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Liste des abréviations

min : Minute(s)

KL : Microlitre(s)

mL : Millilitre(s)

L : Litre(s)

Kg : Microgramme(s)

mg : Milligramme(s)

g : Gramme(s)

bp : Paire de bases

kb : Kilobases

rpm : rotations par minute

X-gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyp-D-galactoside

B-gal : B-galactosidase

Leu : Leucine

Trp : Tryptophane

MAPK : Mitogen-activated protein kinase
MAPKK=MKK : Mitogen-activated protein kinase kinase
MAPKKK =MKKK : Mitogen-activated protein kinase kitse kinase
PCR : Polymérisation Chain Réaction

Tm : Melting Temperature (température de fusion)
ADN : Acide DésoxyriboNucléique

RNase : Ribonucléase

ARNmM : Acide ribonucléique messager

ssDNA : Acide désoxyribonucléique de sperme de saum
BET : Bromure d’Ethidium

dNTP : DésoxyriboNucléotide-TriPhosphate
Milieu LB : Milieu Luria-Bertani

UV : Ultra-violets

Amp : Ampicilline

BD : Binding Domain

AD : Activation Domain

ONPG : O-nitrophenyl galactose

ONP : O-nitrophenyl
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I. Introduction

Ce stage réalisé dans le laboratoire de rechercha®gie moléculaire de I'Université Heriot-Watt
Edinburgh, m’a permis de mettre en pratique mesagsances acquises lors de mes deux années
d’études en IUT, de m'apporter de nouvelles teasgcomme le Yeast Two-Hybrid et de découvrir
le milieu de la recherche.

Depuis quelgues années la protéomie fonctionnstl€un des domaines les plus traités en recherche.
Ce secteur a de nhombreuses perspectives depui®nue observé qu'une cellule humaine possede
30 000 génes codant pour un million de protéinésegg I'épissage alternatif. Ce qui laisse autant d
possibilités de découvertes. Ce secteur de la groges’intéresse a la relation entre structure et
fonction de la protéine, a I'identification de gesrtenaires au sein de la cellule et aux interastio
entre protéines. De nombreuses techniques sotgéesl pour étudier les interactions protéine-
protéine. Les puces a protéines, la chromatogradtaéinité sont des techniques couramment
utilisées, mais la plus privilégiée reste le sygt&touble hybride dans la levure : Yeast two-Hybrid.
Cette technique a été inventée par les cherchdeldsFet Song en 1989, ce qui a permis de
révolutionner la connaissance des interactionsadetiulaires entre protéines. Depuis des cartes
d’interactions protéine-protéine ce sont crééesz cde nombreux organismes. LBArosophila
melanogaster organisme modéle étudié en génétique et en hélagpléculaire, ou encore la
Arabidopsis thalianaun des systemes les plus utilisés chez les plantdsologie en font partidde
nombreuses études sur les interactions protéirtéipeosont en cours sur cette plante, dont cegaine
sont portées sur les cascades de kinases. L'éréderpée ici porte sur l'interaction entre la kenas
CTR1 (MAPKKK) et les dix kinases MAPKK de la planfgrabidopsis thalianaen utilisant la
technique Yeast Two-Hybride.

Le but de I'expérience et le principe du Yeast Tiydarid seront présentés dans une premiére partie.

Le matériel et le protocole de I'étude seront igatans une seconde. Une troisieme portera sur les
résultats et interprétations. Pour finir une cosido en résumera la synthése et présentera quelques
perspectives.



II.Présentation de I'’entreprise

A. L’'Université Heriot-Watt:

L'université Heriot-Watt se situe & Edinburgh. Edigt la 8™ plus ancienne université de la Grande-
Bretagne. Son nom Heriot-Watt commémore 2 pers@magportants qui sont: Georges Heriot
financier du roi James au “I8siécle, et James Watt qui est le célébre invergeimgénieur du 18°
siécle qui travailla notamment sur les machineggeur (il donna son nom a l'unité de mesure de la
puissance : le watt). L’université possede quatmpus : le campus d’Edinburgh, le campus de
Galashiels (qui se trouve au plein cceur de la ré§icottish Borders), le campus de Dubai (le plus
récent : 2006) et le campus d’Orkney (ile se tratrea Nord de 'Ecosse).

Le campus d’Edinburgh est situé dans un cadreiggylau milieu de la nature. Possédant des parcs,
des espaces boisés et un lac, ou I'on peut voicytpseaux et des lapins. L'université est tresriéar
vers l'international, sur les 7000 étudiants g@'eltcueille, un tiers ne vient pas du Royaume-Li.
campus est organisé comme une mini ville. En affiet posséde 1600 chambres étudiantes, des
cafétérias, des snacks, un restaurant, mais angsétit supermarché, un coiffeur, une banque, une
librairie, des bars et des édifices religieux. Lempus d’Edinburgh comporte environ huit
départements dont le School of Life Science.

B. School of Life Sciences:

Cinquante personnes travaillent en permanence aaagpartement. Il y a environ 80 étudiants qui
effectuent un postgraduate et a peu pres 500 é@tsdiai sont en undergraduate.

Dans ce département, on peut étudier de nombreuraides comme la biologie marine,
'environnement, le brassage et la distillationlaéiére et du whisky, la nutrition, la sécuritélat
santé, la psychologie appliquée, microbiologiechimie, la science du sport et la biologie.

La School of Life Science comporte un importantesecde recherche.

Ce département s'intéresse a six domaines princigau lesquels travaillent des équipes de reckerch
et qui font I'objet des études des étudiants en Ridatorat) dont la plupart viennent de I'étranger.
Ces domaines sont : biologie (microbiologie, biatki biologie moléculaire...), biologie marine et
environnement, distillation et brassage, nutrifisécurité et santé), psychologie appliquée, scidace
sport

C. Le laboratoire de recherche en biologie moléculaire:

Ce laboratoire se trouve au troisiéme étage dumeati School of Life Science, il est dirigé par le D
Peter C Morris, chercheur et professeur a l'unit@rbleriot-Watt. Les différentes études se font
essentiellement sur I'orge et de I'’Arabidopsis. dé&rents types d’études portent sur I'enzymaogi
de la biosynthése et de la dégradation d'amiddiodg, sur la protéomie, ainsi que sur les signaeix
transductions. Peter Morris a une équipe actuelld BhDs, qui sont tous en premiéere année. Elle est
composée de Wan Bayani Wan Omar, qui travaille 'snteraction entre protéines de la plante
Arabidopsis, en utilisant la technique Yeast twbsy, de Mohammed H.Abass et Salem M.Rajab
qui produisent de I'orge transgénique afin qu’ellésse lutter contre les bactéries et les charopigin
L'année prochaine le laboratoire accueillera téotgng nouveaux membres.



III. But et Principe de I'expérience

A. Le but de I'étude:

L’objectif est d’étudier la voie des Map Kinase ldeplanteArabidopsis thalianajui fait partie de la
famille desBrassicaceaePlus précisément, c’est l'interaction entre CT&1les différentes MAP
Kinase Kinase (=MKK =MAPKK) que I'on analyse. Lauplart des études en génétique et en biologie
moléculaire se font sur la plameabidopsis thalianapour plusieurs raisons : on connait parfaitement
son génome (il a été séquencé), elle est de patite donc facile a cultiver en laboratoire, son
développement s’effectue rapidement (environ 6 sesget les mutations sont faciles a induire.

MAP KKK (60 génes) =
dont CTR1

¥

MAP KK (10 génes) =
de MKK1 & MKK10

4

MAP K (20 génes)

Figure n°1 : représentation de la cascade
des Kinases chégabidopsis thaliana

Cette cascade de kinase (Figure n°1) est une ré@onse stimulation extracellulaire, ce qui aclase
MAP Kinase Kinase Kinase (MAPKKK) qui vont activess MAP Kinase Kinase (MAPKK) par
phosphorylation. Par le méme moyen MAPKK vont aaties MAP Kinase (MAPK). Cette cascade a
pour but d'activer I'expression des genes codant pgs protéines essentielles répondant au stimulus
externe. Cette réponse ne peut s’effectuer sactivbdion des facteurs de transcription de ceggen
Chez Arabidopsis thalianall y a 60 MAPKKK différentes (dont CTR1), 10 MAPKKifférentes
(MKK 1 a 10) et 20 MAPK différentes.

La protéine CTR1 a un autre r6le bien précis danplante : elle effectue un contréle négatif sur
I’'hormone éthylene. Cette hormone joue un rélelawroissance et le développement de la plante.
Lorsque CTR1 est mutée, elle ne peut plus régadte diormone. L'éthyléne est en grande quantité
dans la plante, ce qui entraine une mauvaise araissLa plante est toute petite et verte fonceée.

B. Moyen utilisé pour cette étude : Le Yeast Two-Hybrid:

La technique Yeast Two-Hybrid permet d’étudieritésractions protéine-protéine. Elle s'effectue par
le biais des levures (eucaryotes).

Le principe est basé sur linteraction de deuxgimes hybrides. Ces protéines ont été hybridées de
telle maniére que leur interaction amene un chaegé de phénotype de la levure par I'activation
d’'un géne cible : ici gene Lac Z, codant poufigalactosidase. Dans cette étude le phénotype de la
levure peut étre dorfgalactosidase + ou -. Ce géne Lac Z est actiwg|lmr la protéine GAL4 se fixe
sur son promoteur qui se nomme UAS upstream activating sequence for yeast Gal Gaafgsde
permettre a 'ARN polymérase de s'y fixer. Cettdyptérase peut ainsi se lier a I'opéron du gene pour
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le transcrire. Le gene Lac Z a été introduit auogém de la levure (ici la levure HF7C) par
lintermédiaire d’'un plasmide. Quant au géne codaour la protéine GAL4 de la levure, il a été
bloqué. Il ne peut plus s’exprimer. Cette protgissede deux domaines : Activation Domain (AD)
qui fixe 'ARN polymérase et le Binding Domain (BIQui se lie au promoteur UASPour le besoin
de I'expérience le gene codant pour GAL4 a étésdien deux. La premiére fraction code pour AD et
la seconde code pour BD. La partie du géne cquaunt AD se retrouve dans le plasmide GAD424
(cf : Annexe 1) et celle codant pour BD est intégré plasmide GBT9 (cf : Annexe 2).
Les genes codant pour les protéines que I'on étlatis cette expérience, CTR1 et MKK 1 a 10, sont
introduits dans ces plasmides GAD424 et GBT9. léggiences nucléiques codant pour les protéines
étudiées s'inserent a la fin de la séquence cquiaunt AD (GAD424) et a la fin du géne codant pour
BD (GBT9), afin d’obtenir une fois le plasmide tsant et traduit dans la levure des protéines
hybrides :

- Gene CTR1linsére dans GAD4Z» protéineitlghrAD+CTR1

- Gene CTR1linséré dans GBEE» protéine hybrle+CTR1

- Géne MKK inséré dans GAD42‘_—/ protéine hgdori AD+MKK

- Géne MKK inséré dans GBT"_—/ protéine hydri@D+MKK
Ces plasmides une fois recombinés sont introduitss da bactérigcscherichia coliafin qu'ils se
multiplient. Apres leurs extractions, on les inpmme dans les levures afin de savoir si les pregin
cibles interagissent.
La protéine rattachée a BD peut-étre appelée baitqui signifie appat en francais. La protéine
rattachée a AD est appelée prey, ce qui signifiepn francais.

Transcription du géne > synthése

=T Do, vy .
i -~ dela B-galactosidase
i e —

[ UAS Reporter gene (Lacz) |

AL Regular trarscnption ot the raportar gezne
- mip Pas transcription du géne > non
! .
i - OO synthése de la B-galactosidase
> cwm Vo ‘
o UAS !'Rﬁb'éﬁé’r_ijiéﬁé_ﬂﬁfﬂ |

B. Cne fusion pretein only [Gald BO + Bait) no transcrickizn

sals % % Pas transcription du géne > non
. o
. — - % I synthése de Ja B-galactosidase
B e
TTUAS TEporter gene [LaeZl |

O One fusion proteis anly (Gal4-A0 + Prey) - o transor ption

Balt
+ +
kg . dela P-galactosidase

' UAS 'REpOTLer gene (LacZ);

[ Twe “usion aroke ns with interacting Eait and Prey

Figure n°2 : représentant la technigue Yeast twarity(1)

Transcription du géne > synthése

Ce schéma explique la technique Yeast
two-hybrid, ainsi que les divers cas qui
peuvent se produire pendant I'expériencs.

Lorsque la protéine GAL4 se fixe sur le promotduASs) du géne Lac Z, il y a expression de ce
dernier et donc synthése deflajalactosidase (cas A de la figure n°2). Lorsquprt#éine hybride
BD+bait se fixe, il n’'y a pas transcription du gemar I'Activation Domain étant absent I'ARN
polymérase ne peut pas s’y fixer. Le gene n'estdms transcrit (cas B de la figure n°2). De méme
lorsqu’AD+prey est la seule présente, 'ARN polyas® ne peut pas s'y fixer (cas C de la figure n°2).
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Il se passe le méme phénomene lorsque BD+baiksestir le promoteur et que la protéine AD+prey
est présente mais que la protéipecy” et“bait” n'interagissent pas. L’ARN polymérase ne paomc

pas se fixer & AD et activer le gene Lac Z. Dangde contraire, quand BD+bait se fixe sur le
promoteur et se lie & AD+prey, il y a transcriptoiungéne, car la polymérase peut se fixer. Les deux
protéines bait et prey ont donc interagi (cas Dadeure n°2).

Pour savoir si I§-galactosidase s’est synthétisée, on met en présiaxlevures du X-gal, substrat de
cette enzyme. X-gal qui est hydrolysé parigalactosidase. Suite a cette réaction on obtient d
galactose et un produit bleu. Si les colonies dagat bleues il y a présence deBigalactosidase.
Dans le cas contraire cela signifie gu’elle estates

Dans notre étude deux orientations sont analysées :
1°" orientation : GAD424 portant le géne CTR1 + GBBetant un géne MKK

2°™ orientation : GAD424 portant un géne MKK + GBTQtamt le géne CTR1

On effectue I'essai dans ces deux orientationsilplesscar il peut avoir des faux négatifs. En effet
dans certains cas le site d’interaction de la pretétudiée peut étre obstrué par le domaine de la
GAL4 suivant si elle est hybridée a I'Activation Dain ou au Binding Domain de cette protéine. De
méme la protéine étudiée peut géner a son toutel@s fixation a 'ADN du domaine BD de GAL4
ou le site de fixation a I’ARN polymérase du doneafD.

IV. Matériels et Méthodes

A. Matériels biologiques

1) Systeme biologique : la levure HF7C

Cette souche HF7C que l'on utilise dans cette éxpée, appartient a I'espec@accharomyces
cerevisiae.La levure s’adapte bien a notre étude, car elleurseucaryote tout comme la plante
Arabidopsis thalianalont on va insérer une petite partie de son gérdane HF7C. L’avantage de ce
micro-organisme contrairement aux bactéries estl gasséde un méme matériel cellulaire trés
semblable aux eucaryotes supérieurs. L'épissagBARNmM peut donc s’effectuer ainsi que les
modifications post traductionnel. Les résultateahs sont donc tres proche de ce qui se déroute che
la planteArabidopsis thalianaDe plus l'insertion de vecteur dans la levure & dussi facilement
que chez la bactérie. L'intérét des levures est lgueemps de génération est court. Elles sont
maintenues a I'état haploide, ce qui permet dditexciinterprétation des résultats.

La souche HF7C a été spécialement modifiée potud&double hybride. On lui a inséré dans son
génome le géne Lac Z codant pouBtgalactosidase. Le gene codant pour la protéine 45alété
blogué. Pour finir la souche a été transformée @iiielle devienne auxotrophique pour la leucink et
tryptophane. Ceci permet de pouvoir sélectionner l&vures transformées par les vecteurs qui
possédent le gene codant pour la leucine ou pawyd®phane.

2) Systeme biologique : Escherichia coli

Dans cette étude on transforme la souche XL1-blidagt partie de I'espécEscherichia colipar les
vecteurs GAD424 ou GBT9, afin d’amplifier les plades pour les introduire dans les levures HF7C.
Cette souche est utilisée car elle comporte de nemmbavantages : elle réplique rapidement les
vecteurs qu'on lui a insérés, elle a une croissaapale dans un milieu peu codteux, elle est non
pathogene, I'extraction de I'ADN est tres facileileteste stable lors de la culture. Cette souche
posséde le caractére tétracycline +. XL1-blue ae¥tdue compétente (cf : Annexe 3) Eacoli n'est

pas naturellement transformable.
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3) Outils biologiques : les plasmides

Pour cette étude deux plasmides différents sofitagi: GAD424 (cf: Annexe 1) et GBT9 (cf:
Annexe 2). lls possédent des caractéres commutffétents de maniére a ce que l'on puisse
différencier les colonies transformées et non franges, ainsi que de savoir par quel plasmides elle
ont été transformées. lls possedent un caracténenoo Amp+, mais aussi des caractéres différents
comme Leu+ et Trp+. Ces plasmides sont un outispehsable pour cette expérience.

B. Protocoles et matériels

1) Conditions générales lors des manipulations :

Dans toutes les manipulations qui vont suivre,de ges gants est obligatoire. On utilise toujailes
tubes Eppendorf autoclavés, de I'eau distillée dat@e, ainsi que des embouts a pipettes autoclavés
On autoclave ce matériel a 121°C pendant 15 minutes

Entre chaque manipulation conserver ’ADN dansld&g ou au congélateur a -21°C.

2) Amplification par Polymerase Chain Reaction du gene CTR1 (PCR)

a. Hot Start PCR avec la Taq polymérase :

Principe :

On réalise d’abord une premiére PCR (cf : Annexav8c la Taq polymérase pour vérifier que nos
primers, nos solutions (dNTP, buffer...), nos diffées températures sont correctes. On utilise
comme enzyme la Taq polymérase, car elle n’estpase, mais n’est pas tres fiable. Elle peut faire
des erreurs en polymérisant.

On qualifie cette PCR comme une Hot Start PCRonajoute un des réactifs ici I'enzyme, non pas a
température ambiante mais & une température élievéd;C. Ceci permet d’augmenter la stringence,
ce qui induit une hybridation plus spécifique.

Préparation de I'échantillon :

On prépare notre échantillon dans un tube Eppesgédial PCR de volume de 20D stérile.

Pour ajouter toutes les solutions nous avons étiless embouts stériles dotés d’'un filtre.

Mélange réactionnel : volume total =50 pL

33 pL de HO, 5 pL de buffer 10X (avec Mgg] 8 pL de solution de dNTP déja mélangés a 1,25
mM, 1 pL de primer FL (up) (cf: Annexe 5), 1 pk drimer RL (down) (cf : Annexe 6), 1 pL de
plasmide possédant le gene CTR1, 1 uL Tag DNA péigse.

On ajoute I'enzyme lorsque notre solution est @adans le thermocycleur et que la température a
atteint 94°C.
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Préalablement on programme le thermocycleur :

1: Pré-dénaturation: 94°C - 5 min

2: Dénaturation: 94°C - 30 sec

3: Annealing (hybridation) :67,5°C - 30 sec

4: Elongation: 72°C — 2 min 30

5: Final extension:72°C - 7 min nombre de cycdgs:
4°C - Hold

Déposer I'échantillon a I'intérieur du thermocyaleat lancer le programme. Ne pas oublier de faire
pause lorsqu'’il atteint les 94°C, afin d’ajouteiTiag polymérase.

Vérifier si la PCR a fonctionné, en identifiant fesgments d’ADN amplifiés grace a I'électrophorese
sur gel d'agarose (cf : Annexe 7).

b. Hot Start PCR avec I'enzyme Pwo :

Principe :

Nous réalisons une seconde PCR (cf : Annexe 4) lmeryme Pwo (provient du fournisseur Roche)

a partir de notre solution de plasmide contenagelee CTR1. Cet enzyme est huit fois plus efficace
que la Tag. L'intérét de Pwo est qu'il réalise nsoiherreurs : en plus de son action polymérase’5'>3

il est exonucléase 3'>5". Ceci permet a la polyreérae corriger les erreurs d’incorporation de
nucléotides. De plus il est plus stable que la Bgges 2h d’incubation a 95°C il est toujours actif

C’est a partir de cette PCR que I'on travaillera.

Comme précédemment, on qualifie cette PCR commdHoh&tart PCR car on ajoute un des réactifs
ici 'enzyme, non pas a température ambiante maiseatempérature élevée (ici 94°C). Ceci permet
d’augmenter la stringence, ce qui induit une hyddiah plus spécifique.

Préparation de I'’échantillon :

On prépare notre mélange dans le méme type de &vee, le méme matériel et dans les mémes
conditions que la PCR précédente.

Mélange réactionnel : volume total 50 pL

31,5 uL d’' HO, 5 pL de buffer, 8 pL de solution de dNTP déjdamgés a 1,25 mM, 2 uL de primer
FL (up) (cf: Annexe 5), 2 uL de primer RL (dowrmf ( Annexe 6), 1 uL de plasmide contenant le
géne CTR1, 0,5 pL de Pwo. On ajoute I'enzyme loeseutre solution est placée dans le
thermocycleur et que la température a atteint 94°C.

Effectuer la programmation du thermocycleur, qui lasméme que la PCR précédente. Déposer
I'échantillon et lancer le programme. Ne pas oubtie faire pause lorsqu'il atteint les 94°C, afin
d’ajouter la Tag.

On effectue ensuite une électrophorése pour vEI#BECR (cf : Annexe 7).

3) Sélection et extraction du gene CTR1, a partir de I’électrophorese sur gel
d’agarose:

Principe :

Lorsque 'on a vérifié que la PCR est correcte Ipdriais d’'une électrophorése, nous faisons migrer
toute notre solution obtenue par la PCR. On exénaduite la bande que I'on souhaite, ici c’est une
bande a 2400 kb environ. Ceci permet de sélectratmeurifier notre séquence d’ADN cible aprés la
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PCR, afin d’éliminer tout composant de notre méangactionnel (primer, dNTP...) que I'on ne
souhaite pas.

Protocole :

Voir le protocole électrophoréese (cf : Annexe 7)ipla préparation du gel.

Mélange réactionnel : volume total = 60 pL

45 uL de la solution obtenue par PCR + 10 pL detisol de charge 6X + 5 uL d’eau distillée.

Vortexer, effectuer un pulse. Déposer dans le memuits 1 pL de marqueur de taille lambda
DNA/Hindlll. Dans les trois suivant déposer 20 peld solution préparée.

Faire migrer a 100 volts pendant 15 min.

Une fois les solutions migrées, déposer le gellswaietecteur a UV. Positionner le bouton sur 70%
d'UV, car les UV dénaturent 'ADN. Tout en laissda couvercle abaissé, découper les bandes de
2400 kb de chaque piste a l'aide d'un scalpel. Béptes morceaux de gel dans des tubes Eppendorf.

4) Purification de I’ADN, par QIAquick PCR purification Kit:

Principe :
Extraire 'ADN cible de notre gel d’agarose.

Protocole :

Peser chaque gel présent dans un tube Eppendtaisant la tare avec un tube vide. Ajouter ensuite
dans chaque tube Eppendorf 3 volumes de Buffer Q p volume de gel (100 mg de gel > 300 pL
de Buffer QG). Incuber dans un bain-marie a 50%gjjta ce que le gel soit dissout (environ 10 min).
Pendant I'incubation, vortexer les tubes toutes2k8smin. Ajouter 1 volume d’isopropanol pour un
volume de gel (100 mg de gel > 100 uL d’isopropandbrtexer.

Dans un QIAquick spin column, ajouter 800 pL deraablution. Centrifuger pendant 1min a 13000
rpm. Jeter le surnageant. Recommencer dans le m@oman, jusqu’a ce qu'il n'y ait plus de solution.
Ajouter 750 pL de solution PE dans le QIAquick spotumn, pour le nettoyer. Centrifuger pendant 1
min, jeter le surnageant. Centrifuger de nouveawdget 1 min & 13000 rpm. Oter le spin column du
collecteur tube. Le déposer dans un tube Eppemidotf,5 mL. Couper le couvercle du tube. Ajouter
50 pL de buffer EB. Attendre 2 min et centrifugengant 2 min & 13000 rpm. Garder le surnageant,
enlever le spin column.

Vérifier notre ADN en effectuant une électrophoréfe Annexe 7)

Roéle des différentes solutions utilisées : cf Arm8x

5) Restriction enzymatique des extrémités 5’ et 3’ du gene CTR1:

Principe :

Effectuer une restriction des extrémités de no&neegpar deux enzymes différents (un pour chaque
extrémité), afin que le géne puisse ensuite seuligaavec notre vecteur. Les enzymes sont Sall et
EcoRl.

Protocole :

Dans un tube a essais effectuer le mélange réaetisnivant :

Volume total = 60 pL

45 uL d’ADN, 6 pL de buffer O (orange) 10X, 2,25 dé Sall, 2,25 puL d’'EcoRl, et 4,5 pL d.@.
Incuber pendant 1h a 2h a 37°C.
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6) Préparation des plasmides GBT9 et GAD424:

Principe :
Couper les plasmides GBT9 (cf: Annexe 2) et GAD4&4 Annexe 1) par les enzymes EcoRI et
Sall, afin gu'ils puissent se ligaturer par la suiti gene CTR1.

7) Restriction des plasmides GBT9 et GAD424 :

On veut couper 5 g de chaque plasmide par lemneictBases EcoRI et Sall.

Calcul du volume a préparer :

o GAD424:
La concentration de la solution en plasmide GADd24de 0,68 pg/uL.

Le volume a prélever = masse souhaitée / concemtrats pug/0,68 pug/uL= 7,4 uL
On préléve 7,4 pL de solution plasmide GAD424, kpreva ensuite couper.

o GBT9:
La concentration de la solution en plasmide GBT%e©,85 ug/uL.

Le volume a prélever = masse souhaitée / concenmtrat5 pg/0,85 pg/uL=5,9 pL
On préleve 5,9 pL de solution plasmide GBT9, qae Va ensuite couper.

Mélange réactionnel :

0 Pour GAD424 : volume final = 20 pL
7,4 uL de solution plasmide GAD424, 2,5 uL d’'EcoRbB uL de Sall, 2 uL de Buffer O (orange)

10X et 5,6 puL d’HO.

0 Pour GBT9 : volume final = 20 pL
5,9 pL de solution plasmide GBT9, 2,5 pL d’EcoRb AL de Sall, 2 puL de Buffer O (orange) 10X et

7,1 pL d’HO.

On laisse incuber & 37°C pendant 1h.

Effectuer une électrophorése (cf: Annexe 7) aipdde 1 puL de la solution, pour vérifier que le
plasmide a bien été coupé.

Mélange réactionnel de I'échantillon : volume fin@él pL

1 pL de solution en plasmide, 1 pL de solutionlolerge 6X et 4 uL d’kD.

Si c’est bon, incuber la solution & 65°C pendantn@f@, afin de désactiver les enzymes, sinon
continuer la restriction.

8) Sélection et extraction de GBT9 et de GAD424, a partir de
I'électrophorese sur gel d’agarose :

Principe :
On fait migrer toute notre solution. On extrait @ites la bande d’intérét (environ 6kb) .

Protocole :

Voir le protocole électrophoréese (cf : Annexe 7)ipla préparation du gel.

Mélange réactionnel : volume final = 25 pL

19 pL de solution + 4 uL de solution de charge 6X . d'H,O.

Vortexer, effectuer un pulse.

Déposer dans le premier puits 1 uL de marqueuraile tambda DNA/ Hindlll. Dans les deux
suivants déposer 12,5 pL de notre solution.

Suivre ensuite le protocole vu précédemmeBélection et extraction du gene CTR1, a partir de
I'électrophorese sur gel d’agarogpage 15).
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9) Purification des plasmides par QIAquick PCR purification Kit:

Principe :
Extraire 'ADN cible de notre gel d’agarose.

Protocole : Suivre le protocole vu précédemmeRurification de 'ADN par QIAquick PCR
purification kit (page 16).

10) Ligature du gene CTR1 avec les plasmides GAD424 et GBT9:

Principe :

Ligature du gene codant pour CTR1 aux plasmides33BT: Annexe 2) et GAD424 (cf : Annexe 1),
grace a l'enzyme T4 ligase.

Protocole :

A partir de notre solution du géne CTR1 préparéedetnos deux solutions de plasmides,
correspondant respectivement aux plasmides GAD424aux plasmides GBT9 (elles aussi
préalablement préparées), on effectue deux mélarggationnels. Un avec le gene CTR1 et le
plasmide GAD424, et un deuxiéme avec le géene CTRLmasmide GBT9.

La concentration en gene CTR1 doit étre 3 fois physortante que celle en plasmides.

Ex : Dans notre cas :

On a déterminé les concentrations en vecteur gtsent & partir de I'électrophorese (cf : Annexet7)
du marqueur de taille (cf : Annexe 14)

Concentration vecteur : 31,25ng/pL

Concentration insert : 10ng/pL

Vecteur Insert
Ratio : 1 3
Longueur fragment X ratio : 6 (nQ) 3x2,4 =7,2 (nQ)
ou 60 ng 72 ng
ou 120 ng 144 ng
Calcul volume pour mélange réactionnel : 120/31 28l 144/10= 14,4uL

Mélange réactionnel : volume final = 40 pL

14,4 uL d'insert, 3,8 pL de vecteur, 18,2 uL defduX pour ligature (le volume en Buffer doit étre
égal a la somme des volumes en plasmide et enwgddb pL de T4 ligase, 3,1 pL d:@.

Faire ceci pour les 2 types de vecteurs. Laisser B0 a température ambiante.

11) Transformation des bactéries :

Principe :

Insérer notre plasmide recombiné a l'intérieur detéries Ampicilline — ; ces bactéries ne résistent
pas a l'antibiotique Ampicilline. Nos plasmides sdmpicilline +, c'est-a-dire qu'ils possédent le
gene de résistance a I’Ampicilline.

On utilise ce caractére pour savoir si nos vectearg bien rentrés a l'intérieur des bactéries.rPou
cela on ensemence nos bactéries sur un milieuaampiilline.
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Protocole :

Chauffer au four micro-onde la bouteille comprenddtmL du milieu LB avec agar préalablement
préparé (cf: Annexe 9), jusqu’a ce qu'il soit lide. Attendre que le milieu se refroidisse, et sgou

80 pL d'ampicilline (1 pL d’ampicilline pour 1mL dwilieu). Couler le milieu dans 4 boites de Pétri.
Prendre 4 tubes de competent cells de volume 20@ftLAnnexe 3) conservés a 70°C. Mettre toute
la solution de plasmide GAD424 portant I'insert{g€CTR1) dans un tube de competent cells. Verser
toute la solution de plasmide GBT9 portant le g€id&kldans un second tube de competent cells.
Dans les deux autres tubes competences cell, appelétroles, mettre 1,5 pL de plasmides
préalablement préparés (qui ont subi une restnictidans un, mettre la solution en plasmide GBT9,
dans un second mettre la solution en plasmide GAD¥2rtexer les 4 tubes, et les poser dans la
glace pendant 20 min.

On effectue un choc thermique, afin que le vectentre dans la bactérie, en mettant nos 4 tubes au
bain marie & 42°C pendant 2 min. Poser les tubes @aglace pendant 5 min. Ajouter 750 pL de
milieu LB (milieu de croissance liquide) (cf : Antee9) dans chaque tube. Incuber pendant 30 min a
37°C.

Centrifuger pendant 1 min & 5000 rpm. Jeter leagyeant. Resuspendre le culot en ajoutant 100 pL
d’H,0 et vortexer. Ensemencer les milieux LB avec aittipie dans conditions stériles (prés d’'un bec
Bunsen) préalablement coulé, par inondation ad'aldin rateau stérile. Incuber les milieux pendant
24h a 37°C.

12) Transfert des bactéries:

Principe : Reprendre les colonies présentes smnilieu LB+Amp aprés une nuit d’incubation, dans
un milieu liguide d’enrichissement LB+Amp.

Protocole :

Vérifier qu’il N’y ait aucune ou peu de colonies &s deux milieux controles.

Préparer autant de tubes que de colonies préssmtdses deux milieux ou I'on a ensemenceé les
bactéries transformées (s'il y a plus de 24 cobsig un milieu, préparer seulement 24 tubes).

Dans chaque tube mettre 2 mL de milieu LB liquicfe Annexe 9) et 2 pL d’ampicilline, vortexer.
Récupérer chaque colonie a I'aide d’'un embout. gdotiembout dans un tube. Secouer. Incuber les
tubes toute une nuit a 37°C sur un shaker.

13) Extraction des plasmides: (Minipreps de plasmides)

Principe :
Extraire les plasmides recombinés des bactériesffentuant une succession de précipitations et de
centrifugations.

Protocole :

Vortexer nos solutions que I'on a laissé incubetada nuit et prélever 1,5 mL que I'on met dans un
tube Eppendorf de 1,5 mL. Centrifuger pendant 1 anirBOOO rpm. Jeter le surnageant. Resuspendre
le culot dans 100 pL de solution GTE avec RNase faefnexe 10) (RNase afin d’éliminer 'ARN),
vortexer. Ajouter 200 pL de solution NaOH/SDS:(énnexe 10), mixer en tapant le tube avec les
doigts. Ajouter 150 pL de solution d’'acétate deapsium (cf: Annexe 10), placer le tube dans la
glace pendant 5min. Il y a formation d’'un précipN@OH/SDS et acétate de potassium précipitent les
protéines et '’ADN chromosomique. Centrifuger pertdh min a 13000 rpm. Transférer 400 pL du
surnageant dans un nouveau tube Eppendorf. Ajal#es chaque tube 800 uL d'éthanol a 95%
(permet de concentrer L'ADN plasmidique). Mixerl@sser reposer pendant 2 min a la température
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ambiante du laboratoire. Centrifuger pendant 1ar8000 rpm, jeter le surnageant. Sécher le culot a
70°C pendant 5 a 10 min. Resuspendre le culot8aupd. de TE buffer (cf : Annexe 10). Vortexer.

14) Restriction endonucléase du plasmide, permettant de savoir si les
plasmides extraits sont bien recombinés :

Principe :
Faire subir aux plasmides extraits une restricieec les enzymes EcoRlI et Sall afin de savoir apres
migration s’ils comportent bien l'insert.

Protocole :

Pour chaque solution de plasmide provenant de s alifférentes effectuer ce mélange réactionnel :
5 uL de solution, 1 pL de buffer O (10X), 1 uL dzgme EcoRl, 1 puL d’enzyme Sall et 2 pL d®i
Incuber 1h a 37°C. Effectuer une électrophoréseAciexe 7).

Si les plasmides extraits sont bien recombinéssemer la solution de plasmides extraits a -21°C.
Sinon recommencer une nouvelle ligature, puis toamation.

15) Conservation des bactéries possédant les plasmides recombinés :

Protocole :

A partir du restant des solutions qui ont été igasbtoute la nuit, ajouter 2 mL de solution LB+Amp
(cf : Annexe 9). Incuber les tubes toute une nuits shaker a 37°C.

Vortexer les solutions apres incubations. Distribdens un tube Eppendorf 900 puL de notre solution
et 900 pL de glycérol. Conserver les tubes a -70°C.

16) Préparation des levures (yeast):

Principe :
On prépare les levures HF7C congelées a -70°C & $edb transformations a venir, en les
ensemencant sur des milieux d’enrichissementsfapées aux levures.

Protocole :

A partir des levures HF7C conservées dans le mifieD a -70°C on ensemence le milieu YPD (cf :
Annexe 11) a l'aide d'une 6se, dans des conditidésles (prés d’'un bec Bunsen). On laisse incaber
30°C pendant 2 a 3 jours.

Préparer 1 flacon comprenant 10 mL de milieu ligu¥dPD (cf : Annexe 11). On l'autoclave a 121°C
pendant 15 minutes.

A partir de notre gélose qui a incubé, prendreagienie a I'aide d’'un embout a pipette et I'inogule
dans le milieu liquide YPD. Vortexer. Incuber 18@C pendant 24h sur un shaker.

17) Premiere transformation des levures (yeast):

Principe :

On insére a une partie des levures les plasmideR4@A (cf : Annexe 1) recombinés par le géne
codant pour la protéine MKK (1 & 10) et possédamene AD, codant pour I'Activation Domain de la
protéine Gal4. Il y a dix plasmides GAD424 difféienC’est dix plasmides portent chacun un géne
MKK différent (1 & 10).A l'autre partie des levurem inséere les plasmides GBT9 (cf: Annexe 2)
recombinés par le gene codant pour la protéine MIKK 10) et possédant le gene BD, codant pour le
Binding Domain de la protéine Gal4. Il y a dix ptades GBT9 différents. Chacun portant un géne
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MKK différent (1 a 10). Les plasmides GBT9 et GA@4aortant le gene codant pour un MKK ont été
préparé suivant le méme protocole que précédenpaerdayani, étudiante en PhD.

Protocole :

Répartir les 10 mL du milieu liquide YPD qui a ibéudans 20 tubes Eppendorf (0,5 mL de milieu
dans chaque tube). Centrifuger les tubes a 130@(@gndant 3 minutes et jeter le surnageant.

Dans chaque tube ajouter 10 pL de ssDNA a 10 pg#gDNA est de 'ADN de sperme de saumon.
C'est un carrier, il permet a 'ADN d'entrer dana tellule. SSDNA agit en augmentant la
concentration en ADN a la surface de la membranka dellule, ce qui aide I'ADN (ici plasmide) a
entrer.

Dans 10 tubes on ajoute 2 pL de plasmide GBT9 pbltagéne MKK. Un tube pour chaque MKK. I
y a 10 genes codant pour des MKK différents (MKK103. Et dans les 10 autres tubes on ajoute 2 pL
de plasmide GAD424 portant le gene MKK. Un tuberpchaque MKK (1a 10). Vortexer. Ajouter
dans les 20 tubes 0,5 mL de Plate solution (cfneke 12).

Laisser incuber 24h a température ambiante.

Centrifuger les 20 tubes Eppendorf qui ont incud8@00 rpm pendant 3 min. Jeter le surnageant et
ajouter dans chaque tube 100 pL gHVortexer.

Ensemencer tout le contenu de chaque tube sur ligurGiC (cf : Annexe 13) sans leucine pour les
levures transformées par GAD424 et sans tryptoplpane les levures transformées par GBT9, a
I'aide d’un rateau dans des conditions stérileégfun bec Bunsen).

Laisser incuber & 30°C pendant 2 & 4 jours.

Préparer un milieu SC sans leucine et un autretegstephane. Celui sans leucine est pour les é&s/ur
transformées par les plasmides GAD424 portant e g@KK (1 & 10). Le second sans tryptophane
est pour les levures transformées par les plasn@&8d9 portant le géne MKK (1 a 10).

Tracer a I'aide d’'un marqueur 10 lignes de 3 tla@gzontaux au dos des deux boites de Pétri. Sur ¢
milieu SC sans Leu préparé pour les colonies toamsfes par GAD424, transférer 3 colonies
transformées par GAD424+MKK1 provenant du milieu &Ds Leu sur trois traits tracés (1 colonie
sur chaque trait), étaler la colonie a l'aide @enlbout. Faire de méme avec les colonies transfamée
par GAD424 +MKK allant de 2 & 10. Sur l'autre mili&C sans Trp, effectuer la méme chose a partir
des colonies transformées par GBT9+MKK1 a MKK1Qgeoles sur les milieux SC sans Trp.

Incuber les deux boites de Pétri a 30°C pendart pars.

18) Deuxieme transformation des levures (yeast):

Principe :

On insére aux levures transformées par le plas@ii®424 (cf : Annexe 1), le plasmide GBT9 (cf:
Annexe 2) recombiné par le géne codant pour l&2petCTR1 et possédant le géne BD, codant pour
le Binding Domain de la protéine Gal4. De méme plegr levures transformées par le plasmide
GBT9, on insere le plasmide GAD424 recombiné pagdee codant pour la protéine CTR1 et
possédant le géne AD, codant pour I'Activation Donte la protéine Gal4.

Protocole :

Préparer 10 flacons de 5 mL de milieu SC liquide @gnnexe 13) sans Trp, et 10 autres flacons de
méme volume de milieu SC liquide sans Leu.

Prélever un étalement sur chaque ligne du milieus8@s Leu qui a incubé (10 lignes donc 10
prélevements). Chaque prélevement correspond adliesies de levures transformées par GAD424
portant un gene MKK différent (MKK1 a 10).
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Ce prélevement s’effectue a l'aide d’un embout @etpe stérile. Plonger les 10 embouts dans 10
flacons contenant le milieu SC sans Leu (un flagour chaque MKK). Agiter 'embout afin que les
levures se détachent dans le milieu. Retirer I'ambla flacon. Vortexer.

Effectuer la méme opération a partir du milieu SssTrp qui a incubé. Chaque prélévement
correspond a des colonies de levures transformraeSBT9 portant un géne MKK différent (MKK1 a
10). Mais cette fois-ci, plonger les 10 emboutsisda0 flacons contenant le milieu SC sans Trp (un
flacon pour chaque MKK). Vortexer.

Incuber les 20 flacons a 30°C sur un shaker perfnt

Vortexer les 20 flacons qui ont incubés. Pipetér ®L d'un flacon et verser les dans un tube
Eppendorf. Faire de méme avec les 19 autres flac@esntrifuger les tubes a 13000 rpm pendant 3
minutes. Enlever le surnageant. Ajouter dans chatheEppendorf 10 pL de ssDNA a 10 pg/uL.
Dans les 10 tubes Eppendorf contenant les levtaasformées par le plasmide GAD424 ajouter 2 pL
de plasmide GBT9 portant le géne CTR1 et dans(dsaldes comprenant les levures transformées par
le plasmide GBT9 ajouter 2 pL de plasmide GAD42agrtd le gene CTR1. Vortexer les. Ajouter 0,5
mL de Plate solution (cf : Annexe 12) dans chagbe.t

Incuber les tubes a température ambiante pendant 24

Centrifuger ces tubes qui ont incubé a 13000 rpnd@et 3 min. Jeter le surnageant, ajouter 100 pL
d’H,0, vortexer. On ensemence le contenu de ces 26 fulre20 milieux SC sans Trp et Leu a I'aide
d’un rateau, dans des conditions stériles (prés bac Bunsen).

Incuber les boites de Pétri a 30°C pendant 2 ar4.jo

Préparer deux milieux SC sans Leu et Trp, quedrie dans deux boites de Pétri.

Tracer a I'aide d’'un marqueur 10 lignes de 3 tradsizontaux au dos des deux boites de Pétri (une
ligne pour chaque type de colonie). Sur un desemiliSC, transférer 3 colonies de chaque boite de
Pétri qui ont incubé, transformées par les plassniddD424 portant le gene MKK (1 a 10) et par
GBT9 portant le gene CTR1.

Faire de méme sur l'autre boite en transférantl8ntes de chaque boite de Pétri qui ont incubé,
transformées par les plasmides GBT9 portant le ¢&Kk& (1 a 10) et par le plasmide GAD424
portant le géne CTR1. Ajouter sur les deux milieux témoin négatif qui est une colonie HF7C
transformée par GBT9 et GAD424, que I'on ensemenceine 19™ligne. De méme, additionner sur
une 13™ligne un témoin positif qui est une colonie HF&BBformée par GBTY portant le géne NF-
Y et GAD424 portant le gene SP1. Le géne NF-Y cooler la protéine NF-Y qui est un facteur de
transcription présent chez les mammiféres de méme $P1. Ces protéines interagissent ensemble,
donc si notre manipulation est correcte la colaee@endra bleue.

19) Essai qualitatif de la B-galactosidase sur les levures transformées:

Principe :

Ce test permet de savoir s'il y a interaction efarprotéine CTR1 et les protéines MKK 1 a 10. €ett
interaction est directement liée a la présencp-galactosidase, qui est synthétisée par le gen&Lac
On peut savoir s'il y a présence di@alactosidase a I'intérieur des levures transfesnén mettant
en présence le substrat dg{agalactosidase : le X-gal. Ce dernier par hydmlgszymatique devient
bleu.

Protocole :

Couler deux milieux SC (cf : Annexe 13) sans Trpeai.

Poser sur chacun des deux milieux qui ont incubpamier filtre autoclavé de méme diamétre que la
boite de Pétri. A I'aide d’'un bloc en plastiquediametre Iégerement en dessous de la boite de Pétri
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presser le papier filtre contre la gélose afinéipérer les colonies. Faire ceci pour les deuwsgél
Déposer chaque papier filtre sur un milieu SC doe Vient de préparer, de maniére a ce que les
colonies soient du cété extérieur. Enlever lesesudl’air. Incuber les deux boites & 30°C pendant 2
jours.

Prendre deux boites de Pétri. Dans chacune ajpifienL de Z-Buffer, 8 uL de mercaptoéthanol a 14
M (sous la hotte) et 50 uL de X-gal a 2% (0,02g Xigal dissout dans 1 mL de DMF=
Dimethylformamide) avec 2% de X-gal. Faire un laviéc les boites. Conserver la solution en X-gal a
I'abri de la lumiere car elle le dénature.

Le Z-Buffer améliore I'activité de |I-Gal, tandis que I8-mercaptoéthanol permet au Z buffer de ne
pas s'oxyder (car GAL4 agit mieux dans un miliedugteur). DMF permet de bien conserver X-gal.
A l'aide de pinces stériles déposer un par unnééieur de chaque boite, deux papiers filtre dmené
diameétre que la boite de Pétri.

Déposer le papier filtre possédant les colonies abnl'azote liquide (-196°C) pendant trois fois 1
minute. Faire de méme pour le deuxieme. Cette giepmet de casser les membranes des levures,
afin de libérer Ig8-galactosidase si elle est présente, afin qu’elepus vite en contact avec le X-gal.
Déposer les papiers filtre avec les colonies awswtesles papiers filtre, imbibés des différentes
solutions dont X-gal. Chasser les bulles d’'airulmer les deux boites & 30°C pendant 2 h minimum.
Veérifier toutes les 1/2h. Au bout de 30 minutegé®oin positif doit devenir bleu, ce qui correspand
I’hydrolyse du X-gal.

20) Préparation du contréle CTR1 pour le test X-Gal:

Principe :

Le but de ce test est de savoir si la protéine Ca&ive a elle seule le géne Lac Z. Pour cela on
effectue les mémes transformations des levuresamaisun plasmide qui differe.

Protocole :

On effectue exactement les mémes protocolpeeparation des levuregpage 20) premiere
transformation des levures (yea§tpge 20)deuxieme transformation des levures (ye@etye 21)et
essai qualitatif de Ig8-galactosidase sur les levures transformé@emge 22) Cependant lors de la
premiéere transformation on transforme la levurelpaslasmide GAD424 sans le géene MKK ou par
GBT9 sans le géne MKK.

21) Ligature du plasmide GAD424 apres restriction:

Principe :

La transformation du plasmide GAD424 (cf: Annexeatec le gene CTR1 ne fonctionne pas, on
obtient que des colonies possédant le plasmide I$asert. Le but de ce test est de savoir si le
plasmide GAD424 peut étre recombiné par le géneICTRst-a-dire si le plasmide est bien coupé a
ses extrémites.

Protocole :

Mélange réactionnel : volume final = 10 pL

2 UL de solution en plasmide GAD424 apres resbnctD,5 uL d’enzyme T4 ligase, 1 pL de buffer
10X et 6,5 pL d’HO.

Laisser incuber pendant 1h a température ambiante.

Effectuer une électrophorése pour vérifier (cf ndre 7).
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V.Résultats et interprétations

Pour tous les résultats d’électrophorése : cf Aariek(annexe marqueur de taille).

A. Résultats et interprétation de I'électrophorese du
gene CTR1 apres amplification par PCR avecla Taq
polymérase :

1) Résultats:

Piste n°1 : Il s’agit de la piste du marqueur diéetaDNA/Hindlll. On observe de
nombreuses bandes qui s’étendent de 1,4 cm a 4 ,Besnbandes sont de différentes
tailles ( cf : Annexe 14).

Piste n°2 : C’est la piste ou I'on a fait migreph de la solution aprés la PCR du
géne CTR1. Une bande de forte intensité situéé® &rd, est présente. Ce fragment
d’ADN observé mesure dans les environs de 2,3 &2,4

Figure n° 3: Photo électrophorése
du géne CTR1 aprés amplification
par PCR avec la Taq

2) Interprétation :

La bande observée sur la piste 2 correspond aagmént de taille de 2,3 a 2,4 kb, ce qui corresgond
la taille du gene CTR1 qui est de 2,4 kb. Le gem&®Ta bien été amplifie, on peut donc effectuer
I'amplification de ce gene avec I'enzyme Pwo.

B. Résultats et interprétation de I'amplification du gene CTR1
par PCR avec Pwo :

1) Résultats:

Piste n°l: C'est la piste du marqueur de tailBNA/Hindlll. Elle comporte des
bandes qui s’étendent de 0,5 cm a 1,8 cm. Les basdet toutes de tailles
différentes (cf : Annexe 14).

Piste n°2 : Il s’agit de la piste a laquelle orad Mmigrer 5 UL de solution apres la
PCR du géne CTR1. On observe une bande d'intemsitéale a 0,9 cm, mesurant
dans les 2,4 kb.

Piste n°3 : idem que la piste n°2

Figure n° 4: Photo électrophorése
du géne CTR1 aprés amplification
par PCR avec Pwo
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2) Interprétation :

La bande observée sur la piste 2 qui est identigeedle de la piste 3, mesurent dans les envireas d
2,4 kb, ce qui correspond a la taille du géne CTRAmplification du gene CTR1 par Pwo a donc
fonctionnée. On travaillera donc a partir de cettieition. On peut passer a la purification de aeegé

NB : Le résultat observé lors de I'électrophorgsesa la purification du gene CTR1 sera le méme que
dans ce cas. Il est possible que la bande soiludefgible intensité car la purification peut causee
perte d’ADN.

C. Résultats et interprétation de la restriction du plasmide
GAD424 et GBT9 :

1) Résultats:

Piste n°1 : Il s'agit de la piste du marqueur déetaDNA/Hind 1ll. On observe des
bandes qui s'étendent de 0,5 cm a 2 cm. Ces bawtdoutes de tailles diverses
(cf : Annexe 14).

Piste n°2: Il s’agit de la piste ou I'on a faitgrer le plasmide GAD424 aprés
restriction. On observe une bande épaisse et pae €l 0,5 cm du puits. On ne peut
pas déterminer sa taille car la bande est trosépai

Piste n°3 : Sur cette piste a migrer le plasmidd GBpres avoir subi une restriction.
Comme sur la piste n°2 on observe une bande épigses claire a 0,6 cm. De méme

gue précédemment, on ne peut pas connaitre a taill
Figure n° 5: Photo électrophorése :

migration des plasmides aprés

une heure de restriction

Piste n°1: C’est la piste du marqueur de tallBNA/Hindlll. Comme
précédemment on observe des bandes de différerilles gui s’étendent de 0,6
cm a 2,1 cm du puits (cf : Annexe 14).

Piste n°2 : Sur cette piste a migrer le plasmideD&24 aprés restriction. On y
observe une bande fine claire et intense a 1 crpuils. Sa taille est dans les
environs de 6 kb.

Piste n°3 : On a fait migrer sur cette piste lesplale GBT9 aprés restriction. On
peut observer une belle bande dans les environs #bsbelle, claire, intense et

fine. Elle se situe a 1,1 cm du puits.

Figure n° 6: Photo électrophorése :
migration des plasmides aprées
1h30 de restriction

2) Interprétation :

Sur I'électrophorése sont présentés les plasmidd34@4 (piste 2) et GBTO (piste 3) aprés une heure
de restriction. On observe des bandes larges, lpgescdont on ne peut pas définir la taille. La
restriction de ces plasmides n’est pas correcfautl remettre les solutions a 37°C pour la comtinu
pendant minimum 30 minutes.

Les bandes observées lors de I'électrophorese apB#ks de restriction sont nettes, fines et précises
La bande de la piste 2 a la méme taille que lenptiess GAD424 qui est de 6,6 kb. De méme, la bande
de la piste 3 fait dans les 5kb, ce qui correspptaltaille du plasmide GBT9. Les plasmides ont bie
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été coupés, ils sont bien linéaires. On travaillpadtir de ces solutions. On peut effectuer la

purification.

NB : Le résultat observé lors de I'électrophorésea la purification des plasmides est identiqlee a
figure n°6. Cependant il est possible que les basd@nt de plus faibles intensités car la putifica
fait perdre du matériel génétique.

D. Résultats et interprétation de la restriction endonucléase
du plasmide GBT9 normalement recombiné extrait
d’E.coli :

1) Résultats:

Piste n°1: Comme précédemment il s'agit de laepdu marqueur de taille

ADNA/HindlIll. On observe des bandes de différentelies (cf : Annexe 14). Elles

s’étendent 0,7 cm a 2,2 cm.

Piste n°2: Sur cette piste on a fait migrer 5 (eLla solution en vecteur GBT9

normalement recombiné aprés restriction, extraitadeolonie transformée n°1. On
remargque deux bandes. La premiére bande se situwenadu puits et une deuxieme a
1,3 cm. La premiéere bande mesure dans les envienS kb. La deuxieme elle

environne les 2,4 kb.

Piste n°3: De méme que la piste n°2 on a fait eniggur cette piste 5 pL

de la solution en vecteur GBT9 normalement recoénbiprés restriction, extrait de
la colonie transformée n°2. On n’observe qu’uneleséaande épaisse pas claire
laissant une trainée a 0,9 cm. On peut difficiler&terminer la taille de la bande,
cependant elle dépasse les 6 kb.

Figure n° 7: Photo électrophorése :
migration apres restriction des
plasmides extraits normalement

transformés

2) Interprétation :

Les plasmides de la piste 3 ne contenaient pasefircar apres restriction on n’observe aucuneéand
correspondante au géne CTR1 (bande au dessus dueual,322 kb). Les bactéries de cette colonie
sont transformées par des plasmides non recombinés.

Les plasmides de la piste 2 sont bien recombinéBipsert CTR1, car sur cette piste on observexdeu
bandes. Une d’environ 5 kb, ce qui correspondtaille du plasmide GBT9. Une deuxiéme de 2,4 kb,
ce qui correspond a la taille de notre insert. hastéries de la colonie de la piste 2 ont bien été
transformées par des plasmides recombinés. Oniltkesaadonc a partir des plasmides extraits de la
colonie de la piste n°2.
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E. Résultats et interprétation de la restriction endonucléase
du plasmide GAD424 normalement recombiné extrait
d’E.coli:

1) Résultats:

Piste n°1 : Il s'agit de la piste du marqueur aidet ADNA/Hindlll. On observe
de nombreuses bandes qui sont de tailles diff&sefté: Annexe 14). La
premiere se situe a 0,5 cm du puits la dernier@ arh.

Piste n°2 : Sur cette piste on a fait migrer 5 jgllalsolution en vecteur GAD424
normalement recombiné apres restriction, extraitadeolonie transformée n°1.
On n'observe qu'une seule bande épaisse pas nete7 &m. On peut
difficilement déterminer la taille du fragment, egplant il dépasse les 6 kb.
Piste n°3 : De méme que la piste n°2 on a fait enigur cette piste 5 puL de la
solution en vecteur GAD424 normalement recombing&spestriction, extrait
cette fois ci de la colonie transformée n°2.

On observe exactement le méme résultat que larpidte

Figure n° 8: Photo
électrophorése : migration
apres restriction des plasmides
extraits normalement
transformés

2) Interprétation :

Les plasmides de la piste n°1 et 2 n’ont pas @émbéinés car apres restriction on n'observe aucune
bande correspondante au gene CTR1 (bande au dhkssnarqueur 2,322 kb). Les bactéries de ces
deux colonies sont transformées par des plasmidegetombinés. On ne peut pas passer a I'étape
suivante qui est de transformer les levures. On @woéter I'expérience ici en ce qui concerne le
plasmide GAD424 car aprés de nombreux essaisesestats sont identiques : Les plasmides extraits
des colonies transformées ne contiennent pas ke @&R1. Pour savoir d’'ou venait le probleme on a
effectué une ligature du plasmide GAD424 seul apggsiction.

F. Résultats et interprétation de la ligature du plasmide
GAD424 apres restriction :

1) Résultats:

Piste n°1 : Il s’agit du marqueur de tallBNA/ Hindlll.

Sur cette piste il y a de nombreuses bandes da&elifes tailles qui sont dans ce cas
peu intense (cf : Annexe 14). La premiére bandstge a 0,5 cm et la derniére a 1,2
cm du puits.

Piste n°2 : Sur cette piste a migré 5 pL de lat&wiuen plasmide GAD424 aprées
ligature. On observe une bande fine mais claire5acth du puits. La taille du
fragment doit étre d’environ 23 kb.

Figure n° 9: Photo électrophorése :
migration de la solution de plasmide
GADA424 aprés ligature
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2) Interprétation :

La bande observée mesure 23 kb. Le plasmide luimeg6 kb. Les plasmides ce sont bien ligués
entre eux. Les deux enzymes EcoRI et Sall ont toempé leur site de restriction car si une des deux
enzymes n'avait pas correctement fonctionné onitanibéenu une bande d’environ 13 kb. La ligature

se ferait qu’entre les deux sites de restrictionladenéme enzyme qui a correctement fonctionné
appartenant chacun a un plasmide différent.

%RI iall all EceRl|
i

Ligature qu’entre les deux sites Sall appartenant chacun
a un plasmide différent. La ligature au niveau du site

EcoRI ne peut pas se faire car il n’a pas bien été coupé.

Figure n° 10: Schéma représentant la ligature dedgsmides ou une
des deux endonucléases n'aurait pas fonctionné

Le probléme, qui consiste a ne pas arriver a obtis bactéries transformées par GAD424 portant le
gene CTR1, ne vient pas du plasmide GAD424. Ilieatyas non plus de l'insert et de la T4 ligase
car on a obtenu des bactéries transformées par @&Tént le gene CTRL1.

Une des possibilités serait que la recombinaisopldsmide GAD424 par le géne CTR1 s’effectue
correctement ainsi que la transformat@Bg.coli, mais que le géne de la protéine hybride AD+CTR1
s’exprime danskt.coli. Il est possible parfois que les protéines hylsrideient toxiques pour la
bactérie. Donc dans le cas de I'expérience la ppretéybride AD-CTR1 serait toxique alors que BD-
CTR1 ne le serait pas. Ceci expliquerait pourquoiobtient sur nos milieux seulement quelques
colonies qui sont transformées par le plasmideraocombiné. Pour vérifier cette hypothese, il faitdra
utiliser le systeme Yeast Two Hybrid mais en rempgi GAL4 par une autre protéine qui peut étre
LexA. Cette protéine active le géne lac Z lorsde’sk fixe sur le promoteur. Il faudra vérifier @i

on obtient des colonies transformées par des pliesmiecombinés. Pour cela on devra modifier les
plasmides, c'est-a-dire remplacer les génes cqaamtGald AD et Gal BD par LexA DNA-BD et par
LexA B42AD. On effectuera le méme protocole. Siabtient des colonies transformées par des
recombinés, ceci signifierait que peut-étre lagire hybride AD-CTR1 est toxique pdarcoli.

Autre possibilité : parfois suivant les plasmide$aut effectuer beaucoup de transformations avant
d’avoir un bon résultat. Une autre solution sedaitiliser un autre plasmide portant le géne codant
pour AD, le gene Leu2 codant pour la Leu et le gdaeésistance a I'ampicilline. Peut-étre qu’en
effectuant ceci on obtiendrait un bon résultat diessdélais correctes.

On obtiendra pour le test X-gal que les résultas dolonies transformées par GBT9-CTR1 et
GAD424-MKK (1 a 10)

27



G. Résultats et interprétation test X-gal effectué sur
HF7C transformée :

1) Résultats:

Figure n° 11: Photo représentant les résultats dwest X-gal Figure n° 12: Photo représentamés

pour les levures transformées par GBT9-CTR1 et résultats du test X-gal sur les lomies

GAD424-MKK (1a10) contréles, transformégepar GBT9-CTR1 et
GAD424

Observation figure n°11 :

On observe que le témoin positif de la figure n®&tbleu clair (derniére ligne a droite de ladie
témoin négatif est resté rose (avant derniére ligmioite de la boite de Pétri). Toutes les coknie
transformées sont devenues bleues quelques heauess la début du test X-gal (photo prise apres
deux heures).

Observation figure n°® 12:

Les 6 colonies de la figure n°12 correspondent @lanies contréles transformées par GAD424 et
GBT9-CTR1 apres le test X-gal. Ces 6 colonies sievenues bleues environ deux heures aprés ce
test.

2) Interprétation :

Lorsque la colonie devient bleue ceci signifie ¢meX-gal que I'on a mis en présence des levures a
été hydrolysé par I'enzym@galactosidase. LA-galactosidase est synthétisée par le géne Lad Z qu
est activée lors de cette expérience lorsque lggoRines hybrides Binding domain-CTR1 et
Activation domain-MKK (1 a 10) interagissent.

Les colonies correspondant au contréle CTR1 sordrdees bleues. Le géne LacZ adonc été activé, la
B-galactosidase synthétisée et le X-gal hydrolysgrnidlement les colonies contrbles n’auraient pas
da devenir bleues. En effet ces colonies ne corapbdue la protéine hybride Binding domain-CTR1
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et la protéine non hybride Activation domain. Cesid protéines ne peuvent donc pas interagir et
activer le géne. Le fait que le géne lacZ a été@@csignifie que la protéine BD-CTRL1 'a activauke

La protéine BD-CTR1 se fixe sur le promoteur duegdscZ grace au binding domain et 'ARN
polymérase a pu se fixer sur CTR1. Elle peut denfixgr et transcrire le gene.

On ne peut donc pas interpréter les résultats stuxtgyal effectué sur les colonies transformées par
GBT9-CTR1 et GAD424-MKK (1 a 10), car la protéingblide BD-CTR1 active elle-méme le gene
LacZ.

Pour étudier les interactions entre CTR1 et leades MKK 1 a 10 on doit utiliser une autre méthode.
Les méthodes envisageables sont : la chromatograf#ffinité, la méthode FRET, la puce a protéine.

Normalement suite au test X-gal on effectue uniegpsantitatif sur les colonies positives, afin de
connaitrela quantité del-galactosidase active résultant de chaque interaeitre les deux
protéines hybrideslus il y a deB-galactosidase, plus l'interaction entre les dewtéines hybrides
est forte. Pour cela on effectue le test Bradfardes levures transformées positives afin de cibtrena
la quantité totale de protéine qu’elles possédéntsecond test est effectué c’est celui de 'ONPG.
permet de connaitre I'activité de la R-galactosidasp-gal transforme 'ONPG en ONP (jaune) et en
galactose. On observe I'absorbance a 420 nm (lemgliende du jaune) et on déduit la concentration
en ONP donc effi-galactosidase par la formule : Concentrationz,{A (tps x quantité totale en
protéine x 0,0045)]

- Tps: temps d’attente pour que la solution devigaoee

- 0,0045: est la valeur du coefficient d’extinctioolaire du produit obtenu par
action de la b-galactosidase sur 'ONPG

- Quantité : en mg
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V1. Conclusion

Depuis la découverte de la technique Yeast Two-idytle nombreuses interactions intracellulaires
ont été détectées, ce qui permet de créer des chiriteraction entre protéine.

Au cours de ce stage, j'ai utilisé la techniquedduble hybride afin de savoir s'il y a interactientre

les protéines CTR1 et MKK 1 a 10. J'ai pratiquéndenbreuses techniques de biologie moléculaire
pour arriver a ces résultats. Ce qui m’'a permisnrihir mes connaissances en techniques,
d’améliorer mon raisonnement ainsi que ma pratitledgré des résultats ininterprétables (car faux
positifs), cela & permis de savoir que I'étude AR L ne peut pas s’effectuer avec la technique Yeast
Two-Hybrid. Le travail futur serait de continuegtie étude mais par le biais d’autres techniques qu
le Yeast Two-Hybrid tel que FRET, chromatographadfuhité...

L’avantage de la technique Yeast Two-Hybrid pampoap aux autres est qu’elle est in-vivo, ce qui
permet de détecter des interactions de faible igffirde plus elle est facile & mettre en place.
Cependant elle possede quelques inconvénients, eorpossibilité de faux positifs (cas dans cette
expérience), de faux négatifs , on ne peut pascumyl cette technique aux protéines membranaires
qui représentent 30% de protéome, obligation ddéffer une autre technique pour valider les résultat
obtenues par Yeast Two-Hybrid.

Depuis son invention, cette technique est en paefiétévolution et des techniques paralléles aint ét
mises en place, comme le systéme simple hybrideemunet de connaitre les protéines de régulation
transcriptionnelle, ou le systeme double-hybrigiéisne se lient pas directement a I'’ADN.

Toutes ces techniques permettent de faire des déxdes sur les interactions afin de mieux
comprendre la complexité du systeme cellulaireuétfant avancer la recherche en médecine (étude
des protéines interagissant dans certains cancers).
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Annexe 1 : Présentation du plasmide GAD424
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Figure n°1 : Schéma représentant le plasmide GAD424 (2)

Le plasmide GAD424 est un plasmide de 6,6 kb. Il posséde le gene GAL4 AD (Activation Domain) qui
code pour le domaine de la protéine Gal4 qui active le géne Lac Z. Ce domaine interagit avec ce gene,
en fixant ’ARN polymérase. Ce dernier va pouvoir se lier a I'opéron ce qui va activer la synthese de la
B galactosidase.

Ce plasmide contient aussi le géne codant pour la leucine, afin que I'on puisse sélectionner les
levures transformées par ce plasmide sur un milieu sans leucine (les bactéries transformées
synthétisent elles-mémes leur leucine). De méme avec le géne de résistance a I'ampicilline qu’il
posseéde ; cela permet de sélectionner les bactéries transformées par ce plasmide sur un milieu avec
ampicilline.

Les deux domaines AD et BD de la protéine GAL4, sont dans la nature liés. Mais pour le besoin de
I’expérience nous les avons séparés.

Ce plasmide GAD424 possede plusieurs sites de restrictions, dont plusieurs qui se trouvent a la fin du
géne codant pour GAL4 AD. C'est a ce niveau que les sites nous intéressent. Le but est d’insérer le
géne CTR1 a la suite du gene GAL4 AD.

MATCHMAKER § A0 10 Insers
CIEEN] Al
- ALY A i

VACL ACT AGA ATG GAT GAT GTA TAT AAL TAT CTA TTC GAT GAT BAA BAT ACC CCA

Eco Rl : Site de
restriction qu’on = > .,,,
utilise pour couper  |AAC CEA AXA AAA GAG ATC GAA TTC CCG GBS AT CGT £GA CCT GCA GAB ATC TAT GA

le plasmide afin de ' Lt BaaMl gy Parl “Bgill 4o
le préparera la B TAG ATA CTG AAA AAC CCC BEA AGT TCA CTT CAA CTG TGC ATC BTG £ L CAT CTC
ligature. - =

STOP Srop AT

Sall : Site de restriction qu’on utilise pour couper le
plasmide afin de le préparer a la ligature.

Figure n°2 : Schéma représentant les différents sites de restriction se trouvant a la fin du géne GAL4

AD (2)
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Annexe 2 : Présentation du plasmide GBT9
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Figure n°3 : Schéma représentant le plasmide GBT9 (3)

Le plasmide GBT9 est un plasmide de 5,5 kb. Il posséde le gene GAL4 BD (Binding Domain) qui code
pour le domaine de la protéine GAL4 qui se fixe sur ’ADN. |l se lie au promoteur du géne lac Z, géne
codant pour la B-galactosidase.

Ce plasmide contient aussi le géne codant pour le tryptophane, afin que I'on puisse sélectionner les
levures transformées par ce plasmide sur un milieu sans tryptophane (les bactéries transformées
synthétisent elles-mémes leur tryptophane). De méme avec le gene de résistance a I'ampicilline qu’il
posséde ; cela permet de sélectionner les bactéries transformées par ce plasmide sur un milieu avec
ampicilline.

Les deux domaines AD et BD de la protéine GAL4, sont dans la nature liés. Mais pour le besoin de
I’expérience nous les avons séparés.

Ce plasmide GBT9 posséde plusieurs sites de restrictions, dont plusieurs qui se trouvent a la fin du
gene codant pour GAL4 BD. C’est a ce niveau que les sites nous intéressent. Le but est d’insérer le
gene CTR1 a la suite du géne GAL4 BD.

= - GALY OMA-AR
TCA TOG GAA GAG AGT AGT-AAL AAA GGT CAA AGA CAG TIG ACT GTA TOG CCG

Eco Rl : Site de
restriction qu’on . =] T — :

. GaA TTC CRG GGE ATE CGT CGA COT GCA GEC AAG CTAATT CCG GG GAATTT
utilise pour couper Bamtll  Sall Pt | BT

le plasmide afin de

le préparer a la CTT ATGS ATT TAT GAT TTT TAT TAT TAA &) [0 AGT TAT AR AAA AAT AAG TGT ATA
. s e
ligature. - si=lly
SO ATT TTA AAG TGA CTC TTA GET TTT 4 fd ACG
-

Sall : Site de restriction qu’on utilise pour couper

le plasmide afin de le préparer a la ligature.

Figure n°4: Schéma représentant les différents sites de restriction se trouvant a la fin du géne GAL4 BD (3)
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Annexe 3 : Préparation des competent cells

On prépare les competent cells a partir d’une culture de la souche XL1-blue de I'espéce Escherichia coli
sur le milieu LB + Titracycline.

Dans un flacon mettre 5 mL de milieu LB + 100 uL de MgSQO, (1M). L'autoclaver. Inoculer une colonie
provenant du milieu a I'aide d’un embout. Secouer. Incuber a 37°C pendant toute une nuit sur un shaker.
Dans un ballon de 500 mL ajouter 250 mL de milieu LB + 5 mL de MgSO,a 1 M. L'autoclaver.

Apres incubation vortexer le flacon et inoculer son contenu dans le milieu préparé dans le ballon,
mélanger. Fermer le ballon en mettant du papier d’aluminium sur le haut du goulot. Incuber le ballon
dans une piece aérée de température 23°C pendant 7 a 8 h sur un shaker. Afin de savoir si les bactéries
sont assez nombreuses au bout de cette durée, passer la solution au spectrophotometre a la longueur
d’onde 600 nm. On doit obtenir comme absorbance une valeur comprise entre 0,4 et 0,6. Transférer la
solution dans une bouteille stérile, la placer dans la glace pendant 10 minutes et la centrifuger pendant 10
min a 4°C a 3000 rpm. Jeter le surnageant et suspendre le culot dans 80 mL de solution froide de TB*,
vortexer. Poser la solution 10 minutes dans la glace. Centrifuger a 3000 rpm pendant 10 minutes a 4°C.
Jeter le surnageant, suspendre le culot dans 20 mL de solution froide de TB, vortexer. Puis ajouter 1,5 mL
de DMSO (cryoprotecteur : pour stabiliser les bactéries a -70°C). Laisser dans la glace pendant 10 minutes.
Déposer dans chaque tube Eppendorf stérile 400 plL de solution, les laisser dans la glace. Les stocker a -
70°C.

*Solution TB:

Volume préparé : 500 mL

10 mL de Pipes-HCl pH 6,7 a 0,5 M, 15 mL de CaCl, a 0,5 M, 62,5 mL de KCl a 2M et 27,5 mL a
MnCl, 1 M.

La solution TB contient beaucoup de calcium, car les bactéries lorsqu’elles sont dans un milieu
riche en calcium elles peuvent étre ensuite transformées par choc thermique (42°C) suivi d'un
moment dans la glace.
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Annexe 4 : Principe de la PCR
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Figure n° 5: Schéma représentant les différentes étapes d’un cycle de PCR (4)

La PCR permet d’amplifier une séquence nucléotidique d’intérét.

Pour cela nous avons besoin de réaliser comme mélange réactionnel : I’ADN cible, le primer R (reverse), le

primer F (forward), le tampon spécifique a I’ADN polymérase, Mg®" (généralement inclus dans le tampon),

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), de I'eau et ’ADN polymérase.

Lors d’une PCR, plusieurs cycles sont effectués. Le nombre de cycle dépend du nombre d’amplifiat que

I’on souhaite. 30 cycles, et le nombre le plus couramment utilisé.

Un cycle de PCR est constitué de plusieurs étapes :

1- La pré-dénaturation (94°C) : permet de casser les liaisons faibles de I’ADN bicaténaire

2- Ladénaturation (94°) : 'ADN double brin devient 2 monobrins

3- Annealing : hybridation des amorces a la matrice

4- Extension (72°C) : extension des amorces par I’ADN polymérase. La température est optimale (72°C)
pour que la polymérase synthétise le brin complémentaire a la matrice

5- Final extension (72°C): s’effectue uniquement a la fin du dernier cycle de la PCR

6- Hold : s’effectue apres I'extension finale. A cette température la polymérase n’agite plus, ce qui évite
les contaminations.

La température d’hybridation (annealing) dépend des primers. On la détermine a partir de leur Tm.

Tm est la température a laquelle du point de vu statistique, il y a la moitié des liaisons des appariements

entre deux monobrins d’ADN qui sont formés (la moitié de notre ADN est sous forme monobrin). Les Tm

sont données lorsqu’on regoit les primers par I'entreprise qui les a fabriqués. Ou on peut les calculer a

partir de la formule : Tm=2°Cx [A+ T] +4°Cx [G + C]

Mais généralement Tm avoisine les 60°C. La température d’hybridation doit étre 5°C inférieure a Tm, afin

gu’il y ait un compromis entre une dénaturation suffisante de I’ADN et une température suffisamment

basse pour permettre I’hybridation.
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Annexe 5 : Présentation du primer FL (up)

CTR1-FL 113
50 -GAG GAA TTC ATG GAA ATG COC GGT AGKA AGA TCT AAT TAC-3*
Armount Concantration (Voluime 1 ml) T opmal ol Lengtn ) <M =
2 Ob Valume for 100 prnaliy Mo GC Contant 41 W g:'—.
B4 ug Malecular Waight 12088 g/mal Scale 0.01 pmol :
S e 69.5 °C Purification HESE 5'
Figure n°6 : document présentant les diverses informations sur le primer FL
La séquence du primer FL est :
5’-GAG GAATTC ATG GAA ATG CCC GGT AGA AGA TCT AAT TAC-3’
Cette séquence du Cette séquence du primer est complémentaire
primer correspond au au début de la séquence codante du géne
site de restriction de CTR1 (code pour la protéine)

I’endonucléase EcoRI

On a ajouté au primer FL la séquence du site de restriction de I'endonucléase Eco RI, afin que notre gene

une fois amplifié posséde cette séquence. Ceci permet de pouvoir ligaturer le gene CTR1 au plasmide par
I’'enzyme T4 ligase, apres avoir effectué une restriction par EcoRlI.

Zoom sur le site de restriction :

5’-GAG G&«A TTC
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Annexe 6 : Présentation du primer RL (down)

CTR1-RL =
5 -AGT GTC GAC TTA TAA ATC CGA GOG GTT GGG GGL-3'
Armount Conceniration (Volume 1 mi) 15 pmaliol Length 33-mer =
5 oD Valurme for 100 proaliul 158 jl GC Contend 5% .6 % ;
154 g Maleeutar Wialght 10235 g/mal Scale ¢ 01 pmol |E=
L nme Ten b e Sl Purification HPSF E'

Figure n° 7: document présentant les diverses informations sur le primer RL

La séquence du primer RL est :

5-AGT GTC GAC TTA CAA ATC CGA GCG GTT GGG GGC-3’

Cette séquence du Cette séquence du primer est
primer correspond complémentaire alafindela
au site de restriction séquence codante du gene
de I'endonucléase CTR1 (code pour la protéine)
Sall

On a ajouté au primer RL la séquence du site de restriction de I'’endonucléase Sall, afin que notre gene
une fois amplifié posséde cette séquence. Ceci permet de pouvoir ligaturer le gene CTR1 au plasmide par
I’enzyme T4 ligase, apres avoir effectué une restriction par Sall.

Zoom sur le site de restriction :

5’- AGT GTC GAC

Cependant au cours de I'expérience nous avons remarqué une erreur au niveau du primer RL. En effet, la
séquence nucléotidique du primer n’est pas exacte. L'extrémité 3’ du primer aurait di se terminer par
GGG CGG au lieu de GGG GGC. Cette partie de la séquence du primer est complémentaire a la séquence
codante du gene CTR1. Ceci implique, qu’aprés amplification du géne, ce dernier a une modification de sa
séquence nucléotidique, qui se traduit par un changement d’acide d’aminé de la protéine CTR1 une fois
traduite. L'acide aminé proline est remplacé par I'alanine, ce qui change légérement la conformation de la
protéine. Ce changement n’est pas tres important et ne devrait pas intervenir au niveau de I'étude de
I'interaction entre CTR1 et MAPKK.
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Annexe 7 : Electrophorese

Préparation du gel:

On choisit le pourcentage d’agarose de notre gel en fonction de la taille de la séquence nucléique
que l'on souhaite faire migrer. Le géne d’intérét mesure 2,4 kb, pour cela on choisit comme
pourcentage d’agarose 1%, car il sépare les fragments d’ADN qui ont une taille comprise entre 0,5 et
7 kb.

Le volume a préparer est identique a celle de la cuve qui est de 25 mL.

Nous pesons 250mg d’agarose que nous diluons dans 25mL de TBE a 0,5X.

Faire chauffer la préparation au four micro-onde, afin que I'agarose soit totalement dilué.

Ajouter ensuite 1uL de BET (Bromure d’éthidium) dans la solution. Attention ce produit est
cancérigene, les gants sont obligatoires. Le BET est un intercalant, il se fixe entre les bases azotées.
Installer le plateau de moulage et positionner le peigne en fonction du nombre de puits désirés. Dans
cette étude un peigne a 8 pistes est suffisant.

Couler la solution et laisser solidifier pendant 20 a 30 minutes.

Retirer le peigne et installer le plateau contenant le gel dans la cuve a électrophorése contenant la
solution tampon.

Préparation de nos échantillons:

5 uL de la solution d’intérét obtenu par la PCR + 2 plL de solution de charge a 6X + 3 puL d’ H,0 distillé.
On vortex et effectuer un pulse.

Le marqueur de taille choisi est ADNA / Hind IIl.

On dépose 1 pL de marqueur de taille dans le premier puits. On dépose ensuite 10 plL de I'échantillon
dans le second puits.

Faire migrer a 100 volts pendants environ 20 minutes. Surveiller.

Révélation:

On révele grace a un appareil a rayonnement UV possédant un couvercle de protection pour les
yeux. Prendre une photographie.

39



Annexe 8 : Réle des solutions du kit QIAquick PCR
purification,
Utilisées pour la purification de ’'ADN

« BufferQG:

Il permet de solubiliser le gel d’agarose.

e Isopropanol :

Permet d’augmenter le rendement en fragments d’ADN qui sont de longueurs inférieures a 500 bp et
supérieures a 4 kb.
Dans notre cas, I'isopropanol n’est pas obligatoire car notre fragment d’ADN est de 2,4 kb.

« PE Buffer:

Il permet de laver la colonne. Il enléve les différents buffers. Au fond de notre colonne il ne reste que
I’ADN.

« EB Buffer:

Il permet de récupérer I’ADN qui est au fond de la colonne.
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Annexe 9 : Milieu LB(= milieu Luria-Bertani)

Préparation du milieu LB liquide
Ce milieu permet la croissance des bactéries E.coli et permet de les maintenir vivantes.
Nous préparons le milieu LB a partir de la poudre LB Broth, qui contient du tryptone (10g/L), du
chlorure de sodium (10g/L), et de I'extrait de levure (5g/L).
Pour 500 mL de milieu :

Peser 12,5 g de poudre LB. La Dissoudre dans 500 mL d’eau distillée. Mélanger. Autoclaver le milieu
pendant 15 minutes.

Préparation du milieu LB avec Agar

Préparer 500 mL de solution LB de la méme maniere que précédemment. Ajouter 7,5 g d’agar,
mélanger. Verser 80 mL du milieu dans des flacons. Autoclaver.
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Annexe 10 : Préparation des milieux utilisés pour
L’extraction des plasmides

« Solution GTE (Glucose Tris EDTA) :
Volume préparé= 100 mL
Concentration en glucose : 50 mM =5 mL de solution glucose a 1M.
Concentration en Tris-Cl (pH=8) : 25 mM = 2,5 mL de solution Tris-Cl a 2M.
Concentration en EDTA : 10 mM = 2 mL de solution EDTA a 0,5M.

Concentration en Rnase : 50 pg/mL = 500 pL de solution Rnase a 10mg/mL.
Compléter jusqu’a 100 mL avec de I'eau distillée.

« Solution d’acétate de potassium (5 M a pH 4,8):

29,5 mL d’acide acétique a 99%.

Une pastille de KOH a pH 4,8.

Verser environ 100 mL d’eau distillée, en présence d’'un pH-meétre s’arréter de verser lorsque le pH
atteint 4,8.

« Solution NaOH/SDS :

Volume préparé= 40 mL

Concentration en NaOH : 0,2 M = 8 mL de solution NaOH a 1 M.
Concentration en SDS : 1% = 4 mL de solution SDS a 10%.

« Solution TE Buffer (Tris-Cl EDTA)

Volume préparé= 100 mL

Concentration en Tris-Cl pH 8 : 10 mM = 1 mL de solution Tris-Cl a 1 M.
Concentration en EDTA pH 8 : 1 mM = 0,2 mL de solution EDTA a 0,5 M.
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Annexe 11 : Milieu YEPD ou YPD (= Yeast Extract Peptone
Dextrose)

YEPD est un milieu de culture qui permet la pousse des levures avant la premiere transformation.
Composition :

- 20g d’extrait de levure

- 10g de peptone bactériologique

- 20g de glucose

- 20gd’agar

- Dissoudre dans 1 litre d’eau distillée

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes. Couler le milieu dans les boites de Pétri.
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Annexe 12 : Plate solution

La solution Plate est utilisée lors de la seconde transformation des levures. Elle permet d’aider
I’entrée du ssDNA (ADN de sperme de saumon) et du plasmide recombiné. Elle est composée de
diverses solutions, c’est I'acétate de lithium (LiOAc) qui permet cette entrée.

Composition :

- 13,5 mL de solution PEG (Polyéthylene Glycol) a 45%
- 1,5 mL de solution LiOAc 1M (pH 7,5)
- 150 pL de solution Tris-Cl 1M (pH 7,5)
- 30 L de solution EDTA 0,5M (pH 7,5)
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Annexe 13 : Milieu SC (Synthetic complete) media

Ce milieu est utilisé pour faire pousser les levures aprés transformation.
Composition

- 20g de glucose

- 1,7g d’'YNB (Yeast Nitrogen Base sans acides aminés et sulfate d’ammonium)
- 5g(NH,;)2S0,

- 25mL de solution 40X de mélange d’acides aminés

- 20gd’agar

- Dissoudre dans 1 litre d’eau distillée

Autoclaver a 121°C pendant 15 min. Couler le milieu dans les boites de Pétri.

Ce milieu est utilisé comme milieu liquide. C'est la méme composition, mais on n’ajoute pas d’agar. Il
est ensuite autoclavé dans les mémes conditions.

Dans cette étude nous utilisons ce milieu sans leucine ou sans tryptophane ou sans les deux, afin
de sélectionner les bonnes levures. Pour cela on ajoute 25mL de solution 40X de mélange d’acide
aminé qui ne comporte pas de leucine ou pas de tryptophane ou aucun des deux, suivant ce que
I’'on souhaite.

Solution de mélange d’acides aminés 40X :
Composition :

200 mg L-Arginine, 100 mg sulfate d’adénine, 400 mg L-Lysine, 600 mg L-Thréonine, 600 mg L-
Isoleucine, 200 mg uracile, 100 mg L-Histidine, 400 mg L-Tryptophane, 100 mg L-méthionine, 600 mg
L-Leucine, 600 mg L-Phénylalanine.

Dissoudre ceci dans 100 mL d’eau distillée et autoclaver.

Préparer cette solution sous trois formes différentes :
- Sans L-Leucine
- Sans L-Tryptophane
- Sans L-Leucine et sans L-Tryptophane
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Annexe 14 : Marqueur électrophoréese A DNA/HIND III

bp
23,130

0416

— 6,557

4361

2212

— 2,027

Figure n° 8: Photo représentant les différentes tailles
des bandes du marqueur de taille ADNA/Hindlll (taille en bp)

fragment | taille (bp) | masse (ng)
1 23130 477
2 9416 194
3 6 557 135
4 4361 90
5 2322 48
6 2027 42

Figure n°9 : Tableau présentant la taille des fragments et
la concentration en ADN des bandes du marqueurs ADNA/Hindlll ( pour 1 plL)
en fonction de sa position sur le gel.
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Résumé

La protéomie différentielle comporte de nombreusebniques dont le systéme double hybride (Yeast
Two-Hybrid), qui a été inventée par Fields et Sengl1989. Cette technique permet d’'observer les
interactions protéine- protéine au sein d’'un orgea vivant, la levure. Cette technique a été aélis
dans cette expérience afin de connaitre les interascentre la kinase CTR1 (MAPKKK) et les 10
kinases MKK (MAPKK) de la planteArabidopsis thaliana.Les souches HF7QGle I'espece
Saccharomyces cerevisiae XL1-blue dEscherichia colisont des outils biologiques indispensables a
cette expérience, de méme que les plasmides GAPYESBT9. Cependant les résultats obtenus ne
sont pas tres concluants, d’autres méthodes déqma¢ doivent étre utilisées pour cette étude. Une
des protéines d'études, CTR1, interagit a elleesavuéc notre gene cible (gene LacZ), ce qui empéche
I'interprétation des résultats de I'expérience.

Mots clefs

Systeme double hybride - Yeast Two-Hybrid - intéicacprotéine-protéine - protéomie différentielle -
Arabidopsis thaliana cascade de kinase - CTR1 - MAPKKK (MKKK) - MAPK#KK) - Test X-
gal.

Abstract

The differential proteomy involves a lot of techuég like the Yeast Two-Hybrid, which has been
invented by Fields and Songs in 1989. This teclengrmits the observation of protein-protein
interactions inside a living organism, the yeasiisTechnique has been used inside this
experimentation in order to know the interactiotwsen the kinase CTR1 (MAPKKK) and the 10
kinases MKK (MAPKK) of the planfrabidopsis thalianaThe strains HF7C of the specie
Saccharomyces cerevisiaad XL1-blue ofEscherichia coliare indispensable biological tools for this
experiment, also the plasmids GAD424 and GBT9. Hawnehe obtained results are not completely
conclusive, other methods of proteomy must be @metthis study. One of the studies proteins, CTR1,
interacts by itself with the target gene (LacZ gemdnich makes difficulties in the interpretatioh o

the results.

Keys words

Double hybrid system - Yeast Two-Hybrid - protenogein interactions - differential proteomy -
Arabidopsis thaliana kinase cascade - CTR1 - MAPKKK (MKKK) - MAPKK (KK) - X-gal test.



