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6. DISCUSSION GENERALE 
 
6.1 CARACTERISATION DU PROTEASOME DE LA BRYOPHYTE 
PHYSCOMITRELLA PATENS 
 
 
Dans la première étape de ce travail, nous avons mis au point un protocole de purification du 
protéasome 20S de la bryophyte P. patens. Les premières analyses comparatives ont montré 
que le niveau de complexité du protéasome de P. patens était semblable à celui des complexes 
eucaryotiques de la levure, d’A. thaliana et de l’homme. 
 
Nous avons isolé un complexe de 700 kDa possédant des activités protéolytiques multiples; 
celui-ci a une structure quaternaire formée de quatre anneaux empilés, composé chacun de 
sept sous-unités caractérisées par une masse moléculaire et un point isoélectrique distincts. 
Les dimensions de la structure sont de 14 x 11 nm, avec un canal central d'un diamètre de 3 
nm. Nous avons démontré, pour la première fois, qu’il est possible de séparer les sous-unités 
des familles α et β d’un protéasome eucaryotique 20S. Les sous-unités α du complexe sont 
organisées en anneau ainsi que nous avons pu l'observer en microscopie électronique alors 
que les sous-unités β sont probablement associées sous forme d'agrégats. Ces résultats 
confirment le fait que, lors de la biogenèse du complexe, l’anneau α se forme en premier lieu 
puisqu'il est plus stable thermodynamiquement que les anneaux β. L’expérience de 
reconstitution du protéasome de mousse a permis de confirmer que son assemblage est régi 
par des processus plus complexes que dans le cas du protéasome de l’archébactérie T. 
acidophilum (Zwickl et al., 1992, 1994). Toutes ces caractéristiques indiquent que le 
protéasome de P. patens est évolutivement proche des protéasomes eucaryotiques 
d’organismes supérieurs et renforcent l’intérêt que l’on peut porter à son étude fonctionnelle. 
Nous n'avons pas pu mettre en évidence le protéasome 26S, tel qu'il a été isolé par plusieurs 
chercheurs. Plusieurs approches ont été utilisées pour tenter de démontrer la présence du 
complexe 26S. Non seulement, nous avons reproduit les conditions de purification exigées 
pour isoler ce type de structures, mais nous avons utilisé des anticorps spécifiques envers des 
protéines additionnelles constituant le complexe régulateur 19S. Aucune structure ni aucun 
complexe de grande taille dans lesquels le protéasome 20S soit incorporé n'a été mis en 
évidence. 
 
Nos observations et l'état actuel des connaissances de la structure du 26S nous ont conduit aux 
réflexions suivantes: 
 
a) les conditions d'extraction que sa purification in vitro exige ne permettent pas d'éliminer 
totalement les contaminants et provoquent sans doute des associations non-spécifiques. 
 
c) le nombre de sous-unités du complexe régulateur 19S n'est pas en relation stœchiométrique 
avec le nombre de sous-unités du complexe 20S. 
 
d) la composition en sous-unités des complexes 19S purifiés diffère fortement selon 
l'organisme, aussi bien qualitativement que quantitativement,. 
 
e) la structure 26S est fragile et très instable; en outre, plusieurs complexes régulateurs 
cohabitent dans la cellule avec le 19S. On peut citer comme exemple le complexe PA28, qui 
possède une plus grande affinité pour le 20S que le complexe régulateur 19S; on peut aussi se 
demander ici  comment se règle la cohabitation entre ces structures? 
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f) un complexe 26S pseudo-symétrique permettrait l'approche des substrats par les deux 
extrémités, l'accessibilité des substrats aux sites catalytiques internes serait compromise, voire 
impossible. 
 
e) les photographies en microscopie électronique de préparations de protéasomes 26S 
montrent systématiquement une forte concentration d'agrégats non structurés sur grand bruit 
de fond; ceci confirme non seulement la fragilité de la structure 26S, mais également les 
problèmes de contaminations inhérents à la méthodologie de purification. 
 
g) la mousse P. patens n'est pas le seul eucaryote d'où le complexe 26S soit absent. Le 
protozoaire parasite Trypanosoma brucei possède également cette particularité. 
 
Toutes ces réflexions nous poussent à postuler que le modèle du protéasome 26S tel que la 
plupart des chercheurs le conçoivent aujourd'hui ne reflète pas fidèlement ce qui se passe in 
vivo !  
 
 
6.2 L’ACTIVITE ISOPEPTIDASIQUE ET LA SPECIFICITE DE LA 
RECONNAISSANCE DES CHAINES DE POLYUBIQUITINE PAR LE 
PROTEASOME DE P. PATENS 
 
Les chaînes de polyubiquitine liées à un substrat constituent très souvent le signal impliquant 
sa dégradation (Callis, 1995; Deshaies, 1995; Jentsch et Schlenker, 1995). Selon de nombreux 
chercheurs seul le protéasome 26S possède la propriété de dégrader ces conjugués puisque ses 
spécificités fonctionnelles sont la reconnaissance des chaînes de polyubiquitine, leur 
hydrolyse pour qu'elles puissent être recyclées et enfin la dénaturation de la protéine qui peut 
dès lors être dégradée par le 20S. Nous nous sommes proposé d'examiner si le protéasome 
avait la capacité de dégrader à lui seul des chaînes de polyubiquitine. 
 
Notre premier travail dans ce domaine a été d'améliorer l'une des méthodes de synthèse des 
chaînes de polyubiquitine. En effet, les faibles quantités de chaînes d'ubiquitine obtenues par 
des méthodes déjà publiées constituaient un obstacle important dans la réalisation d'un grand 
nombre d'expériences (van Nocker et al., 1996).  
Les expériences que nous avons réalisées ont révélé qu'une véritable activité isopeptidasique 
est étroitement associée au protéasome 20S de P. patens. Nous avons démontré que les 
monomères d'ubiquitine libérés par l'isopeptidase sont encore actifs ou autrement dit 
réutilisables pour un nouveau processus de synthèse. Cette expérience qui met en évidence la 
notion de recyclage des molécules d'ubiquitine n'avait jamais été réalisée auparavant. De plus 
cette fonction avait été attribuée au protéasome 26S. Or, cette activité isopeptidasique ne peut 
se manifester qu'en présence de protéines fortement associées à la structure 20S, sans pour 
autant que l’ensemble ne forme un complexe 26S. De plus, nous avons confirmé, par 
immuno-localisation sur gel non dénaturant et par microscopie électronique, qu'il existe un 
complexe protéasome-chaînes d'ubiquitine lors du processus de dégradation. Plus 
précisément, nous avons montré qu'une sous-unité alpha (PPZETA) présente la propriété de 
s'associer avec les chaînes de polyubiquitine. Toutefois, la protéine recombinante que nous 
avons produite a perdu les propriétés de la protéine native. Probablement, parce qu'elle n'a pas 
subi les modifications post-traductionnelles nécessaires à sa fonctionnalité.

 
Plusieurs isopeptidases ont été isolées (la protéine Ubp14, l'isopeptidase T, la Doa4 et 
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l'isopeptidase du PA700) (Papa et Hochstrasser, 1993; Wilkinson et al., 1995; Amerik et al., 
1997; Lam et al., 1997). Seule l'isopeptidase du PA700 est spécifiquement associée au 
protéasome 26S. Toutefois, selon les auteurs, elle n'aurait pas le rôle principal dans le 
recyclage des chaînes de polyubiquitine. Alors que cette activité isopeptidasique est capitale 
dans ce processus, on peut se demander pourquoi il est si difficile de l’isoler et pourquoi nous 
semblons être les seuls à l'avoir mise en évidence, et qui plus est, associée à une structure ne 
ressemblant en rien à un protéasome 26S? 

 
Plusieurs hypothèses sont envisageables. 
  
a) Les complexes 19S ou PA700 ne seraient dus qu’à l’association non-spécifique de 
protéines obtenue à la suite d’une méthode de purification que nous jugeons inadéquate. Dès 
lors, il se peut que les protéines viennent se placer aux extrémités du protéasome 20S avec 
lesquelles elles forment une superstructure masquant les sites catalytiques ou de 
reconnaissance de la (ou des) protéine(s) responsable(s) de l’activité isopeptidasique. Il 
existerait donc bel et bien une activité isopeptidasique chez d’autres eucaryotes, mais qui ne 
pourrait être mise en évidence facilement puisqu'elle serait, en quelque sorte, noyée dans un 
agrégat pseudo-structuré de protéines, résultant de contraintes de purification arbitraires. De 
ce fait, l’accessibilité des chaînes de polyubiquitine se trouverait compromise. 
 
 
b) La bryophyte P. patens est un cas particulier et ce qui s’y passe en matière de dégradation 
des protéines ne peut être transposé à d’autres organismes eucaryotiques. Jusqu’ici, il n’y a 
pas de fait qui le démontre. Nous savons que P. patens possède une voie de l’ubiquitine et un 
protéasome 20S complexe. Il n’y a donc rien qui puisse laisser penser que la voie de 
dégradation des protéines par l’ubiquitine chez P. patens ne soit pas la même que chez la 
plupart des eucaryotes et ce d’autant plus que P. patens se trouve être un organisme évolué. 
 
 
 
c) La plupart des groupes de recherche utilisent les chaînes d’ubiquitine marquées au 125 I 
pour la mesure de l'activité isopeptidasique. Ce type de chaînes sont de très mauvais substrats 
pour mettre en évidence l’activité isopeptidasique. Le marquage de protéines à l'iode 
radioactif, largement utilisé pour tracer une protéine ou ses produits de dégradation, a 
l’avantage de la sensibilité et permet de quantifier l’évolution d’une réaction enzymatique. 
Toutefois, il a été observé que le marquage au 125I de protéines s’accompagne souvent de 
modifications moléculaires comme l’oxydation du substrat. Ceci a été observé pour les 
chaînes d’ubiquitine qui se trouvaient nettement moins sensibles à l’hydrolyse une fois 
marquées au iode (Jennissen, 1994). Pour notre part, nous avons constaté que lorsque nous 
avions marqué à la biotine des chaînes de polyubiquitine, il n’était plus possible de les 
dégrader par une préparation de protéasome de P. patens. Il n’est donc pas étonnant que 
l’isolation d’isopeptidases spécifiques soit difficile, voire impossible, lorsqu’on utilise des 
substrats altérés. 
 
 
 
Nous avons isolé le cDNA codant pour la sous-unité PPZETA du protéasome de P. patens, 
dans le but de caractériser biochimiquement cette dernière, de façon à comprendre son rôle 
éventuel  dans le processus de reconnaissance des chaînes de polyubiquitine.  
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Le cDNA complet que nous avons obtenu code pour une protéine de 237 acides aminés, dont 
la séquence possède une forte homologie avec d’autres sous-unités alpha d’organismes 
eucaryotiques, à savoir les sous-unités DOA5 de la levure, ZETA de l’homme, PROSMA5 de 
la drosophile et PAE1 d’A. thaliana (Chen et Hochstrasser, 1995; Belote, 1997; Fu et al., 
1998). Ces sous-unités constituent en fait une sous-famille dont la caractéristique commune et 
remarquable se situe au niveau d’une séquence de quelques acides aminés surnuméraires. 
Celle-ci est absente de la séquence primaire des autres sous-unités alpha voisines composant 
le même anneau. Bien qu’elle ne soit que peu conservée chez les différentes familles 
d’eucaryotes du point de vue de sa séquence primaire, cette séquence possède un caractère 
acide chez P. patens et A. thaliana; elle constitue une acquisition évolutive indéniable. Des 
observations faites sur la structure cristalline du protéasome de la levure montrent que cette 
séquence provoque la formation d’une boucle se positionnant à l’intérieur du canal central du 
protéasome (Groll et al., 1997). 
 
Alors qu’il est parfois difficile de déterminer les domaines essentiels d’une protéine, dans le 
cas de cette boucle, nous avons probablement mis en évidence une région essentielle à la 
fonction la sous-unité PPZETA. Il nous restera à démontrer la fonction de cette boucle. Si sa 
présence est indispensable à la survie de l’organisme, il s’agira de savoir si cette boucle à un 
rôle, soit actif en interagissant spécifiquement avec d’autres protéines ou substrats, soit plus 
passif ou mécanique dans lequel la boucle ne constituerait qu’une structure permettant 
l’accrochage ou le pilotage de protéines ou de substrats destinés aux sites catalytiques du 
complexe 20S. 
 
 
Les micrographies obtenues par la méthode dite de cryo-negative staining (coloration 
négative d'éléments vitrifiés) nous ont permis de modéliser fidèlement la structure du 
complexe 20S ainsi qu'un anneau alpha désolidarisé de ce même complexe sans avoir recours 
à la cristallisation de la protéine. De plus, cette technique nous a permis de compléter les 
informations sur la position des extrémités N-terminales des sous-unités alpha. Celles-ci 
forment probablement une barrière physique empêchant l’accessibilité des protéines 
cytosoliques qui ne sont pas destinées à être dégradées. Notre modélisation montre, pour la 
première fois, que le protéasome 20S possède une polarité structurelle et, par-là même, une 
polarité fonctionnelle. Or, dans le cas du 26S cette polarité n'est plus respectée puisque les 
substrats ont la possibilité d'accéder aux sites catalytiques du 20S par ses deux extrémités. 
L'incohérence du modèle du protéasome 26S est une nouvelle fois démontrée. 
 
 
 6.3 REFLEXIONS GENERALES SUR LA DEGRADATION DES PROTEINES PAR 
LE PROTEASOME 20S/26S 
 
L’objectif ambitieux de tenter d’élucider le mécanisme de dégradation des conjugués 
ubiquitinés par le protéasome n’est que partiellement atteint. Certains de nos résultats 
paraissent contredire un modèle considéré comme généralement acquis. Cette divergence avec 
la plupart des publications a constitué pour nous une difficulté majeure. De nombreux points 
fondamentaux restent encore obscurs. Quelles sont ces zones d’ombre? 
 
 
 
La protéine MCB1 est connue pour être impliquée dans le processus de reconnaissance des 
protéines conjuguées. Pourtant, elle n’est pas indispensable à la survie de la levure (van 
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Nocker et al., 1996) ni à celle de la mousse ainsi que l’indiquent les expériences de knock-out. 
Les travaux récemment entrepris dans notre laboratoire et dans celui de R.D.Vierstra (Girod et 
al., 1998) ont montré que la rupture du gène codant pour MCB1 provoque une altération 
développementale chez la mousse et l'accumulation de conjugués ubiquitinés! La protéine 
n’est donc pas indispensable, mais paraît tout de même impliquée dans le processus de 
reconnaissance des protéines ubiquitinées puisqu’il y a accumulation de ces conjugués! Le 
problème de la reconnaissance est-il pour autant clos?  
L’expérience où l’on a provoqué la rupture du gène peut être interprétée de manière 
différente. En effet, l’augmentation de la concentration des conjugués ubiquitinés dans le 
mutant ne correspond pas forcément à leur accumulation dans la cellule, mais pourrait 
correspondre à une accélération du processus d’ubiquitination des protéines. Il est donc 
probable que la protéine MCB1 ou S5a est plutôt un facteur de régulation important dans la 
cellule. Cette dernière hypothèse serait fortement confirmée par Anand et al. (1997) qui ont 
démontré que MCB1 interagirait fortement avec Id1, une protéine impliquée dans la 
régulation de l'expression de certaines familles de gènes.  
 
On peut également se demander s'il est nécessaire que le protéasome possède une ou des 
protéines de reconnaissance de conjugués ubiquitinés? La sélectivité des protéines destinées à 
être dégradées n’est-elle pas déjà assurée par l’action, dans la voie de l’ubiquitine, des E2 et 
E3 spécifiques? A priori, il ne semble pas nécessaire d’opérer un tri supplémentaire après le 
processus d’ubiquitination. D’ailleurs, comment peut-on imaginer une nouvelle étape de 
sélection sur la base des chaînes de polyubiquitine? En effet, de multiples chaînes de 
polyubiquitine, de longueurs variables, sont rattachées à une même protéine. Si ces chaînes 
constituent un critère de discrimination, on est en droit de se demander comment se règle 
l’approche, puis l’association de la protéine ubiquitinée avec le protéasome. N’y aurait-il pas 
des problèmes de compétitivité entre les différentes chaînes de polyubiquitine d’une même 
protéine? 
De plus, l’ubiquitination n’est pas un signal indispensable pour provoquer la dégradation 
d’une protéine par le protéasome. Ainsi, l’ornithine décarboxylase (Murakami et al., 1992), la 
sous-unité IκBα (la sous-unité inhibitrice du facteur de transcription NF-κB), (Chen et al., 
1995) et le facteur de transcription c-Jun (Jariel-Encontre et al., 1995) ne nécessitent pas 
obligatoirement d’ubiquitination pour être dégradés. En outre, de récentes recherches 
montrent que l’ubiquitination peut cibler des protéines membranaires vers les lysosomes de 
cellules de mammifères ou vers les vacuoles des cellules de levures (Strous et al., 1996; Hicke 
et Riezman, 1996; Hicke, 1997). La question se pose donc ici de savoir comment la cellule 
peut opérer un tri entre ces conjugués ubiquitinés de façon à les diriger soit vers la 
dégradation soit vers certains compartiments cellulaires. Le nombre, la longueur ou la 
topologie des chaînes de polyubiquitine liées au substrat pourraient justement être ces autres 
facteurs de discrimination. 
 
 
Si l’on accepte le concept actuel du protéasome 26S, on peut se demander comment le 
parcours de la protéine multi-ubiquitinée est possible dans le complexe 19S. En effet, 
plusieurs problèmes se posent. Ainsi que nous l’avons déjà évoqué plus haut, la protéine 
ubiquitinée possède plusieurs chaînes de polyubiquitine de longueurs variables et attachées à 
différentes positions sur la protéine. Quelle est la chaîne qui se lie préférentiellement à la 
protéine de reconnaissance MCB1? S’il s’agit de la chaîne branchée à un résidu se situant 
dans la séquence, et non pas à l'extrémité N-terminale de la protéine, comment la protéine qui 
lui est rattachée peut-elle être entraînée au travers de la structure 19S sans être clivée (les 
ATPases se trouvent à l’autre extrémité du 19S, c'est-à-dire en contact direct avec l’anneau 
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alpha)? Ne doit-il pas déjà y avoir une action dénaturante auparavant? Ou alors une activité 
peptidasique clivant la protéine près du site de fixation de la chaîne de polyubiquitine ? 
Aucune activité de ce type n’a été mise en évidence dans le complexe 19S. On peut tenter de 
résoudre ce problème en considérant que la protéine pénètre dans le 19S par son extrémité N-
terminale et qu'elle perd ses chaînes de polyubiquitine par action d’une isopeptidase, au fur et 
à mesure de sa pénétration dans la structure. Dans ce cas de figure, les ATPases n’auraient pas 
à intervenir puisque le travail de dénaturation aurait déjà été accompli. Leur fonction ne 
consisterait donc qu’à assurer la fixation du complexe 19S au protéasome 20S. 
 
Un autre fait est troublant. Chez la levure, l’isopeptidase DOA4 est considérée comme étant 
l’enzyme qui débranche les chaînes de polyubiquitine de la protéine cible lors de la 
dégradation par le protéasome 26S. Les chaînes ainsi libérées peuvent être prises en charge 
par l’action d’isopeptidases, telles que l’isopeptidase T ou UBP14. Ces dernières libèrent 
séquentiellement les molécules d’ubiquitine à partir de leur extrémité proximale devenue 
accessible. Le rôle de DOA4 (Papa et al., 1993) a été précisé quand on a constaté que, lors de 
la délétion du gène codant pour cette protéine, la cellule accumule des peptides auxquels des 
chaînes de polyubiquitine se trouvent encore rattachées! Ce qui veut dire que la dégradation 
de la protéine précède l’élimination de la chaîne! On peut se demander comment cela serait 
possible avec les contraintes mécaniques qu’impose une structure telle que le 26S? 
 
Nous constatons que le protéasome 26S représente une sorte de boîte noire dans la voie de 
l’ubiquitine, où une protéine, ubiquitinée ou non, entre et d'où elle ressort dégradée. Les 
fonctions spécifiques que l’on attribue aujourd’hui au complexe 26S, c'est-à-dire la 
reconnaissance et le recyclage des chaînes de polyubiquitine, ainsi que les propriétés de 
dénaturation des protéines par les sous-unités ATPasiques, ne sont de loin pas démontrées. 
 
 
Il est sans doute prématuré de proposer un autre modèle pour la dégradation des conjugués 
ubquitinés que celui qui est admis à l’heure actuelle. D’autant plus que nous n’avons pas 
effectué suffisamment d’expériences, nous en avons conscience, pour l’étayer de manière 
convaincante. Toutefois, on constate que la dégradation d’une protéine par la voie de 
l’ubiquitine est un processus complexe et coûteux en énergie. Deux étapes principales 
caractérisent cette voie: l’ubiquitination de la protéine, par une cascade de réactions 
biochimiques dépendant de l’ATP, et sa dégradation par le protéasome dépendant également 
de l’ATP.  
 
N’y a-t-il pas là une mobilisation énergétique trop importante? Pour notre part, nous pensons 
que l’ubiquitination d’une protéine implique sans doute un changement profond de sa 
conformation. Ce changement de conformation peut avoir deux conséquences différentes.  
 
a) Une accessibilité facilitée de certains domaines ou une dénaturation partielle de la protéine. 
Dans ce cas, la protéine ubiquitinée pourrait exposer des sites protéolytiques sensibles à 
l’action de protéases du cytoplasme qui généreraient des peptides "bruts " pris en charge par 
le protéasome qui − ainsi qu’il a déjà été démontré dans la présentation des peptides par le 
MHC I chez les mammifères (Realini et al., 1994; Belich et Trowsdale, 1995) −  façonnerait 
des peptides impliqués dans des processus de signalisation d'événements cellulaires. Ce 
modèle s’oppose à celui qui est admis aujourd’hui, et considère que le protéasome 26S 
dégrade des protéines en libérant des peptides, à leur tour hydrolysés en acides aminés par des 
exopeptidases cytosoliques. Il n’est pas exclu non plus que l’action protéolytique du 
protéasome puisse se manifester sur la partie N-terminale rendue accessible par 
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l’ubiquitination. L’élimination graduelle de peptides et des chaînes de polyubiquitine au cours 
du temps entraînerait une déstabilisation progressive de la protéine (action dénaturante). Si ce 
processus est cohérent, il ne nécessiterait pas une machinerie aussi lourde que le 26S mais une 
structure plus simple, telle que la préparation de protéasome isolée de P. patens.  
 
 
b) Un remodelage de la protéine, qui, dans sa nouvelle conformation, serait apte à interagir 
avec une autre protéine. Ce complexe, tel un ligand avec son récepteur, pourrait être impliqué 
dans une nouvelle voie biochimique, par exemple avec un transporteur qui dirigerait la 
protéine ubiquitinée vers un nouveau compartiment cellulaire. 
 
A l’origine, l’ubiquitination semblait avoir pour rôle de diriger les substrats vers le 
protéasome 26S. Toutefois, il est clair aujourd’hui que l’ubiquitination peut servir à d’autres 
fonctions qu'à celle de la dégradation. En effet, il est fort possible que la fonction des chaînes 
de polyubiquitine ne soit pas de constituer un simple signal de dégradation des protéines 
ciblées. Ces chaînes ne pourraient-elles pas fonctionner en tant que molécules chaperonnes 
remodelant, en quelque sorte, la protéine de façon à la dénaturer partiellement ou totalement? 
Cette présentation des domaines dépendrait du nombre et/ou de la topologie des chaînes de 
polyubiquitine liées de manière covalente sur la protéine et elle rendrait ainsi possible 
l’hydrolyse ou d’autres modifications post-traductionnelles de la protéine. 
 
Le sens réel de l’ubiquitination et de ses conséquences présente encore de nombreux points à 
éclaircir. Nous avons tenté de répondre à certaines questions sans pour autant toujours 
apporter la preuve irréfutable de nos dires. Toutefois, nos expériences nous ont poussé à 
remettre sérieusement en question certains concepts ancrés dans l’esprit de nombreux 
chercheurs travaillant sur le même sujet. 
 
 
 
 
6.4 PERSPECTIVES 
 
 
Certaines expériences complémentaires de celles que nous avons déjà décrites précédemment 
doivent encore être envisagées si l’on veut enrichir les informations et étayer les résultats que 
nous avons obtenus tout au long de ce travail. 
 
a) A l’aide de différents anticorps spécifiques, lors de nos essais sur gradient de glycérol, nous 
n’avons pu mettre en évidence ni des structures de haut poids moléculaire telles que le 26S ni 
un complexe régulateur 19S. Seule la protéine MCB1 a été révélée dans une fraction éloignée 
de celle du protéasome. L’éventuelle association de protéines (par exemple MCB1) avec le 
protéasome peut être démontrée par des expériences de coprécipitation au moyen d’anticorps 
spécifiques soit contre le protéasome 20S de P. patens soit contre des protéines spécifiques du 
complexe régulateur 19S, et ce, avec ou sans la présence d’ATP et de magnésium. De plus, le 
passage d’extrait brut de P. patens, en présence ou non d’ATP et de magnésium, sur une 
colonne d’affinité à la matrice de laquelle est fixé du protéasome 20S, permettrait 
probablement d’isoler des protéines interagissant  in vivo avec le 20S. Dans ce cas, on 
pourrait s’attendre à trouver des substrats potentiels, des protéines impliquées dans le 
mécanisme de reconnaissance ou des isopeptidases. 
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b) Nous avons suggéré que le protéasome 26S pourrait être un artefact et que l’association des 
protéines du complexe 19S avec le 20S ne serait pas spécifique notamment pour des questions 
de conditions de purification et de symétrie de la structure. Si c’est le cas, il nous semble 
intéressant de démontrer cette non-spécificité en tentant d’associer le protéasome de 
l’archébactérie T. acidophilum avec le complexe régulateur 19S. Ceci pourrait se faire en 
ajoutant, à un extrait brut de levure, du protéasome de T. acidophilum et en appliquant le 
procédé de purification qui permet d’isoler le protéasome 26S. Il restera à déterminer si, 
parmi les particules isolées de grande taille et semblables au 26S, on trouve la structure 20S 
de T. acidophilum, en particulier par des techniques d'immunoprécipitation et 
d'immunolocalisation. 
 
c) L’isolement et la caractérisation de la (ou des) protéine(s) responsable(s) de l’activité 
isopeptidasique constituent une étape importante dans la compréhension du processus de 
dégradation des conjugués ubiquitinés. Un certain nombre de protéines (fig.3.6) associées au 
protéasome 20S ont été identifiées sur SDS-PAGE. L’une ou l’autre d’entre elles pourrait être 
l’isopeptidase recherchée. Dans un premier temps, il s’agit de l'isoler, puis d'en étudier la 
fonction. 
 
d) Bien que l’on connaisse déjà la conformation des chaînes d’ubiquitine à quatre molécules, 
nous ne savons pas si toutes les sortes de chaînes de polyubiquitine affichent la même 
conformation générale dans l’espace. Sont-elles linéaires avec un motif de base répété? Ou 
chaque espèce de chaînes possède-t-elle sa propre structure tertiaire?  
Vu la relative abondance de chaînes d’ubiquitine que nous avons synthétisées, il serait 
possible, après la cristallisation et l'analyse des cristaux par diffraction R-X, de procéder à la 
modélisation des structures. Ces renseignements pourraient nous être utiles pour évaluer 
l’importance de l’ubiquitination suivant la nature et le nombre de chaînes fixées à une 
protéine. Autrement dit, pour comprendre l’effet de l’ubiquitination sur la conformation d’une 
protéine. 
 
e) Les techniques de microscopie électronique nous ont permis de modéliser le protéasome 
20S de Physcomitrella patens. L’étape suivante consistera à obtenir de nouvelles préparations 
pures de protéasomes liés avec des chaînes de polyubiquitine, puis à appliquer le même 
protocole de modélisation. Les informations que nous pourrons dégager de ce modèle nous 
renseigneront peut-être sur le mode d’interaction protéasome-chaînes de polyubiquitine. 
 
f) La caractérisation fonctionnelle de la sous-unité PPZETA sera effectuée par des techniques 
de transformation génétique couramment utilisées sur la mousse P. patens avec des vecteurs 
permettant soit la surexpression soit la rupture du gène codant pour la sous-unité.  
De plus, l’importance de la boucle Z de la sous-unité PPZETA sera étudiée par des techniques 
soit de remplacement de gène chez P. patens soit de complémentation chez la levure avec des 
constructions dans lesquelles on aura ôté la séquence des acides aminés provoquant la 
formation de la boucle et /ou des extrémités N-terminale et/ou C-terminale. 
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7. MATERIEL ET METHODES 
 
 
7.1 CHAPITRE 2: PURIFICATION 
 
Matériel biologique- Nous avons utilisé une lignée sauvage de P. patens. Le milieu et les 
conditions de propagation ont été décrites par Schaefer et Zrÿd (1997) (Schaefer, 1994). Le 
matériel est récolté après 6 à 8 jours de culture avant le développement de gamétophores et est 
congelé dans l’azote, puis stocké à -80 °C. 
 
Mesures d’activité du protéasome- Trois peptides fluorogéniques ont été utilisés soit:   Suc-
Leu-Leu-Val-Tyr-MCA (activité chymotrypsique), Boc-Phe-Ser-Arg-MCA (act. trypsique), 
Cbz-Leu-Leu-Glu-βNA (act.V8-protéase). Les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission 
pour la mesure de l’activité sont respectivememt 380 nm et 460 nm pour le MCA (méthyl 
amino coumarine) et 335nm et 410nm pour β-NA (naphtyl amide). La concentration des 
peptides est de 0,1 mM dans 50 mM Tris pH:7.5 sans DTT. Toutes les mesures sont 
effectuées sur des plaques de type ELISA lues par un fluorimètre (Biolabs) automatique. La 
mesure des activités est effectuée sur 5 ou 10 µl de la fraction à laquelle on ajoute 100 µl de 
substrat que l’on incube à 37 °C durant 1h à 2h.  
 
Préparation de l’extrait brut- Toutes les étapes de purification ont été effectuées à 4 °C. Nous 
avons broyé la mousse en poudre très fine au mortier et pilon dans de l’azote. En fin 
d’opération, 2,5 % de polyclar AT (sigma) sont ajoutés et mélangés soigneusement. Le 
matériel est mis en suspension dans du tampon MCP (50mM Tris pH: 7,5, 20% glycérol, 
2mM DTT), tampon standard utilisé pour toutes les étapes de purification. Le tout est 
centrifugé à 10’000.g. Le surnageant obtenu constitue l’extrait brut. Nous avons utilisé un 
système basse pression (ASCO, Instrument-Gesellschaft, Genève) pour l’utilisation des 
colonnes de purification suivantes (écoulement par gravité) s’il n’y a pas de spécifications 
particulières. 
 
1ère colonne échangeuse d’anions- Le surnageant est chargé sur colonne échangeuse 
d’anions de type "Macroprep-Q" de Biorad (longueur 30 cm, diam. 2,5 cm) équilibrée dans du 
tampon MCP. Ce type de colonne possède des groupes -N+(CH3)3 sur sa matrice qui est 
fortement chargée positivement. L’élution est effectuée au moyen d’un gradient de 100 ml de 
0 à 500 mM NaCl. Des fractions de 3 ml ont été récoltées. 
 
1ère colonne à tamis moléculaire- Les fractions actives de l’échangeuse d’anions précédente 
(total: 15ml ) sont chargées sur une colonne BioGel A1.5m, (Biorad, coarse grade) (80 x 2,5 
cm) équilibrée dans le tampon MCP + 150 mM de NaCl à un débit de 50 ml/h. Des fractions 
de 6 ml ont été collectées. Les standards de masse moléculaire utilisés pour étalonner la 
colonne sont le dextran bleu (2’000’000 kDa), la thyroglobuline (669’000 kDa) et la catalase 
(240’000 kDa). 
 
2ème colonne échangeuse d’anions- Les fractions actives du tamis moléculaire sont 
appliquées à une nouvelle colonne "Macroprep-Q" (Biorad) du même type que la première 
mais plus petite (15 x 1 cm) de façon à obtenir une meilleure résolution. Des fractions de 1,5 
ml ont été collectées. 
 
2ème colonne à tamis moléculaire- Les fractions actives de l’échangeuse d’anions env. 16 ml 
sont chargées sur une colonne BioGel A5.0m (Biorad, coarse grade) (80 x 2,5 cm) équilibrée 
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dans le tampon MCP + 150 mM NaCl à un débit de 36 ml/h. Des fractions de 6ml ont été 
collectées. 
 
Colonne hydroxyapatite- Les fractions actives de la colonne à tamis moléculaire biogel A-
5.0m sont appliquées sur une colonne Bio-Gel HTP hydroxyapatite (10 x 1 cm) équilibrée 
dans le tampon MCP. L’élution a été opérée par application d’un gradient de 0 à 330 mM de 
NaPO4 pH: 8,0. Des fractions de 1ml ont été collectées. 
 
3ème colonne à tamis moléculaire- Les fractions actives précédentes ont été concentrées sur 
Centricon-10 (Amicon) à un volume de 400 µl, puis chargées sur une colonne HPLC à tamis 
moléculaire de type TSK-gel 3000W (Supelco) équilibrée dans le tampon MCP + 150 mM 
NaCl (débit 0,8 ml/min.). Les fractions ont été collectées toutes les minutes. 
 
3ème échangeuse d’anions- Les fractions actives de la colonne précédente sont appliquées 
sur une colonne échangeuse d’anions Mono Q HR5/5 (Pharmacia) qui possède des groupes 
ammonium quaternaires fortement chargés. Cette colonne a été montée sur un système HPLC 
(Waters). L’élution des protéines s’est faite au moyen d’un gradient de 0 à 700 mM NaCl 
dans du tampon MCP. Débit: 0,8 ml/min. pendant 30 min. 
 
Electrophorèse: Gels non dénaturant, SDS-PAGE et en deux dimensions- Les gels non 
dénaturant dans ce travail de thèse sont tous à 5% final d’acrylamide et contiennent 20 % de 
glycérol, sans SDS, pour le reste, ils suivent la recette du catalogue Hoeffer Scientific soit 
pour le gel de concentration 1,2 ml acrylamide 30%, 2ml tampon de conc. Laemmeli, 4,8 ml 
H2O, 1,2 ml glycérol, 40 µl ammonium persulfate d'ammonium 10%, 7 µl ΤΕΜΕD, et pour le 
gel de séparation 2 ml acrylamide 40%, 4 ml tampon de séparation Laemmeli, 8 ml H2O, 2 ml 
glycérol, 120 µl ammonium persulfate, 12 µl TEMED. Ces gels sont coulés dans le 
minisystème de Biorad. Les gels SDS-PAGE ont été réalisés selon la méthode Laemmeli dans 
des systèmes Biorad (mini ou maxi gels). Les gels en deux dimensions ont nécessité une mise 
au point: soit 1ère dimension (IEF). Mélanger 1,44g urée, 0,575 ml Acrylamide-PDA 20% 
(biorad), 0,6 ml de Triton 10%, 0,98 ml H2O, 2,5 µl TEMED (Biorad). Prendre 750 µl de ce 
mélange et ajouter 30 µl de biolytes 3-10, 15 µl de biolytes 5-8, 10 µl de biolytes 9-11, et 1,35 
µl de persulfate d’ammonium 10%. Mélanger et couler dans des tubes fournis par le système 
de Biorad minisystem IEF gels tubes de 1 mm de diam. et 10 cm de long. Laisser polymériser 
1h. Préparer le tampon d’échantillon comme suit: 1,0 g urée, 800 µl de glycérol, 400 µl de 
Triton X-100, 40 µl mercaptoéthanol, 40 µl de bleu de bromophénol 0,2 %, 600 µl H2O. On 
ajoute ensuite 3% de biolytes 3-10, 2% de biolytes 5-8 et 1% de biolytes 9-11. Mélanger. A 
20 µl de protéasome pur (5 µg), on ajoute une volume égal de tampon d’échantillon. Le 
mélange est déposé sur la surface du gel d’un tube préalablement coulé. Les tubes sont 
montés dans le système de migration avec comme tampon cathode 20mM NaOH, et anode 40 
mM H3PO4. Le système est mis sous une tension de 500 V durant 10 min., puis à 750 V 
durant 3h. à température ambiante. Le gel est ensuite extrait, puis équilibré 15 min. à 
température ambiante dans le tampon d’équilibration (0,5 ml SDS 10%, 0,625 ml 
"Stackingbuffer Laemmeli ", 0,25 ml mercaptoéthanol, 0,15 ml Bleu de bromophénol 0,2 %, 
3,5 ml H2O. Il est ensuite déposé pour la deuxième dimension à la surface d’un gel SDS-
PAGE, scellé avec de l’agarose 0,8% (100 V constant). Une fois séparé, le gel est incubé pour 
fixation dans 10 % d’acide trichloracétique (TCA), rapidement rincé à l’eau et plongé dans la 
solution de coloration (0,25% bleu de Coomassie R250, 8% acide acétique, 45% éthanol).  
 
Microscopie électronique- voir article:Adrian et al., Micron 24: 65-67 (1998). 
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Gradient de glycérol- Le gradient est effectué sur une ultracentrifugeuse "Kontron" possédant 
des tubes de 22 ml. La centrifugation est effectuée à 24’000 rpm soit 100’000 x g sur cet 
appareillage à 4 °C durant 22h. Un gradient de glycérol de 20 % à 40 % est préparé au moyen 
d’un gradient former de Pharmacia, puis coulé dans les tubes à centrifuger. Un extrait brut de 
mousse (7ml) est déposé sur le gradient. Le gradient et l’extrait brut traité à l’ATP contient: 
2mM ATP, 5 mM MgCl2, 10 mM créatine phosphate et 10 µg créatine kinase. Après 
centrifugation, le gradient est récolté (en perçant le fond) par fraction de 1 ml. L’activité de 
dégradation de la caséine des fractions est mesurée sur 50 µl au moyen du kit de Boehringer-
Mannheim Universal Protease Substrate qui contient de la caséine marquée à la résorufine. 
La mesure se fait spectrophotométriquement. 
 
Expérience de dissociation- 50 µl tampon de dissociation (282 mg d’urée, 300 µl de 100 mM 
Tris.HCl pH: 7.5, 100 µl 1M Tris.HCl pH:7.5) est mélangé à 50 µl de protéasome (0.5mg/ml), 
puis incubé 2h à temp. ambiante et injecté sur une colonne HPLC TSK 4000 équilibrée dans 
le tampon TEU (4M urée, 100mM Tris.HCl pH: 7,5 filtré sur 0.2µ). Débit: 0.8 ml/min. Les 
fractions ont été collectées chaque minute et concentrées sur Centricon C-10 (Amicon) et 
analysées par gel 2-D. 
 
Immunologie- Les analyses western blots comporte trois étapes: a) gel dénaturant, non 
dénaturant ou 2D b) Transfert des protéines du gel sur membrane PVDF ou nitrocellulose  
c) révélation des protéines spécifiques à l’aide d’anticorps. 
 
Le transfert des gels sur membrane PVDF s’est fait en millieu liquide dans le système Biorad 
Trans blot cell. Le gel est déposé sur une membrane PVDF (Millipore). Le tout est pris en 
sandwich dans quelques feuilles de papiers buvard et inséré dans la cassette de transfert 
plongée dans la cuve contenant le tampon de transfert (25 mM Tris, 190 mM glycine, 20% 
Méthanol). La tension est de 100 mA, constante durant 12h. à 4 °C. Après le transfert, les 
membranes ont été bloquées dans un tamponTBST (1xTBS, 20 mMTris pH:7.5, 500 mM 
NaCl, 0,1%Tween 20) durant 30 min. Incubées dans une solution HST (1xTBS, 0,5 mM 
NaCl, 0,5% Tween20) contenant les anticorps primaires antiprotéasome (dilué 1:4’000) 
durant 1 h. Suivent successivement les lavages suivants: 2 lav. TBST 5 min.. 1 lav. HST 
5min., 2 lav. TBST 5min.. La membrane a été incubée dans une solution HST, contenant les 
anticorps secondaires antilapin marqués à la phosphatase dilué 1:10’000, durant 1 h à 
température ambiante. Les anticorps peuvent être révélés après une série de lavages identiques 
à ceux effectués précédemment. 
Les méthodes d’étalement de la banque d’expression λgt11, la marche à suivre du criblage au 
moyen d’anticorps antiprotéasomes afin d’isoler des clones codant pour ses sous-unités ainsi 
que les essais de désensibilisation des membranes ont été suivis tels qu'ils sont  décrits par 
Sambrook et al. (1989). Tous les séquençages se sont effectués à l’aide du kit sequenase 
version 2.0 de USB. Les séquences finales ont été confirmées par la maison Microsynth. 
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7.2 CHAPITRE 3: LE PROTEASOME ET LES CHAINES D'UBIQUITINE 
 

 

Synthèse des chaînes d'ubiquitine- La synthèse de ces chaînes s'est basée sur les publications 
van Nocker et al. (1996) dont nous avons amélioré le rendement en changeant les proportions 
et en rajoutant à intervalles réguliers certains constituants. Le tableau suivant résume notre 
expérience de synthèse de chaînes de polyubiquitine. 
 
Temps (h) 0 20 29 43.5 47.5 52.5 68 77.5 92 99 114 126 

       
UBQ 25 mg       
H2O 1,6 ml       
1M Tris.HCl  25o           
Emix 20x (µl )  125 62.5 62.5 62.5  62.5 62.5 60 60 60 60 60 
PCK (1u/µl)  25 12.5 12.5  10  5  5 5 
UBA1 (1µg/µl) 3 1.5 3 1.5 1.5 3 3 3 3 3 3 3 
UBC7 
(5µg /µl)  

5 2.5 5 2.5 2.5 5 5 7 5 7 7 7 

PMSF  2 1    2  2 2 
 
 
Les quantités, si elles ne sont pas spécifiées, sont en microlitres (µl) UBQ: ubiquitine. PCK: 
phosphocréatine kinase. PMSF: stock à 500mM dans EtOH. L'energy mix (Emix 20x) est 
composé de: 200mM phosphocréatine, 40 mM MgCl2, 20 mM ATP, 40 mM DTT. 
 
Les chaînes de polyubiquitine sont purifiées sur une colonne échangeuse d’anions de type 
MonoQ HR5/5 dans du tampon pipérazine pH:10, débit: 0,8 ml/min., gradient de NaCl de 0 à 
500 mM (dans du tampon pipérazine) sur 50 min. (10 mM NaCl/ min.). Chaque pic est récolté 
dans un eppendorf, puis analysé (5 µl + 15 µl tampon d'échantillon) sur gel SDS-PAGE 14% 
coloré au bleu de Coomassie. 
Une fois analysées, les fractions contenant encore des "contaminants" de longueurs de chaînes 
supérieures ou inférieures à la longueur purifiée, sont à nouveau séparées sur  MonoQ et ce 
jusqu'à obtention d'une longueur de chaînes de multi-ubiquitine donnée. Le nombre de cycles 
ou de passages sur la même colonne augmente avec la longueur des chaînes. Cela dépend du 
pouvoir de résolution de la colonne. Les espèces de plus de huit molécules d'ubiquitine sont 
très difficiles à séparer. Plus les molécules sont longues, plus elles sont basiques et plus les 
charges nettes entre chaînes sont proches. 

 
 
Dégradation des chaînes de polyubiquitine  par le protéasome- Le mélange réactionnel (62 
µl) contient: 0,25 µg de protéasome, 1,0 µg de chaînes de polyubiquitine, 50 mM HEPES pH: 
8.0, 10 % glycérol. La réaction est effectuée à 37 °C. Des aliquots du mélange (10 µl) sont 
prélevés aux intervalles désirés. La réaction est stoppée en ajoutant (15 µl)  de tampon 
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d'échantillon et analysée sur gel SDS-PAGE 14 %. Celui-ci est tranféré sur membrane PVDF 
et révélé aux anticorps antiubiquitine. 
 
Evaluation de l'affinité  du protéasome en fonction de la longueur des chaînes- Les 
immunoblots sont analysés et quantifiés par analyse densitométrique des signaux à l’aide du 
programme Imagemaster 2D elite software (Pharmacia). Seules les cinétiques de disparition 
(diminution de l’intensité ) des signaux correspondant à la chaîne de départ sont analysées au 
cours du temps. 
 
Fonctionnalité des molécules d'ubiquitine relâchées par l'action du protéasome- 10 µg de 
chaînes composées de six molécules d'ubiquitine (UBQ6) sont dégradées par 5 µg de 
protéasome selon les conditions de réaction décrites plus haut et jusqu'à complétion (24H). Le 
mélange réactionnel est ensuite filtré sur filtre centricon C-10 (Amicon). Ce type de cartouche 
permet de laisser passer les molécules inférieures à 10 kDa, les molécules comme le 
protéasome et les chaînes égales ou supérieures à deux molécules d'ubiquitine qui n'auraient 
pas été hydrolysées par l'isopeptidase ainsi que le protéasome sont retenues sur le filtre. Le 
filtrat est ensuite lyophilisé, puis utilisé pour resynthèse aux conditions identiques à la 
synthèse à partir d'ubiquitine pure. Le mélange réactionnel est analysé après 48 h. 
 
 
Isolation de l'activité isopeptidasique liée au protéasome- L'activité isopeptidasique des 
fractions du tamis moléculaire et de l'échangeuse d'anions est mesurée en prélevant 10 µl de 
chacune des fractions collectées auxquelles on ajoute 0,5 µg de chaînes de polyubiquitine 
(UBQ3), dans 50 mM tampon HEPES pH: 8.0, 10 % glycérol. Volume final 20 µl. 
Température de réaction 37 °C. Les échantillons sont analysés après 4h, sur gel SDS-PAGE 
16 %, que l'on a transféré sur membrane PVDF et révélé aux anticorps antiubiquitine. 
 
 
Essai de compétition chaînes d'ubiquitine (UBQ5)-protéasome- Une quantité constante de 
protéasome de mousse est ajoutée a une dilution sérielle de chaînes d'ubiquitine (UBQ5) dans 
un rapport moléculaire UBQ5/protéasome de 1:10, 5:10, 25:10, 125:10. En tenant compte que 
la masse moléculaire d'UBQ5 est de 56 kDa et 700 kDa pour le protéasome. Le mélange (vol. 
final 10 µl) est incubé 30 min à 37 °C, puis ajouté à 100 µl de peptides fluorogéniques à 
0,1mM. Les activités spécifiques relatives sont mesurées sur 100 min. 
 
 
"Crosslinking " protéasome-UBQ5- 20 µl de protéasome (1 µg/ µl) dans 10mM de NaPO4 
pH:8.0, 10 % glycérol) et 20 µl de chaîne d’ubiquitine (0,05 µg  / µl H2O) sont mélangés, puis 
incubés durant 1h30.  
On ajoute ensuite 40 µl de glutaraldéhyde (0.1% dans 50 mM de NaPO4, pH:8.0). Incuber 
1h30.On ajoute pour le blocage 40 µl de NH4Cl 2M. Incuber 3h. Au volume total de 120 µl, 
on ajoute 380 µl d’eau. Appliquer le mélange sur filtre Microcon C-100 (Amicon) (cut-off de 
100 kDa). Centrifuger 15 min. à 5’000 rpm dans un tube microfuge. Ajouter 500 µl, agiter 
brièvement (dil. de 500x). Centrifuger à 5’000 rpm pour 15 min. dans un microfuge. Ajouter 
10 µl sur le filtre, agiter brièvement. Récupérer le liquide en inversant le filtre dans un 
eppendorf. Centrifuger à 500 rpm pendant 2 min. Le volume généralement récupéré est de 
l’ordre de 12 µl. Le mélange cross-linké est analysé sur gel non dénaturant et en microscopie 
électronique. En parallèle, et comme contrôle, on analyse des chaînes d’ubiquitine et du 
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protéasome traités de la même manière. Le gel ND est transféré sur membrane PVDF et 
révélé aux anticorps antiubiquitine selon méthode décrite au chapitre 2 
 
 
Mise en évidence de l’interaction chaînes d’ubiquitine avec une sous-unité du protéasome 
de mousse- 10 µg de protéasome sont séparés sur gel en deux dimensions selon la méthode du 
chapitre 2. Le gel est ensuite transféré sur une membrane nitrocellulose (Schleicher et 
Schuell) dans système de transfert Biorad totalement immergé dans un tampon de transfert 
(Laemmeli dilué 2x, sans SDS!, 10% méthanol ). Le potentiomètre est réglé sur 250mA (env. 
65V). Le transfert est opéré sur 10h à 4 °C. 
 
Après le transfert, le filtre est bloqué dans une solution de 3% de BSA (Sigma,fraction V) 
durant 2h. Il faut éviter l’utilisation de poudre de lait qui peut réagir avec les anticorps anti-
ubiquitine. Le filtre est rincé 2x avec du tampon PBS, inséré dans un sachet plastifié que l’on 
remplit d’une solution de 20 ml de tampon NaPO4 50mM pH:8,0 contenant 100 µg d’un 
mélange de chaînes d’ubiquitine (de deux à 8 molécules). Laisser incuber 3h à température 
ambiante sous très faible agitation orbitale. Eliminer la solution contenant les chaînes et sans 
rincer! Ajouter 20 ml de tampon NaPO4 50mM pH:8.0 contenant 50 µl de glutaraldéhyde 
24% pour 30 min. à température ambiante. Eliminer le cross-linker et effectuer le blocage en 
incubant le filtre dans 1M Tris pH 7.6. Le western blot est révélé aux anticorps antiubiquitine 
selon procédé décrit au chapitre 2. 
  
 
 
 
7.3 CHAPITRE 4: ISOLATION ET EXPRESSION DU CLONE cDNA CODANT 
POUR LA SOUS-UNITE ZETA DE LA MOUSSE 
 
Isolation de la sous-unité zéta du protéasome de la mousse- 150 µg de protéasome de 
mousse ont été dénaturés avec de l’urée (8M final) dans 100 µl vol. final. Nous avons ensuite 
ajouté: 2 µl de Nonidet NP-40, 3 µl de bêta-mercaptoéthanol, 2 µl de biolytes 3-10, 4 µl de 
biolytes 5-8, 5 µl de glycérol 87 %. Mélanger et laisser à tempérarure ambiante durant 30 
min. Le gel I.E.F composé de 1,65g urée, 0,98 ml H2O, 0,6 ml Nonidet NP-40 10 %, 0,575 ml 
acrylamide-PDA 20 % (Biorad). Dissoudre à température ambiante. Pour 500 µl de mélange 
du mélange précédent, ajouter: 10 µl de biolytes 3-10, 20 µl de biolytes 5-8, 2 µl de biolytes 
9-11 (Biorad). et 1,5 µl de persulfate d’ammonium 10%. Les tubes IEF de 1 mm de diamètre 
et de 15 cm de long sont remplis jusqu’à une hauteur de 13 cm. Laisser polymériser 1h30. 
Une fois les tubes installés dans le support (système Biorad), rincer le sommet du gel avec de 
l’eau et charger l’échantillon de protéasome dans le tube. Le tampon cathode est composé de 
2,8 g de NaOH dans 700 ml H2O, d’anode de 3,1 ml H3PO4 dans 4,5 l H2O. Les conditions de 
séparation sont les suivantes: 15 min. à 200 V, 25 min. à 300 V, 1h à 400 V, 20 h à 500 V, 1h 
à 800 V, 1h à 1000 V. Le gel IEF est extrait du tube, puis équilibré 15 min. à température 
ambiante dans le tampon d’équilibration (3,5 ml glycérol 85%, 4 ml tampon de concentration 
Laemmeli, 3 ml SDS 4%, le tout est complété à 15 ml avec de l’eau) et ensuite déposé sur un 
gel SDS-PAGE 16% (100 V constant). Après séparation en deuxième dimension, le gel est 
rincé à l’eau déionisée, puis développé dans une solution de 0,3 M de CuCl2 jusqu’à 
l’apparition des spots correspondant aux sous-unités du protéasome. Découper ceux-ci à 
l’aide d’un scalpel, les plonger dans du tampon Laemmeli, et introduire le tout dans un sac à 
dyalise avec un cut-off de 8000 kDa. On électroélue les sous-unités des pastilles dans une 
solution Laemmeli ne contenant que 0,1 % de SDS à 30 mA durant 8h. Le tampon du sac de 
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dialyse est concentré sur filtre centricon C-10 (Amicon). 10% de l’échantillon sont analysés 
sur gel SDS-PAGE 14 % et colorés au bleu de Coomassie.  
 
La digestion à l’endolysine-C, la séparation des peptides générés, et leur séquençage ont été 
effectués par le Dr Christoph Eckerskorn du Max Plank Institut., Martinsried. 
 
Southern blot du DNA de P. patens et A. thaliana- Nous avons pu obtenir l’EST de 
l’Arabidopsis Biological Resource Center, DNA Stock Center, l’OHIO State University, 
Colombus, OH 43210-1002, clone 153C19T7, numéro d’accession: AC: R90613. Trois 
amorces ont été synthétisées atz1:5’atgtttctcactaggactgagtatga3'  
atz2:5’tttggtgaaggagaggaagagtcaa3’ atz3:5’acattgactcttcctctccttcaccaa3’. Le couple atz1-Sp6 
permet d’amplifier la séquence codante totale de l’ATG au promoteur Sp6 sur le vecteur de 
type λZiplox. Les amorces atz1, atz2, atz3 et Sp6 ont servi au séquençage du cDNA codant 
pour la sous-unité PAE1 d’A. thaliana avec le kit Sequenase version 2.0 de USB. Cette 
séquence a été confirmée par la suite par la maison Mycrosynth, Balgach CH. Les conditions 
de PCR pour l’amplification de la sonde atz1-sp6 sont: 5’ à 95 °C, 40 cycles de: 30’’ à 94 °C, 
30’’ à 52 °C, 30’’ à 72 °C, puis une élongation de 3’ à 68 °C. Nous avons utilisé de la taq pol 
de Promega et 1,5 mM MgCl2. 
Une fois amplifiée, la sonde est précipitée à l’éthanol ajouté dans le tube. La sonde atz1-Sp6 
est digérée avec BamH1 (Biolabs) pour éliminer le site de multiclonage existant du 3’ de la 
séquence codante au promoteur Sp6. 
60 ηg de la sonde sont marqués par la méthode random priming au moyen du kit Pharmacia et 
marquée au 32P-dCTP. Après purification, on récupère la sonde dans 100 µl de tampon 0,2x 
SSPE. L’activité spécifique est de 1,5.106 cps/ µl. 
 
Les DNA de P. patens et d’A. thaliana (feuilles) sont isolés à partir de matériel frais par la 
méthode au CTAB développée par Rogers and Bendich, 1988. Le rendement de cette 
méthode se situe aux environs de 1à 3 µg DNA/g de poids frais. Ces DNA ne présentent 
aucune difficulté à être digérés par les enzymes de restriction. Une fois digéré, le DNA est 
séparé sur gel d’agarose 0,8% (P/V), dénaturé, et transféré par capillarité sur membrane zêta 
probe (Biorad) selon la procédure de Sambrook, et al. (1989). 
 
La membrane est incubée dans le tampon de préhybridation (8xSCC, 5x denhardt’s, 0,5% 
SDS, 5 mg de tRNA) durant 3h à 50 °C, puis dans le tampon d’hybridation (identique au 
tampon de préhybridation) contenant la sonde marquée (activité finale env. 1.106 cps/ml) 
durant 12h. Les conditions d’hybridation sur le DNA de mousse avec la sonde hétérologue 
sont les suivantes: Incubation à 45 °C et 6xSSC, puis 2 lavages successifs à 6xSSC 50 °C, et 
enfin 2 lavages à 3xSSC 50 °C. A plus forte stringence la sonde se décroche. Concernant 
l’hybridation avec la sonde homologue Ppzeta, la membrane est incubée à 45 °C 6x SSC, puis 
lavée à 50 °C avec 3x SSC, puis 0,2xSSC 60 °C et enfin 0,1xSSC 65 °C. 
 
Isolation du clone cDNA codant pour la sous-unité Zêta- Une banque de cDNA de mousse 
clonée dans le vecteur λgt11 est étalée à 30’000 pfu/plaque de 150mm de diam. pour le 
premier screening. Le second criblage est effectué à raison de 500 pfu par boîte de 90 mm de 
diam. et finalement un troisième criblage à env.10 phage par boîte de 90 mm de diam. Les 
méthodes utilisées sont décrites par Sambrook et al., (1989). Le transfert du DNA des plaques 
de lyse sur les membranes (Hybond, Amersham) humidifiées dure 1 min.. La membrane est 
déposée sur la surface du liquide du tampon de dénaturation (0,1 N NaOH) 5 à 7 min., puis 
neutralisée 2x3 min. dans 100 mM Tris pH 7,5, et enfin lavée 1h dans 2xSSC. Les filtres sont 
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ensuite séchés 2h à 80 °C. Les plaques de lyse positives sont prélevées et incubées dans du 
tampon SM. 
 
Les clones révélés positifs par hybridation (10 µl du clone isolé dans le tampon SM) sont 
analysés par PCR avec les amorces λgt11R et λgt11F (Promega) qui permettent d’amplifier 
les inserts clonés dans le site de restriction NotI. Les conditions de réaction sont les suivantes: 
1,5 mM MgCl2, Taq polymérase de Promega 0,5u, 2 µM d'amorces, 0,2 mM de dNTPs, 5 µl 
tampon PCR dans un volume final de 50 µl. Programme: 5 min. à 95 °C, 40 cycles de 30’’ à 
94 °C, 30’’ à 58 °C, 1’30’’ à 72 °C, élongation 3’ à 68 °C. Pour que la réaction PCR 
fonctionne les phages doivent avoir moins de 1 jour! 
  
Le DNA phagique des clones positifs est obtenu par la méthode décrite par Sambrook et al. 
(1989) (culture des phages sur boîtes), puis par purification du DNA au moyen du Qiagen 
DNA Phage Isolation Kit. Le DNA est ensuite digéré par Not1 et séparé sur gel d’agarose 1%. 
L’insert est récupéré et du gel au moyen de papier DEAE placé dans le gel devant le 
fragment. L’insert purifié est cloné dans pBluescript dans le site Not1. Le mélange de ligation 
contenait 50 ηg de pBluescript, 20 ηg de fragment ZETA 1 µl de T4 ligase (NEB) volume 
total de réaction 20 µl. Les bactéries E. coli BL 21 compétentes sont transformées en ajoutant 
2 µl de mélange de ligation. Mélanger et laisser incuber 15 min. sur la glace. Procéder au heat 
shock 2 min. à 42 °C. Remettre sur la glace le tube 2 min. et ajouter 1 ml de milieu LB agiter 
30 min. à 37 °C et étaler sur boîte LB-ampicillin. Incuber la boîte O/N. Les colonies 
résistantes sont analysées par PCR, avec les amorces des promoteurs T3 et T7, en les piquant 
avec une pointe de pipetman que l’on plonge dans 20 µl H2O. Chauffer à ébullition et prélever 
5 µl pour la PCR aux conditions décrites plus haut pour les phages. Le séquençage des clones 
positifs est effectué au moyen du Kit sequenase version 2.0, puis confirmé par la maison 
Microsynth, Balgach Suisse. 
 
Clonage dans Pet5a et expression de Ppzeta- Le vecteur d’expression Pet5a (Promega) a été 
digéré par les enzymes de restrictions BamhI et Nde1 et traité à la SAP durant 1h. Cette 
digestion permet de sous-cloner le cDNA Ppzeta dans la bonne orientation. Par PCR sur le 
clone pBluescriptPpzeta, nous avons ajouté aux extrêmités 5’ et 3’ du cDNA Ppzeta 
respectivement les sites de restrictions Nde1 et BamH1 à l’aide des amorces 
ppz3nde1:5’gggAATTCCATATgTTCCTCACCAggAgTgAgTATg3 et 
ppz4bamh1:5’CgCggATCCTTACAATCgTTgTATAACAACCTC3’. Les conditions de 
réaction sont les suivantes: 1,5 mM MgCl2, Expand High Fidelity Taq polymerase 
(Boehringer Mannheim) 1 unité, 2 µM d'amorces, 0,2 mM de dNTPs., 10 µl tampon PCR 
dans un volume final de 100 µl. Programme: 5 min. à 95 °C, 40 cycles de 30’’ à 94 °C, 30’’ à 
55 °C, 1’30’’ à 72 °C, élongation 3’ à 68 °C. Le produit PCR a été purifié à l’aide du Qiagen 
PCR Purification kit, puis digéré avec les enzymes de restriction BamH1 et Nde1. Le mélange 
de ligation contenait 300η g dans le vecteur Pet5a, 100 ηg de fragment PPZETA 1 µl de T4 
ligase (NEB) volume total de réaction 20 µl. Une fois transformées, les bactéries 
BL21(DE3)pLysS sont étalées sur milieu LB-Ampicillin.  
Les colonies résistantes sont analysées par PCR. On utilise une pointe de pipetman avec 
laquelle on pique une colonie et que l’on plonge dans 20 µl H2O. Chauffer à ébullition, 
prélever 5 µl et effectuer la PCR avec les amorces ppz3nde1 et ppz4bamh1 aux conditions 
décrites plus haut. 
 
Les colonies contenant l’insert sont cultivées durant la nuit (phase stationnaire) dans un 
milieu LB+ampicillin (100 µg/ml). 100 µl sont prélevés, puis ajoutés dans 3 ml de milieu 
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LB+ ampicillin. Mettre sous agitation à 37 °C. Dès que l’OD600.=0,65, 30 µl d’IPTG 100mM 
sont ajoutés pour l’induction. Centrifuger les cultures après 3h. Prélever un aliquot des 
surnageants et analyser par SDS-PAGE, puis par western blot (révélation aux anticorps 
antiprotéasome). 
Pour l’obtention de plus grande quantité de Ppzeta recombinant à partir des culots (contenant 
les inclusions bodies), nous avons effectué des cultures de 1l et ajouté lorsque l’OD était 
atteinte, 238 mg d’IPTG pour l’induction. Après centrifugation, le culot a été resuspendu dans 
50 ml de tampon de lyse (50 mMTris pH:8,0, 1mM EDTA, 100 mM NaCl, 100 µl PMSF 
(100mM), 1ml de lysozyme (10mg/ml)). Incuber 1h à 37 C. Ajouter de la guanidine (4M 
final) de façon à solubiliser le culot. Centrifuger à 10’000g. Eliminer le culot. Dyaliser le 
surnageant progressivement contre des solutions contenant des concentrations de guanidine 
(tamponnées au Tris pH:7.5) de plus en plus faible (4.5M, 4M, 3M, 2M, 1M) et terminer 
contre une solution de NaCl 1M. Centrifuger le précipitat et charger le surnageant sur une 
colonne hydroxyapatite (Biorad). Les protéines sont éluées par application d’un gradient de 
60 ml de 0 à 700 mM de NaPO4 pH:7,8. Des fractions de 2 ml sont collectées, puis analysées 
sur gel SDS-PAGE. Les conditions de travail pour l’échangeuse MonoQ sont: gradient de 30 
ml de 0 à 700 mM de NaCl Tris.HCl pH: 7;5, débit: 0,8ml/min., fractions collectées: 1 ml et 
pour le tamis moléculaire (TDSK 4000): tampon: 50 mM Tris.HCl pH:7,5 + 150 mM NaCl, 
débit: 0,8ml, temps: 25min. 
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