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Les méthodes classiques de I’analyse
des interactions protéine-protéine :
de la génétique a la biochimie

Apres une période consacrée a
I'étude de I’ADN puis a celle du
couple ADN et protéines, on assiste
a un retour de la biochimie et de
la biologie cellulaire caractérisé par
un intérét de plus en plus grand
porté aux interactions protéine-
protéine. Jusqu'a récemment, I'iden-
tification de partenaires protéiques
reposait essentiellement sur des
approches génétiques, biochimiques
ou de criblage in wvitro de banques
d’expression.

L’approche génétique consiste a
identifier des génes dont le produit
est susceptible d’interagir avec celui
d’un premier geéne, en recherchant
des suppresseurs extragéniques spé-
cifiques d’allele ou des combinatoi-
res génétiques létales. Cependant,
bien que la mise en évidence de tel-
les interactions génétiques soit indi-
catrice d’'une interaction au niveau
des produits des geénes impliqués,
elle n’en constitue pas une démons-
tration moléculaire directe.

Par ailleurs, des méthodes biochimi-
ques tres variées peuvent également
étre utilisées pour identifier les par-
tenaires d’une protéine donnée:
copurification, rétention sur une
colonne sur laquelle I'un des deux
partenaires est préalablement fixé,
co-immunoprécipitation, pontage
covalent, etc. Dans certains cas, lors-
que l'on peut détecter I’action
d’'une protéine sur un partenaire
(modulation de l’activité de cette
derniére ou modification postrans-
criptionnelle), il est également pos-
sible d’utiliser ce critéere pour la
purifier. Ces approches biochimi-
ques ont permis la mise en évidence
de nombreuses interactions, comme

celles entre I'activateur transcription-
nel MyoD et des protéines qui
modulent son activité au cours de la
myogenese [1], ou encore entre la
protéine GAP (GTPase activating pro-
tein) et pl90 [2]. Cependant, ces
méthodes présentent les limites qui
sont inhérentes a leur mise en
ceuvre in vitro: conditions expéri-
mentales parfois peu physiologiques
et sensibilité restreinte par des lava-
ges destinés a réduire les interac-
tions non spécifiques. En outre,
aprés avoir repéré un nouveau par-
tenaire, il reste souvent un tres long
parcours avant son identification, sa
caractérisation et lisolement de
I'ADN codant pour la protéine.

Cette derniere limitation est évitée
dans le «clonage par interaction »
qui consiste a cribler une banque
d’expression d’ADNc avec une pro-
téine purifiée et détectable. Un
signal positif indique la présence
d’une protéine interagissant avec la
sonde. Ce type d’approche a con-
duit, par exemple, a Iisolement
d’un partenaire du proto-oncogéne
Myc: Max [3]. Cependant, les
inconvénients de cette méthode
demeurent ceux spécifiques aux
méthodes biochimiques in wvitro.

Le systeme dit double-hybride, déve-
loppé depuis 1989, est une méthode
de clonage par interaction in vivo,
chez la levure Saccharomyces cerevisiae.
Elle a déja conduit a la caractérisa-
tion d’interactions entre des protéi-
nes de levure mais également de
drosophile et de mammiferes (pour
revue, voir [4, 5]). Le but de cette
revue est de décrire cette nouvelle
approche, ses apports et ses limita-
tions. Son principe, ainsi que ses
variantes, seront tout d’abord pré-
sentés. Ensuite, quelques exemples
représentatifs seront détaillés afin
d’illustrer a la fois les principales



étapes et le type d’information que
ce systeme est susceptible d’appor-
ter. Enfin, aprés un résumé de
I’ensemble des résultats obtenus, ses
perspectives et ses limites seront
discutées.

Le principe du systéme double-
hybride : reconstitution d’un activa-
teur transcriptionnel fonctionnel par
interaction protéique (figure 1)

Le systtme double-hybride, initiale-
ment développé par Song et Fields
en 1989 [6], tout comme celui
appelé «piege a interaction» du
laboratoire de R. Brent [7, 8],
repose sur le fait que I'activité de
nombreux facteurs activateurs de
transcription eucaryotes ne nécessite
que deux domaines (figure 1A): un
domaine activateur qui n’a pas la
capacité de lier 'ADN et un
domaine de liaison a 'ADN. Ce der-
nier se fixe a une séquence d’ADN
spécifique et son role est unique-
ment d’ancrer la partie activatrice a
sa cible. Lorsque les deux domaines
sont séparés (figure IB et 1C), ils ne
sont plus capables d’induire I'activa-
tion de la transcription car le
domaine d’activation n’est plus posi-
tionné par rapport a sa cible. Dans
le systeme double-hybride, le
domaine de liaison de I’ADN est
fusionné a une protéine A et le
domaine d’activation est fusionné a
une protéine B. Si, et seulement si,
A et B interagissent, un complexe
est formé qui reconstitue un facteur
de transcription fonctionnel
(figure ID). L’interaction entre ces
deux protéines est révélée par
I'expression d’'un géne rapporteur
placé sous contrdle de la séquence
reconnue par le domaine de liaison
a I’ADN de [lactivateur bipartite.
Cette méthode, ou ses dérivés, peut
étre utilisée pour établir ou carac-
tériser I'interaction entre deux pro-
téines (ou domaines protéiques) que
I'on soupconne d’interagir, mais
aussi pour rechercher, au sein d’'une
banque de fusion, de nouveaux par-
tenaires protéiques d’'une protéine
donnée qui sert d’appat (m/s n° 2,
vol. 10, p. 206).
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Figure 1. Le systeme double-hybride : principe de fonctionnement. Le
systéeme original mis au point par Fields et Song [6] est présenté ici. Le prin-
cipe de tous les systemes doubles-hybrides utilisés est le méme. A. La pro-
téine GAL4 est constituée d’'un domaine de liaison a I'ADN (DLA) qui se lie
4 des régions spécifiques du promoteur des génes GAL1-10, d’un domaine
d’activation (DA) qui recrute la machinerie de transcription et d’une région
reliant les deux domaines. Si le promoteur des génes GAL1-10 est fusionné
a la région codante du géene lacZ, I'expression de lacZ est sous le contréle
de la protéine GAL4. B. Si la région reliant le domaine de liaison a I’ADN
et le domaine d’activation est délétée, le domaine d’activation n’est plus posi-
tionné correctement et il n'y a plus expression de lacZ. C. Cette situation
n’est généralement pas modifée par la fusion au domaine de liaison a 'ADN
de VPF (Votre Protéine Favorite = A). D. Ici VPF est fusionnée au domaine
de liaison a I’ADN, et votre Autre Protéine Favorite (VAPF = B) est fusion-
née au domaine d’activation. Si VPF et VAPF sont capables d’interagir, un
complexe de transactivation fonctionnel est reconstitué et le géne lacZ est
exprime.
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Figure 2. Application du systéme double-hybride au criblage d’une
banque d’ADNc. Les protéines hybrides (I'appat fusionné au domaine de
liaison a I'ADN (DLA) et les produits des ADNc fusionnés au domaine d’acti-
vation (DA)) sont exprimés a partir de plasmides réplicatifs qui portent des
marqueurs de sélection non représentés sur le schéma. Dans I'exemple illus-
tré, les génes rapporteurs utilisés sont HIS3 et lacZ. Les nombres en rouge
correspondent a I'exemple du criblage réalisé par Vojtek et al. en criblant
une banque d’ADNc avec la protéine p21Ras [10], (a) introduction de I'appéat
fusionné au domaine de liaison a I'’ADN (DLA) dans la souche de levure
réceptrice ; (b) transformation avec une banque d’ADNc; (c) sélection des
colonies HIS+ ; (d) détection, parmi les colonies His+, des colonies LacZ+ qui
sont colorées en bleu en présence d’X-gal,; (e) test de spécificité : les plas-
mides conférant les phénotypes His+ et LacZ+ sont-ils spécifiques de I'appat ?
Ces plasmides sont testés en présence, soit d’'un plasmide exprimant I'appat,
soit d’un plasmide portant un ADN sans rapport avec I'appat (le leurre). Cela
peut se faire, soit par un test de ségrégation-conjugaison [10, 18], soit par
transformation.

Cas |: les phénotypes His+ et LacZ+ sont retrouvés avec le leurre aussi bien
qu’avec I'appét. Les poubelles de la science accueilleront ces colonies et ces
plasmides-la. Cas Il: les propriétés His+ et «lLacZ+» ne sont retrouvées
qu’avec l'appéat. L'’ADNc isolé est bien spécifique de I'appat. Mais vous n’étes
pas au bout de vos peines : cette interaction est-elle biologiquement signifi-
cative ? La est maintenant la question.

Les hybrides

Dans le systéeme original de Song et
Fields, les fusions sont réalisées avec
les deux domaines de ’activateur de
levure GAL4. On peut également
créer de nouveaux activateurs bipar-
tites a partir de fusions faites avec
des domaines activateurs et de liai-
son a 'ADN ne provenant pas de la
méme source [8-11]. Théorique-
ment, n’importe quelle combinaison
entre les deux types de domaine
devrait convenir.

Le test d’activation transcriptionnelle
requiert, bien sar, une localisation
nucléaire des deux partenaires. Afin
de favoriser celle-ci, un des deux,
voire les deux hybrides, sont fusion-
nés a une séquence nucléaire [7].
En outre, pour I'étude des protéines
membranaires, seuls les domaines
cytoplasmiques ou extracellulaires
sont employés pour la construction
des hybrides [12].

Pour la recherche de génes dont le
produit interagit avec un «appat »
donné, ce dernier est fusionné au
domaine de liaison a ’ADN, alors
que les banques d’ADN complémen-
taires sont construites sous forme
d’hybrides avec le domaine activa-
teur. En effet, de nombreuses
séquences sont susceptibles d’activer
la transcription et leur fusion a un
domaine de liaison a ’ADN condui-
rait a un bruit de fond tres
élevé [13]. A l'inverse, il existe peu
de séquences capables de se fixer a
une séquence d’ADN donnée. A
priori, un clone sur trois ou six con-
duit a une fusion productive, selon
que I'ADNc est orienté ou non.
Les principales étapes d’un criblage
d’'une banque d’ADNc par Ila
méthode double-hybride sont repré-
sentées dans la figure 2.

Les rapporteurs

Le test permettant de déceler I'inte-
raction entre les deux fusions est un
test de transcription d’'un geéne rap-
porteur. Ce géne est placé en aval
d’une séquence spécifique du
domaine de liaison a I’ADN utilisé
pour la construction de I'un des
hybrides. Son expression dépend
donc de la reconstitution d’un acti-
vateur bipartite fonctionnel par inte-



raction entre les deux hybrides.
Deux types de rapporteurs sont uti-
lisés: le géne lacZ codant pour la
B-galactosidase dont 1’expression
conduit a I’apparition d’une couleur
bleue en présence du substrat chro-
mogene X-gal et des genes tels que
HIS3 ou LEUZ, pour lesquels les sou-
ches réceptrices sont mutées, qui
permettent une sélection directe sur
un milieu sélectif approprié. Lors
des expériences de criblage de ban-
ques, I'identification des clones posi-
tifs a lieu en deux étapes: apres
sélection pour un marqueur d’auxo-
trophie, seuls les clones bleus sont
ensuite gardés.

Récemment, des systemes doubles-
hybrides qui utilisent comme hoéte
des cellules de mammiféres en cul-
ture au lieu de la levure ont égale-
ment été mis au point [14-17] ; a
notre connaissance, un seul exemple
de criblage d’'une banque dans des
cellules en culture a été publié [17].

Lé¢limination des faux-positifs (figure 2)

Lorsque le test d’interaction se révele
positif, il est ensuite nécessaire de
vérifier que I'activation observée est
bien spécifique de I'interaction entre
la nouvelle protéine candidate et
I'appat utilisé. En effet, on obtient
toujours des clones dits «faux-
positifs », qui codent pour des poly-
peptides qui activent seuls I’expres-
sion des génes rapporteurs, ou qui
peuvent interagir directement avec le
domaine de liaison a I'ADN de
I'autre hybride (pour revue, voir [18]).
Afin d’éliminer ces clones, les plasmi-
des initialement sélectionnés sont tes-
tés a nouveau en présence de I'appat
d’origine et aussi en présence d’une
fusion controle réalisée entre le
domaine de liaison a 'ADN et une
protéine sans relation avec cet
appat [10, 18, 19]. Les clones qui
sont positifs avec les deux partenai-
res sont des faux-positifs qui peuvent
représenter, selon les cas, de 10 % a
99 % des clones initialement isolés.

L’apport des systémes doubles-
hybrides

Depuis la premiére communication
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de Song et Fields[6], pres de
soixante articles utilisant un systéme
double-hybride ont été publiés.
Ainsi, les interactions entre plus de
soixante couples de protéines ont
été testées dans la levure et une
vingtaine d’appats ont été utilisés
pour le criblage de banques. La
grande majorité de ces travaux
porte sur des protéines jouant un
role dans la signalisation intracellu-
laire ou dans le controle de la trans-
cription; quelques exemples de
résultats obtenus dans ces deux
domaines sont détaillés ici.

Les voies de signalisation cellulaire

La technique double-hybride s’est
montrée décisive pour I'étude des
voies de transduction dans lesquel-
les interviennent les produits des
proto-oncogenes ras. Ras est néces-
saire a la transduction du signal de
récepteurs a activité tyrosine kinase
cytoplasmique (RTK). Malgré la foi-
son d’informations concernant son
produit p21Ras, les molécules inter-
agissant avec Ras pour participer a
sa fonction sont restées longtemps
inconnues. En particulier, aucune
protéine ne co-immunoprécipitait
avec p2lRas, ni n’était retenue sur
des colonnes d’affinité avec p21Ras.
D’une part, des données génétiques
placaient le produit du proto-
oncogeéne raf en aval de la cascade
ol agissait p21Ras, mais rien ne sug-
gérait un lien direct Ras-Raf. D’autre
part, la biochimie et la génétique
avaient permis Il'identification de
deux types de molécules agissant
dans la cascade de transduction
entre RTK et Ras: les facteurs
d’échange de Ras et I'adapteur
moléculaire Grb2/Semb (m/s n° 4,
vol. 8, p.388; n°5, wol. 8 p.471;
n° 3, vol. 9, p.334) [20]. 1l restait a
préciser les relations entre ces
composants.

A. Vojtek et al. [10] ont utilisé la
technique du double-hybride pour
identifier les molécules capables
d’interagir avec une forme activée
de Ras, p21Y#"2: parmi d’autres, un
ADNCc partiel codant pour Raf était
isolé (figure 2 et Tableaul). Le con-
tact direct était ensuite confirmé par
colonne d’affinité. Ce résultat s’est
avéré en accord avec ceux obtenus

indépendamment (par la biochimie
tout comme par le systéme double-
hybride) par d’autres équi-
pes [21-23].

Parallélement, soit par la biochimie,
soit par la technique du double-
hybride, plusieurs équipes ont mon-
tré que les protéines d'échange de
Ras codées par les génes sos se lient
a Grb2 et que cette liaison implique
les domaines SH3 de Grb2 et la
région riche en prolines des protéi-
nes Sos ([24], et par exemple [25]).
Ainsi, en peu de temps, une voie de
transduction était, sinon totalement
décryptée, du moins mise en évi-
dence, allant des RTK a Raf en pas-
sant par Grb2, hSos et Ras. La tech-
nique de double-hybride a été pour
partie décisive, pour partie complé-
mentaire d’autres approches.
D’autres interactions, comme celle
par exemple entre les protéines
kinases Raf et MEK [21, 26], entre
Raf et I'inhibiteur kB du facteur de
transcription NFxB [27] ou encore
entre la sous-unité catalytique et la
sous-unité régulatrice d’une phos-
phatidylinositol 3-kinase [28], ont
également été mises en évidence par
le systeme double-hybride.

Les facteurs de transcription

Le systéeme double-hybride a égale-
ment conduit a la mise en évidence
d’un certain nombre d’interactions
entre les divers éléments du con-
trole transcriptionnel chez les
eucaryotes. D’une part, il a permis
de démontrer des interactions entre
des éléments du complexe transcrip-
tionnel de base, aussi bien entre des
sous-unités des ARN polyméra-
ses [29], quau sein des protéines du
complexe de transcription général
TF qui se lie a la boite TATA [17].
D’autre part, on a ainsi caractérisé
des associations entre facteurs de
transcription qui se fixent sur les
régions régulatrices: par exemple,
entre les membres de la famille du
proto-oncogeéne Myc [30], entre Jun
et ses partenaires (voir ci-dessous) ou
encore entre les régulateurs de
transcription myogéniques [31].
Enfin, le systtme double-hybride a
également conduit a l'analyse
d’interactions entre des facteurs de
transcription généraux et des fac-



teurs régulateurs de la transcrip-
tion [32-34].

En ce qui concerne les membres des
activateurs transcriptionnels a motif
bZIP de la famille de Jun, leur
étude dans le systeme double-
hybride est en accord avec les don-
nées biochimiques obtenues par
immunoprécipitation, tests in wvitro
de fixation a I'ADN et tests de trans-
cription. Ainsi, I'interaction entre
Jun et Fos est confirmée, alors que
I'homodimérisation de Jun s’est
révélée tres faible et celle de Fos
indétectable [14, 35]. Le criblage de
105 colonies provenant d’'une ban-
que d’ADNc d’embryons de souris
par le domaine bZIP de Jun
fusionné au domaine activateur de
GAIL4 a conduit a I'obtention de 12
clones positifs (Tableau ) [35]. Parmi
ces positifs, on trouve, outre deux
clones codant pour des protéines
totalement inconnues, le géne fos,
des genes codant pour des protéines
a motif bZIP qui sont apparentées
aux facteurs de transcription
ATF/CREB et, enfin, de facon plus
surprenante, les génes des tro-
pomyosines o et B. Cette derniére
interaction pourrait étre biologique-
ment significative (par exemple, les
tropomyosines pourraient jouer un
role dans la compartimentation de
Jun en le séquestrant au niveau du
cytosquelette) ou au contraire étre
artéfactuelle. Cela illustre la diffi-
culté a interpréter certains résultats
et la nécessité de confirmer les
interactions observées sur le plan
biologique.

En résumé : les interactions mises en évi-
dence par le systéme double-hybride con-
cernent des protéines de nature tres
variee.

Outre les exemples que nous avons
développés ci-dessus, les systémes
doubles-hybrides ont permis
I'analyse de nombreuses autres inter-
actions qui concernent des protéines
tres diverses tant par leur nature
que par leur fonction. Les résultats
obtenus dans le cadre de la recher-
che de nouveaux partenaires par cri-
blage de banques sont résumés dans
le Tableau I.

Ainsi, cette méthode a permis la
caractérisation d’interactions concer-
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nant des protéines nucléaires, telles
que celles impliquées dans la fonc-
tion des centromeres [36], dans la
structure de télomeres [37], dans la
maturation des ARN messa-
gers [38-41], et également des pro-
téines virales [42-44], des protéines
mitochondriales [45], des récepteurs
(membranaires ou nucléaires) [46,
12], des facteurs des voies de dégra-
dation des protéines [47] ou encore
des composants du cytosquelette [15,
48]. Elle a été également détermi-
nante pour l'identification de parte-
naires des protéines régulatrices du
cycle cellulaire. Des régulateurs de
protéine kinases, telles que des cycli-
nes [49, 50], des protéines phospha-
tases [8, 51, H52] ou encore des
membres d’une nouvelle famille
d’inhibiteurs (m/s n°2, wvol. 10,
p. 206) [51, 53] ainsi que certains de
leurs substrats ont ainsi été
identifiés [54].

En résumé, I’analyse des clones
obtenus par utilisation d’appats a
conduit au clonage de nombreux
genes (voir Tableau I) qui se répartis-
sent en trois catégories: ceux déja
connus dont on ignorait toutefois
que leur produit interagissait avec la
protéine appat, ceux qui présentent
une certaine similitude avec des
familles de génes connus, et, enfin,
de nouveaux génes pour lesquels on
ne possédait aucune information
préalable. Pour ces derniéres catégo-
ries, le role éventuel de ces nouvel-
les protéines dans des processus bio-
logiques communs aux appats reste,
bien str, a étre établi (voir ci-dessous).

Conclusions : avantages, limites et
perspectives

Par comparaison avec les systémes in
vitro, les systtmes doubles-hybrides
offrent des conditions plus proches
des conditions physiologiques natu-
relles pour les protéines d’eucaryo-
tes supérieurs. En outre, un certain
nombre des modifications post-
traductionnelles rencontrées chez les
eucaryotes supérieurs, (en particulier
de tres nombreuses glycosylations),
sont réalisées chez la levure. Néan-
moins, certaines d’entre elles peu-
vent ne pas avoir lieu; ce pourrait

étre le cas des phosphorylations de
certaines tyrosines impliquées dans
des interactions protéiques avec des
domaines de type SH2 [62].

Par ailleurs, les tests doubles-
hybrides étant réalisés in vivo, ils
sont plus sensibles que la plupart
des tests in vitro. Des interactions fai-

bles, non décelables par
co-immunoprécipitation, sont détec-
tées par le systeme double-

hybride [65]. Des interactions tran-
sitoires de type enzyme-substrat ont
été mises en évidence entre une
protéine kinase (SNF1) et une cible
hypothétique, SIP1, dont la fonction
n'est pas connue [59], ou encore
entre la protéine phosphatase PPl o2
et la protéine Rb du rétinoblas-
tome [19].

Cependant, plusieurs parametres,
peuvent, a prior;, empécher la détec-
tion de certaines interactions dans le
systeme double-hybride, en particu-
lier des problémes de toxicité, de
taux d’expression, de stabilité des
fusions, de transport nucléaire inef-
ficace, d’encombrement stérique,
etc. On ne connait pas actuellement
de limitation liée a la taille des pro-
téines, mais aucune étude systéma-
tique n’a été faite sur ce point.
Un troisieme partenaire (protéique
ou non) peut également étre néces-
saire a l'interaction entre les deux
hybrides étudiés. Par exemple, le cri-
blage de banques avec la partie cyto-
plasmique du récepteur de I'hor-
mone thyroidienne a conduit a la
mise en évidence d’interactions
dépendantes de la présence d’hor-
mone thyroidienne dans le milieu
de culture des levures[46]. De
meéme, la dimérisation du facteur de
transcription HAP1 dépend de la
présence d’'un héme d’origine endo-
gene ou exogene [63]. Grace a un
systeme a trois partenaires, des inter-
actions multiples ont été démon-
trées. Par exemple, les protéines
d’épissage de levure PRP9 et PRP11
n’interagissent pas directement mais
par 'intermédiare d’une tierce pro-
téine SSP91, initialement identifiée
par la génétique [39]. La plupart de
ces difficultés potentielles sont spé-
cifiques de chaque cas particulier et
sont difficiles a évaluer a priori. Le
développement de méthodes dou-
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Tableau |
PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS PAR CLONAGE SUIVANT UNE METHODE DOUBLE-HYBRIDE
APPAT BANQUE
d’ADNC
nom fonction origine clones clones positifs | confirmation réle connu ou |remarque référence
positifs/ identifiés de l'interaction | supposé
criblés
RAP régulateur levure 1/1,2 10° RIF1 génétique silencing [37]
de transcription structure
+ silencing des télomeres
+ structure
télomeres
SIR4 silencing levure 2/2 105 - SIR4 premier exemple | [55]
(HMR et HML) - SFIl de clonage par la
méthode double
hybride
TFIIF facteur général | humain - Rap 74 - biochimie - sous-unité de | test dans cellules | [17]
(sous-unité de transcription | (HelLa - homologue -? TFIIF de mammiféeres
Rap30) et JY) cdc2 - (CV1)
Yin-Yang-1 régulateur humaine 50/3 10% cMyc biochimie protooncogéne |pas d‘interaction | [56]
de transcription | (HL60) avec Max
Max partenaire du humain 80/7,5 105 |- cMyc - biochimie - oncogéene - domaine bHLH- |[57]
proto-oncogeéne | (Hela) - Mxi1 - biochimie - régulation de | Zip
Myc cMyc - id.
Jun facteur souris 11/105 - cFos - biochimie - facteur spécificité : pas | [35]
(domaine de transcription | (embryon) - 2 homologues |- ? de transcription | d’interaction avec
bZIP) ATF/CREB - id. Fos
- o et B tropo- |- ?
myosines - cytosquelette
- 2 inconnues -?
-?
p53 supresseur humain 36/7,5 105 [tous = p53 [58]
de tumeur
TR (domaine | récepteur mammiféere | 14 - 5 homologues - interactions né- | [46]
cytoplasmi- hormone protéines nu- cessitant la pré-
que) thyroidienne cléaires sence d’hormone
(T3) - 9: inconnues T3 dans le milieu
SNF1 protéine kinase | levure 16/3 105 - SIP1 - biochimie - répression ca- |- phosphorylé par | [69]
(répression - SIP2, SIP3, tabolique SNF1 in vitro
catabolique) SIP4
H-Ras protéine G, souris 21/1,4 107 |- Raf (9) - biochimie et - protéine kinase [10]
transduction (embryon) - autres incon- | génétique = MAPK, trans-
de signal nues duction de si-
gnal
Bcl-2 proto-oncogéne, | humain 20/108 - R-Ras (3) - biochimie protéine G spécificité: pas | [60]
régulation - autres: incon- d’interaction de
apoptose nus R-Ras avec Rac
ou Rho
bles-hybrides dans des cellules chimie, par exemple par immuno- gine. Il est donc important de mon-

d’eucaryotes supérieurs en culture
devrait permettre de remédier en
partie a ces limitations. Quoi qu’il
en soit, apres la mise en évidence
d’une nouvelle interaction, il est
nécessaire de la confirmer par une
méthode indépendante. Comme
mentionné plus haut, la confirma-
tion de sa «réalité physique» est
généralement apportée par la bio-

précipitation ou par rétention d'une
protéine sur une colonne contenant
son partenaire putatif.

Cependant, il est également néces-
saire d’établir la «réalité biologi-
que » d’une interaction. En effet,
elle pourrait n’exister que chez la
levure, dans les conditions de I'expé-
rience, mais ne pas correspondre a
une réalité dans I'organisme d’ori-

trer que les deux partenaires iden-
tifiés participent a un processus bio-
logique commun. Lorsque cela est
possible, une analyse génétique, par
délétion ou par surexpression du
nouveau geéne identifié, peut étre
réalisée. L’analyse comparée de
I'expression spatio-temporelle de
protéines interagissant participe aussi
a la validation biologique des inter-
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Tableau | (suite)

PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS PAR CLONAGE SUIVANT UNE METHODE DOUBLE-HYBRIDE

APPAT BANQUE
d’ADNC
nom fonction origine clones clones positifs confirmation réle connu ou remarque référence
positifs/ identifiés de l'interaction |supposé
criblés
calmoduline | prolifération levure 2/33 105 - ferrochélatase |- biochimie et|- enzyme mito- |- ? [48]
cellulaire - Nuf1p/Spc110 | génétique chondriale - colocalisation
localisation : - protéine
appareil coiled-coil
centriolaire appareil centrio-
laire
cdk4 protéine kinase, | humain - p16 INKe - biochimie inhibiteur de supresseur de tu- [ [63, 61]
régulation du I'activité kinase | meur (MTS)
cycle cellulaire de cycline
D/cdk4
cdk2 protéine kinase, | humain - Cks 1 - - homologue |- [52, 54]
régulation du (HelLa) - biochimie —|p13 Sucl lié a
cycle cellulaire - Rbr-2 interaction indi- | cdc2 (S. pombe) | - pas d’interaction
recte, via cycline | - famille du | avec cdc2 ou
- Kap rétinoblas-tome | cdk5
- biochimie (Rb) = p130 as-
sociée a I'adéno-
virus E1A subs-
trat de cdk2?
- protéine phos- | -
phatase
id. - Cdi1 - biochimie - spécificitée : | [8]
- protéine phos- | interagit aussi
- Cksl et 2 phatase, cycle | avec cdc2, cdk »
cellulaire mais pas cdk4
- analogue p13
Suc1
id. 14/2 108 - Cip1 - biochimie - inhibiteur de |- associé a des |[51]
|'activité kinase | complexes cycline
- Cip2 de cycline/cdk2 |/cdK de fibroblas-
- homologue |tes
phosphatase
Rétinoblas- suppresseur de | humain 28/2 108 - PP-1a2 - biochimie - protéine phos- | la méme région |[52]
tome tumeur, phos- | (lymphocy- (1 clone) phatase de Rb lie PP-1a2
phorilée au | te) - autres: incon- et I'antigéne T de
cours du cycle nus Svao0
cellulaire
N recognin dégradation pro- | 1/10° Ubc2 biochimie et enzyme de con- | [47]
téines suivant la génétique jugaison de
régle du N-term. I‘'ubiquitine
levure
Gag1 (HIV1) | assemblage humain 2/5 10° Cyp1 et Cyp2 biochimie cyclophilines, in vitro, interac- |[42]
des particules (HL60) fixent la cyclos- | tion déstabilisée
rétrovirales porine A par la cyclospo-
(immunosu- rine A
presseur)
SC35 facteur humain 142/2 108, |- U1-70K - biochimie facteur d'épissage | motif RS [40]
d’'épissage 50 anlysés |- U2AF » » »
(choix des sites - SC35 - » » »
d'épissage),

motif RS présent

Vil
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actions détectées : les deux protéines
doivent étre présentes au meéme
moment et au méme endroit! Tou-
tefois, méme si une interaction n’est
pas biologiquement significative, elle
n'en est pas moins pertinente sur le
plan physico-chimique. Ainsi un
répertoire des interactions permises
entre motifs protéiques peut étre
créé, qui pourrait avoir une valeur
prédictive pour I'étude d’autres pro-
téines, voire pour la conception d’in-
hibiteurs de certaines interactions.
Le systeme double-hybride peut con-
duire non seulement a la mise en évi-
dence d’une interaction protéique,
mais aussi a une étude précise, par
« biochimie in vivo», de I'interaction
entre deux protéines ou méme entre
deux domaines d’'une méme pro-
téine: les domaines d’interaction
peuvent étre tout d’abord cartogra-
phiés par délétion, puis une analyse
plus précise peut étre réalisée par
recherche de mutants ponctuels. Par
exemple, le domaine d’homo-
dimérisation de I'intégrase du virus
HIV de type 1 a été défini par sélec-
tion de délétions qui n’altéraient pas
I'interaction [64]. De méme, I’étude
de mutations ponctuelles du suppres-
seur de tumeur p53 a permis d’iden-
tifier les acides aminés jouant un role
clef pour son interaction avec I'anti-
gene T de SV40 [65].

A partir d’'une premiére mutation
qui conduit a une perte d’interac-
tion, on peut également rechercher
des mutations compensatoires chez le
partenaire de la protéine initiale-
ment mutée [37].

Paralléelement, une derniere perspec-
tive ouverte par ['utilisation du
systeme des deux hybrides est la
recherche de substances qui inhibe-
raient, in wvivo, l'interaction entre
deux protéines données, interférant
ainsi avec le processus biologique
dans lequel elles sont impliquées. On
peut aisément imaginer les applica-
tions d'une telle approche a la re-
cherche de nouveaux médicaments !
En conclusion, le test double-hybride
permet non seulement la mise en évi-
dence directe, in vivo, chez la levure,
d’interactions protéiques mais aussi
I'analyse de ces interactions. Il appa-
rait comme complémentaire des
approches biochimiques et généti-
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ques. Sa puissance réside a la fois
dans sa sensibilité et dans le fait qu'il
permet de cloner directement un
gene codant pour un nouveau par-
tenaire. Cette méthode illustre éga-
lement I'apport de la confrontation
entre difféerents domaines, i.e. celui
de I'étude des facteurs de transcrip-
tion et celui des interactions
protéiques M
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InrorMmaTIONS SFG

Réunions de la Société Frangaise de Génétique

* Les SOCIETES FRANCAISE ET
ISRAELIENNE DE GENETIQUE orga-
nisent un colloque binational en Israél
du 6 au 13 novembre 1994. Ce colloque
bénéficie du soutien du ministére des
Affaires étrangeéres et de I'AFIRST.
Seront abordés tous les domaines de la
génétique humaine fondamentale et
médicale : maladies génétiques mono- et
polyfactorielles, cytogénétique molécu-
laire, génétique du cancer, thérapie
génique, génétique des populations et
épidémiologie.

Pour tout renseignement, contacter le
secrétariat de la SFG c¢/Immunogénéti-
que Humaine, Institut Pasteur, 25, rue

du Docteur-Roux, 75724 Paris Cedex 15,
France.

* La SOCIETE FRANCAISE DE GENE-
TIQUE et la SOCIETE TUNISIENNE
DE CHIMIE BIOLOGIQUE organisent
conjointement au printemps 1995 a
Hammamet (Tunisie) un colloque d’une
semaine sur le théme Diversité généti-
que : Polymorphismes (plantes, animaux,
homme) — Genése et maintien de la
variabilité génétique — Role dans I'évo-
lution biologique — Rdle en pathologie
(maladies génétiques, résistance aux
maladies).

- Les participants francais pourraient
intervenir en alternance avec leurs col-

légues tunisiens. Le séjour, pour un
nombre limité de personnes, pourrait
étre pris en charge par le ministére tuni-
sien de I’Environnement, de la Recher-
che et de la Jeunesse, le voyage étant a
la charge des participants.

- Les personnes intéressées peuvent
prendre contact avec ['organisateur,
Alain Bucheton, Centre de Génétique
moléculaire, Cnrs, 91198 Gif-sur-Yvette
Cedex — Tél.: (1) 69.82.32.77, Fax: (1)
68.82.43.83, avec Michel Solignac - Tél. :
(1) 69.82.37.29 — Fax: (1) 69.07.04.21,
le Professeur Mohamed Marrakchi, labo-
ratoire de génétique, faculté des scien-
ces de Tunis Fax: (19)
216.1.885.480).

Autres réunions

* La prochaine réunion des drosophilis-
tes de [angue francaise «2'JOURNEE
DE GENETIQUE ET BIOLOGIE
MOLECULAIRE DE LA DROSO-
PHILE » se tiendra, comme les années
précédentes, au Centre omnisport de
Vichy du 21 au 24 septembre 1994. Le
dossier d’inscription peut étre obtenu

auprés d’Alain Bucheton, Centre de
Génétique moléculaire, Cnrs, 91198 Gif-
sur-Yvette Cedex.

® La Société Francaise de phytopatholo-
gie organise du 30 novembre au
2 décembre 1994 a Montpellier un col-

loque « HISTOLOGIE, ULTRASTRUC-
TURE ET CYTOLOGIE MOLECU-
LAIRE DES INTERACTIONS
PLANTES-MICROORGANISMES ». Le
dossier d’inscription peut étre obtenu
aupres de Michel Nicole, ORSTOM,
laboratoire de phytopathologie, BP 5045,
34032 Montpellier Cedex.

L’Association « Chercheurs Toujours » nous communique

La retraite entraine dans nos structures
une rupture compléte avec les activités
habituelles du chercheur. Tout se passe
comme si, le jour de notre anniversaire,
nous devenions brusquement inutiles et
comme si nous perdions du jour au len-
demain tout le savoir accumulé pendant
toute une vie professionnelle.

Nous étions un certain nombre a pen-
ser que c’était la une erreur et nous
avons fondé I'association « Chercheurs

Toujours » (loi de 1901) avec I'objectif
de promouvoir I'activité scientifique des
chercheurs retraités. Aprés quatre ans
d’existence, I'association compte une
centaine de membres en France, de tou-
tes disciplines et provenant de divers
organismes de recherche — surtout du
Cnrs — ainsi que 25 étrangers — Etats-
Unis en majorité.

Indépendamment des organismes dont
relevaient ses adhérents, trois idées

générales ont guidé la réflexion et
Paction de « Chercheurs Toujours » :
— ne pas laisser en friche le savoir
accumulé qui peut encore présenter une
utilité pour la Société et faciliter pour
chacun une ouverture vers d’autres
disciplines ;

- aider les collégues retraités ou préré-
traités a résoudre des problémes prati-
ques et administratifs ;

- créer un cadre de rencontres pour évi-




ter 'isolement pénible tant moralement
que scientifiquement.

Dans cet esprit, diverses conférences-
débats ont été organisées. Des articles que
les revues Science (USA) et Lancet (G-B)
ont consacrés a « Chercheurs Toujours »
ont amené des collégues étrangers a nous
rejoindre. Sont également a I'étude des
actions de soutien aux étudiants étrangers
en France et des aides (missions, envois
de livres et de matériels scientifiques) a
des pays en voie de développement
(Tiers-Monde ou Europe de I'Est).

Société Francaise de Génétique

Autre role important possible, sug-
géré par des collegues francais ou
étrangers : réfléchir sur la Science, son
évolution et sa relation avec la Société
et les Pouvoirs. Les retraités ont des
connaissances scientifiques, I’expérience
du «métier de la recherche », disposent
de plus de temps et surtout sont libé-
rés de pressions financiéres et adminis-
tratives.

Trés jeune, I’Association « Cher-
cheurs Toujours» propose déja des
réponses a certaines demandes émanant

de retraités, bien d’autres restent en
attente. Ces ambitions nécessitent des
démarches connexes a diverses organi-
sations existantes — « Chercheurs Tou-
jours» s’y emploie mais n'y parviendra
qu’avec le concours actif de ses
adhérents.

* Renseignements, adhésion : s’adres-
ser a: Mario Luzzati, « Chercheurs Tou-
jours » ICIG Hopital Paul-Brousse, 94800
Villejuif. Tél: (1) 47.26.14.50 — Fax:
(1) 47.26.80.97.

SOCIETE FRANGCAISE DE GENETIQUE

DEMANDE D’ADHESION

Cette demande est a adresser au secrétaire général, Michel Solignac, laboratoire de biologie et génétique évolutives,
batiment 13, Cnrs, 91198 Gif-sur-Yvette Cedex. (Conformément aux statuts, elle sera soumise a I'approbation du

Bureau lors de sa prochaine séance.)
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DATE DE NAISSANCE :

FONCTION ET GRADE :.....ccoeocverernencne

NATIONALITE :

ORGANISME DE RATTACHEMENT :....cociiiiiiiiien s

TITRES ET DIPLOMES ... ee oottt ettt e e et eaeaeee et et et asae et e s et eeasasaseeseseeesseseeseasaseseseseasaeseesaeaeasesseseseseseseseenseesesseaseseesensennanens

ADRESSE PERSONNELLE* (adresse, tElEPRONE) .. ....cccicieiieeieeicteecteee ettt ettt e e se e e se e se e s ee st e naeaess s enseseeeseenns

ADRESSE PROFESSIONNELLE* (centre ou université, laboratoire, adresse, téléphone, fax) :......ccccoviiiieriiiiieeniinnennn.

DATE :

SIGNATURE:

Montant de la cotisation 1994: 280 F

Pour les Etudiants (avantage financier limité a I'année d’adhésion):

160 F par cheque bancaire ou postal libellé

a I'ordre de la SOCIETE FRANCAISE DE GENETIQUE. Joindre la photocopie de la carte d’étudiant.

* Marquer d’une croix I'adresse professionnelle ou personnelle ou doit étre envoyé le courrier.




