Institutional Repository - Research Portal

Dépébt Institutionnel - Portail de la Recherche

UNIVERSITE  researchportal.unamur.be
DE NAMUK

THESIS / THESE

MASTER IN BIOLOGY

Cartographie d'interactions d'un jeu de protéines de Caenorhabditis elegans
communes a l'humain et n'ayant pas d'homologue chez Saccharomyces cerevisiae

Deccache, Yann

Award date:
2002

Link to publication

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

« Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
« You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain
« You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal ?

Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Download date: 09. Apr. 2024


https://researchportal.unamur.be/en/studentTheses/b014de43-050d-4bae-a4b4-bf391ca5cd41

Q\Qg’s NO/

/2

S
g
32
™
=
m
s
N

&

N

FACULTES UNIVERSITAIRES NOTRE-DAME DE LA PAIX
NAMUR

Faculté des Sciences

CARTOGRAPHIE D’INTERACTIONS
D’UN JEU DE PROTEINES DE CAENORHABDITIS ELEGANS

COMMUNES A L’HUMAIN
ET NAYANT PAS D’HOMOLOGUE CHEZ SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Mémoire présenté pour I'obtention du grade de
licencié en Sciences biologiques

Yann DECCACHE

Juin 2002



Faculté universitaire Notre-Dame de la Paix
FACULTE DES SCIENCES
Secrétariat du Département de Biologie
Rue de Bruxelles 61 — 5000 NAMUR
Téléphone: + 32 (0)81.72.44.18 — Téléfax: + 32 (0)81.72.44.20
E-mail: joelle.jonet@fundp.ac.be — http://www.fundp.ac.be/fundp.html

Cartographie d’interaction
d’un jeu de protéines de Caenorhabditis elegans
communes a I’humain
et n’ayant pas d’homologues chez Saccharomyces cerevisiae

DECCACHE Yann

Résumé

La création d’un « atlas » biologique de C. elegans (mod¢le particulierement intéressant pour
I’étude des organismes eucaryotes multicellulaires ), regroupant tous les aspects fonctionnels
relatifs au génome et a ses produits, est le projet du laboratoire du Dr M. Vidal au Dana-
Farber Cancer Institute, a Boston (ou s’est déroulée la partie pratique de ce travail).

L’« interactome », une des « cartes » de cet atlas, regroupera les interactions entre les
protéines de C. elegans. La réalisation de cet interactome est répartie entre divers projets.
L’un d’eux consiste a répertorier les interactions entre les protéines de C. elegans communes
a ’humain et n’ayant pas d’homologue chez la levure. Dans le cadre de ce mémoire, nous
nous sommes intéressés a la création d’une carte d’interactions d’un set de 94 protéines
répondant a ce double critere.

Pratiquement, ce travail s’est déroulé en deux grandes étapes : le clonage des genes d’intérét
et un screening double-hybride.

La méthode Gateway™ a permis de cloner, dans des vecteurs adaptés a la technique du
double-hybride, les ORFs codant les protéines étudiées. Les avantages de cet outil sont sa
grande efficacité et son automatisation.

Le test de double-hybride en levure a permis de confronter chaque protéine étudiée a
I’ensemble des protéines de C. elegans et de sélectionner celles qui interagissent.

Au terme du travail, 38 des 94 protéines ont été testé en double-hybride. Suite a ce test, trois
interacteurs potentiels ont été découverts. Toutefois, il est possible qu’il s’agisse de faux-
positifs (qui sont courants dans un crible double-hybride). Un séquencage devrait permettre de
vérifier cette hypothése.

Par ailleurs, notre subset d’interactome ne concemant qu’une quarantaine de protéines, il
conviendrait d’élargir I’ampleur de ce test avant de pouvoir tirer des conclusions.
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INTRODUCTION GENERALE

L'un des plus importants projets de la génétique moderne est I'étude du génome
humain. La disponibilité de la séquence génomique complete de I'homme est une
porte ouverte a la compréhension du fonctionnement de nombreux mécanismes
moléculaires, dont ceux impliqués dans les maladies. Mais malgré cet outil au
formidable potentiel, I'étude des mécanismes d‘action des genes de I'homme est
rendue difficile par la complexité de la biologie de cet organisme et par le manque
d’ « outils » adéquats pour étudier les génes in vivo. De plus, travailler directement
sur I'étre humain implique des contraintes éthiques (Walhout AJM, 1998 [15])

limitant d’autant le champ d‘action des chercheurs.

1. L'importance des organismes modéles

Pour pallier ces limitations, les scientifiques se tournent vers des « organismes
modeles » les plus appropriés possibles aux objectifs visés. C. elegans apparait
aujourd’hui comme un « modele d‘organisme modeéle ». Il s‘agit d'un ver
microscopique, eucaryote multicellulaire de séquence connue, et particulierement
aisé a cultiver. Plus important est la facilité a lui appliquer les techniques génétiques,
classiques et moléculaires. Fait absolument remarquable, la destinée spatio-
temporelle de toutes les cellules du ver, en nombre fixe, est parfaitement connue des
le stade « une cellule ». Enfin, de nombreux complexes protéiques et de nombreuses

voies biochimiques semblent étre conservées entre C. elegans et I'humain.




1.1. Un atlas biologique de cartes fonctionnelles

Pour étudier le génome d’un organisme, deux méthodes existent : la méthode
classique qui étudie les génes (et leurs produits) un a un grace a diverses techniques
(le clonage des ORFs, le RNAI, les interactions protéines-protéines, I'étude de la

structure tridimensionnelle, etc.) afin de vérifier une hypothése émise au préalable.

Genome

Expression Protein interaction

profiling Mepping

e <
[f'-:--"’\
@j Biochemical

= genomics
Protein localization 3

a2

Loss-of-function

’.

Golelespione
Tgdol sag¥se
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v
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Figure 1. Intégration des cartes fonctionnelles (Vidal M, 2001 [11]). L'exemple présenté pour C.elegans
montre qu‘en intégrant plusieurs projets de génomique fonctionnelle a grande échelle il est possible de formuler des
typothéses quil s'agit ensuite de tester une a une.

L'autre approche consiste a créer de nouvelles hypothéses sur base de la

caractérisation d’'un grand nombre de génes (ou de protéines) par une seule




technique utilisée a grande échelle. Cette approche, bien que ne conduisant pas a
des conclusions immédiates, présente I'avantage d‘étre plus globale et de présenter
une vue beaucoup plus générale d'un aspect du génome. Ainsi, chaque aspect du
génome étudié dans sa globalité conduit a la création d'une carte fonctionnelle
complete (cf. figure 1). Chaque carte repose sur un aspect fonctionnel relatif au
génome et a ses produits : le phénome étudie les phénotypes, l'interactome étudie
les protéines en tant que partenaires, le localisome s‘occupe de localiser I'activité des
genes dans une cellule ou dans I'organisme entier a un moment donné, etc.

L'intégration de ces différentes cartes fonctionnelles en un atlas est un des buts de la
génomique actuelle. Cet atlas regroupera toutes les fonctions étudiées chez
I'organisme modeéle (on dira qu'il est « compréhensif ») et servira de base a
I'‘élaboration de nouvelles hypothéses biologiques, c'est-a-dire qu'il sera

« heuristique » (M. Vidal, 2001 [10]).

2. Le double-hybride

Une partie de ce vaste projet consiste en I'étude de I’ « interactome », autrement dit,
des interactions entre protéines. La technique du double-hybride en levure se préte a

cette étude a grande échelle.

2.1. Le principe de base du double-hybride

Le systeme double-hybride part du principe que les facteurs de transcription (les

protéines qui régulent la transcription des genes en se liant a leur promoteur) sont
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composés de deux domaines distincts : une partie qui se lie a une séquence d’ADN
spécifique (le DNA Binding Domain ou DB) et une partie de trans-activation qui se lie
a la polymérase (domaine d‘activation ou AD). Si on sépare physiquement les deux
domaines (par biochimie ou génie génétique) ; aucune de ces deux parties seule
n‘active la transcription des génes. En revanche, si I'on fusionne une protéine X au
domaine DB d’une part et une protéine Y au domaine AD de l'autre part et si ces 2
protéines interagissent, elles reconstitueront un systéme de deux protéines hybrides
(double-hybride) simulant un facteur de transcription opérationnel lequel activera la
transcription du géne aval. Si les deux protéines n‘interagissent pas, le facteur de
transcription ne pourra pas activer la transcription des génes.

Par le terme « géne », il est question dans ce contexte de double-hybride de « genes
rapporteurs » c'est-a-dire des genes en fusion transcriptionnelle avec le promoteur
activé et susceptible de révéler aisément (d'étre les rapporteurs ou « mouchards »)
cette interaction. Trois génes rapporteurs sont utilisés ici, LacZ qui code pour la B-
galactosidase, URA3 qui code pour une enzyme de la voie de synthése de |'uracile et
HIS3 qui code pour une enzyme de la voie de synthése de I'histidine. L'activation de
ces génes permettra de repérer les cellules dans lesquelles les protéines hybrides
interagissent. L‘activation de LacZ va, en présence du chromogéene substrat X-gal (cf.
matériel et méthodes), colorer en bleu les cellules contenant les interacteurs et
servira donc de détecteur. URA3 et HIS3 quand a eux vont agir comme des
sélecteurs positifs (ils ne permettront la survie des cellules que si les protéines

hybrides qu’elles portent interagissent).
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2.2. Une banque d’ORFs

Les séquences codantes des genes de C. elegans sont disponibles sous forme d’ADN
complémentaire (ADNc) qui est obtenu apres réaction de transcription inverse a
partir d’ARN messagers matures. Il est intéressant de disposer d'une telle banque car
elle regroupe toutes les formes de maturation de I'ARNm dont on sait qu'elles
apparaissent par « splicing » alternatif. Mais ceci conduit a un inconvénient
important, puisque la taille de la banque est accrue d‘autant. De plus, la fréquence a
laquelle se retrouvent les diverses formes de transcrits varie selon l'importance de
leur transcription. En d’autres termes, au plus un ARNm est transcrit, au plus on le
retrouvera dans la banque et ce au détriment des ARNm rarement présents dont la
proportion relative peut tomber a zéro. Pour éviter ces problemes, les chercheurs ont
développé les banques d‘ORFs ou ORFéome. L'ORFéome regroupe toutes les phases
ouvertes de lecture d'un organisme. Une ORF (pour Open Reading Frame) est une
séquence génétique comprise entre deux codons « stop ». D'un point de vue plus
fonctionnel, une ORF est une portion d’ADN susceptible d’étre traduite en protéine ;
elle commence toujours pour un codon d’initiation et se termine par un codon de
terminaison, I'ensemble de la séquence étant un multiple de trois et de taille telle
qu'elle peut coder au minimum 100 acides aminés. Les promoteurs des genes, les
séquences 3’ et 5’ non-codantes des ARN messagers et les introns des génes ne font
pas partie des ORFs. En travaillant avec une banque d‘ORFs normalisée (c'est-a-dire
que toutes les ORF sont présentes en méme proportion) on supprime le probléme de

la sous-représentation des genes peu transcrits et de la sur-représentation des genes
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Annexe 3. Schéma récapitulatif du processus de la recherche depuis le clonage des
ORFs d'intérét jusqu’'a la génération de la carte d’interactions entre les protéines.

p201 DNR / NYHC-001 pPC97 DEST / ccdB
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1
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la taille attendue et des clones co-transformés

par un vecteur d'expression et par un vecteur
d'entrée (ayant échappé a la réaction LR)

S
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Transformation de
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INTERACTEURS POTENTIELS




fortement transcrits. La taille de la banque se trouve également réduite (et donc le

travail a fournir pour I'étudier aussi).

2.3. Le clonage d’ORFéomes par la méthode Gateway™

Pour étre utilisables en double-hybride, les ORFs doivent se trouver sur des
plasmides, c'est-a-dire qu'elles doivent y avoir été « clonées ». Le clonage
d'ORFéome représente un défi énorme car le nombre d’'ORFs peut atteindre plusieurs
dizaines de milliers pour un organisme. Dans le cas de C. elegans, ce nombre est
d‘au moins 17.300 (Reboul J, 2001 [7] ).

Les ORFs sont prédites /n silico a partir des séquences génomiques. Mais le matériel
de départ pour le clonage ne peut pas étre I’ADN génomique (a cause de la présence
des introns). Le clonage d’ORFs doit donc se faire a partir de I’ADN complémentaire,
ce qui implique une grande confiance en la qualité de la banque d’ADNc de départ.
Le systeme Gateway™ est une technique récente qui combine la plupart des
caractéristiques nécessaires a un clonage efficace d’'ORFéome. Gateway™ est basé
sur le systeme de recombinaison «site spécifique » dérivé du phage lambda
permettant son intégration et son excision dans le génome d’E. coli. L'intégration
implique la recombinaison des sites attP du phage avec les sites atB situés dans le
génome bactérien. Le génome de phage ainsi intégré est bordé des sites atfl et attR.
Cette réaction (appelée la réaction BP) requiert deux enzymes, une protéine
phagienne l'intégrase Int et la protéine bactérienne « integration host factor » IHF.
Ces deux protéines sont dénommeées « BP clonases ». Cette réaction d‘intégration est

réversible, le phage peut exciser son ADN du génome bactérien grace a la
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Restriction Endonuclease
and Ligase Cloning

|

By-Product Entry Clone Destination Vector
codB GENE

ccdB
s atR1 3 att1 a2 '} 5 atR1 atR2 3

atR2

BP Reaction LR Reaction
Donor Vector / Expression Clone / \’ By-Product
ccdB GENE ccdB
Lo e i BRI - N e =
 at atP2 { a8 amg2 ) - attP1 a2 ;

PCR Product
GENE

Figure 2. La technologie du clonage Gateway™ utilisée pour cloner des séquences d’ADN. Les
réactions LR et BP (dérivées du systéeme d'intégration-excision du phage lambda) permettent
d’échanger des segments d’ADN entre des plasmides.

recombinaison des sites atfl et atfR. La réaction d'excision (la réaction LR) requiert
trois enzymes : Int, HIF et une autre protéine de phage, |'excisionase Xis (ces trois
enzymes sont désignées par le terme « LR clonase ».

Le clonage d'ORFs par cette méthode suit ce mécanisme : un produit PCR (flanqué
de sites atB) contenant I'ORF d'intérét recombine (grace a la réaction BP) dans un
vecteur « donneur » pour former un clone « d‘entrée ». Ce clone « d’entrée » est
utilisé pour recombiner I'ORF (grace a la réaction LR) dans un clone « destination »
pour générer un clone « d'expression » (cf. figure 2).

Afin de permettre le clonage directionnel des ORFs (que leur orientation soit
maintenue), les quatre sites att du systéme ont été mutés pour générer des paires :
at a été modifié en attB1 et atB2, attP en attP1 et attP2, atl en atdll et atd 2 et

enfin, atfR a été modifié en atR1 et atR2. Ces sites ont été construit de fagon a ce

14



que les recombinaisons ne se fassent qu'entre atB1 et attP1, attB2 et attP2, atd1 et

atR1, atd 2 et atiR2 (Walhout AJM, 2000 [17]).

Outre sa grande efficacité, I'automatisation est un autre atout du systeme Gateway™
dans le contexte de I'ORFéome. En effet, les enzymes de recombinaison ont été

purifiées et sont utilisables in vitro (c’est-a-dire manipulables par un robot).

3. But de ce travail

Le projet pionnier d'« interactome » de C. elegans initié au laboratoire de Marc Vidal,
auquel notre laboratoire participe, est réparti entre divers chercheurs. Chacun
travaille sur un groupe de geénes particuliers (le développement vulvaire, le
chromosome III, le DNA damage repair (DDR), etc.). Mon travail a consisté a
participer a la réalisation de la carte d'interactions protéines-protéines en établissant
l'interactome de génes communs a C. elegans et a I'humain, mais absents chez la
levure (S. cerevisiae).

Les genes de la levure ont été écartés de ce projet pour ne conserver que les
interactions qui seraient potentiellement significatives des  organismes
multicellulaires. Le projet de l'interactome de la levure se développe par ailleurs
(Schwikowski B, 2000 [8]).

In silico, 1a liste des ORFs communes a C. elegans et a I'humain mais absentes chez
la levure a été établie. Elle porte le nom NYHC (pour Non-Yeast / Humain / C.

elegans). Le but de mon travail est de traiter 94 ORFs de cette liste, d'effectuer le
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screening double-hybride de ces ORFs contre le génome complet de C. elegans et

d‘obtenir la carte d’interaction correspondante.
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MATERIEL ET METHODES

1. Solutions et milieux de cultures:

e MILIEU LURIA BROTH (LB) POUR E. coLr

POUR 1 LITRE

5 g bactoagar
10 g peptone sous forme de capsules (4 capsules pour 1L)
10 g Nadl
20 g bacteriological-grade agar
eau distillée jusqu'a 1 litre
PROCEDURE

Dans un erlenmeyer de 2L, mettre les 4 capsules, |'agar et l|'eau.
Autoclaver a 121°c durant 25 minutes. Laisser refroidire dans un bain a
55°c. Ajouter éventuellement les antibiotiques appropriés. Verser une
fine couche de milieu dans des boites de pétri stériles et attendre la
solidification. Conserver les boites a 4°c, a l'envers.

e MiLIEU SOB

PROCEDURE (POUR 500 ML)

Mélanger dans un erlenmeyer :

e 10 g de bactotryptone,

e 2,5 g d'extrait de levure,

e 1 mlde Nad 5M,

e 1,25 mldeKCl 1M

e 450 ml d'eau
Ajuster le pH a 6,7-7 avec du NaOH. Porter le volume a 492,5 ml en
ajoutant de l'eau distillée. Autoclaver a 121°c durant 25 minutes. Ajouter
2,5 ml MgCl; 2M (stérile) et 5 ml de MgSQO,4 1M (stérile).
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e TAMPON DE TRANSFORMATION (TB)

PROCEDURE (POUR 500 ML)

Mélanger :

e 1,5 gde pipes
e 1,1 gdeCad,
e 9,31 gdeKd
e 450 ml d'eau

Ajuster le pH a 6,7 avec du KOH 5M. Ajouter 5,4 g de MnCl,. Ajouter de

I'eau jusqu’a 500 ml. Autoclaver a 121°c durant 25 minutes. Conserver

sur glace.

e S50C

PROCEDURE (POUR 500 ML)

Mélanger 10 ml de glucose 1M avec 490 ml de SOB.

e MILIEU SELECTIF POUR LEVURE (SC MEDIUM, SYNTHETIC COMPLETE MEDIUM)

PROCEDURE (POUR 8 LITRES DE MILIEU)

k.

Préparer 8 erlenmeyers de 2 litres et mettre des barreaux
magnétiques dans 4 de ces erlenmeyers qui seront appelés

« #1 », les 4 autres sont appelés « #2 ».

. Dans les erlenmeyers #1, mettre 950 ml du mélange suivant :

10.4 g de mix d‘acides aminés, 13.6 g de Yeast Nitrogen Base
(YNB), 40 g de sulfate d'ammonium et 3800 ml d'‘eau (ajuster le
pH a 5,9 avec du NaOH 10N).

. Dans les erlenmeyers #2, mettre 40 g de bactoagar et 900 ml

d’eau.

Autoclaver durant 45 minutes .

5. Verser l'agar des erlenmeyers #2 dans les #1 et laisser refroidir

dans un bain a 55°c.

Ajouter 100 ml de glucose 40% par erlenmeyer.

Ajouter les suppléments d‘acides aminés nécessaires pour la
sélection : (histidine-HCI 100mM / uracile 20mM / leucine 100mM
/ tryptophane 40 mM).
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o Milieu Sc-leu : 16 ml de trp, 16 ml d'his, et 16 ml d'ura.

oMilieu Sc-trp : 16 ml de leu, 16 ml d’his et 16 ml d'ura.

oMilieu Sc-leu-trp : 16 ml d’his et 16 ml d'ura.

oMilieu Sc-leu-trp-his + 3AT (20mM) : 16 ml d'ura et 3,36 g de
3AT.

o Milieu Sc-leu-trp-ura : 16 ml d’his.

oMileu Sc-leu-his + 3AT (20mM) + cycloheximide : 16 ml de trp,
16 ml d'ura, 3,36 g de 3AT et 2 ml de solution de
cycloheximide (1 mg/ml).

8. Couler une couche épaisse de milieu dans des boites de pétri
stériles et attendre la solidification compléte.

e GLUCOSE 40%

PROCEDURE (POUR 1 LITRE)

Ajouter graduellement 400g de glucose dans de la dd H,O. Chauffer pour
dissoudre le glucose. Stériliser par filtration.

e MILIEU YEP LIQUIDE

PROCEDURE (POUR 1 LITRE)

Mélanger 10 g d'extrait de levure, 20 g de bactopeptone et 950 ml d’eau.
Autoclaver a 121°c durant 25 minutes.
e PEG 50% 3500 (w/v)

PROCEDURE (POUR 250 ML)

Dissoudre 125 g de PEG dans de la dd H,O en chauffant. Porter le
volume a 250 ml. Stériliser par filtration.

o TE (10X)

PROCEDURE (POUR 200 ML)

Mélanger 20 ml de Tris-HCI 1M (pH 7,5), 4 ml d' EDTA 500mM et 180 ml
de dd H,O. Stériliser par filtration.
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e GEL D'AGAROSE 1%

PROCEDURE (POUR UN GEL DE 250 ML)

Ajouter 2,5 g d'agarose dans 250 ml de TBE 1x. Chauffer au micro-onde
jusqu’a ébullition et laisser refroidir quelques minutes. Durant ce temps,
préparer le moule et les peignes (vérifier que le moule est bien de
niveau). Quand |'agarose est tiede, ajouter 7 pl de bromure d'éthydium,
mélanger puis verser le mélange dans le cuve. Chasser les bulles d‘air
éventuelles et attendre la solidification compléte du gel (environ 20
minutes). Retirer les délicatement les peignes. Placer du TBE 1x dans la
cuve de migration et déposer délicatement le gel dans la cuve. Charger le
gel avec les échantillons. Laisser migrer 60 minutes a 150V et 400mA.

2. Réalisation d’un subset de 'ORFéome (version 1.0)

2.1. Cherrypicking des 94 génes NYHC-001 dans I'ORFéome de C.

elegans

La manipulation de la banque d'ORFs de C. elegans est facilitée par |'utilisation d'un
robot dit de « cherrypicking ». Lorsque la liste des ORFs a récupérer est établie et
que leur position dans la banque est connue (il faut déterminer dans quel puits et
dans quelle plagque se trouve chaque gene), il suffit d’encoder cette liste dans
I'ordinateur qui gére le robot.

Les ORFs sont stockées en plaques multi-puits. Chaque plaque dispose d'un code-
barre permettant au robot de l'identifier grace a un scanner. Un bras articulé saisit
une plaque de la banque, un aliquot des ORFs d'intérét est prélevé dans les puits

adéquats et disposé sur une nouvelle plaque multi-puits dite « de destination ».
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Lorsque toutes les ORFs requises ont été prélevées sur une plaque, le bras articulé
remet cette plaque a sa place et saisit la suivante.
Au final, nous disposons d'une plaque multi-puits contenant les 94 ORFs de la liste

NYHC-001 (la position de chaque ORF est précisée par le programme informatique.

2.2. Amplification des vecteurs d’entrée dans E. coli

La transformation des vecteurs d'entrée dans £. coli permettra d‘obtenir un stock
suffisant de matériel pour les expériences a venir. La transformation doit se faire
dans des bactéries dites « compétentes », c'est-a-dire préparées a recevoir un
plasmide. La technique utilisée ici est la méthode SEM (simple and efficient method)
qui donne des cellules a haute efficience de transformation (1-3 x 10° cfu/ug de

plasmide).

2.2.1. PREPARATION DES BACTERIES E. cOLI DH50. COMPETENTES

(les étapes indiquées en italique doivent se faire a 4°c)

1. Inoculer environ 10-12 colonies de DH5a (provenant d'une culture o/n sur
milieu LB solide) dans 250 ml de SOB.

2. Laisser pousser a température ambiante jusqu'a ce que I'absorbance a 600nm
soit comprise entre 0,55-0,6.

3. Mettre sur glace 10 minutes.

4. Centrifuger a 2500 g durant 10 minutes a 4°c (Beckman Coulter, rotor GH 3.8
A).

5. Ecarter le surnageant.
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6. Resuspendre les cellules avec soin dans 80 ml de TB glaceé.

7. Mettre sur glace durant 10 minutes.

8. Centrifuger a 2500 g durant 10 minutes a 4°c (Beckman Coulter, rotor GH 3.8
A).

9. Ecarter le surnagearnt.

10. Resuspendre les cellules avec soin dans 20 ml de TB glaceé.

11. Ajouter du DMSO pour que la concentration finale atteigne 7%.

12. Mettre sur glace durant 10 minutes.

13. Aliguoter 1 ml dans des eppendorfs et stocker a —80°c.

2.2.2. TRANSFORMATION PROPREMENT DITE

1. Dégeler les cellules compétentes sur glace et en transférer 20 pl par puits
dans une plaque 96 puits.

2. Ajouter 2 pl de plasmide p201 DNR-NYHC-001 dans chaque puits.

3. Mélanger 2 fois avec une multi-pipette réglée sur 20 pl.

4. Mettre 30 minutes sur glace.

5. Effectuer le « heat shock » durant 1 minute sur un bloc PCR préchauffé a
42°c.

6. Mettre sur glace 5 minutes.

7. Ajouter 100 pl de SOC dans chaque puits et mélanger délicatement 2 fois avec
une multi-pipette.

8. Sceller la plaque avec une bande autocollante.

9. Mettre a incuber 1 heure a 37°c.
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2.2.3. MINIPREPARATION

Cette manipulation, qui a pour but de récupérer I’ADN plasmidique contenu dans des
cellules (ici, E. coli), se fait grace au kit « QIAprep 96 Turbo Miniprep » de la firme
QIAGEN (cf. figure 3).

1. Centrifuger les bactéries durant 20 minutes a 4°c a 2.500 rpm (Beckman

Coulter, rotor GH 3.8 A).

Overnight cuitures.

Pure plasmid DA

Figure 3. Vue d’‘ensemble des étapes clés de la
minipréparation. Aprés la lyse des cellules contenant les
plasmides a purifier, le lysat est filtré pour ne garder que les
ADN génomiques et plasmidiques. Ce dernier va étre fixé sur
une colonne de silice alors que I'ADN génomique est écarté par
lavage. Les plamides vont étre élués et récupérés dans une
plaque multi-puits.
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10.

11,

12,

Vider, d’'un geste rapide, le surnageant dans I'évier.

Resuspendre le culot bactérien dans 250 pl de tampon P1 (contenant de la
RNAse). Transférer la solution dans la plaque multipuits profonds fournie
dans le kit.

Ajouter 250 pl de tampon P2 dans chaque puits et sceller la plaque avec une
bande autocollante.

Inverser la plaque 5 a 6 fois (jusqu‘a ce que la solution devienne visqueuse
et [égérement claire).

Incuber a température ambiante durant 5 minutes.

Durant ce temps, préparer le systeme QIAvac (pompe a vide). Placer le filtre
turbo au-dessus de la « QIAvac top plate » et vérifier que les plaques sont
positionnées correctement. Positionner le bloc de soutien a lintérieur de la
base QIAvac. Placer la « QIAvac top plate » sur le bloc de soutien.
Connecter le montage a la pompe a vide.

Ajouter 350 pl de tampon N3 a chaque échantillon et sceller la plaque avec
une bande autocollante.

Inverser précautionneusement 4 a 6 fois jusqu‘a ce que la solution devienne
laiteuse.

Retirer l'autocollant de la plaque et aspirer le lysat obtenu (850 pl) et
transférer le dans les puits de la plaque « turbo filtre ».

Appliquer le vide jusqu’a ce que tous les échantillons soient passés au
travers du « filtre turbo ».

Eteindre la pompe a vide et laisser aérer la plaque quelques minutes.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

Y

20.

Jeter le turbo filtre et transférer la « QIAvac top plate » qui contient le lysat
clair au dessus du bloc de soutien. L'ensemble devant étre ajusté
hermétiquement.

Remettre la pompe a vide en marche, le liquide est récupéré dans une
poubelle.

Arréter la pompe et nettoyer la « QIAvac top plate » en ajoutant 0,9 ml de
tampon PE, puis rétablir la dépression.

Aprés que le tampon PE aie percolé, appliquer une dépression maximale
durant 10 minutes pour sécher totalement la membrane.

Arréter la pompe a vide, retirer la « QIAvac top plate » et taper la plaque
énergiquement (ouverture des puits vers le haut) sur un papier absorbant
jusqu‘a I'élimination totale de toute trace de liquide. Cette opération a pour
but d‘éliminer I'éthanol.

Pour une élution dans une collection de microtubes, remplacer la poubelle
par la boite contenant une série de microtubes de 1,2 ml. Placer la « QIAvac
top plate » au-dessus des tubes dans le bloc de soutien (s‘assurer que le
montage est hermétique). Ajouter 100 pl de tampon EB (10 mM Tris-HCl, pH
8,5) dans chaque puits de la « QIAvac top plate ».

Laisser reposer 1 minute puis appliquer une dépression maximale durant 5
minutes. Eteindre la pompe a vide. Eliminer la « QIAvac top plate ».
Centrifuger les microtubes durant quelques secondes pour regrouper les
gouttes au fond des tubes et ainsi éviter une évaporation trop rapide de

I’ADN.
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3. Transfert du subset de ’ORFéome en vecteur appat double-

hybride (version 1.5)

3.1. Passage en vecteur d’expression

3.1.1. LINEARISATION DU VECTEUR PPC97 DEST PAR DIGESTION ENZYMATIQUE
L'efficience de la réaction LR dépend de la topologie des plasmides utilisés. Des
plasmides linéarisés recombinent mieux que des plasmides circulaires ou super-
enroulés. La linéarisation du vecteur de « destination » se fait grace a I'endonucléase
Smal.

1. Dans un tube eppendorf, mélanger :

e 350 pl de dd H,O

e 40 pl de tampon NEB 10X

e 7 pul de plasmide pPC97 DEST (30 ng) (pour que la concentration en
DNA soit de 75 ng/ul)

e 4 pl d'enzyme Smal

2. Laisser la digestion opérer toute la nuit
3. Charger sur gel d'agarose 1% un échantillon de notre plasmide pPC97 DEST
digéré par Smal, un controle positif (plasmide pré-digéré par Smal) et un

contréle négatif (plasmide non-digéré).

3.1.2. LA REACTION LR

La réaction d'un clone « d‘entrée » (atfdl) contenant les ORFs étudiées et d'un

plasmide de « destination » (atfR) crée un nouveau clone « d'expression » (atB). Ce
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produit de la réaction LR sera le vecteur « appat » utilisable en screnning double-

hybride.

1.

Mettre 2 pl de plasmide p201DNR / NYHC-001 dans chaque puits d‘une plaque

96 puits.

. Ajouter 8 pl du mélange suivant (préparé sur glace) dans chaque puits :

e 2 pl de tampon LR (5X)

e 2yl de plasmide pPC97 DEST digéré par Smal
e 2 pl de LR clonase

e 2uldeTE

Laisser incuber a 25°c toute la nuit.

. Pour arréter la réaction LR, ajouter 2,5 yl de protéinase K (0,4ng/ml) dans

chaque puits.

. Centrifuger quelques secondes a température ambiante a 1800 rpm (Beckman

Coulter, rotor GH 3.8 A).

Incuber a 37°c durant 10 minutes.

3.1.3. TRANSFORMATION DES VECTEURS D'EXPRESSION DANS DH50. ET SELECTION DES

TRANSFORMANTS SUR MILIEU AMPICILLINE

Cette étape permet la sélection et I'amplification des vecteurs « d’expression »,

seules les bactéries ayant incoporé un plasmide leur conférant la résistance a

I'ampicilline pourront pousser sur le milieu sélectif.

1.

2.

Dégeler les cellules compétentes sur glace et en transférer 20 pl par puits
dans une plaque 96 puits.

Ajouter 2 pl du produit de la réaction LR dans chaque puits.
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3. Mélanger 2 fois avec une multi-pipette réglée sur 20 pl.

4. Mettre 30 minutes sur glace.

5. Effectuer le « heat shock » durant 1 minute sur un bloc PCR préchauffé a
42°c.

6. Mettre sur glace 5 minutes.

7. Ajouter 100 pl de SOC dans chaque puits et mélanger délicatement 2 fois avec
une multi-pipette.

8. Annoter 16 boites de milieu LB + ampicilline (100 pg/ml) de la fagon
suivante : chaque rangée de la plaque multi-puits se réparti sur 2 boites
divisées en 6 (cf. figure 4).

9. Etaler 15 pl de transformants (sur le quartier correspondant a la coordonnée
du puits) sur les boites de milieu LB + ampicilline.

10. Laisser incuber toute la nuit a 37°c.

Rangée A

Figure 4. Disposition des boites de milieu LB +
ampicilline destinées a la sélection des bactéries
transformées par les plasmides d’entrée. En partant
des 94 transformations réalisées sur plaque multipuits, il
faut étaler les bactéries des 12 puits d’une rangée sur 2
boites de milieu sélectif divisées en six parts.
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3.1.4. MINIPREPARATION

La minipréparation destinée a récupérer les vecteurs d'expression se déroule de la

méme facon que celle présentée au paragraphe 2.2.3.

3.1.5. VERIFICATION DE LA MINIPREPARATION PAR PCR

1. Diluer I'ADN 10X dans une plaque 96 puits.

2. Ajouter 2,5 pl de I'ADN dilué dans une nouvelle plaque.

3. Ajouter 22,5 pl du mélange suivant dans chaque puits:

2,5 ul de tampon PCR HiFi (10X)
1 pl de MgSO4 50 mM
0,2 pl de dNTP 25 mM
0,1 pl de HiFi Taq polymérase
0,04 pl de primer Forward (atB1)
5 — GGGG ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT TC - 3’ (la
séquence du site atBl1 se trouve en gras)
0,04 pl de primer Reverse (atB2)
5 - GGGG ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT C - 3 (la
séquence du site atfB2 se trouve en gras)
19 pl de ddH,0

4. Sceller la plagque avec une bande autocollante.

5. Centrifuger brievement a 4°c et 1800 rpm (Beckman Coulter, rotor GH 3.8 A)

6. Lancer la PCR.

7. Préparer un gel d'agarose 1%. Charger le gel avec 4 ul de tampon de charge

et 4 pl de produit PCR. Faire migrer 80 minutes a 120 V et 400 mA.
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3.2. Collection des produits LR « bona fide »

Pour s'assurer de ne travailler qu‘avec les produits de la réaction LR « corrects »,
nous allons écarter deux types de clones : ceux dont les inserts n‘ont pas la taille
attendue et ceux qui sont capable de croitre sur milieu kanamycine (les clones ayant
incorporé a la fois un plasmide « d‘expression » et un plasmide « d‘entrée » qui

aurait échappé a la réaction LR).

3.2.1. REPIQUAGE DES COLONIES ISOLEES APRES LA REACTION LR

1. Pré-chauffer 8 boites de milieu LB+Kan dans la piéce a 37°c durant 30
minutes.

2. Préparer 900 ml de LB + 1 ml d’ampicilline (1000X).

3. Aliquoter 500 pl de LB+Amp dans chaque puits de 8 plaque a 96 puits
profonds.

4. Récupérer les 16 boites de culture contenant les bactéries transformées par le
prduit de la réaction LR (paragraphe 3.1.3.).

5. A l'aide de cure-dents stériles, prélever 8 colonies par zone en suivant les
explications données par la figure 7 (cf. résultats).

6. Mettre les boites kanamycine et les plaques ampicilline a incuber a 37°c toute
la nuit.

7. Le lendemain, noter sur des grilles de 96 cases (cf. figure 9, résultats) la

position des colonies capables de pousser sur milieu kanamycine.
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3.2.2. VERIFICATION PCR DE LA TAILLE DES INSERTS APRES LA REACTION LR

. Récupérer les 8 plaques ampicilline apres la culture o/n.

. Prélever 40 pl de cellules de chaque puits et y ajouter 40 pl de glycérol 40%.
Sceller les plaques avec des bandes d‘aluminium auto-collantes. Conserver ce
stock glycérol a —80°c.

. Sur glace, préparer le mélange PCR suivant (par puits):

e 3 pl de tampon PCR HiFi (10X)
e 1,2 yl de MgS04 50mM
e 0,24 pyl de dNTP 25 mM
e 0,048 pl de primer DB 240 uM

5" — AGTAACAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCGTCGAGGTTGTACAAAAAAGCAGGCT - 3'
e 0,048 ul de primer Term 240uM

5 — GCCGTTACTTACTTAGAGCTCGACGTCTTACTTACTTAGCTTGTACAAGAAAGCTGGGA - 3
e 24 pl de ddH20

e 0,12 pl de HiFi Taq polymérase
. Mettre 2 pl de bactéries transformées par pPC97 DEST/NYHC-001 dans

chaque puits de 8 plaques pour PCR marquées de A a H.

. Sur glace, aliquoter 28 pl du mélanger PCR dans chaque puits des 8 plaques
contenant les cellules.

. Centrifuger brievement a 4°c et 1800 rpm (Beckman Coulter, rotor GH 3.8 A)

. Lancer la PCR.

. Préparer 8 gels d'agarose 1%. Charger les gels avec 4 pl de tampon de charge
et 8 pl de produit PCR. Laisser migrer 60 minutes a 150 V.

. Analyser les gels et noter sur-les grilles utilisées au point 6 du paragraphe

3.2.1. la position des ORFs qui n‘ont pas la taille attendue.
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3.2.3. REUNION DES BACTERIES CONTENANT LES ORFS NYHC-001 QUI ONT LA TAILLE

ATTENDUE ET INCAPABLES DE CROITRE SUR KANAMYCINE

. Récupérer les 8 plaques du stock glycérol dans le frigo a —80°c.

. Disposer les tips dans 8 boites en fonction des données fournies par les grilles
élaborés précédemment. Le contenu des puits marqués ne doivent pas étre
prélevés.

. Découper une centaine de bandelettes de parafilm d’environ 1 a 2 cm de
large.

. Aliquoter 1,2 ml de milieu LB+Amp dans une plaque de 96 puits profonds
(préparer 270 ml de LB + 300 pl dampicilline 1000X).

. Désinfecter la bande aluminium des plaques 96 puits du stock glycérol avec de
I'éthanol.

. Sans retirer la bande aluminium qui recouvre la plaque, prélever 8 ul de
cellules dans les puits d’'une colonne (qui contient les mémes ORFs) grace a
une multi-pipette (passer au travers de I'aluminium).

. Déposer le contenu des tips sur un bout de parafilm et mélanger les spots
avec une pipette de 20 pl.

. Transférer 10 pl du mélange dans le puits correspondant de la nouvelle plaque
a 96 puits profonds LB+Amp. Laisser le tips dans le puits (comme point de
repere).

. Une fois la plaque remplie, retirer délicatement les tips un a un. Sceller la

plaque avec une bande adhésive airPore.

10.Mettre a incuber a 37°c sur un agitateur.
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11.Couvrir les plaques du stock glycérol d'une nouvelle bande aluminium sans

retirer la premiére et les stocker a —80°c.

4. Etablissement de I'interactome, le double-hybride en levure

4.1. Introduction du plasmide appat dans la souche MaV 103

La souche MaV 103 utilisée lors de ce test posséde les caractéristiques suivantes :
MAT a, /lei2-3, 112, (rp1-901, Ahis3A200, ade3-101, gahA, gaBla,
SPAL10::URA3, GAL1::/acZ, HIS3uas gaui:: HIS3@LYS2, cam®, cym®.

Le vecteur «appat» utilisé ici (pPC DEST / NYHC-001) permet a la levure de croitre

sur un milieu sans leucine (Sc-leu). Cette caractéristique servira a la sélection des

transformants.

Jour 1
1. Re-patcher une colonie de levure Mav 103 sur une boite YEPD.

2. Laisser pousser a 30°c toute la nuit.

JOur 2
1. Aliquoter 10 ml de YEPD dans un tube Falcon de 50 ml.
2. Grace a un platine, prélever des levures sur une surface d’environ 4 cm sur
4 cm (sur la boite YEPD inoculée la veille) et les resuspendre dans le YEPD

liquide en vortexant.
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Faire une dilution 10X de cette suspension dans une cuvette de
spectromeétre (100 pl de suspension et 900 pl de YEPD).
Mesurer |'absorbance a 600 nm.
Calculer la quantité (X) nécessaire pour inoculer 250 ml de milieu YEPD en
ayant une absorbance a 600 nm de 0,1 : Asoo X dilution x volume a inoculer
= 250 x 0,1 (par exemple, si I'Aso est de 0,86 et que la dilution est de 10X :
0,86 x 10 x X = 250 x 0,1 donc X = 2.88 ml).
Laisser incuber durant environ 5 heures a 30°c avec une agitation de 250
rpm, jusqu‘a ce que I'Aggo SOit comprise entre 0,35 et 0,60 (il est important
de noter la DO finale exacte, cette information servira pour I'étape 11).
Une demi-heure environ avant la fin de l'incubation, préparer les solutions
suivantes :
e Faire bouillir de I’ADN de sperme de saumon durant 10 minutes et
mettre sur glace.
e Préparer 30 ml de TE/LiAc (1X) en mélangeant 24 ml de ddH,0, 3 ml
de TE (10X) et 3 ml de LiAc 1M (n’utiliser que des solutions stériles).
e Préparer 30 ml de TE/PEG/LiAc en mélangeant 24 ml de PEG (50%),
3 ml de TE (10X) et 3 ml de LiAc 1M (n’utiliser que des solutions
stériles).
Récolter la culture de levure dans une bouteille Corning pour centrifugeuse
de 250 ml et centrifuger 5 minutes a 1800 rpm a température ambiante
(Beckman Coulter, rotor GH 3.8 A).
Vider le surnageant et resuspendre délicatement les levures dans 50 ml de

ddH,0 stérile. Centrifuger 5 minutes a 1800 rpm a température ambiante.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Vider le surnageant complétement (retirer le reste du surnageant a la
micropipette).

Resuspendre dans un volume de TE/LiAc équivalent a 5 fois I'Aggo finale (par
exemple, si la DO est de 0,41 le volume a utiliser est de 5 x 0,41 = 2,05 ml).
Mesurer le volume total (TE/LIAC + cellules).

Ajouter 1/10 du volume total d’ADN de sperme de saumon (par exemple, Si
le volume total est de 2,2 ml il faut ajouter 220 pl d’ADN de sperme de
saumon).

Sortir les plasmides pPC97DEST / NYCH-001 (issus de la minipréparation) du
frigo a —20°c et les centrifuger brievement a 4°c et 1800 rpm (Beckman
Coulter, rotor GH 3.8 A)

Avec une multi-pipette, transférer 2 pl de plasmide dans chaque puits d’'une
plaque 96 puits stérile.

Ajouter 20 ul de suspension de levure.

Avec une multi-pipette, ajouter 100 pl de solution TE/PEG/LiAc et mélanger
doucement.

Laisser incuber 30 minutes a 30°c.

Placer dans un bain a 42°c pour un heat-shock d‘exactement 15 minutes (ne
pas oublier de sceller la plaque avec une bande aluminium et un parafilm
pour |'étanchéité).

Centrifuger la plaque 96 puits durant 5 minutes a 1800 rpm a température
ambiante (Beckman Coulter, rotor GH 3.8 A).

Retirer le surnageant avec une multi-pipette réglée sur 140 pl.
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21. Dans chaque puits, ligne par ligne, ajouter 110 pl de ddH20 stérile et en
retirer directement 95 pl. Cette étape permet d’éliminer la majorité du PEG.

22. Resuspendre les cellules dans |'eau restante et spoter les levures sur le
milieu sélectif approprié (ici, Sc-leu).

23. Laisser incuber a 30°c toute la nuit.

4.2. Test B-gal pour détecter les clones auto-activateurs

Ce test permet d'écarter du screening les clones dont la protéine de fusion DB-X se
comporte comme un auto-activateur. Ces protéines sont capables d‘activer la
transcription de genes rapporteurs en l'absence de la protéine AD-Y.

Le test B-gal est effectué en mettant s en présence les cellule avec du X-gal (5-
bromo-5-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside). L'activation du géne /acZ produit de la B-

galactosidase qui dégrade le X-gal en un composé de couleur bleue.

1. Répliquer la boite Sc-leu contenant les levures transformées par les plasmides
DB sur une nouvelles boite YEPD contenant un filtre de nitrocellulose et laisser
incuber toute la nuit a 30°c.

2. Pour chaque boite, placer 2 papiers filtre Whatman dans une boite de pétri
vide.

3. Pour chaque boite, préparer le mélange suivant : 5 ml de tampon Z [mélanger
16,1 g de Na;HPO4¢7H,0 + 5,5 g de NaH,PO4eH,0 + 0,75 g de KCI + 0,246 g
de MgS04e7H,0, dissoudre dans 1L d'eau, ajuster le pH a 7,0 et filtrer par

stérilisation], 120 pl de X-gal 4% et 13 pl de 2-mercaptoéthanol.
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4. Verser environ 200 ml d‘azote liquide dans une seau a glace et le placer sous
une hotte.

5. Transférer 5 ml du mélange dans la boite de pétri contenant les papiers filtre.
S‘assurer que le papier est entierement humidifié et retirer les bulles d‘air avec
une pince.

6. En utilisant la pince, prendre le filtre de nitrocellulose contenant les levures et
les placer 20 a 30 secondes dans l'azote liquide. Laisser dégeler a température
ambiante en tenant le filtre avec la pince.

7. Placer prudemment le filtre de nitrocellulose (les levures placées vers le haut)
sur les papiers Whatman et retirer les bulles d‘air.

8. Laisser incuber toute la nuit a 37°c.

4.3. Transformation de la banque « proie » dans chaque levure « appat »

Cette étape permet de confronter les « appats » avec toutes les « proies » possibles
de la banque. Les vecteurs AD apportent a la levure la capacité de pousser sur un
milieu sans tryptophane. Donc, une co-transformation avec a la fois le vecteur DB et
le vecteur AD autorise les levures a croitre sur un milieu déficient en leucine et en

tryptophane (Sc-leu-trp).

Jour 1

1. Grace a un platine, re-patcher une dizaine de colonies de levures contenant le

vecteur DB sur une nouvelle boite Sc-leu (sur une surface de 2 cm x 1,4 cm
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pour chaque clone). Noter sur la boite a quel plasmide DB correspond chaque
colonie.

2. Laisser pousser toute la nuit a 30°c.

JOUR 2
1.  Préparer du milieu YEPD en ajoutant 25 ml de glucose 40% dans 500 ml de
YEP.
2. Aliquoter 40 ml de YEPD dans un tube Falcon de 50 ml pour chaque

« appat ».

Préparation des cellules compétentes (pour chague « appat ») :

3. En utilisant un platine, prélever la totalité des levures du patch réalisé la
veille et les resuspendre dans 1 ml de YEPD en vortexant.

4. Diluer 20x cette suspension dans une cuvette de spectrometre (50 pl de
suspension et 950 pl de ddH,O0 stérile).

5. Mesurer |'absorbance a 600 nm (utiliser de la ddH,0 comme contrdle).

6. Calculer la quantité de cellules (X) nécessaire pour inoculer 40 ml de YEPD
pour obtenir une Agyo finale de 0,1 (X = 0,2 / Asoo)- Par exemple, si Agoo =
0,6037, le volume de cellules a ajouter est de 0,33 ml.

7. Ajouter le volume calculé de suspension cellulaire aux 40 ml de YEPD.

8. Laisser pousser environ 5 heures a 30°c avec une agitation de 250 rpm
jusqu‘a ce que I'Agop Soit comprise entre 0,4 et 0,6 (noter soigneusement les

Agoo de chaque appat, cette information servira pour I'étape 16).

38



9. Une demi-heure environ avant la fin de l'incubation, préparer les solutions

suivantes :

e Faire bouillir de I’'ADN de sperme de saumon (9,9 ng/ml) durant 10 minutes

et mettre sur glace.

e Préparer 20 ml de TE/LiAc (1X) en mélangeant 16 ml de ddH,0, 2 ml de TE

(10X) et 2 ml de LiAc 1M (n‘utiliser que des solutions stériles).

e Préparer 20 ml de TE/PEG/LiAc en mélangeant 16 ml de PEG (50%), 2 ml de

TE (10X) et 2 ml de LiAc 1M (n'utiliser que des solutions stériles).

10. Pour chaque appat :

Marquer 1 tube eppendorf pour la préparation des cellules
compétentes (Cc).

Marquer 2 tubes eppendorf pour la transformation de la banque AD-
ORFéome (T; et T>).

Marquer une tube Falcon de 15 ml pour la dilution 1.000X (qui
servira a controler I'efficience de transformation) et y ajouter 5 ml
de ddH,0 stérile.

Marquer 3 boites de milieu Sc-leu-trp-his + 3AT 20mM.

Marquer 1 boite de milieu Sc-leu-trp (contrOle de I'efficience de

transformation).

11. Récolter la culture de levure dans des tubes coniques de 50 ml et les

centrifuger 5 minutes a 1800 rpm a température ambiante (Beckman

Coulter, rotor GH 3.8 A).

12. Vider le surnageant et resuspendre les cellules dans 1 ml de ddH,0 stérile

en utilisant des tips a filtres. Transférer la suspension dans le tube Cc.

39




3k

14.

15.

16.

Centrifuger 5 a 10 secondes dans la microfuge a vitesse maximum.

Aspirer le surnageant et resuspendre le culot dans 1 ml de TE/LiAc (utiliser
des tips a filtres).

Centrifuger 10 secondes dans la microfuge a vitesse maximum et aspirer
complétement le surnageant.

Resuspendre le culot dans un volume de TE/LiAc (X) calculé d'apres I'Aguo
finale. X = 0,8 / Asoo (par exemple, si 'Ago0 est de 0,4516 le volume X a

ajouter est de 0,36 ml).

Transformation des levures (pour chague appét) :

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Ajouter 150 pl de suspension cellulaire dans les tubes T1 et T2.
Dans chaque tube, mélanger 15 pl d’ADN de sperme de saumon et 3 pl de
vecteurs de la banque AD-ORFéome.

Ajouter 750 pl de TE/PEG/LIAc et mélanger en inversant les tubes 10 fois.

Laisser incuber a 30°c durant 30 minutes.

Laisser incuber dans un bain a 42°c pour un heat-shock de 15 minutes.
Centrifuger dans la microfuge a vitesse maximum durant 5 secondes.
Aspirer le surnageant et resuspendre le culot dans 450 pl de ddH,0 stérile
par tube.

Réunir les tubes T1 et T2 dans un seul tube (pour chaque appat).

Ajouter 5 pl de la suspension au tube de contréle contenant les 5 ml d'eau.
Etaler 300 pl de cette dilution 1000X sur la boite Sc-leu-trp (marquée du

nom de I'appat).
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25. Etaler 300 pl du mélange final par boite, ce qui fait 3 boites Sc-leu-trp-his +
3AT 20mM par appat.

26. Laisser incuber a 30°c durant 2 jours.

JourR 6
1. Compter le nombre de colonies qui ont poussé sur la boite de contrble de
I'efficience de transformation. Si le total des transformants n’atteint pas
100.000, répéter I'expérience.
2. Grace a un cure-dent stérile, re-piquer les colonies positives sur une nouvelle
boite Sc-leu-trp-his + 3AT 20mM. Noter précieusement la position de chaque

clone repiqué sur une grille de 96 cases.

JOUR 8
1. Re-piquer les colonies positives sur une boite Sc-leu-trp pour permettre

I'analyse des phénotypes. Ajouter les 5 colonies contrdles au bas de chaque

boite.
Jour9
1. Répliquer la boite Sc-leu-trp sur une boite YEPD munie d'un filtre de
nitrocellulose (pour le test p-gal), sur une boite Sc-leu-trp-ura (pour le test
URA3), sur une boite Sc-leu-trp-his + 3AT 20 mM (pour le test HIS3), sur une

boite Sc-leu-his + 3AT 20 mM + cycloheximide (pour le test CYH2).
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Procédure pour la « réplique velours »

Aprés incubation de la boite « matrice » durant 18h a 30°c, presser doucement la
boite sur un velours autoclavé. S'assurer de ne transférer qu’une faible quantité de
cellules pour éviter les agrégats sur le velours. Les boites de milieu sélectif sont
doucement pressées sur le velours «inoculé » pour y transférer des colonies. Un

velours « inoculé » peut servir a répliquer environ cing boites de milieu sélectif.

Procédure pour le « replica-cleaning »

Cette procédure est capitale pour la croissance des levures sur les milieux avec 3AT
ou cycloheximide. Pour que I'action de ces composés soit optimale, il faut que toutes
les cellules soient en contact direct avec le milieu. Or, les cellules situées au sommet
des colonies ne sont pas en contact avec les agents de sélection. Il est donc
important de procéder au « nettoyage » des boites afin de retirer I'exces de cellules
transférées sur le mileu sélectif.

Le « replica-cleaning » se déroule juste apres la « réplique velours », les cellules
excédentaires sont retirées grace a une pression de la boite de culture sur un velours
stérile (un pression plus forte que lors de la réplique est nécessaire). Apres ce
nettoyage, les boites ne doivent plus comporter la moindre trace visible de cellule. Si

ce n'est pas le cas, il convient de répéter I'opération.

Jour 10

1. Effectuer le test p-gal sur les boites YEPD (cf. protocole paragraphe 4.2.)
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Jour 12
1. Analyser les phénotypes des tests URA3, HIS3 et CYH2 et les compiler dans

un tableau comme montré a la figure 17 (cf. résultats).

4.4. Amplification par PCR des appats et des proies qui

interagissent

1. La veille de la PCR, les colonies de levures sélectionnées doivent étre
patchées sur milieu YEPD.
2. Préparer le mélange suivant (sur glace) :

e 6 pul de tampon PCR HiFi

e 2,4 ulde MgSO4 50 mM

e 0,48 pl de dNTP 25 mM

e 0,1 pl de primer DB

5' — AGTAACAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCGTCGAGGTTGTACAAAAAAGCAGGCT - 3

ou AD selon le cas

e 0,1 pl de primer Term
5 — GCCGTTACTTACTTAGAGCTCGACGTCTTACTTACTTAGCTTGTACAAGAAAGCTGGGA - 3
e 48 pul de ddH,0 stérile

e 0,24 pl de HiFi Tag polymérase

3. Transférer 60 pl du mélange dans chaque puits d'une plaque 96 puits et le
conserver sur glace.
4.  Grace a un multi-pipette, resuspendre un volume de levures correspondant

a une téte d'allumette dans 10 pl de NaOH 20 mM.
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10.

Passer cette suspension au micro-onde durant 30 secondes.

Ajouter 3 pl de la suspension de levures dans chaque puits contenant le
mélange PCR.

Ajouter 30 pl d'huile minérale dans chaque puits en utilisant une muilti-
pipette.

Lancer la PCR

Préparer un gel d'agarose 1%

Charger le gel avec 5 ul de tampon de charge et 5 pl de produit PCR.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Réalisation d’un subset de ’ORFéome (version 1.0)

1.1 Définition des génes d’intérét

Comme expliqué dans lintroduction, notre recherche s‘inscrit dans un vaste
programme visant a établir la carte compléte des interactions entre protéines chez
I'organisme modéle C. elegans.

Notre projet vise a étudier les interactions protéine-protéine concernant les ORFs de
C. elegans ayant des homologues chez I'humain mais absentes chez l'eucaryote
unicellulaire « levure ». Le répertoire des ORFs répondant a ce double critére a été
établi antérieurement a notre arrivée au laboratoire (S. Li, communication
personnelle).

En résumé, dans un premier temps, les protéines du ver ont été confrontées a celles
de I'humain (seules les protéines homologues a plus de 80% sont prises en compte).
Ce tri a permis de trouver 6818 protéines communes a I'homme et au ver. Les
protéines de C. elegans sont comparées au protéome prédit de la levure. Une fois les
protéines de levure soustraites du total, il reste 2819 protéines. La liste établie des
genes communs a C. elegans et a I'humain mais absents chez la levure est
dénommée NYHC (pour Non Yeast - Humain - C. elegans).

Parmi ces 2819 ORFs, nous nous sommes intéress€ a une centaine, choisie
arbitrairement dans la liste sur base de leur numéro d'ordre. Cette sous-liste est

désignée NYHC-001 (cf. annexe 1).
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1.2. Amplification des plasmides

La premiére étape de notre travail a été de sélectionner dans la banque stock (cf.

matériel et méthodes), grace a un robot, les 94 ORFs de la liste NYHC-001 et d’en

transférer un aliquot dans un puits répertorié d'une plaque multi-puits dite de

« destination » (cf. matériel et méthodes). Ce « cherrypicking » se fait dans la

banque d'ORFs de C. elegans du laboratoire. Cette banque compte environ 14.000

clones indépendants a I'état de plasmides p201 DNR (cf. matériel et méthodes).

Apres transformation dans E£. coli DH5c. et sélection des transformants sur milieu
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Figure 5. Les ORFs de la liste NYHC-001 dans la
version 1.0. Analyse en gel d’agarose 1% (détails dans le
texte) des aliquots obtenus par « cherrypicking ». Chaque
puits contient bien une ORF, sauf E1.

kanamycine (marqueur des
plasmides p201 DNR), des
minipréparations ont  été
effectuées (grace au robot
Quiagen, cf. matériel et
méthodes). L'’ADN plasmidique
obtenu a été analysé sur gel,
sans restriction (cf. figure 5).
On vérifie ainsi la présence
d'ADN (sauf en E1) a la
position attendue par rapport
au profil de référence des 94
clones établi au moment de la

réalisation de la banque.
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2. Transfert du subset de ’ORFéome en vecteurs « appat » double-

hybride (version 1.5)

Le subset d'ORFéome (version 1.0), ainsi que défini ci-dessus, a été transféré dans
un vecteur d’expression de levure pour réaliser ensuite un test d‘interactions double-
hybride du produit de ces ORFs avec les autres ORFs de I'ORFéome de C. elegans.
Compte tenu de I'approche « whole genome » envisagée, nous avons utilisé pour ce
faire le systeme de clonage a haute performance « Gateway™ ». Afin d’‘optimiser les
expériences double-hybride pour I'établissement de l'interactome, il y a lieu de ne
retenir parmi les produits du clonage Gateway™ que les seuls vecteurs ayant l'insert
adéquat. A cette fin, nous avons procédé par PCR a une estimation de la taille de

I'insert sur quelques colonies transformées isolées (huit).

2.1. Passage en vecteur d’expression

2.1.1. PRINCIPE

Le systeme Gateway™ est un moyen de cloner des séquences d’ADN a haut débit
avec une grande facilité. Des segments d’ADN sont transférés entre des vecteurs
grace a des recombinaison « sites-spécifiques ». Dans le cas présent, les deux
segments échangés sont I'ORF étudiée (portée par le clone d'entrée) et le gene
toxique « ccdB » (porté par le vecteur destination). Ce systeme permet de transférer
une séquence d’ADN tout en maintenant son orientation et son cadre de lecture.
Gateway™ utilise des sites de recombinaison spécifiques dérivés du phage lambda

[dont le principe est résumé plus haut (cf. introduction)] au lieu de la restriction
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classique par des endonucléases. La réaction LR est une réaction de recombinaison
entre un clone d'entrée et un clone de destination, médiée par un cocktail d'enzymes
de recombinaison (Int, Xis et IHF), pour créer un clone d’expression (cf. figure 6).

Les enzymes coupent a gauche et a droite du géne, dans les sites atfL du clone

[
e o o ]
® o o select Ap' colonies

® Transform E, coliand

Figure 6. La réaction LR. atfL1 et atfR1 (ou ati 2 et atfR2) recombinent pour former un plasmide
co-intégré. Ce plasmide se résout par une seconde réaction de recombinaison pour former deux
plasmides dont un est le clone d’‘expression recherché. La sélection des clones d’expression se fait
par transformation dans £. coli. Seuls les plasmides sans le géne toxique ccdB et munis du
marqueur Amp® permettent l'obtention de colonies.
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d’entrée et les lient aux sites attR du vecteur destination. Afin de rendre ce systeme
performant, les sites atfL et atiR sont modifiés ; premierement, des mutations ont
été introduites dans les sites att pour éliminer les codons stop et pour assurer la
spécificité des réactions de recombinaison (pour que atiL1 ne réagisse qu‘avec atR1
et qu'atiL2 ne réagisse qu‘avec atR2). Deuxiemement, une partie du site attR a été
retirée pour rendre la réaction LR plus efficiente et irréversible.

Dans notre cas, la réaction LR vise a produire des vecteurs contenant des ORFs
fusionnées avec le gene codant pour la partie DB d‘un facteur de transcription (cf.
introduction).

Cette réaction de recombinaison est tres spécifique et hautement conservative (car il
n'y a ni perte ni syntheése de nucléotides). De plus, la réaction LR peut se faire entre
des ADN de n‘importe quelle topologie, bien que la réaction entre des vecteurs

linéarisés fonctionne mieux qu‘avec des vecteurs circulaires.

2.1.2. MISE EN (EUVRE DE LA REACTION LR ET RESULTATS

La réaction LR se réalise en plaque multi-puits, chaque puits contenant un clone
d’entrée portant une ORF de la liste NYHC-001. Un plasmide « d’entrée » (p201 DNR
/ NYHC-001) recombine avec un plasmide de destination (pPC97 DEST / ccdB) pour
donner le vecteur « d'expression » (pPC97 DEST / NYHC-001, ici, le vecteur double-
hybride).

La transformation dans E£. coli et la sélection sur milieu ampicilline permettent de ne
conserver que les bactéries transformées par le vecteur d'expression. Toutes les

bactéries ayant intégré un plasmide contenant le géne ccdB meurent et celles qui
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n‘ont pas intégré un plasmide muni du géne de résistance a I'ampicilline sont

incapables de croitre sur le milieu sélectif.

2.2. Collection des produits LR « bona fide »

2.2.1. NECESSITE DE CLONER LE PRODUIT LR

La transformation dans E. coliva sélectionner et amplifier les plasmides d’expression
obtenus aprés la réaction LR. Mais encore faut-il s‘assurer que les bactéries
contiennent le plasmide voulu (dans lequel se trouve I'ORF de taille correcte), et, de

plus, qu'elles n‘ont pas été co-transformées avec un plasmide d'entrée et un

plasmide d’expression.

2.2.2. ELIMINATION DES CLONES NON CONFORMES DE LA COLLECTION FINALE D'APPATS

2.2.2.1. Repiquage de colonies isolées

Pour chaque ORF, huit colonies poussant sur milieu ampicilline ont été repiquées a
I'aide d'un cure-dent (cf. figure 7). Les 8 colonies ont été disposées dans une méme
colonne de sorte que chaque ligne de la plaque de départ se retrouve multipliée par
8 sur une nouvelle plaque. Par exemple, la colonie se trouvant en Al de la plaque de
départ va occuper toute la colonne 1 de la nouvelle plaque « A ». Au total, nous

avons disposé de huit plaques (désignées par les lettres A, B, ... H).
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ampicilte liquide.

Milieu ampicilline sur lequel
poussent les bactéries ayant intégré le
clone Al de la plaque de départ.

MILIEU KANAMYCINE (BOITE A)

Figure 7. Repiquage de colonies isolées. La plaque de départ contient le produit de la réaction LR, la
fleche rouge représente la transformation de chaque clone (dans cet exemple, le clone A1) dans £. coli et sa
mise en culture sur milieu sélectif. Aprés incubation, 8 colonies de cette plaque Al sont repiquées-sur milieu
kanamycine solide (représenté par les fléches oranges) et sur milieu ampicilline liquide (les fieches bleues)
détectant respectivement les clones co-transformés (par un vecteur « d’expression » et par un vecteur
« d'enfT@e ») et ceux avec un vecteur « d'expression ».

Chaque colonie a été placée, premiérement, sur milieu kanamycine solide et ensuite
dans le milieu ampicilline liquide. Le repiquage sur milieu kanamycine a permis de
visualiser les clones qui ont co-intégré un plasmide d’entrée (qui aurait « échappé »
a la réaction LR) et un plasmide d'expression. Le second repiquage sur milieu
contenant de I'ampicilline a permis de sélectionner les clones ayant été transformés

par le plasmide d'expression (qui confére la résistance a I'ampicilline).
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2.2.2.2. Identification par PCR des ORFs de taille attendue

Des PCR ont été effectuées pour chacune des huit plaques muiti-puits contenant le

milieu ampicilline. Grace a l'utilisation de primers universels, les ORFs contenues

dans les plasmides d’expression ont été amplifiées et leur taille va étre analysée. Les

Figure 8. PCR réalisées sur la plaque A. Les 12
amplicons de la ligne A de la plaque de départ sont
présents en 8 exemplaires. Les accolades bleues
montrent les 8 bandes correspondants aux amplicons de
'ORF Al. Les fieches rouges pointent les amplicons
(correspondant a I'ORF transférée par la réaction LR)
n‘ayant pas la taille attendue. Gel d'agarose 1%.

huit clones transformants
indépendants obtenus a partir
de chaque composant du
subset de la banque de
vecteurs pPC97 DEST ont été
analysés par PCR. Il suffit de
comparer les bandes sur les
gels d‘agarose pour idnetifier
les produits PCR qui n‘ont pas
la taile attendue. Par
exemple, pour comparer les
produits PCR correspondant a
I'ORF située dans le puits Al
de la plaque de départ, il faut
regarder le gel «A» et

comparer les 8 bandes dont le

numéro est « 1 » (de A jusqu’a H). On voit dans ce cas pris pour exemple (cf. figure

8) que certaines bandes sont positionnées identiquement. Par contre, plusieurs
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bandes dans d’autres pistes (par exemple, By, Bio, B11, Bi2, etc.) n‘ont pas la taille
attendue.

Au final, les clones présentant une croissance sur milieu kanamycine (c’est-a-dire les
bactéries possédant a la fois un plasmide d’entrée et un plasmide d’expression) et
ceux dont linsert n‘a pas la taille attendue sont mentionnés sur une grille du type de
la figure 9. Pour chacune des huit plaques, nous avons alors disposé d’une grille
indiquant quels sont les clones ne répondant pas aux critéres de taille de l'insert et
de croissance sur milieu kanamycine. Les autres ont été réunis et désignés par un
seul numeéro d’ordre. Par exemple, A1, pour les amplicons A1, B1, C1, E1, F1 et G1
de la plaque A (cf. figure 9). Leur réunion constitue la version de travail pour ce puits
(version 1.5). En procédant de méme facon pour les 94 clones, nous avons obtenu
une plaque multi-puits contenant la version 1.5 des ORFs NYHC-001 (toujours en

plasmides pPC97 DEST dans les bactéries DH5q).

I @M moOlO|m >

Croissance sur milieu Kan
Bllie par PCR incorrecte
Les 2 critéres s'appliquent Ptaque A

Figure 9. Grille représentant la
plaque A. Les cases oranges
représentent les amplicons qui croissent
sur kanamycine, les cases bleues les
amplicons dont linsert n‘a pas la taille
attendue et les vertes représentent les
amplicons pour lesquels ces deux critéres
sont observés.
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0 A Des minipréparations ont permis de
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récupérer les plasmides d’expression
de la version 1.5, également

visualisée sur gel (cf. figure 10). Ces
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ces plasmides d’expression portent le
nom de « vecteur DB » ou « appat »

s R lors des tests double-hybride.
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Figure 10. Les ORFs de la liste NYHC-001
dans la version 1.5. NB : les puits G12 et H12
sont des échantillons contrdle sans rapport avec
la banque d'ORFs NYHC. Gel d‘agarose 1%.

3. Etablissement de l’'interactome

Comme expliqué dans l'introduction, linteractome regroupe les interactions entre les
protéines d'un génome et d’un subset de celui-ci. La détection de ces interactions en
double-hybride passe par la double transformation de la levure par le plasmide
« appat » et le plasmide « proie ». Il faut se débarrasser des protéines auto-
activatrices (« faux-positifs ») qui induisent la transcription des génes rapporteurs
alors qu'elles n’interagissent pas avec une autre protéine. Les interacteurs potentiels

sont repérés par l'analyse de la croissance des levures sur divers milieux.
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3.1. Collection de levures avec le subset de ’'ORFéome en vecteurs

« appat »

Les levures utilisées pour cette étude sont de souche MaV 103. Ces levures sont
auxotrophes pour la leucine et le tryptophane (pour permettre la sélection des deux
plasmides exprimant les protéines hybrides) et mutées pour le géne HIS3 pour que la
croissance se fasse sous la dépendance de I'expression de GAL1::HIS3 sur un milieu
contenant du 3AT. Mav 103 contient trois copies uniques de génes rapporteurs :
SPAL::URA3, intégré a URA3, GAL1::HIS3, intégré a LYS2 et GAL1::lacZ, intégré dans
un locus inconnu. Ces trois génes rapporteurs sont sous le contréle de promoteurs

induits par le facteur de transcription Gal4p.

3.1.1. TRANSFORMATION DES VECTEURS « APPAT » EN LEVURE

L'introduction du premier vecteur (le vecteur DB ou « appat ») dans la levure
constitue I'étape initiale du test double-hybride. Cette transformation se fait en
plaque 96 puits, au départ de la version 1.5 des ORFs NYHC-001 qui est contenue
dans le plasmide pPC97 DEST. Ce plasmide contenant le marqueur de sélection LEU2
confére a la levure qui le contient la capacité de croitre sur un milieu sans leucine. La
sélection des levures transformées se fait donc sur milieu synthétique complet sans

leucine (Sc-leu) (cf. matériel et méthodes).
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3.1.2. ELIMINATION DES CLONES AUTO-ACTIVATEURS

3.1.2.1. Principe du test

La self-activation peut étre définie comme une activation détectable de genes
rapporteurs par une souche contenant un vecteur DB en |'absence de la proie. La
version simple hybride DB recrute la machinerie de transcription et active donc a elle
seule les rapporteurs.

On distingue deux situations de self-activation, celles ou I'ORF en fusion provient
d’'un activateur authentique et celles ol la protéine n'‘est pas self-activatrice au

départ mais le devient suite a une mutation ou a cause de la construction DB-X.

3.1.2.2. Application et résultats

Les tests de self-activation sont effectués comme les tests double-hybride. En
pratique, nous avons fait usage du rapporteur HIS3 et du rapporteur lacZ.

Le test sur 3AT a permis de déterminer le niveau basal d‘expression du gene
rapporteur HIS3. Il se réalise en titrant I'activité HIS3 sur des boites de pétri Sc-his
contenant du 3-Amino-1,2,4-Triazole (3AT) a une concentration pour laquelle la
croissance en l'absence d’histidine est inhibée.

Le géne HIS3 code pour l'imidazole glycérol phosphate déhydratase, une enzyme
impliquée dans la voie de synthése de I'histidine. Cette enzyme peut étre inhibée
spécifiquement (de facon dose dépendante) par le 3AT. Si les levures poussent en

présence de 80 ou 100 mM de 3AT, le vecteur DB code probablement pour une
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protéine qui est, soit directement, soit indirectement self-activatrice dans ce systéme.
Un tel plasmide ne convient pas a une étude double-hybride.

Le test de self-activation est le test de la B-galactosidase. Les colonies contenant un
vecteur DB auto-activateur apparaissent de couleur bleue.

La réalisation de ces tests nous a permis de déterminer que huit des 94 ORFs de la
liste NYHC-001 peuvent étre considérés comme self-activatrices. Ces huit « appats »

ne seront pas utilisés lors du screening contre les « proies ».

3.2.1. BANQUE D’ORFEOME COMPLET EN VECTEUR <« PROIE »

Le laboratoire dispose d'une banque de vecteurs AD contenant toutes les ORFs de C.
elegans. Ces inserts sont placés dans des vecteurs pPC86 DEST. Les ORFs ont été
fusionnées avec la partie AD du facteur de transcription. Le plasmide « proie » porte
le géne trp qui permet aux levures transformées par ce vecteur de pousser sur un

milieu sans tryptophane.

3.3. Transformation de la banque « proie » dans chaque levure « appéat »

Le but de cette étape a été de donner la possibilité aux deux protéines (appat et
proie) de se rencontrer et de peut-étre interagir . Les vecteurs AD se présentent sous
la forme d'un mélange de toutes les ORFs de C. elegans. La banque a été mise en
présence de chacun des appats. Au final, nous avons obtenu une levure transformée
avec un vecteur DB connu et, s‘il n'y a pas eu co-transformation, un seul type de
vecteur AD (inconnu). Si les produits de ces plasmides interagissent, cette interaction

sera détectée grace aux génes rapporteurs.
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Un contréle de l'efficience de transformation a été effectué en étalant un échantillon
de levures dilué 1000x. Apres incubation, le nombre de colonies sur la boite
«contrble » a été compté. Lorsque l'efficience de transformation n‘atteint pas
100.000, les résultats de cette transformation n‘ont pas été pris en compte.

Sur les 38 transformations effectuées, 12 ont présenté une efficience trop faible. Les
26 transformants « utilisables » ont été conservés pour la suite de I'étude double-
hybride. Par manque de temps, il nous a été impossible de refaire les
transformations inefficientes.

Apres incubation, les boites contenant les doubles transformants ont été récupérées.
Tous les clones positifs, capables de pousser sur le milieu sélectif Sc-leu-trp + 3AT
20mM ont été repiqués a l'aide d’un cure-dent et disposés sur une nouvelle boite Sc-
leu-trp + 3AT 20mM. L'emplacement de chaque clone sur la nouvelle boite a été

noté afin de pouvoir retrouver le nom de I'ORF concernée.

Cing controles permettant de suivre le bon déroulement des expériences ont été
inclus (cf. figure 11) :
A. contrble négatif (pPC97 et pPC86)
B. contrdle de I'expression d’une interaction relativement faible (pPC97-RB et
pPC86-E2F1)
C. contréle de l'expression d’une interaction relativement forte (pPC97-Fos et
pPC86-Jun)
D. contr6le positif (pCL1 codant pour Gal4p et pPC86)
E. contrdle de I'expression d'une interaction relativement forte et qui servira au

controle du « plasmide curing » (pPC97-CYH2-dDP et pPC86-dE2F).
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Control A

Control B
Control C
Control D
Control E
SC-Leu-rp -His+3AT X-gal Ura
(10 mM)

Figure 11. Les 5 souches de levures servant de contréle au
double-hybride.

Au total, 308 colonies positives ont été ainsi repiquées sur quatre boites (nommées
A, B, C et D). Aprées incubation, les boites ont été répliquées (grace a la méthode de
la réplique velours, cf. matériel et méthodes) sur divers milieux : une boite Sc-leu-
trp-ura (pour le test URA3), une boite Sc-leu-trp-his + 3AT 20mM (pour le test
HIS3), une boite YEPD contenant un filtre de nitrocellulose (pour le test p-gal) et
enfin, sur une boite Sc-leu-his + 3AT 20mM + cycloheximide (pour le test du

« plasmide curing », expliqué plus loin).

3.4. Tests phénotypiques de mise en évidence des clones présentant

une’interaction double-hybride potentielle

Quatre tests ont été effectués pour détecter les interactions potentielles entre deux
protéines hybrides. Trois d'entre eux ont permis de rendre compte de l|'activation
d’'un géne rapporteur et le quatrieme (le test du « plasmide curing») de tester a
nouveau les souches de levure portant un plasmide DB dont le produit est auto-

activateur.
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nouveau les souches de levure portant un plasmide DB dont le produit est auto-
activateur.

Le test B-gal consiste a révéler la coloration bleue des colonies témoin de I'activation
du rapporteur /acZ (cf. matériel et méthodes). La photo montrée ici en exemple (cf.
figure 12) refléte les résultats obtenus pour ce test. Peu de clones apparaissent de
couleur bleue. Ceci montre, qu‘apparement, peu de colonies positives repiquées
contiennent des protéines hybrides interagissant. L'intensité de la couleur bleue
informe sur l'intensité de linteraction potentielle entre les protéines hybrides. Ces
informations sont quantifiées a l'aide d'une échelle de croissance arbitraire allant de
0 (colonie blanche) a 3 (colonie trés bleue). L'observation du controle A (négatif)

permet de tenir compte du bruit de fond dans I'évaluation.

Figure 12. Test pB-gal effectué sur la boite B aprés croissance sur milieu YEPD. Les
chiffres blancs correspondent a la valeur attribuée a l'intensité de la couleur bleue de
chaque colonie. Au bas de la boite se trouvent les 5 controles (A, B, C, D et E).
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Le test de croissance sur milieu sans uracile (appelé « test URA3 ») a permis une
sélection positive des levures dont les proies et appats interagissent. La boite de
culture prise pour exemple montre (cf. figure 13), qu'un trés faible nombre de
colonies sont capables de croitre sur ce milieu sélectif. Tout comme le test p-gal, la
taille de chaque colonie sur la boite est évaluée sur une échelle allant de 0 (pas de

croissance ou méme niveau de croissance que le contrdle A) a 3 (forte croissance).

Figure 13. Test URA3 effectué sur la boite D aprés croissance sur milieu Sc-leu-trp-ura
Les chiffres blancs (de 0 a 3) correspondent a la valeur attribuée a la croissance de
chaque colonie. Au bas de la boite se trouvent les 5 contréles (A, B, C, D et E).

Le test « HIS3 » a permis, de méme, de sélectionner positivement les clones positifs
pour l'interaction. Sur la photo présentée ici (cf. figure 14), on voit que le nombre de
colonies poussant sur le milieu de sélection est élevé. La quantification de la
croissance des levures se fait grace au méme type d‘échelle de valeurs quutilisée

pour le test URA3.
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Figure 14. Test HIS3 effectué sur la boite D aprés croissance sur milieu Sc-leu-trp-his
+ 3AT. Les chiffres blancs (de 0 a 3) correspondent a la valeur attribuée a la
croissance de chaque colonie. Au bas de la boite se trouvent les 5 contrdles (A, B, C, D
et E).

Dans tous les cas, I'existence de « faux-positifs » résultant d’une auto-activation de
la seule fusion DB demande un test supplémentaire pour les détecter. Ce test utilise
la sélection HIS3. Le test CYH2 ou test du « plasmid curing » permet de re-tester les
protéines DB-X qui se comportent comme des self-activateurs en vérifiant qu’elles le
font en I'absence d’AD. Pour ce test, les cellules qui ont spontanément perdu
(« curing ») leur plasmide AD mais contenant toujours le plasmide DB ont été
sélectionnées. Cette sélection se fait grace a la présence du géne dominant CYH2®
(de sensibilité au cycloheximide présent sur le vecteur AD. La souche de levure
MaV103 est résistante au cycloheximide grace a la présence de l'alléle récessif chy2"
dans son génome). Donc, seules les levures qui ont perdu le vecteur AD sont

résistantes au cycloheximide (cf. figure 15).
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CYH2®

trp

Figure 15. Le test du « plasmid curing ». Seules les levures qui ont perdu le
vecteur AD sont capable de croitre sur un milieu contenant du cycloheximide. Les
clones dont la protéine de fusion DB-X seule est capable d’activer la transcription du
gene HIS3 sont capable de pousser sur un milieu sans leucine ni histidine mais avec
cycloheximide.

Dés lors, sur les boites de cycloheximide sans histidine, toute colonie qui est capable
d’y pousser porte le vecteur DB sans I'AD et la protéine hybride de ce vecteur sera
considérée comme self-activatrice (car capable d'activer seule le géne rapporteur
HIS3). On voit (cf. figure 16) que certaines colonies présentent une croissance sur le
milieu contenant du cycloheximide. Au plus croissance de cette colonie sera
importante, au plus la protéine hybrides DB-X qu’elles contiennent est capable
d’activer la transcription du géne HIS3. La quantifiaction de ce test se fait
identiquement aux précédants.

Ce second test d'auto-activation est plus « fin » que celui effectué au point 3.1.2. En
effet, ici, les clones positifs pour le test CYH2 (c’est-a-dire ceux dont la protéine DB-X
se comporte comme un auto-activateur) proviennent de colonies isolées, alors que
pour le premier test, les colonies analysées provenaient d’'un « patch » de clones.
Ceci explique le nombre élevé de clones capable de croitre sur le milieu contenant du

cycloheximide.
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Figure 16. Test CYH2 effectué sur la boite D aprés croissance sur milieu Sc-leu-his +
3AT 20mM + cycloheximide. Les chiffres blancs (de 0 a 3) correspondent a la valeur
attribuée a la croissance de chaque colonie. Au bas de la boite se trouvent les 5
contréles (A, B, C, D et E).

Il est important de noter que la qualité des tests phénotypiques réalisés dépend
fortement de la qualité des étapes de replication de la boite « matrice » (réplique
velours, cf. matériel et méthodes) et des étapes de « nettoyage » des boites de
milieu sélectif (« replica clean », cf. matériel et méthodes). Si le « replica clean » n‘a
pas été suffisant, les levures situées au sommet de la colonie n‘ont pas été mises en
contact avec I'élément sélecteur du milieu (le cycloheximide ou le 3AT). Des lors, des
colonies dont la croissance aurait di étre inhibée sur le milieu sélectif ont pi

pousser.

Pour chaque boite, un tableau a été construit (cf. figure 17). Il regroupe la position

de chaque clone positif sur la boite étudiée, I'appat auquel il correspond, la
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Positionon P Bait# | Growth LacZ Ura 3AT CYH2

G1 B6 Y 3 0 3 0
Q B6 Y 0 0 1 1
G4 B6 Y 3 3 3 3
G B6 Y 3 1 3 0
G H5 Y 0 0 0 1
G HS Y 0 0 0 0
G H5 Y 0 0 1 2
€3 HS Y 0 0 0 0
G0 H5 Y 0 0 1 0
Gl H5 Y 0 0 1 1
G2 HS Y 0 0 2 1

Figure 17. Extrait du tableau de quantification de l'analyse
des phénotypes. La premiére colonne donne la position du clone
positif (c’'est-a-dire, capable de croitre sur milieu sans leucine ni
tryptophane) sur la boite de culture. La seconde colonne renseigne
sur Videntité de I'ORF « appat » (en donnant sa position sur la plaque
de départ). La troisieme colonne dit si le clone a poussé ou pas lors
du repiquage sur la nouvelle boite Sc-leu-trp. Les 4 colonnes
suivantes sont les résultats des différents tests accomplis. En jaune,
la colonie passe le test CHY2, en vert la colonie passe le test 3AT, en
bleu, le clone est considéré comme un interacteur potentiel. Le
tableau complet se trouve en annexe 2.

croissance ou non du clone sur milieu Sc-leu-trp, le résultat du test de la B-gal
(LacZ), le résultat du test URA3, du test HIS3 (3AT) et du test CYH2.

L'analyse de ce tableau a permis de déterminer les clones ot résident des
interacteurs potentiels : il faut que la valeur du test CYH2 soit inférieure ou égale a
1, que celle du test 3AT soit supérieure ou égale a 2 et que la valeur du test lacZ soit

supérieure ou égale a 2.

Au total, sur les 308 clones positifs repiqués sur le milieu Sc-leu-trp-his + 3AT
20mM, 54 n’ont pas poussé. 119 clones ont été éliminés par le test CYH2 ; ils sont
considérés comme des auto-activateurs. 36 des clones restants ont passé le test 3AT

et 10 se sont révélés contenir des interacteurs potentiels (car ayant passé le test
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LacZ). Ces dix clones contiennent trois ORFs différentes comme « appat » (cf. figure

18) :
Wormpep name Predicted name Length Wormdb Proteome Human SwissProt  Length
3 caeel:CE04005 C16A3.5 163 C16A3.5 C16A3.5 human:q9uqge8 q9uqe8 149
13 caeel:CE19188  Y48A6B.5 208 Y48A6B.5 Y48A6B.5 human:csi4_human csl4_human 188
18 caeel:CE20611  C54E4.2 226 C54E4.2 C54E4.2 human:q9bql6 q9bq16 201

Figure 18. Détail de la liste NYHC-001 montrant les trois ORFs révélées par le screening double-
hybride comme étant des interacteurs potentiels.

Une recherche sur Wormbase a permis de caractériser ces trois ORFs.

e «C16A3.5 » code une NADH-ubiquinone oxydoréductase B22, sa localisation
génétique est ignorée. Elle est composée de 163 acides aminés et sa masse
est de 17,93 KDa. On retrouve des homologues de cette protéine chez
I'humain mais aussi chez la drosophile.

e «Y48A6B.5 » code une protéine de rdle inconnu et sa localisation génétique
est ignorée. Elle est composée de 208 acides aminés et sa masse est de 22,88
KDa. On retrouve aussi des homologues chez I'humain et la drosophile.

e « C54E4.2 » coderait une protéine de structure et serait extracellulaire. Le
gene est localisé sur le chromosome IV de C. elegans. La protéine comporte
226 acides aminés et sa masse est de 25,79 KDa. On retrouve des

homologues chez I'humain, la souris et la drosophile.
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3.5. Identification des « proies », interacteurs potentiels de ces

trois protéines

Les ORFs sélectionnées en proie ont été amplifiées par PCR. Une purification a
permis de récupérer I'ADN débarrassé des résidus de la PCR (enzymes, primers, ...)
puis le séquencage livrera la séquence des ORFs recherchées.

A titre de controle de lidentité de I’ »appat », une double PCR a été réalisée afin
d‘amplifier d'une part I'ORF contenue dans le vecteur AD et d'autre part I'ORF du
vecteur DB.

Sur la figure 19, on retrouve les trois ORFs « appat », encore a fonction inconnue
(cf. plus haut) qui ont été dévoilées par le screening : les ORFs 3, 13 et 18 de la liste
NYHC-001.

Sur la figure 20, on trouve les bandes PCR correspondant aux inserts des vecteurs
AD. Apparemment les 10 ORFs ont la méme taille, ceci appelle un commentaire. En
effet, sur base de cette identité apparente de taille pouvant siginifer une identité de
séguence, on pourrait penser que les 3 « appats » interagissent avec la méme et

unique « proie ». Ceci est trés invraisemblable s'il s'agit d‘interactions fonctionnelles

. R

Figure 19. Les 10 appats potentiels Figure 20. Les 10 proies potentielles
(correspondants a 3 ORFs) portées par portées par le vecteur AD. Amplification
le plasmide DB. Amplification par PCR et par PCR et analyse sur gel d’'agarose 1%.

analyse sur gel g'agarose 1%.

67



réelles. En effet, on s‘attend, au contraire, que celles-ci soient spécifiques. On peut
donc suspecter que les interacteurs potentiels obtenus ici soient en fait des faux-

positifs.

L'analyse des autres résultats du screening double-hybride est en cours au

laboratoire hote.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

1. Conclusions

Le but de ce mémoire était de construire une carte d‘interactions entre les protéines
communes a C. elegans et a I'humain, et n‘ayant pas d’homologues chez S.
cerevisiae. 2819 protéines correspondant a ces critéres ont été choisies pour faire
I'objet de cette carte d‘interaction. De ce lot, nous nous sommes intéressés a 94
protéines (dénommées NYHC-001). Pour réaliser un « interactome », on utilise la
technique du double-hybride en levure qui se fonde sur le fait que l'interaction entre
deux protéines hybrides reconstitue un facteur de transcription fonctionnel
susceptible d'activer des genes rapporteurs. Ces génes « mouchards » sont intégrés
au génome de la levure. La non-activation de ces genes (lorsque les protéines
hybrides n'interagissent pas) est létale pour la cellule s'il s'agit de génes essentiels.
Dans ce cas, seules seront capables de pousser sur les milieux sélectifs, les levures
dont les protéines hybrides interagissent.

Les protéines hybrides sont obtenues, par génie génétique, en fusionnant les ORFs
codant pour les protéines (dont l'interaction est a tester) avec une de composantes
des facteurs de transcription (soit la partie AD, soit la partie DB).

La méthode Gateway™, bien adaptée aux travaux a grande échelle comme celui-ci,
permet de fournir (par recombinaison site-spécifique) des plasmides contenant les
ORFs d'intérét fusionnées avec la partie DB d'un facteur de transcription. Une banque
de vecteurs AD contient toutes les ORFs de C. elegans. La double transformation de
ces vecteurs AD et DB dans une levure donne la possibilité aux protéines hybrides

d'interagir et cette interaction est détectable par les tests de sélection.
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Au terme de ce mémoire, 38 des 94 ORFs de la liste NYHC-001 ont été confrontées a
la banque d’AD-ORFéome de C. elegans et 3 de ces ORFs ont présenté des signaux
positifs pour ce test. L'analyse préliminaire de ces interacteurs laisse penser qu'ils
seraient des faux-positifs. En effet, I'analyse de la séquence (en attente) devrait
confirmer (ou infirmer) ce point. On sait que les faux-positifs sont habituels dans un
crible double-hybride. Initialement, le souci d‘atteindre un niveau de « puissance »
de test suffisant (ne pas perdre des candidats potentiels intéressants) s'accompagne
d'une réduction paralléle de la « confiance » (la pertinence biologique des
interactions détectées par le test). Vu la pauvreté des résultats de ce crible, la
stringence pourrait avoir été trop importante.

Notre subset d‘interactome ne concernant qu‘une quarantaine d‘appats, il

conviendrait d'élargir I'ampleur du test avant de pouvoir en tirer des conclusions.

2. Perspectives

Le travail présenté ici représente une petite partie d'un vaste projet d'interactome
de C. elegans. 1l reste encore des centaines de d'ORFs de la liste NYHC a analyser.
Ce travail devrait aboutir d‘ici quelques mois a la création de la carte d‘interactions
recherchée. Cette carte ne sera qu’une piéce du grand puzzle de |'atlas biologique de
C. elegans., cet atlas intégrant toutes les données biologiques du ver (linteractome,
le protéome, le localisome, l'expression génique, le RNAi, etc.) disponibles. Les
résultats de cet atlas serviront a I'élaboration de nouvelles hypothéses biologiques

qui auront des applications dans de nombreux domaines, dont celui de la recherche
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de nouveaux médicaments. Ils devraient aussi permettre de revoir la fagon dont les

scientifiques pensent la recherche en biologie (Vidal M, 2001[11]).
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Annexe 1:

Les 94 ORFs de la liste NYHC-001

CoONOTULH_ WNRE

Wormpep name
caeel:CE00449
caeel:CE22589
caeel:CE04005
caeel:CE01495
caeel:CE20214
caeel:CE08527
caeel:CE06151
caeel:CEO6164
caeel:CE29245
caeel:CE07740
caeel:CE28767
caeel:CEO07055
caeel:CE19188
caeel:CE00302
caeel:CEO0608
caeel:CE01626
caeel:CE10494
caeel:CE20611
caeel:CE04083
caeel:CE13633
caeel:CE16335
caeel:CE03235
caeel:CEO07398
caeel:CE04755
caeel:CE02468
caeel:CE19513
caeel:CE29376
caeel:CE22631
caeel:CE15961
caeel:CE16576
caeel:CE22957
caeel:CE08394
caeel:CE16577
caeel:CE01845
caeel:CE16047
caeel:CE18015
caeel:CE07665
caeel:CE07787
caeel:CE06452
caeel:CE00852
caeel:CE07417
caeel:CE16016

Predicted name
ZK652.3
Y56A3A.21
C16A3.5
Cl6Cl10.4
Y37D8A.10
C32E8.3
KO8F4.3
KO8H2.6
D2096.2
B0432.2
R13A5.5
F11G11.2
Y48A6B.5
R107.7
D2045.8
RO7B1.1
F45E4.2
C54E4.2
C25G6.2
T13F2.8
TO3F6.1
F19H6.4
MO3E7.5
KO05G3.3
C09C7.1
KO1A2.5
Y41C4A.14
Y57A10A.26
F35E8.11
WO9H1.6A
Y71H9A.3
C25D7.8
WO9H1.6B
C32D5.5
F45G2.4
KO4F10.7
B0035.1A
CO1A2.5
T14G10.6
B0272.3
R0O5G6.4
F39B2.11

Length

Wormdb Proteome

94 ZK652.3 ZK652.3
159 Y56A3A.21 Y56A3A.21
163 C16A3.5 Cl6A3.5
166 C16C10.4 Cl6Cl0.4
180 Y37D8A.10 Y37D8A.10
180 C32E8.3 C32F8.3
182 KO8F4.3 KO8F4.3
184 KO8H2.6 KO8H2.6
186 D2096.2 D2096.2
187 B0432.2 B0432.2
202 R13A5.5 R13A5.5
206 F11G11.2 F11G11.2
208 Y48A6B.5 Y48A6B.5
208 R107.7 R107.7
220 D2045.8 D2045.8
225 R0O7B1.1 RO7B1.1
226 F45E4.2 F45E4.2
226 C54E4.2 C54E4.2
233 C25G6.2 C25G6.2
235 T13F2.8 T13F2.8
236 TO3F6.1 TO3F6.1
243 F19H6.4 F19H6.4
245 MO3E7.5 MO3E7.5
246 K05G3.3 KO05G3.3
253 C09C7.1 C09C7.1
265 KO1A2.5 KO1A2.5
267 Y41C4A.14 Y41C4A.14
269 Y57A10A.26 Y57A10A.26
277 F35E8.11 F35E8.11
279 WO9H1.6A WO9H1.6A
281 Y71H9A.3 Y71H9A.3
284 C25D7.8 C25D7.8
285 WQO9H1.68B WO0OS9H1.6B
288 C32D5.5 C32D5.5
292 F45G2.4 F45G2.4
293 K04F10.7 KO4F10.7
298 B0035.1A B0035.1A
300 CO1A2.5 COl1A2.5
308 T14G10.6 T14G10.6
309 B0272.3 B0272.3
310 R0O5G6.4 R0O5G6.4
312 F39B2.11 F39B2.11

Plate

= N 2 e s s N
OO UOOODODO0ODO0OO0ODO0ODO0OWUVWUNPOOVOLWOWWOLWWIWIW 00 000000000000 00~

10
10
25
11
11
25

Position
F3
E3
Ca
A5
C8
A8
H8
G9

F11
D10
D5
Cc2
C3
A3
F%S
Ell
C7
B7
G8
H8
Co
D9
El
B11
F1l
E3
G3
G4
H5
A7
Cc7
F#7
H7
A2
E9
H9
G1l0
Cl1
B4
B2
F2
E4

PCR

T A e I I I I I I I I I I I I e e e R R T .

Expected

<< LI ALLLLCLCLL L L LCLLL L L L L C << << << <<

Human
q9nzf2
ssrd_human
q9uge8
spl8_human
spcl_human
094811
ssrb_human
q9bvs3
075915
q99497
hxbl_human
pgd_human
csl4_human
000460
q9h3f6
hmx2_human
pur_human
q9bqgl6
cd9_human
q9br86
q9h3mb5
s5a2_human
q9bzz4
cah7_human
axol_human
ql3855
075572
q9bss2
q9bss2
leg4_human
ban7_human
q9p0b8
legd_human
q9y393
cope_human
095565
q9bvr9
q9by42
t4s9_human
000753
q9y314
mtx1_human

SwissProt
Q9nzf2
ssrd human
Qq9uge8
$pl8 human
spcl human
094811
ssrb human

g9bvs3
075915

999497
hxbl human
ped human
¢sl4 human
000460

g9h3f6

hmx2 human

pur _human

g9bgle
cd9 human
a9br86
a9h3mb5
s5a2 human
a9bzz4
cah7 human
axol human

legd human
ban7 human
a9p0b8

legd human

9y393
cope human

095565
a9bvr9

a9by42
t4s9 human

000753

aq9y314
mtxl human

Length  Aln length

85
173
179
1158
226
219
183
183
188
189
301
198
195
210
313
267
322
433
227
147
244
254
213
264

1040
274
282
506
506
323
287
275
323
384
307
341

35
306
268
314
301
317

82
163
149
129
179
164
183
150
165
189
180
208
188
206
200
197
224
201
224
124
231
234
200
262
204
248
256
247
279
309
251
270
312
287
285
285

35
310
272
308
328
315

Ce-H e-value
5.00E-34
1.00E-15
3.00E-16
1.00E-34
4,00E-27
2.00E-21
1.00E-15
1.00E-17
9.00E-28
5.00E-42
1.00E-17
4.00E-25
4.00E-19
4.00E-41
4.00E-26
6.00E-25
2.00E-25
2.00E-26
2.00E-14
2.00E-19
1.00E-61
2.00E-34
2.00E-15
9.00E-36
3.00E-12
3.00E-21
2.00E-28
2.00E-31
4.00E-15
7.00E-37
1.00E-82
6.00E-38
5.00E-37
9.00E-53
4.00E-44
3.00E-20
3.00E-13
4.00E-45
6.00E-61
3.00E-85
6.00E-62
3.00E-36




Les 94 ORFs de la liste NYHC-001

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

Wormpep name

caeel:CE09760
caeel:CE16096
caeel:CE15499
caeel:CE14674
caeel:CE05159
caeel:CE12160
caeel:CE20741
caeel:CE01196
caeel:CE17346
caeel:CE06583
caeel:CE17806
caeel:CE12778
caeel:CE00895
caeel:CE03007
caeel:CE12120
caeel:CE02324
caeel:CE11920
caeel:CE00124
caeel:CE17370
caeel:CE09190
caeel:CE20614
caeel:CE04398
caeel:CE28831
caeel:CEO1104
caeel:CE25113
caeel:CE00289
caeel:CE24896
caeel:CE18798
caeel:CE21371
caeel:CE02132
caeel:CE23296
caeel:CE04803
caeel:CE24934
caeel:CE24991
caeel:CE02950
caeel:CE09303
caeel:CE04098
caeel:CE02335
caeel:CE09845
caeel:CE08817
caeel:CE01648
caeel:CE27692
caeel:CE11352

Predicted name

F28F8.6
F53A2.4
ZK1010.3
WO07B8.1
B0035.1B
K11H12.8
F32B6.3
C35D10.2
B0O511.7
2C434.8
F38E1.7
R11H6.5
C07B5.5
CO9H10.6
K11D2.2
T06D8.3
KO8E7.1
C50C3.8
C05C10.4
FO2E9.7
C55A6.9
F16H11.3
F53H8.2
ZK1058.4
T13F2.1
RO8D7.1
F11A5.10
HO1A20.1
Y15E3A.4
CO9H10.3
Y113G7B.16
RO5F9.1
F32B6.1
F49B2.5
CO1F6.1
F09G2.8
C26B9.5
TO7C5.1A
F32A7.4
C48E7.2
TO7A5.3
CleB8.1
F58A3.1B

Length

Wormdb Proteome

317 F28F8.6 F28F8.6
320 F53A2.4 F53A2.4
323 ZK1010.3 ZK1010.3
335 W07B8.1 W0788.1
341 B0035.18B B0035.18B
342 K11H12.8 K11H12.8
348 F32B6.3 F32B6.3
357 C35D10.2 C35D10.2
359 B0511.7 B0511.7
360 2C434.8 2C434.8
362 F38E1.7 F38E1.7
370 R11H6.5 R11H6.5
375 C07B5.5 CQ7B5LS
382 CO9H10.6 CO9H10.6
393 K11D2.2 K11D2.2
396 T06D8.3 T06D8.3
399 KO8E7.1 KO8E7.1
410 C50C3.8 C50C3.8
413 C05C10.4 C05C10.4
419 FO2E9.7 FO2E9.7
425 C55A6.9 C55A6.9
434 F16H11.3 F16H11.3
435 F53H8.2 F53H8.2
442 ZK1058.4 ZK1058.4
447 T13F2.1 T13F2.1
458 R0O8D7.1 RO8D7.1
461 F11A5.10 F11A5.10
463 HO1A20.1 HO1A20.1
469 Y15E3A.4 Y15E3A.4
479 CO9H10.3 CO9H10.3
489 Y113G7B.16 Y113G7B.16
491 RO5F9.1 RO5F9.1
492 F32B6.1 F32B6.1
507 F49B2.5 F49B2.5
512 CO1F6.1 CO1F6.1
516 F09G2.8 F09G2.8
516 C26B9.5 C26B9.5
525 T07C5.1A TO7C5.1A
529 F32A7.4 F32A7.4
544 C48E7.2 C48E7.2
544 TQ7A5.3 TO7A5.3
562 C16B8.1 CleB8.1
578 F58A3.1B F58A3.1B

Plate
25
11
25
ol
11
11
25
12
25
25
12
26
12
12
12
12
26
26
12
13
13
26
13
13
13
26
14
13
13
13
13
13
13

3
14
27
14

8
14
27
14
14
14

Position
A5
D5
A6
E9Q

D10
H10
G9
El
B11
Exlt
H1l
Fl
A5
A6
A8
E8
Fa
A5
D11
D1
D2
F7
C6
A5
D6
Gl0
ci
F7
C8
C9o
@11
Gll
All
G1ll
G2
G5
A3
Gl
E4
H8
D6
E6
H9

PCR

<< << << << << <L L L << << < <<< << <<=

Expected

<< << << << << << <L LC << < << << << << << =<

Human
mjd1l_human
q9y266
ql4331
catb_human
q9bvr9
der2_human
q99633
014908
ppr8_human
kcrb_human
wnt2_human
q9bwd4
drn2_human
q9btw?2
asah_human
q9nxe2
q9nte8
spop_human
ppap_human
ppa5_human
q9hl66
q9bzd2
q9btk8
q9nrg3
g9nyx1
q9brd0
gra3_human
q9ud95
q9p2u?
nubm_human
q9h8g0
q9bsf8
nrh3_human
frk_human
cnel_human
q9bw87
tssp_human
q9h6s4
q9h7h0
qSbuid
q9p2u?7
ryk_human
060619

SwissProt
mjdl human
q9y266
ql4331

catb human

a9bvr9
der2 human

g99633
014908
ppr8 human
kcrb human
wnt2 human

a9bwd4
drn2 human

a9btw?2
asah _human
a9nxe2
a9nte8
Spop_human
ppap_human
ppa5 human
adhl66
q9bzd2
q9btk8
a9nrg3
Q9nyx1
g9brd0
gra3 human
q9ud95
a9p2u?
nubm human
a%h8g0

Qq9bsf8
nrh3 human

frk human
cnel human
q9bw87
tssp _human
a9h6s4
aQ9h7h0
a9bui4d
Qa9p2u?

ryk human
060619

Length Aln length

360
331
258
339

35
345
342
333
351
381
360
390
360
449
395
325
114
374
386
323
531
475
418
483
444
619
465

68
560
464
506
184
447
505
537
437
514
449
456
534
560
604
347

270
322
273
330

35
298
348
276
387
340
363
353
350
417
392
277
117
380
401
332
419
440
433
436
427
426
404

66
456
457
504
149
384
456
484
429
462
421
457
561
453
589
403

Ce-H e-value
3.00E-41
8.00E-72
5.00E-36
1.00E-70
2.00E-13
7.00E-67
6.00E-51
1.00E-49
5.00E-46
4.00E-70
5.00E-56
3.00E-51
3.00E-45
3.00E-16
1.00E-84
1.00E-24
6.00E-14
5.00E-28
3.00E-17
5.00E-54
9.00E-50
2.00E-18

1.00E-116
7.00E-71
1.00E-26
1.00E-15
7.00E-77
5.00E-12
2.00E-23
0
4.00E-78
3.00E-48
9.00E-17
1.00E-149
4.00E-31
3.00E-88
6.00E-33
4.00E-33
4,00E-34
2.00E-45
1.00E-98
9.00E-72
5.00E-37



Les 94 ORFs de la liste NYHC-001

86
87
88
89
20
91
92
93
94

Wormpep name

caeel:CE11350
caeel:CE27890
caeel:CE20569
caeel:CE20920
caeel:CE24191
caeel:CE23789
caeel:CE28839
caeel:CE20865
caeel:CE04789

Derived from NYHC.1/3.evaluation.Y&Y.2/25pic: 2/25 pick 94 proteins from list of "NYHC.1/3.evaluation.Y&Y", sorted by plate #. This corresponds to 1-94.

Predicted name
F58A3.1A
C56C10.1
C47D12.7
H04M03.1
Y23H5A.6
F58A3.1C
K08B4.1
F54C9.9
RO4A9.2

Length Wormdb Proteome
592 F58A3.1A F58A3.1A
598 C56C10.1 C56C10.1
618 C47D12.7 C47D12.7
624 HO4AMQ3.1 HO04M03.1
625 Y23H5A.6 Y23H5A.6
629 F58A3.1C F58A3.1C
673 KO8B4.1 KO8B4.1
740 F54C9.9 F54C9.9

1057 RO4A9.2 RO4A9.2

Plate
14
1,3
14
14
15
14
15
15
15

Position
H9

G8
D11
H11
Cl

H9

G2

E6

F11

PCR

< << =<=<=<=<=<=<

Expected
Y

< < < << <<=

Human
060619
q9nrp6
kh!3_human
q9ujd2
076084
060619
rbjk_human
q9h978
q9hlu6

SwissProt
060619

Length  Alin length

347
617
587
622
734
347
500
591,
640

403
636
594
631
534
403
463
500
619

Ce-H e-value
2.00E-37
1.00E-53

1.00E-134
9.00E-38
4.00E-94
1.00E-37
1.00E-130
1.00E-55
3.00E-26



ANNEXE 2: 2A Tableau de quantification de I'analyse des phénotypes

Position on P | Bait # | Size |Growth| LacZ Ura 3AT | CYH2
A1 B9 0 0 2 0
A2 B9 0 0 2 3
A3 C11 0 0 1 0
A4 C11 0 0 2 1
A7 C11 0 0 2 2
A8 C11 0 1 1 0
A9 C11 0 1 2 3
A10 E6 0 0 2 3
A11 E6 0 0 2 1
A12 E6 0 0 1 0
B1 E6 0 1 2 3
B2 E6 0 0 0 0
B3 E6 0 0 2 3
B4 E6 0 0 2 2
B5 E6 3 1 3 3
B6 E6 3 1 3 3
B7 E6 0 0 1 1
B8 E7 0 0 1 0
B9 E7 0 0 1 1
B10 E7 0 0 0 1
B11 E7 0 0 2 2
B12 E7 0 0 2 2
Cc1 E7 0 1 2 2
C2 E7 0 0 2 2
C3 E7 0 1 2 2
C4 E7 0 0 0 0
C5 F1 0 0 1 0
C7 F1 0 0 0 0
[ Cc8 F1 0 0 0 1
B C9 F1 0 0 0 2
C10 F1 0 0 0 0
C12 F1 0 0 1 C
D1 F1 0 0 2 0
D4 F6 0 0 3 2
0 0 2 2
0 0 1 0
0 0 2 0
0 0 1 0
0 1 0
D12 F6 0 2 2




Position on P | Bait# | Size | Growth| LacZ Ura 3AT CYH2
E1 F6 0 0 1 1
E2 F6 0 0 2 2
E3 F6 0 0 3 2
E4 F6 0 0 2 0
ES F6 0 0 1 2
E6 F6 0 0 1 0
E7 F6 0 0 2 1

E10 F6 0 0 2 1
E11 F6 0 1 3 3
E12 F6 0 1 1 0
F1 F8 0 0 2 0
F2 F8 0 0 1 2
F3 F8 0 1 1 2
F4 F8 0 1 il 0
F6 F8 0 0 2 2
F8 F8 0 0 i 0
F9 F10 0 1 2 2
F10 F10 0 0 2 1
F11 F10 0 0 2 1
F12 F10 0 0 1 1
G1 F10 0 0 3 i
G2 F10 0 0 1 0
G3 F10 0 1 2 K]
G4 F10 0 1 1 1
G5 F10 0 0 2 3
G6 F10 0 0 0 0
G7 F10 0 0 1 0
G8 F10 0 0 2 0
G9 G3 0 0 1 1
G10 G3 0 0 1 1
G11 G3 0 1 1 0
G12 G3 0 0 1 0

CYH2<1 l

CYH2<1and 3AT>1 ]




ANNEXE 2:

2B

Tableau de quantification de I'analyse des phénotypes

Position on P | Bait# | Size | Growth

A3 H1 0 0 1 1
A7 H1 0 0 3 3
A10 H1 0 0 2 3
A11 H1 0 0 1
A12 H1 0 0 1
B1 H1 0 0 2 2
B2 H1 0 0 2 0
B3 H1 0 0 0 0
84 H1 0 0 2 3
B85 H1 0 0 1 2
B6 H1 0 0 1 3
87 H1 0 0 1 2
H 0 2 2 3
B11 H2 0 0 2 3
B12 H2 0 0 1 0

D1 H3 2 0 2 2
D2 H3 2 0 2 2
D3 H3 2 0 2 2
D4 H3 0 0 1 2
D5 H3 0 0 1 2
D6 H3 0 0 0 1
D7 H3 0 0 1 2
D8 H3 2 0 il 2
D9 H3 2 0 1 1
D10 H3 2 0 1 1
D11 H3 2 0 1 1
D12 H3 0 0 1 1




Position on P| Bait # LacZ Ura 3AT
E1 H3 2 0 2 2
E2 H3 0 0 1 1
E3 H3 2 0 2 2
E4 H3 2 0 2 2
ES H3 2 0 2 2
E6 H3 0 0 2 2
E7 H3 0 0 2 2
E8 H3 0 0 0 0
E9 H4 0 0 2 2
E11 H4 0 0 3 3
E12 H4 0 0 2 2
F1 H4 0 0 3 3
F3 H4 0 0 0 0
Fd4 H4 0 0 1 2
F5 H4 0 0 1 2
F6 H4 0 0 1 2
F7 H4 0 0 1 0
F9 H4 0 0 2 2
F10 H4 0 0 2 3
F11 H4 0 0 1 0
F12 Ha 0 0 1 0
G1 H4 0 0 2 2
G2 H4 0 0 2 2
G3 H4 0 o 2 1
G4 H4 0 0 2 3
G5 H6 0 0 1 2
G6 H6 0 0 0 0
G7 H6 0 0 1 1
G8 H6 0 0 0 1
G9 H6 0 0 1 2
G10 H6 0 0 1 2
G11 H6 0 0 0 1
G12 H6 0 1 1 2
HA1 H6 0 0 2 2
H2 H6 0 0 0 1
H3 H6 0 Q 1 0
H4 H6 0 0 2 2
H6 H6 0 0 2 1
H7 H6 0 0 1
H8 H6 0 0 0
H11 H6 0 0 2
H12 H6 0 0 3

CYH2<1 I

YH2<1and 3AT>1




ANNEXE 2: 2C Tableau de quantification de I'analyse des phénotypes

Position on P| Bait# | Size [ Growth| LacZ Ura 3AT CYH2
A2 H9 0 0 1 0
A3 H9 0 0 1 0
A4 H10 0 0 1 0
A5 H10 0 0 2 0
A6 H10 0 0 2 3
A7 H10 0 0 3 3

B89

H12

B1 H12 0 0 2 1
B2 H12 0 0 2 3
B3 H12 0 0 2 3
B4 H12 0 0 2 1

0 of 2 2

B10

B12

H12

H12

CYH2<1 I

CYH2<1and 3AT>1

|




ANNEXE 2: 2D Tableau de quantification de I'analyse des phénotypes
Position on P | Bait # | Size | Growth| LacZ Ura 3AT CYH2

A1 A1 0 0 3 2
A2 A1 0 1 3 2
A3 A1 0 1 of 0
A4 A1 0 1 3 3
R e e e e

A6 A1 0 1 1 0
A7 A1 0 0 2 1
A8 A1 0 0 2 2
A9 A1 0 0 2 1
A10 A1 0 0 1 0
A11 A1 0 0 1 0
A12 A1 0 0 1 0
B1 A1 0 0 0 0
B2 A1 0 0 0 0
BS A1 0 1 1 1
B6 A1 0 0 0 0
B7 A2 0 0 0 0
B8 A2 0 0 1 i
B10 A2 | 0 0 1| 0
B11 A2 0 0 2 2
C1 A3 0 0 2 2
' C2 A3 8 3 8 0
C3 A3 0 1 2 3
C6 A4 0 0 2 2
Cc7 A4 0 0 2 2
C8 A4 0 0 2 0
C9 A4 0 0 2 2
C11 A4 0 0 2 3
C12 A4 0 0 2 2
ALy 2 1

\ kg 2 0

B1 o 2 0

[B1 2 2 0

D7 f V0] 2 0
_ B1 21 10 2 0

D9 B1 3 3 2 2
D10 B1 0 1 2 2
D11 B1 0 1 0 0




Position on P| Bait# | Size | Growth| LacZ Ura 3AT CYH2
E1 B1 0 2 2 2
E2 B1 0 0 2 2
E3 B1 0 0 2 2
E4 B1 0 0 0 0
ES B1 8 4] 2 0
E6 B2 0 0 2 2
E7 B2 0 0 0 1
E8 B4 0 0 0 0
E9 B4 0 0 1 1

E10 B4 0 0 1 0
E11 B4 0 ] 2 2
E12 B4 0 0 1 0
F2 B4 0 0 2 2
F3 B4 0 0 3 3
F4 B4 0 0 0 1
F5 B4 0 1 0 0
F6 BS 0 1 2 2
F7 B5 0 0 0 2
F8 BS 0 0 1 1
F9 BS 0 0 1 1
F10 B5 0 0 1 1
F11 BS 0 0 0 0
F12 BS 0 0 2 1
G1 B6 3l 0 3 0
G2 B6 0 0 1 1
G4 B6 3 3 3 3

HENES B6 3 1 3 0
G6 H5 0 0 0 1
G7 H5 0 0 0 0
G8 H5 0 0 1 2
G9 H5 0 0 0 0

G10 HS 0 0 1 0
G11 H5 0 0 1 1
G12 HS 0 0 2 1
H1 H5 0 0 1 1
H2 H5 0 0 0 0
H3 H5 0 3 2 2
H4 H5 0 0 3 2
H5 H5 0 0 3 2
H6 HS 0 0 1 2
H7 H5 0 0 0 0
H8 H5 0 0 2 3
H9 H5 0 0 2 2
H11 H5 0 0 2 2
H12 HS 0 0 1 0

CYH2<1 ,

CYH2<1and 3AT>1






