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RÉSUMÉ COURT 
 

La protéine PARL (Presenilins-Associated Rhomboid-Like protein) est une nouvelle 

protéine présentant des similarités significatives avec la famille de régulateurs 

développementaux de Drosophila melanogaster Rhomboid, assurant la protéolyse 

intramembranaire régulée (RIP). La RIP est un processus par lequel certaines protéines 

transmembranaires sont clivées à l’intérieur de la membrane pour libérer un domaine 

cytoplasmique actif. Pour valider l’homologie fonctionnelle entre PARL et Rhomboid-1, 

nous avons conduit une analyse phylogénétique complète portant sur l’ensemble des 

membres de la super-famille Rhomboid. Cette étude révèle que cette famille est présente à 

tous les niveaux évolutifs et que tous ses membres, y compris PARL, sont des sérine-

protéases catalysant la RIP. Nos études immunohistochimiques démontrent que le profil 

d’expression de PARL est régulé dynamiquement au cours du développement postnatal 

du cerveau de souris. D’autre part, PARL est sélectivement exprimée dans les cellules 

mitotiques et les neurones indifférenciés, mais pas dans les cellules gliales. De plus, chez 

l’adulte, l’expression de PARL est restreinte aux zones de neurogenèse active tout au long 

de la vie de l’animal. L’ensemble de ces résultats indique que l’expression de PARL 

commence durant la phase proliférative des précurseurs neuronaux, continue dans les 

étapes précoces de la différenciation neuronale et qu’elle est ensuite régulée négativement 

au cours de la différenciation. Nous proposons donc que l’activité de RIP-protéase de la 

protéine PARL joue un rôle essentiel dans l’engagement de la cellule vers la destinée 

neuronale et dans la neurogenèse.  
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RÉSUMÉ LONG 
 

La protéine PARL (Presenilins-Associated Rhomboid-Like protein) est une nouvelle 

protéine présentant des similarités significatives avec la famille de protéines 

transmembranaires Rhomboid, impliquée dans le développement de Drosophila 

melanogaster. Rhomboid-1 est une sérine-protéase assurant la protéolyse intramembranaire 

régulée (RIP), processus par lequel certaines protéines transmembranaires sont clivées à 

l’intérieur de la membrane pour libérer un domaine cytoplasmique actif. Pour valider 

l’homologie fonctionnelle entre PARL et Rhomboid-1, nous avons conduit une analyse 

phylogénétique complète portant sur l’ensemble des membres de la super-famille 

Rhomboid. Cette étude révèle que cette famille est présente à tous les niveaux évolutifs. 

De plus, nos analyses montrent que chez les Eucaryotes deux anciennes acquisitions 

horizontales ont donné naissance à deux sous-familles de protéines distinctes. Ces deux 

sous-familles possèdent des activités enzymatiques identiques de type RIP et sont 

prototypées respectivement par Rhomboid-1 et PARL. Nous montrons que chez les 

Eucaryotes, l’évolution subséquente de la famille des Rhomboids s’est opérée grâce à de 

multiples duplications et diversifications fonctionnelles, et que tous ses membres, y 

compris PARL, sont des sérine-protéases catalysant la RIP.  

Pour élucider le rôle cellulaire de l’activité de RIP de PARL, nous avons développé 

plusieurs anticorps dirigés contre la protéine PARL. L’analyse par western-blot montre 

que PARL est une protéine membranaire exprimée dans le cerveau de souris adulte. 

D’autre part, des études immunohistochimiques montrent que le profil d’expression de 

PARL est régulé dynamiquement au cours du développement postnatal du cerveau de 

souris. Fortement exprimée à la naissance dans tout le neocortex, la formation 

hippocampique et le cervelet, l’expression de PARL diminue progressivement pour ne 

subsister que dans la zone subventriculaire, dans la zone subgranulaire du gyrus denté de 

l’hippocampe et dans la couche externe granulaire du cervelet. Ces zones prolifératives 

secondaires sont la source de cellules précurseurs neuronales au cours du développement 

postnatal du cerveau. De plus, chez l’adulte, l’expression de PARL est restreinte aux zones 

de neurogénèse active tout au long de la vie de l’animal. Dans ces régions, certaines 
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cellules immunopositives pour PARL sont aussi co-marquées avec les marqueurs de 

cellules mitotiques PCNA et BrDU. PARL est aussi co-exprimée avec le marqueur 

neuronal précoce TuJ-1. En revanche, les cellules immunopositives pour PARL ne sont pas 

immunoréactives pour NeuN, marqueurs des cellules neuronales terminalement 

différenciées.  

L’ensemble de ces résultats indique que l’expression de PARL commence dans les 

cellules souches neurales en prolifération, s’orientant vers la destinée neuronale, continue 

durant les étapes précoces de la différenciation neuronale et qu’elle est ensuite régulée 

négativement lorsque le neurone entame sa différenciation terminale. Nous proposons 

donc que l’activité de RIP-protéase de la protéine PARL joue un rôle essentiel dans 

l’engagement de la cellule vers la destinée neuronale et dans la neurogenèse.  
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 De façon à replacer la protéine PARL dans un contexte biologique plus large, la première 

partie de ce chapitre est consacrée à une revue de littérature synthétisant l‘état actuel des recherches 

portant sur la protéolyse intramembranaire régulée (RIP). Ce paradigme émergent en matière de 

transduction du signal qu’est la RIP sera ensuite abordé à travers l’exemple des trois grandes 

familles de RIP-protéases caractérisées jusqu’à aujourd’hui. La quatrième partie développe plus 

particulièrement l’implication de la RIP dans la voie de signalisation des récepteurs aux EGF 

(Epidermic Growth Factor) chez les Vertébrés et chez Drosophila melanogaster. Cette partie décrit 

la famille de RIP-protéases Rhomboid caractérisée chez la Drosophile, à laquelle PARL est liée 

évolutivement. La cinquième partie insiste sur les caractéristiques de PARL, un homologue de 

Rhomboid chez les Vertébrés, auquel j’ai consacré l’ensemble de mes travaux de doctorat. Enfin, la 

sixième et dernière partie aborde les objectifs de recherche et la méthodologie utilisée pour 

caractériser la protéine PARL. 

1.1 La protéolyse intramembranaire régulée (RIP), un nouveau 
mécanisme de signalisation intra- et extracellulaire conservé 
évolutivement  

Les protéases ou peptidases, c’est-à-dire les enzymes assurant l’hydrolyse d’autres 

protéines jouent un rôle critique dans de nombreux processus cellulaires. Par exemple, la 

dégradation régulée des cyclines à des moments précis de la division cellulaire est 

essentielle pour la progression du cycle cellulaire (King et al., 1996). Durant l’apoptose, la 

cascade protéolytique de la famille des Caspases assure des fonctions clés dans l’activation 

de la machinerie apoptotique accompagnant le clivage de substrats cellulaires spécifiques 

(Cryns et Yuan, 1998). Il existe quatre grandes classes de protéases classifiées suivant le 

résidu d’acide aminé qui assure l’hydrolyse de la liaison peptidique : les sérine/thréonine-

protéases, les cystéine-protéases, les métalloprotéases et enfin les aspartyl-protéases. Au 

sein de ces quatre classes figurent de nombreux exemples de protéases solubles ainsi que 

de protéases membranaires dont le site actif est situé dans les compartiments aqueux de la 

cellule. Pendant de nombreuses années, il a été couramment accepté que la bicouche 

lipidique très hydrophobe de la membrane constitue un environnement hautement 

défavorable pour qu’une enzyme puisse y assurer l’hydrolyse d’une liaison peptidique 

(Wolfe et Selkoe, 2002). Cependant, des développements récents dans ce domaine 

montrent que plusieurs familles d’enzymes hydrolytiques présentent la particularité 
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biologique d’assurer le clivage de leur substrat à l’intérieur de la membrane. Cette forme 

très particulière de protéolyse a été baptisée Protéolyse Intramembranaire Régulée (RIP ou 

Regulated Intramembrane Proteolysis) et est assurée par les RIP-protéases (Brown et al., 2000).  

Les RIP-protéases sont des protéines membranaires : certaines possèdent même de 

multiples segments transmembranaires et traversent ainsi la membrane à plusieurs 

reprises. Leurs substrats sont également des protéines transmembranaires synthétisées 

initialement à l’état de précurseurs inactifs (Figure 1-1). La protéolyse du substrat 

séquestré dans une membrane biologique permet la libération de domaines cytosoliques, 

luminaux ou extracellulaires. Ces domaines peuvent alors être transloqués vers une 

nouvelle destination cellulaire (noyau, autre compartiment cellulaire ou milieu 

extracellulaire) où leur effet biologique final sera déclenché. Ainsi, le maintien dans un état 

inactif des substrats de la RIP tient essentiellement à leur séquestration physique loin de 

leur site d’action. Puisque la protéolyse intramembranaire est l’élément déclencheur du 

processus de signalisation, ce mécanisme est très régulé, ce qui a mené au terme de 

protéolyse intramembranaire régulée (Brown et al., 2000). 

L’activité de la RIP-protéase dépend de la disponibilité du substrat qui peut être 

régie par deux mécanismes alternes. Le premier requiert un clivage extramembranaire 

préalable du précurseur, souvent déclenché par la liaison d’un ligand au substrat. Ce 

clivage  résulte en un changement conformationnel qui déclenche un deuxième clivage, 

cette fois-ci intramembranaire (Ebinu et Yankner, 2002). Le deuxième mécanisme implique 

une relocalisation du précurseur, chapeautée par une protéine chaperonne, d’un 

compartiment subcellulaire où il est normalement séquestré vers un autre compartiment 

où se trouve la RIP-protéase (Rawson et al., 1997). Ainsi, la RIP est un moyen de contrôler 

des processus physiologiques par la libération régulée de domaines protéiques 

normalement séquestrés dans une membrane qui deviennent alors capables d’agir à 

distance. La RIP conduit à l’activation rapide et directe de voies de signalisation en aval en 

réponse à un stimulus, en évitant les protéines adaptatrices ou les cascades de 

signalisation impliquant des kinases.  
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Figure 1-1 : Schéma général de la protéolyse intramembranaire régulée. 

La RIP-protéase assure le clivage de son substrat membranaire normalement séquestré 

dans la membrane à l’état de précurseur inactif. Ce clivage a lieu à l’intérieur de la 

bicouche lipidique et conduit à la libération de fragments actifs matures qui pourront 

accomplir leur effet biologique final. 

 

Jusqu’à aujourd’hui, trois grandes familles de protéases assurant la protéolyse 

intramembranaire régulée ont été identifiées (Figure 1-2). La première, la famille des Site 

2-Protéases (S2P), est impliquée dans le contrôle de l’homéostasie du cholestérol cellulaire 

via le clivage de SREBP (Sterol Responsive Element Binding Protein) (Rawson et al., 1997; 

Rudner et al., 1999). La deuxième, la famille des Présénilines (PS), assure le clivage de 

nombreux substrats, et notamment de Notch, un récepteur régulant le développement des 

Vertébrés (Wolfe et al., 1999a; Wolfe et al., 1999b). Ces deux familles de RIP-protéases ont 

été décrites chez les mammifères, alors que la dernière, la famille des Rhomboids a été 

caractérisée plus récemment chez Drosophila melanogaster (Urban et al., 2001). Rhomboid-1 

assure le clivage de Spitz, un important régulateur du développement chez la Drosophile 

(Lee et al., 2001; Urban et al., 2001).  
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Malgré leur apparente diversité, ces protéases inhabituelles possèdent des traits 

communs. Tout d’abord, les résidus catalytiques de ces enzymes sont situés dans la 

membrane. Ces résidus s’associent au sein de la bicouche lipidique pour former le site actif 

protéolytique (Rawson et al., 1997; Wolfe et al., 1999b; Urban et al., 2001). Ensuite, bien 

qu’elles ne présentent aucune homologie avec d’autres protéases connues, elles possèdent 

toutes des motifs entourant leurs résidus catalytiques qui sont caractéristiques de 

protéases plus traditionnelles appartenant à la même classe mécanistique (Rawson et al., 

1997; Steiner et al., 2000; Urban et al., 2001; Weihofen et al., 2002). Ceci reflète probablement 

la convergence évolutive au niveau des différents sites catalytiques vers une fonction 

protéolytique optimale. Enfin, toutes ces protéases appartiennent à de larges familles de 

protéines qui sont présentes à tous les niveaux évolutifs : des Archæbactéries aux 

humains, en passant par les Bactéries  (Rawson et al., 1997; Rudner et al., 1999; Wasserman 

et al., 2000; Ponting et al., 2002; Urban et al., 2002a; Weihofen et al., 2002).  

La remarquable diversité et la conservation évolutive de la RIP suggèrent qu’il s’agit 

d’un ancien mécanisme régulateur apparu précocement au cours de l’évolution. Ce 

mécanisme aurait ensuite connu des adaptations dans différents organismes pour réguler 

des processus biologiques distincts (Rawson et al., 1997; Brown et al., 2000). La fonction 

prédominante de cette forme de protéolyse semble être le contrôle de voies de 

signalisation cellulaire. La RIP a été originellement décrite comme un mécanisme 

permettant l’activation de facteurs de transcription en réponse à divers signaux (Brown et 

al., 2000; Kopan et Goate, 2000). Des études plus récentes, concernant notamment la famille 

des Rhomboids, montrent que la RIP est impliquée de manière plus générale dans la 

régulation de l’activation de facteurs impliqués dans la communication intra- ou 

intercellulaire. La RIP est impliquée dans la transduction ou bien l’émission de signaux 

essentiels pour le contrôle de la survie et/ou de la différenciation cellulaire (Urban et 

Freeman, 2002), comme nous allons le voir dans les prochains paragraphes consacrés aux 

familles de RIP-protéases eucaryotes caractérisées jusqu’à maintenant. 
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Figure 1-2 : Les trois grandes familles de RIP-protéases caractérisées. 

Les résidus catalytiques sont en rouge et les motifs conservés typiques de chaque classe 

mécanistique sont en noir. Les sites de clivage du substrat sont montrés, la flèche verte 

indique la direction de la libération du domaine actif. Les présénilines sont des aspartyl-

protéases qui utilisent deux résidus aspartate pour cliver leurs substrats. Les site-2-

protéases sont des métalloprotéases qui chélatent un ion zinc en utilisant deux résidus 

histidines conservés et un résidu aspartate. Les Rhomboids sont des sérine-protéases qui 

utilisent une triade catalytique pour cliver leurs substrats. Les liaisons hydrogène de la 

triade sont figurées en pointillé [d’après Urban et al., 2002]. 
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1.2 La famille des site 2-protéases (S2P) et la découverte de la RIP 

1.2.1 Mécanisme moléculaire de la RIP assurée par S2P 

La découverte de la RIP remonte à des études portant sur la régulation 

transcriptionnelle du métabolisme du cholestérol dans les cellules eucaryotes (Rawson et 

al., 1997). La protéine SREBP (Sterol Responsive Element Binding Protein) est une protéine de 

la membrane du réticulum endoplasmique (RE) de type II existant sous trois isoformes qui 

partagent la même structure (Hua et al., 1993; Yokoyama et al., 1993). Elle est formée de 

deux domaines transmembranaires organisés dans une conformation d’épingle à cheveux 

(Hua et al., 1995). Suite à une diminution du cholestérol intracellulaire, SREBP est 

transloquée du réticulum endoplasmique (RE) vers l’appareil de Golgi par la protéine 

activatrice de SREBP (SCAP ou SREBP Activating Protein). Cette protéine agit en fait 

comme un capteur sensible au cholestérol de la membrane du RE (Wang et al., 1994) 

(Figure 1-3). Après sa translocation vers le Golgi, SREBP est clivée une première fois au 

niveau de sa boucle extramembranaire par une protéase du lumen du Golgi appelée Site 1-

protéase (S1P). Ce clivage brise la liaison covalente entre les deux domaines 

transmembranaires mais ne suffit pas à libérer la partie N-terminale de SREBP. SREBP 

subit alors un deuxième clivage au niveau de son premier domaine transmembranaire qui 

est assurée par la Site 2-Protéase (S2P), une protéase enchâssée dans la membrane du RE. 

S2P est une protéine de 519 acides aminés contenant un motif consensus de type HEXXH, 

caractéristique des métalloprotéases liant le zinc (Rawson et al., 1997). S2P diffère 

cependant des autres métalloprotéases par son importante hydrophobicité qui suggère la 

présence de nombreux domaines transmembranaires (Rawson et al., 1997). S2P est le 

prototype d’une nouvelle famille de métalloprotéases hautement conservée évolutivement 

des Archæbactéries aux mammifères. Toutes ces protéines contiennent le motif HEXXH, 

semblant confirmer l’activité métalloprotéase de S2P (Lewis et Thomas, 1999). 

Le clivage assuré par S2P conduit à la libération cytoplasmique du fragment N-

terminal de SREBP qui appartient à la famille des facteurs de transcription de type hélice-

boucle-hélice basique (bHLH ou basic Helix Loop Helix). Ce fragment est transloqué vers le 

noyau où il active la transcription de gènes munis d’éléments de réponse aux stérols (SRE 

ou Sterol Responsive Elements). 
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Figure 1-3 : Clivage de SREBP par S2P 
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1.2.2 Importance de la RIP de S2P dans le métabolisme du cholestérol 

Les cellules eucaryotes doivent réguler leurs voies de biosynthèse de manière très 

précise, pour produire les quantités nécessaires de produits terminaux sans surproduction. 

Un tel contrôle s’avère essentiel particulièrement pour le métabolisme du cholestérol et  

des acides gras (Brown et Goldstein, 1997). En effet, ces lipides participent à de nombreux 

processus cellulaires. D’autre part, un dysfonctionnement de leur métabolisme conduit à 

des états pathologiques. Ainsi, l’excès de cholestérol dans les membranes entraîne la 

formation de cristaux qui provoquent la mort cellulaire. L’excès de cholestérol dans le 

sang se déposant sur la paroi des artères est aussi à l’origine d’athérosclérose (Small et 

Shipley, 1974). Le métabolisme du cholestérol et des acides gras dépend du contrôle 

transcriptionnel de l’expression des gènes de leur biosynthèse. Ces gènes sont placés sous 

le contrôle de SRE dont l’activation dépend de la liaison du fragment N-terminal de 

SREBP agissant comme facteur de transcription (Goldstein et Brown, 1990). Les stérols 

régulent la maturation de SREBP et assurent ainsi la répression de ces gènes (Figure 1-3) 

(Rawson et al., 1997). En particulier, l’inhibition de l’expression de SCAP  par les stérols 

conduit à la séquestration de SREBP dans le RE et empêche son clivage par les deux 

protéases du Golgi S1P et S2P. Un deuxième niveau de régulation existe puisque 

l’expression de la protéase S1P est aussi régulée par la disponibilité cellulaire en stérols. 

Or, S2P ne peut agir sans le clivage préalable de son substrat SREBP par S1P, ce qui permet 

un contrôle du clivage de SREBP et donc un contrôle direct de l’expression des gènes 

régulés par les SRE (Wang et al., 1994; Sakai et al., 1996; Brown et Goldstein, 1997). 

Le cholestérol est un composant majeur des membranes biologiques et sa présence 

influence dramatiquement la fluidité membranaire. Dans les membranes, le ratio entre le 

cholestérol et les phospholipides ainsi que le ratio entre les acides gras saturés et insaturés 

incorporés dans les phospholipides détermine la fluidité membranaire. Ces ratios sont 

déterminés par la régulation de la biosynthèse du cholestérol et de l’oléate, contrôlée par 

un mécanisme transcriptionnel commun dépendant de la maturation des facteurs de 

transcription SREBP (Thewke et al., 2000). Le cholestérol joue également un rôle essentiel 

dans la modification de protéines impliquées dans la signalisation au cours du 

développement embryonnaire (Porter et al., 1996a).  Par exemple, la liaison covalente 

d’une molécule de cholestérol sur le régulateur du développement SonicHedgeHog (SHH) 
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permet de restreindre spatialement la diffusion de SHH (Ho et Scott, 2002). SHH est une 

molécule-signal sécrétée qui assure de nombreuses fonctions au cours du développement 

des vertébrés, et particulièrement du système nerveux. Dans le tube neural, SHH est 

secrété à partir de la notochorde et contrôle la détermination du destin cellulaire d’une 

manière dose-dépendante.  Lorsque SHH est secrété, le profil du gradient de concentration 

formé dans les différents tissus dépend de la liaison du cholestérol (Porter et al., 1996b) 

Récemment, S2P a aussi été impliquée dans le clivage de ATF6, un facteur de 

transcription séquestré dans le RE. La libération du fragment N-terminal de ATF6 conduit 

à l’activation de gènes spécifiques contrôlant l’accumulation de protéines non repliées 

dans le RE au cours d’une réponse cellulaire appelée UPR (Unfolded Protein Response) (Ye et 

al., 2000; Lee et al., 2002b). Ceci laisse suggérer l’implication de la protéolyse 

intramembranaire régulée assurée par la famille des S2P dans d’autres processus 

cellulaires essentiels pour la survie cellulaire.  

La RIP assurée par S2P assure la libération d’un facteur de transcription qui contrôle 

l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme du cholestérol et des acides gras. S2P est donc 

au cœur d’un processus essentiel pour la survie cellulaire. 

1.3 La famille des présénilines 

1.3.1 Les présénilines et le clivage de la protéine précurseur du peptide β 
amyloïde (APP) 

1.3.1.1 APP est clivée par de multiples secrétases 

La protéine APP est une protéine transmembranaire de type I munie d’un large 

domaine extracellulaire et d’un court segment intracellulaire. APP possède plusieurs sites 

de clivage extramembranaires, les sites α et β, ainsi qu’un site de clivage 

intramembranaire, le site γ. Les protéases agissant au niveau de ces sites portent le nom de 

secrétases, puisque les différents clivages conduisent à la sécrétion de différents fragments 

de APP. APP peut être d’abord clivée suivant deux voies qui utilisent chacune un site de 

clivage distinct, les sites α et β. Le clivage en α et β entraîne la libération de dérivés 

solubles de la protéine (APPs-α et APPs-β) et la rétention au niveau de la membrane de 

fragments C-terminaux de 83 ou 99 acides aminés (C83 et C99) (Selkoe, 1999; Annaert et 
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al., 2000; Steiner et Haass, 2000) (Figure 1-4). Le peptide C83 peut ensuite être clivé en 

position γ par le complexe γ -secrétase, donnant naissance à p3 (le fragment C-terminal de 

3 kDa de Aβ) et à AID (APP Intracellular Domain). Quant au peptide C99, son clivage en 

γ conduit à la formation de AID, et du peptide Aβ, secrété dans l’espace intercellulaire et 

composant majeur des plaques amyloïdes, observées chez les patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer (Selkoe, 1999; Annaert et al., 2000; Steiner et Haass, 2000). 

De nombreuses études ont montré que l’aspartyl-protéase membranaire BACE était 

la β-secrétase (Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Lin 

et al., 2000). Un groupe de métalloprotéases incluant TACE (Tumor necrosis factor 

α−Converting Enzyme) serait quant à lui responsable d’une fraction significative de l’activité 

α -secrétase (Buxbaum et al., 1998; Skovronsky et al., 2000).  

1.3.1.2 Les présénilines sont responsables de l’activité γ-secrétase 

L’activité γ-secrétase est assurée par un large complexe protéique multimérique 

appelé complexe γ-secrétase. De multiples protéines membranaires participent à sa 

formation, parmi lesquelles la nicastrine (Yu et al., 2000), APH-1 (Francis et al., 2002), PEN-

2 (Goutte et al., 2002) et finalement les présénilines-1 et -2 (Li et al., 2000). La protéine 

assurant l’activité protéolytique du complexe est longtemps restée inconnue. Cependant, 

des mutations autosomales dominantes sur les gènes des présénilines-1 et -2 (PS-1 et PS-2) 

ou de APP déplacent l’équilibre de formation Aβ42/Aβ40, favorisant ainsi la production 

de Aβ42 et accélérant l’apparition des plaques amyloïdes dans les tissus cérébraux (Citron 

et al., 1992; Cai et al., 1993; Borchelt et al., 1997). L’effet des mutations sur les gènes des 

présénilines sur le clivage de APP en position γ suggère que les présénilines peuvent elles-

mêmes assurer la fonction protéolytique du complexe γ-secrétase (Borchelt et al., 1997). De 

plus, l’invalidation du gène PS-1 conduit à un clivage réduit de APP (De Strooper et al., 

1998). Cependant, ce ne sont que des travaux plus récents qui ont consacré l’activité 

protéolytique de PS-1.  
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Figure 1-4 : Clivages multiples de APP 

(A) APP est clivé par de multiples secrétases. Selon la voie pathogénique (produisant le 

peptide Aβ), APP est d'abord clivé par la β-secrétase. Ce clivage génère un fragment C99, 

le substrat immédiat pour le clivage par le complexe γ-secrétase dont l’activité 

protéolytique est assurée par les présénilines. D’autre part, APPs-β, le domaine N-terminal 

tronqué de APP est libéré. C99 est ensuite clivé dans son domaine transmembranaire par 

le complexe γ-secrétase. Ce clivage génère Aβ, qui est secrété dans l’espace inter-cellulaire. 

En parallèle, le fragment AID est généré et libéré dans le cytoplasme. Suivant la voie non-

pathogénique, APP est clivée par la α-secrétase  (TACE) dans son domaine Aβ. Ce clivage 

conduit à C83 et APPs-α. APPs-α est alors secrété dans l’espace intercellulaire. C83 peut 

être clivé par le complexe γ-secrétase, donnant naissance à p3 (le fragment C-terminal de 3 

kDa de Aβ) et à AID  

(B) Protéolyse intramembranaire régulée de APP par les présénilines Aβ est d’abord 

clivé par la β-secrétase (BACE) pour générer le substrat pour le complexe γ-

secrétase/présénilines. Deux résidus aspartates situés dans les TMH6 et TMH7 de PS 

forment le site actif de PS. Le clivage conduit à la sécrétion de Aβ  et à la libération de AID. 

D’une part, AID est proapoptotique, et d’autre part AID est capable d’activer la 

transcription de gènes spécifiques (d’après Haass et Steiner, 2002). 
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En effet, PS-1 porte des résidus aspartiques conservés au niveau des domaines 

transmembranaires 6 et 7, positions qui s’aligneraient avec le site de clivage γ de APP. La 

mutagenèse dirigée de ces deux résidus aspartates de PS-1 empêche le clivage de  APP 

(Wolfe et al., 1999b; Kimberly et al., 2000).  PS-1 assure donc la RIP de APP, les autres 

membres du complexe γ-secrétase auraient un rôle régulateur de cette activité de 

protéolyse (Yu et al., 2000; Francis et al., 2002). 

Les présénilines adoptent une topologie membranaire particulière puisqu’elles 

traversent la membrane à de multiples reprises, via leurs huit domaines 

transmembranaires, les domaines C- et N-terminaux seraient cytosoliques (Doan et al., 

1996; Li et Greenwald, 1996). Entre les domaines transmembranaires 6 et 7, une large 

bouche hydrophile cytosolique est le siège d’une endoprotéolyse (Li et Greenwald, 1998). 

En effet, les présénilines sont synthétisées à l’état d’holoprotéine intacte de 50 kDa. 

Cependant, les formes matures et fonctionnelles de PS-1 et PS-2 consistent en un 

hétérodimère formée des fragments N- et C-terminaux de ~30 et ~20 kDa issus de cette 

endoprotéolyse (Thinakaran et al., 1996; Podlisny et al., 1997; Ratovitski et al., 1997). 

Une recherche d’homologues des PS sur les bases de données a conduit à 

l’identification d’un motif conservé chez les membres de la famille des PS, motif qui 

présente des similarités avec un court segment d’acides aminés présent chez une aspartyl-

protéase membranaire bactérienne (Steiner et al., 2000). L’ensemble de ces résultats 

suggère que les protéines de la famille des PS forment une nouvelle classe d’aspartyl-

protéases qui existent au sein de larges complexes macromoléculaires membranaires et 

assurent le clivage intramembranaire de APP et d’autres substrats (Fortini, 2001). 

1.3.2 Les présénilines et le clivage du récepteur Notch 

1.3.2.1 Activation de Notch par la RIP 

La protéine Notch est une protéine membranaire intégrale de type I, munie d’un 
large domaine extracellulaire composé de répétitions en tandem de motifs EGF-like 
(Epidermal Growth Factor-Like), d’un domaine transmembranaire et d’un domaine 
intracellulaire muni de six domaines ankyrine répétés (Wharton et al., 1985; Blaumueller et 
Artavanis-Tsakonas, 1997). Ce récepteur est synthétisé sous forme d’un précurseur de 300 
kDa, qui est clivé constitutivement dans le Golgi par une furine (Figure 1-5) (Logeat et al., 
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1998). Ce clivage conduit à la formation de deux sous-unités : une sous-unité 
extracellulaire et une sous-unité transmembranaire qui restent associées de manière non-
covalente sous forme d’hétérodimère (Annaert et De Strooper, 1999). L’hétérodimère est 
adressé à la surface cellulaire et reste inactif jusqu’à ce qu’il lie un de ses ligands résidant à 
la surface d’une autre cellule et appartenant à la famille des Delta/Jagged/Serrate/LAG-2. 
La liaison du ligand entraîne un changement de conformation de l’hétérodimère qui 
permet le clivage de la sous-unité transmembranaire par TACE (Brou et al., 2000). Cette 
enzyme assure également le clivage de APP en position α (Buxbaum et al., 1998). La 
portion extracellulaire de la sous-unité transmembranaire de Notch est ainsi libérée mais 
reste associée à sa sous-unité extracellulaire. Ce nouveau changement conformationel 
entraîne la RIP de la sous-unité transmembranaire tronquée au niveau d’un résidu valine 
conservé de son hélice transmembranaire, libérant un fragment cytosolique. Ce fragment 
appelé NICD (Notch IntraCellular Domain) est ensuite adressé au noyau où il active la 
transcription de gènes spécifiques impliqués dans le développement (Schroeter et al., 1998; 
Fortini, 2002). 

1.3.2.2 Les présénilines participent à la RIP de Notch 

Tout comme des études génétiques ont montré le lien entre les présénilines et le 
clivage de APP, des études génétiques menées sur des organismes modèle ont suggéré un 
rôle pour les présénilines dans la voie de signalisation de Notch (Kopan et Goate, 2000). En 
effet, des mutations entraînant une perte de fonction des gènes homologues des 
présénilines chez Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster et la souris conduisent à 
des phénotypes comparables à ceux observés en cas de perte de fonction de Notch 
(Levitan et Greenwald, 1995; Shen et al., 1997; Struhl et Greenwald, 1999; Ye et al., 1999). 
De plus, un grand nombre d’études ont montré que les présénilines sont nécessaires au 
clivage intramembranaire de Notch, que ce soit chez D. melanogaster, la souris ou dans des 
cellules humaines (De Strooper et al., 1999; Ray et al., 1999; Song et al., 1999; Struhl et 
Greenwald, 1999). 

 

1.3.3 Les présénilines, un carrefour pathogénique et développemental 

1.3.3.1 Les présénilines et la maladie d’Alzheimer 

Des altérations des voies de signalisation contrôlées par la RIP des présénilines 

entraînent de graves troubles pathogéniques et développementaux. Tout d’abord, la 
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maladie d’Alzheimer est souvent causée par des mutations sur les gènes des présénilines 

(cf. 1.3.1). Cette maladie est caractérisée par une dystrophie des neurites, une perte des 

synapses et une dégénération neuronale progressive (Selkoe, 2001). Le clivage de APP par 

les présénilines libère deux types de peptides Aβ42 et Aβ40, les composants majeurs des 

plaques amyloïdes observées dans le cerveau de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer. Ce clivage libère également les fragments C-terminaux de 57 ou 59 aa (AID). 

Bien que la fonction biologique de APP soit encore mal connue, il a été montré que le 

fragment AID possède des vertus proapoptotiques (Passer et al., 2000). AID forme 

également un complexe multimérique avec la protéine adaptatrice nucléaire Fe65 et 

l’histone-acétyltranférase Tip60 qui possède une activité transcriptionnelle potentielle sur 

des gènes encore non définis (Cao et Sudhof, 2001). 

1.3.3.2 Les présénilines contrôlent la voie développementale de Notch   

Les présénilines sont exprimées de manière ubiquitaire, mais à des niveaux différents 

suivant les tissus (Rogaev et al., 1995; Sherrington et al., 1995). Au cours du 

développement, PS-1 est exprimée dans une grande variété de tissus et types cellulaires, 

mais de manière prédominante dans le SNC (Lee et al., 1996; Moreno-Flores et al., 1999). À 

la fin de l’embryogenèse, le profil d’expression de PS-1 recouvre celui de son substrat 

Notch. Au cours du développement postnatal, l’expression de PS-1 est maximale au cours 

de la deuxième semaine de vie postnatale, puis décroît progressivement pour ne rester 

détectable chez l’adulte que dans l’hippocampe et le cervelet (Moreno-Flores et al., 1999). 

De façon intéressante, un rapport récent montre l’expression de PS-1 dans les cellules 

progénitrices neurales de l’hippocampe adulte (Wen et al., 2002). Les présénilines 

contrôleraient donc la différenciation neuronale en association avec une régulation de la 

voie de signalisation Notch. Chez la souris, l’invalidation totale ou partielle du gène de PS-

1 est létale à la naissance (Shen et al., 1997). L’embryon montre de sévères malformations 

du squelette. La zone ventriculaire du cerveau des souris PS-1 -/- est réduite par rapport 

aux animaux contrôles, indiquant une neurogenèse réduite. Par ailleurs, une mort 

neuronale massive est observée dans des régions spécifiques du cerveau. PS-1 semble 

donc requise pour la formation du squelette, la neurogenèse au cours du développement 
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et la survie neuronale, vraisemblablement via le contrôle de la voie de signalisation Notch 

(Shen et al., 1997). 

En modulant des interactions locales entre cellules, la voie de signalisation de Notch 

participe à la détermination de la destinée cellulaire chez tous les organismes 

pluricellulaires étudiés jusqu’à maintenant, des nématodes aux humains (Weinmaster, 

1997; Egan et al., 1998; Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Notch agit en assurant qu’une 

cellule unique ou une population restreinte de cellules précurseurs adopte une destinée 

cellulaire particulière, différant des cellules adjacentes (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Le 

rôle de Notch a été particulièrement étudié au cours du développement du système 

nerveux des Vertébrés. Chez l’embryon précoce, l’activation de Notch maintient la 

pluripotence des cellules souches neurales. À des stades plus avancés du développement 

correspondant à l’initiation de la gliogenèse, Notch induit la différenciation des cellules 

gliales. Dans de nombreuses régions du système nerveux, Notch fonctionne comme un 

interrupteur moléculaire qui termine la phase proliférative de la neurogenèse et induit la 

différenciation gliale (Lundkvist et Lendahl, 2001; Morrison, 2001).  

La transduction du signal Notch est assurée par son fragment N-terminal (NICD) 

libéré par la RIP des présénilines. NICD est muni d’un domaine activateur de la 

transcription mais ne lie pas directement l’ADN. Dans le noyau, NICD s’associe avec les 

facteurs de transcription de la famille CSL qui agissent normalement comme répresseurs 

de la transcription. La liaison de NICD lève l’effet répresseur de CSL et active la 

transcription des gènes cibles comme les facteurs de transcription de la famille HES (Chen 

et al., 1997; Egan et al., 1998; Artavanis-Tsakonas et al., 1999) (Figure 1-5). HES appartient à 

une famille de répresseurs transcriptionnels qui régulent négativement l’expression de 

facteurs de transcription tissus-spécifiques (Ohsako et al., 1994; Iso et al., 2003). 

L’expression de HES1 et HES5 est favorisée par la présence de Notch et empêche ainsi la 

différenciation des cellules souches neurales d’embryons de souris. Les cellules 

progénitrices sont maintenues à l’état prolifératif, et la neurogenèse et la différenciation 

des oligodendrocytes sont inhibées (Ohtsuka et al., 1999).  
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Figure 1-5 : Régulation de la maturation et de l’activation du récepteur Notch par des 

protéolyses successives. 

Notch est synthétisé à l’état de précurseur inactif de 300 kDa qui subit trois clivages 

consécutifs. Dans l’appareil de Golgi, le précurseur de Notch est clivé au niveau luminal 

par une furine pour générer deux domaines séparés : un domaine intracellulaire et un 

domaine transmembranaire/ intracellulaire. Ces deux domaines sont liés par une liaison 

non-covalente pour créer une forme hétérodimérique de Notch, constituant la principale 

forme de Notch détectée à la surface cellulaire. La liaison de ligands de Notch de la famille 

Delta/Jagged/Serrate déclenche un clivage extracellulaire assuré par la protéase TACE 

qui supprime un ectodomaine. Le fragment C-terminal résiduel est ensuite lui-même clivé 

par le complexe γ secrétase dont l’activité protéolytique est assurée par les présénilines. Ce 

clivage intramembranaire libère le domaine intracellulaire de Notch (NICD) qui est 

transloqué vers le noyau où il régule l’expression de gènes cible comme Enhancer of Split 

(E(spl)), en association avec d’autres facteurs nucléaires comme les membres de la famille 

CSL (C promoter binding factor/Suppressor of hairless/Lag-1 transcription factor) [d’après 

Fortini, 2002]. 
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Plus récemment, des travaux ont montré l’existence d’un dialogue croisé entre la 

voie de Notch et de APP. En effet, la protéine membranaire APP est capable lier Numb, un 

inhibiteur cytosolique de Notch. D’autre part, Numb lie aussi AID et réprime l’activation 

de Notch après clivage. Ainsi, les présénilines pourraient avoir des effets opposés sur la 

voie de signalisation Notch : positif lors du clivage de Notch et de la génération de NICD, 

et négatif lors du clivage de APP et de la libération de AID qui inhibe la fonction de NICD 

(Roncarati et al., 2002). L’inhibition de la fonction de Notch pourrait ainsi accélérer le 

processus neurodégénératif de la maladie d’Alzheimer. 

En plus du clivage de APP et Notch, le complexe γ−secrétase dont l’activité 

protéolytique est assurée par les présénilines est maintenant impliqué dans le clivage d’un 

nombre croissant de substrats cellulaires contrôlant des voies de signalisation essentielles. 

Parmi ces substrats activés par la RIP se retrouvent le facteur de transcription Ire1 (Niwa et 

al., 1999), le récepteur CD44 (Lammich et al., 2002), la protéine d’adhésion E-cadherin 

(Lammich et al., 2002) et le récepteur aux EGF ErbB4.  

La RIP assurée par les présénilines est donc au centre de processus cellulaires essentiels pour 

le développement et la survie cellulaire. Des altérations de la RIP assurée par les présénilines 

conduisent à des troubles pathologiques et développementaux importants. 

1.4 La RIP et la voie de signalisation des récepteurs aux EGF  
(EGFR) 

1.4.1 La voie de signalisation des EGFR chez les Vertébrés 

1.4.1.1 Mécanisme général de la voie de transduction du signal de la voie des EGFR 

Chez les vertébrés, les récepteurs au facteur de croissance épidermique (Epidermic 

Growth Factor Receptor ou EGFR) appartiennent à la famille des récepteurs de surface à 

activité tyrosine kinase. Quatre membres de la famille des EGFR sont connus : ErbB1 

(aussi appelé EGFR ou HER1) (Ullrich et al., 1984), ErbB2 (Neu ou HER2) (Coussens et al., 

1985), ErbB3 (HER3) (Kraus et al., 1989) et ErbB4 (HER4) (Plowman et al., 1993). ErbB1-4 

sont des protéines transmembranaires de type I composées d’un domaine de liaison du 

ligand extracellulaire, d’un unique domaine transmembranaire et d’un domaine à activité 

tyrosine-kinase cytosolique. Le récepteur ErbB3 possède ce domaine, mais il est inactif. In 
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vivo, les quatre récepteurs Erb peuvent former des homo- ou hétérodimères qui permettent 

le contrôle d’un large répertoire de processus cellulaires distincts (Olayioye et al., 2000). 

Le nombre de ligands activateurs des récepteurs ErbB a augmenté au cours de 

l’évolution : C. elegans possède un unique ligand, la Drosophile en compte quatre et chez 

les mammifères, plus d’une douzaine de ligands possédant un motif EGF dans leur 

domaine extracellulaire ont été identifiés jusqu’à aujourd’hui (Bogdan et Klambt, 2001). 

Leur affinité et leur spécificité respectives envers les différents ErbB entraînent un large 

répertoire de signalisation. L’EGF, le TGFα (Transforming Growth Factor) et les 

amphirégulines se lient spécifiquement à ErbB1, alors que la betacelluline et l’épiréguline 

lient ErbB1 et ErbB4. Les neurégulines (aussi appellées ARIA, GGF, hérégulines ou NDF) 

lient spécifiquement ErbB3 et ErbB4 (Shinoda et al., 1997). L’épissage alternatif de l’ARNm 

des NRG génère une grande diversité de protéines membranaires, intracellulaires ou 

sécrétées, dont l’expression différentielle à l’échelle tissulaire permet le contrôle sélectif de 

l’activation des récepteurs ErbB3 et ErbB4 (Shinoda et al., 1997). La majorité de ces ligands 

sont synthétisés à l’état de précurseurs transmembranaires inactifs nécessitant une 

activation par un clivage protéolytique pour pouvoir lier et activer les récepteurs ErbB 

(Massague et Pandiella, 1993). Par exemple, le clivage des précurseurs membranaires des 

NRG est assuré par TACE, l’enzyme qui clive aussi le précurseur de Notch (Montero et al., 

2000) (cf. 1.3.2.1).  

Au niveau de la membrane, la molécule d’ErbB est présente en tant que monomère 

inactif. Après liaison de son ligand extracellulaire, ErbB subit une dimérisation qui 

entraîne une transautophosphorylation de ses domaines cytosoliques (Figure 1-6). Dans 

cette conformation active, le récepteur déclenche les voies de signalisation en aval (Bogdan 

et Klambt, 2001). Ses résidus tyrosine phosphorylés recrutent de nombreux effecteurs 

cytosoliques ou membranaires comme la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), la 

phospholipase C (PLC) et la molécule adaptatrice Grb2. Toutes ces molécules sont munies 

de domaines de liaisons des phosphotyrosines SH2 (Src Homology domain 2) ou PTB 

(PhosphoTyrosine Binding) (Figure 1-6) (Shoelson, 1997). L’assemblage de ces protéines 

cibles sur la face interne de la membrane plasmique culmine lors de la formation de 

seconds messagers comme les polyphosphoinositides et les inositol polyphosphates, 

entraînant l’activation de la cascade mitogène des Ras/Raf/MAP kinases (Yamauchi et al., 
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1998). Parmi les cibles finales de ces voies de signalisation se retrouvent des facteurs de 

transcription qui sont transloqués du cytosol vers le noyau après activation par leurs 

kinases ou phosphorylases respectives. 
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Figure 1-6 : La voie de signalisation des récepteurs aux EGF (ErbB).  

La fixation du ligand induit la dimérisation du récepteur et une transautophosphorylation 

de résidus tyrosine, créant des sites de liaison pour les domaines SH2 ou PTB des 

protéines effectrices. L’activation subséquente des protéines effectrices comme PI3K ou 

Grb2 initie de nombreux processus cellulaires contrôlés notamment par la cascade des 

Raf/Ras/Map kinases (d’après Prenzel et al., 2001). 
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1.4.1.2 Voie de transduction alterne activée par la RIP 

Des développements récents dans le domaine de la transduction du signal des EGFR 

permettent d’envisager un rôle direct de ces molécules activées dans le contrôle de la 

transcription. Par exemple, le récepteur membranaire aux EGF ErbB1 activé par son ligand 

TGFα est détectable dans le noyau où il est capable d’activer la transcription de gènes 

spécifiques comme le gène de la cycline D1 qui participe au contrôle du cycle cellulaire 

(Lin et al., 2001). De même, en réponse à la liaison du facteur de croissance Heregulin (une 

isoforme de NRG), une isoforme particulière d’un autre membre de la famille des EGFR, 

ErbB4, subit deux clivages subséquents dont la séquence ressemble étrangement à celle 

subie par APP ou Noch (cf. 1.3) (Elenius et al., 1997). En effet, un premier clivage requiert 

la métalloprotéase TACE et libère un fragment extracellulaire N-terminal de ErbB4. Le 

fragment résiduel contenant les domaines cytoplasmique et membranaire de ErbB4 reste 

enchâssé dans la membrane (Vecchi et Carpenter, 1997; Rio et al., 2000; Zhou et Carpenter, 

2000). Il subit alors un second clivage au niveau du domaine transmembranaire. Ainsi, 

tout comme APP et Notch, ErbB4 subit une protéolyse intramembranaire régulée 

entraînant la libération de son domaine intracellulaire C-terminal qui est adressé au noyau 

où il manifeste une activité transcriptionnelle sur des gènes encore non caractérisés 

(Figure 1-7). Ce clivage est là-aussi assuré par les présénilines (Ni et al., 2001; Lee et al., 

2002a). Cette voie de transduction alterne utilisant la RIP permet de contourner les 

cascades de phosphorylation essentielles à la transduction des stimuli mitogènes. La 

possibilité que tous les récepteurs aux EGF soient par eux-mêmes des facteurs de 

transcription dont l’activation est régulée par la RIP est envisageable. 

Chez les Vertébrés, l’activation des EGFR contrôle des voies de signalisation essentielles 

impliquées de multiples processus cellulaires via la cascade des Ras/Raf/MAP kinases. Une voie 

d’activation alterne utilise la RIP assurée par les présénilines, ce qui permet d’activer directement la 

transcription de gènes spécifiques. Chez la Drosophile nous verrons que la RIP assure directement 

l’activation de la voie des EGFR. 

. 
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Figure 1-7 : Voie alterne de transduction du signal par la RIP de ErbB4.  

Suite à la liaison de son ligand héréguline, le récepteur ErbB4 est clivé au niveau de son 

domaine transmembranaire par le complexe γ-secrétase/préséniline. Ce clivage conduit à 

la libération du fragment C-terminal cytosolique de ErbB4 (ErbB-4/CTF) qui est adressé 

au noyau où il active la transcription de gènes encore inconnus. Cette voie alterne permet 

de contourner la cascade de signalisation des Ras/Raf/Map kinases (adapté de Fortini, 

2001). 
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1.4.2  La voie de signalisation des EGFR chez Drosophila melanogaster 

1.4.2.1 L’activation de la voie des EGFR est contrôlée par la RIP de Spitz assurée par 
Rhomboid 

D. melanogaster possède un seul récepteur aux EGF, similaire aux quatre récepteurs 

ErbB des mammifères, et qui représente probablement leur prototype évolutif. Comme ses 

homologues chez les mammifères, le récepteur aux EGF de D. melanogaster (DER) possède 

de multiples fonctions, incluant le contrôle de la différenciation, de la prolifération et de la 

survie cellulaire (Schweitzer et Shilo, 1997; Dominguez et al., 1998). La cascade de 

signalisation via les Ras/Raf/MAP kinases en aval de la voie des récepteurs aux EGF est 

évolutivement conservée entre la Drosophile et les mammifères et détaillée dans les 

paragraphes précédents (cf. 1.4.1) (Casci et Freeman, 1999). La voie d’activation du DER a 

été extensivement caractérisée chez la Drosophile. Le principal ligand activateur du DER 

est la protéine Spitz, une protéine très similaire au TGFα humain. Spitz est synthétisée 

sous forme de précurseur inactif, comprenant un domaine transmembranaire et un 

domaine extracellulaire EGF-like. Spitz est normalement confiné dans la membrane du RE 

de la cellule émettant le signal EGF (Rutledge et al., 1992). Avant de pouvoir lier et activer 

le DER situé sur la membrane plasmique de la cellule réceptrice du signal EGF, Spitz doit 

être activé dans la cellule émettrice (Figure 1-8). Deux molécules ont été impliquées dans 

l’activation de Spitz: Rhomboid-1 et Star, qui sont considérées comme régulateurs 

premiers de l’activation de la voie des EGF chez D. Melanogaster (Guichard et al., 1999; 

Bang et Kintner, 2000). Star est une protéine chaperonne nécessaire pour l’export de Spitz 

du RE vers l’appareil de Golgi (Tsruya et al., 2002), où il va être clivé par Rhomboid-1 au 

niveau de son domaine transmembranaire pour générer sa forme active (Urban et al., 

2001). Ainsi, Rhomboid-1 assure la protéolyse intramembranaire régulée de Spitz qui 

permet la libération d’un fragment N-terminal actif. Ce fragment soluble est alors sécrété 

hors de la cellule émettrice du signal dans le milieu extracellulaire pour activer le DER 

d’une cellule adjacente. Bien que DER et Spitz soient largement exprimés au cours du 

développement, l’activité Rhomboid est limitante. La présence ou l’absence de Rhomboid 

restreint spatialement et temporellement l’activation de la voie du DER, en contrôlant la 

disponibilité en Spitz actif (Figure 1-8) (Sturtevant et al., 1993). 
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Figure 1-8 : Libération régulée par la RIP de Spitz 

Spitz est normalement séquestré dans le réticulum endoplasmique (RE) (a) jusqu’à ce que 

Star provoque sa relocalisation (b) vers l’appareil de Golgi. Rhomboid est une protéine de 

la membrane du Golgi qui va assurer son clivage (c), libérant un fragment soluble luminal 

libéré dans le cytosol (d), puis secrété dans le milieu intercellulaire (e). Ce fragment va se 

lier au récepteur aux EGF de la drosophile (DER) d’une cellule-cible voisine (f) et activer la 

voie de signalisation développementales des EGF, via la cascade des Ras/Raf/MAP 

kinases (adapté de Fortini, 2001(Fortini, 2001)). 

 

1.4.2.2 Caractéristiques des Rhomboids 

Les quatre ligands activateurs du récepteur aux EGF de D. melanogaster  sont Spitz, 

Gurken (Shmueli et al., 2002), Keren (Reich et Shilo, 2002) et Vein (Schnepp et al., 1996). 

Tous ces ligands seraient activés par le même mécanisme de RIP (Urban et al., 2002b; 

Urban et al., 2002a). L’utilisation de la RIP chez la Drosophile pour l’activation de facteurs 

de croissance contraste avec les autres modes d’activation connus chez les Vertébrés, qui 

utilisent en général des métalloprotéases de la surface cellulaire pour libérer le fragment 

actif par un clivage extramembranaire (Arribas et al., 1996; Black et White, 1998). Par 

exemple, les neurégulines, ligands du récepteur aux EGF des Vertébrés, sont clivées par la 

protéase TACE (Montero et al., 2000) (cf. 1.4.1). Chez la Drosophile, au moins quatre des 
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sept homologues de Rhomboid-1 sont impliqués dans l’activation des EGF. En effet, 

l’activité protéolytique des Rhomboid-1 à -4 a été démontrée récemment (Urban et al., 

2002b). Les ADNc correspondant aux trois derniers membres de la famille ne sont pas 

encore entièrement clonés, ce qui empêche leur étude pour le moment. Tous les membres 

de la famille Rhomboid possèdent sept domaines transmembranaires (Urban et al., 2002b). 

Des expériences de mutagenèse dirigée menées sur Rhomboid-1 ont conduit à 

l’identification des acides aminés constituant un motif catalytique consensus de type 

GASGG. Ce motif contient les acides aminés G215 et S217, essentiels à l’activité 

protéolytique de Rhomboid. La glycine (G215) stabilise l’oxygène de la liaison peptidique 

pendant le clivage et la sérine centrale forme le site actif responsable du clivage du 

substrat Spitz (Urban et al., 2001). D’autres enzymes utilisant des sérines activées 

possèdent également un motif conservé du type GxSxG (Brenner, 1988). La particularité de 

Rhomboid-1 est que son site actif se situé au milieu d’un domaine transmembranaire ce 

qui en fait la première sérine-protéase assurant la protéolyse intramembranaire régulée à 

avoir été caractérisée jusqu’à maintenant (Urban et al., 2002b). 

1.4.2.3 La famille des Rhomboids est présente à tous les niveaux évolutifs 

Rhomboid-1 appartient à une grande famille de gènes conservée chez les 

archæbactéries, les bactéries, les Levures, les plantes et les animaux, jusqu’aux humains 

(Wasserman et al., 2000; Lee et al., 2001). Malgré cette étonnante conservation évolutive qui 

laisse suggérer des fonctions cellulaires essentielles pour tous les membres de la famille 

Rhomboid, seuls quelques membres ont été étudiés en dehors de D. Melanogaster, mais 

leur mode d’action reste encore mal connu. Le premier a été identifié chez la bactérie 

pathogène Providencia stuartii qui contrôle la taille de sa population en secrétant un 

peptide-signal qui s’accumule dans le milieu à des densités cellulaires élevées, activant des 

gènes de virulence (Rather et al., 1999). Ce mode de communication intercellulaire appelé 

"quorum sensing" est utilisé par la majorité des populations bactériennes (Bassler, 1999). De 

manière remarquable, l’homologue de Rhomboid chez P. stuartii, appellé AarA, est 

nécessaire pour la génération du signal de quorum sensing  (Rather et al., 1997; Rather et al., 

1999). Bien que le mécanisme précis de cette signalisation ne soit pas encore défini, le 

parallèle est frappant entre la fonction de AarA et celle de Rhomboid chez D. melanogaster  

(Bassler, 1999). Fait encore plus intéressant à noter, AarA et de nombreuses autres 
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Rhomboids bactériennes peuvent cliver trois ligands du récepteur aux EGF de D. 

melanogaster  (Urban et Freeman, 2002). La RIP assurée par les Rhomboid pourrait donc 

être une des premières stratégies à avoir évolué vers la communication intercellulaire.  

Chez les Vertébrés, seuls trois homologues de Rhomboid ont été étudiés. Le premier, 

baptisé RRP (Rhomboid Related Protein), présente des similarités significatives avec 

Rhomboid-1.  Une unique étude lui est consacrée et montre que son ARNm est détecté à 

de forts niveaux dans le cerveau et les reins humains (Pascall et Brown, 1998). Le 

deuxième homologue, baptisé Ventrhoid, a été caractérisé récemment chez les 

mammifères (Jaszai et Brand, 2002). Une unique étude lui est également consacrée et 

montre que, chez la souris, Ventrhoid a un profil d’expression dynamique restreint à la 

zone ventrale du tube neural de l’embryon (Jaszai et Brand, 2002). Ceci laisse suggérer 

que, tout comme Rhomboid chez la Drosophile, Ventrhoid soit impliquée dans la 

régionalisation du SNC le long de l’axe dorso-ventral. La présence du motif catalytique 

GASGA dans un domaine transmembranaire de Ventrhoid prédit un rôle de protéase, en 

revanche, son substrat reste inconnu. Récemment, une troisième protéine présentant des 

similarités certaines avec Rhomboid a été identifié chez l’humain dans notre laboratoire, il 

s’agit de la protéine PARL (Presenilin Associated rhomboid like protein) (Pellegrini et al., 2001). 

1.4.3 Convergence évolutive : rôle essentiel de la voie des EGFR au cours 
du développement des Vertébrés et Invertébrés 

De par son implication dans des processus très divers incluant la division cellulaire, 

la détermination du destin cellulaire et la différenciation, la voie de signalisation des EGFR 

joue un rôle essentiel au cours du développement des vertébrés et des invertébrés 

(Schweitzer et Shilo, 1997). Après activation par un ligand extracellulaire, l’EGFR subit 

une dimérisation et une autophosphorylation conduisant, via la voie conservée des 

Ras/Raf/MAP kinases, à la modulation de l’activité de facteurs de transcription (cf. 

1.4.1.1). La complexité des fonctions cellulaires gouvernées par l’EGFR implique que son 

activité soit précisément régulée au cours du développement (Klambt, 2000). Des 

dysfonctionnements de ce système très finement régulé induits par la surexpression, 

l’amplification ou la mutation d’éléments de cette voie, particulièrement des récepteurs 

ErbB1 et ErbB2, entraînent fréquemment la transformation de cellules et le développement 

de cancer (Olayioye et al., 2000). 
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L’importance des récepteurs ErbB dans le développement a été montrée par des 

études sur des souris modifiées génétiquement. Ainsi, l’invalidation du gène ErbB1 est 

létale au stade embryonnaire ou périnatal, les souris montrant de nombreuses anomalies 

au niveau du cerveau, de la peau, des poumons et du tractus gastro-intestinal (Miettinen et 

al., 1995).  Les souris ErbB2 -/- meurent au milieu de la gestation en raison de 

malformations cardiaques, un phénotype aussi observé chez les souris ErbB4 -/- 

(Gassmann et al., 1995; Lee et al., 1995). Une rôle additionnel de ErbB2 dans le 

développement du système nerveux périphérique a été montré (Miettinen et al., 1995). Les 

souris ErbB3 -/- meurent également de malformations cardiaques et montrent un défaut 

de formation de la crête neurale et une absence de précurseurs des cellules de Schwann 

(Riethmacher et al., 1995).  

Ces études démontrent clairement le rôle essentiel de la voie des récepteurs ErbB 

dans l’embryogenèse et le développement des Vertébrés. L’expression différentielle des 

récepteurs ErbB1-4 et de leurs différents ligands permet le contrôle sélectif de multiples 

processus incluant la détermination du destin cellulaire, la prolifération, la motilité et la 

survie cellulaire (Schlessinger, 2000). Ainsi, chez l’embryon, les NRG-1 sont exprimées 

dans l’endocarde alors que les NRG-2 sont présentes dans le muscle squelettique 

embryonnaire, et que les NRG-3 se retrouvent dans les neurones sensoriels, sympathiques 

et moteurs (Burden et Yarden, 1997). Le principal site d’expression des NRG-3 est le 

système nerveux en développement (Holmes et al., 1992), et leur expression est restreinte 

aux neurones (Chen et al., 1994; Corfas et al., 1995; Zhang et al., 1997), où leur disponibilité 

détermine la différenciation de certains types cellulaires via des interactions cellule-cellule 

locales (Buonanno et Fischbach, 2001). Leur champ d’action est relativement peu étendu : 

les cellules synthétisant les NRG et le tissu récepteur sont juxtaposés ou situés à quelques 

couches cellulaires de distance. Les neurégulines secrétées par les neurones favorisent la 

survie des cellules gliales, leur prolifération et leur différenciation en se liant aux 

récepteurs ErbB exposés à la surface cellulaire des cellules gliales (Garratt et al., 2000). 

Notamment, les NRG produites par les neurones induisent la prolifération et la survie des 

cellules de Schwann (Morrissey et al., 1995). D’autre part, l’interaction entre les NRG et 

leurs récepteurs contrôle la migration des neurones le long des cellules radiales gliales. 

Ainsi NRG est exprimée dans les cellules granulaires du cervelet et ErbB4 dans les cellules 

gliales de Bergmann, maintenant le phénotype radial nécessaire à la continuation de la 
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migration (Rio et al., 1997). Lorsque la migration s’achève, la sécrétion de NRG cesse et les 

cellules gliales radiales adoptent un phénotype astrocytaire (Rio et al., 1997). 

Tout comme chez les Vertébrés, la voie des EGFR est nécessaire à de nombreuses 

étapes du développement de la Drosophile, notamment pour l’établissement de l’axe 

antéro-postérieur de l’embryon, pour le contrôle du destin cellulaire durant le 

développement des disques embryonnaires et imaginaux, ainsi que durant l’oogenèse 

(Klambt, 2000). Comme nous l’avons montré dans les paragraphes précédents, l’activation 

de la voie du DER dépend du clivage par RIP des précurseurs de ses ligands 

transmembranaires du DER : Spitz, Keren, Gurken et Vein (cf. 1.4.2). Cette activation par 

RIP est assurée par la famille des Rhomboids. L’expression différentielle des différentes 

Rhomboids et des ligands permet de restreindre spatialement et temporellement 

l’activation de la voie des EGFR dans l’embryon. Dans l’oocyte, le ligand Gurken dont le 

clivage est assuré par Rhomboid-2 régule l’établissement de l’axe antéro-postérieur et 

dorso-ventral de l’oocyte (Ghiglione et al., 2002). Ensuite, après la gastrulation, l’activation 

de Spitz par RIP est restreinte aux cellules de la ligne médiane de l’axe dorso-ventral qui 

expriment Rhomboid-1, induisant la formation de l’ectoderme ventral (Golembo et al., 

1996). L’activation de la voie des EGFR est aussi cruciale pour le développement de deux 

tissus post-embryonnaires : les disques imaginaux alaires et oculaires. La phase 

proliférative initiale est initiée dans tout le disque alaire et oculaire par une large 

activation de la voie des EGFR. La phase suivante implique la formation des veines dans 

l’aile et des ommatidies dans l’œil. Ainsi, Rhomboid-1 et Rhomboid-3 coopèrent dans les 

disques oculaire et alaire pour induire d’une part la formation des ommatidies et d’autre 

part la formation des veines alaires (Sturtevant et al., 1993). Récemment, il a été montré 

qu’au cours du développement du système nerveux, Spitz et Vein agissent comme des 

facteurs trophiques secrétés, maintenant respectivement la survie d’une sous-population 

de cellules gliales de la ligne médiane et d’une sous-population de cellules longitudinales 

(Hidalgo et al., 2001; Bergmann et al., 2002). Dans les deux cas, les facteurs trophiques sont 

secrétés par les axones adjacents à des concentrations suffisantes pour la survie sélective 

de la sous-population gliale cible (Hidalgo et al., 2001; Bergmann et al., 2002). Le parallèle 

est frappant avec le rôle trophique des neurégulines des Vertébrés dans le contrôle de la 

survie des cellules gliales radiales au cours de la migration neuronale (cf. paragraphe 

précédent).   
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Chez les Vertébrés et les Invertébrés, l’activation de la voie des EGFR contrôle de multiples 

processus cellulaires via la cascade des Ras/Raf/MAP kinases impliquées notamment dans le 

développement. Chez la Drosophile, la RIP-protéase Rhomboid est nécessaire pour l’activation de la 

voie des EGFR en clivant les ligands du DER.  Des homologues de Rhomboid ont été clonés chez les 

Vertébrés, mais leur rôle cellulaire n’est pas encore connu. Parmi ces homologues se retrouve la 

protéine PARL. L’étude de nouveaux éléments régulateurs de  la voie des EGFR des Vertébrés 

permettrait de mieux comprendre cette voie de signalisation essentielle.  

1.5 La protéine PARL, une nouvelle protéine semblable à 
Rhomboid  

La protéine PARL (Presenilins-AssociatedRhomboid-Like protein) a été 

récemment découverte lors d’un criblage d’une librairie d’ADNc de cerveau adulte 

humain. Le but de ce criblage était l’identification de protéines interagissant avec les 

extrémités C-terminales des présénilines PS-1 et PS-2, par le biais d’un système de double-

hybride en Levure (Pellegrini et al., 2001). Le fragment d’ADNc isolé a servi de sonde pour 

isoler l’ADNc pleine longueur de PARL, à partir d’une librairie d’ADNc de foie humain 

(Pellegrini et al., 2001). La protéine PARL humaine est un polypeptide de 379 aa 

correspondant à un poids moléculaire estimé de 42 kDa. Par transcription in vitro, l’ADNc 

de PARL génère une unique protéine d’environ 40 kDa. Le domaine d’interaction avec les 

présénilines est situé en aval du résidu 88, c’est à dire dans la partie C-terminale de la 

protéine. L’analyse de la séquence de PARL prédit que sa partie N-terminale est un 

domaine hydrophile de 96 aa de structure globulaire qui comprendrait des hélices-α. 

L’extrémité C-terminale de 33 aa serait positivement chargée (Koonin et Pellegrini, 

résultats non publiés).  

Une recherche d’homologie entre PARL et des protéines connues recensées 

dans les banques de données montre qu’elle présente des similarités significatives avec des 

protéines prédites pour être membranaires chez les eucaryotes, archæbactéries et les 

bactéries. Une recherche itérative utilisant le programme PSI-BLAST démontre une 

relation statistiquement significative entre PARL et Rhomboid-1 (Pellegrini et al., 2001). 

Une analyse du profil d’hydrophobicité de PARL prédit qu’elle appartient à une famille de 

protéines à segments transmembranaires multiples (multipass) (Figure 1-9), hautement 

conservée évolutivement.  
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Figure 1-9 : Prédiction des hélices transmembranaires de la protéine PARL à partir de sa 

séquence analysée par TMHMM 

La séquence protéique de PARL est analysée avec le programme TMHMM (http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). Le programme établit son profil d’hydrophobicité 

et en déduit la probabilité d’existence d’hélices transmembranaires, de domaines 

extracellulaires et intracellulaires. PARL possède de nombreuses hélices 

transmembranaires assimilées à sept domaines transmembranaires numérotés TM1 à TM7. 

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/


 

- 34 - 

De manière très intéressante, la séquence de PARL porte le motif consensus 

catalytique GASGA décrit chez Rhomboid-1 (Urban et al., 2001; Lammich et al., 2002). Très 

récemment, un orthologue de PARL a été identifié chez la Levure. Cet orthologue Pcp1 

porte également les acides aminés catalytiques décrits chez Rhomboid-1 (Esser et al., 2002). 

Pcp1 serait une protéase qui participerait au clivage du précurseur de la  cytochrome c 

péroxydase durant son import dans la mitochondrie (Esser et al., 2002). PARL pourrait 

donc être aussi une RIP-protéase et assurer une fonction essentielle chez les Vertébrés. 

Des analyses en Northern Blot montrent que le gène de PARL est exprimé de 

manière ubiquitaire dans tous les tissus adultes et fœtaux testés, mais à des niveaux 

différents (Pellegrini et al., 2001). Des études immunocytochimiques de localisation 

subcellulaire montrent que la protéine PARL est présente dans la membrane plasmique et 

aussi dans la membrane de plusieurs organelles et colocalise avec les présénilines 

(Pellegrini et al., 2001). 

1.6 Objectifs de recherche et méthodologie  

L’identification de la protéine PARL, une protéine homologue à Rhomboid, 

est placée dans un contexte très intéressant. En effet, la protéolyse intramembranaire 

régulée est un paradigme émergent en matière de transduction du signal qui semble 

réguler des voies cellulaires essentielles pour la survie cellulaire ou le développement des 

organismes, et ce à tous les niveaux évolutifs. La caractérisation de cette nouvelle protéine 

PARL chez les Vertébrés  a donc fait l’objet de mes travaux de doctorat. 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la fonction 

biochimique de PARL. Vu sa similarité avec Rhomboid-1 et la présence du motif 

catalytique GASGA sur la séquence de PARL, nous avons émis l’hypothèse que PARL est 

une sérine-protéase assurant la protéolyse intramembranaire régulée. Pour valider cette 

hypothèse, nous avons conduit une analyse phylogénétique et bioinformatique complète. 

L’analyse phylogénétique a montré l’appartenance de PARL a une nouvelle 

famille de RIP-protéases, ce qui laisse suggérer son implication dans des voies de 

signalisation essentielles pour la survie ou le développement cellulaire puisque toutes les 

RIP-protéases caractérisées jusqu’à maintenant sont impliquées dans de telles voies. Nous 
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avons développé plusieurs anticorps dirigés contre la protéine PARL, qui nous ont permis 

de mieux caractériser PARL en western-blot et immunohistochimie. Nous avons étudié sa 

distribution subcellulaire dans des extraits de cerveau par western-blot. Puis nous avons 

étudié le profil d’expression de PARL au cours du développement postnatal du cerveau de 

rongeurs. D’autre part, par l’utilisation de co-marquages, nous avons pu préciser les types 

cellulaires exprimant PARL.  

Nos résultats suggèrent l’implication de PARL dans le développement du 

cerveau. Cependant, sa voie de signalisation cellulaire reste inconnue. L’identification de 

protéines interagissant avec PARL, comme son substrat, ses protéines inhibitrices ou 

régulatrices, pourrait nous permettre de préciser la voie cellulaire dans laquelle elle est 

impliquée. Dans cette perspective, nous avons mis en place un système de double-hybride 

en Levures, pour détecter les partenaires cellulaires potentiels de PARL. 
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Ce chapitre décrit l’ensemble des techniques et méthodes utilisées au cours de mon doctorat 

pour caractériser la protéine PARL. La première partie aborde la méthodologie mise en place pour 

réaliser les analyses bioinformatiques menées sur les membres de la super-famille Rhomboid. La 

deuxième partie présente les techniques de base de biologie moléculaire utilisées, le mode d’obtention 

des différentes constructions plasmidiques de PARL, la production de protéines recombinantes 

hétérologues et la technique de fractionnement sub-cellulaire. La troisième partie est consacrée à la 

génération des différents anticorps anti-PARL et au test de leur spécificité. La quatrième partie 

traite des techniques d’immunohistochimie utilisées pour visualiser PARL dans le cerveau de 

souris. Enfin, le cinquième et dernière partie présente la réalisation du système de double-hybride en 

Levures utilisé pour détecter les partenaires cellulaires de PARL. 

2.1 Analyses bioinformatiques  

Pour recenser l’ensemble des membres de la super-famille Rhomboid, nous avons 

conduit en étroite collaboration avec le Dr Koonin (NIH, Bethesda) une recherche itérative 

sur une banque de données non-redondante répertoriant les séquences protéiques connues 

ou inconnues (Altschul et al., 1997). Pour cette recherche, nous avons utilisé le programme 

PSI-BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/blast/) qui a permis de recenser une centaine de 

séquence présentant une similarité avec les séquences d’entrée. Nous avons ensuite 

procédé à l’alignement multiple de ces séquences en utilisant le programme ClustalW 

(http://www.bork.embl-eidelberg.de/Alignment/alignment.html) (Thompson et al., 

1994). L’alignement a été ajusté manuellement en se basant sur les résultats de la recherche 

par PSI-BLAST et les hélices transmembranaires multiples prédites  par les programmes  

TMPRED et TMAP (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html et 

http://www.mbb.ki.se/TMap/). 

L’arbre phylogénétique de la super-famille Rhomboid  a été réalisé en utilisant la 

méthode du moindre carré (Fitch et Margoliash, 1967) comprise dans le programme 

FITCH du package PHYLIP (Felsenstein, 1996), avec des réarrangements des séquences 

utilisant le programme PROTML du package MOLPHY pour obtenir le maximum de 

similarité.  

http://www.ncbi.nih.gov/blast
http://www.bork.embl-eidelberg.de/Alignment/alignment.html
http://www.ch.embnet.org/software/
http://www.mbb.ki.se/tmap/
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2.2 Techniques de biologie moléculaire 

2.2.1 Techniques de base 

2.2.1.1 Préparations d’ADN plasmidique 

Miniprep 

Ce type de préparation d’ADN permet de purifier environ 5 µg d’ADN 

plasmidique à partir d’une culture de la souche désirée de 2 mL (250 rpm, 37°C, toute la 

nuit), en utilisant le kit High Pure Purification Kit de Roche. Le matin, centrifuger la 

culture de 2 mL (Vmax, 5 min) et jeter le surnageant. Resuspendre le culot dans 400 µL  de 

tampon de resuspension (glucose 50 mM, Tris-HCl pH 8 25 mM, EDTA 10 mM, RNaseA 

10 µg/µL), soigneusement pour éviter les grumeaux qui empêcheraient une lyse 

homogène La présence de RNase est essentielle pour éviter la contamination de l’ADN 

plasmidique par de l’ARN. Après resuspension, ajouter 400 µL de tampon de lyse (NaOH 

0.2 N, SDS 1%). Mélanger en inversant doucement le tube 4-5 fois jusqu’à ce que la 

solution prenne un aspect visqueux, signe que l’ADN est libéré. Ne jamais laisser agir plus 

de 5 min Pour arrêter la lyse, ajouter 400 µL de tampon de neutralisation (KOAc 3 M, acide 

acétique glacial 11% volume/volume (v/v)). Mélanger doucement en inversant le tube. La 

solution prend un aspect trouble, ce sont les protéines qui précipitent. Pour s’en 

débarrasser, centrifuger (12,000 rpm, 15 min, 4°C). Prélever le surnageant en évitant le 

culot blanchâtre de protéines et le placer sur la colonne. Centrifuger à vitesse maximale 

30s. Rincer avec 800 µL de solution de lavage. Centrifuger deux fois pour éliminer toute 

trace résiduelle d’éthanol (Vmax, 30 s.). Eluer l’ADN en ajoutant 50µL de ddH2O au centre 

de la colonne puis centrifuger (Vmax, 30 s.). Quantifier en mesurant la DO. La concentration 

en ADN obtenue doit être autour de 100 ng/µL. 

PEGprep 

Ce type de préparation d’ADN permet de purifier environ 500µg d’ADN 

plasmidique à partir d’une culture de la souche désirée de 300 mL (250 rpm, 37°C, toute la 

nuit). Centrifuger la culture de 300 mL (4,000 rpm, 10 min). Enlever soigneusement le 

surnageant. (NB : A cette étape, le culot bactérien peut être congelé à -20°C et la procédure 

continuée ultérieurement). Le culot est resuspendu dans 5 mL de tampon de resuspension, 
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soigneusement pour éviter les grumeaux qui empêcheraient une lyse homogène. La 

présence de RNase est essentielle pour éviter la contamination de l’ADN plasmique par de 

l’ARN. Après resuspension, 10 mL de tampon de lyse (NaOH 0.2 N, SDS 1%) sont ajoutés. 

Si le tampon de lyse apparaît turbide, le chauffer pour dissoudre le SDS. Le mieux est 

d’utiliser du tampon fait juste avant l’emploi. Mélanger immédiatement en inversant 

doucement le tube 4-5 fois jusqu’à ce que la solution prenne un aspect visqueux, signe que 

l’ADN est libéré. Incuber 2 min à température pièce. Ne jamais laisser agir plus de 4 min 

Pour arrêter la lyse, ajouter 5 mL de tampon de neutralisation (KOAc 3 M, acide acétique  

glacial 11% v/v). Mélanger doucement en inversant le tube. La solution prend un aspect 

trouble, ce sont les protéines qui précipitent. Incuber sur glace 10 min, puis centrifuger 

(12,000 rpm, 15 min, 4°C). Prélever le surnageant et le placer dans un tube Oakridge 

propre, en évitant de prélever le culot blanchâtre de protéines. Ajouter 0.6 v d’isopropanol 

et vortexer. Laisser précipiter  à -20°C, 1 h. maximum sinon les protéines risquent de 

contaminer l’ADN en précipitant. Centrifuger (12,000 rpm, 15 min, 4°C). Enlever le 

surnageant et rincer soigneusement le culot avec de l’EtOH 70%, en évitant de le détacher 

de la paroi du tube.  Centrifuger (12,000 rpm, 15 min, 4°C). Enlever le surnageant et laisser 

sécher le culot d’ADN à l’air libre. Puis le resuspendre dans 500 µL de ddH2O. S’il reste du 

matériel insoluble, centrifuger et transférer le surnageant dans un autre tube. Ajouter un 

volume équivalent de solution de PEG (PEG 20%, NaCl 2.5 M). La précipitation de l’ADN 

doit être quasi-immédiate, sinon incuber sur glace 1h. Centrifuger (12,000 rpm, 15 min, 

4°C). Enlever le surnageant en éliminant les dernières gouttes de PEG. Resuspendre dans 

500 µL de ddH2O. Si l’ADN se dissout mal, incuber 10 min à 37°C. Ajouter 1 v de 

phénol/chloroforme, vortexer 1 min. Puis centrifuger (Vmax, 5 min) et collecter rapidement 

la phase supérieure aqueuse qui contient l’ADN palsmidique, sinon la phase contenant le 

PEG va diffuser. Recommencer la procédure 3 fois, ou jusqu’à ce que la phase aqueuse soit 

claire. Ajouter un volume de chloroforme, centrifuger (Vmax, 5 min). Collecter la phase 

supérieure contenant l’ADN purifié. Ajouter 0.1 v  d’acétate de sodium 3 M, pH 5.2. 

Mélanger doucement. Ajouter 3 v d’EtOH, l’ADN précipité devient visible. Laisser 

précipiter 30 min ou toute la nuit à -20°C. Centrifuger (12,000 rpm, 15 min, 4°C), enlever le 

surnageant et rincer le culot à l’EtOH 70%. Laisser le culot sécher à l’air libre, ou bien en 

utilisant l’arrivée d’air, puis le resuspendre dans 500 µL de ddH2O. Quantifier en 

mesurant la DO. La concentration en ADN obtenue doit être autour de 1 µg/µL. 
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2.2.1.2 Electrophorèse d’acides nucléiques sur gel d’agarose 

Les acides nucléiques peuvent être séparés en fonction de leur taille par 

électrophorèse sur gel d’agarose. Le gel est réalisé en dissolvant 1-2% (m/v) d’agarose 

dans du tampon TBE 1X (Tris-HCl 90 mM, H3BO3 90 mM, EDTA 2.5 mM, pH 8) 

additionné de bromure d’éthidium (BEt, 5 µg/mL) qui permet de visualiser les acides 

nucléiques sous UV.  NB : Pour des fragments de petite taille (≤ 1Kb), un agarose de type Low 

Melting (NuSieve GTG Low Melting Agarose, Mandel) à 1% est utilisé puisqu’il permet une 

meilleure résolution de séparation dans les faibles poids moléculaires. L’ADN à analyser est 

additionné de tampon de charge 4X (glycérol 50%, bleu de bromophénol 0.25%, TBE 1X) et 

déposé dans un puits du gel. La migration s’effectue à 200V dans un appareil à 

électrophorèse réfrigéré pour éviter l’échauffement, jusqu’à la séparation désirée. NB : 

Pour les petits fragments (≤ 1Kb), il est conseillé de ne pas prolonger la migration  inutilement. En 

effet, les faibles poids moléculaires ont tendance à migrer au même niveau que le bleu du tampon de 

charge, si bien que le bruit de fonds du bleu sous UV masque la présence des petits fragments. Pour 

limiter le phénomène, le tampon de charge 4X peut être utilisé à des concentrations plus faibles 

10X. 

2.2.1.3 Électrophorèse, électrotranfert et immunorévélation de protéines (western-blot) 

Préparation des échantillons 

L’échantillon protéique est dilué dans du tampon 4X (Tampon LDS pH 8.4, 

NuPAGE, Novex, USA) pour réduire les ponts dissulfure, additionné d’une solution 

d’antioxydants 10X (additif antioxydant NuPAGE, Novex, USA) pour limiter l’oxydation 

des protéines, avant d’être chauffé 10 min à 70°C. 

Séparation par SDS-PAGE 

Le tampon de migration est choisi en fonction de la taille de la protéine 

d’intérêt. Le tampon MOPS (MOPS 1M, TrisBase 1M, SDS 70mM, EDTA 20mM, solution 

20X commercialisée par Novex, USA) convient pour des poids moléculaires élevés (16 kDa 

à ≥ 200 kDa) alors que le MES (MES 1M, TrisBase 1M, SDS 70mM, EDTA 20.5mM, solution 

20X commercialisée par Novex, USA) est préférable pour les petits poids moléculaires (de 

2.5 à 60 kDa). 500  mL de tampon sont nécessaires pour la migration d’un gel. Le gel déjà 



 

- 41 - 

coulé (gel gradient 4-12% Bis-Tris NuPAGE, Novex, USA) est sorti du sac, rincé dans de 

l’ddH2O, la bande plastique protectrice au dos du gel et le peigne sont enlevés. Le gel est 

installé dans l’appareil à électrophorèse (XCell II mini, Novex, USA) rempli de tampon de 

migration 1X. Les puits sont soigneusement rincés avec du tampon de migration 1X avant 

de charger les échantillons à un volume maximal de 20 µL par puits. Le marqueur SeeBlue 

(Novex, USA) est utilisé pour visualiser les poids moléculaires. La migration est effectuée 

à 200 V et dure environ 50 min, jusqu’à ce que le bleu du tampon de charge atteigne le bas 

du gel. 

Transfert par électrobuvardage 

Après séparation, le transfert des protéines est effectué par électrobuvardage 

sur une membrane PVDF de 0.2 µm. La membrane est préhumidifiée par immersion 30s. 

dans le méthanol, rincée 1  min dans de l’ddH2O puis 2 min dans le tampon de transfert 

(Bicine 500 mM, Bis-Tris 500 mM, EDTA 20 mM, tampon de transfert NuPAGE, Novex, 

USA, additionné de 15% méthanol). Humidifier les blocs éponge et les feuilles de papier 

Whatman dans le tampon de transfert. Ouvrir la cassette du gel et enlever les puits et le 

rebord inférieur du gel avec une lame de rasoir, puis rincer le gel dans le tampon de 

transfert. Sur la face négative de la cassette, placer un bloc éponge, deux feuilles de 

Whatman puis le gel en évitant les bulles d’air. Enfin placer la membrane de PVDF, deux 

feuilles de Whatman et le dernier bloc éponge. Fermer la cassette et placer dans l’appareil 

de transfert (Biorad). Placer un bloc de glace pour éviter la surchauffe lors du transfert et 

remplir de tampon de transfert. Le transfert est effectué à voltage maximum (entre 80-100 

V) pendant 50  min, ou à 30 V toute la nuit. 

Immunorévélation des protéines 

Après transfert, la membrane est rincée plusieurs fois dans du PBS-T (PBS, 

1%(v/v) Tween20), puis saturée 30 min sous agitation pour bloquer les sites aspécifiques 

dans du PBS-T contenant 5% de lait écrémé (m/v), en renouvelant la solution plusieurs 

fois. Puis la membrane est incubée (toute une nuit, à 4°C, sous agitation constante) en 

présence de l’anticorps primaire dilué dans du PBS-T additionné de lait écrémé à 5%. La 

membrane est ensuite rincée 15  min dans du PBS-T, en renouvelant la solution plusieurs 

fois, avant d’ajouter l’anticorps secondaire couplé à la péroxydase alcaline. Après 2h. 
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d’incubation sous agitation constante à température pièce, la membrane est rincée 30  min 

dans du PBS-T, en renouvelant la solution plusieurs fois. Pour révéler les protéines 

reconnues par l’anticorps, un mélange équivolume des solutions commerciales de 

chemiluminescence intensifiée (Super Signal West Pico Luminol, Fischer) est préparé au 

dernier moment et mis en contact avec la membrane 1  min. Puis le surplus est éliminé 

avec du papier Whatman et la membrane est analysée avec un PhophoImager (BioRad). 

2.2.2 Clonage par PCR 

2.2.2.1 Principe 

La PCR permet l’amplification, grâce à des couples d’amorces spécifiques, d’une 

séquence d’ADN particulière située sur un ADNc d’intérêt. Dans le cas d’un clonage par 

PCR, il s’agit également d’introduire au niveau des extrémités de la séquence d’intérêt des 

sites de restriction adaptés pour permettre le clonage entre ces sites dans  le vecteur 

d’expression. Nous avons fait synthétiser divers oligonucléotides (Gene Probe 

Technologies Inc., USA) de manière à pouvoir amplifier différentes régions de l’ADNc de 

PARL humaine et ajouter au niveau des inserts les sites de restriction voulus (Tableau 

2-1). Les principes de base pour déterminer la séquence des amorces sont les suivants. 

Chaque amorce doit inclure au moins 17-18 bases complémentaires à la séquence de 

l’insert, pour garantir la spécificité de l’amplification. De plus, il est recommandé d’ajouter 

1 ou 2 bases supplémentaires en 5’ pour protéger les sites de restriction d’une éventuelle 

activité exonucléasique de la Taq polymérase. Un codon-stop peut être ajouté dans 

l’amorce antisens, même si le vecteur contient déjà des codons stop en 3’ dans les trois 

phases de lecture, pour éviter l’ajout de quelques acides aminés supplémentaires en C-

terminal. La température approximative d’hybridation (T°H) de chaque oligonucléotide 

est calculée en utilisant la relation : T°H= T°M[(A+T)x2+(G+C)x4] -5°C (A, nombre 

d’adénines; T, nombre de thymidines; G, nombre de guanines; C, nombre de cytosines de 

chaque amorce). La température d’hybridation retenue est généralement la T°H la plus 

basse des deux oligonucléotides. Il est conseillé d’essayer dans la mesure du possible 

d’avoir des oligos avec une T°H proche pour éviter l’amplification aspécifique. 



 

 

 

 

 

      Amorces  Position T°H  Séquence 5'→ 3' 

  Eco-Koj-HPaa1 S 1/18  68°C  GCGAATTCGCCGCCATGGCGTGGCGTGGCGAGGCTGG 

 Eco-HPaa317 S 951/972  63°C  CGGAATTCGGCAGCGCCATGGATACAGCAGG 

Bam-Stop-HPaa96 AS 267/288  60°C  CGTTCTAGACCTTATAGGATAGGGAGAAGG 

Bam-Stop-HPaa379 AS 1122/1140  57°C  CGGGATCCTTACTTAGAGCCACCTCC 
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Tableau 2-1 : Séquences et position des oligonucléotides utilisés pour la PCR. 
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2.2.2.2 Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR)  

La réaction de PCR est réalisée dans un volume total de 50 µL. L’ADN matrice, à 

raison de 100 ng, est mélangé avec les amorces sens et antisens (150 pmol de chaque), des 

dNTPs (2 mM), 5 µL de tampon de réaction Pwu 10X (concentration finale 1X : (NH4)2SO4 

16 mM ; Tris-HCl 50 mM ),  MgCl2 30 mM (concentration finale : 1.75 mM), 1 µL d’enzyme 

polymérase Pwu (5 U/µL, Roche), qsp 50 µL ddH2O. Il est préférable d’utiliser une Taq 

polymérase haute-fidélité, surtout si le fragment à amplifier est long (≥1,000pb), de façon à 

limiter les erreurs dans la séquence amplifiée. Puis la solution est placée dans l’appareil à 

PCR (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems) et soumise au programme suivant 

: dénaturation initiale de 30 s. à 94°C, suivie de 25 cycles de dénaturation (30 s. à 94°C)-

hybridation (30 s. à 55°C)-élongation (30 s. à 72°C). 

2.2.2.3 Purification sur gel des produits PCR 

Pour contrôler la qualité de la PCR, les produits d’amplification sont soumis à une 

électrophorèse sur gel d’agarose (cf. 2.2.1.2). Après migration, le gel est placé sous la 

lampe à UV. Pour éviter la dégradation de l’ADN sous l’influence des UV, une plaque 

protectrice en plexiglas est placée entre le gel et la source UV. Si la bande des produits 

d’amplification apparaît bien au poids moléculaire (PM) attendu, la bande d’intérêt est 

excisée du gel à l’aide d’une lame de rasoir et fractionnée en petits cubes, puis placée dans 

un eppendorf, et ensuite pesée. La masse en  mg est assimilée au volume de gel. NB : Si le 

PM ne correspond pas ou si plusieurs bandes apparaissent, la stringence des conditions de PCR 

doit être modifiée. La température d’hybridation du programme peut être montée de façon à limiter 

l’hybridation aspécifique des amorces et l’amplification aspécifique subséquente. Ajouter 

l’équivalent de 3 v de tampon de solubilisation (tampon QX1, Qiagen). Placer 10  min à 

50ºC pour favoriser la dissolution du gel. Ajouter 1 v d’isopropanol. Vortexer et placer sur 

la colonne d’absorption (colonne du kit High Pure DNA purification Kit, Roche). NB : Le 

tampon de solubilisation contient un indicateur de pH, la solution reste jaune si le pH est optimal 

pour l’adsorption sur la colonne (pH≤ 7.5). Par contre, lorsque le pH est trop élevé, la solution vire 

au rose. Dans ce cas, le pH doit être corrigé en ajoutant 10 µL d’acétate de sodium 3 M, pH 5. 

Centrifuger (Vmax, 1 min). Enlever le liquide résiduel, l’ADN est maintenant fixé sur la 

colonne. Rinser avec 500 µL de tampon de lavage, centrifuger (Vmax, 1 min). Enlever le 
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tampon résiduel. Centrifuger (Vmax, 1 min) à nouveau pour éliminer les dernières traces 

d’EtOH. Eluer en ajoutant 50 µL de ddH2O au centre de la colonne. Puis centrifuger (Vmax, 

1 min). Cette procédure permet de purifier environ 75% de l’ADN présent dans le gel pour 

des fragments de petites taille, et environ 50% pour les fragments de plus grande taille (≥ 

1,000pb). Les fragments obtenus sont suffisamment purs pour pouvoir effectuer des 

digestions enzymatiques. 

2.2.2.4 Digestion enzymatique 

  Le vecteur d’expression (environ 1µg d’ADN) et le produit PCR à cloner  sont mis 

en présence des enzymes de restriction voulues, dans le tampon adéquat, et incubés 2 h. à 

37°C (cf. Manuel New England Biolabs). Dans le cas de la digestion de produits PCR en 

vue d’un clonage, la purification de  l’ADN sur colonne après restriction est suffisante. En 

effet, les fragments libérés lors de la digestion sont tellement petits qu’ils ne vont pas être 

adsorbés sur la colonne et être entraînés lors du lavage. Les 50µL de solution de digestion 

est dilué qsp 100 µL. Puis on ajoute 3 volumes de tampon de solubilisation (tampon QX, 

Qiagen), 100 µL d’isopropanol. Et on procède comme précédemment. Si le fragment libéré 

par la digestion du vecteur est inférieur à 30 pb, le vecteur peut être directement purifié 

sur colonne. Par contre, si le fragment excisé est plus grand, il risque d’être purifié avec le 

vecteur coupé et de perturber la ligation. Il faut donc séparer sur gel le vecteur digéré et le 

fragment excisé, puis purifier sur gel le vecteur coupé comme expliqué précédemment (cf. 

2.2.2.3). 

2.2.2.5 Ligation 

La ligation se déroule dans un très petit volume (20 µL) et à basse température, de 

façon à faciliter le rapprochement des extrémités cohésives de l’insert et du vecteur et 

l’action de la T4-ADN ligase. 50-400 ng de vecteur digéré purifié sont mis en présence d’un 

excès d’insert digéré purifié (0.1-1 µg), dans du tampon de ligation (Tris-HCl 300 mM pH 

7.8, MgCl2 100 mM, DTT 100 mM, ATP 10mM), 1 µL de T4-DNA ligase (Promega), qsp 20 

µL. La solution est incubée à 16°C pendant une nuit entière. NB : Dans le cas d’un clonage de 

petits inserts (≤1Kb), il peut être nécessaire d’augmenter le ratio insert/vecteur pour augmenter les 

chances de succès du clonage. La température de ligation peut également être diminuée pour 

favoriser le rapprochement de l’insert et du vecteur pour la ligation. 
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2.2.2.6 Transformation de la ligation dans des bactéries compétentes 

Pour l’amplification et le clonage de routine des différentes constructions, nous 

utilisons la souche NovaBlue commercialisée par Novagen et dérivée d’une souche 

d’Escherichia coli K-12 portant une résistance à l’antibiotique tétracycline (Tet). Les 

NovaBlue ont une forte efficacité de transformation ce qui en fait de bons hôtes pour le 

clonage, d’autre part, elles portent les  mutations recA endA qui permet de hauts 

rendements d’ADN plasmidique de bonne qualité.  

Préparation de cellules compétentes  

Une pré-culture de la souche bactérienne d’intérêt est mise en culture dans 5 mL de 

LB/tétracycline (250 rpm, 37°C, toute la nuit), pour garantir une meilleure compétence, la 

colonie utilisée pour inocculer la culture doit être fraîche. Le lendemain, diluer la 

préculture dans 500 mL de LB frais, sans antibiotique pour garantir une croissance 

optimale des bactéries. Agiter vigoureusement 2-3 h. (250 rpm, 37°C) jusqu’à une 

DO600=0.5. A la DO désirée, répartir la culture dans des falcons 50 mL et centrifuger à 4°C 

(5,000 rpm, 10 min). A partir de cette étape toutes les opérations doivent être menées à 

4°C, en utilisant des tubes et solutions refroidies à 4°C au préalable, pour garantir une 

compétence maximale. Resuspendre le culot dans 150 mL de TFB1 (KOAc 30 mM, MnCl2 

50 mM, KCl 100 mM, CaCl2 10 mM,  glycérol 15% m/v). Conserver la suspension cellulaire 

sur glace pendant 1 h., puis centrifuger (5,000 rpm, 5 min). Resuspendre très 

précautionneusement le culot résultant dans 20 mL de TBF2 (Na-MOPS pH 7 10 mM, 

CaCl2 75 mM, glycérol 15% m/v). Aliquoter la suspension cellulaire par 50 µL. Les 

aliquots sont immédiatement plongés dans l’azote liquide et stockés ensuite à -80°C. Une 

telle préparation donne typiquement des bactéries compétentes avec une efficacité de 

transformation de 104 à 106 transformants/µg d’ADN/aliquot. 

Transformation de bactéries par la méthode du choc thermique 

Décongeler sur glace un aliquot de la souche bactérienne désirée, ajouter 10 à 50 ng 

d’ADN, ou environ ¼ de la solution de ligation (5 µL). Laisser sur glace 30 min. Transférer 

à 42°C pendant exactement 45 s., puis laisser 2 min sur glace. Ajouter stérilement 500 µL 

de SOC et incuber 1 h. à 37°C. Etaler sur boîte de Pétrie contenant l’antibiotique de 
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sélection adéquat 1/10ème de la solution de transformation. Placer dans l’incubateur toute 

la nuit à 37°C. 

2.2.2.7 Criblage des transformants 

Parmi les transformants ayant intégré un plasmide, il s’agit de sélectionner ceux 

qui ont intégré le plasmide muni de l’insert. Le criblage des transformants positifs peut se 

faire de deux manière : un criblage par restriction ou bien un criblage par PCR. 

Criblage par restriction 

Ce type de criblage convient lorsque l’on procède à un clonage classique avec un 

fort taux de réussite. Une dizaine de clones sont sélectionnés, à partir desquels des 

minipreps d’ADN plasmidique sont préparées (cf. 2.2.1.1). Les minipreps sont ensuite 

digérées avec les enzymes de restriction correspondant aux sites d’insertion du clonage (cf. 

2.2.2.4). Le produit de restriction est ensuite analysé par électrophorèse sur gel d’agarose 

(cf. 2.2.1.2). Les clones ayant intégré un plasmide muni de l’insert souhaité montreront 

deux bandes après restriction : le vecteur linéarisé et l’insert. 

Criblage par PCR 

Ce type de criblage est recommandé lorsque le clonage réalisé a une faible taux de 

réussite, comme par exemple lorsqu’il s’agit du clonage de petits fragments (≤ 1Kb). Il 

permet en effet de cribler de nombreux transformants sans passer par l’étape fastidieuse 

des minipreps. Pour le criblage par PCR de transformants lors d’un clonage, il est possible 

de réaliser la PCR directement à partir de la colonie, sans passer par l’étape intermédiaire 

de miniprep. A l’aide d’un cure-dent stérile, la colonie est prélevée et étalée dans le fonds 

du tube à PCR. Pour lyser les cellules, le tube est mis au micro-ondes 1  min à puissance 

maximale. Ensuite les réactifs et oligos de PCR sont ajoutés au tube et la PCR réalisée 

comme décrit ci-dessus (cf.2.2.2.2). Les produits PCR issus de chaque colonie sont séparés 

sur gel. Seuls les tranformants ayant intégré un plasmide muni de l’insert montreront une 

bande au poids moléculaire attendu, ce qui permet de les discriminer. 
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2.2.3 Expression et purification des protéines de fusion GST-PARL 

2.2.3.1 Principe 

Le système utilisant la Glutathion S-transférase (GST) permet l’expression et la 

purification de protéines recombinantes produites dans Eschericia coli. Le système est basé 

sur l’expression inductible de fragments de gènes fusionnés avec la GST de Schistosoma 

japonicum, conduisant à la production de protéines de fusion contenant la GST en N-

terminal et une protéine d’intérêt en C-terminal qui s’accumulent en grande quantité dans 

le cytoplasme des cellules. Les protéines fusionnées à la GST sont construites en insérant 

un fragment de gène dans le site de clonage multiple du vecteur pGEX-6P-1 (Amersham 

Pharmacia). L’expression est placée sous le contrôle du promoteur tac, induit par 

l’analogue du lactose  isopropyl β-D thiogalactoside (IPTG). Le vecteur pGex-6P-1 contient 

également le gène lacIq . Le produit de ce gène est une protéine répresseur qui lie la région 

de l’opérateur du promoteur tac, empêchant l’expression de la protéine de fusion en 

l’absence d’IPTG. Ceci permet un contrôle très fin de l’expression des protéines 

recombinantes. Des essais d’expression à petite échelle sont menés sur quelques dizaines 

de clones, de façon à sélectionner un clone présentant un bon rendement, avant de passer 

à l’expression sur un grand volume de culture bactérienne. Les protéines de fusion 

peuvent alors être purifiées à partir de lysats bactériens par chromatographie d’affinité 

utilisant du gluthation immobilisé sur billes de sépharose. En effet, la GST a une très forte 

affinité avec son substrat le gluthation, ce qui va permettre la capture des protéines de 

fusion GST sur les billes, les impuretés seront supprimés par plusieurs lavages. Cette 

phase de purification permet d’obtenir de très grandes quantités de protéine de fusion. 

2.2.3.2 Construction des vecteurs pGex- 6P-1/HP 

Nous avons mis au point plusieurs constructions codant pour différents fragments 

de PARL fusionnés à la GST, dans le vecteur pGex-6P-1 (Amersham Pharmacia). Les 

fragments de PARL correspondant aux aa1-96 (HP1-96), aa 121-170 (HP121-170) et aa317-

379 (HP317-379) ont été amplifiés par PCR à l’aide des couples d’amorces spécifiques 

(Tableau 2-1). Ces amorces introduisent également les sites de restriction EcoRI en 5’ et 

BamHI en 3’, ce qui permet l’insertion des fragments dans les sites EcoRI/BamHI du 

vecteur pGex-6P-1, en phase avec la séquence codant la glutathione S-transférase (GST) 
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présente  en 5’ dans le vecteur. Le gène de résistance à l’ampiciline porté par le vecteur 

pGex-6P-1 permet la sélection des transformants. 

2.2.3.3 Culture et induction 

Pour la production de protéines recombinantes, nous avions commencé à 

utiliser une souche bactérienne spécialement adaptée, les BL21 (Stratagene). Cependant les 

niveaux d’expression restaient très faibles, c’est pourquoi nous nous sommes tournés vers 

les BL21-CodonPlus (Stratagene), qui nous ont permis d’exprimer en grandes quantités 

des protéines hétérologues. Bien que la production efficace de protéines hétérologues soit 

souvent limitée par la disponibilité de certains ARN de transfert (ARNt) qui sont 

abondants chez l’organisme dont provient la protéine, la souche CodonPlus pallie ce 

problème. En effet, cette souche contient des copies supplémentaires des gènes des ARN 

de transfert qui sont normalement limitants.  Ceci permet des forts niveaux d’expression 

de nombreuses protéines recombinantes qui sont normalement faiblement exprimées dans 

les BL21 classiques. Bien que les niveaux d’expression soient très variables dépendamment 

du type de protéines recombinante générée, on peut  cependant tabuler sur un rendement 

moyen de 2.5 mg de protéines recombinantes purifiées/L de culture. La procédure décrite 

ci-dessus est valable pour 200 mL de culture induite, ce qui correspondrait à 0.5 mg de 

protéine recombinante purifiée en final. 

Une préculture de la souche de BL21 prétransformée avec le vecteur 

d’expression d’intérêt (cf. 2.2.2.6) est ensemencée la veille au soir dans 2-3  mL de LB-

ampi. Le matin, la préculture est diluée au 1/1,000ème dans 200 mL de LB-ampi et remise 

à pousser jusqu’à une DO600 comprise entre 0.3 et 0.6. A la DO désirée, l’induction de 

l’expression de la protéine de fusion est commencée par ajout de isopropyl-β-D-

thiogalactoside (IPTG, Roche) à 0.2 mM final. La croissance est poursuivie 4h., puis la 

culture est transférée dans des Falcons 50 mL et centrifugée (10,000 rpm, température 

pièce (TP), 10 min) pour récupérer les culots bactériens. 

2.2.3.4 Purification des protéines recombinantes sur billes de sépharose 

   Les cellules sont lysées par 3 cycles de congélation/décongélation dans l’azote 

liquide. Les cellules sont soigneusement resuspendues dans 2  mL tampon de lyse (B-PER, 
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Pierce) puis laissées sur la glace 10 min. La solution est ensuite centrifugée à vitesse 

maximum pendant 15 min pour faire culotter la fraction insoluble et séparer le surnageant 

contenant les protéines solubles et donc les protéines recombinantes. Pendant ce temps, 90 

mg de billes d’agarose-GSH sont équilibrés dans 2 mL de tampon 1 (Tris-HCl 50 mM, pH 

8) et laissées 10 min sur la glace, en agitant le tube régulièrement pour éviter la 

sédimentation des billes. Les billes sont réparties dans 3 tubes Eppendorfs (± 0.7  

mL/tube), et centrifugées (3 min, 8,000 rpm, TP). Le surnageant est jeté et les billes 

resuspendues dans 0.5 mL de tampon 1, puis centrifugées à nouveau. La procédure est 

répétée une nouvelle fois. Un aliquote de 10 µL est prélevé du surnageant bactérien pour 

tester la quantité de protéines avant purification. Puis le surnageant bactérien est réparti 

dans les trois tubes contenant les billes, et incubé (1 h. 30 min, à 4°C, sous rotation 

constante) pour permettre la liaison des protéines recombinantes GST aux billes munies de 

gluthation. Ensuite, la solution est centrifugée (3 min, 8,000 rpm, TP). Un aliquote de 10µL 

est prélevé du surnageant pour tester la quantité de protéines résiduelles. Puis les billes 

sont rincées pour éliminer les liaisons aspécifiques : 2 fois dans 0.7 mL/tube  de tampon 1, 

en prélevant un aliquote de surnageant à chaque fois, ensuite 1 fois dans 0.7 mL/tube de 

tampon 2 (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8). Pour contrôler la qualité de la 

purification et la quantité de protéines purifiées, faire un gel SDS-PAGE avec les 

différentes fractions.  Chacun des trois tubes contient environ 150 µg de protéine 

recombinantes fixée sur les billes de sépharose. 

2.2.4 Fractionnement subcellulaire d’extraits de cerveau de souris 

2.2.4.1 Principe 

Le fractionnement subcellulaire est une technique délicate : elle consiste en la 

séparation progressive des différents compartiments cellulaires par des centrifugations et 

ultracentrifugations successives. Le problème essentiel rencontré est la contamination 

entre les différents compartiments. Le contrôle de la qualité et des contaminations entre les 

différents compartiments est effectué en utilisant des protéines marqueurs. La procédure 

présentée correspond à une adaptation des protocoles de Magy et al. et Huttner et al. 

(Nagy et al., 1976; Huttner et al., 1983). 
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2.2.4.2 Procédure 

Les quantités et volumes donnés sont valables pour 10 g de tissu frais, soit une 

vingtaine de souris sacrifiées. Après la collecte des cerveaux, toutes les opérations doivent 

être menées à 4°C pour limiter l’altération des tissus : manipulations des tissus et 

centrifugations comprises Toutes les solutions utilisées doivent être refroidies à 4°C dans 

un bain de glace avant utilisation. 

Les animaux sont décapités et les cerveaux sont rapidement prélevés et placés dans 

10 mL de tampon d’homogénéisation (sucrose 320 mM, HEPES-NaOH 4 mM, pH 7.3) 

contenant des inhibiteurs de protéases (Complete Inhibitor Protease Cocktail Tablets, 

Roche). Le tissu est séparé en plusieurs aliquotes et homogénéisé à l’aide d’un Potter en 

verre Téflon. L’homogénat (H) est centrifugé (10 min; 1,000 g) , le culot résultant contenant 

de larges fragments cellulaires et les noyaux  (P1) est jeté, et le surnageant (S1) est collecté 

et centrifugé (15 min; 12,000 g). Le surnageant résultant (S2) contenant des petits 

fragments subcellulaires comme des microsomes, des fragments de myéline et des 

protéines solubles est enlevé. Le culot résultant (P2) est resuspendu soigneusement dans 6 

mL de tampon d’homogénéisation en faisant des allers/retours avec la pipette, tout en 

évitant la partie brun sombre constituant la partie inférieure du culot et contenant les 

mitochondries. Centrifuger à nouveau (10 min; 11,000 g). Eliminer le surnageant (S2’). Le 

culot résultant (P’2) représente la fraction synaptosomale brute. Pour libérer les vésicules 

synaptiques des synaptosomes, resuspendre P’2 dans le tampon d’homogénéisation pour 

arriver à un volume final de 1 mL. Transférer cette fraction dans un Potter en verre Téflon,  

ajouter 9 volumes (9 mL) ddH2O, et faire plusieurs allers/retour du piston. Ajouter 200µL 

de tampon Hepes-NaOH (1 M, pH 7.4) et à nouveau des antiprotéases. Centrifuger la 

suspension (20 min; 33,000 g) pour récupérer la fraction culot lysé (LP1) et surnageant lysé 

(LS1). Séparer ces deux fractions très soigneusement, il est crucial que la fraction LS1 ne 

soit pas contaminée avec des traces de membranes provenant de LP1. LS1 est ensuite 

centrifugé (200 min; 260,000 g) pour obtenir les membranes légères incluant les vésicules 

synaptiques. Pour estimer la contamination entre les différents compartiments 

subcellulaires ainsi isolés, la présence de plusieurs marqueurs spécifiques aux 

compartiments est testée par western-blotting. La synaptophysine pour les vésicules 

synaptiques, la sous-unité NR1 du récepteur NMDA pour la membrane plasmique. 
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2.3 Génération et test des anticorps polyclonaux dirigés contre 
PARL 

2.3.1 Obtention des anticorps 

La synthèse des anticorps dirigés contre PARL a été confiée à la compagnie Covance 

(Princeton, NJ, USA). Les peptides utilisés pour l’immunisation correspondent à des 

fragments extramembranaires de la protéine et ont été choisis par analyse bioinformatique 

en fonction de leur immunogénicité potentielle et de leur conservation évolutive. Ainsi, les 

séquences des trois épitopes sont conservées chez l’humain, le rat et la souris, ce qui 

permet leur  utilisation chez les Rongeurs. Le peptide baptisé 4NT est situé dans le 

domaine extramembranaire N-terminal en position aa54-69 (RKAPRKVEPRRSDPGT). Le 

deuxième peptide baptisé T2 est situé dans la première boucle extramembranaire,  entre le 

TMH1 et le TMH2 en position aa143-152 (IRPQKEGDFR), et enfin le dernier peptide 

baptisé 4CT  est situé en position C-terminale extrême : aa 367-379 (IRTNGPKKGGGSK). 

Deux lapins NZW ont été immunisés avec chacun des peptides synthétiques 

correspondant. Après chaque immunisation, la compagnie nous envoie un échantillon de 

sérum que nous testons pour déterminer le moment adéquat où la réponse immunitaire de 

l’animal est maximale avant le sacrifice de l’animal. Après collecte du sérum total, nos 

anticorps ont été purifiés suivant deux modes : sur colonne d’affinité munie de protéine A 

pour isoler les IgG ou sur colonne d’affinité munie des peptides ayant servi à 

l’immunisation pour isoler les IgG spécifiquement dirigées contre PARL. Nous avions 

donc trois types de préparation pour chaque anticorps : sérum natif, sérum purifié avec la 

protéine A, et sérum purifié avec le peptide correspondant. Les trois anticorps ont d’abord 

été testés en western-blot de façon à déterminer leur spécificité. Pour chaque anticorps, les 

trois préparations ont été testées pour vérifier la spécificité ainsi que la concentration 

optimale à utiliser en western-blot et en immunohistochimie (cf. 2.4.3).  

2.3.2 Test de la spécificité des anticorps 

Pour tester la spécificité des anticorps nous avons mis au point un système de 

compétition de l’anticorps avec son épitope, système utilisant des protéines de fusion entre 

un fragment de la protéine PARL portant le peptide reconnu par l’anticorps testé et la 

Gluthatione-S-Transférase (GST). Par exemple pour l’anticorps 4NT dirigé contre le 
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peptide aa 54-69, la séquence codant pour PARL aa 1-96 a été sous-clonée à partir de la 

construction préexistante pEG202/HP1-96 dans le même cadre que la GST du vecteur 

pGex-6P1  (sites EcoRI/XhoI; Amersham Biosciences), pour générer la construction pGex-

6P1/HP1-96. Puis les protéines recombinantes sont exprimées dans les BL21 et purifiées 

sur colonne d’affinité (cf. 2.2.3). L’anticorps 4NT est alors préincubé 1 h. 30 min sous 

rotation constante à 4ºC avec les protéine recombinantes fixées sur les billes de sépharose, 

dans un volume total de 500µL de tampon TBS. Il faut compter environ 150 µg de protéine 

recombinante pour assurer la compétition de 1 µL d’anticorps. 

2.4 Immunohistochimie 

2.4.1 Préparation des cerveaux pour l’étude postnatale 

Trente-deux souris C57BL/6 réparties en huit groupes d’animaux ont été utilisées 

pour cette étude. Un groupe de souriceaux nouveau-nés (P0, n=5), un groupe âgé de 2 j. 

(P2, n=4), un groupe âgé de 4j. (P4, n=4), un groupe âgé de 7 j. (P7, n=4), un groupe âgé de 

11 j. (P11, n=3), un groupe âgé de 14 j. (P14, n=3), un groupe âgé de 21 j. (P21, n=3) et enfin 

un groupe de souris âgées de 60 j. (P60, n=3), considérées comme adultes. Les animaux  

sont profondément anesthésiés avec un mélange de Kétamine-Xylol (40  mg/Kg, i.p.). Le 

thorax est incisé pour accéder au cœur et aux principaux vaisseaux sanguins. La solution 

de saline (NaCl 0.9%) doit couler goutte à goutte sans bulles d’air (vitesse du flux environ 

5 mL/ min). Couper l’extrémité du ventricule gauche et y insérer la canule et la clamper. 

Couper l’oreillette droite pour permettre à la solution de saline de laver le sang avant de 

commencer la fixation. Lorsque le foie et les poumons apparaissent vidés de leur sang et 

que la solution de saline qui ressort est exempte de sang, changer de solution par la 

solution de fixatif de Zomboni (4% paraformaldéhyde, 15% acide picrique, dans du 

tampon phosphate (PB) 0.1M, pH=7.4). Laisser fixer 10 min Le cerveau est immédiatement 

enlevé du crâne, post fixé 1 h 30 min dans la solution de fixation, puis immergé dans une 

solution cryoprotective (NaH2PO4 5 mM, Na2HPO4 50 mM, glycérol 20% m/v, éthylène 

glycérol 30% m/v) pour être conservé à -20°C. Le cerveau est ensuite coupé 

longitudinalement en sections de 50 µm au vibratome. Les sections sont rincées dans du 

PB 0.1 M. 
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2.4.2 Traitement au BrDU  

Trois souris C57BL/6 ont reçu 4 injections de 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrDU, 

Sigma) à raison de 75 mg/Kg à 2 h. d’intervalle. La solution stock de BrDU est à 10 mg/ 

mL dans du Chlorure de Sodium à 0.9%. Pour faciliter la dissolution du BrDU, la solution 

est chauffée à 37°C. Le pH est ensuite ajusté à 7. Les animaux sont sacrifiés 24 h. après la 

dernière injection et perfusés comme décrit précédemment. Après post-fixation 1 h. 30 min 

dans la solution de fixation, le cerveau est sectionné longitudinalement en tranches de 50 

µm. Pour révéler le BrDu, les sections doivent être pré-traitées avant immunohistochimie. 

Les sections sont incubées 30 min à 37°C dans du HCl 2 N. Pour rééquilibrer leur pH, elles 

sont ensuite incubées 10 min à la température de la pièce dans une solution de Borax 

(acide borique 0.1 M, pH 8.5), puis rincées 10 min dans du PB avant immunofluorescence 

classique. 

2.4.3 Immunofluorescence simple et double 

Le profil d’expression de la protéine PARL dans le cerveau de souris a été étudié en 

immunohistochimie. L’ensemble des séra anti-PARL à notre disposition a été testé pour 

déterminer l’anticorps qui fonctionne le mieux pour détecter PARL en 

immunohistochimie, ainsi que la concentration optimale à utiliser. Plusieurs protocoles de 

perfusion utilisant des fixatifs différents, et ce sur différentes lignées de souris ont été 

également testés pour obtenir un marquage optimal. Seul l’anticorps 4NT dirigé contre 

l’extrémité N-terminale de PARL utilisé à une dilution de 1/3,000 sur des sections de 

cerveau de souris C57BL/6 perfusées avec le fixatif de Zomboni nous a permis d’obtenir 

un profil d’expression reproductible.  

La co-expression de PARL avec les différents marqueurs de prolifération ou de 

différenciation a été visualisée par immunofluorescence simple et double, en utilisant 

l’anticorps 4NT dirigé contre l’extrémité N-terminale de PARL et les différents marqueurs.  

Les sections humides sont d’abord montées sur lames recouvertes de gélatine. Après 

séchage à l’air libre, 15 min maximum pour éviter la détérioration de l’épitope, les sections 

sont préincubées (30  min, TP) dans une solution de saturation (sérum de chèvre normal 

5% v/v, Triton X-100 0.5% v/v, Tampon Tris Salin (TBS) 0.05 M, pH 7.4) pour bloquer les 

liaisons aspécifiques, puis incubées (12 h., 4°C) dans une chambre humide avec un 
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mélange d’anticorps polyclonal anti-PARL (4NT, 1 /2,000; Covance) et monoclonal anti-

Nestin (1/500, Chemicon) ou anti-NeuN (1 /2,000; Chemicon) ou anti-GFAP (1/1,000; 

Sigma) ou anti-PCNA (1/3,000; Sigma), anti-βIII tubuline (TuJ-1, 1/1,000; Promega) dilués 

dans du TBS. Les sections sont ensuite rinsées dans du TBS 0.05 M et incubées (4 h., RT) 

avec un mélange d’anticorps secondaires anti-IgG de lapin couplés à un fluorochrome 

(AlexA488, 1/1,000, Molecular Probes) et anti-IgG de souris couplés à un autre 

fluorochrome (AlexA546, 1/1,000; Molecular Probes). Les sections sont ensuite analysées 

avec un microscope en fluorescence classique (Olympus) ou bien avec un microscope 

confocal (Zeiss Axioskop 2 FS Mot). 

2.4.4 Marquage au DAB 

Le marquage au DAB est une technique alterne à l’immunofluorescence qui permet 

de visualiser la liaison d’un anticorps sur des sections. La procédure initiale est la même 

qu’en 2.4.3 jusqu’à l’étape de l’anticorps secondaire. Ici, on utilise un anticorps secondaire 

biotinylé (1/1,000) dilué dans du TBS. Les sections sont incubées 1 h. 30 min avec le 

secondaire puis rincées 3 fois avec du TBS. Pendant le lavage, préparer une solution ABC  

(Kit Vectastain, Vector laboratories) en diluant les solutions A et  B du kit au 1/1000ème 

dans du TBS. Laisser 30 min Incuber les sections avec la solution ABC pendant 1 h. Laver 

trois fois avec du TBS. Préparer la solution de DAB-Ni (100  mL PB 0.01M + 28-35 mg DAB 

+ 40 mg NH4Cl+ 5 mL NiNH4SO4 0.05 M). Enlever le dernier lavage et recouvrir les 

sections avec la solution de DAB-Ni. Laisser la solution pénétrer 20 min, puis ajouter 10 µL 

d’une solution d’H2O2 obtenue en diluant 10 µL de  H2O2 à 30% dans 10  mL de ddH2O2 

jusqu’à développement de la coloration. Interrompre la réaction en enlevant la solution de 

DAB-Ni. Rincer plusieurs fois avec du PB avant de monter sur lame. 

La compétition de l’anticorps 4NT est réalisée en suivant la procédure décrite en 

2.3.2. 
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2.5 Système de double-hybride en Levures (Yeast Two-Hybrid ou 
Y2H) 

2.5.1 Principe 

Le système de double-hybride développé chez la Levure Saccharomyces cerevisiae 

(Yeast Two-Hybrid ou Y2H) est un système très puissant et très sensible pour identifier les 

gènes codant pour des protéines interagissant physiquement (protéines proie ou cible) 

avec une protéine donnée (protéine appât) (Fields et Song, 1989; Chien et al., 1991). Le Y2H 

exploite le fait que le facteur de transcription bactérien LexA possède un domaine de 

liaison à l’ADN (LexA DNA-BD) distinct  de son domaine d’activation B42 (B42AD) 

(Figure 2-1). Des sites de liaison de la protéine LexA peuvent être placés en amont de 

gènes rapporteurs comme les gènes LacZ et LEU2, et introduits dans une souche de S. 

cerevisiae. L’expression de ces gènes ne sera activée qu’en présence du facteur de 

transcription bactérien LexA fonctionnel, c’est à dire muni du DNA-BD et du B42AD. Pour 

détecter une interaction physique entre deux protéines X et Y, on peut coexprimer chez S. 

cerevisiae des protéines de fusion LexA DNA-BD/ProtéineX (appât) et B42AD/ProtéineY 

(protéine cible d’une librairie d’ADNc par exemple). Si les deux protéines X et Y 

interagissent physiquement, le DNA-BD et B42AD seront réunis et l’activation de la 

transcription sera possible (Figure 2-1).  

Nous avons choisi d’utiliser un système de Y2H très sensible de façon à pouvoir 

détecter les interactions faibles ou transitoires, comme le substrat ou les protéines 

régulatrices de PARL. Dans le système DupLEX-A Y2H (Origene), les deux gènes 

rapporteurs  utilisés, LacZ et LEU2, sont deux constructions séparées. Le gène LEU2 est 

précédé de 6 copies de l’opérateur LexA et intégré dans le génome de la souche de Levure 

EGY48 auxotrophe à la leucine et n’exprimant pas la β-galactosidase de manière 

constitutive. Le gène LacZ est précédé de 8 copies de l’opérateur LexA et porté par le 

plasmide rapporteur p8op-LacZ. Les multiples opérateurs LexA permettent la liaison de 

nombreuses protéines DNA-BD/appât sur chacun des promoteurs, ce qui amplifie 

l’intensité des signaux même faibles (Golemis, 1996). Il est à noter que la grande sensibilité 

du système augmente le risque de détecter des interactions aspécifiques et donc le nombre 

de faux positifs.  
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Figure 2-1 : Principe du système de double-hybride en Levures 

 
 

Cependant, l’utilisation conjointe de deux gènes rapporteurs pallie ce problème. En 

effet, pour que l’interaction soit positive, les clones sélectionnés devront être capables 

d’activer simultanément les deux gènes rapporteurs bien qu’ils soient munis de 

promoteurs différents. Ceci contribue à une réduction du nombre de faux positifs. Ainsi, la 

positivité de l’interaction entre PARL et le candidat potentiel de la librairie est détectée par 

la prototrophie à la leucine restaurée par activation du gène rapporteur LEU2, ainsi que 

par l’activation du gène LacZ. L’activation de Lac Z peut être suivie par l’addition de X-Gal 

dans le milieu de culture. L’hydrolyse de ce substrat chromogène par la β-galactosidase 

codée par le gène LacZ colore les colonies positives en bleu. D’autre part,  l’intensité de la 

coloration bleue des colonies, traduisant l’activité β-galactosidase, peut être corrélée à la 

force de l’interaction, ce qui permet  de discriminer les interactions faibles, intermédiaires 

ou fortes (Estojak et al., 1995). La Figure 2-2 résume les différentes étapes du Y2H qui 

seront décrites en détail dans les paragraphes suivants. 
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Figure 2-2 : Etapes du Y2H 
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2.5.2 Construction des appâts 
Nous avons choisi comme appât les extrémités extramembranaires de PARL : HP1-

96 (PARL-NT) et HP317-379 (PARL-CT). Les séquences correspondantes ont été sous-

clonée en EcoRI/BamHI à partir des constructions pGex-6P-1 correspondantes, dans le 

même cadre de lecture que le domaine LexA du vecteur pEG202 (Origene), pour assurer 

l’expression des protéines chimériques utilisées comme appât HP1-96 et HP317-379/LexA 

DNA-BD (cf. 2.2.2). Le gène de résistance à l’ampicilline présent sur ce vecteur permet la 

sélection dans E. Coli. Ces vecteurs portant les appâts NT et CT de PARL seront appellés 

pEG202/appât dans le reste de la procédure. 

2.5.3 Tranformation de l’appât dans les levures EGY48 

La souche de levures EGY48 (Origene) est la souche utilisée pour porter la protéine 

appât/LexA-DNABD. Son génotype natif est le suivant [MATα, his3, ura3, trp1, 

LexAop(x6)-LEU2] ce qui signifie que cette souche est auxotrophe aux trois marqueurs de 

sélection histidine, uracile et tryptophane et qu’elle contient déjà le gène rapporteur LexA-

LEU2. Dans cette souche, nous avons introduit deux vecteurs : le vecteur p8opLacZ qui 

porte le deuxième gène rapporteur utilisé pour le double-hybride, et le vecteur pEG202 

portant notre protéine appât. Le vecteur p8opLacZ restaure l’autotrophie à l’uracile grâce 

au gène URA3 et le vecteur pEG202 restaure l’autotrophie à l’histidine grâce au gène HIS3, 

ce qui permet la sélection des transformants ayant intégré les plasmides.  

NB : Tout le long de la procédure, travailler en milieu stérile pour éviter toute contamination 

et avec des solutions filtrées ou autoclavées. 

Cette procédure permet d’obtenir à partir de 50 mL de culture, 5 x 50 µL de cellules 

compétentes EGY48 avec une efficacité de transformation moyenne de 103 à 104 

transformants/µg d’ADN/50 µL de cellules. Inoculer une pré-culture de 5 mL avec une 

colonie de EGY48, dans du YPD.  Incuber dans le shaker jusqu’à croissance saturée (30°C, 

270 rpm, toute la nuit). Le matin, mesurer la DO600 de la culture. Faire une dilution 

appropriée de la culture de la nuit dans une flasque de 250 mL stérile contenant 50 mL de 

milieu YPD préchauffé à 30°C pour obtenir une DO600 finale de 0.2. Incuber à 30°C, en 

agitant à 200 rpm, jusqu’à ce que DO600 =1. Transférer la culture dans un Falcon 50 mL et 

centrifuger (3,000 rpm, 2 min). Enlever le milieu rapidement mais soigneusement et 
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absorber les dernières gouttes en renversant le tube sur un papier absorbant. Ajouter 10 

mL ddH2O stérile. Resuspendre les cellules en inversant le tube plusieurs fois. Ne pas 

vortexer sinon l’efficacité de transformation sera moindre. Centrifuger (3,000 rpm, 2 min), 

enlever l’eau. Resuspendre les cellules dans 5 mL de LiOAc/TE (LiOAc 0.1 M pH 7-7.4, 

TrisHCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM) en inversant le tube plusieurs fois. Centrifuger (3,000 

rpm, 2 min), enlever le surnageant. Resuspendre les cellules dans 250 µL de LiOAc/TE en 

inversant le tube plusieurs fois. Centrifuger (3,000 rpm, 2 min), enlever le surnageant. 

Resuspendre les cellules dans 250 µL de LiOAc/TE en inversant le tube plusieurs fois. 

Pour chaque transformation, aliquoter 50  µL de cellules dans des tubes Eppendorf. 

Ajouter 1 µg d’ADN plasmidique (0.5 µg p8opLacZ+ 0.5 µg pEG202/appât). Mélanger 

doucement mais de manière homogène les cellules et l’ADN. Ajouter 300 µL de PEG dilué 

à 40%  dans du LiOAc/TE. Mélanger en inversant les tubes plusieurs fois. Ne pas vortexer, 

le PEG fragilise les cellules. Incuber à 30°C pendant 30 min. Pendant ce temps, préparer un 

bain à 42°C, préchauffer les boîtes de Pétri en les plaçant dans l’incubateur à 30°C. Incuber 

les cellules à 42°C pendant 30 min.  Centrifuger (20 s., 8,000 rpm), enlever le surnageant 

sauf 100 µL puis étaler 1/10ème de la solution de transformation sur des boîtes de Pétrie 

DOB déplétés en histidine et uracile (DOB H-U-). Seuls les transformants ayant intégré les 

deux plasmides pourront survivre sur ce milieu. Les boîtes contenant les transformants 

sont incubées 2-3 j. à 30ºC, jusqu’à ce que les colonies atteignent un diamètre de 1 mm 

environ. Choisir un clone EGY48[p8opLacZ;pEG202/appât] parmi les transformants. 

2.5.4 Vérification de l’expression des appâts 

Il s’agit ensuite de vérifier que l’appât est bien exprimé dans les clones 

EGY48[p8opLacZ;pEG202/appât]  choisis. Un western-blot est réalisé à partir d’extraits 

des clones sélectionnés. Pour préparer les échantillons protéiques de Levures, inoculer une 

pré-culture de 5 mL avec une colonie de la souche de Levures d’intérêt, dans le milieu 

sélectif approprié si la souche contient un plasmide ou dans du YPD simple si la souche ne 

contient pas de plasmide. Dans le cas des souches porteuses d’un plasmide dont 

l’expression est induite par le galactose, ne pas oublier de mettre du galactose dans le 

milieu. Le matin centrifuger 1.5 mL de culture dans un tube eppendorf (Vmax, 2 min). 

Resuspendre le culot dans 5 mL/g de culot de solution de lyse Y-PER (Pierce Inc., USA), 

contenant le cocktail antiprotéase (Boeringher-Mannheim). Laisser agir 20 min à 
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température pièce, puis centrifuger à nouveau (10,000 g, 4°C). Prélever le surnageant qui 

contient les protéines solubles. L’échantillon protéique est dilué dans du tampon 4X 

(Tampon LDS pour la Préparation des Echantillons pH 8.4 NuPAGE, Novex, USA) pour 

réduire les ponts dissulfure, additionné d’une solution d’antioxydants 10X (additif 

antioxydant NuPAGE, Novex, USA) pour limiter l’oxydation des protéines, avant d’être 

chauffé 10 min à 70°C. Les échantillons sont soumis à un western-blot (cf. 2.2.1.3). La 

présence de la protéine appât est révélée avec un anticorps anti-LexA (Clontech). Nous 

avons ainsi vérifié que nos deux appâts PARL-NT et PARL-CT/LexADNA-BD étaient 

exprimés. 

2.5.5 Vérification de l’absence d’auto-activation du système par l’appât 

Avant d’entreprendre le criblage de la banque d’ADNc, il est nécessaire de s’assurer 

que l’appât n’active pas seul les gènes rapporteurs LacZ et LEU2. Le clone 

EGY48[p8opLacZ;pEG202/appât] choisi est étalé sur le milieu sélectif qui sera utilisé pour 

le criblage de la librairie : DOB (H-, U-, L-) pour vérifier l’absence de croissance sur milieu 

déplété en leucine. D’autre part, le clone est aussi testé sur le milieu DOB (H-, U-,  L-) 

enrichi en X-Gal de façon à vérifier l’absence de coloration bleue des colonies qui 

indiquerait une autoactivation du gène LacZ. Nous avons aussi réalisé le test β-

galactosidase des levures transformées par pBait et pTarget, les plasmides contrôle 

fournies par Origene qui constituent des témoins positifs. 

2.5.6 Criblage des librairies d’ADNc 

2.5.6.1 Séquence des évènements 

Nous avons choisi de cribler deux librairies d’ADNc disponibles dans le commerce: 

une librairie d’ADNc de cellules HeLa dérivées d’un carcinome humain et une librairie 

d’ADNc de cerveau fœtal humain. Les ADNc de chaque librairie (Origene) ont été 

synthétisés à partir d’amorces oligo-dT, ce qui favorise la présence d’ADNc pleine 

longueur.  Cette librairie est clonée  unidirectionnellement dans le vecteur d’expression de 

levure pJG4-5. Ce vecteur permet l’expression de B42AD fusionné à un ADNc cible de la 

librairie. D’autre part, il permet de cribler des protéines potentiellement toxiques puisque 

son expression est inductible par le galactose.  
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Le criblage consiste d’abord à transformer la souche de levure 

EGY48[p8opLacZ;pEG202/appât] exprimant la protéine appât avec la librairie d’ADNc 

clonée dans le vecteur pJG4-5. Les transformants sont sélectionnés dans un milieu déplété 

en galactose, ce qui empêche l’expression de protéines toxiques de la librairie pendant 

cette première phase d’amplification du criblage. Les librairies Origene contiennent 

environ 3 x 106 ADNc indépendants, clonées dans le plasmide pJG4-5. En théorie, une 

librairie avec 3 x 106 ADNc indépendants contient des ADNc correspondant à des ARNm 

qui sont représentés, au sein de la population d’ARNm utilisée pour constituer la librairie, 

à une fréquence plus importante que 1 pour 3 x 106 molécules d’ARNm. Pour pouvoir 

isoler les ADNc de la librairie les plus rares, c’est à dire ceux dont la fréquence est rare, il 

est essentiel d’amplifier au moins le mêmes nombre de clones individuels de la librairie, 

soit obtenir au minimum 3.6 x 106 transformants dans la phase d’amplification.  Une très 

forte efficacité de transformation s’avère donc nécessaire pour garantir une bonne 

représentation de la banque d’ADNc. Avant de procéder à la transformation de la librairie, 

dans un premier temps, nous avons optimisé le protocole de transformation présenté en 

2.5.2 et ajouté des étapes supplémentaires présentées ci-dessous. Ensuite, des 

transformations pilotes ont été réalisées pour obtenir l’efficacité de transformation 

moyenne. Typiquement, nous avons obtenu des efficacités de 0.5 x 105  transformants/µg 

d’ADN de la librairie. Ceci nous a permis d’évaluer le nombre de transformations 

individuelles à réaliser pour obtenir 2-3 x 106 transformants (i.e. 40(!) par librairie). Les 

solutions de transformation sont ensuite étalés sur des boîtes de 22 x 22 cm de DOB (H-T-

U-), en essayant d’obtenir 1-2 x 105 transformants/boîte. Le nombre de transformations 

individuelles à étaler sur chaque boîte est calculé à partir de l’efficacité de transformation 

moyenne dérivée des expériences pilotes. Il faut absolument éviter d’avoir trop de 

transformants par boîte, sinon les clones auront du mal à croître et la librairie sera mal 

représentée. 

2.5.6.2 Protocole de transformation de la librairie dans la souche EGY48[p8opLacZ; 
pEG202/appât] 

Inoculer une pré-culture de 5 mL avec une colonie de la souche 

EGY48[p8opLacZ;pEG202/appât] dans le milieu sélectif approprié DOB (H-U-).  Incuber 

dans le shaker jusqu’à croissance saturée (30°C, 270 rpm, toute la nuit). Le matin, mesurer 
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la DO600 de la culture. Faire une dilution appropriée de la culture de la nuit dans une 

flasque de 250 mL stérile contenant 50 mL de milieu YPD préchauffé à 30°C pour obtenir 

une DO600 finale de 0.2. Incuber à 30°C, en agitant à 200 rpm, jusqu’à ce que DO600 =1. 

Transférer la culture dans un Falcon 50 mL et centrifuger (3,000 rpm, 2 min). Enlever le 

milieu rapidement mais soigneusement et absorber les dernières gouttes en renversant le 

tube sur un papier absorbant. Ajouter 10 mL  de ddH2O stérile. Resuspendre les cellules en 

inversant le tube plusieurs fois. Ne pas vortexer sinon l’efficacité de transformation sera 

moindre. Centrifuger (3,000 rpm, 2 min), enlever l’eau. Resuspendre les cellules dans 5  

mL de LiOAc/TE (LiOAc 0.1 M pH 7-7.4, TrisHCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM) en 

inversant le tube plusieurs fois. Centrifuger (3,000 rpm, 2 min), enlever le surnageant. 

Resuspendre les cellules dans 250 µL de LiOAc/TE en inversant le tube plusieurs fois. 

Centrifuger (3,000 rpm, 2 min), enlever le surnageant. Resuspendre les cellules dans 250 

µL de LiOAc/TE en inversant le tube plusieurs fois. Pour chaque transformation, aliquoter 

50 µL de cellules dans des tubes Eppendorf. Ajouter 1 µg d’ADN de la librairie, ainsi que 

15 µg d’ADN porteur qui va faciliter l’entrée de l’ADN de la librairie dans les cellules. 

L’ADN porteur utilisé est issu de sperme de saumon (Eppendorf), la solution stock est à 30 

µg/µL et doit être dénaturée (10 min, 100ºC) avant utilisation. De plus, on ajoute 

également du DMSO (10% final) au milieu de transformation pour augmenter l’efficacité 

de transformation. Mélanger doucement mais de manière homogène les cellules et l’ADN. 

Ajouter 300 µL de PEG dilué à 40%  dans du LiOAc/TE. Mélanger en inversant les tubes 

plusieurs fois. Ne pas vortexer, le PEG fragilise les cellules. Incuber à 30°C pendant 30 min 

Pendant ce temps, préparer un bain à 42°C, préchauffer les boîtes de Pétri en les plaçant 

dans l’incubateur à 30°C. Incuber les cellules à 42°C pendant 30 min Juste après le choc 

thermique, les cellules sont resuspendues dans 10 mL/tube de transformation de YPD 

préchauffé à 30°C et placées dans le skaker ( 2 h., 200 rpm, 30°C) dans une grande flasque 

de 250 mL pour favoriser l’oxygénation des cellules. Après ces 2h., ne pas oublier d’étaler 

100 µL, 10 µL et 1 µL de la solution sur trois boîtes de Pétrie séparées (DOB H-T-U), pour 

pouvoir vérifier ultérieurement l’efficacité de transformation. Puis les cellules sont 

centrifugées (3,000 rpm, 2 min) et resuspendues dans un volume de DOB  H-T-U- liquide 

permettant d’étaler 1 mL de solution/ boîtes de 22 x 22cm de milieu sélectif DOB H-T-U- 

maximum. Pour assurer une distribution homogène des clones, déposer la solution de 

transformants sur le milieu et verser une centaine de billes de verres (diamètre 4 mm) 
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préalablement autoclavées. Faire rouler les billes doucement autour de la boîte pour 

distribuer uniformément la solution de transformation, puis transvaser les billes dans la 

boîte suivante. Cette technique marche seulement si la surface des boîtes n’est pas trop 

humide, de manière à ce que le milieu puisse absorber la solution. Pour assécher 

légèrement le milieu, il suffit de placer les boîtes fraîchement coulées 1 h. sous la hotte à 

flux laminaire avant l’emploi. Les boîtes sont ensuite incubées à 30°C. Les colonies 

commencent à apparaître dès 24 h. Continuer l’incubation jusqu’à ce qu’elles atteignent 1-

2 mm de diamètre, soit 48 h. après. Ensuite, utiliser une lame de microscope 75 x 50 mm 

stérile prise sur sa longueur pour gratter et collecter l’ensemble des transformants dans un 

tube Falcon. Eviter d’inclure des morceaux d’agar qui gêneraient le pipettage ultérieur. 

Rincer les transformants deux fois avec 3 volumes de TE1X en centrifugeant entre chaque 

lavage (2 min, 3,000 rpm). Les transformants sont finalement resuspendus dans du DOB 

H-T-U- liquide additionné de 10% de glycérol, comptés, puis congelés en aliquotes de 1 

mL à -80ºC.  

L’efficacité de transformation de la librairie est calculée à partir des boîtes contrôle et 

le nombre total de transformants est déduit. 

2.5.6.3 Détection des interactions positives 

Il s’agit maintenant de tester ces transformants pour l’activation des gènes 

rapporteurs, en présence de galactose qui va induire l’expression de la protéine de la 

librairie. Pour être sûr de cribler également les ADNc faiblement représentés dans la 

population amplifiée à l’étape précédente, nous avons décidé de cribler 10x le nombre 

d’ADNc individuels représentés dans la librairie, soit 10x le nombre de transformants 

obtenus à l’étape précédente. Environ 10x le nombre de transformants obtenus est étalé 

sur des boîtes de 22 x 22cm le milieu sélectif DOB H-T-U-L-, enrichi en galactose et en X-

Gal+, à une densité de 2-3 x 106 transformants/boîte maximum.  Les boîtes DOB H-T-U-L- 

X-Gal+ sont incubées 2-5 j. à 30ºC, jusqu’à ce que des colonies se développent, la croissance 

étant ralentie dans le milieu X-Gal.  

Seuls les clones positifs pour l’activation des deux gènes rapporteurs: LEU2 et LacZ 

ont été choisis, c’est-à-dire les colonies capables de croître sur un milieu déprimé en 

leucine et de coloration bleue. Pour ne pas négliger les interacteurs faibles, des colonies de 
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bleu plus faible ont également été sélectionnées. Chaque clone sélectionné est repiqué sur 

des boîtes de milieu sélectif DOB H-T-U-L-/Galactose/X-Gal pour vérifier la positivité de 

l’activation des deux gènes rapporteurs. Les clones ayant passé ce test contiennent donc 

un plasmide pJG4-5/ADNc codant pour une protéine interagissant avec notre appât. Il 

s’agit maintenant d’extraire et d’amplifier ce plasmide pour pouvoir ensuite procéder au 

séquençage individuel des candidats à l’interaction (SUCOF, Université Laval). 

2.5.7 Extraction et amplification des clones positifs 

2.5.7.1 Extraction de l’ADN des clones positifs Levures (Yeast  RPM Kit, Qbiogene) 

En raison de leur paroi épaisse et résistante et du faible nombre de copies de 

plasmides présents dans les Levures, il est difficile d’obtenir un bon rendement lors de 

l’extraction d’ADN plasmidique. Pour obtenir un bon rendement d’extraction de l’ADN 

plasmidique des clones positifs pour le criblage, nous utilisons un kit (Bio101) qui permet 

d’obtenir typiquement 100 µL de minipreps d’ADN à 20 ng/µL . 

  Inoculer une pré-culture de 5 mL avec un clone positif pour l’interaction, dans le 

milieu sélectif (DOB-U-H-T). Transvaser 1.5 mL de culture dans les tubes fournis avec le 

kit. Centrifuger (Vmax, 30s.), enlever le surnageant et ajouter les billes de verre fournies 

avec le kit. Ajouter  250 µL de solution de lyse alcaline. Placer dans l’appareil agitateur à 

haute vitesse FastPrep (Bio101) et agiter (Vmax, 10 s.). Enlever les échantillons de l’appareil, 

ajouter 250µL de solution de neutralisation. Mélanger en vortexant brièvement puis 

centrifuger  (Vmax, 2  min). Transférer le surnageant sur la colonne fournie avec le kit (Spin 

Filter) en évitant les débris blanchâtres contenant des protéines précipitées et les billes de 

verre. Ajouter 250 µL de la solution contenant la matrice qui va recueillir l’ADN 

(Glassmilk Spin Buffer). Inverser le tube pour mélanger, centrifuger (Vmax, 1 min) et 

enlever le liquide résiduel. Ajouter 500 µL de solution de lavage, centrifuger 1 min et 

enlever le liquide lavage résiduel. Répéter le lavage et centrifuger une fois supplémentaire 

pour éliminer toute trace d’EtOH résiduel. Transférer la colonne dans un nouveau tube. 

Ajouter 100 µL de ddH2O, vortexer doucement à vitesse moyenne et centrifuger (Vmax, 30 

s.) pour collecter l’ADN. 
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2.5.7.2 Amplification du plasmide de la librairie dans la souche bactérienne KC8 

La solution d’acides nucléiques de Levures obtenue en suivant la procédure 

précédente est constitué majoritairement d’ARN et d’ADN génomique. Seule une petite 

proportion correspond à l’ADN plasmidique de la librairie. C’est pourquoi il est nécessaire 

d’amplifier ce matériel plasmidique. Une première amplification est réalisée dans la 

souche d’E. coli  KC8 qui présente la particularité d’être auxotrophe au tryptophane (T-), ce 

qui va permettre la sélection des bactéries ayant intégré le plasmide pJG4-5 portant 

l’ADNc de la librairie. Les bactéries compétentes KC8 sont préparées selon la méthode 

décrite précédemment (cf. 2.2.2.6), cependant cette souche a des efficacités de 

transformation très faible (de l’ordre de 103 transformants/µg d’ADN).  Pour pallier ce 

problème, il s’est avéré nécessaire de doubler la quantité de cellules dans les aliquotes de 

transformation, d’autre part, nous avons utilisé 15 µL de miniprep de 

Levures/transformation (soit environ 300 ng d’ADN total/transformation) pour 

augmenter la quantité d’ADN plasmidique. Enfin, après la transformation des KC8 

suivant la méthode du choc thermique décrite précédemment, les cellules sont 

centrifugées (8,000 rpm, 1 min), resuspendues dans 100 µL de ddH2O  et la totalité de la 

solution est étalée sur le milieu sélectif. Le milieu utilisé est le milieu minimal M9 déplété 

en tryptophane qui permet la sélection des transformants qui sont complémentés par le 

gène de prototrophie au tryptophane présent sur le plasmide de la librairie. Les boîtes sont 

incubées 2 j. à 37ºC pour permettre aux colonies une croissance suffisante pour être 

observable. Parmi les transformants, une colonie est sélectionnée et repiquée dans 2-3 mL 

de LB liquide. Une miniprep est réalisée à partir de  cette culture. Là encore, le rendement 

est relativement faible, il s’agit d’aplifier une seconde fois le plasmide la librarie dans une 

nouvelle souche bactérienne les NovaBlue. 

2.5.7.3 Amplification du plasmide de la librarie dans la souche bactérienne NovaBlue 

 Pour réduire la consommation de bactéries compétentes, nous avons fait des 

aliquotes de 20 µL de bactéries Novablue compétentes que l’on transforme avec 5 µL de la 

miniprep de KC8, toujours selon la méthode du choc thermique. Ici, 1/5ème de la solution 

de transformation est étalée sur le milieu sélectif LB/ampi. Les boîtes sont incubées toute 

la nuit à 37ºC. Parmi les transformants, une colonie est sélectionnée et repiquée dans 2-3 
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mL de LB/ampi liquide. Une miniprep est réalisée à partir de  cette culture. Typiquement, 

les rendements sont de l’ordre de 50 ng/µL. Cette miniprep contient le plasmide de la 

librairie contenant l’ADNc codant pour une protéine interagissant avec notre appât. Le 

plasmide est envoyé à séquencer en utilisant l’amorce pJG4-5sens au service de 

séquençage de l’Université Laval. 
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3 RÉSULTATS 
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Ce chapitre comprend l’ensemble des résultats obtenus au cours de mon doctorat. La première 

partie présente l’analyse phylogénétique réalisée sur la super-famille RHO, qui nous a permis de 

valider l’homologie fonctionnelle entre PARL et Rhomboid-1 de la Drosophile. La deuxième partie 

est consacrée à l’étude de l’expression de PARL dans le cerveau de souris, et particulièrement à 

l’étude de sa distribution sub-cellulaire dans les différentes fractions membranaires  du cerveau. La 

troisième partie consiste en une analyse immunohistochimique de l’expression de PARL au cours 

du développement postnatal du cerveau de souris, de façon à déterminer son profil d’expression et 

préciser les types cellulaires dans laquelle elle est exprimée. La quatrième partie insiste sur le profil 

d’expression de PARL dans le cerveau de souris adulte. Enfin, la cinquième partie est consacrée à 

l’approche moléculaire des partenaires cellulaires de PARL par le biais d’un système de double-

hybride en Levures.  

3.1 Analyse phylogénétique de la super-famille RHO 

Cette analyse complète repose sur une étude bioinformatique des séquences des membres de la 

super-famille Rhomboid que nous avons pu recenser dans les banques de données. Cette étude 

dépasse le simple cadre de l’étude de la protéine PARL et nous permet de la replacer dans son 

contexte évolutif. Nous nous sommes ainsi intéressés aux caractéristiques générales des Rhomboids 

ainsi qu’à leurs propriétés structurales, en insistant sur la conservation évolutive étonnante de cette 

famille. Nous nous sommes ensuite plus particulièrement penchés sur les Rhomboids eucaryotes qui 

comprennent les Rhomboids de la Drosophile et leurs orthologues, ainsi que la protéine PARL 

humaine et ses orthologues, de façon à valider l’homologie fonctionnelle entre Rhomboid et PARL. 

Cette étude a été réalisée en collaboration étroite avec le Dr Eugene Koonin, bioinformaticien au 

NIH. J’ai participé à l’élaboration de l’analyse phylogénétique. Ces résultats sont extraits de l’article 

de Koonin et al., 2003, qui figure en annexe.  

3.1.1 Caractéristiques de la super-famille Rhomboid 

 Les membres de la super-famille Rhomboid caractérisées jusqu’à maintenant sont 

peu nombreux. Chez la Drosophile, sept membres sont identifiés (Rhomboid-1 à -7) dont 

seulement quatre sont caractérisés (Urban et al., 2002a). Chez les Vertébrés trois membres 

sont identifiés RRP (Pascall et Brown, 1998), Ventrhoid (Jaszai et Brand, 2002) et PARL 

(Pellegrini et al., 2001), et enfin, chez les Procaryotes, seul un membre a été caractérisé 

extensivement : AarA (Rather et al., 1999) (cf. 1.4.2). Les séquences correspondant à ces 
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membres ont été comparées avec une base de donnée non-redondante en utilisant trois 

itérations du programme PSI-BLAST. Ainsi, l’ensemble des membres de la super-famille 

Rhomboid a pu être isolé de manière statistiquement significative et sans faux positifs. Les 

protéines Rhomboids sont présentes à tous les niveaux évolutifs : des procaryotes aux 

eucaryotes supérieurs, en passant par les archæbactéries (Figure 3-1 et Figure 3-2). La 

plupart des espèces procaryotes ne possèdent qu’un seul gène codant pour une protéine 

de la famille Rhomboid. Par contraste, les eucaryotes présentent une expansion de la 

famille Rhomboid. Par exemple, chez D. Melanogaster, on compte 7 membres : Rhomboid-1 

à -7,  et chez Arabidopsis thaliana, jusqu’à 13 membres. 

 La similarité de séquence entre les Rhomboids eucaryotes et procaryotes est 

relativement basse : de 10 à 15% d’identité dans les régions conservées. Cependant, tous 

les membres de la super-famille Rhomboid présentent des caractères communs. Tout 

d’abord, les prédictions utilisant les programmes TMPRED et TMAP montrent que toutes 

ces protéines sont munies de multiples domaines transmembranaires. Les régions les plus 

conservées sont situées à l’intérieur de ces domaines transmembranaires. D’autre part, 

l’alignement de séquences multiple révèle un "noyau conservé" de la super-famille  des 

Rhomboid contenant 6 domaines munis d’hélices transmembranaires (TMH1 à TMH6), ce 

noyau est présent chez tous les membre de la famille sans exception (Figure 3-1). Dans le 

domaine TMH4 de ce noyau conservé, la sérine catalytique caractérisée chez Rhomboid-1 

(Urban et al., 2001) est présente chez tous les membres, à deux exceptions près (Figure 3-1). 

De même, l’histidine catalytique située dans le domaine TMH6 est aussi hautement 

conservée. Nous avons également mis en évidence dans le TMH2 la présence de deux 

histidines additionnelles et une asparagine qui sont conservés chez la majorité des 

Rhomboids (Figure 3-1). La protéine PARL possède la sérine, l’histidine et l’asparagine 

catalytiques, ainsi que les deux histidines additonnelles conservées (Figure 3-1). 



  

Figure 3-1 (voir légende page suivante) 
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Figure 3-1 suite voir légende page suivante) 
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Figure 3-1 : Alignement multiple du noyau conservé de la super famille de protéines 

Rhomboid.  

L’alignement inclut la majorité des protéines de la famille Rhomboid recensées dans les 

bases de données, certaines séquences très proches ont été omises. Seuls les six domaines 

correspondant à des hélices transmembranaires prédites (TMH) et de courtes séquences 

adjacentes sont montrées. Les limites des TMH prédites sont indiquées en surbrillance et 

les TMH sont numérotés de 1 à 6. Les acides aminés omis en N- et C-terminal, ainsi 

qu’entre les TMH sont indiqués.  La séquence consensus montre les acides aminés 

identiques présents dans au moins 90% des séquences alignées. h équivaut aux résidus 

hydrophobes (A,C,I,L,V,M,F,Y,W) et s aux petits résidus (G,A,S,D,N,V). La sérine 

catalytique (TMH4) et l’histidine (TMH6) ainsi que les résidus conservés dans le TMH3 

avec une fonction auxiliaire potentielle dans la catalyse figurent en couleur. Les protéines 

sont identifiées à partir du numéro d’identification du gène correspondant (GI) répertorié 

dans les banques de données ainsi qu’avec l’espèce correspondante abrégée. Les espèces 

bactériennes sont en vert, les eucaryotes en bleu et les archæbactéries en orange. 

Abréviations des noms d’espèces utilisées: Aerpe, Aeropyrum pernix, Agrtu, Agrobacterium 

tumefaciens, Anoga, Anopheles gambiae, Arath, Arabidopsis thaliana; Arcfu, Archaeoglobus 

fulgidus, Bacsu, Bacillus subtilis, Brume, Brucella melitensis, Caeel, Caenorhabdtitis elegans, 

Caucr, Caulobacter crescentus, Chlte, Chlorobium tepidum, Cloac, Clostridium acetobutilicum, 

Corgl, Corynebacterium glutamicum, Deira, Deinococcus radiodurans, Dicdi, Dictyostelium 

discoideum, Drome, Drosophila melanogaster, Escco, Escherichia coli, Haein, Haemophilus 

influenzae, Halsp,Halobacterium sp., Homsa, Homo sapiens, Lacla, Lactococcus lactis, Lisin, 

Listeriainnocua, Metja, Methanoccocus jannaschii, Metka, Methanopyrus kandleri, Metma, 

Methanosarcina mazei, Meslo, Mesorhisobium loti, Mycle, Mycobacterium leprae, Myctu, 

Mycobacterium tuberculosis, Neucr, Neurospora crassa, Nossp, Nostoc sp., Prost, Providencia 

stuartii, Pyrab, Pyrococcus abyssi, Pyrae, Pyrobaculum aerophilum, Ralso, Ralstonia 

solanaraceum, Sacce, Saccharomyces cerevisiae, Schpo, Schizosaccharomyces pombe, Sinme, 

Sinorhisobium meliloti, Strco, Streptomyces coelicolor, Strpn, Streptococcus pneumoniae, Sulso, 

Sulfolobus solfataricus, Sulto, Sulfolobus tokodaii, Synsp, Synechocystis sp., Theac, 

Thermoplasma acidophilum, Thema, Thermotoga maritima, Thete, Thermus thermophilus, Vibch, 

Vibrio cholerae, Xanca, Xanthomonas campestris, Xylfa, Xylella fastidiosa. 
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3.1.2 Organisation structurale des Rhomboids 

 L’alignement multiple du noyau conservé de 6 TMH de la famille Rhomboid a été 

employé pour construire un arbre phylogénétique (Figure 3-2). Seules les régions 

conservées comprenant les 6 domaines TMH ainsi que de courtes séquences adjacentes ont 

été utilisées pour la construction de l’arbre phylogénétique, alors que les résidus peu ou 

pas conservés ont été omis pour réduire le bruit issu de mauvais alignement. L’arbre 

phylogénétique de la super-famille Rhomboid a une apparence particulière : les sous-

ensembles que forment les Rhomboids des archæbactéries ou des eucaryotes ne forment 

pas des clades monophylétiques (Figure 3-2). La structure des Rhomboids est organisée 

différemment suivant leur niveau évolutif. Ainsi, les Rhomboid bactériens et 

archæbactériens comportent typiquement 6 TMH alors que les Rhomboids eucaryotes en 

contiennent typiquement 7. Ce 7ième domaine TMH peut être situé en C- ou N-terminal par 

rapport au noyau conservé de 6 TMH qui retient l’activité catalytique (Figure 3-2).  

Si l’on s’intéresse plus particulièrement aux Rhomboids eucaryotes, il apparaît 

qu’elles sont séparées en deux sous-ensembles principaux positionnés au milieu de 

branches procaryotes. La première sous-famille eucaryote qui inclue six des sept 

Rhomboids (Rhomboid-1 à -6) de la Drosophile est liée à un noyau procaryote. Cette sous-

famille prototypée par Rhomboid-1 possède en plus du noyau conservé de 6 TMH un 

domaine supplémentaire positionné en C-terminal. Certaines de ces protéines possèdent 

également en position N-terminale un domaine de liaison du calcium (Figure 3-2). La 

deuxième sous-famille, baptisée sous-famille des PARLoids, réside dans un large 

groupement procaryote. Cette sous-famille est prototypée par notre protéine PARL qui 

apparaît comme l’orthologue humain de Rhomboid-7 de D. Melanogaster. Dans cette 

famille, PARL et ses orthologues d’autres espèces animales adoptent une structure 

différente de la sous-famille des Rhomboids : le domaine supplémentaire en plus du 

noyau conservé de 6 TMH est ajouté en N-terminal. 

Ces résultats montrent l’étonnante conservation évolutive du noyau de 6 TMH des 

Rhomboids, et particulièrement des résidus catalytiques, chez la quasi-totalité des membres de la 

super-famille Rhomboid et suggèrent fortement que toutes les Rhomboids sont des sérines-protéases 

assurant la protéolyse intramembranaire régulée. La PARL est donc une RIP-protéase. Nous avons 

poursuivi notre étude sur la caractérisation de PARL dans le cerveau. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figure 3-2 (voir légende page suivante)
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Figure 3-2. Arbre phylogénétique de la super-famille des Rhomboid.  

Les séquences et régions utilisées pour la construction de l’arbre phylogénétique sont les 

mêmes que celles présentées dans la Figure 3-1. Le code couleur et les abréviations sont 

également les mêmes. Les deux sous-familles eucaryotes principales sont notifiées RHO et 

PARL et quatre groupes regroupant plusieurs espèces sont identifiés de 1 à 4. Le code 

utilisé pour l’architecture des différents domaines protéiques est indiqué sous l’arbre.  



 
3.2 Expression de la protéine PARL dans le cerveau de souris 

Ces travaux ont été réalisés dans le laboratoire du Dr Luca Pellegrini. J’ai participé au test 

des anticorps anti-PARL en western-blot, ainsi qu’à l’initiation du fractionnement sub-cellulaire de 

cerveau de souris. 

3.2.1 Analyse d’homogénats de cerveau par WB 
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Figure 3-3 : Expression de PARL dans le cerveau de souris.  

Des homogénats totaux (H) et une fraction correspondant au surnageant post-nucléaire (S) 

sont séparés par SDS-PAGE sur un gel gradient 4-12%. Le marqueur de poids moléculaire 

(PM) est indiqué en kDa. Le blot a été incubé en présence de l’anticorps T2 dirigé contre la 

première boucle extramembranaire de PARL (1/500), puis révélé par la technique de 

chemiluminescence intensifiée (ECL). Le western-blot montre la présence de deux bandes 

réactives à l’anticorps T2 si l’anticorps est préincubé avec la protéine GST (A). Une bande 

spécifique aux alentours de 43 kDa correspond à la protéine PARL et disparaît si 

l’anticorps est préincubé avec une protéine de fusion entre la  GST et un fragment aa121-

170 de PARL (GST-HP121-170) portant son épitope (B). L’anticorps reconnaît également la 

protéine de fusion (voir les 1ères voies du gel) (A, B). 
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L’anticorps T2 utilisé à une concentration de 1/500 reconnaît une bande à un poids 

moléculaire de 43 kDa environ, correspondant au PM prédit à partir de la séquence 

protéique déduite de l’ADNc de PARL. Cependant, une autre bande est observée à un PM 

plus élevé que celui attendu, aux alentours de 55 kDa (Figure 3-3). Cette bande est 

vraisemblablement aspécifique. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons donc dû tester la 

spécificité de l’anticorps T2. Dans un premier temps, nous avons essayé la compétition de 

l’anticorps avec le peptide synthétique utilisé pour l’immunisation, sans obtenir de 

résultats concluants. Nous avons donc mis au point un système de compétition de 

l’épitope utilisant une protéine de fusion entre le fragment aa121-170 de la protéine PARL 

portant l’épitope reconnu par l’anticorps T2 (aa 143-152)  et la GST décrit en 2.2.3. La 

préincubation de l’anticorps T2 avec la GST-HP 121-170 conduit à la disparition de la 

bande à 43 kDa (Figure 3-3B), par contre sa préincubation avec la GST seule ne modifie 

pas les résultats obtenus avec l’anticorps non pré-traité (Figure 3-3A), démontrant que la 

bande à 43 kDa correspond bien spécifiquement à PARL. L’anticorps 4CT ne fonctionne 

pas en western-blot, par contre, des résultats semblables à ceux obtenus avec le T2 ont été 

obtenus avec l’anticorps 4NT dirigé contre l’extrémité N-terminale de PARL et utilisé à 

une concentration de 1/500. L’anticorps 4CT ne fonctionne pas en western-blot. 

3.2.2 Etude de la distribution subcellulaire de PARL dans le cerveau de 
souris par WB 

Pour étudier la distribution subcellulaire de PARL, nous avons procédé au 

fractionnement subcellulaire d’extraits de cerveau de souris. Le contrôle de la qualité et 

des contaminations entre les différents compartiments est effectué en utilisant des 

protéines marqueurs. Pour marquer la membrane plasmique, nous avons utilisé la sous-

unité NR1 du récepteur NMDA qui est exprimé spécifiquement au niveau de la membrane 

plasmique des neurones. Pour marquer la fraction synaptosomale, nous avons utilisé la 

synaptophysine, une protéine présente dans la membrane des vésicules synaptiques. 

Ainsi, la Figure 3-4 montre un enrichissement progressif de la protéine synaptophysine 

(Syp) dans les membranes légères (LP2) et dérivée de la lyse hypotonique des 

synaptosomes. Par contraste, la sous-unité NR1 du récepteur NMDA sédimente 

préférentiellement avec les membranes lourdes issues de la rupture des synaptosomes 

(LP1). Ceci montre que nous avons réussi à séparer les différentes fractions subcellulaires.  
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Figure 3-4 : Distribution subcellulaire de la protéine PARL dans le cerveau de souris.  

Différentes fractions subcellulaires (S1, S2, P2’, LS1, LP1, LP2) issues de centrifugation et 

ultrcentrifugations successives d’homogénats de cerveau totaux (H) sont séparés par SDS-

PAGE sur un gel gradient 4-12%. Le marqueur de poids moléculaire (PM) est indiqué en 

kDa. Le blot a été incubé en présence de l’anticorps T2 (1/500), puis révélé par la 

technique de chemiluminescence intensifiée (ECL). La contamination entre les différentes 

fractions est estimée par la présence du marqueur de la membrane plasmique NR1, une 

sous-unité du récepteur NMDA et du marqueur des vésicules synaptiques, la 

synaptophysine (Syp). La protéine PARL est présente dans toutes les fractions NR1 

positives contenant la membrane plasmique (H, S1, P2’, LP1, LP2), mais également dans 

les fractions contenant d’autres membranes comme les membranes des vésicules 

synaptiques (S2, LP1, LS2). Notez que dans le compartiment LP1 contenant beaucoup de 

membranes du Golgi, PARL apparaît à un poids moléculaire plus élevé. 
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PARL est présente dans la fraction S2 correspondant aux membranes grossièrement 

séparées (Figure 3-4). PARL est également présente dans la fraction synaptosomale P2’, 

ainsi que dans la fraction LP2 correspondant à la lyse hypotonique des synaptosomes. 

Cette fraction très enrichie en Syp contient des vésicules de transport ainsi que des 

vésicules synaptiques. La protéine PARL est également enrichie dans la fraction LP1 

contenant de la membrane plasmique (NR1 positive). De manière intéressante, le poids 

moléculaire de PARL apparaît plus élevé d’une dizaine de kDa dans ce compartiment que 

dans les autres, laissant suggérer que PARL y subit une modification post-traductionnelle. 

Nous avons donc montré que PARL est exprimée dans le cerveau de souris et concentrée 

dans les fractions membranaires. 

3.3 Analyse du profil d’expression de PARL au cours du 
développement post natal du cerveau de souris  

L’ensemble de ces études immunohistochimiques de l’expression de PARL dans le cerveau de 

Rongeurs ont été réalisées dans le laboratoire du Dr Attila Sik. Avant mon arrivée dans son 

laboratoire en juin 2002, le Dr Sik avait déjà initié cette étude postnatale ainsi que certains co-

marquages. J’ai donc reproduit et précisé certains de ces résultats chez la souris (co-marquages 

4NT/PCNA, 4NT/NeuN, 4NT/GFAP) et j’ai également mis au point des co-marquages 

complémentaires (4NT/TuJ-1). J’ai aussi optimisé les protocoles de perfusion chez les jeunes souris 

et mis au point le protocole d’injection et de révélation du BrDU chez la souris adulte. Les 

expériences d’expression, de purification et d’utilisation des protéines de fusion GST-PARL 

nécessaires pour la compétition de l’anticorps 4NT ont été réalisés par le Dr Luca Pellegrini. 

3.3.1 Profil d’expression de PARL de P0 à P60 

Le profil d’expression de la protéine PARL au cours du développement postnatal du 

cerveau de souris, à partir du jour de la naissance (P0) jusqu’à l’âge adulte (P60) a été 

étudié en immunohistochimie. Chez les animaux nouveau-nés, des régions distinctes du 

cerveau sont très fortement immunoréactives pour PARL : le néocortex, le cervelet, les 

zones ventriculaires et subventriculaires, le courant migratoire rostral, le bulbe olfactif 

(BO) ainsi que toute la formation hippocampique (Tableau 3-1). Au cours de la première 

semaine postnatale, ces zones restent très immunoréactives pour PARL (Figure 3-5). 
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        Age des animaux P0 P2 P4 P7 P11 P14 P21 P60

Hippocampe Gyrus denté +++ +++ ++ ++ + + + + 

 CA1    ++ ++ + + +/- +/- - -

 CA2    ++ + + +/- - - - -

 CA3   + + +/- +/- - - - -

Cortex 
Néocortex       +++ ++ + +/- - - - -

 Cortex pyriforme et 
entorhinal -        - - - - - - -

 Cortex du cervelet +++ +++ ++ ++ + +/- - - 

Zone subventriculaire +++        +++ ++ ++ + + + +

Pontine (pons nucleus)         + + + + - - - -

Striatum (stria terminalis)         + + + + - - - -

Thalamus          - - - - - - - -

-80- 

 
Tableau 3-1 : Immunoréactivité pour PARL dans les différentes régions du SNC de souris au cours du développement postnatal de P0 
(nouveau-nés) à P60 (adulte)  

L’intensité du marquage est codifiée de la manière suivante : +++ élevée; ++, modérée; +, faible; +/-, très faible; et -, négative. 

- - 
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Figure 3-5 : Distribution de l’immunoréactivité pour PARL dans le cerveau de souris 
âgée de 7 j. (P7) 

Image composite obtenue à partir de sections longitudinales de cerveau de souris de 7 j. 

analysées par immunohistochimie avec l’anticorps anti-PARL 4NT. A 7j., l’ensemble de la 

formation hippocampique est fortement immunoréactive pour PARL, particulièrement le 

gyrus denté (DG). La zone subventriculaire (SVZ) qui borde le ventricule latéral (LV), le 

courant migratoire rostral (RMS) ainsi que le bulbe olfactif (OB) sont aussi très fortement 

immunoréactifs pour PARL. L’ensemble des couches du néocortex, particulièrement les 

couches externes (I-III) expriment aussi PARL. Le noyau du stria terminalis (st. ter.) est 

fortement immunoréactif pour PARL. CA1-3, régions des Cornes d’Ammon -1 et -3 (barre 

d’échelle : 100 µm). 
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Au contraire, de larges zones sont dépourvues d’immunoréactivité pour PARL : le 

cortex pyriforme, le thalamus, le striatum et la pontine (Tableau 3-1, Figure 3-5). Seules 

quelques cellules isolées sont PARL-positives dans un noyau de la pontine et du thalamus, 

mais aucune immunoréactivité n’est détectable après 7 j. Un co-marquage 

4NT/parvalbumine indique que le noyau du striatum PARL-positif est situé plus 

rostralement par rapport au noyau réticulaire thalamique parvalbumine-positif, nous 

l’avons donc identifié comme étant le stria terminalis. Le groupe de cellules PARL-

positives est le noyau de la pontine (non montré).  

L’immunoréactivité pour PARL est localisée dans le noyau des cellules. La spécificité 

de l’anticorps 4NT est vérifiée par un système de compétition de l’anticorps avec des 

protéines de fusion entre un fragment de PARL (aa 1-96) portant l’épitope de l’anticorps 

4NT (aa 54-69) et la GST. Lorsque l’anticorps est préincubé avec les protéines GST-HP1-96, 

l’immunoréactivité pour PARL disparaît (Figure 3-6B), alors que la préincubation avec la 

GST donne des résultats comparables à ceux observés avec l’anticorps utilisé seul (Figure 

3-6A, C). 
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Figure 3-6 : Test de la spécificité de l’anticorps anti-PARL 4NT dans l’hippocampe de rat.  

Des sections longitudinales de cerveau de rats âgés de 21 j. sont analysées par 

immunohistochimie avec l’anticorps 4NT dirigé contre l’extrémité N-terminale de PARL, 

révélé par marquage au DAB. L’anticorps est utilisé à une concentration de 1/3,000 à l’état 

natif (A), préincubé avec la GST-HP 1-96 (B) ou préincubé avec la GST seule (C). Dans les 

conditions A et B, l’immunoréactivité pour PARL est localisée au niveau de la zone 

subventriculaire (SVZ) et subgranulaire (SGZ) du gyrus denté de l’hippocampe. Le signal 

disparaît lorsque l’anticorps est préincubé avec son épitope (B) (barre d’échelle : 100 µm). 
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Formation hippocampique 

L’immunoréactivité pour PARL est d’abord largement répandue dans toute la 

formation hippocampique, particulièrement dans la zone du gyrus denté en 

développement (Tableau 3-1; Figure 3-7). Au cours de la première semaine de vie 

postnatale (P0 à P7), cette immunoréactivité décroît progressivement. Elle disparaît 

d’abord du CA3 et du CA2 (entre P7 et P11), puis du CA1 (entre P14 et P21), pour ne rester 

qu’au niveau de la zone granulaire et subgranulaire du gyrus denté de l’hippocampe. Dès 

P21, le profil d’expression de PARL est comparable à celui observé chez l’adulte, avec une 

immunoréactivité résiduelle au niveau de la SGZ du gyrus denté, de la SVZ (Tableau 3-1; 

Figure 3-7), du RMS et du bulbe olfactif (non montré).  

Cortex cérébral 

À P0, l’organisation des couches corticales est très grossière. 

L’immunoréactivité pour PARL est détectée dans l’ensemble du néocortex. En revanche, le 

cortex pyriforme ainsi que le cortex entorhinal ne sont pas immunoréactifs pour PARL. 

Toutes les couches du néocortex sont fortement immunoréactives pour PARL (Figure 3-8). 

L’immunoréactivité décroît graduellement avec l’âge pour disparaître des couches 

inférieures à P7 et des couches supérieures à P11. 

Cortex du cervelet 

À P0, le cervelet adopte une structure très rudimentaire (Figure 3-9). Une 

forte immunoréactivité pour PARL est détectée dans tout le cervelet. De nombreuses 

cellules de la medulla (M) sont immunopositives pour PARL, cependant, la couche 

granulaire externe (egl) concentre l’immunoréactivité pour PARL. Cette immunoréactivité 

diminue au cours des deux premières semaines de vie postnatale. La couche granulaire 

externe rétrécit au fur et à mesure que la couche granulaire interne (igl) se constitue. À P4 

PARL est fortement exprimée dans l’egl, mais aussi à des niveaux plus faibles dans l’igl. À 

P7,  l’immunoréactivité pour PARL est seulement détectable dans l’egl qui régresse.  À 

P11, l’egl est déjà très réduite, à P14, elle a quasiment disparu, seules quelques cellules 

résiduelles PARL-positives la peuplent.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-7 : Évolution de l'expression de PARL au cours du développement postnatal de la formation hippocampique de souris.  
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Des sections longitudinales de cerveau de souris au jour de la naissance (P0), âgées de 4 j. (P4), 7 j. (P7), 14 j. (P14), 21 j. (P21), et 60 j. (P60) 
sont analysées par immunohistochimie avec l’anticorps anti-PARL 4NT. Chez les nouveaux-nés, l’ensemble de la formation 
hippocampique est fortement immunoréactive pour PARL, particulièrement le gyrus denté (DG). Puis l’immunoréactivité décroît 
progressivement pour ne rester concentrée qu’au niveau de la zone subgranulaire (SGZ) et de la zone subventriculaire (SVZ) adultes qui 
borde le ventricule latéral (lv).  gl, couche granulaire; CA1-3, régions des Cornes d’Ammon -1 et -3 (barre d’échelle : 100 µm). 
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Figure 3-8 :  Évolution de l’immunoréactivité pour PARL dans le cortex de P0 à P11. Images inversées obtenues en microscopie en 
fluorescence classique.  
Chez le nouveau-né (P0), toutes les couches du cortex (I à VI) sont fortement immunoréactives pour PARL (anticorps 4NT). 
L’immunoréactivité des couches externes du cortex est plus importante que celle des couches internes et décroît graduellement avec 
l’âge pour disparaître totalement entre P7 et P11 (barre d’échelle : 100 µm). 
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Figure 3-9 : Évolution de l’immunoréactivité pour PARL dans le cervelet de P0 à P14.  
Chez les nouveau-nés (P0), le cervelet est fortement immunoréactif pour PARL (anticorps 4NT), particulièrement la couche granulaire 
externe. L’immunoréactivité décroît graduellement dans cette couche et dans le reste du cervelet avec l’âge pour disparaître totalement 
après P14. egl, couche granulaire externe; ml, couche moléculaire; pc, cellules de Purkinje; igl, couche granulaire interne; M, medulla 
(barre d’échelle : 100 µm).  
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Le reste du cervelet n’est pas immunoréactif pour PARL. À P21, 

seules quelques cellules restent immunoréactives pour PARL, aucune immunoréactivité 

n’est détectée chez l’adulte (P60) (résultats non montrés). 

Le profil d’expression de PARL évolue donc de manière dynamique au cours du 

développement. D’abord largement exprimée dans le cerveau à la naissance, son expression est 

régulée négativement au cours du développement postnatal. Ces résultats laissent sous-entendre 

que le gène de PARL n’est pas un gène de ménage (housekeeping gene) mais bien un gène exprimé 

différentiellement au cours du développement. 

3.3.2 Co-expression de PARL avec les marqueurs de 
prolifération/différenciation du SNC chez le jeune animal 

Au cours du développement postnatal du cerveau, plusieurs types cellulaires 

coexistent dans les zones immunoréactives pour la protéine PARL : cellules souches 

neurales, cellules progénitrices neuronales et gliales, neurones et cellules gliales, 

correspondant à des stades de prolifération/différenciation différents. Nous avons utilisé 

plusieurs types de marqueurs et étudié leur co-expression avec la protéine PARL, de façon 

à préciser les types et stades cellulaires où PARL est exprimée. 

Dans le cerveau en développement de la souris, de nombreuses cellules apparaissent 

immunoréactives pour le marqueur PCNA, indiquant une prolifération cellulaire 

importante (Ino et Chiba, 2000). L’immunoréactivité pour PCNA décroît progressivement 

de P0 à P21 au fur et à mesure que la neurogenèse et la gliogenèse se terminent (résultats 

non montrés). La majorité des cellules PCNA-positives sont également immunoréactives 

pour PARL. Particulièrement, toutes les cellules PCNA-positives de la SVZ et du gyrus 

denté de l’hippocampe sont PARL-positives à P7 (Figure 3-10 A et B respectivement). 

Certaines cellules de la SGZ et de la SVZ sont PARL-positives mais n’expriment pas 

PCNA. À l’inverse, certaines cellules de la SGZ et de la SVZ sont PCNA-positives mais 

n’expriment pas PARL. 

L’immunoréactivité pour le marqueur neuronal précoce TuJ-1 est également 

largement répandue dans tout le cerveau (Menezes et Luskin, 1994; Memberg et Hall, 

1995) (Figure 3-11).  
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Figure 3-10 : Co-expression de PARL avec le marqueur mitotique PCNA dans la zone 

subventriculaire (A) et la zone granulaire (B) du gyrus denté de souris âgée de 7j.  

Des sections longitudinales sont analysées par double-immunohistochimie avec 

l’anticorps anti-PARL 4NT et l’anticorps anti-PCNA. Dans la SGZ et la SVZ, les cellules 

PCNA-positives sont PARL-positives. Dans la SVZ, quelques cellules PARL-positives sont 

PCNA-négatives  (barre d’échelle : 50 µm). 
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Figure 3-11 : Co-expression de PARL avec le marqueur de neuronal précoce TuJ-1 dans 

la zone subventriculaire (A) et la zone granulaire (B) du gyrus denté de souris âgées de 7 

j. et 14 j. respectivement.  

Des sections longitudinales sont analysées double-immunohistochimie en microscopie 

confocale avec l’anticorps anti-PARL 4NT et l’anticorps anti-TuJ-1. Dans la SVZ, les 

cellules TuJ-1-positives sont PARL-positives, cependant certaines cellules marginales 

PARL-positives apparaissent TuJ-1- (flèches blanches). A 14 j., les cellules PARL-positives 

de la zone granulaire sont TuJ-1-positives. Notez le  gradient d’expression de PARL des 

couches internes de la zone granulaire (haut) vers les couches externes (bas) (barre 

d’échelle 25 µm). 
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L’immunoréactivité pour TuJ-1 augmente progressivement, indiquant l’entrée en 

différenciation des neurones générés au cours du développement (résultats non montrés). 

De manière intéressante, la majorité des cellules TuJ-1-positives sont aussi PARL-positives. 

Par exemple, les neurones  exprimant TuJ-1 de la SVZ et du gyrus denté de l’hippocampe 

co-expriment pour la plupart PARL (Figure 3-11A et B). Cependant, quelques cellules 

PARL- positives de la SVZ n’expriment pas TuJ-1 (flèches blanches, Figure 3-11B).  

Chez l’animal jeune, la majorité des cellules du gyrus denté sont immunoréactives 

pour PARL (Figure 3-12), s’étageant sur plusieurs couches cellulaires dans la zone 

granulaire (gl) du gyrus denté. Il apparaît comme un gradient d’expression de la protéine 

dans les différentes couches (flèche verte, Figure 3-12) orienté des couches internes vers les 

couches externes du gyrus denté. Par contraste, un gradient inverse est observé pour 

l’expression de NeuN, les couches externes étant plus fortement immunoréactives pour 

NeuN (flèche rouge, Figure 3-12). L’analyse des intensités de fluorescence relative aux 

deux canaux utilisés pour NeuN et PARL en utilisant le logiciel ImagePro permet 

d’obtenir un graphique illustrant les variations d’intensité de fluorescence dans une zone 

(Figure 3-13). Ce graphique illustre clairement l’existence des gradients d’expression de 

PARL et de NeuN. Dans les couches internes la zone granulaire et subgranulaire, une 

intensité maximale de fluorescence pour le canal PARL (100%) est corrélée à une 

expression minimale de NeuN (0%). A l’opposé, dans les couches externes, une intensité 

de fluorescence maximale pour NeuN (100%) est corrélée à des niveaux réduits d’intensité 

de fluorescence pour PARL (27%).  

Chez l’animal jeune, la majorité des cellules PARL-positives n’expriment pas le 

marqueur astrocytaire GFAP. Cependant, quelques cellules co-expriment GFAP et PARL 

(Figure 3-14). 

L’expression de PARL fluctue en fonction de l’état de prolifération/différenciation des cellules 

neuronales. Fortement exprimée dans les cellules mitotiques et en cours de différenciation, PARL 

est faiblement exprimée dans les neurones ou les cellules gliales matures. 
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Figure 3-12 : Co-expression de PARL avec le marqueur neuronal tardif NeuN au niveau 

de la SGZ à P14.  

Images obtenues en microscopie en fluorescence classique avec les anticorps  anti-PARL 

(4NT) et anti-NeuN. Notez le gradient inverse d’expression de PARL (flèche verte) par 

rapport au gradient d’expression de NeuN (flèche rouge). 
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Figure 3-13 : Illustration du gradient inverse PARL/NeuN dans la zone granulaire du 

gyrus denté (P14).  

A l’aide du logiciel ImagePro, l’analyse des pourcentages relatifs de l’intensité maximale 

de fluorescence pour chaque canal en fonction de la distance fait apparaître le gradient 

inverse d’expression de PARL et NeuN des couches externes de la zone granulaire vers les 

couches internes. 
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Figure 3-14 : Co-expression de PARL avec le marqueur astrocytaire GFAP dans la la 

zone granulaire du gyrus denté de souris âgée de 7 j.  

Des sections longitudinales sont analysées double-immunohistochimie en microscopie 

confocale avec l’anticorps anti-PARL 4NT et l’anticorps anti-GFAP. La majorité des 

cellules PARL-positives sont PCNA-négatives (flèches blanches). Cependant, quelques 

cellules GFAP-positives expriment aussi PARL (tête de flèche blanche) (barre d’échelle : 25 

µm). 
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3.4 Etude immunohistochimique de l’expression de PARL dans le 
cerveau de souris adulte 

3.4.1 Zones d’expression  

L’immunoréactivité pour PARL dans le cerveau adulte de rongeurs est restreinte à 

des zones très précises du cerveau : au niveau de la zone subgranulaire (SGZ) du gyrus 

denté de l’hippocampe, de la zone subventriculaire (SVZ) et du courant migratoire rostral 

(RMS), ainsi que dans une portion du bulbe olfactif (non montré) (Figure 3-15).  
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Figure 3-15 : Expression de PARL dans la formation hippocampique et la zone 

subventriculaire chez la souris adulte.  

Des cellules de la zone subgranulaire (SGZ) du gyrus denté (DG) et de la zone 

subventriculaire (SVZ) sont immunoréactives pour PARL. Image composite obtenue par 

immunohistochimie avec l’anticorps anti-PARL 4NT, révélé par immunofluorescence. vl, 

ventricule latéral; gl, couche granulaire; ml, couche moléculaire; CA1-3, régions des 

Cornes d’Ammon -1 et -3 (barre d’échelle : 100 µm). 
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Dans ces zones, les cellules PARL-positives forment une population discrète, 

particulièrement au niveau de la SGZ où seules quelques cellules sont immunoréactives 

pour PARL. Ces cellules ont une morphologie particulière caractérisée par leur petite taille 

(diamètre ≤ 5µm) et la forme souvent allongée des noyaux.  

3.4.2 Co-expression de PARL avec des marqueurs de 
prolifération/différenciation du SNC adulte 

3.4.2.1 Co-expression de PARL avec les marqueurs de prolifération PCNA et BrDU 

Les cellules immunoréactives pour PARL et PCNA sont visualisées par double 

immunofluorescence dans des sections de cerveau de souris adulte. La distribution de 

l’immunoréactivité pour PCNA dans la région subgranulaire du gyrus denté, dans la 

région subventriculaire, au niveau du courant migratoire rostral et du bulbe olfactif 

corrobore les études précédentes (Ino et Chiba, 2000) (Figure 3-16B). Au niveau de la SVZ 

et SVZ, les zones d’immunoréactivité pour PCNA recouvrent partiellement les zones 

d’immunoréactivité pour PARL (Figure 3-16C) Ainsi, la majorité des cellules PCNA-

positives co-expriment PARL (flèches blanches (Figure 3-16C), panneau gauche et droit). 

En revanche, certaines cellules PARL-positives n’expriment pas PCNA, particulièrement 

au niveau de la SGZ (Figure 3-16B). À l’inverse, certaines cellules de la SGZ et de la SVZ 

sont PCNA-positives mais n’expriment pas PARL. 

 Pour compléter ces données, nous avons utilisé le BrDU, un autre marqueur qui 

permet d’identifier les cellules en prolifération. Les cellules immunoréactives pour PARL 

et le BrDU sont visualisées par double immunofluorescence dans des sections de cerveau 

de souris adulte préalablement traitées au BrDU. La distribution de l’immunoréactivité 

pour le BrDU dans le noyau des cellules de la région subgranulaire du gyrus denté et dans 

la région subventriculaire confirme des études antérieures (del Rio et Soriano, 1989) 

(Figure 3-17B). Au niveau de la SVZ et SVZ, certaines cellules sont immunoréactives pour 

PARL et le BrDU (flèches blanches, Figure 3-17C). En revanche, la plupart des cellules 

PARL-positives n’ont pas incorporé le BrDU. D’autre part, certaines cellules ayant 

incorporé le BrDU n’expriment pas PARL. 
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Figure 3-16 : Co-expression de PARL avec le marqueur mitotique PCNA dans la zone 

subventriculaire (A) et la zone subgranulaire (B) du gyrus denté de souris adulte.  

Des sections longitudinales sont analysées par double-immunohistochimie avec 

l’anticorps anti-PARL 4NT et l’anticorps anti-PCNA. De nombreuses cellules PARL-

positives expriment aussi PCNA. Certaines cellules PCNA-positives sont PARL-négatives. 

La majorité des cellules PARL-positives sont PCNA-négatives (barre d’échelle : 50 µm et 

100 µm respectivement). 
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Figure 3-17 : Les cellules nouvellement générées de la SVZ (A) et de la SGZ du gyrus 

denté (B, C) expriment PARL.  

Images obtenues en microscopie confocale montrant la localisation de PARL (anticorps 

4NT) dans les cellules ayant incorporé le BrDU (têtes de flèches blanches). Certaines 

cellules BrDU-négatives sont PARL-positives (flèches blanches). Le set C montre un plus 

fort grossissement de l’encadré présenté en B (barre d’échelle : 50 µm (A,B) et 15 µm (C)). 
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3.4.2.2 Co-expression de PARL avec le marqueur neuronal précoce TuJ-1 

Les cellules immunoréactives pour PARL et TuJ-1 sont visualisées par double 

immunofluorescence dans des sections de cerveau de souris adulte. Au niveau du gyrus 

denté de l’hippocampe et en accord avec la littérature (Menezes et Luskin, 1994; Memberg 

et Hall, 1995), l’immunoréactivité pour TuJ1 est distribuée dans tout le cytoplasme des 

neurones de la zone granulaire et subgranulaire, seul le noyau n’est pas marqué (Figure 

3-18). La population des cellules PARL- positives est très faible par rapport à l’ensemble de 

la population TuJ-1-positive. Cependant, au niveau de la SGZ, certaines cellules co-

expriment TuJ-1 et PARL (flèches blanches, Figure 3-18B). La co-expression apparaît 

évidente à un plus fort grossissement (Figure 3-18B). Ainsi, PARL est exprimée dans les 

neurones immatures et matures du cerveau.  

3.4.2.3 Absence de co-expression avec le marqueur neuronal tardif NeuN et le 
marqueur glial GFAP chez l’adulte  

Pour visualiser les cellules terminalement différenciées du cerveau, nous avons 

utilisé le marqueur de neurones matures NeuN et le marqueur de cellules gliales matures 

GFAP. Les zones d’immunoréactivité pour NeuN et GFAP sont cohérentes avec la 

littérature et les populations marquées avec NeuN ou GFAP sont distinctes (Hajos et 

Kalman, 1989; Mullen et al., 1992). Ainsi, au niveau de la zone subventriculaire, les cellules 

ne sont pas immunoréactives pour NeuN, les populations NeuN positives apparaissent 

situées dans des régions plus distales (panneau gauche, Figure 3-19B). La population de 

cellules PARL-positives de la SVZ n’exprime pas NeuN (Figure 3-19A). Au niveau du 

gyrus denté de l’hippocampe, une large population de neurones de la zone subgranulaire 

externe est fortement immunoréactive pour NeuN (Figure 3-19B). La population de 

cellules PARL positives est beaucoup plus restreinte et située dans la zone subgranulaire 

interne bordant le hylus du gyrus denté (Figure 3-19B) et coexiste en partie avec des 

neurones NeuN positifs. Cependant, l’utilisation d’un plus fort grossissement (Figure 

3-19C), montre que les cellules PARL positives sont distinctes des cellules NeuN positives. 

D’autre part, la population PARL positive se distingue des cellules NeuN positives par la 

morphologie cellulaire : les noyaux sont beaucoup plus petits. D’autre part, les cellules de 

la SGZ immunoréactives pour PARL n’expriment pas le marqueur glial GFAP. 
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Figure 3-18 : Co-expression de PARL avec le marqueur de neurones matures et 

immatures TuJ-1 dans la SGZ du gyrus denté de l’hippocampe de souris adulte.  

Images obtenues en microscopie en fluorescence classique (A) et en microscopie confocale 

(B) montrant que les neurones marqués avec l’anticorps TuJ-1 qui reconnaît l’isoforme de 

la β-III tubuline expriment PARL (anticorps 4NT). Le set B montre un plus gros 

grossissement de la zone encadrée en A, les flèches blanches indiquent des neurones 

PARL-positifs/TuJ-1 positifs (barre d’échelle : 50 µm et 20 µm respectivement). 
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Figure 3-19 : Absence de co-expression de PARL avec le marqueur neuronal tardif NeuN 

au niveau de la SVZ (A) et de la SGZ du gyrus denté (B, C).  

Images obtenues en microscopie en fluorescence classique (A, B) et confocale (C) montrant 

l’absence de co-localisation PARL (anticorps 4NT) et NeuN (anticorps anti-NeuN). Le set 

C montre un plus fort grossissement de l’encadré présenté en B (barre d’échelle : 50 µm et 

10 µm respectivement). 
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Figure 3-20 : Absence de co-expression de PARL avec le marqueur astrocytaire GFAP au 

niveau de la SGZ du gyrus denté.  

Images obtenues en microscopie en fluorescence classique par double marquage anti-

PARL (anticorps 4NT) et anti-GFAP (anticorps anti-GFAP) (barre d’échelle : 50 µm). 
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Chez l’adulte, l’expression de PARL est restreinte à la SGZ, à la SGZ du gyrus denté de 

l’hippocampe, au RMS et au bulbe olfactif. D’autre part, seules les cellules souches neurales et les 

neurones indifférenciés expriment PARL. 

3.5 Identification des partenaires cellulaires de la  PARL par le biais 
d’un système de double-hybride en levures  

Cette dernière approche a été menée dans le laboratoire du Dr Luca Pellegrini. J’ai réalisé par 

moi-même l’ensemble des étapes du système de double-hybride présentées dans le chapitre 2. J’ai 

également participé à l’analyse des clones séquencés. 

3.5.1 Résultats du criblage par Y2H 

Pour identifier les protéines correspondant aux ADNc isolées par le biais du système 

de Y2H, chaque séquence est soumise à une recherche sur une banque de données 

protéiques non redondante (nr database) en utilisant le programme BLAST disponible sur 

le serveur NCBI (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Ce programme compare la 

séquence protéique entrée avec les séquences protéiques répertoriées dans la banque et 

fournit en réponse les séquences produisant des alignements significatifs avec la séquence 

d’entrée, en précisant le pourcentage de similarité. Nous avons ainsi pu identifier les 

protéines interagissant potentiellement avec les différentes régions de PARL utilisées 

comme appât. Bien que le Y2H soit un système puissant de détection d’interaction 

protéine-protéine, se pose toujours le problème des faux positifs qui représentent une part 

importante des clones sélectionnés. Les faux positifs correspondent en majorité à des 

protéines interagissant de manière aspécifique (sticky proteins) avec l’appât. La plupart de 

ces faux positifs sont recensées dans des banques de données sur les faux positifs   obtenus   

en  routine  par   Y2H (i.e. http://www.fccc.edu/research/ labs/golemis /Interaction 

Trap InWork.ht mL). Ainsi nous avons retrouvé parmi les clones sélectionnés des facteurs 

d’élongation, la ferritine, des lamines, des protéines de choc thermique (HSP), l’ubiquitine, 

des protéines du protéasome ou encore des protéines ribosomales qui sont tous des faux 

positifs. Pour l’appât HP317-379, nous avons ainsi éliminé ~70% des clones correspondant 

aux faux positifs, pour l’appât HP1-96, 60% des clones sélectionnés se sont avérés des faux 

positifs (Tableau 3-2). Ainsi,  36 interacteurs potentiels ont été isolés pour l’extrémité C-

terminale de PARL, et 97 interacteurs potentiels pour l’extrémité N-terminale. 

http://www.fccc.edu/research/labs/
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Le Tableau 3-2 résume le nombre clones criblés pour chaque appât et chaque 

librairie ainsi que le nombre de clones positifs séquencés. 

 

 

Appât utilisé HP317-379 HP1-96 

Librairie utilisée Cerveau humain Cerveau humain HeLa 

Nombre de clones criblés 2,2.106 1,5.106 1,8.106

Nombre de clones séquencés 107 96 144 

Interacteurs potentiels 36 38 59 

 

Tableau 3-2 : Résultats des criblages par le système de double-hybride en Levures.  

Deux appâts ont été utilisés PARL-NT (aa 1-96) et PARL-CT (aa 317-379). Une librairie de 

cerveau fœtal humain et une librairie de cellules HeLa ont été criblées. 

 

3.5.2 Analyse bioinformatique des interacteurs potentiels  

En collaboration avec le Dr. Eugene Koonin (NIH, Bethesda, Etats-Unis), une analyse 

bioinformatique  poussée a été réalisée de manière à sélectionner parmi les candidats 

restants les protéines les plus aptes à l’interaction avec PARL. Parmi ces interacteurs 

potentiels plusieurs facteurs de transcription ont été identifiés. Leur caractérisation est en 

cours dans le laboratoire du Dr Pellegrini. 
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4 DISCUSSION 
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Les membres de la super-famille RHO sont des sérines-protéases assurant la RIP 

Pour approcher la fonction biochimique de PARL, nous avons conduit une analyse 

phylogénétique sur l’ensemble des membres de la super-famille RHO à laquelle appartient 

PARL. Une première analyse de ses membres démontre que la super-famille RHO est 

présente à tous les niveaux évolutifs, chez les eucaryotes, procaryotes et archæbactéries. 

Une expansion de la super-famille RHO est observée chez les eucaryotes dont le nombre 

de gènes codant pour des Rhomboids est augmenté par rapport aux niveaux évolutifs 

inférieurs, suggérant une diversification fonctionnelle des Rhomboids chez les eucaryotes 

(cf. 3.1.1). L’alignement multiple des séquences des membres de la super-famille RHO 

révèle la présence d’un noyau conservé de 6 domaines TMH présent chez tous les 

membres recensés. Les domaines d’homologie sont concentrés dans les hélices 

transmembranaires de ces domaines. Or, les protéines munies de multiples domaines 

transmembranaires ne sont en général pas particulièrement conservées par l’évolution. 

Une recherche sur les banques de données recensant les COGs (Cluster of Orthologous 

Groups) montre que la super-famille des Rhomboids constitue une exception (Galperin et 

Koonin, 1999; Tatusov et al., 2001). Non seulement cette famille est présente à tous les 

niveaux évolutifs, mais la conservation évolutive de certains résidus présents dans le 

noyau conservé de 6 TMH est étonnante et peu caractéristique des protéines non-

enzymatiques membranaires comme les transporteurs (Mushegian et Koonin, 1996; 

Pellegrini et al., 2001). Ceci laisse suggérer une activité enzymatique intramembranaire 

pour cette famille. Cette hypothèse est confirmée par la présence de résidus hautement 

conservés évolutivement dans les TMH. Notamment, à l’intérieur du noyau conservé, se 

retrouvent les acides aminés catalytiques caractérisés chez Rhomboid-1 de la Drosophile 

(Urban et al., 2001). Ainsi, la sérine catalytique située dans le domaine TMH4 du noyau 

conservé, et centrée sur le motif GxSxG caractéristique des protéases à sérine activée  

(Brenner, 1988) se retrouve chez tous les membres de la famille, à deux exceptions près, 

accompagnée de l’histidine catalytique du TMH6. Le domaine TMH2 contient également 

deux autres résidus histidines et un résidu asparagine conservés chez une grande majorité 

des protéines Rhomboids. L’asparagine conservée est nécessaire pour le clivage de Spitz 

(Urban et al., 2001), cependant, la fonction des autres résidus conservés reste inconnue. Il 

est fortement envisageable qu’ils participent également à la catalyse. La protéine PARL 
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possède tous ces résidus catalytiques, ce qui suggère fortement qu’elle possède aussi une 

activité de sérine-protéase, tout comme Rhomboid-1. En revanche, certains membres 

eucaryotes ne possèdent pas l’histidine ou la sérine catalytique  et correspondraient 

vraisemblablement à des protéases inactivées. Ces formes inactivées pourraient être des 

régulateurs des protéases actives, agissant par exemple comme des dominants négatifs.  

Ces résultats suggèrent très fortement que l’ensemble des membres de la super-famille 

RHO, y compris la protéine PARL, possédant le motif catalytique sont des sérines-protéases 

assurant la protéolyse intramembranaire régulée.  

Les membres eucaryotes de la super-famille RHO sont subdivisés en deux sous-

familles distinctes : les Rhomboids et les PARLoids 

Nos analyses bioinformatiques montrent l’existence de deux sous-familles 

eucaryotes distinctes au sein de la super-famille Rhomboid, les Rhomboids d’un côté et les 

PARLoids de l’autre (cf. 3.1.2). Cette hypothèse est supportée par l’histoire évolutive 

particulière de la super-famille Rhomboid. En effet, bien que les Rhomboids soient 

représentées à tous les niveaux évolutifs, l’arbre phylogénétique de la super-famille RHO 

ne suit pas les scénarii classiques communément acceptés pour expliquer l’origine et la 

dissémination d’une famille de protéines conservées. Par exemple, le scénario impliquant 

un clivage majeur entre les lignées archæ-eucaryotes et bactériennes (Brown et Doolittle, 

1997) n’est pas envisageable vu l’hétérogénéité phylogénétique des sous-ensembles 

Rhomboids qui ne définissent pas de clades monophylétiques. Le "scénario mitochondrial" 

postulant l’acquisition de gènes par les eucaryotes à partir d’un endosymbionte 

mitochondrial et sa dissémination subséquente par transferts de gènes verticaux, c’est à 

dire des niveaux évolutifs inférieurs vers les niveaux supérieurs, n’est pas non plus 

envisageable (Lang et al., 1999).  

Pour expliquer la structure inhabituelle de l’arbre phylogénétique de la super-

famille RHO, il faut envisager une histoire évolutive différente des scénarii classiques et 

faisant intervenir de multiples transferts de gènes horizontaux ou latéraux (TGH). Ainsi, la 

famille des Rhomboids a pu émerger dans une lignée bactérienne et être disséminée par 

TGH dans certaines lignées, puis perdue par d’autres lignées. Les Rhomboids des 

archæbactéries et des eucaryotes, quant à elles, semblent avoir été acquises au cours de 
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deux évènements indépendants. Depuis quelques années, une importance croissante est 

accordée aux transferts de gènes horizontaux comme évènements majeurs dans l’évolution 

des eucaryotes (Jain et al., 1999; Salzberg et al., 2001). En effet, il a été suggéré que les 

premiers temps de l’évolution des eucaryotes ont été dominés par des TGH issus de 

multiples symbiotes bactériens (Koonin, 2002). En particulier, au moins deux évènements 

de TGH semblent avoir été à l’origine des Rhomboid eucaryotes, l’un ayant donné 

naissance à la sous-famille Rhomboids et l’autre à la sous-famille des PARLoids. En 

considérant la représentation extensive des deux sous-famille eucaryotes, les PARLoids et 

les Rhomboids ont du être acquises via TGH de manière précoce au cours de l’évolution 

des Eucaryotes. Les PARLoids et les Rhomboids forment donc deux sous-familles 

distinctes évolutivement. 

Cette distinction est confortée par une organisation structurale différente autour du 

noyau catalytique conservé de 6 TMH (Figure 4-1). La sous-famille Rhomboid prototypée 

par Rhomboid-1 possède en plus du cœur conservé de 6 TMH un domaine 

supplémentaire positionné en C-terminal. La deuxième sous-famille prototypée par la 

protéine PARL adopte une structure différente : le domaine supplémentaire est ajouté en 

N-terminal. Ces domaines supplémentaires pourraient ajouter des fonctionnalités 

différentes entre les PARLoids et Rhomboids eucaryotes. Ainsi, bien que Rhomboid et 

PARL assurent la même fonction biochimique de sérine-protéase, les deux sous-familles 

sont distinctes et la protéine PARL devient donc le prototype d’une nouvelle sous-famille 

de sérines-protéases assurant la protéolyse intramembranaire régulée.  

Scénario évolutif pour l’acquisition de la protéolyse intramembranaire régulée 

assurée par la super-famille RHO 

La distribution phylogénétique de la super-famille RHO montre que cette protéase 

membranaire est extrêmement conservée. Cependant, son absence chez quelques espèces 

montre qu’elle ne serait cependant pas essentielle pour la survie cellulaire. Il est 

envisageable que l’ancêtre ultime de la famille des Rhomboids ait évolué à partir d’une 

forme plus primitive de protéine membranaire non-enzymatique, probablement un 

transporteur, qui aurait été impliqué dans l’export de peptides-signal chez les bactéries 



 
(Figure 4-2). Le site actif protéolytique aurait évolué suite à l’émergence aléatoire d’acides 

aminés catalytiques à l’intérieur de deux ou trois domaines transmembranaires.  
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Figure 4-1 : Évolution des deux sous-familles eucaryotes de la super-famille des RHO : 

PARLoids et Rhomboids.  

A partir du noyau conservé RHO de 6 TMH retenant l’activité catalytique de sérine-

protéase, des domaines supplémentaires ont été ajoutés au cours de l’évolution, conférant 

des fonctionnalités différentes aux deux sous-familles. Le domaine supplémentaire des 

Rhomboids est en C-terminal alors que celui des PARLoids est en N-terminal. 
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Ces évènements auraient permis la transition d’une fonction de transport simple vers une 

fonction de libération contrôlée par la RIP de molécules-signal. L’émergence de la RIP 

aurait constitué une avancée vers la communication intercellulaire, conférant un avantage 

sélectif aux bactéries ayant fixé ces mutations. Le gène aurait ensuite été disséminé par 

HGT et fixé chez de nombreux organismes (Figure 4-2). Nous pouvons envisager que 

l’acquisition de la RIP ait joué un rôle central pour l’évolution vers des organismes 

multicellulaires. La nécessité de la conservation de l’activité protéolytique a verrouillé la 

famille des Rhomboids dans un régime d’évolution lente, ce qui a conduit à la similarité 

significative entre les différents membres de la famille. Ce scénario évolutif à partir d’une 

fonction de transport vers la RIP pourrait être applicable à d’autres enzymes 

membranaires, incluant des RIP-protéases comme les présénilines et leurs homologues qui 

définissent une large famille également présente à tous les niveaux évolutifs (Pellegrini et 

al., 2001; Ponting et al., 2002). 

Son appartenance à la classe des RIP protéases place PARL dans un contexte très 

intéressant en matière de transduction du signal. De plus en plus de voies de signalisation 

cellulaires essentielles pour le développement d’organismes aussi divers que C. elegans, D. 

melanogaster ou les mammifères apparaissent régulées par la RIP (Urban et Freeman, 2002). 

Particulièrement, un rôle de plus en plus important est accordé à la RIP dans les voies de 

transduction du signal au niveau neuronal ainsi que dans le développement du cerveau des 

Vertébrés (Ye et Fortini, 2000; Ebinu et Yankner, 2002). En effet, les présénilines, constituant la 

deuxième grande famille de RIP-protéases caractérisée jusqu’à maintenant assurent le clivage de 

substrats neuronaux, que ce soit Notch, APP ou encore le récepteur aux EGF ErbB4 (cf.  1.2.2. et 

1.4.1.2). La protéolyse intramembranaire régulée conduit dans les trois cas à la libération de 

facteurs de transcription essentiels pour le contrôle de voies développementales ou pathogéniques 

(Ebinu et Yankner, 2002). L’ARNm de PARL étant détectable dans le cerveau adulte (Pellegrini et 

al., 2001), nous avons voulu préciser la fonction cellulaire de l’activité RIP-protéase de PARL dans 

le cerveau. 
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Figure 4-2 : Scénario hypothétique pour l’origine et la dissémination de la super-famille 

de protéases Rhomboid.  

La figure montre schématiquement les trois étapes d’évolution de la famille Rhomboid. I– 

L’ancêtre primitif de la famille Rhomboid a une fonction de transporteur pour un peptide 

régulateur dans une lignée bactérienne. II– Le site catalytique de la protéase 

intramembranaire subit une transition vers le mécanisme de RIP pour la libération 

contrôlée du peptide régulateur. III– L’émergence de la RIP est suivie d’une explosion de 

transferts de gènes horizontaux (TGH). R, peptide régulateur; les hélices 

transmembranaires du noyau conservé des Rhomboid sont notifiées par des rectangles 

numérotés de 1 à 6, leur topologie dans la membrane est celle proposée par Urban et al. 

(Urban et al., 2001). L’histidine et la sérine catalytiques sont reliées par un trait discontinu 

qui montre le système de transfert de charge de la protéase; les autres résidus 

potentiellement catalytiques ne sont pas mentionnés (d’après Koonin et al., 2003). 
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PARL est une protéine membranaire exprimée dans le cerveau de souris  

Les analyses en Northern Blot conduites précédemment montrent que le gène de PARL est 

exprimé de manière ubiquitaire dans tous les tissus adultes et fœtaux testés, mais à des 

niveaux différents (Pellegrini et al., 2001). Particulièrement, de forts niveaux d’expression 

de l’ARNm sont observés dans le cerveau humain fœtal et adulte (Pellegrini et al., 2001). 

Nous avons généré avec succès l’anticorps polyclonal anti-PARL T2 qui reconnaît 

spécifiquement la protéine PARL en western-blot. Nos études confirment l’expression de 

la protéine PARL dans le cerveau de souris (Figure 3-3). De plus, la distribution sub-

cellulaire de PARL montre qu’elle est concentrée dans les fractions membranaires, et 

particulièrement dans les fractions contenant de la membrane plasmique (Figure 3-4). Ces 

résultats corroborent nos analyses bioinformatiques qui indiquaient que PARL est une 

protéine membranaire, comme tous les membres de la famille Rhomboid et toutes les 

autres RIP-protéases caractérisées jusqu’à maintenant. PARL est également détectée dans 

la fraction synaptosomale correspondant aux vésicules synaptiques associées à la 

membrane présynaptique, ce qui laisse suggérer qu’elle est présente sur toute la surface 

des neurones. D’autre part, la protéine PARL concentrée dans la fraction enrichie en 

membrane plasmique (LP1) apparaît à un PM supérieur (10 kDa environ de plus que le 

PM prédit de 42 kDa) (Figure 3-4), ce qui laisse supposer qu’après son transport et son 

insertion dans la membrane plasmique, PARL subit des modifications post-

traductionnelles. De nombreux exemples de protéases subissant des modifications post-

traductionnelles multiples sont représentés dans la littérature. Par exemple, BACE, la 

protéase assurant le premier clivage de APP au site β (cf. 1.3.1.1; Figure 1-4) subit une N-

glycosylation dans les compartiments sécrétoires (Haniu et al., 2000) et est également 

palmitoylée dans son domaine cytoplasmique (Benjannet et al., 2001) et enfin 

phosphorylée (Capell et al., 2000; Haniu et al., 2000; Huse et al., 2000; Walter et al., 2001). 

Ces modifications régulent son trafic entre les compartiments sécrétoires et son activité 

enzymatique. La préséniline-1 subit des phosphorylations multiples par les protéines-

kinases A et C (PKA, PKC) (De Strooper et al., 1997; Seeger et al., 1997; Kirschenbaum et al., 

2001), la glycogène-synthase-kinase-3β (GSK-3β) (Kirschenbaum, Hsu et al. 2001) et la 

kinase 5 cycline-dépendante (cdk5/p35) (Lau et al., 2002). Ces modifications contrôlent 

l’endoprotéolyse de PS-1 et contribuent à stabiliser l’hétérodimère fonctionnel (cf. 1.3.1.2). 

Bien qu’aucun site consensus de phosphorylation, de lipidation ou de glycosylation ne soit 
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détecté sur la séquence de PARL, ces types de modification ne peuvent être exclues. Ces 

modifications post-traductionnelles de PARL pourraient moduler son activité de RIP-

protéase. Une autre possibilité pour expliquer cette forme de PARL de PM plus élevé 

envisage un épissage alternatif de l’ARNm de PARL conduisant à la formation de 

plusieurs isoformes de PM différents. 

PARL est donc une protéine transmembranaire exprimée dans le cerveau de souris. Les 

travaux précédents ont également montré son expression dans le cerveau foetal (Pellegrini et al., 

2001), nous nous sommes alors intéressés à son profil d’expression au cours du développement du 

cerveau, particulièrement pendant la période postnatale. 

Le profil d’expression de PARL est régulé dynamiquement au cours du 

développement postnatal du cerveau de souris 

Au cours du développement embryonnaire précoce, des mouvements 

morphogénétiques de cellules précurseurs établissent les rombhomères du 

rhombencéphale, la couche germinale externe du cervelet et les limites latérales du 

télencéphale. Au milieu de la gestation, après le début de la neurogenèse primaire dans les 

zones ventriculaires, les cellules post-mitotiques vont migrer de manière orientée le long 

d’un réseau formé de fibres gliales, établissant les premières couches neuronales (Hatten, 

1999). À la naissance, la neurogenèse primaire est donc achevée et les structures 

principales du cerveau sont en place. Au cours du développement postnatal, une seconde 

vague de neurogenèse va produire en grand nombre des interneurones destinés au cortex 

cérébral, au cortex du cervelet, à la formation hippocampique et au bulbe olfactif. Nous 

avons étudié le profil d’expression de PARL au cours de cette période de développement 

postnatal du cerveau de souris, à partir de la naissance. Nos analyses 

immunohistochimiques montrent que l’expression de PARL est restreinte temporellement 

et spatialement au cours du développement postnatal du cerveau de souris. Ainsi, chez les 

nouveau–nés, PARL est largement exprimée dans le néocortex, le cervelet, la zone 

subventriculaire et toute la formation hippocampique, les structures majeures du cerveau 

qui subissent un remodelage important durant la période postnatale (Hatten, 1999). Un 

parallèle intéressant peut être fait entre l’évolution du profil d’expression de PARL et l’état 

de différenciation de chacune des structures où elle est exprimée.  
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Formation hippocampique  

À la naissance (jour postnatal 0 ou P0), l’organisation de la formation hippocampique 

est encore très rudimentaire et est le siège d’une activité mitotique intense. PARL est 

fortement exprimée dans toute la formation. La région des cornes d’Ammon (CA1-3) 

montre une expression de PARL forte à la naissance et qui disparaît graduellement, 

d’abord du CA3 (entre P7 et P11), puis du CA1 (entre P14 et P21). Or, les neurones 

pyramidaux du CA se différencient suivant un gradient morphogénétique : les neurones 

du CA3ab qui ont été générés très tôt au cours du développement embryonnaire (E17 pour 

le rat), se différencient en premier, puis  ce sont les cellules du CA1 générées un peu plus 

tardivement  (E19 pour le rat), qui arrivent à maturité (Bayer et Altman, 1975; Bayer, 

1980a, b). L’expression de PARL diminue donc dans les zones en différenciation et se 

maintient dans les zones encore en prolifération. La zone proliférative secondaire dérivée 

du neuroépithélium primaire embryonnaire et située à l’emplacement du futur gyrus 

denté est le siège d’une activité mitotique intense (Hatten, 1999) et toutes les cellules la 

constituant expriment PARL. Les cellules précurseurs des cellules granulaires y subissent 

une expansion clonale qui va générer 85% des neurones de l’hippocampe au cours de la 

première semaine de vie postnatale (de P0 à P4) chez le rat (Altman et Bayer, 1990a, b, c). 

Ces neurones vont former d’abord l’aile supérieure puis l’aile inférieure du gyrus denté. 

C’est précisément dans l’aile inférieure que l’expression de PARL est la plus importante 

(Figure 3-7). Dans le gyrus denté, une seule couche cellulaire reste indifférenciée pendant 

toute la vie de l’animal: la zone subgranulaire. Et c’est précisément dans cette zone que 

l’on retrouve une expression résiduelle de PARL dès P21. En effet, à P21, le profil 

d’expression de PARL est comparable à celui observé chez l’adulte, avec une 

immunoréactivité résiduelle au niveau de la SGZ du gyrus denté, de la SVZ, du RMS et du 

bulbe olfactif, les zones de neurogenèse chez l’adulte. L’expression de PARL est donc 

restreinte aux populations en prolifération ou en phase précoce de différenciation 

neuronale.  

Cortex cérébral 

À P0, les couches corticales sont organisées de manière très grossière et sont toutes 

fortement immunoréactives pour PARL (Figure 3-8). Dans le néocortex en développement, 

une autre zone proliférative secondaire se développe au-dessus de la zone proliférative 
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primaire générée pendant l’embryogenèse. Cette zone subventriculaire (SVZ) va donner 

naissance à des cellules gliales et des neurones dans la période postnatale précoce. 

L’expression de PARL décroît graduellement avec l’âge pour disparaître des couches 

inférieures à P7 et des couches supérieures à P11. Or, plusieurs vagues de migration 

radiale au cours de la première semaine postnatale vont conduire à une organisation 

progressive des différentes couches. Les neurones générés précocement occupent les 

couches inférieures alors que les neurones générés plus tardivement peuplent les couches 

externes. Dans le cortex, l’expression de PARL disparaît donc d’abord des couches  qui se 

différencient en premier, mais se maintient dans les couches I-III générées plus 

tardivement. A P11, le cortex a fini sa phase de prolifération et de migration et l’expression 

de PARL est absente. L’expression de PARL est donc là encore inversement corrélée à 

l’état de différenciation. 

Cortex du cervelet 

À P0, le cervelet adopte une structure très rudimentaire. Des trois couches cellulaires 

qui vont constituer le cortex du cervelet mature, seule la couche de cellules de Purkinje (pl) 

générées au cours du développement embryonnaire est en place. PARL est exprimée dans 

tout le cervelet, particulièrement au niveau de la couche granulaire externe (egl). Cette 

couche temporaire est le siège d’une activité mitotique intense des précurseurs neuronaux. 

Tout comme la zone du gyrus denté et la SVZ, cette couche est une zone proliférative 

secondaire constituée à partir de précurseurs de cellules granulaires situés dans la zone 

ventriculaire adjacente au 4ième ventricule  (Hatten, 1999). Après une expansion clonale 

dans la couche granulaire externe, les cellules granulaires entament leur différenciation et 

commencent une migration radiale à travers la couche de cellules de Purkinje pour former 

la couche granulaire interne. PARL commence à être détectée dans l’igl, dès le début de sa 

formation. Ces cellules marquées sont vraisemblablement des neurones indifférenciés qui 

ont commencé à exprimer PARL dans l’egl et qui ont migré vers l’igl. Au terme de cette 

migration, les cellules granulaires terminent leur différenciation pour former l’igl mature 

entre P11 et P14 (Altman, 1972a, b, c; Altman et Bayer, 1985a, b, c), l’expression de PARL 

disparaît alors de l’igl. Lorsque l’igl est pleinement constituée, la période proliférative 

dans l’egl se termine, l’egl régresse alors. À P11 l’egl est déjà très réduite, à P14 elle a 

quasiment disparu, seules quelques cellules résiduelles PARL-positives la peuplent 



 

- 115 - 

(Figure 3-9). Enfin, dès P21 ne restent que les trois couches corticales du cervelet : la 

couche moléculaire externe (ml) contenant les axones des cellules granulaires et les 

dendrites des cellules de Purkinje, la couche de cellules de Purkinje (pc) et enfin la couche 

granulaire interne (igl). L’expression de PARL n’est pas détectée dans ces couches 

différenciées. L’expression de PARL est donc limitée à la phase proliférative et au début de 

la différenciation des cellules granulaires du cervelet.  

Ainsi, au cours du développement postnatal du cerveau de souris, l’expression de PARL est 

limitée aux zones prolifératives secondaires. Lorsque la période proliférative se termine et que les 

neurones issus de ces zones prolifératives secondaires entrent en différenciation, l’expression de 

PARL décroît. PARL aurait donc un rôle dans la prolifération ou les étapes précoces de la 

différenciation neuronale. PARL serait donc sélectivement exprimée dans les cellules prolifératives 

ou les neurones immatures. Pour valider cette hypothèse, nous avons réalisé des co-marquages avec 

des marqueurs de prolifération/différenciation du SNC.  

PARL est exprimée dans les cellules en prolifération et les neurones 

indifférenciés 

Les co-marquages indiquent que PARL est exprimée dans les cellules PCNA 

positives du cortex et du cervelet (non montré), du gyrus denté et de la SVZ (Figure 3-10). 

La protéine PCNA (Proliferative Cellular Nuclear Antigen) est utilisée comme marqueur 

physiologique ou pathologique des cellules en prolifération (Ino et Chiba, 2000). PCNA 

fonctionne comme une protéine auxiliaire des DNA polymérases δ et ε et est requise pour 

la réplication et la réparation de l’ADN. PCNA est un marqueur général des cellules en 

prolifération : synthétisée en fin de phase G1-début de phase S, son expression précède 

immédiatement le début de la synthèse d’ADN, culmine en phase S et décline en phase 

G2/M. Son expression décline également lorsque les cellules deviennent quiescentes (Ino 

et Chiba, 2000). PARL est donc exprimée dans les cellules en prolifération, 

vraisemblablement des cellules précurseurs neuronales des zones prolifératives 

secondaires. D’autre part, PARL est co-exprimée avec l’isoforme neuro-spécifique de la 

β−III tubuline reconnue par l’anticorps TuJ-1 (Figure 3-11). L’expression de cette protéine 

du cytosquelette neuronal est initiée juste avant la mitose finale des précurseurs 

neuronaux et constitue donc un évènement précoce de la différenciation neuronale 
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(Memberg et Hall, 1995). L’abondance de cette isotype de la tubuline augmente en 

conjonction avec l’état de différenciation neuronale et son expression perdure chez les 

neurones matures (Menezes et Luskin, 1994). PARL est donc aussi bien exprimée dans les 

précurseurs neuronaux mitotiques que dans les neurones post-mitotiques immatures.  

Au cours de la 1ère semaine de vie postnatale, certaines cellules PARL-positives 

sont aussi positives pour le marqueur neuronal tardif NeuN, notamment dans le cortex et 

le cervelet (non montré). Après P11, PARL n’est plus co-exprimée avec NeuN, sauf au 

niveau de la couche granulaire du gyrus denté de l’hippocampe. Cette couche suit un 

gradient neurogénétique : les couches externes se différencient plus précocement que les 

couches internes (Bayer, 1980a, b). Le gradient d’expression de NeuN observable à P14 

dans la zone granulaire du gyrus denté illustre précisément ce gradient neurogénétique 

(Figure 3-12; Figure 3-13). En effet, il a été montré que l’expression de NeuN commence 

faiblement lorsque les neurones deviennent post-mitotiques et commencent à initier leur 

différenciation, puis augmente graduellement avec l’état de différenciation du neurone. 

Ainsi, de forts niveaux d’expression de NeuN correspondent à un stade hautement 

différencié du neurone (Mullen et al., 1992). En revanche, un gradient inverse d’expression 

de PARL est observé, montrant que PARL cesse d’être exprimée à des niveaux détectables 

dans les neurones matures (Figure 3-12; Figure 3-13). 

Le profil d’expression de PARL est régulé spatialement et temporellement au cours du 

développement postnatal du cerveau. A l’échelle systémique, PARL ne semble requise que dans les 

zones prolifératives secondaires ou en début de différenciation. A l’échelle cellulaire, PARL n’est 

requise que dans les cellules précurseurs en prolifération ou dans les neurones en phase précoce de 

prolifération. La Figure 4-3 résume l’expression de PARL en fonction des étapes de différenciation 

neuronale et en parallèle avec l’expression des marqueurs de prolifération/différenciation du SNC. 

Ces résultats orientent vers l’hypothèse que l’activité RIP-protéase de PARL joue un rôle dans la 

neurogenèse au cours du développement postnatal du cerveau de souris. Chez l’adulte, l’expression 

de PARL perdure dans les zones de neurogenèse actives tout au long de la vie de l’animal, 

suggérant que PARL continue à jouer un rôle même lorsque le développement du SNC est terminé. 
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Figure 4-3 : Évolution des niveaux d’expression de PARL en fonction de l’état de 

différenciation des neurones et de l’expression des marqueurs de 

prolifération/différenciation du SNC.  

L’expression de PARL commence au stade prolifératif dans les cellules souches neurales. 

Lorsque la cellules souche s’oriente vers la destinée neuronale, PARL continue d’être 

exprimée dans les progéniteurs neuronaux. Son expression perdure pendant les premiers 

stades de différenciation du neurone immature post-mitotique. Son expression cesse d’être 

détectable dans le neurone mature. 
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La protéine PARL est exprimée dans les zones de neurogenèse chez l’adulte 

Au cours du développement postnatal du cerveau, l’expression de PARL décroît 

graduellement. Dans le cerveau de souris adulte, l’expression de PARL est restreinte à la 

zone subgranulaire du gyrus denté de l’hippocampe (SGZ), à la zone subventriculaire 

(SVZ), au courant migratoire rostral (RMS) et au bulbe olfactif. Ces régions correspondent 

aux zones de neurogenèse active tout au long de la vie de l’animal (Figure 4-4). En effet, 

une série d’études ont montré que la production de neurones continue dans ces régions 

discrètes du cerveau adulte (pour revue, voir (Taupin et Gage, 2002)). L’activité mitotique 

de la zone subventriculaire et de la SGZ adultes est bien documentée dans la littérature et 

laisse suggérer la présence de cellules souches neurales (Neural Stem Cells ou NSC) dans 

ces régions (pour revue voir (Weiss et al., 1996)). Les NSC sont des cellules pluripotentes se 

divisant de manière asymétrique, produisant une copie d’elle-même et une cellule-fille 

unipotente plus engagée soit vers la destinée neuronale, soit vers la destinée gliale. Ces 

cellules-filles unipotentes peuvent être appelées cellule précurseur neuronale ou gliale 

suivant leur destin cellulaire final (Scheffler et al., 1999). A l’état quiescent, les NSC sont 

des petites cellules avec des noyaux denses et fusiformes ne présentant aucun des 

caractères matures des cellules du SNC différenciées : absence de prolongements 

cytoplasmiques et aucune activité électrique, c’est à dire qu’elles ne reçoivent aucun input 

synaptique.  

Sous l’impulsion de signaux neurogéniques, ces NSC entrent en prolifération puis 
en différenciation pour générer des neurones et des cellules gliales. Les neurones 
néoformés dans l’hippocampe adulte sont issus des NSC de la SGZ du gyrus denté et vont 
migrer sur une petite distance vers la couche granulaire où ils se différencient et 
établissent des connexions avec les réseaux hippocampiques préexistants (Altman et Das, 
1965; Kaplan et Hinds, 1977; Bayer et al., 1982; Kaplan et Bell, 1983; Cameron et al., 1993; 
Kuhn et al., 1996; Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 2002). Les neurones néoformés 
dans la zone subventriculaire empruntent le courant migratoire rostral et viennent 
repeupler le bulbe olfactif (Altman et Das, 1965; Altman, 1969; Kaplan et Hinds, 1977; 
Bayer et al., 1982; Bayer, 1983; Kaplan et Bell, 1983; Kishi, 1987; Cameron et al., 1993; 
Corotto et al., 1993; Lois et Alvarez-Buylla, 1993; Kuhn et al., 1996; Kempermann et al., 
1997). 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 

Figure 4-4 : Neurogenèse et cellules souches neurales du 
système nerveux central adulte. 

 (A) Les cellules souches neurales (Neural Stem Cells ou NSC) sont 
des cellules pluripotentes capables de se renouveler et de donner 
naissance à toutes les lignées cellulaires du système nerveux 
central : neurones, astrocytes et oligodendrocytes. (B) 
Représentation sagittale des zones de neurogenèse chez l’adulte : 
le bulbe olfactif (OB) et le gyrus denté (DG) de l’hippocampe. Les 
nouveaux neurones du bulbe olfactif (OB) sont générés à partir 
des cellules souches neurales (NSC) de la zone subventriculaire 
(SVZ) bordant les ventricules latéraux (LV). Les NSC de la SVZ 
migrent vers le bulbe olfactif via le courant migratoire rostral 
(RMS), où elles se différencient en interneurones du bulbe olfactif. 
(C) Les nouvelles cellules neurales du gyrus denté adulte sont 
générées à partir de la zone subgranulaire (SGZ) du gyrus denté 
de l’hippocampe et se différencient en neurones et cellules gliales 
dans la zone granulaire (GL) du DG. Les nouveaux neurones de 
la GL établissent des connexions avec les neurones du CA3. (D) 
Deux théories s’affrontent concernant l’origine des cellules 
souches neurales de la SVZ adulte. Dans l’une, les NSC de la SVZ 
sont des cellules épendymales différenciées, les cellules 
spécialisées et ciliées bordant les ventricules latéraux (LV). 
Suivant l’autre théorie, les NSC sont des cellules astrocytaires de 
la SVZ exprimant le marqueur glial GFAP (d’après Taupin et 
Gage, 2002). 
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Certaines cellules PARL-positives adoptent une morphologie comparable à celle des 

cellules souches neurales. D’autre part, des études en microscopie électronique montrent 

que les corps cellulaires PARL-positifs de la SGZ ne reçoivent pas d’inputs synaptiques (A. 

Sik, résultats non publiés). Ces résultats orientent vers l’hypothèse que PARL est exprimée 

dans les cellules souches ou précurseurs neurales. Pour vérifier cette hypothèse, nous 

avons réalisé des co-marquages avec des marqueurs de prolifération/différenciation du 

SNC.  

Chez l’adulte, PARL est exprimée dans les cellules précurseurs neurales et dans 

les neurones immatures 

Les doubles-marquages PARL/PCNA montrent que PARL est exprimée dans les 

cellules mitotiques la SGZ et de la SVZ (Figure 3-16). Ces résultats sont corroborés par le 

double marquage PARL/BrDU (Figure 3-17). Le BrDU (5-bromo-2’-déoxyuridine) est un 

analogue de la thymidine. L’injection systémique de BrDU permet son incorporation dans 

l’ADN des cellules en phase S de mitose, marquant ainsi les cellules mitotiques (del Rio et 

Soriano, 1989). Ce marqueur est particulièrement utilisé pour marquer les cellules 

précurseurs du SNC en prolifération, à condition que les animaux soient sacrifiés 

rapidement après les injections de BrDU puisque les cellules n’auront pas eu le temps de 

se différencier (Cooper-Kuhn et Kuhn, 2002). Nous avons ainsi sacrifié les animaux 24h. 

après l’injection de BrDu pour éviter de marquer des cellules différenciées. Les cellules de 

la SGZ marquées avec le BrDU expriment aussi PARL (Figure 3-17), confirmant le fait que 

PARL est exprimée dans les cellules précurseurs mitotiques. La co-expression de PARL 

avec les marqueurs de prolifération PCNA et BrDU montre que l’expression de PARL 

commence dans les cellules souches neurales ou dans les cellules précurseurs neuronales 

ou gliales avant même le stade post-mitotique. Cependant, une population résiduelle 

PARL-positive n’est marquée ni par le BrDU, ni par PCNA, suggérant que l’expression de 

PARL perdure après le stade post-mitotique, c’est à dire lorsque les cellules précurseurs 

commencent à se différencier en neurones ou cellules gliales.  

Pour vérifier que cette fraction de cellules PCNA et BrDU-négatives correspond à des 

cellules en différenciation, nous avons réalisé des doubles-marquages avec des marqueurs 

de différenciation neuronale ou gliale. Les co-marquages PARL/TuJ-1 indiquent que la 
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plupart des cellules PARL-positives sont des neurones matures ou immatures TuJ-1 

positifs (Figure 3-18). Les quelques cellules PARL-positives n’exprimant pas TuJ-1 sont 

vraisemblablement des cellules qui n’ont pas terminé leur prolifération et ne possèdent 

donc pas encore les caractères neuro-spécifiques précoces. En revanche, contrairement aux 

résultats obtenus chez des animaux plus jeunes, les neurones terminalement différenciés 

marqués par NeuN n’expriment jamais PARL. Ceci indique que l’expression de PARL à 

des niveaux détectables cesse chez le neurone mature. D’autre part, les co-marquages 

PARL/GFAP montrent que PARL n’est pas exprimée dans les cellules gliales matures 

exprimant le marqueur astrocytaire GFAP (Hajos et Kalman, 1989). Dans le cerveau 

adulte, PARL n’est donc pas détectable dans les neurones terminalement différenciés, ni 

dans les cellules gliales.   

De manière intéressante, les cellules PARL-positives sont cantonnées dans la zone 

subgranulaire et le hylus du gyrus denté. Aucune immunoréactivité n’est détectée dans la 

couche granulaire où les neurones néoformés migrent pour peupler les couches 

supérieures. Dans le cerveau de souris adulte, l’expression de PARL est donc restreinte 

aux cellules souches neurales, aux cellules précurseurs neuronales et aux neurones 

immatures qui n’ont pas commencé leur migration (Figure 4-3). L’ensemble de ces 

résultats permet d’envisager que la fonction de PARL soit requise pour le maintien de 

l’état prolifératif des cellules souches, ou du moins dans des stades très précoces 

d’orientation vers la destinée neuronale. Par contre son expression n’est nécessaire que 

pour une période limitée de la vie du neurone. Son expression décroît au fur et à mesure 

de la différenciation pour s’arrêter à maturité. Cependant, les résultats obtenus en 

western-blot laissaient envisager une expression relativement importante de PARL chez 

l’adulte, que l’ont peut difficilement attribuer aux seules zones de neurogenèse adulte. Il 

est très envisageable que le seuil de détection soit beaucoup plus faible en 

immunohistochimie qu’en western-blot, ce qui expliquerait l’apparente disparité de 

résultats. Ainsi, l’expression de PARL pourrait perdurer chez le neurone mature, mais à 

des niveaux non détectables en immunohistochimie. Vu l’implication de PARL dans la 

prolifération/différenciation du SNC, il serait également intéressant de vérifier 

l’expression de PARL dans des tissus cancéreux. 
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La RIP assurée par PARL, une nouvelle preuve de l’importance de la RIP dans 

les voies développementales 

Le rôle de la protéine PARL dans le développement du SNC rejoint le rôle de 

régulateurs développementaux attribué aux autres membres de la super-famille des 

Rhomboid caractérisés jusqu’à maintenant. En effet, la famille des Rhomboid-1 à -7 régule 

l’établissement de l’axe dorso-ventral de D. melanogaster (Urban et al., 2001).  Rhomboid 

régule la spécificité spatiale de la voie des EGFR de la Drosophile, puisque  l’expression de 

Rhomboid est restreinte au neuroectoderme ventral, alors que les autres composants de la 

voie des récepteurs aux EGF sont largement exprimés dans toute la larve (Bier et al., 1990; 

Schweitzer et al., 1995; Golembo et al., 1996; Bier, 1998) (cf. 1.4.3). De manière intéressante, 

Ventrhoid, le seul membre de la famille Rhomboid caractérisé jusqu’à maintenant chez les 

Vertébrés aurait également un rôle dans la régionalisation de l’axe dorso-ventral. En effet, 

l’expression de Ventrhoid prédomine dans le tube neural de l’embryon de souris (Jaszai et 

Brand, 2002). De la même manière, les profils d’expression de Rhomboid, Ventrhoid et de 

PARL dans le système nerveux sont restreints spatialement et évoluent de manière 

dynamique au cours du développement (cf. 1.4.2.3). L’expression différentielle de PARL 

doit permettre d’activer sélectivement une voie de signalisation participant à la 

neurogenèse, cependant, son substrat reste encore inconnu. Le laboratoire du Dr Pellegrini 

est actuellement en train d’analyser les candidats à l’interaction avec PARL obtenus en 

Y2H, à la recherche de substrats potentiels  (cf. 3.5). 

Régulation de l’expression de la protéine PARL 

Nous avons montré que PARL a une expression différentielle eu cours du 

développement postnatal du SNC. Or chez la Drosophile, c’est la restriction spatiale et 

temporelle de Rhomboid qui préfigure les zones d’activation de la voie des EGF. Ainsi, 

l’expression différentielle de PARL pourrait également restreindre à des zones précises 

l’activation d’une voie de signalisation impliquée dans la neurogenèse à laquelle elle 

participe. Il a été montré que l’expression du gène Rhomboid-1 est contrôlée par le produit 

d’expression du gène net qui encode un facteur de transcription de la famille bHLH 

(Brentrup et al., 2000). Net et Rhomboid-1 sont exprimées suivant des profils mutuellement 

exclusifs au cours du développement des disques imaginaux de la Drosophile. Une 
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invalidation de l’activité Net entraîne une expression plus large de Rhomboid, et vice-

versa. D’autre part, l’activation de la voie des EGF réprime la transcription de net, et Net 

réprime la transcription de rhomboid en interférant avec la voie de signalisation en aval de 

Rhomboid (Brentrup et al., 2000). Un mécanisme régulateur similaire pourrait être 

envisagé pour le contrôle de l’expression de PARL au cours du développement. Le 

clonage du gène PARL permettrait de mieux comprendre les mécanismes régulateurs de 

son expression et conduisant à ce profil d’expression dynamique au cours du 

développement.  

Signification fonctionnelle de l’interaction PARL/PS-1 

PARL a été initialement découverte par son interaction avec les présénilines 

(Pellegrini et al., 2001) et nous avons montré l’implication de PARL dans la neurogenèse et 

le développement du système nerveux. Des études récentes montrent que PS-1 est 

également impliquée dans le contrôle de la neurogenèse, vraisemblablement en régulant 

négativement la voie de signalisation de Notch (Handler et al., 2000). En effet, durant le 

développement du système nerveux, l’invalidation du gène de PS-1 conduit à une 

réduction de l’activation de la voie de signalisation de Notch, altérant la spécification du 

destin cellulaire des cellules précurseurs neuronales vers la voie neuronale post-mitotique. 

Ceci entraîne une augmentation du nombres de neurones post-mitotiques différenciés aux 

dépends des cellules précurseurs neurales, résultant en un pool de précurseurs réduit 

(Handler et al., 2000). Cependant, le profil d’expression de PS-1 durant le développement 

postnatal du SNC diffère de celui de PARL. Contrairement à PARL, l’expression de PS-1 

dans le cerveau à la naissance est très faible (Moreno-Flores et al., 1999). Elle augmente 

graduellement au cours de la première semaine postnatale pour atteindre un maximum 

aux alentours de P11, particulièrement dans le cervelet et l’hippocampe (Moreno-Flores et 

al., 1999), moment où l’expression de PARL décroît. Il ne semble donc pas que l’interaction 

PARL/PS-1 ait une signification fonctionnelle au cours du développement postnatal du 

SNC. En revanche, des travaux très récents montrent que PS-1 est exprimée dans les 

cellules précurseurs neuronales dans l’hippocampe de rat adulte (Wen et al., 2002), 

suggérant un rôle pour les présénilines dans la neurogenèse adulte. PARL est également 

exprimée dans les cellules précurseurs neuronales du gyrus denté de l’hippocampe adulte, 

permettant d’envisager une signification fonctionnelle pour l’interaction PARL/PS-1. 
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Voie de transduction du signal PARL 

 Tant que le substrat de PARL restera inconnu, il est difficile de préciser sa voie de 

signalisation, et a fortiori de connaître la voie de transduction du signal dans laquelle 

PARL est impliquée. Cependant, le marquage nucléaire de PARL obtenu en 

immunohistochimie nous oriente vers un rôle direct de PARL dans la transduction du 

signal. En effet, la possibilité que l’extrémité N-terminale de PARL soit clivée puis 

adressée au noyau peut être envisagée. Il existe dans la littérature de nombreux exemples 

de facteurs de transcription synthétisés à l’état de précurseurs inactifs séquestrés dans une 

membrane biologique et dont le clivage permet la libération d’un fragment cytosolique qui 

est adressé au noyau où il va réguler l’expression de gènes spécifiques (Notch, fragment 

N-terminal de APP, SREBP) (cf. 1.1). Des résultats obtenus très récemment (Pellegrini, 

résultats non publiés) confirment cette hypothèse. En effet, l’extrémité N-terminale de 

PARL possède un signal de localisation nucléaire (NLS) putatif. La transfection transitoire 

dans des cellules HEK293 d’une protéine de fusion PARL-NT/GFP montre une 

localisation nucléaire du fragment N-terminal de la protéine. En revanche, l’utilisation 

d’une forme mutante au niveau des résidus du NLS potentiel se traduit par une 

localisation cytoplasmique et membranaire du fragment. Ces données montrent 

l’adressage au noyau du fragment N-terminal de PARL et expliquent le marquage 

nucléaire obtenu en immunohistochimie avec l’anticorps 4NT dirigé contre l’extrémité N-

terminale cytosolique de PARL. Le site de clivage de PARL serait situé entre les deux 

régions reconnues par l’anticorps 4NT (aa54-69) et T2 (aa143-152), c’est-à-dire soit dans la 

partie du domaine N-terminal cytosolique placée juste avant le premier domaine 

transmembranaire TMH1, soit directement au cœur du TMH1. Ainsi la RIP-protéase 

PARL subirait une modification post-traductionnelle de type protéolytique, qui conduirait 

à l’adressage de son fragment N-terminal vers le noyau. 

Dans l’hypothèse où le site de clivage de PARL est situé dans le premier domaine 

transmembranaire, une possibilité tout à fait intéressante serait que la protéine PARL soit 

capable d’une autoprotéolyse de type RIP. L’autoprotéolyse est un processus bien 

documenté dans la littérature, particulièrement dans le cas de SonicHedgeHog (SHH) 

(Hynes et al., 1995; Roelink et al., 1995). Synthétisé à l’état de précurseur inactif, SHH est 

capable d’une protéolyse autocatalytique dans un site clivage interne conduisant à la 
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libération d’un fragment N-terminal (SHH-NT) actif. SHH-NT est ensuite lipidé (Porter et 

al., 1996a) et diffuse dans l’espace extracellulaire. SHH-NT contrôle ainsi la différenciation 

cellulaire au cours du développement. Particulièrement, SHH-NT induit différents types 

cellulaires au niveau de la plaque neurale (Porter et al., 1996a). De manière analogue, 

l’autoprotéolyse de la protéase PARL permettrait la libération de son extrémité N-

terminale. En revanche, si le clivage a lieu dans un domaine extramembranaire, 

l’intervention d’une deuxième protéase est très envisageable. PARL pourrait catalyser la 

RIP d’un précurseur d’une protéase, ou bien encore d’une protéine associée avec cette 

protéase hypothétique, entraînant la libération et l’activation d’une protéase cytosolique 

qui pourrait alors assurer le clivage de PARL. Le fragment N-terminal serait adressé au 

noyau où il pourrait avoir un rôle transcriptionnel et moduler notamment l’expression de 

gènes impliqués dans la neurogenèse. Le clivage de protéases est un phénomène courant, 

par exemple, la protéase BACE  est endoprotéolysée, ce clivage régulant son activité (Huse 

et al., 2003). De manière analogue, les présénilines subissent un clivage au niveau d’un 

boucle extramembranaire qui conduit à la stabilisation de leur forme activée (Thinakaran 

et al., 1996; Ratovitski et al., 1997). En revanche, l’adressage après clivage d’un fragment de 

la protéase est un phénomène nouveau, absent de la littérature.  

Le rôle transcriptionnel du fragment PARL-NT pourrait être assuré de deux 

manières. Soit directement comme le fragment N-terminal de  SREBP qui appartient à la 

famille des facteurs de transcription bHLH, cependant, aucune homologie avec des 

facteurs de transcription connus n’est détectée dans la partie N-terminale de PARL. C’est 

pourquoi un rôle indirect pourrait être envisagé, comparable à celui observé pour le 

fragment N-terminal de Notch (NICD) qui se lie aux facteurs de transcription de la famille 

CSL (Schroeter et al., 1998). De la même manière, AID, le fragment N-terminal de APP issu 

du clivage de APP par les présénilines forme un complexe avec le facteur de transcription 

Fe65 et agit ainsi sur la transcription via une action sur Tip60, une histone acétylase (Cao 

et Sudhof, 2001). La caractérisation des partenaires cellulaires de PARL-NT par le système 

de double-hybride en Levures semble abonder dans ce sens (cf. 3.5). En effet, parmi les 

protéines interagissant avec l’extrémité N-terminale de PARL, se retrouvent de nombreux 

facteurs de transcription. Bien sûr, ces interactions détectées en Levures nécessitent d’être 

validées in vitro et in vivo, mais ces résultats orientent vers un rôle régulateur de la 

transcription pour PARL-NT. Une autre voie de signalisation parallèle ferait intervenir un 
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substrat encore inconnu de PARL. La libération de fragments actifs à partir du substrat 

pourrait générer un signal extracellulaire (sécrétion d’un facteur) ou intracellulaire 

(libération d’un facteur de transcription), impliqué dans la prolifération/différenciation du  

SNC. La Figure 4-5 résume les différents mécanismes envisageables pour la transduction 

d’un signal par PARL.  
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Figure 4-5 : Modèles des mécanismes possibles de contrôle de la prolifération/ 
différenciation neuronale par la protéine PARL 

(a) Selon un premier scénario, PARL pourrait subir une RIP par autoprotéolyse ou 
bioen encore une protéolyse assurée par une autre RIP-protéase ou une protéase encore 
non identifiée, générant le fragment PARL-NT ensuite adressé au noyau où il pourrait 
réguler la transcription de gènes spécifiques impliqués dans la prolifération ou la phase 
précoce de différenciation neuronale. (b) Un autre scénario envisage le clivage d’un 
substrat encore inconnu assuré par PARL. Ce clivage pourrait activer des voies de 
signalisation dans les cellules adjacentes, maintenant l ‘état prolifératif ou bien favorisant 
la différenciation neuronale., ou bien encore moduler directement la prolifération ou la 
différenciation neuronale en agissant au niveau transcriptionnel. Une autre possibilité 
serait que le substrat de la RIP de PARL soit une protéase ou un co-facteur de protéase. Sa 
RIP entraînerait son activation et un clivage subséquent de PARL (flèche pointillée). 
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5 CONCLUSIONS & PERSPECTIVES 
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Par une analyse phylogénétique complète portant sur l’ensemble des membres de 

la super-famille RHO, nous avons validé l’homologie fonctionnelle entre PARL et 

Rhomboid. PARL est donc le prototype de la nouvelle sous-famille de sérine-protéases des 

PARLoids, assurant la protéolyse intramembranaire régulée. Nous avons également 

précisé le rôle cellulaire de la RIP assurée par PARL. Au cours du développement 

postnatal du cerveau de souris, le profil d’expression de PARL est régulé dynamiquement. 

Tout d’abord largement exprimée dans les neurones prémitotiques du cerveau en 

développement, l’expression de PARL diminue progressivement et se retire des zones 

terminalement différenciées pour n’être plus détectable chez l’adulte que dans les zones de 

neurogenèse actives tout au long de la vie de l’animal. L’activité de PARL serait requise 

dans la phase proliférative ou dans les stades très précoces de la différenciation des 

cellules souches neurales, avant même le stade post-mitotique, puis son expression 

diminue quand le neurone atteint sa maturité. Nous proposons donc que l’activité de RIP-

protéase de la protéine PARL joue un rôle essentiel dans l’engagement de la cellule vers la 

destinée neuronale et dans la neurogenèse.  

Ce projet ouvre de nombreuses perspectives concernant le rôle de régulateur 

développemental pour PARL. Notre laboratoire travaille actuellement à l’identification de 

son substrat et de ses protéines régulatrices. L’identification de son substrat permettra de 

valider biochimiquement l’activité de sérine-protéase de PARL et sera un atout majeur 

pour préciser la voie de signalisation dans laquelle elle est impliquée. En effet, la 

neurogenèse est un processus extrêmement complexe où de nombreuses voies de 

signalisation convergent de manière à orchestrer très finement le développement du SNC.  

Les RIP-protéases PS-1 et Rhomboid-1 sont impliquées dans la neurogenèse mais 

également dans l’ontogenèse d’autres organes. Vu l’expression ubiquitaire de la RIP-

protéase PARL, il est envisageable qu’elle soit impliquée dans le développement des 

Vertébrés en général. Il serait très intéressant d’étudier le profil d’expression de PARL au 

cours de l’embryogenèse et du développement des autres organes. L’invalidation du gène 

de PARL permettrait de répondre à ces questions essentielles. D’autre part, la dérégulation 

de l’équilibre prolifération/différentiation est la cause majeure de la transformation de 

cellules normales vers le phénotype cancéreux. L’implication de PARL dans la 

prolifération/différenciation cellulaire permet d’envisager que des altérations de sa voie 
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de signalisation puissent être à l’origine de la transformation cellulaire pouvant mener au 

cancer. Ainsi de très nombreuses perspectives sont ouvertes pour cette RIP-protéase PARL 

qui commence tout juste à être caractérisée. 
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