spectrométrie de masse MS/MS (analyse 

protéomique) au laboratoire IMoPA. Nous retrouvons bien la présence majoritaire des trois 

protéines : Rvb1 (70,2% de couverture), Rvb2 (54,6% de couverture) sous la même bande et 

Bcd1p (46,2% de couverture) (Figure 31C). 

�&�R�P�P�H���F�L�W�p���S�O�X�V���K�D�X�W���G�D�Q�V���O�H���F�K�D�S�L�W�U�H���G�¶�L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�����X�Q�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D déjà été identifiée par 

RMN au laboratoire par B. Bragantini, entre le doigt à zinc de Bcd1p de levure et le complexe 

orthologue RUVBL1/RUVBL2 humain. Il a également été montré que les domaines doigt à 

zinc de Hit1p et Bcd1p sont fortement similaires. En effet, des expériences menées au 

laboratoire ont montré que la protéine chimérique ZHDHit1p-Bcd1p46-366 est fonctionnelle chez 

la levure (Bragantini et al., 2016). Nous avons donc voulu tester si le domaine ZHDHit1p interagit 

lui aussi avec le complexe Rvb1/Rvb2 in vitro. Une co-élution entre Hit1p et Rvb1/Rvb2 en 

�S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3���G�D�Q�V���O�H���W�D�P�S�R�Q a été réalisée. Pour cela, Hit1p a été co-purifiée en complexe 

avec le fragment de Rsa1p231-375 qui assure sa stabilité in vitro. Les deux partenaires Rvb1/Rvb2 

et Rsa1p231-375/Hit1p ont été mélangés à un ratio 1 : 6 respectivement, et concentrés via des 

�V�\�V�W�q�P�H�V���G�¶�X�O�W�U�Dfiltration par centrifugation (Amicon 1�����N�'�D�����0�H�U�F�N�0�L�O�O�L�S�R�U�H�������/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q��

a été injecté sur une chaîne de purification (AKTA purifier, GE Healthcare) connectée à une 

colonne Superose 6 analytique (10/300 increase, GE Healthcare). Le profil chromatographique 

obtenu (bleu) (Figure 32A) est composé de deux pics P1 avec VP1= 13,87 mL et P2 avec VP2= 

17,42 mL. �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���I�U�D�F�W�L�R�Q�V���V�R�X�V���O�H�V���S�L�F�V���3�����H�W���3�����V�X�U���J�H�O���6�'�6-PAGE 10% montre deux 

bandes qui migrent aux poids moléculaires de Rvb1 et Rvb2 pour P1 (Fractions 13 et 14) et 

deux bandes qui migrent aux poids moléculaires de Rsa1p231-375 et Hit1p pour P2 (Fractions 25 

et 26) (Figure 32B). �&�H���U�p�V�X�O�W�D�W���L�Q�G�L�T�X�H���T�X�¶�L�O���Q�¶y a pas de co-élution et donc pas de formation 

de complexe entre Rvb1/Rvb2 et Rsa1p231-375���+�L�W���S�� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�$�'�3�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �W�D�P�S�R�Q�� Le 

domaine en doigt à zinc ne semble donc pas suffisant à lui seul pour établir une interaction 

stable avec le complexe Rvb1/Rvb2. L�D���F�R�Q�W�U�L�E�X�W�L�R�Q���G�¶�D�X�W�U�H�V���D�F�L�G�H�V���D�P�L�Q�p�V���F�R�Q�W�H�Q�X�V���G�D�Q�V���X�Q�H��

�D�X�W�U�H�� �U�p�J�L�R�Q�� �G�H�� �%�F�G���S�� �V�H�U�D�L�W�� �G�R�Q�F�� �Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�� �S�R�X�U�� �F�R�Q�V�R�O�L�G�H�U�� �F�H�W�W�H�� �L�Q�W�H�U�I�D�F�H�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q����

Bcd1p1-96 (porteur du domaine doigt à zinc en région N-terminale 1-45) a été décrit 

précédemment dans les travaux de D. Tiotu comme fragment minimum nécessaire pour la 

fonction de Bcd1p chez la levure. Il est probable que la région Bcd1p45-96 soit importante pour 

l�D�� �V�W�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �%�F�G���S�� �H�W�� �5�Y�E�����5�Y�E������Une autre possibilité serait que 
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�O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���5�V�D���S�� �D�Y�H�F���O�D���S�D�U�W�L�H���&-terminale de Hit1p puisse gêner de manière stérique, 

�O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�D�U�W�L�H���1-terminale de Hit1p avec les Rvb1/2. 

 

1.2.3. Caractérisation biophysique du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p 

a. Diffusion dynamique de la lumière (Dynamique Light Scattering, DLS) 

Le complexe formé entre Rvb1/Rvb2 et Bcd1p en ADP a été analysé par DLS (Figure 33A) et 

comparé avec le profil DLS du complexe Rvb1/Rvb2 libre toujours en ADP (Figure 28). La 

distribution de taille montre un profil homogène quasiment monodisperse avec une population 

dont la taille moyenne du �G�L�D�P�q�W�U�H�� �K�\�G�U�R�G�\�Q�D�P�L�T�X�H�� ���S�L�F�� ������ �H�V�W�� �G�H�� ������������ �Q�P���� �/�¶�L�Q�G�L�F�H�� �G�H��

�S�R�O�\�G�L�V�S�H�U�V�L�W�p���G�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�V�W���G�H���������������� �2�Q���Q�R�W�H���X�Q�H���D�X�J�P�H�Q�W�D�W�L�R�Q���G�H���W�D�L�O�O�H���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H��

(DiamètreRvb1/Rvb2= 15,46 nm et DiamètreRvb1/Rvb2/Bcd1p� ���������������Q�P�������&�H�O�D���S�H�X�W���V�¶�H�[�S�O�L�T�X�H�U���S�D�U��

�O�¶�L�Q�W�Hraction de plusieurs molécules de Bcd1p sur le complexe Rvb1/Rvb2 mais plus 

�Y�U�D�L�V�H�P�E�O�D�E�O�H�P�H�Q�W�� �S�D�U�� �X�Q�� �F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�Q�H�O�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E���� �Y�X�� �O�¶�p�F�D�U�W��

�L�P�S�R�U�W�D�Q�W�����'�¶�D�S�U�q�V���O�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���G�H���I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q���V�X�U���J�H�O�����)�L�J�X�U�H�������������L�O���V�¶�D�J�L�U�D�L�W���G�X���S�D�V�V�D�J�H���G�H���O�¶�p�W�D�W��

hexamèrique à dodécamérique des Rvb1/2. 

 

b. Titration calorimétrique isotherme (ITC)  

�/�¶�D�I�I�L�Q�L�W�p�� �D�L�Q�V�L�� �T�X�H�� �O�H�V�� �S�D�U�D�P�q�W�U�H�V�� �W�K�H�U�P�R�G�\�Q�D�P�L�T�X�H�V�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�H�� �F�R�P�S�O�H�[�H��

�5�Y�E�����5�Y�E�����H�W���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���%�F�G�����S�X�U�L�I�L�p�H�V���H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3���G�D�Q�V���O�H���W�D�P�S�R�Q�����R�Q�W���pté déterminés 

�S�D�U���,�7�&���V�X�U���O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O���9�3-ITC �G�H���O�¶�8�0�6���,�%�6���/�R�U�����/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q��correspondant au complexe 

�5�Y�E�����5�Y�E���� �D�� �p�W�p�� �G�p�S�R�V�p�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� �G�H�� �O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O���� �/�D�� �V�H�U�L�Q�J�X�H�� �D�� �p�W�p�� �U�H�P�S�O�Le avec 

�O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���%�F�G�������5�Y�E�����5�Y�E�����D�L�Q�V�L���T�X�H���%�F�G���S���R�Q�W���p�W�p��purifiés dans le même 

tampon (20 mM Hépes pH 7,5 ;150 mM NaCl ; 0,5 mM TCEP ; 1% Glycérol ; 0,5 mM ADP ; 

5 mM MgCl2�����D�I�L�Q���G�¶�p�Y�L�W�H�U���W�R�X�W�H���Y�D�U�L�D�W�L�R�Q���W�K�H�U�P�R�G�\�Q�D�P�L�T�X�H���G�p�W�H�F�W�p�H���S�D�U���O�¶�D�S�S�D�U�H�L�O���S�R�X�Y�D�Q�W��

�r�W�U�H�� �G�€�� �D�X�� �W�D�P�S�R�Q���� �/�H�� �U�p�V�X�O�W�D�W�� �P�R�Q�W�U�H�� �X�Q�H�� �D�I�I�L�Q�L�W�p�� �G�H�� �O�¶�R�U�G�U�H du micromolaire (0,328 µM) 

(Figure 33B), avec un nombre de sites (N) proche de 2. Cela signifie que nous aurions 

probablement deux protéines Bcd1 qui interagissent avec un hétéro-complexe de Rvb1/Rvb2. 

�û�6�� �H�W�� �û�+�� �V�R�Q�W�� �G�H�V�� �S�D�U�D�P�q�W�U�H�V�� �W�K�H�U�P�R�G�\�Q�D�P�L�T�X�H�V�� �G�H�� �Y�D�U�L�D�W�L�R�Q�� �G�¶�H�Q�W�U�R�S�L�H�� �H�W�� �G�¶�H�Q�W�K�D�O�S�L�H��

�U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W�����/�D���Y�D�U�L�D�W�L�R�Q���G�¶�H�Q�W�K�D�O�S�L�H���Q�p�J�D�W�L�Y�H��de notre réaction signifie que nous sommes 

�H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�X�Q�H���U�p�D�F�W�L�R�Q���H�[�R�W�K�H�U�P�L�T�X�H����Au final ces résultats �F�R�Q�I�L�U�P�H���E�L�H�Q���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q�� 
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Figure 32 :  Analyse de la co-élution du complexe Rvb1/Rvb2 et Rsa1p231-375/Hit1p en 
présence de nucléotide (ADP) dans le tampon de purification. 
(A) Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondant à ���� �%�O�H�X���� �O�¶�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �F�R�P�S�O�H�[�H�V��
Rvb1/Rvb2 et Rsa1p231-375/Hit1p sur colonne superose 6 increase, P �����3�L�F�����9�H�U�W�����O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H��Rsa1p231-

375/Hit1p �V�H�X�O���V�X�U���O�D���P�r�P�H���F�R�O�R�Q�Q�H�����5�R�V�H�����O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����V�H�X�O���V�X�U���O�D���P�r�P�H���F�R�O�R�Q�Q�H��
dans les mêmes conditions. (B) Les gels SDS-�3�$�*�(�����������F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�H�Q�W���j�� �O�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���I�U�D�F�W�L�R�Q�V���H�Q��
�V�R�U�W�L�H���G�H���F�R�O�R�Q�Q�H���G�H���O�µ�p�O�X�W�L�R�Q���G�H���5�Y�E�����5�Y�E�����H�W���G�H��Rsa1p231-375/Hit1p (Bleu), Inj : Injection sur colonne. 
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Figure 33 : Le complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p se forme in vitro �H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3 
(A) Résultats de DLS sur le complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p +ADP. La valeur de Z-Average correspond 
au diamètre moyen des particules en solution. Le �3�G�,���H�V�W���O�¶�L�Q�G�L�F�H���G�H���S�R�O�\�G�L�V�S�H�U�V�L�W�p�����H�W���p�Y�D�O�X�H���O�D���S�X�U�H�W�p��
�G�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�����8�Q���I�D�L�E�O�H���3�G�,���V�L�J�Q�L�I�L�H���T�X�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�Q���V�R�O�X�W�L�R�Q���H�V�W���P�R�Q�R�G�L�V�S�H�U�V�H�����X�Q�H���V�H�X�O�H���W�D�L�O�O�H��
de particule) et donc pur (B) Résultat de titration calorimétrique interne (modèle VP-ITC) à 20°C entre 
le complexe Rvb1/Rvb2 et Bcd1p, purifiés dans le même tampon (10 mM Hépes pH=7,5 ; 150 mM 
NaCl ; 1% Glycerol ; 0,5 mM TCEP ; 0,5 mM ADP). 
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complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p avec une affinité importante en présence de nucléotide (ADP) 

dans le tampon. 

 

1.2.4. �/�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���O�¶�$�'�3���G�D�Q�V���O�H�V���V�L�W�H�V���D�F�W�L�I�V���G�H���5�Y�E�����H�W���5�Y�E�����H�V�W���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���j���O�D��

formation du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p 

Dans le but d�¶�D�S�S�U�R�I�R�Q�G�L�U �O�D�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �%�F�G���S�� �D�Y�H�F�� �O�H�� �F�R�P�S�O�H�[�H��

Rvb1/Rvb2, nous avons voulu savoir à quell�H�� �p�W�D�S�H�� �G�X�� �F�\�F�O�H�� �$�7�3�D�V�L�T�X�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F��

Bcd1p est établie. �/�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�¶�D�Q�D�O�R�J�X�Hs non hydrolysables �G�H�� �O�¶�$�7�3�� �S�H�U�P�H�W�� �O�¶�p�W�X�G�H�� �G�X��

�F�\�F�O�H�� �G�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �G�H�V�� �$�7�3�D�V�H�V����Il est à noter que �F�H�V�� �D�Q�D�O�R�J�X�H�V�� �G�¶�$�7�3�� �Q�H�� �U�p�V�L�V�W�H�Q�W�� �S�D�V��

�F�R�P�S�O�p�W�H�P�H�Q�W�� �j�� �O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H. Cela �G�p�S�H�Q�G�� �G�X�� �W�\�S�H�� �G�¶�D�Q�D�O�R�J�X�H�� �X�W�L�O�L�V�p�� �D�L�Q�V�L�� �T�X�H�� �G�H�V�� �I�D�P�L�O�O�H�V��

�G�¶�$�7�3�D�V�H�V�� �p�W�X�G�L�p�H�V���� �/�¶�$�7�3-���6 (adénosine ���¶-(gamma-thio-triphosphate)) �H�W�� �O�¶�$�0�3-PNP 

(adénylyl imidodiphosphate) �V�R�Q�W���O�H�V���G�H�X�[���D�Q�D�O�R�J�X�H�V���O�H�V���S�O�X�V���X�W�L�O�L�V�p�V���G�D�Q�V���O�¶�p�W�X�G�H���G�H�V���K�p�O�L�F�D�V�H�V��

(Lacabanne et al., 2020). Nous avons donc utilisé dans nos expériences ces deux analogues 

sensés figer un état pré-hydrolytique relativement stable du complexe Rvb1/Rvb2.  

Nous avons dans un premier temps purifié les partenaires protéiques : Rvb1/Rvb2 et Bcd1p 

séparément dans un tampon contenant l�¶�$�7�3-���6���R�X���O�¶�$�0�3-PNP (20 mM Hépes pH 7,5 ; 150 

mM NaCl ; 0,5 mM TCEP ; 1% Glycérol ; 0,5 mM ATP-���6�� �R�X�� �$�0�3-PNP ; 5 mM MgCl2). 

Nous les avons ensuite mélangés dans un ratio 1:6 (Rvb1/Rvb2 et Bcd1p respectivement). Nous 

les avons concentrés via des systèmes d�¶�X�O�W�U�D�I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q par centrifugation (Amicon 30 kDa, 

Merck �0�L�O�O�L�S�R�U�H�������/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���D���p�W�p���L�Q�M�H�F�W�p���V�X�U���X�Q�H���F�K�D�v�Q�H���G�H���S�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�����$�.�7�$��purifier, 

GE Healthcare) connectée à une colonne Superose 6 analytique (10/300 increase, GE 

Healthcare). Les résultats obtenus (Figures 34A, 34B) montre un profil chromatographique 

identique pour les deux analogues testés. Ils sont constitués de deux pics chacun : �3�����3�¶���� �H�W��

�3�����3�¶�� (bleu) (Figures 34A et 34B)�����/�D���F�R�P�S�D�U�D�L�V�R�Q���G�H���F�H�V���S�U�R�I�L�O�V���D�Y�H�F���O�H�V���S�U�R�I�L�O�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H��

�%�F�G���S���H�W���5�Y�E�����5�Y�E�����Q�R�Q���O�L�p�V���P�R�Q�W�U�H���X�Q���Y�R�O�X�P�H���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���L�G�H�Q�W�L�T�X�H entre V�3�����3�¶��= VRvb1/Rvb2 et 

V �3�����3�¶��= VBcd1p���� �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�V�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�V���V�R�X�V�� �O�H�V�� �S�L�F�V�� �3�����3�¶���� �H�W�� �3�����3�¶���� �V�X�U�� �J�H�O�� �6�'�6-PAGE 

(Figure 34C) indique la présence de Rvb1 et Rvb2 qui migrent de façon proche dans le gel sous 

les pics �3���� �H�W�� �3�¶������ �H�W�� �%�F�G���S�� �V�H�X�O�� �V�R�X�V�� �O�H�V���S�L�F�V�� �3���� �H�W�� �3�¶������ �/�D�� �U�H�F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H��

�5�Y�E�����5�Y�E�����%�F�G���S���Q�¶�H�V�W donc pas possible dans ces conditions. Cela signifie que les analogues 

ATP-���6���H�W���O�¶�$�0�3-PNP favorisent un état du complexe Rvb1/Rvb2 qui ne permettrait pas une 

interaction avec Bcd1p. �9�X���O�H�V���Y�D�O�H�X�U�V���G�H�V���Y�R�O�X�P�H�V���G�¶�p�O�X�W�L�R�Q���S�U�R�F�K�H�V���G�H���F�H�O�X�L���G�H�V���5�Y�E���������H�Q�� 
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Figure 34 : Analyse d�H���O�¶élution du complexe Rvb1/Rvb2 et de Bcd1p en présence de 
�Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���D�Q�D�O�R�J�X�H�V���Q�R�Q���K�\�G�U�R�O�\�V�D�E�O�H�V���G�H���O�¶�$�7�3���G�D�Q�V���O�H���W�D�P�S�R�Q���G�H���S�X�U�L�Iication (ATP-
���6���H�W���$�0�3-PNP).  
Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondant à �����%�O�H�X�����O�µ�p�O�X�W�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E����
et Bcd1p sur la colonne superose 6 increase, P �����3�L�F�����9�H�U�W�����O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���V�H�X�O���V�X�U���O�D���P�r�P�H���F�R�O�R�Q�Q�H����
�5�R�V�H�����O�¶�p�O�X�W�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����V�H�X�O���V�X�U���O�D���P�r�P�H���F�R�O�R�Q�Q�H�� (A) AMP-PNP (B) ATP-���6��(C) Les 
gels SDS-�3�$�*�(�� ������������ �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�H�Q�W�� �j�� �O�¶�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�V�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�V�� �H�Q�� �V�R�U�W�L�H�� �G�H�� �F�R�O�R�Q�Q�H�� �G�H�� �O�µ�p�O�X�W�L�R�Q�� �G�H��
Rvb1/Rvb2 et Bcd1p (Bleu), Inj : Injection sur colonne. 
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�$�7�3�����)�L�J�X�U�H�������%�������L�O���V�¶�D�J�Lt �G�H���O�¶�p�W�D�W hétéro-hexamèrique. �&�H�O�D���V�X�J�J�q�U�H���T�X�H���O�¶�p�W�D�W���S�R�V�W-hydrolyse 

�G�H���O�¶�$�7�3�����L�H���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3�� �G�D�Q�V���O�H�V���V�L�W�H�V���D�F�W�L�I�V���G�H���5�Y�E���� �H�W���5�Y�E������serait nécessaire à la 

formation du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p. 

 

2. Etude structurale du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p 

Nous avons voulu par la suite en savoir plus sur ce complexe et notamment comment le facteur 

protéique Bcd1 se positionne �S�D�U�� �U�D�S�S�R�U�W�� �j�� �O�¶�K�p�W�p�U�R-complexe Rvb1/Rvb2. Pour tester 

�O�¶�K�\�S�R�W�K�q�V�H���R�•���O�H�V���'�,�,���V�H�U�D�Lent responsables de la formation du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p, 

des images de microscopie électronique à hautes résolution ont été acquises sur un Titan Krios 

(300 kV) par une équipe de la plateforme de cryo-microscopie électronique de Thermo Fisher 

Scientific au Pays-Bas. �/�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E�����%�F�G���S���T�X�H�� �M�¶�D�L�� �S�U�p�S�D�U�p a été 

obtenu par co-élution sur une colonne de filtration sur gel �H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3���G�D�Q�V���O�H���W�D�P�S�R�Q��

de purification classique. Le complexe a été analysé à une concentration de 1,14 mg/mL, sans 

dilution préalable. �'�D�Q�V���X�Q���S�U�H�P�L�H�U���W�H�P�S�V�����O�¶�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�Q���F�R�O�R�U�D�W�L�R�Q���Q�p�J�D�W�L�Y�H��

est une étape nécessaire car elle permet de vérifier �O�¶homogénéité ainsi que la pureté de 

�O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q. Un atlas du criblage �D�X�W�R�P�D�W�L�V�p���G�H���������J�U�L�O�O�H�V���D���p�W�p���H�I�I�H�F�W�X�p���D�I�L�Q���G�¶�H�V�W�L�P�H�U��les zones 

avec la bonne qualité et �O�¶épaisseur de glace des grilles obtenues (Figure 35). Les particules 

sont sélectionnées à partir des micrographies qui informent sur la répartition du complexe. Cela 

permet également de les centrer et les aligner. La classification et le moyennage des images 

�S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W�� �G�¶�D�P�p�O�L�R�U�H�U�� �O�H�� �U�D�S�S�R�U�W�� �V�L�J�Q�D�O�� �V�X�U��bruit, et les moyennes de classe peuvent être 

utilisées pour calculer un modèle initial du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p étudié à faible 

résolution. Les images moyennes triées ene classes 2D (246 520 particules) (Figure 35) indique 

�O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�X�Q�H���I�R�U�P�H���H�Q���W�Rnneau (dodécamère) formée par les deux anneaux hexamèriques 

qui interagissent par leurs domaines DII  flexibles (hétérogénéité visible au centre des 

particules). Nous avons également observé des conformations courbées et droites du 

dodécamère Rvb1/Rvb2/Bcd1p (Figure 36). Ces caractéristiques sont similaires à celles 

rapportées dans des structures cryo-EM récemment publiées de dodécamères Rvb1/Rvb2 libre 

(Ewens et al., 2016, Silva-Martin et al., 2016).  

Pour approfondir l'étude de la dynamique conformationnelle dans ce complexe, toutes les 

particules utilisées pour la classification 2D ont également été utilisées pour le raffinement 3D 

afin de générer une carte cryo-EM. Il existe 3 populations de classe 3D à haute 

résolution (Figure 36) : la première classe présente une résolution de 3,64 Å représentant 61% 

des particules analysées. Elle représente la conformation N°1. Les deux anneaux hexamèriques 

sont parfaitement parallèles avec une augmentation de masse à �O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H���H�[�W�H�U�Q�H���G�H�V���G�H�X�[ 



Résultats et Discussion 
 

104 
 

 

 

Figure 35 : Classification 2D obtenue après tri et sélection des  images de cryo-microscopie 
électronique des particules du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p.  
�3�U�R�F�H�V�V�X�V���G�H���O�¶�D�Q�D�O�\�V�H���S�D�U���F�U�\�R-microscopie électronique. 12 grilles sont analysées sur deux sessions 
(Glacios Cryo-TEM 200 kV, et Titan Krios 300 kV 360 images/heure). La température est de  4°C, le 
temps de contact de 5-7 secondes �H�W���L�O���Q�¶�\���D pas eu �G�H���G�L�O�X�W�L�R�Q���G�H���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q���H�Q�Y�R�\�p. Le screen Atlas 
automatisé a permis de choisir la qualité de glace optimale. 
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Figure 36 : �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E�����%�F�G���S�� ���$�'�3�� �S�D�U�� �F�U�\�R-microscopie 
électronique révèle une hétérogénéité conformationnelle. 
(A) �&�O�D�V�V�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�����'���G�H���V�\�P�p�W�U�L�H���&�����G�H���O�D���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�������U�H�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�Y�H���G�¶�X�Q�H���P�R�\�H�Q�Q�H���G�H������������������
particules (61%). (B) �&�O�D�V�V�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� ���'�� �G�H�� �V�\�P�p�W�U�L�H�� �&���� �G�H�� �O�D�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� ���� �U�H�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�Y�H�� �G�¶�X�Q�H��
moyenne de 71 000 particules (29%). (C) Classification 3D de symétrie C1 de la conformation 3 
�U�H�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�Y�H���G�¶�X�Q�H���P�R�\�H�Q�Q�H���G�H�����������������S�D�U�W�L�F�X�O�H�V������������ 
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hexamères, correspondant aux domaines DII qui présente une flexibilité en solution. La 

deuxième classe 3D correspond à la conformation N°2 qui a une résolution de 4,34 Å et qui 

�U�H�S�U�p�V�H�Q�W�D�Q�W�� �������� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �D�Q�D�O�\�V�p�H�V���� �,�O�� �V�¶�D�J�L�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �G�¶�X�Q�� �G�R�G�p�F�D�P�q�U�H�� �D�Y�H�F�� �G�H�X�[��

�D�Q�Q�H�D�X�[���K�H�[�D�P�q�U�L�T�X�H�V���S�U�p�V�H�Q�W�D�Q�W���X�Q���F�H�U�W�D�L�Q���G�H�J�U�p���G�¶�L�Q�F�O�L�Q�D�L�V�R�Q���G�H���O�¶�X�Q���S�D�U���U�D�S�S�R�U�W���j���O�¶�D�X�W�U�H����

�6�D���Y�X�H���G�H���F�{�W�p���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H���O�D���)�L�J�X�U�H���������P�R�Q�W�U�H���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�X�Q�H���G�H�Q�V�L�W�p supplémentaire au 

�F�H�Q�W�U�H���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�H���O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H���G�H���G�H�X�[���'�,�,����La troisième classe 3D présente une résolution 5,94 

Å représentative de 9% des particules. Elle �H�V�W�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�p�H�� �T�X�H�� �G�¶�X�Q�� �V�H�X�O�� �K�H�[�D�P�q�U�H�� �D�Y�H�F�� �X�Q�H��

augmentation de masse au niveau de certains de ses domaines DII. Il est à noter la présence 

d�¶�X�Q�H densité de faible résolution  en bas (Figure 36). 

Une symétrie D3 a été imposée à la conformation 1 en utilisant comme modèle la structure 

cryo-EM de Rvb1/Rvb2 dodécamèrique de C. thermophilum (code PDB 4WW4) en présence 

�G�¶�$�'�3���� �/�D�� �U�p�V�R�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �F�O�D�V�V�H�� ���'�� �D�� �S�X ainsi légèrement être améliorée avec 3,18 Å 

(Figure 37A). Il apparaît très clairement que l�D���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V���G�R�P�D�L�Q�H�V���'�,�,��

de Rvb1 et Rvb2 est étendue vers le solvant. 

�/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H la conformation 2 en coupe longitudinale (Figure 37B) montre la présence de deux 

zones de densité supplémentaire par rapport à la conformation N°1 au niveau de la connexion 

�G�H�V���G�R�P�D�L�Q�H�V���'�,�,���H�[�W�H�U�Q�H�V�������O�D���S�U�H�P�L�q�U�H���j���G�U�R�L�W�H���G�D�Q�V���O�¶�H�Q�Y�H�O�R�S�S�H���G�R�G�pcamèrique de gauche.  

La deuxième au centre au fond �G�H���O�¶�H�Q�Y�H�O�R�S�S�H���G�R�G�p�F�D�P�q�U�L�T�X�H���G�H���G�U�R�L�W�H�����Y�R�L�U���O�H�V���I�O�q�F�K�H�V���G�H���O�D��

Figure 37B) Ces deux nouvelles densités pourraient correspondre à la présence de la protéine 

Bcd1p en interaction au sein du �F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E������ �/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���L�P�D�J�H�V���H�V�W���W�R�X�M�R�X�U�V���H�Q��

cours par notre collaboratrice Célia Plisson-Chastang du Laboratoire de Biologie Moléculaire 

Eucaryote (LBME) à Toulouse, afin de mieux caractériser ce complexe et de retrouver 

précisément la ou les position (s) �G�H���%�F�G���S�����D�L�Q�V�L���T�X�H���V�D���V�W�°�F�K�L�R�P�p�W�U�L�H�� 

Ces résultats préliminaires de cryo-EM �Q�R�X�V���S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W���G�¶�p�P�H�W�W�U�H���X�Q�H���K�\�S�R�W�K�q�V�H���V�H�O�R�Q���O�D�T�X�H�O�O�H��

�O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �%�F�G���S�� �V�H�� �I�D�L�W�� �H�Q�� �S�R�V�W-�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �G�H�� �O�¶�$�7�3�� �H�Q�� �$�'�3�� �H�W�� �T�X�¶�H�O�O�H�� �H�Q�W�U�D�L�Q�H 

�O�¶�K�p�W�p�U�R�G�R�G�p�F�D�P�p�U�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�X complexe Rvb1/Rvb2 puisque sa conformation quaternaire non 

liée est hétérohexamérique. Il apparaît des résultats de cryo-EM obtenus à ce jour, que la 

fixation de Bcd1p sur le complexe Rvb1/Rvb2 conduit à son hétérododécamérisation.   

�&�R�P�P�H�� �Q�R�X�V�� �O�¶�D�Y�R�Q�V�� �U�D�S�S�R�U�W�p�� �G�D�Q�V�� �O�¶�L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �1�R�S������ �D�X�� �V�H�L�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H��

Rvb1/Rvb2 constituant du R2TP est amenée via �%�F�G���S���D�X�[���V�L�W�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�V���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���j��

boîtes C/D. Les étapes de déposition de Nop58p sur la pré-snoRNP composée du snoARN C/D, 

Snu13p, Rsa1p et Hit1p, ne sont toujours pas élucidées. Par conséquent, nous ignorons par quel 

mécanisme Nop58p est correctement positionnée sur la snoRNP à boîtes C/D, mais aussi avec 

�T�X�H�O�O�H���F�K�U�R�Q�R�O�R�J�L�H���O�H�V���I�D�F�W�H�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���T�X�L�W�W�H�Q�W���O�D���S�D�U�W�L�Fule RNP. 
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Figure 37 : Affinement et analyse des conformations 1 et 2 obtenues en cryo-microscopie 
électronique pour le complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p + ADP. 
(A) Superposition de la structure PDB 4WW4 du complexe hétérododécamèrique Rvb1/Rvb2 en ADP 
pour C. thermophilum, à la conformation 1 obtenue pour le complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p +ADP. La 
conservation du positionnement des structures secondaires ainsi que les chaînes latérales des acides 
aminés de Rvb1 et Rvb2 sont indiquées (encadrement en jaune pour Rvb1 et rouge pour Rvb2). (B) La 
coupe longitudinale au niveau de la conformation 2 a permis de mettre en évidence une augmentation 
�G�H���P�D�V�V�H���F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W�H���U�H�O�L�D�Q�W���G�H�X�[���G�R�P�D�L�Q�H�V���'�,�,���D�L�Q�V�L���T�X�¶�D�X���F�H�Q�W�U�H���G�H���O�D���V�W�U�X�F�W�X�U�H���G�R�G�p�F�D�P�q�U�L�T�X�H��
pouvant correspondre à Bcd1p.  
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Chapitre 2 �����$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�D���F�R�Q�W�U�L�E�X�W�L�R�Q���G�X���I�D�F�W�H�X�U���%�F�G���S���G�D�Q�V���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��

de la particule snoRNP à boîtes C/D 

1. �/�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���%�F�G���S-�6�Q�X�����S���H�V�W���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H���S�R�X�U���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V��snoRNP C/D 

�$�� �P�R�Q�� �D�U�U�L�Y�p�H�� �D�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���� �Q�R�W�U�H�� �p�T�X�L�S�H�� �D�Y�D�L�W�� �G�p�M�j�� �P�L�V�� �H�Q�� �p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �O�¶importance de la 

protéine Bcd1 pour la croissance cellulaire des levures (B. Bragantini et al., 2016), mais 

�p�J�D�O�H�P�H�Q�W���V�D�� �Q�p�F�H�V�V�L�W�p�� �S�R�X�U���O�H�� �P�D�L�Q�W�L�H�Q�� �G�¶�X�Q���W�D�X�[�� �V�W�D�E�O�H�� �G�Hs snoARN à boîtes C/D dans les 

cellules (Paul et al.,2019). Les précédentes analyses de la protéine Bcd1, à la fois fonctionnelles 

et structurales ont servi de base afin de poursuivre son étude de façon plus détaillée. Le fragment 

minimum fonctionnel Bcd1p1-96 est suffisant pour rétablir la croissance des levures. Il est 

�F�R�P�S�R�V�p���G�¶�X�Q���G�R�P�D�L�Q�H���H�Q���G�R�L�J�W���G�H���]�L�Q�F dans sa partie N-terminale (1-45) et d�¶�X�Q�H région peu 

structurée 46-96. Cette dernière �V�H�U�D�L�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H�V mises en jeu dans 

la fonction de Bcd1p vis-à-�Y�L�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V���V�Q�R�5�1�3���&���'. Dans le but de caractériser les 

acides aminés clés dans ce processus, nous avons procédé à l�¶�D�O�L�J�Q�H�P�H�Q�W des séquences 

protéiques de Bcd1p de plusieurs espèces (Figure 38A). Cela nous a permis de mettre en 

évidence la conservation stricte de deux acides aminés chargés �����O�¶�D�V�S�D�U�W�D�W�H���������H�W���O�¶�D�U�J�L�Q�L�Q�H������. 

Cette conservation phylogénétique est potentiellement due à un rôle important dans le réseau 

�G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���� 

�$�I�L�Q�� �G�H�� �G�p�W�H�U�P�L�Q�H�U�� �O�¶�p�Y�H�Q�W�X�H�O�O�H��importance fonctionnelle de ces deux acides aminés chez la 

levure, une approche par mutagenèse dirigée a été utilisée. Dans un premier temps, nous nous 

�V�R�P�P�H�V���F�R�Q�F�H�Q�W�U�p�V���V�X�U���O�¶�p�W�X�G�H���G�H���O�¶�D�V�S�D�U�W�D�W�H�����������G�R�Q�W���O�D���P�X�W�D�W�L�R�Q���H�Q���D�O�D�Q�L�Q�H���D���S�X���U�D�S�L�G�H�P�H�Q�W�� 

être obtenue dans un �Y�H�F�W�H�X�U�� �G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�I de levure, le p416 GPD. Du fait du 

caractère essentiel de la protéine Bcd1 pour la viabilité cellulaire, nous avons utilisé une souche 

de levure BY4741 où le gène qui code �S�R�X�U�� �%�F�G���S�� �H�Q�G�R�J�q�Q�H�� �H�V�W�� �V�R�X�V�� �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�¶�X�Q��

promoteur conditionnel inductible au Galactose (pGAL). En présence de Galactose dans le 

milieu de croissance, cette souche est donc capable de produire la protéine Bcd1p endogène. 

Cependant, en présence de Glucose comme source de carbone dans le milieu de croissance, 

�F�H�W�W�H���P�r�P�H���V�R�X�F�K�H���Q�¶�H�[�S�U�L�P�H���Slus �%�F�G���S���H�Q�G�R�J�q�Q�H�����1�R�X�V���O�¶�D�Y�R�Q�V���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�p���D�Y�H�F��un vecteur 

p416 BCD1 sauvage (Wild Type) ou BCD1 muté D72A, en version pleine taille ou avec le gène 

correspondant au fragment fonctionnel minimum BCD1-96. �/�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�Hs protéines par ce 

vecteur est constitutive. Les profils de croissance de ces souches ont été comparés dans deux 

milieux nutritifs différents : Yeast Peptone Galactose (YPG) et Yeast Peptone Dextrose (ou 

encore Glucose) (YPD) parallèlement en milieu nutritif solide (boîte de pétri) (Figure 38B) et  



Résultats et Discussion 
 

109 
 

 

 
 

 
 
Figure 38 : La mutation D72A sur Bcd1p induit un retard de croissance des levures S. 
cerevisiae. 
(A) Alignement de plusieurs séquences protéiques de la protéine Bcd1 chez différentes espèces, en 
utilisant CLUSTAL W. Les acides aminés strictement conservés sont encadrés. (B) Résultats de suivi de 
croissance sur milieu solide (en boîte de pétri), avec deux milieux nutritifs différents, YPG : Yeast 
Peptone Galactose (droite) et YPD : Yeast Peptone Dextrose (gauche). Une série de dilution de chaque 
�V�R�X�F�K�H���H�V�W���U�H�S�U�p�V�H�Q�W�p�H���V�X�U���O�¶�D�[�H���K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O���G�X���V�F�K�p�P�D�����Q� ������C) Résultats de suivi de croissance en milieu 
liquide, avec deux milieux nutritifs différents, YPG : Yeast Peptone Galactose (droite) et YPD : Yeast 
Peptone Dextrose (gauche). n=4 
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en milieu liquide (mesure de densité optique à 600 nm chaque heure) (Figure 38C). De manière 

intéressante, pour les souches exprimant uniquement le mutant Bcd1p D72A en version pleine 

taille ou fragment 1-96, nous observons un ralentissement de la croissance en glucose comparée 

aux souches exprimant la protéine Bcd1p sauvage (Figure 38B, 38C). De manière intéressante, 

nous remarquons également un ralentissement de croissance en milieu nutritif galactose pour 

la protéine Bcd1 D72A et le fragment Bcd11-96 D72A comparés aux versions sauvages testées. 

�&�H���U�p�V�X�O�W�D�W���D���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���p�W�p���R�E�W�H�Q�X���H�Q���S�D�U�D�O�O�q�O�H���G�H���Q�R�V���H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V���S�D�U���O�¶�p�T�X�L�S�H���G�H Koshnevis et 

al., 2019, où ils constatent un retard de croissance des levures exprimant Bcd1p D72A. Ces 

résultats suggèrent un effet de dominance négative, qui consiste en une compétition entre Bcd1p 

endogène sauvage et Bcd1p D72A ectopique �j�� �I�R�U�P�H�U�� �G�H�V�� �F�R�P�S�O�H�[�H�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��

fonctionnels (Bcd1p endogène), qui assurent une croissance minimum, et non fonctionnels 

(Bcd1p D72A) qui sont abortifs et ne permettent pas un assemblage correct de snoRNP à boîtes 

C/D. Cette hypothèse sera approfondie et testée dans la suite de ce chapitre par la caractérisation 

�G�H�V���F�R�P�S�O�H�[�H�V���W�U�D�Q�V�L�W�R�L�U�H�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�D�Q�V���O�H�V�T�X�H�O�V���O�H���P�X�W�D�Q�W���%�F�G���S���'�����$���H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p���� 

 

2. Mise en place a�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H�� �S�R�X�U�� �O�¶�p�W�X�G�H �G�H�V�� �F�R�P�S�O�H�[�H�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �I�R�U�P�p�V�� �S�D�U��

Bcd1p D72A 

�&�R�P�P�H���Q�R�X�V���O�¶�D�Y�R�Q�V���G�p�F�U�L�W���S�O�X�V���K�D�X�W�����O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�H��et ectopique de Bcd1p D72A 

ralentie fortement la croissance conduisant à un arrêt de croissance des levures. Nous voulons 

nous affranchir des effets de la perte de croissance sur le plan moléculaire qui sont caractérisés 

essentiellement par une dégradation de la protéi�Q�H���F�°�X�U���1�R�S�������H�W���X�Q�H���G�p�V�W�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�X���W�D�X�[��

de snoARN à boîtes C/D. Nous avons donc utilisé pour la suite de cette étude un vecteur 

�G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���'�����$���V�R�X�V���X�Q���S�U�R�P�R�W�H�X�U���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�Q�H�O���L�Q�G�X�F�W�L�E�O�H���S�*�$�/ : pFA6a GAL 

3HA BCD1 D72A. Des souches de levures ont été générées, de façon à exprimer à la fois 

�F�H�U�W�D�L�Q�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�X�U���R�X���I�D�F�W�H�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�V��avec une étiquette, et transformées par le 

plasmide pFA6a GAL 3HA BCD1 D72A permettant une expression inductible du mutant de 

Bcd1p. Cette expression  de Bcd1p D72A a été testée à 30 minutes, 1 heure et 2 heures de 

culture en milieu galactose. Une analyse par Western-Blot de chacune des cultures (Figure 39A) 

�L�Q�G�L�T�X�H�� �T�X�H�� �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �H�V�W�� �R�S�W�L�P�D�O�H�� �D�S�U�q�V�� ���� �K�H�X�U�H�� �G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q YPG. Il est 

important de noter également que la protéine Nop58 dans ces conditions reste stable dans les 

cellules.  
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Figure 39 : �/�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���'�����$���D�I�I�H�F�W�H���O�D���V�W�D�E�L�O�L�W�p���G�H�V��snoARN à boîtes C/D.  
(A) �6�X�L�Y�L���G�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���G�D�Q�V���O�D���V�R�X�F�K�H���%�<�����������7�$�3-NOP58 + pFA6a GAL 3HA BCD1 
par Western Blot �D�Y�H�F�� �G�H�V�� �W�H�P�S�V�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V�� �G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �V�R�Q�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���� �/�D�� �V�W�D�E�L�O�L�W�p�� �G�H�� �1�R�S�����S�� �D��
�p�J�D�O�H�P�H�Q�W���p�W�p���Y�p�U�L�I�L�p�H���H�Q���I�R�Q�F�W�L�R�Q���G�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�H�P�S�V���G�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S�����Q� ����(B) 
Le taux des snoARN à boîtes C/D U3, U14 et snR52 a été analysé par PCR quantitative après une 
�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���V�D�X�Y�D�J�H���R�X���P�X�W�D�Q�W���S�H�Q�G�D�Q�W�������K�H�X�U�H�V����La significativité statistique a 
�p�W�p���p�Y�D�O�X�p�H���S�D�U���O�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���W�H�V�W���W���G�H���6�W�X�G�H�Q�W���Q�R�Q���D�S�S�D�U�L�p���E�L�O�D�W�p�U�D�O�� Les valeurs p représentent les 
différences significatives entre deux conditions testées (significatif pour p < 0,05).  n=3 
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3. �/�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���'�����$���D�I�I�H�F�W�H���O�D���V�W�D�E�L�O�L�W�p���G�H�V���V�Q�R�$�5�1���j���E�R�v�W�H�V���&���'���W�U�D�Q�V�F�U�L�W�V��

�S�D�U���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,�� 

�'�D�Q�V���O�H���E�X�W���G�H���G�p�W�H�U�P�L�Q�H�U���O�¶�H�I�I�H�W���G�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���V�X�U���O�D���V�W�D�E�L�O�L�W�p���G�H�V���V�Q�R�$�5�1���j���E�R�v�W�H�V��

�&���'�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���L�Q�G�X�L�W���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���'�����$���Sendant 6 heures en YPG, puis les cellules 

�R�Q�W���p�W�p���F�X�O�R�W�p�H�V�����E�U�R�\�p�H�V���H�W���O�H���Q�L�Y�H�D�X���G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���S�O�X�V�L�H�X�U�V��snoARN a été analysé par RT- 

�T�3�&�5�������8�������8�������H�W���V�Q�5���������)�L�J�X�U�H�������%�������1�R�X�V���U�H�P�D�U�T�X�R�Q�V���T�X�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���G�H���%�F�G���S��

affecte drastiquement le taux des snoARN U3 et U14, tandis que le taux de snR52 demeure 

�U�H�O�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W�� �V�W�D�E�O�H���� �,�O�� �H�V�W�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�� �G�H�� �U�D�S�S�H�O�H�U�� �T�X�H�� �8���� �H�W�� �8������ �V�R�Q�W�� �G�H�V�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�W�V�� �G�H�� �O�¶�$�5�1��

�S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,���j���O�¶�L�Q�Y�H�U�V�H���G�X���V�Q�5�������T�X�L���S�R�V�V�q�G�H���O�D���S�D�U�W�L�F�X�O�D�U�L�W�p���G�¶�r�W�U�H���O�H���V�H�X�O���W�U�D�Q�V�F�U�L�W���G�H���O�¶�$�5�1��

polymérase III chez la levure. Il a été montré au laboratoire par �$�����3�D�X�O���T�X�H���O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H��

Bcd1p avec les sous-�X�Q�L�W�p�V�� �G�H�� �O�¶�$�5�1�� �S�R�O�\�P�p�U�D�V�H�� �,�,�,�� �H�[�L�V�W�H. Cette association nécessite 

�S�D�U�W�L�F�X�O�L�q�U�H�P�H�Q�W���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p���&-terminale de Bcd1p116-366. La mutation D72A sur Bcd1p étant 

dans son extrémité N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�H���� �H�O�O�H�� �Q�H�� �S�H�U�W�X�U�E�H�� �G�R�Q�F�� �S�D�V�� �V�R�Q�� �D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�¶�$�5�1��

polymérase III, ce qui suggère que le recrutement de Bcd1p D72A puisse se faire de façon 

efficace sur les pré-snoRNP snR52 en cours de transcription. 

  

4. Bcd1p �'�����$�� �E�O�R�T�X�H�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �H�Q�� �D�P�R�Q�W���G�X�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H�� �1�R�S�����S�� �V�X�U�� �O�D�� �S�U�p-

snoRNP à boîtes C/D 

�$�I�L�Q���G�H���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H�U���O�H���F�R�P�S�O�H�[�H���W�U�D�Q�V�L�W�R�L�U�H���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H bloqué par le mutant Bcd1p D72A, 

nous avons voulu savoir si ce dernier se trouve en association avec le snoARN en cours 

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�����P�D�L�V���D�X�V�V�L���G�p�W�H�U�P�L�Q�H�U���V�L���O�H���W�U�D�Q�V�I�H�U�W���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���1�R�S�������V�X�U���O�H���V�Q�R�$�5�1�����T�X�L���H�V�W��

�X�Q�H���p�W�D�S�H���F�O�p���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H����est réalisé.  

Pour cela, �M�¶�D�L���U�p�D�O�L�V�p���G�H�V��expériences de RIP (RNA ImmunoPrécipitation) sur Bcd1p D72A 

et la protéine �F�°�X�U���1�R�S����. Cela consiste à immunoprécipiter les protéines par des étiquettes 

TAP-Nop58p et 3HA-Bcd1p D72A et �H�Q�V�X�L�W�H���G�¶�D�Q�D�O�\�V�H�U���O�H�V��snoARN à boîtes C/D associés 

par RT-qPCR. Pour cette étude, �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �F�K�R�L�V�L�� �G�¶�D�Q�D�O�\�V�H�U�� �O�H�� �W�D�X�[�� �G�H�V�� �V�Q�R�$�5�1�� �8����

matures et du snR32 et du snR36 (un snoARN H/ACA), ainsi que deux formes immatures 

de U3 : U3�H�[�W���¶ et U3intron identifiées au laboratoire comme étant en association avec Bcd1p 

(Paul et al., 2019).   

�/�¶�D�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���V�Q�R�$�5�1���&���'���D�S�U�q�V���X�Qe RIP HA-Bcd1p (Figure 40A) montre que la substitution 

�'�����$���H�Q�W�U�D�v�Q�H���X�Q�H���S�H�U�W�H���G�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q��significative de Bcd1p avec le snoARN U3 mature. Ce 

résultat avec le résultat de pull-down de Khoshnevis et al., 2019, suggèrent que le recrutement 

�G�H���%�F�G���S���V�X�U���O�D���S�D�U�W�L�F�X�O�H���5�1�3���H�Q���F�R�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�����S�D�V�V�H���S�D�U���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�L�U�H�F�W�H���6�Q�X�����S-
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�%�F�G���S�����3�D�U���D�L�O�O�H�X�U�V�����O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���%�F�G���S���'�����$���D�Y�H�F���O�H���V�Q�R�$�5�1���V�Q�5�������Q�H���V�H�P�E�O�H��

pas être affectée de façon aussi importante que son association avec le transcrit U3. Le 

mécanisme de recrutement de Bcd1p sur ce type de snoARN (transcrit par �O�¶�$�5�1���S�R�Oymérase 

III ) �O�R�U�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H��la snoRNP serait donc différent de ceux pour les snoARN transcrits 

�S�D�U���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,���� 

�'�H�V���p�W�X�G�H�V���P�H�Q�p�H�V���D�X���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���Q�R�X�V���R�Q�W���S�H�U�P�L�V���G�¶�D�W�W�U�L�E�X�H�U���j���O�D���S�D�U�W�L�H���&-terminale de Bcd1p, 

un rôle potentiel dans la rétrotransposition. Bcd1p a été identifiée en association avec des 

domaines de la polymérase III par analyse protéomique de ses partenaires in vivo (Paul, 2018).  

�'�¶�D�X�W�U�H���S�D�U�W�����O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U���1�R�S�������S�H�U�G���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���V�R�Q���D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�H�V��snoARN U3 de 

façon prononcée dans le cadre du mutant D72A de Bcd1p (Figure 40B), contrairement au snR52 

�G�R�Q�W���O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���D�Y�H�F���1�R�S�����S���H�V�W���P�D�L�Q�W�H�Q�X�H�� Il est suggéré �T�X�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���'�����$��

perturbe la déposition de Nop58p �V�X�U���O�D���S�D�U�W�L�F�X�O�H���H�Q���F�R�X�U�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�����F�H���T�X�L���Eloque la suite 

du processus et altère la formation des snoRNP C/D matures et fonctionnelles issues de 

transcrits Pol II, essentielles à la croissance des levures. 

�'�H�V���H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V���P�H�Q�p�H�V���D�X���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���R�Q�W���S�H�U�P�L�V���G�H���F�R�Q�V�W�D�W�H�U���T�X�H���O�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���%�F�G���S���D�I�I�H�F�W�H��

�G�U�D�V�W�L�T�X�H�P�H�Q�W���O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H�� �1�R�S�����S�� �V�X�U�� �O�H�� �V�Q�R�$�5�1�� �H�Q�� �F�R�X�U�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��(Paul et al., 

2019)���� �/�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �%�F�G���S�� �'�����$�� �E�O�R�T�X�H�� �D�L�Q�V�L�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�� �O�D�� �P�r�P�H�� �I�D�o�R�Q�� �H�W�� �P�L�P�H�U�D�L�W�� �G�H��

façon plus ciblée une délétion de Bcd1p entière. Nous supposons donc que Nop58p et Bcd1p 

D72A se retrouvent dans des complexes de pré-assemblage uniquement protéiques.  

 

5. �/�¶�D�V�Vociation de Bcd1p avec Snu13p est perturbée par la mutation D72A 

�/�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U���6�Q�X�������V�¶�D�V�V�R�F�L�H���G�H���I�D�o�R�Q���S�U�p�F�R�F�H���D�Y�H�F���O�H���V�Q�R�$�5�1���O�R�U�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V��

snoRNP C/D. Elle est également retrouvée en association avec Bcd1p. Par ailleurs, nous avons 

constaté �D�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H�� �T�X�H�� �O�¶�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �%�F�G���S�� �Q�H�� �S�H�U�W�X�U�E�H�� �S�D�V�� �O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H��

Snu13p avec le snoARN. Nous avons voulu voir si la mutation D72A sur Bcd1p affecte son 

association à Snu13p, pour cela nous avons exprimé le mutant dans une souche de levure 

exprimant la protéine Snu13 étiquetée �S�D�U���O�H���E�L�D�L�V���G�¶�X�Q���Y�H�F�W�H�X�U���G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�����S���������*�3�'�������)�O�D�J-

�6�Q�X�����S������ �T�X�H�� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �X�W�L�O�L�V�p�H�� �S�R�X�U�� �O�¶�L�P�P�X�Q�R�S�U�p�F�L�S�L�W�H�U�� �H�W�� �D�Q�D�O�\�V�H�U�� �V�L�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �%�F�G���S��

�'�����$���p�W�D�L�W���D�V�V�R�F�L�p�H���R�X���Q�R�Q�����'�¶�D�S�U�q�V���O�¶�D�Q�D�O�\�V�H��Western-Blot des protéin�H�V���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W�����)�L�J�X�U�H������������

�Q�R�X�V���U�H�P�D�U�T�X�R�Q�V���T�X�H���O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���D�Y�H�F���6�Q�X�����S���H�V�W���S�H�U�G�X�H���G�D�Q�V���O�H���F�D�V���G�H���V�D���Y�H�U�V�L�R�Q��

mutante D72A. Comme cela a pu être montré in vitro par GST-pull down �G�D�Q�V���O�¶�p�W�X�G�H���G�X���P�X�W�D�Q�W��

D72A de Bcd1p (Khoshnevis et al., 2019)�����O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���W�H�V�W�p�H���H�Q�W�U�H���6�Q�X�����S���H�W���%�F�G���S���'�����$��

est déstabilisée. 
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Figure 40 : Le mutant Bcd1p D72A bloque la déposition de Nop58p sur le snoARN.  
(A) �$�Q�D�O�\�V�H���S�D�U���5�,�3���G�H���O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���D�Y�H�F���O�H�V���V�Q�R�$�5�1���j���E�R�v�W�H�V���&���'���8�����P�D�W�X�U�H���H�W���V�H�V���I�R�U�P�H�V��
�L�P�P�D�W�X�U�H�V�� ���8���H�[�W���¶�� �H�W�� �8���� �L�Q�W�U�R�Q������le snR52 et avec le snoARN à boîtes H/ACA snR32 (contrôle 
�Q�p�J�D�W�L�I�������/�¶�H�Q�U�L�F�K�L�V�V�H�P�H�Q�W���G�H���%�F�G���S���V�X�U���F�H�V��snoARN a été déterminé par PCR quantitative à la suite 
�G�¶�H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V���G�H���5�,�3���H�Q���X�W�L�O�L�V�D�Q�W���O�D���V�R�X�F�K�H���%�<�������������S�)�$���D���*�$�/�����+�$���%�&�'�����:�7���'�����$�����H�[�S�U�L�P�D�Q�W��
de façon stable la protéine Bcd1p sauvage ou mutée pendant 2 heures. (B) Analyse par RIP de 
�O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H���1�R�S�����S���D�Y�H�F���O�H���V�Q�R�$�5�1���j���E�R�v�W�H�V���&���'���8�����P�D�W�X�U�H���H�W���V�H�V���I�R�U�P�H�V���L�P�P�D�W�X�U�H�V�����8���H�[�W���¶���H�W��
�8�����L�Q�W�U�R�Q�������V�Q�5�������H�W���D�Y�H�F���O�H���V�Q�R�$�5�1���j���E�R�v�W�H�V���+���$�&�$���V�Q�5���������F�R�Q�W�U�{�O�H���Q�p�J�D�W�L�I�������/�¶�H�Q�U�L�F�K�L�V�V�H�P�H�Q�W���G�H��
Bcd1p sur ces snoARN a été analysé par PCR quantitative à la suite �G�¶expériences de RIP en utilisant 
la souche BY4741 TAP-NOP58 + pFA6a GAL 3HA BCD1 WT/D72A, exprimant de façon stable la 
protéine Bcd1p sauvage ou mutée pendant 2 heures et la protéine Nop58 étiquetée TAP. La 
�V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�L�W�p���V�W�D�W�L�V�W�L�T�X�H���D���p�W�p���p�Y�D�O�X�p�H���S�D�U���O�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���W�Hst t de Student non apparié bilatéral. Les 
valeurs p représentent les différences significatives entre deux conditions testées (significatif pour p < 
0,05). n=3  
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Figure 41 ���� �/�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �%�F�G���S���6�Q�X�����S�� �H�V�W�� �G�p�V�W�D�E�L�O�L�V�p�H�� �S�D�U�� �O�D�� �P�X�W�D�W�L�R�Q��
D72A sur Bcd1p. 
Test de co-immunoprécipitation de Snu13p via son étiquette FLAG avec la protéine Bcd1p sauvage vs 
�V�D���Y�H�U�V�L�R�Q���P�X�W�D�Q�W�H���'�����$���L�G�H�Q�W�L�I�L�p�H�V���S�D�U���O�¶�p�W�L�T�X�H�W�W�H���+�$�����'�S�V�����H�V�W���X�Q�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���T�X�L���V�H�U�W���G�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H��
dépôt. n=2  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats et Discussion 
 

116 
 

Cela signifie que �F�H�W�W�H�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�V�W�� �S�R�W�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�H�� �S�R�X�U�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�Hs 

snoRNP à boîtes C/D fonctionnelles. Il est probable que la déposition de Nop58p sur le snoARN 

est conditionnée au préalable �S�D�U���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���%�F�G���S���6�Q�X�����S�� 

 

Chapitre 3 : Etudes structurales des domaines TPR1 et TPR3 de SPAG1 et 

�F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���O�H�X�U�V���P�R�G�H�V���G�¶�Lnteraction avec HSP70 et HSP90 

�/�H�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5���7�3�� �M�R�X�H�� �X�Q�� �U�{�O�H�� �P�D�M�H�X�U�� �G�D�Q�V�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V��snoRNP à boîtes C/D. Les 

�W�U�D�Y�D�X�[�� �G�H�� �O�¶�p�T�X�L�S�H�� �G�¶�(���� �%�H�U�W�U�D�Q�G��(IGH, Montpellier) ont permis de mettre en évidence 

�O�¶�H�[�L�V�W�H�Q�F�H���� �G�D�Q�V�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �K�X�P�D�L�Q�H�V�����G�¶un complexe homologue au R2TP, ou « R2TP-

like » �G�p�Q�R�P�P�p���5���6�3�����&�H���F�R�P�S�O�H�[�H���I�D�L�W���O�¶�R�E�M�H�W���G�¶�p�W�X�G�H�V���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�V���D�S�S�U�R�I�R�Q�G�L�H�V���D�X���V�H�L�Q���G�X��

laboratoire.  

Le R2SP semble présenter également un rôle de cofacteur de  protéine chaperon, à travers le 

recrutement des protéines chaperon HSP70 et HSP90 humaines. Comme pour la protéine 

RPAP3, la protéine SPAG1, via ses trois domaines TPR en position N-terminale, est  

responsable du recrutement de soit HSP70 soit HSP90 au sein du complexe R2SP. En effet, des 

essais de production et de purification de chacun des trois domaines TPR de SPAG1 ont été 

réalisées avant mon arrivée au laboratoire. Alors que le domaine TPR2 est resté insoluble, les 

domaines TPR1 et TPR3 ont pu être obtenus en quantité suffisante pour envisager leurs études 

biophysiques (méthodes de dosages biochimiques et ITC) et structurales (RMN et simulations 

par dynamique moléculaire) in vitro. La caractérisation structurale du complexe R2SP 

permettrait de mieux comprendre le complexe R2TP �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�� �j�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �j��

boîtes C/D. Nous avons étudié au laboratoire le rôle des domaines TPR de SPAG1 dans le 

recrutement des protéines chaperon HSP par des méthodes de dosages biochimiques, ITC, 

spectroscopie RMN et de simulations par dynamique moléculaire.  

 

1. SPAG1 est une plateforme au recrutement des HSP 

�/�¶�D�O�L�J�Q�H�P�H�Q�W���G�H�V��séquences des protéines RPAP3 et SPAG1 humaines montre une similarité 

et une identité de séquence de 34% et 24% respectivement. Elles sont toutes les deux constitués 

de domaines TPR �H�W�� �G�¶�X�Q�� �G�R�P�D�L�Q�H�� �&-terminal RPAP3-C. La protéine SPAG1 possède un 

domaine TPR supplémentaire (TPR2), ce qui rend SPAG1 30% plus longue que RPAP3. 

�/�¶�D�O�L�J�Q�H�P�H�Q�W���V�X�J�J�q�U�H���T�X�H���O�H���7�3�5�����H�W���O�H���7�3�5�����G�H���5�3�$�3�����V�R�Q�W���K�R�P�R�O�R�J�X�H�V���D�X�[���7�3�5�����H�W���7�3�5����
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de SPAG1. �/�¶�L�P�S�R�U�W�D�Q�F�H���I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H���G�H���F�H�V���G�H�X�[���G�R�P�D�L�Q�H���7�3�5 est justifiée par la présence 

de la majorité des mutations impliqué dans la PCD (Primary Ciliary Dyskinesia) au niveau du 

TPR1 et TPR3 de SPAG1. Les trois domaines TPR de SPAG1 possède tous un motif dit 

carboxylate clamp caractéristique des domaines TPR. I�O�� �H�V�W�� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H��

�G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�D���V�p�T�X�H�Q�F�H���&-terminale EEVD des HSP.  

La résolution de la structure tridimensionnelle par RMN du TPR1 et TPR3 de SPAG1 indique 

�O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�X�Q�H���S�D�U�W�Le concave qui héberge les cinq résidus de la carboxylate clamp (K213, 

N217, N247, K277 et R281 du TPR1, K627, N631, N662, K692 et R696 du TPR3).  

�/�¶�D�I�I�L�Q�L�W�p���G�H�V���G�R�P�D�L�Q�H�V���7�3�5�����H�W���7�3�5�����S�R�X�U���+�6�3�������V�H�P�E�O�H���P�H�L�O�O�H�X�U�H���T�X�H���F�H�O�O�H���P�H�V�X�U�p�H���S�R�X�U��

HSP70. Le domaine TPR2 de SPAG1 est proposé dans cette étude comme jouant un rôle 

organisationnel de la protéine pleine taille SPAG1. Cela est dû à ses propriétés biochimiques 

�G�¶�L�Q�V�R�O�X�E�L�O�L�W�p�� �O�R�U�V�T�X�¶�L�O�� �H�V�W�� �S�U�R�G�X�L�W�� �W�R�X�W�� �V�H�X�O�� Il ne participerait donc pas au recrutement de 

HSP90 et HSP70 qui sont capables de prendre en charge et délivrer des protéines clientes dans 

�G�H�V���Y�R�L�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��  

�/�¶�p�W�X�G�H�� �G�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H�� �G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �7�3�5���� �G�H�� �6�3�$�*���� �� �j�� �O�¶�p�F�K�H�O�O�H�� �D�W�R�P�L�T�X�H�� �Q�¶�D�� �S�D�V�� �p�W�p��

possible en raison �G�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�¶�D�J�U�p�J�D�W�V�� �j�� �X�Q�H�� �F�R�Q�Fentration supérieure à 150 µM 

nécessaire pour une analyse structurale. Pour contrecarrer cela, nous avons optimisé sa 

séquence par des mutations ciblées sur le domaine TPR permettant sa stabilité à des 

concentrations élevées. TPR1wt et TPR1opt sont similaires dans leur propriétés 

thermodynamiques à interagir avec HSP70 et HSP90.  

Ces études nous ont permis de définir les motifs exacts dans les séquences TPR responsables 

du recrutement des HSP, qui sont capables de prendre en charge et délivrer des protéines 

�F�O�L�H�Q�W�H�V�� �G�D�Q�V�� �G�H�V�� �Y�R�L�H�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���� �/�¶�H�[�L�V�W�H�Q�F�H�� �G�H�� �F�H�V�� �G�H�X�[�� �P�R�G�H�V�� �G�H�� �U�H�F�R�Q�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H��

(HSP90 et HSP70) pourrait prévenir le blocage total de la fonction de SPAG1 par un inhibiteur 

�V�S�p�F�L�I�L�T�X�H���G�H���O�¶�X�Q���R�X���G�H���O�¶�D�X�W�U�H��type de reconnaissance des HSP. 

�/�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���S�O�H�L�Q�H���W�D�L�O�O�H���+�6�3���������D�Y�H�F���6�3�$�*�����7�3�5��opt  a également été étudié 

en BLI (BioLayer Interferometry) au laboratoire AFMB (Architecture et Fonction des 

Macromolécules Biologiques) �j�� �0�D�U�V�H�L�O�O�H���� �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �E�L�H�Q�� �F�R�Q�I�L�U�P�p�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�Lon (données 

non présentées), cependant la mesure de la constante de dissociation entre HSP70 et SPAG1 

TPR1opt �Q�¶�D���S�D�V���p�W�p���S�R�V�V�L�E�O�H���S�D�U���F�H�W�W�H���W�H�F�K�Q�L�T�X�H�� 

 

2. La protéine SPAG1 possède-elle une activité GTPase ?  

�$�I�L�Q�� �G�H�� �P�L�H�X�[�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H�U�� �O�D�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �G�H�� �*�7�3�� �D�W�W�U�L�E�X�p�H�� �j�� �6�3�$�*������nous nous 

�V�R�P�P�H�V�� �L�Q�W�p�U�H�V�V�p�V�� �j�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �*�7�3�� �D�Y�H�F�� �6�3�$�*���� �T�X�H�� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �p�W�X�G�L�p�� �S�D�U�� titration 
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suivie par spectroscopie RMN. La comparaison des spectre HSQC 1H15N de SPAG1 (622-926) 

(TPR3 + domaine C-�W�H�U�P�L�Q�D�O���� �O�L�E�U�H�� �H�W�� �D�S�U�q�V�� �O�¶�D�M�R�X�W�� �G�H�� ���� molaire de GTP, ne révèle aucun 

changement des déplacements chimiques ni d�¶intensité des pics 1H /15N de SPAG1. Cela 

�L�Q�G�L�T�X�H���T�X�¶�D�X�F�X�Q�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���Q�¶�H�V�W���G�p�W�H�F�W�p�H���H�Q�W�U�H���6�3�$�*�� (622-926) et le GTP. Pour confirmer 

ce résultat nous avons mesuré par spectroscopie RMN spécifiquement la libération de 

phosphate inorganique par SPAG1(622-926) après hydrolyse du GTP marqué au  31P. Après 

une incubation de 24 heures avec le GTP, aucun pic correspondant au  31�3���Q�¶�D�S�S�D�U�D�L�W���H�Q�W�U�H�������H�W��

5 ppm sur le spectre. Cela conforte le précèdent résultat, à savoir qu�H���O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H���G�X���*�7�3���S�D�U��

SPAG1 (622-�����������Q�¶�H�V�W���S�D�V���R�E�V�H�U�Y�p�H���G�D�Q�V���F�H�V���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���� 
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1. Caractérisation du complexe Rvb1/Rvb2 et Bcd1p de S. cerevisiae  

�3�O�X�V�L�H�X�U�V�� �p�W�X�G�H�V�� �V�¶�L�Q�W�p�U�H�V�V�H�Q�W��au rôle joué par les ATPases Rvb1/Rvb2 et leurs homologues 

humains RUVBL1/RUVBL2. Cela se justifie par le �I�D�L�W���T�X�¶�H�O�O�H�V���V�R�Q�W���U�H�F�U�X�W�p�H�V���G�D�Q�V���X�Q���O�D�U�J�H��

panel de voies moléculaires différentes qui suggèrent un rôle central et essentiel dans la cellule. 

Malgré les progrès significatifs au cours des dernières années sur le plan structural et 

biochimique de leurs études, une compréhension claire et précise du fonctionnement reste en 

�V�X�V�S�H�Q�V���� �/�¶�p�W�X�G�H�� �S�O�X�V�� �S�U�p�F�L�V�H�� �G�H�� �O�H�X�U�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �V�X�U�� �O�H�V�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V�� �E�L�R�O�R�J�L�T�X�H�V��

dans lesquels elles sont impliquées, ainsi que la compréhension du rôle de la liaison et/ou de 

�O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H���G�H���O�¶�$�7�3���V�X�U���O�H�X�U��conformation et fonction, permettrait de décrire les étapes clés de 

leur fonctionnement �H�Q���S�U�H�Q�D�Q�W���F�R�P�P�H���P�R�G�q�O�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���O�D���V�Q�R�5�1�3���&���'. 

Une partie de ce travail de thèse a donc �p�W�p���G�H���F�K�H�U�F�K�H�U���j���P�L�H�X�[���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H�U���O�¶�L�P�Slication de ce 

�F�R�P�S�O�H�[�H�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �S�U�R�F�H�V�V�X�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V��snoRNP �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���'�� �S�D�U�� �O�¶�p�W�X�G�H��

�E�L�R�F�K�L�P�L�T�X�H���H�W���E�L�R�S�K�\�V�L�T�X�H���G�H���O�H�X�U���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�H���I�D�F�W�H�X�U���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��essentiel Bcd1p.  

Nos expériences de co-�p�O�X�W�L�R�Q���S�D�U���F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�L�H���G�¶�H�[�F�O�X�V�L�R�Q de taille ont permis de mettre 

�H�Q�� �p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �V�W�D�E�O�H�� �H�Q�W�U�H�� �%�F�G���S�� �H�W�� �O�H�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E������ �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W, cette 

�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���Q�¶�D���S�X���r�W�U�H���R�E�W�H�Q�Xe �T�X�¶�H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���$�'�3 et potentiellement ATP dans 

le milieu réactionnel. Nous avons pu montrer �T�X�H���F�H�V���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���L�Q�I�O�X�H�Q�F�H�Q�W���I�R�U�W�H�P�H�Q�W���O�¶�p�W�D�W��

oligomérique du complexe Rvb1/Rvb2 libre, qui va connaître des réarrangements importants 

�G�H���V�D���V�W�U�X�F�W�X�U�H���T�X�D�W�H�U�Q�D�L�U�H�����/�¶�$�'�3���H�W���O�¶�$�7�3��sélectionnent une conformation en hétérohéxamère 

(3 Rvb1 + 3 Rvb2) stable dans les conditions expérimentales utilisées dans nos expériences. 

�/�¶�D�M�R�X�W���G�¶�$�7�3���H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���P�D�J�Q�p�V�L�X�P���G�D�Q�V���O�H���W�D�P�S�R�Q���F�R�Q�G�X�L�W���j���V�R�Q���K�\�G�U�R�O�\�V�H���U�D�S�L�G�H���S�D�U��

le complexe Rvb1/Rvb2 donnant un état post-hydrolyse où nous aurions �G�H���O�¶�$�'�3���O�L�p���j���5�Y�E����

et Rvb2 car il n�¶y a pas de cofacteur à libérer des sites actifs. Cet état post-hydrolyse, en 

présence de Bcd1p, favoriserait donc une conformation spatiale hétérododécamèrique du 

complexe Rvb1/Rvb2 en interaction avec Bcd1p. Nos données de cryo-EM montrent clairement 

cette organisation dodécamèrique des Rvb1/Rvb2 en présence de Bcd1p. 

�&�H���U�p�V�X�O�W�D�W���D���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���p�W�p���D�S�S�X�\�p���S�D�U���O�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H�V���G�H�X�[���D�Q�D�O�R�J�X�H�V���Q�R�Q���K�\�G�U�R�O�\�V�D�E�O�Hs de 

�O�¶�$�7�3 : �O�¶AMP-PNP et l�¶�$�7�3-���6����Leur fixation dans les sites actifs de Rvb1 et Rvb2 mime un 

état de pré-�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �G�H�� �O�¶�$�7�3���� �'�¶�D�S�U�q�V�� �O�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �R�E�W�H�Q�X�V par filtration sur gel, la seule 

�I�L�[�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�7�3���Q�H���S�H�U�P�H�W���S�D�V���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���D�Y�H�F���O�H���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E������ 

Il a été montré �T�X�¶�L�O���H�[�L�V�W�H���G�H�V���D�F�L�G�H�V���D�P�L�Q�p�V���F�R�Q�V�H�U�Y�p�V���F�K�H�]���O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���K�X�P�D�L�Q�H�V���5�8�9�%�/����

et RUVBL2, et Rvb1 et Rvb2 de la levure S. cerevisiae, au niveau des motifs Walker A et 

Walker B, dont la mutation entraîne �O�H���E�O�R�F�D�J�H���G�H���O�D���I�L�[�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�7�3���P�D�L�V���D�X�V�V�L���O�¶�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q��
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de son hydrolyse. Les mutations spécifiques K85E sur Rvb1 et K81E sur Rvb2 empêchent la 

�I�L�[�D�W�L�R�Q���G�H���O�¶�$�7�3�����H�W���O�H�V���P�X�W�D�W�L�R�Q�V���(�������1���V�X�U���5�Y�E�����H�W���(�������1���V�X�U���5�Y�E�����L�Q�K�L�E�H�Q�W���O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H��

�G�H���O�¶�$�7�3�����/�¶�H�[�S�U�H�V�Vion transitoire de ces formes mutantes dans la levure permettrait une étude 

�S�O�X�V���D�S�S�U�R�I�R�Q�G�L�H���G�H���O�¶�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����G�D�Q�V���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V��snoRNP à 

boîtes C/D, et ainsi une caractérisation des complexes intermédiaires formés in vivo. Des 

con�V�W�U�X�F�W�L�R�Q�V�� �G�H�� �Y�H�F�W�H�X�U�V�� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �P�X�W�D�Q�W�V�� �R�Q�W�� �G�p�M�j�� �p�W�p�� �H�Q�W�D�P�p�H�V�� �D�X��

laboratoire.  

Il a été montré au laboratoire par RMN que cette interaction est également possible entre 

RUVBL1/RUVBL2 et le domaine doigt à zinc de Bcd1p. Il a également pu être montré par 

comparaison de structures 3D réalisées au laboratoire que ce domaine doigt à zinc est fortement 

similaire au doigt à zinc de Hit1p. Les deux appartiennent à la famille Zf-HIT-Domain (ZHD). 

Cependant, les données expérimentales présentés dans ce travail montrent bien une absence de 

co-élution entre Hit1p/Rsa1p �H�W�� �5�Y�E�����5�Y�E���� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�¶�$�'�3�� �R�X�� �G�¶�$�7�3���� �&�H�O�D�� �S�H�X�W��

�V�¶�H�[�S�O�L�T�X�H�U���S�D�U���O�D���Q�p�F�H�V�V�L�W�p���G�¶�D�X�W�U�H�V��facteurs en plus de Bcd1p qui assurent une stabilisation de 

�O�¶�L�Q�W�H�U�I�D�F�H���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �5�Y�E�����5�Y�E���� �H�W�� �%�F�G���S���� �7�R�X�W�H�I�R�L�V�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�X�� �I�U�D�J�P�H�Q�W��

Rsa1p231-375 pourrait perturber cette interaction. Le recours à la coexpression du complexe 

�+�L�W���S���5�V�D���S���V�H���M�X�V�W�L�I�L�H���S�D�U���O�H���I�D�L�W���T�X�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���+�L�W�����V�H���G�p�J�U�D�G�H���S�D�U�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W���O�R�U�V�T�X�¶�Hlle est 

exprimée toute seule chez E. coli. �'�¶�D�X�W�U�H�V��conditions de purification de Hit1p seul sans 

dégradation ou en la limitant sont donc �j���W�H�V�W�H�U���S�D�U���O�D���V�X�L�W�H���S�R�X�U���V�¶�D�V�V�X�U�H�U���G�H���F�H�V���K�\�S�R�W�K�q�V�H�V�� 

Nous pourrions notamment coexprimer directement Hit1p avec les Rvb1/Rvb2  ou produire 

Hit1p avec une étiquette du type GST (Glutathion-S-Transférase). 

La formation du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p a pu être caractérisé par la détermination des 

paramètres thermodynamiques en ITC. �,�O���V�¶�D�J�L�W���G�¶�X�Q�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���U�H�O�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W���I�Rrte étant donné 

la gamme sub-micromolaire de sa constante de dissociation. Le nombre de site estimé est de 2 

ce qui suggèrerait la présence de deux Bcd1p dans le complexe.  

�/�D���G�p�W�H�U�P�L�Q�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���V�W�°�F�K�L�R�P�p�W�U�L�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���5�Y�E�����5�Y�E�����%�F�G���S���H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�¶�$�'�3��a été 

une de nos préoccupations dans sa caractérisation. Pour cela, plusieurs échantillons ont été 

envoyés à nos collaborateurs  à Strasbourg (LSMBO) pour une analyse par spectrométrie de 

masse native et par masse photométrique�����&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�����O�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���V�L�J�Q�D�O���S�R�X�U���O�H���F�R�P�S�O�H�[�H���Q�¶�D��

pas permis de déterminer  �O�D���V�W�°�F�K�L�R�P�p�W�U�L�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H���� 

�/�¶�p�W�X�G�H���G�X���F�R�P�S�O�H�[�H��Rvb1/Rvb2/Bcd1p �V�¶�H�V�W���S�R�X�U�V�X�L�Y�Le par sa caractérisation structurale par 

cryo-microscopie électronique au laboratoire de ThermoFisher Scientific au Pays-Bas. Les 

données obtenues de classification 3D ont révélé une organisation quaternaire de Rvb1/Rvb2 

en hétérododécamère pour la majorité des images analysées et certainement en complexe avec 
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Bcd1p pour 30% des cas (conformation N°2). �/�¶�H�[�S�O�R�L�W�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �G�R�Q�Q�p�H�V�� �H�V�W�� �W�R�X�M�R�X�U�V�� �H�Q��

cours par notre collaboratrice Célia Plisson-Chastang au laboratoire de biologie moléculaire, 

cellulaire et du développement à Toulouse. �$�Y�D�Q�W���G�¶�H�Q���D�U�U�L�Y�H�U���j���X�Q���P�R�G�q�O�H���G�H���O�D���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����'��

du complexe, elle consiste, dans un premier temps, �H�Q���O�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�D��ou les position(s) 

de Bcd1p sur le complexe hétérododécamèrique Rvb1/Rvb2, ainsi que la détermination de la 

�V�W�°�F�K�L�R�P�p�W�U�L�H���S�D�U���O�D��détermination du nombre de protéines Bcd1 dans le complexe.  

Ce changement conformationnel important du complexe Rvb1/Rvb2 en interaction 

(hétérododécamère) ou pas  (hétérohéxamère) avec Bcd1p, affecte la mesure de la constante de 

dissociation (Kd) obtenue dans cette étude par ITC. Il est à noter que le dégagement de chaleur 

mesuré au cours des titrations par Bcd1p sur Rvb1/Rvb2 dans la cellule représente à la fois les 

�O�L�D�L�V�R�Q�V���P�L�V�H�V���H�Q���M�H�X���S�R�X�U���O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H���G�H�X�[�� �K�H�[�D�P�q�U�H�V���I�R�U�P�D�Q�W���X�Q���G�R�G�p�F�D�P�q�U�H via leurs 

domaines DII���� �D�L�Q�V�L�� �T�X�H�� �O�H�V�� �O�L�D�L�V�R�Q�V�� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �%�F�G���S��au sein du complexe 

Rvb1/Rvb2.  

�8�Q���P�R�G�q�O�H���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���H�V�W���S�U�R�S�R�V�p���G�D�Q�V���F�H�W�W�H���p�W�X�G�H (Figure 42), il illustre essentiellement les 

�F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W�V�� �V�W�°�F�K�L�R�P�p�W�U�L�T�X�H�V�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �5�Y�E�����5�Y�E���� �H�Q��interaction ou pas avec Bcd1p, 

�V�H�O�R�Q�� �O�¶�p�W�D�W�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�L�T�X�H��in vitro. Le complexe R2TP aurait pour rôle la stabilisation de la 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�°�X�U�� �1�R�S�������� �/�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �%�F�G���S��avec R2TP-Nop58p permettrait ainsi la 

�G�p�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���1�R�S�����S���D�X�[���V�L�W�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���O�D particule RNP. La dissociation des facteurs 

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���H�W���O�D���O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�D�U�W�L�F�X�O�H���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'�����p�W�D�S�H���(�� (Figure 42) reste 

encore non caractérisée.  

 

2. �8�Q�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���S�R�Q�F�W�X�H�O�O�H���'�����$���V�X�U���%�F�G���S���S�H�U�W�X�U�E�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V��snoRNP à boîtes 

C/D chez la levure S. cerevisiae 

�/�¶�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �R�U�J�D�Q�L�V�P�H�V�� �H�X�F�D�U�\�R�W�H�V�� �D�� �p�W�p�� �V�X�L�Y�L�H�� �G�¶�X�Q�H�� �p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�� �H�W���G�¶une adaptation des 

mécanismes cellulaire, par une complexification des machineries moléculaire, permettant une 

régulation plus fine des processus essentiels dans la cellule. �/�¶�D�V�V�H�P�E�O�Dge des particules 

snoRNP à boîtes C/D a été longtemps étudié, la difficulté de la compréhension de ces étapes 

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���Y�L�H�Q�W���G�X���I�D�L�W���G�H���O�D���Q�p�F�H�V�V�L�W�p���G�H���S�O�X�V�L�H�X�U�V���I�D�F�W�H�X�U�V���S�U�R�W�p�L�T�X�H�V���T�X�L���D�J�L�V�V�H�Q�W���H�Q��trans 

�V�X�U�� �O�H�� �S�U�R�F�H�V�V�X�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���� �P�D�L�V�� �D�X�V�V�L��sont retrouvés, pour la plupart, �G�D�Q�V�� �G�¶�D�X�W�U�H�V��

machineries cellulaires différentes. Le complexe R2TP est un exemple parfait qui illustre cela. 

La diversité fonctionnelle �G�H���F�H���F�R�P�S�O�H�[�H���H�V�W���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W���S�H�U�P�L�V�H���S�D�U���G�¶�D�X�W�U�H�V��cofacteurs 

qui vont favoriser son recrutement à des sites spécifiques dans la cellule. Bcd1p est un facteur 
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�H�V�V�H�Q�W�L�H�O�� �G�D�Q�V�� �F�H�W�W�H�� �Y�R�L�H�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H. Son absence affecte drastiquement la croissance des 

�O�H�Y�X�U�H�V�����P�D�L�V���D�X�V�V�L���O�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���F�R�U�U�H�F�W���G�¶�D�X�W�U�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���H�W���F�R�P�S�O�H�[�H�V���S�U�R�W�p�L�T�X�H�V��clients du 

R2TP �D�X�[���V�L�W�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V��snoRNP à boîtes C/D. 

�1�R�X�V���D�Y�R�Q�V���Y�X���G�D�Q�V���F�H���W�U�D�Y�D�L�O���G�H���W�K�q�V�H���T�X�¶�L�O���H�[�L�V�W�H���X�Q�H���F�Rnservation de certains acides aminés 

�V�X�U�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �%�F�G���S�� �D�X�� �F�R�X�U�V�� �G�H�� �O�¶�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q���� �S�O�X�V�� �H�[�D�F�W�H�P�H�Q�W�� �D�X�� �Q�L�Y�H�D�X�� �G�H�� �O�D�� �U�p�J�L�R�Q 1-96 

identifiée comme étant fonctionnellement suffisante chez la levure S. cerevisiae. La mutation 

de seulement un acide aminé (Aspartate 72 en Alanine) a montré un effet drastique sur 

�O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V��snoRNP à boîtes C/D. En effet, �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �F�K�H�]�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H��

conduit à un fort ralentissement de la croissance des cellules et cela malgré �O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���O�D��

version  endogène.  

Une analyse plus approfondie de son effet sur le plan moléculaire indique une perte de la 

stabilité des snoARN à boîtes C/D, qui serait potentiellement due à un assemblage incomplet et 

abortif des particules ribonucléoprotéiques dans la cellule. �/�¶�p�W�X�G�H��de ce mutant a également 

�p�W�p���O�H���F�H�Q�W�U�H���G�¶�L�Q�W�p�U�r�W���G�H���O�¶�p�T�X�L�S�H���G�H��H. Ghalei, où ils montrent �S�D�U���O�H���E�L�D�L�V���G�¶�H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H��in vitro 

de GST-pull down que Bcd1p D72A perd son interaction avec Snu13p (Khoshnevis et al., 

2019). Par ailleurs, �O�¶�L�Q�Y�H�V�W�L�J�D�W�L�R�Q��détaillée �G�H���O�¶�H�I�I�H�W���G�H���F�H���P�X�W�D�Q�W���G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H���Q�¶�D���S�D�V���p�W�p��

étudiée mis à part une baisse de la croissance des cellules. 

�&�H�W���H�I�I�H�W���L�P�S�R�U�W�D�Q�W���V�X�U���O�D���F�U�R�L�V�V�D�Q�F�H���G�H�V���O�H�Y�X�U�H�V���Q�R�X�V���D���S�R�X�V�V�p���j���U�p�I�O�p�F�K�L�U���j���X�Q�H���I�D�o�R�Q���G�¶�p�W�X�G�L�H�U��

�O�H�V�� �D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�V�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�V�� �S�H�U�W�X�U�E�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �F�H�� �S�U�R�F�H�V�V�X�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �S�D�U�� �O�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �%�F�G���S��

�'�����$�����H�Q���V�¶�D�I�I�U�D�Q�F�K�L�V�V�D�Q�W���G�H�V���H�I�I�H�W�V��connus dus au ralentissement de la croissance des levures 

(Kakihara et al., 2014). Pour cela, son expression de façon induite et transitoire, permettrait 

�D�L�Q�V�L���V�R�Q���L�Q�W�p�J�U�D�W�L�R�Q���G�D�Q�V���O�H�V���p�W�D�S�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H��snoRNP à boîtes C/D néoformées dans la 

cellule et donc leur caractérisation par Western-Blot.  

Un travail de thèse mené au laboratoire (Paul, 2018) �P�R�Q�W�U�H���T�X�¶�L�O���H�[�L�V�W�H���X�Q���O�L�H�Q���H�Q�W�U�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H��

�%�F�G���� �H�W�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�°�X�U�� �1�R�S���� (Paul, 2018)���� �/�¶�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �%�F�G���S�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� �V�H�P�E�O�H��

�E�O�R�T�X�H�U���O�D���G�p�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���1�R�S�����S���V�X�U���O�H���V�Q�R�$�5�1���j���E�R�v�W�H�V���&���'���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�X���V�L�W�H���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H��

de la future snoRNP. Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si cette association de la 

�S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U���1�R�S���� avec le snoARN �H�V�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���D�I�I�H�F�W�p�H���S�D�U���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���%�F�G���S��

D72A. Les �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �G�¶�L�P�P�X�Q�R�S�U�p�F�L�S�L�W�D�W�L�R�Q �G�¶�$�5�1�� ���5�,�3�� indiquent �T�X�H�� �1�R�S�����S�� �Q�¶�H�V�W�� �S�O�X�V��

recrutée sur les snoARN à boîtes C/D testés. De plus, Bcd1p D72A perd également son 

association avec ces ARN. Il existerait donc un lien fonctionnel étroit entre Nop58p et Bcd1p 

�S�R�X�U���O�D���G�p�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���1�R�S�����S���D�X�[���V�L�W�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�V���G�Hs snoRNP à boîtes C/D. Ces résultats 

ont été obtenus en analysant les snoARN �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���'�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�W�V�� �S�D�U�� �O�¶�$�5�1�� �S�R�O�\�P�p�U�D�V�H�� �,�,. 
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Cependant, en ce qui concerne le cas particulier du �V�Q�R�$�5�1�� �V�Q�5������ �W�U�D�Q�V�F�U�L�W�� �S�D�U�� �O�¶�$�5�1��

polymérase III, sa stabilité ne semble pas êt�U�H���D�I�I�H�F�W�p�H���S�D�U���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���%�F�G���S���'�����$. 

Par ailleurs, �O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���V�X�U���O�H���V�Q�5�������G�L�P�L�Q�X�H���G�H���P�R�L�W�L�p�����F�H���T�X�L���Q�¶�H�P�S�r�F�K�H���S�D�V���O�D��

�G�p�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�°�X�U���1�R�S�����S���V�X�U���O�H���V�Q�R�$�5�1���V�Q�5������ �&�H���U�p�V�X�O�W�D�W���V�X�J�J�q�U�H���O�¶�H�[�L�V�W�H�Q�F�H��

�G�¶�X�Q���P�p�F�D�Q�L�V�P�H���D�O�W�H�U�Q�D�W�L�I���H�W���R�X���S�D�U�D�O�O�q�O�H���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H�V��snoRNP à boîtes C/D mettant en 

jeu le seul transcrit ARN polymérase III snR52. Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire 

�P�R�Q�W�U�H���T�X�¶�X�Q�H���D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���H�[�L�V�W�H���H�Q�W�U�H���%�F�G���S���H�W���O�H�V���V�R�X�V-�X�Q�L�W�p�V���G�H���O�¶�$�5�1���S�R�O�\�P�p�U�D�V�H���,�,�,�� plus 

exactement avec la région C-terminale de Bcd1p. La mutation D72A sur Bcd1p ne semble donc 

pas perturber cette association, qui va alors permettre un assemblage correct de la snoRNP 

snR52. �7�R�X�W�H�I�R�L�V���F�H�W�W�H���V�Q�R�5�1�3���Q�¶�H�V�W���S�D�V���V�X�I�I�L�V�D�Q�W�H���S�R�X�U���D�V�V�X�U�H�U��les modifications correctes des 

�$�5�1�U�� �H�W�� �S�D�U�� �H�[�W�H�Q�V�L�R�Q�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�� �U�L�E�R�V�R�P�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�� �j�� �O�D�� �F�U�R�L�V�V�D�Q�F�H�� �G�H�V��

levures. Cette hypothèse est appuyée par le fait que des études indiquent que �O�¶�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���O�D��

�V�Q�R�5�1�3���V�Q�5�������Q�¶�D�I�I�H�F�W�H���S�D�V���G�H���I�D�o�R�Q���Q�R�W�D�E�O�H���O�D���P�R�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H�V���$�5�1�U��(Baxter-Roshek et al., 

2007). Afin de confirmer cette hypothèse, �L�O�� �H�V�W�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�� �G�H�� �V�¶�D�V�V�X�U�H�U�� �T�X�H�� �O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H��

Bcd1p D72A et les sous-unités de la polymérase III sont maintenues dans ces conditions. Ces 

expériences seront réalisées au laboratoire par double hybride.  

Nos résultats suggèrent également une perte d�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �6�Q�X�����S�� �H�W�� �O�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �%�F�G���S��

D72A���� �&�H�O�D�� �S�R�X�U�U�D�L�W�� �H�Q�� �S�D�U�W�L�H�� �H�[�S�O�L�T�X�H�U�� �O�¶�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �1�R�S�����S�� �V�X�U��le snoARN. Des modèles 

�G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �V�Q�R�5�1�3�� �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���'�� �p�W�D�E�O�L�V�� �D�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H�� �V�H�P�E�O�Hnt indiquer 

�T�X�¶�X�Q�H�� �S�U�p-snoRNP constituée essentiellement du snoARN, Snu13p (qui reconnait de façon 

précoce le K-turn des snoARN), Rsa1p et Hit1p se forme dans un premier temps. Bcd1p a donc 

été proposée comme facteur assurant le lien entre cette pré-particule et le complexe protéique 

ou ribo�S�U�R�W�p�L�T�X�H���T�X�L���Y�p�K�L�F�X�O�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�°�X�U���1�R�S�����S����L�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��directe Bcd1p-Snu13p 

favoriserait donc �F�H�� �U�D�S�S�U�R�F�K�H�P�H�Q�W�� �D�X�[�� �V�L�W�H�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�V�� �G�H�V�� �V�Q�R�5�1�3�� �j�� �E�R�v�W�H�V�� �&���'����La 

confirmation de cette hypothèse nécessite des résultats supplémentaires. En effet, nous ignorons 

si �O�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��de Snu13p et Rsa1p sur le snoARN sont maintenues quand le mutant Bcd1p 

D72A est exprimé. �'�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���R�E�W�H�Q�X�V���D�X���O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H���V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�¶�H�Q���D�E�V�H�Q�F�H���G�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q��

de Bcd1p dans la cellule, Nop56p interagit de façon précoce avec la pré-snoRNP (snoARN à 

�E�R�v�W�H�V�� �&���'�� �H�W�� �6�Q�X�����S������ �F�H�O�D�� �E�O�R�T�X�H�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�� �V�Q�R�5�1�3�� �&���'�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�V���� �8�Q�H�� �G�H�V��

perspectives de ce projet serait de tester si Nop56p est associée au snoARN en exprimant le 

mutant Bcd1p D72A. Des souches ont été générées à cet effet au laboratoire pour permettre de 

répondre à ces questions �S�D�U���G�H�V�� �H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V�� �G�¶�L�P�P�X�Q�R�S�U�p�F�L�S�L�W�D�W�L�R�Q����Nous avons également 

�Y�R�X�O�X�� �V�D�Y�R�L�U�� �V�L�� �O�¶�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �%�F�G���S�� �'�����$�� �H�W�� �1�R�S�����S�� �H�V�W�� �G�p�V�W�D�E�L�O�L�V�p�H���� �F�H�S�H�Q�G�D�Q�W�� �G�H�V��

optimisations des immunoprécipitations sont encore nécessaires (Figure 43).  
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Figure 43 : �0�R�G�q�O�H���G�H���E�O�R�F�D�J�H���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'���O�R�U�V���G�H��
�O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���%�F�G���S���'�����$ chez S. cerevisiae.  

�/�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���V�H���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H���S�D�U���O�¶�D�U�U�L�Y�p�H���S�U�p�F�R�F�H���G�H���6�Q�X�����S���V�X�U���O�H���V�Q�R�$�5�1���j���E�R�v�W�H�V���&���'���I�D�Y�R�U�L�V�D�Q�W���O�D��
structuration du K-turn. La pré-snoRNP (snoARN à boîtes C/D, Snu13p, Rsa1p et Hit1p) a été 
caractérisé précédemment au laboratoire comme étant stable biochimiquement in vitro, cependant nous 
�L�J�Q�R�U�R�Q�V���V�L���F�H���F�R�P�S�O�H�[�H���$�5�1���S�U�R�W�p�L�Q�H���V�H���I�R�U�P�H���D�X���F�R�X�U�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H����La mutation 
D72A sur Bcd1p bloque son association au snoARN à boîtes C/D et à Snu13p. La caractérisation des 
�S�D�U�W�H�Q�D�L�U�H�V�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�V�� �G�H�� �F�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �Q�p�F�H�V�V�L�W�H�� �G�¶�D�Y�D�Q�W�D�J�H�� �G�H�� �G�R�Q�Q�p�H�V�� �H�[�S�p�U�L�P�H�Q�W�D�O�H�V�� ���F�R-
�L�P�P�X�Q�R�S�U�p�F�L�S�L�W�D�W�L�R�Q������ �1�R�S�����S�� �V�¶�D�V�V�R�F�L�H�� �G�H�� �I�D�o�R�Q�� �S�U�p�F�R�F�H�� �D�X�� �VnoARN à boîtes C/D en absence de 
�%�F�G���S�����L�O���H�V�W���L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W���G�H���W�H�V�W�H�U���S�D�U���5�,�3���V�L���F�H�W�W�H���D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���D���O�L�H�X���O�R�U�V���G�H���O�¶�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���%�F�G���S���'�����$��  



Conclusion et perspectives 
 

157 
 

3. �&�D�U�D�F�W�p�U�L�V�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q���F�R�P�S�O�H�[�H���5���7�3-like : le R2SP 

Ce travail a débuté par la volonté au laboratoire de caractériser fonctionnellement et 

�V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�P�H�Q�W���O�¶�H�[�W�U�p�P�L�W�p���&-terminale de la protéine humaine RPAP3 (Maurizy et al., 2018). 

En plus de RPAP3, le génome humain code pour deux protéines comprenant un domaine 

RPAP3-Cter : SPAG1 et CCDC103. SPAG1 est une protéine multi-domaines, connue pour 

participer à l'assemblage des bras de dynéine interne et externe des cils cellulaires. Ces bras 

sont nécessaires au fonctionnement des cellules sensibles et mobiles. Avec RUVBL1, RUVBL2 

et PIH1D2, SPAG1 est un élément clé du R2SP, un complexe protéique assistant le repliement 

quaternaire de clients protéiques de façon tissu spécifique. Dans cette étude, nous avons analysé 

le rôle des domaines TPR de SPAG1 dans le recrutement des protéines chaperon HSP70/ 

HSP90. Premièrement, nous proposons que seuls deux, des trois domaines TPR, sont capables 

de recruter HSP70 et HSP90, les domaines TPR1 et TPR3 pour lesquels la structure 3D a été 

déterminée par RMN au laboratoire.  

La combinaison de plusieurs approches �G�¶�R�S�W�L�P�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���V�p�T�X�H�Q�F�Hs protéiques via le serveur 

web PROSS (Goldenzweig et al., 2016) avec des techniques structurales et biophysiques ont 

permis une analyse avec une précision atomistique �G�H�V���L�Q�W�H�U�I�D�F�H�V���G�¶�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V���G�H���F�H�V���G�R�P�D�L�Q�Hs 

TPR avec l�¶extrémité C-terminale des protéines HSP70 et HSP90. Des acides aminés dans les 

séquences des TPR ont été identifiés comme responsables et essentiels au bon positionnement 

des peptides des HSPs. Malgré la grande similarité entre HSP70 et HSP90, leur recrutement sur 

les domaines TPR étudiés de SPAG1 est différent���� �/�¶�H�[�L�V�W�H�Q�F�H�� �G�H�� �F�H�V�� �G�H�X�[�� �P�R�G�H�V�� �G�H��

reconnaissance des HSPs empêcherait potentiellement le blocage total de la fonction de SPAG1 

par une molécule inhibitrice. Il est également suggéré que ces deux HSPs puissent se lier à 

�6�3�$�*���� �G�D�Q�V�� �O�H�� �E�X�W�� �G�¶�D�S�S�R�U�W�H�U�� �S�O�X�V�� �U�D�S�L�G�H�P�H�Q�W��et/ou en plus grande quantité les clients 

protéiques appropriés. Ces deux domaines TPR pourraient offrir une autre possibilité qui serait 

�X�Q���W�U�D�Q�V�I�H�U�W���G�L�U�H�F�W���H�Q�W�U�H���X�Q���F�O�L�H�Q�W���G�H���+�6�3�������H�W���+�6�3�������D�Y�D�Q�W���G�¶�r�W�U�H���S�U�L�V���H�Q���F�K�D�U�J�H���D�X���I�L�Q�D�O���S�D�U���O�H��

R2SP. 

De plus, les résultats de notre étude suggèrent �T�X�H���6�3�$�*�����Q�H���S�R�V�V�q�G�H���S�D�V���G�¶�D�F�W�L�Y�L�W�p���*�7�3�D�V�H��

�S�U�R�S�U�H�P�H�Q�W�� �G�L�W�H���� �P�D�L�V�� �H�O�O�H�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �O�¶�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �Q�X�F�O�p�R�W�L�G�D�V�Hs telles que 

�5�8�9�%�/�����5�8�9�%�/���� �T�X�L�� �S�R�X�U�U�D�L�H�Q�W�� �I�D�F�L�O�L�W�H�U�� �O�H�X�U�� �U�{�O�H�� �G�D�Q�V�� �O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �T�X�D�W�H�U�Q�D�L�U�H�� �G�H��

complexes macromoléculaires. Des mesures �G�¶�D�F�W�L�Y�L�Wé ATPasiques pourraient mettre en 

�p�Y�L�G�H�Q�F�H���O�H���U�{�O�H���G�H���6�3�$�*���� �G�D�Q�V���O�D���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���S�U�p�F�L�V�H���G�H���O�¶�K�\�G�U�R�O�\�V�H���G�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�H�V���G�D�Q�V��les 

larges complexes R2SP et R2SP/HSP.  
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�'�p�F�U�\�S�W�D�J�H���G�H�V���P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V���P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H�V���G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���F�R�P�S�O�H�[�H�V 
macromoléculaires ARN/protéine : 

la snoRNP C/D comme modèle de travail 
 

Chez les eucaryotes la production de ribosomes fonctionnels implique une modification 
�I�U�p�T�X�H�Q�W�H���� �O�D�� �P�p�W�K�\�O�D�W�L�R�Q�� �H�Q�� ���¶�2�+�� �G�H�V�� �U�L�E�R�V�H�V�� �G�X�� �S�U�p-ARNr. Un complexe ARN: protéine 
�F�D�W�D�O�\�V�H���F�H�W�W�H���U�p�D�F�W�L�R�Q�����Q�R�P�P�p���V�Q�R�5�1�3���j���E�R�v�W�H�V���&���'�����/�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���V�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�°�Xr chez 
la levure S. cerevisiae  (Snu13p, Nop58p, Nop56p, Nop1p) avec son ARN guide (snoARN à 
�E�R�v�W�H�V�� �&���'������ �I�D�L�W�� �L�Q�W�H�U�Y�H�Q�L�U�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �G�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�� �I�D�o�R�Q�� �W�U�D�Q�V�L�W�R�L�U�H���� �D�V�V�X�U�D�Q�W�� �X�Q�H��
chronologie finement régulée. La protéine Bcd1p est un facteur essentiel de cet assemblage. 
Elle a été identifiée au laboratoire comme étant nécessaire au dépôt correct de Nop58p sur le 
snoARN à boîtes C/D. Durant ce travail de thèse nous avons cherché à caractériser les 
�F�R�P�S�O�H�[�H�V���W�U�D�Q�V�L�W�R�L�U�H�V���S�U�p�F�R�F�H�V���G�H���O�¶�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�����F�R�P�S�U�H�Qant la protéine Bcd1. La machinerie 
ATPasique Rvb1/Rvb2 est étroitement liée au rôle de Bcd1p. La caractérisation biochimique et 
structurale du complexe Rvb1/Rvb2/Bcd1p suggère une flexibilité conformationnelle 
importante. 
 
Mots clés : Bcd1p, Assemblage des snoRNP à boîtes C/D, snoARN, Rvb1/Rvb2, S. cerevisiae  

 

 

Deciphering the molecular mechanisms of the assembly of macromolecular 
complexes : the snoRNP as a working model 

 

In eukaryotes, the production of functional ribosomes involves a frequent modification, the 
2'OH methylation of the pre-rRNA riboses. An RNA/protein complex catalyzes this reaction, 
termed the C/D box snoRNP. The assembly of its core proteins in the yeast S. cerevisiae 
(Snu13p, Nop58p, Nop56p, Nop1p) with its guide RNA (snoRNA with C/D boxes), involves 
assembly proteins in a transient manner, ensuring a fine regulated chronology. The Bcd1p 
protein is an essential factor in this assembly. It has been identified in the laboratory as being 
necessary for the correct deposition of Nop58p on the C/D box snoRNA. During this thesis 
work we sought to characterize the early transitional complexes of assembly, including the 
Bcd1 protein. The Rvb1/Rvb2 ATPase machinery is closely linked to the role of Bcd1p. 
Structural biochemical characterization of the Rvb1/Rvb2/Bcd1p complex suggests significant 
conformational flexibility 
 

Key words : Bcd1p, Box C/D snoRNP Assembly, snoRNA, Rvb1/Rvb2, S. cerevisiae 
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