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Récapitulatif des principales protéines impliquées dans I’assemblage des
snoRNP et dans la maturation des microARN

Protéines humaines et leurs homologues chez la levure impliquées dans 1’assemblage des snoRINP :

Humain S. cerevisiae
Nom Signification Nom Signification
Fibrillarine - Nopl Nucleolar protein 1
NOP56 Nucleolar protein 56 kDa Nop56 |Nucleolar protein 56 kDa
NOPS8 Nucleolar protein 58 kDa Nop58 |Nucleolar protein 58 kDa
SNU13/15.5 | Small NUclear ribonucleoprotein- |Snul3 | Small NUclear ribonucleoprotein-
associated protein of 13 kDa associated protein of 13 kDa
HSP90 Heat Shock Protein of 90 kDa Hsp82 | Heat Shock Protein of 82 kDa
RPAP3 RNA Polymerasell-Associated Tahl TPR repeat-containing protein
Protein 3 Associated with Hsp82
PIH1D1 PIH1 domain-containing protein 1 |Pihl Protein Interaction with Hsp82
Nop17 |Nucleolar protein of 17 kDa
TIP48 48 kDa TATA box-binding protein- | Rvb2 RuvB-like protein 2
Interacting Protein
TIP49 49 kDa TATA box-binding protein- | Rvbl1 RuvB-like protein 1
Interacting Protein
NUFIP Nuclear fragile X mental Rsal Ribosome assembly protein 4
retardation-interacting protein 1
ZNHIT3 Zinc finger HIT domain-containing
protein 3 . .
TRIP3 Thyroid Receptor-Interacting Hitl High temperature Growth 1
Protein 3
BCD1 Box C/D snoRNA protein 1 Bedl Box C/D snoRNA protein 1
Dyskérine - Cbf5 Centromere Binding Factor 5
NOP10 Nucleolar protein of 10 kDa Nop10 | Nucleolar protein of 10 kDa
GAR1 Glycine and Arginine Rich protein |Garl Glycine and Arginine Rich protein
NHP2 Non-Histone Protein 2 Nhp2 Non-Histone Protein 2
SHQ1 Small nucleolar RNAs of the box | Shql Small nucleolar RNAs of the box
H/ACA family quantitative H/ACA family quantitative
accumulation protein 1 accumulation protein 1
NAF1 Nuclear Association Factor 1 Nafl Nuclear Association Factor 1




Protéines humaines impliquées dans la maturation des microARN :

Humain
Nom Signification

Drosha i}

DGCRS DiGeorge syndrome Critical Region 8

XPOS5 exportine-5

Dicer -

TRBP/TARBP2 Trans'-Activation-Responsive RNA-Binding
Protein

PACT Protein ACTivator of PKR

AGO Argonaute

GW182 Glycine-Tryptophan protein of 182 kDa

TNRC6A TriNucleotide Repeat-Containing gene 6A protein
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%:
BC:
N :

3-AT:
2P .
Abs :
ADN :
ADNCc :
ADP :
ARN :
ARNm :
ARNTr :
ARNt :
ATP :
CAB:
Da/kDa :
DMEM :
DNase :
dNTP :
DTT:

E. coli :
EDTA :
GST :
h/min/s :
HEK :
Hela :
IPTG:
K/°C:
IncARN :
mCi :
Mhz :

mmol :

ng/ug/mg/g :

pourcentage

noyau de carbone 13

noyau d’azote 15

Proton

3 Amino-Triazol

Phosphore 32

Absorbance

Acide DésoxyriboNucléique
ADN complémentaire

Adénosnie Di-phosphate

Acide RiboNucléique

ARN messager

ARN ribosomique

ARN de transfert

Adénosnie Tri-phosphate

Cajal Bodies Box
Dalton/kiloDalton

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Désoxunucléase
Désoxyribonucléotide triphosphate
DiThioThréitol

Escherichia coli

Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
Glutathione S-Transférase
heure/minute/seconde

Human Epithelium Kidney
cellules d’Henrietta Lacks
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
Kelvin/degrés Celcius

long ARN non-codant

milliCurie

mégahertz

millimole

nanogramme/microgramme/milligramme/gramme

Abréviations



NLS :
nm/pm/cm :
nM/uM/M :
NoLS:
PBS :
PCR:

PEI :

PEG :

ppm :

RMN :
RMSD :
RNase :
rNTP :

S. cerevisiae :
SAM :
scaARN :
SDS :
SDS-PAGE :
snARN :
snoARN :
SVF :

TBE :

TE :

TPR :

uDO :
UTR:
\A'
WT
YPD:
pl/ml/l :

Nuclear Localization Signal
nanometre/micrometre/centimetre
nanomolaire/micromolaire/molaire
Nucleolar Localization Signal
Phosphate Buffered Saline
Polymease Chain Reaction
PolyEtherImide

PolyEthyléne Glycol

partie par million

Résonance Magnétique Nucléaire
Root-Mean-Square Deviation
Ribonucléase

Ribonucléotide triphosphate
Saccharomyces cerevisiae
S-Adénosyl Méthionine

Small Cajal body-specific RNAs
Sodium Dodecyl Sulfate
SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
small nuclear RNA

small nucleolar RNA

Sérum de Veau Fcetal
Tris-Borate-EDTA

Tris-EDTA

TetratricoPeptide Repeat

Unité

unité de Densité Optique
UnTranslated Region

volume a volume

Wild Type

Yeast extract-Peptone-Dextrose

microlitre/millilitre/litre

Abréviations
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Introduction

Avant-propos

Il existe dans toutes cellules deux types d’ARN, les ARN messagers, qui sont traduits en protéines,
et les ARN non-codants (ARNnc), dont I’importance fonctionnelle a pendant longtemps été sous-
estimée. L’¢tude des ARNnc a connu ces derniéres années un regain d’intérét trés important en
raison du nombre important de processus biologiques dans lesquels ils sont engagés (pour revue
Clerget et al., 2015, voir Annexe) (Figure 1). Les ARNnc sont ainsi notamment impliqués dans la
maturation du pré-ARNm (i.e. snARN, Weinberg et Penman, 1968 ; pour revue Butcher et Brow,
2005), et dans la traduction des ARNm (i.e. ARNt et ARNr, Hoagland et al., 1958 ; Brenner et al.,
1961 ; Palade, 1955), dans la maturation d’autres ARN (i.e. snoARN, pour revue Maxwell et
Fournier, 1995), dans la sécrétion des protéines (i.e. 7SL, Walter et Blobel, 1982) mais également
dans le développement cellulaire (i.e. IncARN ; pour revue Mercer et al., 2009) ou encore dans le
controle de I’expression génique (i.e. microARN ; Lee et al., 1993). Enfin, depuis une dizaine
d’années, les progres réalisés notamment en matiere de séquencage a haut-débit ont entrainé
I’identification de nombreux ARNnc tels que les tiARN (« transcription initiation RNA »), les
PASR (« promoter-associated short RNA », TASR (« termini-associated short RNAs »), les
spliARN (« Splice-site associated smRNAs »), dont les fonctions ne sont toutefois pas encore

toujours clairement établies (Taft ef al., 2009 ; Kapranov et al., 2007 ; Taft et al., 2010).

Ces différents ARNnc sont le plus souvent intégrés au sein de complexes protéiques, formant alors
des particules ribonucléoprotéiques (RNP), assemblées selon des processus de maturation
complexes et souvent propres a chaque ARN. De facon surprenante, de récentes études ont toutefois
montré que certains ARNnc pouvaient servir de précurseurs a d’autres ARNnc. Ainsi, la
caractérisation des ARNnc associés a certaines protéines comme les protéines de la famille
Argonaute (I’'une des protéines associées aux microARN matures, voir Chapitre 2) a montré
I’existence de petits ARN dérivés de snoARN, ou sdRNA (« snoRNA-derived RNA »). Ainsi, bien
que les snoARN aient été identifiés il y a de nombreuses années et que leurs fonctions semblaient
avoir ét¢ identifiées depuis, cette découverte a entrainé un regain d’intérét pour 1’é¢tude de leur
maturation, et plus particuliecrement sur leur possibilit¢ de générer de petits ARN de type
microARN. Il semble aujourd’hui d’autant plus intéressant de réaliser ces études qu’il apparait que
ces petits ARN dérivés et/ou leurs précurseurs seraient impliqués dans de nombreuses pathologies,
comme le cancer de la prostate (Dong et al., 2008), du foie (Kawaji ef al., 2008), du poumon (Liao

et al.,2010), du cerveau (Dong et al., 2009) ou encore certaines leucémies (Valleron et al., 2012).
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Figure 1 : ARN codants et ARN non-codants : un bilan non exhaustifs

Chaque cellule contient deux types d’ARN, les ARNm qui sont obtenus suite a la maturation des pré-ARNm
et qui sont traduits en protéines, et les ARNnc qui, bien qu’ils ne soient pas traduits en protéines, sont
impliqués dans la plupart des processus biologiques. Ainsi, les ARNTr participent a la formation du ribosome,
dont la fonction est de traduire les ARNm en protéines (Palade, 1955). Les petits ARN nucléolaires, ou
snoARN, sont eux nécessaires a la maturation des ARNr (pour revue Maxwell et Fournier, 1995). Les ARNt
portent au niveau de leur extrémité 5’ un acide aminé et permettent ainsi de faire le lien entre le code
génétique et le code protéique (Hoagland et al., 1958, Brenner et al., 1961). Enfin, les snARN sont impliqués
dans le processus de maturation du pré-ARNm en ARNm (épissage) via le splicéosome (Weinberg et
Penman, 1968 ; pour revue Butcher et Brow, 2005). De trés longs ARN, comme Xist, ont également été
identifiés et sont généralement impliqués dans le développement cellulaire (pour revue Mercer ef al., 2009).
Enfin, récemment, de petits ARN, appelés microARN, ont été identifiés comme étant des régulateurs majeurs
de ’expression génique (Lee ef al., 1993).
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Mon travail de doctorat fait suite a un travail préliminaire qui concernait 1’é¢tude de la maturation
des sdRNA (voir la partie Objectifs). Mon introduction se concentrera donc plus spécifiquement sur
cette nouvelle famille d’ARNnc et sur les 2 familles d’ARNnc liées, les microARN et les snoARN,

ainsi que sur les différentes protéines impliquées dans leur biogenése.
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Chapitre 1 : Les snoARN

Les premiers snoARN furent identifiés par des expériences de fractionnement nucléaire (Reddy et
al., 1981 ; Kiss et Filipowicz, 1993) qui ont montré D’existence de petits ARNnc présents
spécifiquement dans le nucléole et impliqués dans la maturation des ARNr. Comme la grande
majorité des ARN, les snoARN sont stabilisés au sein de complexes, contenant a la fois I’ARN et
des protéines spécifiques, appelés particules RiboNucléoProtéines (RNP). Des expériences
supplémentaires d’immunoprécipitation dirigées contre certaines protéines constituant ces snoRNP
ont permis de classer les snoARN en 2 groupes, les snoARN associés a la protéine Fibrillarine (Tyc

et Steitz, 1989) et ceux associés a la protéine Garl (Girard et al., 1992).

Les snoRNP du premier groupe correspondent aux snoRNP a boites C/D, en référence a la présence
de 2 séquences hautement conservées au niveau du snoARN, les motifs C et D. Les snoRNP du
second groupe correspondent aux snoRNP a boites H/ACA, caractérisé€es par la présence de 2 autres

séquences conservées, les motifs H et ACA.

Les snoRNP a boites C/D sont historiquement décrits comme impliquées dans la maturation des
ARNT, soit dans le clivage du pré-ARNr (Hughes et Ares, 1991), soit dans la catalyse de 2°-O-
méthylation de riboses de certains nucléotides. Les snoRNP a boites H/ACA sont eux
principalement impliquées dans la conversion d’uridines en pseudouridines au niveau d’ARNr, a
I’exception notable de la Télomérase, une scaRNP a boites H/ACA impliquée dans le maintien de la
longueur des télomeres (Nugent et Lundblad, 1998 ; Mitchell ef al., 1999). Les snoARN ne réalisent
pas eux-mémes ces modifications mais agissent en tant que guides en s’hybridant de manicre
spécifique aux ARN cibles. Les modifications sont réalisées par des enzymes présentes au sein des
snoRNP. Ainsi la Fibrillarine est responsable des réactions de 2’-O-méthylation et la Dyskérine des

réactions de pseudouridylation.

Les scaARN ne sont pas a proprement parler des snoARN puisqu’ils ne sont pas localisés dans le
nucléole mais dans les corps de Cajal a cause d’une séquence particuliere appelée motif CAB
(Richard et al., 2003). Ils possedent néanmoins les mémes types de séquences conservées que les
snoARN et interviennent dans la maturation de snARN (impliqués dans le processus d’épissage) en

catalysant les mémes types de modifications.
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Enfin, il est intéressant de noter que malgré les progres réalisés en maticre de s€quencage et en bio-
informatique, les cibles d’environ 20 % des snoARN connus & ce jour n’ont toujours pas été

identifiées (Jorjani ef al., 2016). Ces snoARN sont alors appelés des snoARN orphelins.

I. Les snoRNP a boites C/D
A. Les snoARN a boites C/D
1. Structure des snoARN a boites C/D

Les snoARN a boites C/D sont des petits ARN ayant une taille comprise entre 50 et 200 nucléotides
et caractérisés par la présence de 2 séquences hautement conservées. Le motif (ou boite) C est situé
au niveau de I’extrémité 5’ du snoARN et a pour séquence consensus 5’-RUGAUGA-3’ (ou R est
une purine). La boite D est située au niveau de D'extrémité 3’ du snoARN et a pour séquence
consensus 5°’-CUGA-3’. La plupart des snoARN contiennent également deux autres séquences
moins conservées, les boites C’ et D’ qui sont présentes au centre du snoARN. L’ARN cible vient
s’hybrider au niveau de 1’élément antisens. Cet élément, d’une longueur de 10 a 21 nucléotides et
complémentaire & I’ARN cible, se situe directement en amont des boites D et D’. Toutefois il a été
montré que pour certains snoARN, ’ARNTr cible s’hybridait a la fois au niveau de I’élément
antisens mais aussi a distance de ces derniers, ce qui augmentait d’environ 5 fois I’efficacité de
méthylation du ribose du nucléotide cible (van Nues ef al., 2011). De manieére remarquable, le
ribose du nucléotide modifié est toujours celui du Séme nucléotide apparié¢ au snoARN en amont de

la boite D et D’ (Figure 2).

Les boites C et D s'associent pour former un motif hélice-boucle-hélice, le motif C/D, qui se
structure en Kink-Turn ou K-Turn (Klein et al., 2001). Ce motif comporte 2 hélices I et II séparées
par des appariements non canoniques G*A et A*G au niveau des boites C et D et par une paire U-U
au début de I’hélice II (Marmier-Gourrier et al., 2003). Ces appariements sont responsables de la
présence de 3 nucléotides non appariés (Figure 3). Ce repliement a la particularité de laisser une
uridine libre, rejetée en dehors du motif et donc potentiellement libre d’établir des interactions avec
des protéines qui reconnaissent ce motif singulier, les protéines de la famille L7Ae (Watkins et al.,

2002). Enfin, ce motif peut étre également stabilisé par des ions métalliques (Goody et al., 2004).



Introduction

Boite D'
5' Boite C'
=
I::!'\l-.f
1
/ 3
3|'
z
— ()
2
5I
Boite C Boite D

3I

Figure 2: snoARN a boites C/D.

Les snoARN a boites C/D sont caractérisés par la présence de deux courtes séquences tres
conservées : la boite C au niveau de l'extrémité 5' et la boite D au niveau de I'extrémité 3'. La
plupart d'entre-eux comportent également des boites C' et D', de séquences moins conservées.

L'ARNTr cible vient s'hybrider sur le snoARN a boites C/D au niveau d'une séquence nommée
¢élément antisens, qui est situé en amont des boites D et D'. Le résidu qui est 2'- O-méthylé au
niveau de son ribose se trouve toujours en position 5 en amont des boites D et D' (résidu marqué
N-5 sur la figure). Les boites C/D et C’/D’ forment, en se rapprochant, un motif tridimensionnel
particulier nommé Kink-Turn (K-Turn) reconnu par des protéines de la famille L7Ae.
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Figure 3: Structure secondaire consensus du motif Kink-Turn des boites C/D (d’aprés Marmier-

Gourrier et al., 2003).

Les boites C/D (et C’/D’) s'associent pour former un motif en hélice-boucle-hélice qui se structure
en Kink-Turn ou K-Turn (Klein et al., 2001). Ce motif comporte 2 hélices I et II séparées par 3
nucléotides non appariés faisant suite a la présence d’appariements non canoniques G-A et A-G
entre les boites C et D et d’une paire U-U au début de 1’hélice II. Parmi les 3 nucléotides non
apparié, I'uridine (ici en rouge) est projeté en dehors du motif et va étre reconnu par des protéines
de la famille L7Ae dont la protéine Snul3/SNU13 (Watkins et al., 2002)

R : Purine.

N : n’importe quel nucléotide.
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2. Maturation des snoARN a boites C/D
Chez les vertébrés, la plupart des génes codant des snoARN sont localisés au sein d’introns de
genes codant des protéines impliquées dans la biogenese des ribosomes ou dans la traduction des
ARNm. La maturation de ces snoARN est donc dépendante du processus d’épissage. Plus
précisément, il semble que la position du snoARN au sein de I’intron qui va étre €pissé soit critique.
Ainsi, il a été montré que la plupart des snoARN introniques se trouvaient a une distance comprise
entre 70 et 80 nucléotides en amont de I’extrémité 3’ de I’intron hote et que I’altération de cette

distance impactait la libération du snoARN de I’intron (Hirose et Steitz, 2001).

De plus, Hirose et al. ont également montré en 2006 qu’il existait une distance cruciale d’environ
50 nucléotides entre la région comprenant la séquence des snoARN et le point de branchement
(Hirose et al., 2006). Ainsi, ils ont montré que lors de la premiére réaction de trans-estérification, le
facteur d’épissage IBP160 est recruté par le complexe C1 du splicéosome, qui, si un snoARN est
présent a la bonne distance, stabilise le repliement du snoARN et/ou facilite le recrutement de
certaines protéines des snoRNP, notamment la protéine SNU13 qui se fixe au niveau du K-Turn
(Watkins et al., 2000). Une fois la deuxiéme réaction de transestérification effectuée et I’intron
relargué sous forme de lasso, la liaison 2'-5' phosphodiester est hydrolysée par I’enzyme de
débranchement DBR1 (Figure 4). Chez la levure S. cerevisae, il a été montré que les extrémités 5’
et 3’ des snoARN introniques étaient ensuite maturées par des exonucléases (Villa et al., 1998) et

par ’exosome (Allmang et al., 1999).

Il a toutefois ét¢ montré que des snoARN introniques présents a plus longue distance pouvaient
toujours €tre maturés, mais de maniere moins efficace et a priori via un mécanisme ne nécessitant
pas d’interaction entre le snoARN, des protéines du snoARN et des protéines de la machinerie
d’épissage (Hirose et al., 2003). Des travaux récents semblent également indiquer I’existence de
deux types de snoARN a boites C/D selon leur localisation au sein de I’intron hote. Ainsi les
snoARN distant d’environ 75 nucléotides de I’extrémité 3’ de I’intron posséderaient une fois
maturés des extrémités « longues », c’est-a-dire une boite C située a 5-6 nucléotides de I’extrémité
5°, contre 4 a 5 nucléotides pour les formes « courtes », et une boite D située a 4-5 nucléotides de
I’extrémité 3°, contre 2 a 3 nucléotides pour les formes « courtes » (Deschamps-Francoeur et al.,

2014).
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Maturation des
@ /"T‘“\l extrémités 5' et 3'

Figure 4 : Processus de maturation d’un snoARN a boites C/D intronique (d’aprés Kiss et al.,
2006).

La majorité des snoARN a boites C/D est produite a partir d'introns et est excisée de manicre
dépendante de I'épissage des pré-ARNm. Lors de la premiére réaction de transestérification, le facteur
d’épissage IBP160 est recruté par le complexe C1 du splicéosome. Ce facteur d’épissage stabilise le
repliement du snoARN et/ou facilite le recrutement de certaines protéines cceurs des snoRNP,
notamment la protéine SNU13. Une fois la deuxiéme réaction de transestérification effectuée et
l'intron relargué sous forme de lasso, la liaison 2'-5' phosphodiester est hydrolysée par l'enzyme de
débranchement DBR1. Les extrémités 5’ et 3” du pré-snoARN sont ensuite maturées respectivement
par des exonucléases (Villa et al., 1998) et par I’exosome (Allmang et al., 1999).
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B. Les protéines des snoRNP a boites C/D

Les snoRNP a boites C/D (Figure 5) ont tout d’abord été isolées par des expériences
d’immunoprécipitation réalisées contre la protéine Fibrillarine (Tyc et Steitz, 1989). Des
expériences de synthétiques létaux réalisées chez la levure S. cerevisae avec des mutants de la
protéine Nopl, I’homologue de la protéine Fibrillarine, ont permis de mettre en évidence 2
nouvelles protéines associées aux snoARN a boites C/D, les protéines Nop56 et Nop58 (Gautier et
al., 1997 ; Wu et al., 1998 ; Lafontaine et Tollervey, 1999, 2000). Ces deux protéines ont pour
homologues respectivement les protéines NOP56 et NOP58 chez ’homme. Enfin, des expériences
de purification de la snoRNP U3, une snoRNP a boites C/D impliquée dans les clivages précoces du
pré-ARNr, ont permis de révéler une dernicre protéine associée a I’ensemble des snoRNP a boites
C/D, la protéine Snul3 (chez la levure S. cerevisae) / SNU13 (chez I’homme) (Watkins et al.,
2000).

1. La protéine Nopl/Fibrillarine
La Fibrillarine (Nopl chez la levure S. cerevisae) est ’enzyme qui est responsable, au sein des
snoRNP a boites C/D, du transfert d’un groupement méthyle fournit par la S-Adénosyl-Méthionine
sur le groupement hydroxyle présent sur le carbone 2’ du ribose cible (Figure 6). C’est une protéine
essentielle, d’une taille d’environ 38 kDa, initialement identifiée comme 1’'un des composants des

nucléoles (Ochs et al., 1985).

La Fibrillarine peut étre divisée en 2 domaines, un domaine N-terminal et un domaine portant
I’activité méthyltransférase (MTase). Le domaine N-terminal comporte un domaine GAZ et un
domaine « linker » entre le domaine N-Terminal et le domaine MTase. Le domaine GAZ est
impliqué dans des interactions avec d’autres protéines, comme le facteur d’épissage p32 (Yanagida
et al., 2004), les méthyltransférases PRMT1/PRMTS5 ou encore la protéine SMN (Jones et al.,
2001 ; Pellizzoni et al., 2001). 11 comporte un signal de localisation nucléaire ou NLS (Levitskii et
al., 2004). De plus, le domaine GAZ peut étre méthylé au niveau de certains résidus arginine
(Lischwe et al., 1985), probablement via 1’action de PRMT1 et/ou de PRMTS. De manicre

intéressante, ce domaine est absent chez I’homologue d’Archaea de la Fibrillarine.
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Figure 5: snoRNP a boites C/D.

Les snoRNP a boites C/D sont composées d'un snoARN a boites C/D et de 4 protéines cceur. Ces
protéines sont la Fibrillarine, responsable de la 2'-O-méthylation, les protéines NOP56 et NOP58
et de la protéine SNU13. Cette derniére est une protéine appartenant a la famille L7Ae et va
reconnaitre les motifs en K-Turn présents au niveau des boites C/D et C’/D’ du snoARN.

11
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Figuré‘éz Réaction de transfert du groupement méthyle de la SAM au ribose.

La réaction de 2’-O-méthylation réalisée par la Fibrillarine consiste en un transfert de groupement méthyle
(ici en rouge) fournit par la S-Adénosyl-Méthionine (SAM) sur le groupement hydroxyle du carbone 2’ du
ribose de I’ARN cible (pour revue Liang et Li, 2010).
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Le domaine MTase adopte un repliement dit de Rossmann, caractéristique des domaines
d’interaction protéines-acides nucléiques. Ce repliement est constitué¢ d’un feuillet B, composé de 7
brins P paralleles, flanqué par 7 hélices a qui portent la triade catalytique K138/D231/K260 (Figure
7). Ce domaine peut étre divisé en deux régions, un domaine R d’environ 90 résidus et un domaine
riche en hélice a. Le domaine R est caractérisé par la présence d’un motif de fixation a ’ARN
(GCVYAVCEF) (Aris et Blobel, 1991), mais il a ét¢ montré que ce motif n’était pas suffisant pour
fixer ’ARN substrat. En effet Rakitina et a/ ont montré en 2011 qu’il existait 2 autres sites de
fixation pour I’ARN, I’un au niveau du domaine R et ’autre au niveau du domaine riche en hélices
a. Ces domaines fonctionneraient avec une certaine synergie mais indépendamment [’un de 1’autre.
Il est alors possible que la protéine agisse non pas sur un mais deux substrats. Le domaine riche en
hélices a semble interagir avec la protéine NOP56, une autre protéine coeur des snoRNP a boites
C/D (McKeegan et al., 2007 ; Lechertier et al., 2009).

Enfin, indépendamment de son rdle au sein des snoRNP, il a récemment ét¢ montré chez la levure
S. cerevisae, chez ’homme et chez les plantes que la Fibrillarine était également responsable de la
méthylation de I’histone H2A au niveau des promoteurs des génes codant I’ARNr (Tessarz et al.,

2014 ; Loza-Muller et al., 2015).

2. Les protéines NopS6/NOP56 et Nop58/NOP58
Comme indiqué précédemment, les protéines nucléolaires (Nop) Nop56 et Nop58 ont été identifiées
suites a des expériences de synthétiques létaux réalisées chez la levure S. cerevisae avec des
mutants de la protéine Nopl. Ces deux protéines, qui possedent une trés forte homologie (45 %
d’identité), ont respectivement pour homologue chez I’homme les protéines NOP56 et NOP5S, dont
elles partagent également une trés forte homologie (52 % d’identité entre les protéines Nop56 et
NOP56) (Gautier et al., 1997). Bien que tres proches I'une de I’autre, il a ét€ montré que la protéine
Nop56 n’est pas indispensable pour la stabilité des snoRNP a boites C/D contrairement a la protéine
Nop58, in vivo (Lafontaine et Tollervey, 1999). De méme, des expériences de complémentations

croisées ont montré que ces deux protéines n’étaient pas interchangeables (Gautier ef al., 1997).
Les protéines NOP56 et NOP58 possédent un domaine C-terminal trés riche en résidus basiques

(notamment des lysines) et en acides glutamiques. Ce domaine a ét¢ montré comme ayant a la fois

un role de signal de localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NoLS) (Pradet-Balade et al., 2011).
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triade catalytique

Figure 7: Structure tridimensionnelle de la protéine Fibrillarine humaine résolue par diffraction des
rayons X. (code PDB : 2IPX)

La structure révéle la présence de MTA, ou 5'-MéthylThioAdenosine, au niveau du site actif. Le MTA est un
analogue non fonctionnel de la S-Adénosyl-Méthionine, le co-facteur naturel de la Fibrillarine.

Les 3 résidus de la triade catalytique (K138, D231, K260) sont représentés en violet. La structure du
domaine GAR de la protéine humaine n’a pas été résolue.
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Ce domaine est ¢galement connu pour interagir avec 1’enzyme TGS1 qui est responsable de
I’hyperméthylation de la coiffe m’G en m>>’G. Cette coiffe est présente a I’extrémité 5° des
précurseurs des snoARN a boites C/D transcrits par I’ARN polymérase II (notamment les snoARN

U3, U8 et U13) (Mouaikel et al., 2002).

Les protéines NOP56 et NOP58 posseédent également un domaine conservé NOP, un domaine
« coiled-coil » et un domaine N-terminal. Le domaine NOP (Watkins et al., 2002) est constitué
d’hélices a et est connu pour étre un domaine d’interaction protéine-ARN ou protéine-protéine (Liu
et al., 2007). Le domaine « coiled-coil » permet la formation d’un hétérodimere NOP56/NOPS58
(Aittaleb et al., 2003 ; Lin et al., 2011 ; Bizarro et al., 2014). Enfin le domaine N-terminal est

impliqué dans I’interaction avec la protéine Fibrillarine (Aittaleb et al., 2003).

De manicre intéressante, il a ét¢ montré chez des patients souffrant d’une forme particuliére d’ataxie
cérébro-spinale, la SCA36, ’augmentation de la répétition d’une séquence héxa-nucléotidique
[GGCCUG] au sein d’un intron de I’ARNm codant la protéine NOP56 (Kobayashi et al., 2011).
Cette répétition est reconnue par le facteur d’épissage SRSF2, ce qui aurait notamment pour
conséquence la séquestration de ce facteur, altérant le fonctionnement normal de certaines cellules,

notamment les motoneurones.

3. La protéine Snul3/SNU13
La protéine SNU13 (ou 15.5/15.5K/15.5kD, ou Snul3 chez la levure S. cerevisae) a été initialement
identifiée comme un composant important d’une autre particule RNP, la snRNP U4, qui est une
composante importante du splicéosome (Nottrott et al., 1999). Elle partage avec d’autres protéines
un domaine particulier de fixation & I’ARN. Ces protéines forment ainsi la famille des protéines
L7Ae (Watkins et al., 2000 ; Boulon et al., 2008). Chez les eucaryotes, cette famille inclut, en plus
de la protéine Snul3/SNU13, la protéine NHP2, qui est impliquée dans la stabilité des sno/scaRNP
a boites H/ACA (Henras et al., 1998), et la protéine SBP2, qui est impliquée dans 1’incorporation de
sélénocystéine via la reconnaissance d’une structure secondaire particuliére au niveau de la région
3’ UTR de certains ARNm, appelée I’élément SECIS (« SelenoCysteine Insertion Sequence »)
(Allmang et al., 2002). Contrairement aux autres protéines cceur des snoARN a boites C/D, la
protéine SNUI13 a la particularité, comme les autres protéines L7Ae, de se fixer directement a

I’ARN au niveau du motif en K-Turn (voir la partie I. A. 1 de ce chapitre).
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La premiére structure résolue fut celle de la protéine SNU13 en association avec le motif en K-Turn
du snARN U4 (Vidovic et al., 2000). Cette structure (Figure 8) montre que la protéine SNU13
adopte une structure globulaire avec une alternance d’hélices a et de brins 3, formant une structure
dite de « sandwich a-B-a » (Vidovic et al., 2000). L’interaction avec le motif en K-Turn de I’ARN
se fait grace a la présence d’une poche formée par les résidus E61 et K86 dans laquelle 1’uridine
protubérante peut se placer et étre stabilisée par différentes liaisons hydrogeénes présentes entre
I’uridine et ces deux résidus (Vidovic et al., 2000). L’uridine est également stabilisée par
I’intermédiaire de liaisons hydrogénes entre la chaine principale des acides aminés A39 et 1100 et
son groupement phosphate et grace a des contacts hydrophobes entre les chaines latérales des
isoleucines 65 et 100 et I'uracile (Vidovic et al., 2000). La présence de ces multiples contacts
explique pourquoi la substitution de cette uridine abolit complétement I’interaction avec la protéine
SNU13. En revanche contrairement a 1’uridine, il a é&té montré en utilisant le snoARN U14 comme
modele que si la présence des 2 hélices I et II était indispensable a la formation du complexe entre
la protéine SNU13 et le snoARN Ul4, la séquence en elle-méme n’avait pas autant d’importance
(Watkins et al., 2002). Enfin, des expériences de GST pull-down n’ont pas montré d’interaction
entre la protéine SNU13 et les autres protéines cceurs des snoRNP a boites C/D (McKeegan et al.,
2007), ce qui suggere que I’assemblage de ces protéines coeurs sur ’ARN nécessite I’intervention

d’autres facteurs protéiques.

C. Biogenése des snoRNP a boites C/D
1. Assemblage des protéines coeur
Comme décrit précédemment, parmi les différentes protéines cceur des snoRNP a boites C/D, seule
la protéine Snul3/SNU13 interagit directement avec I’ARN via le motif en K-Turn. Cette premiere
interaction semble donc étre nécessaire pour pouvoir recruter les 3 autres protéines coeur,
probablement via des interactions avec la protéine Snul3/SNU13. Toutefois, il a été montré que la
protéine SNU13 pouvait s’associer indifféremment avec les K-Turn présents sur les snoARN a
boites C/D, le snARN U4 ou encore le snoARN U3, dont la structure différe des snoARN a boites
C/D canonique (Watkins et al., 2000 ; Cléry et al., 2007). Ainsi la protéine Snul3/SNU13 semble
donc capable, par la reconnaissance d’un motif extrémement similaire, d’initier 1’assemblage de
trois types de particules RNP différentes, ce qui suggére 1’existence d’éléments de différenciation

supplémentaires.
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Figure 8: Structure tridimensionnelle de la protéine SNU13 humaine résolue par diffraction des
rayons X en complexe avec le motif en K-Turn du snARN U4 (code PDB : 1E7K ; Vidovic et al.,
2000).

La présence d’appariements non canoniques entre 2 paires de G*A/A-G entre les deux hélices entraine la
formation d’une structure en K-Turn au niveau de I’ARN (ici en bleu clair). Au sein de cette structure, un
uracile (ici en bleu) est projeté en dehors du motif et est reconnue par la protéine SNU13.

Le résidu uridine est stabilisé par des interactions avec la protéine SNU13, notamment au niveau des
acides aminés E61 et K86 (en brun). Les acides aminés V95, S96, R97 et P98 du motif VSRP (en violet)
participent a la stabilisation de I’hélice I du K-turn. L’hélice II est stabilisée par des interactions avec les
résidus N40, E41 et K44 du motif NExxK (en gris).
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Watkins et al. ont notamment montré que la protéine SNU13 pouvait se fixer sur le K-Turn des
snoARN a boites C/D quelle que soit la séquence de I’hélice II. Ceci n’est toutefois pas le cas pour
les 3 autres protéines cceur (Watkins et al., 2000). Dans cette étude, les auteurs ont également
montré que cette séquence €tait importante pour la localisation nucléolaire des snoRNP. De plus, il a
été montré que plusieurs acides aminés de surface de la protéine SNU13 étaient importants pour le
recrutement et/ou la stabilisation de certaines protéines au sein des différentes particules matures.
C’est notamment le cas pour la protéine 55 kDa au sein des snoRNP U3, de la protéine hPRP31 et
du complexe CYPH/hPRP4/hPRP3 au sein de la snRNP U4 et enfin de la protéine NOP56 pour les
snoRNP a boites C/D (Schultz et al., 2006). Ainsi, il semble que suivant la séquence de cette hélice,
des protéines différentes puissent étre recrutées au sein des futures snoRNP/snRNP, et étre

stabilisées via des interactions avec la protéine SNU13.

De plus, comme décrit précédemment, les protéines NOP56 et NOP58 peuvent interagir ensemble
par ’'intermédiaire d’un domaine « coiled-coil » et des interactions entre la protéine Fibrillarine et

la protéine NOP56 ont été montrées au niveau du domaine riche en hélices a de la Fibrillarine.

Une premiére hypothése pour ’assemblage des protéines coeurs sur le snoARN a boites C/D serait
donc I’existence d’un mécanisme qui, couplé a la transcription/épissage du snoARN, permettrait le
recrutement de la protéine SNU13 au niveau du K-Turn du motif C/D et/ou du motif C’/D’ par
I’intermédiaire de la protéine IBP160. Par la suite, deux pré-complexes Fibrillarine-NOP56 et
Fibrillarine-NOPS58 seraient recrutés sur chacune des protéines SNUI13 fixées sur ’ARN par
I’intermédiaire de contacts a la fois au niveau du snoARN et de la protéine SNU13 pour former une
particule mature (Bizarro ef al., 2014). Toutefois, cette premicre hypothése semble contredite par le
fait qu’aucune interaction n’ait pu €tre montrée entre la protéine SNU13 et les autres protéines
coeur, ce qui explique probablement pourquoi il n’a jamais €té possible chez les vertébrés de
reconstituer une snoRNP a boites C/D stable et fonctionnelle a partir des 4 protéines coeur et d’un
snoARN produits in vitro (pour revue Verheggen et al., 2015). Ainsi, il semble que le mécanisme
d’assemblage pour obtenir des snoRNP a boites C/D stables et fonctionnelles chez les vertébrés soit

un peu plus complexe.

En effet, il a notamment été montré que la maturation de ces particules nécessitait un passage dans

les Corps de Cajal (Narayanan ef al., 1999) ce qui implique I’existence de transporteurs spécifiques
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et la nécessité d’une maturation particuliére au sein de ces corps nucléaires. Il a ainsi ét¢ montré
pour les snoARN transcrits par I’ARN polymérase Il que le transporteur PHAX était impliqué dans
le transport du snoRNP immature dans les Corps de Cajal. En effet, ce transporteur cible la coiffe
m’G des snoRNP immatures par I’intermédiaire du complexe de fixation de la coiffe (CBC), pour
transporter la particule dans les Corps de Cajal ou la coiffe sera hyperméthylée en m**’G par
I’enzyme TGS1. Ensuite, les snoRNP sont transportées dans le nucléole via le transporteur CMR1
(pour revue Verheggen et Bertrand, 2012). Pour les snoARN introniques, qui ne possédent donc pas
de coiffe, il a ét¢ montré que 1’isoforme longue de la protéine TGS1, Tgsl LF, interagissait avec les
protéines NOP56 et NOP58 au niveau de leur domaine de localisation nucléolaire, ce qui
empécherait la particule d’aller dans le nucléole. La fixation du transporteur CRM1 de maniére
Ran-GTP dépendante sur la protéine Tgsl LF libérerait alors ce signal et permettrait a la particule

de migrer dans le nucléole (pour revue Verheggen et Bertrand, 2012).

De plus, de nombreuses expériences réalisées au cours de ces 15 derni¢res années ont mis en
évidence I’existence d’un certain nombre de nouvelles protéines qui interagissent avec I’ARN et les
protéines cceur des snoRNP a boites C/D et qui seraient nécessaires a la stabilité in vivo de ces
particules chez les vertébrés. L’assemblage des snoRNP a boites C/D demanderait alors non
seulement la présence des 4 protéines cceur et d’un snoARN, mais également de divers facteurs
d’assemblage permettant le recrutement et/ou la stabilisation des protéines cceur sur le snoARN,
ainsi que le transport de la snoRNP dans les Corps de Cajal puis dans le nucléole. Il a ainsi été
montré que les protéines HSP90, NUFIP, BCD1, ZNHIT3 ainsi que le complexe hR2TP seraient
impliqués a divers niveaux dans 1’assemblage des snoRNP a boites C/D. Ces facteurs ne sont

toutefois pas retrouvés au sein des particules matures.

2. La protéine chaperonne HSP90
a. Généralités
La protéine HSP90 (pour « Heat Shock Protein 90 »), ou Hsp82 chez la levure S. cerevisae, est une
protéine chaperonne essentielle, impliquée dans I’activation et la stabilisation de protéines
spécifiques, appelées protéines clientes. Initialement identifiée comme impliquée dans les
mécanismes mis en place par les cellules pour survivre a un choc thermique, il a par la suite été
montré que la protéine HSP90 était exprimée de maniére constitutive et était impliquée dans le

maintien de 1’intégrité de nombreuses protéines (pour revue Taipale et al., 2010). Chez ’homme, il
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existe deux isoformes o et B, aussi appelées HSP9OAA et HSP90OAB, et respectivement Hsp82 et
Hsc82 chez la levure S. cerevisae (Carretero-Paulet ef al., 2013). Les protéines HSP90 sont
principalement localisées dans le cytoplasme, néanmoins il existe des isoformes spécifiques au
niveau de la mitochondrie (protéine TRAP) ou du réticulum endoplasmique (protéine HSP90B)

(Altieri et al., 2012 ; Marzec et al., 2012).

De maniere générale, la protéine HSP90 va détecter au niveau de ses protéines clientes la présence
de résidus hydrophobes en surface, c’est-a-dire exposés au solvant, et interagir avec afin de
permettre a la protéine de se structurer correctement et ainsi éviter des phénoménes d’agrégations.
Si la protéine cliente est trop déstructurée, la protéine HSP90 va recruter le protéasome qui va alors

dégrader la protéine cliente (Theodoraki et Caplan, 2012).

En revanche, contrairement aux autres protéines chaperonnes, HSP90 n’interagit pas avec toutes les
protéines présentant un probléme de repliement, mais seulement avec un certain type de protéines et
ce, uniquement si elles sont proches de leur état natif (Zhao et Houry, 2005). Ainsi, il a été montré
que parmi ses protéines clientes, €tait surtout retrouvé des protéines kinases et des facteurs de
transcription, et en particulier des récepteurs aux hormones stéroidiennes (Joab et al., 1984), aux
glucocorticoides (Rafestin-Oblin ef al., 1989), a la progestérone (Catelli et al., 1985) et aux
cestrogenes (Redeuilh ef al., 1987). Toutefois, il a également été montré que la protéine HSP9O0 était
impliquée dans 1’assemblage de nombreux complexes protéiques, dont I’ARN polymérase II
(Boulon et al., 2010), le complexe mTOR (Delgofte et al., 2009) ou encore les snoRNP (Boulon et
al., 2008).

La facult¢ d’HSP90 d’interagir avec un si large éventail de protéines vient du fait que dans la
plupart des cas, cette interaction est réalisée par I’intermédiaire de co-facteurs ou co-chaperonnes,
qui agiront comme un adaptateur entre la protéine cliente et la protéine HSP90 (pour revue Rohl et

al., 2013).
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b. Données structurales
La protéine HSP90 contient 3 domaines, un domaine N-terminal, un domaine médian et un domaine
C-terminal (Figure 9). Le domaine N-terminal est impliqué dans la fixation de I’ATP, dont 1’énergie
fournie lors de son hydrolyse en ADP participerait au bon repliement de la protéine cliente.
L’implication de I’ATP dans le fonctionnement d’HSP90 a été confirmée suite a la résolution par
diffraction des rayons X de la structure de la protéine Hsp82 de levure S. cerevisae (Prodromou et
al., 1997). En effet, la structure de cette protéine montre 1’existence d’'un domaine trés conservé au
niveau de I’extrémité N-terminale, capable de fixer ’ATP/ADP. A partir des informations fournies
par cette structure, des mutations ont été introduites dans ce domaine, au niveau de résidus
potentiellement impliqués dans la fixation et ’hydrolyse de I’ATP. Ces mutations eurent un effet
dramatique sur la viabilité des levures (Panaretou et al., 1998 ; Obermann et al., 1998), démontrant
ainsi 'importance de I’ATP dans le fonctionnement de la protéine HPS90. De méme, la structure du
domaine N-terminal de la protéine humaine montre la aussi I’existence d’un domaine de fixation et
d’hydrolyse de ’ATP/ADP (Figure 10). Chez les eucaryotes, ce domaine est reli¢ au domaine
médian par I’intermédiaire d’un petit domaine de type « linker », riche en glycine, qui est également

impliqué dans la fixation de I’ATP.

Le domaine médian est impliqué dans la majorité des interactions avec les protéines clientes
d’HSP90. 11 a par ailleurs ét¢ montré que les principales différences concernant les protéines
clientes prises en charge par les protéines HSP9OAA ou HSP90AB étaient dues a des résidus
présents au niveau de ce domaine (Synoradzki et Bieganowski, 2015). La structure de ce domaine
n’a pas encore ¢été déterminée chez I’homme, contrairement a son homologue chez la levure
S. cerevisae (Meyer et al., 2003) dont ’homologie avec HSP90AA est d’environ 60 %, et dont la
structure de la protéine entiére a été obtenue (Ali et al, 2006). Enfin le domaine C-terminal se
compose essentiellement d’un domaine qui permet a la protéine HSP90 de se dimériser (Minami et
al., 1994). Cette dimérisation semble étre essentielle a ’activité de la protéine chaperonne. En effet
des expériences sur des mutants d’HSP90 ont montré un fort ralentissement de 1’activité catalytique
de la protéine lorsque le domaine C-terminal était absent (Harris et al., 2004). Ce domaine est
également responsable du recrutement de facteurs protéiques qui vont étre capables de moduler

I’activité d’HSP9O0.
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Fixation et hydrolyse de I’ATP

Domaine hyperflexible

Interaction avec les protéines clientes
Co-hydrolyse de I’ATP

Domaine de dimérisation
Interaction avec des co-chaperonnes via le motif MEEVD

Figure 9: Schéma de I'organisation de la protéine HSP90.

La protéine HSP90 est constituée de 3 domaines permettant notamment 1’interaction avec les protéines
clientes (domaine M), la fixation de ’ATP (domaine N) et l’interaction avec des co-chaperonnes

(domaine C)

N : domaine N-terminal ; M : domaine Median ; C : domaine C-terminal
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Figure 10: Structure 3D du domaine N-terminal de la protéine HSP90 humaine (code
PDB : 2XK2).

La résolution de la structure tridimensionnelle de la protéine HSP90 humaine montre la présence
d’une molécule d’ADP (ici en bleu) en interaction avec des résidus spécifiques de la protéine. Un ion
magnésium (ici en gris) est également présent et stabilisé par des résidus de la protéine.
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Ces protéines, ou co-chaperonnes, vont reconnaitre 1’extrémité MEEVD de la protéine HSP90
(IEEVD dans le cas de la protéine HSP70) via un domaine particulier, appelé domaine TPR
(« TetratricoPeptide Repeat »). Ces domaines sont formés d’une répétition (entre 3 et 16) d’un motif
de 34 acides aminés repliés en hélice-boucle-hélice, appelé¢ motif TPR (Young et al., 1998).
L’interaction entre le ou les domaines TPR de la co-chaperonne et le motif MEEVD de la protéine
HSP90 se fait via 5 résidus trés conservés qui forment un motif nommé « dicarboxylate clamp »
(Figure 11), une poche (ou pince) dans laquelle I’extrémit¢ MEEVD d’HSP90 va s’insérer (Russell
et al., 1999 ; Scheufler et al., 2000).

c. Cycle catalytique

De maniére intéressante, il a ét¢ montré que le domaine N-terminal seul ne présentait aucune
activité catalytique pour I’ATP. De plus, comme indiqué précédemment, la protéine HSP90
fonctionne sous la forme d’un dimére via son domaine C-terminal qui permet également de recruter
les co-facteurs d’HSP90. Enfin, il semble que I’hydrolyse de I’ATP soit en partie permise grace a
des résidus présents au sein du domaine médian (Meyer et al., 2003). Ainsi, I’ATP se fixerait au
niveau du domaine N-terminal puis serait « présenté » au domaine médian grace au domaine

« linker » trés flexible présent entre les deux domaines avant d’étre hydrolysé.

L’ensemble de ces données a conduit & un modele de fonctionnement, dans lequel le dimeére
d’HSP90 forme une pince moléculaire qui évolue entre deux états « ouvert » ou « fermé » suite a la
fixation d’ATP. Au cours de ce cycle, le dimére d’HSP90 interagit avec une protéine cliente au
niveau des domaines médians via une association avec une ou plusieurs protéines adaptatrices. Ce
cycle peut aussi étre régulé par I’intermédiaire de I’interaction entre le domaine TPR d’une protéine
co-chaperonne et I’extrémit¢ MEEVD d’HSP90 (Figure 12). Certaines imprécisions demeurent
toutefois concernant ce cycle d’activité. Ainsi, il a aussi été montré que I’interface crée par
I’interaction entre les deux domaines C-terminaux de chaque monomere n’était pas figée dans le
temps mais dynamique (Ratzke et al., 2010). De méme, il semble que le domaine C-terminal puisse
fixer I’ATP mais uniquement quand le domaine N-terminal est lui-méme déja occupé avec de I’ATP

(Marcu et al., 2000 ; Soti et al., 2002).
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TPR (HOP)

Figure 11: Motif MEEVD de la protéine HSP90 en complexe avec l'un des domaines TPR d’une
protéine cochaperone humaine (HOP) (code PDB : 1ELR).

Les résidus, ici en orange, du second domaine TPR d’une des protéines co-chaperonne d’HSP90, la protéine
HOP (« HSP70-HSP90 Organizing Protein »), forment une « dicarboxylate clamp » qui interagit par des
liaisons électrostatiques avec I’extrémité MEEVD (en jaune) de la protéine HSP90 (Scheufler ef al., 2000).
Le nom de ce motif vient du fait qu’il interagit avec le peptide MEEVD principalement par des liaisons
hydrogenes avec deux acides carboxyliques, I’extrémité C-terminale du peptide et la chaine latérale de
I’acide aspartique.
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HSP90

ATP
%

co-chaperonne

HSP90

Hydrolyse

. ( .// -

co-chaperonne

co-chaperonne

Figure 12: Cycle d’activité de la chaperonne HSP90.

La prise en charge d’une protéine cliente par HSP90 se fait via une protéine adaptatrice, comme HSP70, qui
reconnait la protéine cliente. Cette protéine est ensuite chargée sur le domaine médian de HSP90 par
I’intermédiaire de I’action d’une co-chaperonne comme HOP via une interaction entre un domaine TPR et le
motif MEEVD de protéine HSP90. La fixation d’une molécule d’ATP au niveau des domaines N-terminaux
entraine un changement de conformation du dimére HSP90 qui prend une conformation « fermée ».
L’hydrolyse de I’ATP en ADP fournit I’énergie nécessaire au bon repliement de la protéine cliente qui est
ensuite relarguée (adapté de Li et al., 2011).
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d. Role dans I’assemblage des snoRNP a boites C/D
La geldanamycine est un inhibiteur compétitif de la fixation de I’ATP sur le domaine N-terminal
d’HSP90 (Figure 13) (Miyata, 2005). En utilisant cet inhibiteur sur des cellules HEK293, notre
équipe et celle d’E. Bertrand a Montpellier ont montré que la protéine HSP90 était impliquée dans
la stabilit¢ des particules ARN-protéine contenant des protéines de la famille L7Ae. Ainsi,
I’inhibition de la protéine HSP90 par la geldanamycine entraine une diminution de 1’accumulation
des snoARN a boites C/D, H/ACA et du snARN U4. De plus, il a été montré que cette inhibition
avait un impact sur le taux des protéines SNU13, NHP2, SBP2 et NOP58 (Boulon et al., 2008).
Ensembles, ces données indiquent un rdle possible de la protéine HSP90 dans la formation de
certains complexes RNP, dont les snoRNP a boites C/D, probablement en controlant le bon
repliement des protéines cceur sur I’ARN lors de I’assemblage de la particule. Toutefois,
I’assemblage de ces particules a lieu au sein du noyau, or la protéine HSP90 n’y est présente que
dans des situations particulieres comme lors d’un stress thermique. La protéine HSP90 agit donc

probablement en amont de 1’assemblage de la particule, au niveau du cytoplasme.

3. Le complexe hR2TP, un cofacteur de la protéine chaperonne HSP90
a. Découverte du complexe R2TP/hR2TP

L’analyse a haute résolution des partenaires de la protéine Hsp82 chez la levure S. cerevisae a révélé
I’existence de 2 nouveaux cofacteurs, les protéines Tahl et Pihl (Zhao et al., 2005). Une analyse
des partenaires de ces 2 co-chaperonnes a montré qu’elles interagissaient toutes les deux avec les
protéines Rvbl et Rvb2 (Zhao et al., 2005). Ces 4 protéines forment alors un complexe dont I’un
des roles serait de réguler I’activité de la protéine chaperonne Hsp82. Ce complexe a été nommé en
référence aux protéines qui le composent, a savoir les protéines Rvbl, Rvb2, Tahl et Pihl : soit le
complexe R2TP (Zhao et al., 2005). De maniére remarquable, certaines des protéines constituant le
complexe R2TP avaient par le passé déja été identifiées comme impliquées dans la biogenese des
snoRNP a boites C/D. Ainsi, il avait ét¢ montré chez la levure S. cerevisae que la protéine Rvb2
était nécessaire a la production de snoARN a boites C/D et H/ACA. En effet, des études génétiques
chez la levure S. cerevisiae ont montré qu’une déplétion de Rvb2 entrainait un probléme de
localisation cellulaire de la protéine Nopl, ’homologue chez la levure de la protéine humaine
Fibrillarine (King et al., 2001). De plus, des expériences de double-hybride chez la levure
S. cerevisae ont montré I’existence d’une interaction entre la protéine cceur des snoRNP a boites
C/D, la protéine Nop58, et la protéine Pihl, dont la déplétion affecte la maturation du pré-ARNr
(Gonzales et al., 2005).
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ADP

Geldanamycine

Figure 13: Superposition des structure du domaine N-terminal d’HSP90 en complexe avec I'ADP (en
bleu) et de la Geldanamycine (en orange).

La superposition a été réalisée sur Pymo! a partir des structures résolues du domaine N-terminal d’HSP90 en
complexe avec ’ADP (code PDB : 2xk2), ici en bleu, et du méme domaine en complexe avec la
Geldanamycine (code PDB : 10SF), ici en orange. L’alignement montre clairement que ces deux molécules
partagent le méme site de fixation au niveau d”’HSP90.
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Chez ’homme, des analyses des partenaires de la protéine HSP90 humaine ont mis en évidence
I’existence d’un complexe dont la composition était proche du R2TP de levure (Te et al., 2007). Ce
complexe est composé des protéines TIP48, TIP49 et PIHIDI, respectivement les homologues
humaines des protéines Rvb2, Rvbl et Pihl. Une analyse des bases de données d’interaction
protéines-protéines chez la drosophile a mis en évidence I’existence d’interactions entre les
protéines Hsp82 et Pihl de drosophile et une protéine appelée Spaghetti (Giot ef al., 2003). Un
homologue de la protéine Spaghetti a été trouvé chez I’homme, la protéine FLJ21908, aussi appelée

RPAP3 pour« RNA Polymerase [I-Associated Protein » (Boulon ef al., 2008).

Les protéines TIP48, TIP49, PIH1DI1 et RPAP3 forment ainsi le complexe hR2TP, homologue
humain du complexe R2TP de levure. Des expériences de double-hybride et des tests d’interaction
in vitro réalisées par notre laboratoire et celui d’E. Bertrand ont montré un large réseau d’interaction
entre les protéines du hR2TP et des protéines ceeur des snoRNP a boites C/D. Ainsi, des interactions
directes ont été mises en évidence au sein du complexe hR2TP entre les protéines RPAP3 et
PIH1DI1, et entre les protéines TIP48 et TIP49. D’autres interactions ont également été montrées
entre la protéine RPAP3 et les protéines TIP48 et HSP90 et entre les protéines PIHID1 et NOPSS.
De plus, des expériences de sédimentation différentielles sur gradient de glycérol d’extraits
cytoplasmiques de cellules HeLa ont montré I’existence de macro-complexes composés des
protéines NOPS5S, Fibrillarine, RPAP3, TIP48, TIP49 et HSP90. Ensembles, ces données suggérent
I’implication du complexe hR2TP, via les interactions entre HSP90, RPAP3 et PIH1DI1, dans la
modulation de I’activité chaperonne d’HSP90, nécessaire au remodelage des protéines cceur lors de

I’assemblage des snoRNP (Boulon et al., 2008).

b. Les protéines TIP48/TIP49
i. Données Structurales
Les protéines TIP48 et TIP49 (« TATA-binding protein Interacting Protein »), également appelées
respectivement RuvBL2 et RuvBL1 ou encore Reptine et Pontine (et Rvb2 et Rvb1 chez la levure
S. cerevisiae), ont depuis longtemps été identifiées comme nécessaires a la viabilité cellulaire.
Ainsi, elles seraient impliquées dans de nombreux processus biologiques fondamentaux comme la
régulation de la transcription, les réponses aux dommages de I’ADN, le développement cellulaire,
I’apoptose, le remodelage des histones ou encore la maturation des snoRNP (pour revue Jha et

Dutta, 2009). Les protéines TIP48 et TIP49, qui partagent 43 % d’identité et 63 % de similarité
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(Kanemaki et al., 1999 ; Gorynia et al., 2011), sont des ATPases appartenant a la superfamille des
AAA+ (« ATPase Associated with diverse cellular Activities »), initialement identifiées comme des

ADN hélicases.

La structure de la protéine TIP49 humaine (Figure 14) a été résolue et a permis de montrer que
cette protéine était constituée de trois domaines DI, DII et DIII (Matias et al., 2006). Le domaine DI
contient deux motifs trés conservés dans les ATPases, le motif Walker A (GPPGTGKT), impliqué
dans la fixation de I’ATP, et le motif Walker B (DEVH), impliqué dans I’hydrolyse de I’ATP. Ce
domaine contient également un motif senseur I ainsi qu’une arginine trés conservée qui forme un
motif appelé « arginine-finger » (R357). Cette arginine joue un role important pour 1’hydrolyse de

I’ATP au sein de la structure quaternaire.

Le domaine DIII contient le motif senseur II et forme avec le domaine DI le coeur protéique AAA+,
nécessaire et suffisant a 1’activité ATPase de la protéine (Silva-Martin ef al., 2016). Le domaine DII
est lui situé¢ au sein du domaine DI entre les motifs Walker A et Walker B. Il adopte un repliement
de type OB (« Oligonucleotide-Binding ») qui est rattaché¢ au cceur AAA+ par un linker tres
flexible. De manicre intéressante, le domaine DII est absent dans les protéines homologues
bactériennes (Putnam et al., 2001). Ce domaine posséde une structure proche de celle d’un domaine
de la protéine RPA, une protéine liant I’ADN et qui est impliquée dans la réplication chez les
eucaryotes. De plus, ce domaine présente a sa surface des résidus principalement basiques (Matias
et al., 2006). Enfin, des expériences ont montré que ce domaine pouvait lier aussi bien I’ADN que
I’ARN. 11 a donc été proposé qu’il pouvait servir d’intermédiaire entre le cceur AAA+ et un substrat

ADN/ARN (Matias et al., 2006).

Chacune des protéines semble pouvoir former un homohéxamere (Figure 15) qui montre la
présence d’une molécule d’ATP entre chaque monomere (Petukhov et al., 2012). Toutefois, il a
aussi €té montré que les protéines TIP48 et TIP49 pouvaient interagir ensemble (Kanemaki et al.,
1999). La résolution de la structure d’un complexe formé entre ces deux protéines, sans le domaine
DII trop flexible, a montré que TIP49 et TIP48 s’organisaient cette fois en un hétérohéxamere,

alternant un monomere de chaque protéine (Gorynia ef al., 2011).
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Walker B

Walker A

DIl/Linker

DIl

Figure 14: Structure 3D de la protéine TIP49 résolue par diffraction aux rayons X (code PDB : 2C90).
Le monomere TIP49 est constitué de 3 domaines. Le coeur AAA+ est formé par les domaine DI (ici en
rouge) et DIII (ici en cyan). Le domaine DI fixe I’ATP (ici en orange) et participe a son hydrolyse avec le
domaine DIII. Le domaine DII (ici en bleu) est rejeté sur le c6té du ceeur protéique afin de permettre les
interactions avec I’ARN/ADN, voire certaines protéines. Le domaine DII est reli¢ au coeur de la protéine par
un linker (ici en vert) trés flexible.

DI : Domaine I ; DII : Domaine II ; DIII: Domaine II1
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Figure 15: Structure 3D de 'homohéxamére TIP48 humain (code PDB : 3UK6).

Le domaine DII de la protéine TIP48 a été retiré pour faciliter la cristallisation. La résolution de cette
structure montre un homohéxamére (chaque monomére est d’une couleur différente) formé par des
interactions entre les domaines AAA+ de chaque monomeére (Petukhov et al, 2012). L’ADP est ici en
orange, au sein de chaque monomere, bloqué par le monomeére suivant.
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Enfin, la résolution récente de la structure par diffraction des rayons X des homologues de ces deux
protéines chez Chaetomium thermophilum, un organisme thermophile, combinée a 1’étude de
données SAXS (Diffusion des rayons X aux petits angles) et de cryo-électro-microscopie, montrent
que deux hétérohéxameres pourraient interagir par I’intermédiaire du domaine DII pour former un

dodécamere (Figure 16) (Silva-Martin et al., 2016).

ii. Données fonctionnelles
La protéine TIP49 a été identifié pour la premiére fois lors d’un crible d’interaction avec la protéine
TBP (« TATA-Binding Protein »), une sous-unité du facteur de transcription de I’ARN polymérase
IT TFIID, dans des extraits nucléaires rénaux de rat (Kanemaki ez al., 1997). La protéine TIP48, qui
peut former un complexe avec la protéine TIP49, a ¢été¢ identifiée peu aprés chez la levure
S. cerevisiae (Rvb2) et dans les cellules de mammifére (Kanemaki et al., 1999). Du fait de la
présence des motifs Walker A et B caractéristiques des ATPases, et d’une importante homologie
avec I’hélicase RuvB bactérienne, les auteurs les ont tout d’abord identifiées comme des hélicases
ATP-dépendantes. L’activité ATPase a été confirmée peu apres, et semble étre stimulée par la
présence d’ADN simple-brin (Makino ef al., 1999), malgré des premiers résultats qui semblaient

indiquer le contraire (Qiu ef al., 1998).

Toutefois, ce role d’hélicase reste controversé dans la littérature, méme s’il semble admis que la
fixation et I’hydrolyse de I’ATP soient responsables d’un changement de conformation de
I’héxa/dodécameére, qui serait ensuite transmis au substrat (protéine, ADN ou ARN ; pour revue
Hanson et Whiteheart, 2005). De plus, diverses études sur ces hélicases ont montré qu’elles étaient
retrouvées dans de nombreux complexes protéiques, comme le complexe d’acétylation des histones
TIP60 (Ikura et al., 2000) ou encore les complexes de remodelage de la chromatine INO80 (Shen et
al., 2000) et SWR-C (Krogan et al., 2003). Les protéines TIP48 et TIP49 sont également retrouvées
en interaction avec la protéine TERT, un composant majeur de la télomérase (Venteicher et al.,
2008), et avec un certain nombre de facteurs de transcription comme c-Myc (Dugan et al., 2002),
E2F (Tarangelo et al., 2015), la B-Caténine (Feng et al., 2003) ou encore TBP (Kanemaki et al.,
1997). L’ensemble de ces données suggere ainsi plutdt un role au niveau du remodelage des

protéines qu’une fonction hélicase.
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Figure 16: Reconstitution de la structure 3D du dodécamére TIP48-TIP49.

Cette reconstitution a ¢été faite a partir de la structure de I’héxamére TIP48-TIP49 de Chaetomium
thermophilum (code PDB : SFM7) avec le logiciel Pymol.

D’aprés les données de cryo-électro-microscopie, 1’interface entre les deux hétérohéxameres se ferait par
I’intermédiaire du domaine DII (Silva-Martin et al., 2016).

A gauche : Vue des structures secondaires de la reconstitution du dodécamére.
A droite : La méme reconstitution mais avec une vue de la surface du complexe.
Chaque couleur correspond au monomere TIP49 (en bleu et en orange) ou TIP48 (en rose ou en vert).
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Enfin, comme décrit précédemment, les protéines TIP48 et TIP49 font également partie du
complexe hR2TP, un macro-complexe contenant également les protéines RPAP3 et PIHIDI. Au
sein de ce complexe, il a ét¢ montré que les protéines TIP48 et TIP49 étaient impliquées dans la
voie de signalisation des PIKK (Izumi et al., 2010), dans 1’apoptose, via des interactions avec la
prot¢ine MONAD (Saeki et al., 2006 ; Ni et al., 2009), dans 1’assemblage de I’ARN polymérase 11
(Boulon et al., 2010) et dans la biogenese des snoRNP a boites C/D (King et al., 2001 ; Boulon et
al., 2008) (Figure 17).

c. Laprotéine Pihl (Nop17)/PIH1D1
1. Données Fonctionnelles
L’ORF (« Open Reading Frame ») YHRO034C de levure code une protéine nommée Nopl?7
(« Nucleolar protein 17 ») qui fut initialement identifiée par des expériences de double-hybride chez
la levure S. cerevisae comme partenaire des protéines Nop53, une protéine nécessaire a la biogenese
des ARNr 258 et 5,8S (Granato et al., 2005), et Nop58, I'une des protéines cceur des snoRNP a
boites C/D (Gonzales et al., 2005). L’étude de cette protéine a révélé que sa délétion chez la levure
n’était pas létale mais entrainait un phénotype thermosensible. (Gonzales et al., 2005). Ainsi, en
I’absence de Nop17, la croissance des levures est ralentie a 37 °C. De plus, des analyses a haut débit
ont révélé la présence des protéines Nopl7 et Nop56 au sein des mémes complexes pré-
ribosomiques (Krogan et al., 2004). L’ensemble ces données suggere que la protéine Nopl7 serait
impliquée dans la biogene¢se des ARNr. Toutefois, les travaux de Gonzales et al. semblent indiquer
que cette protéine interviendrait plutét au niveau de 1’assemblage des snoRNP a boites C/D. En
effet, les auteurs ont montré par des analyses de suivi de fluorescence de protéines fusionnées a une
étiquette GFP qu’en I’absence de Nopl7, les protéines cceur des snoRNP a boites C/D (Nopl,
Nop58, Nop56, Snul3) ne s’accumulaient plus dans le nucléole mais étaient retrouvées de maniere
aberrante dans le cytoplasme et le noyau. Enfin bien que la protéine Nopl7 n’interagisse pas
directement avec les snoARN, sa déplétion affecte I’interaction entre Nop58 et les snoARN U3 ou

U14 (Gonzales et al., 2005).
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Figure 17: Fonctions des protéines TIP49/Rvb1 et TIP48/Rvb2 (Kakihara et Saeki, 2014).

Les protéines TIP48/TIP49 ont été montrées comme impliquées dans la réparation de I’ADN, 1’assemblage
de la télomérase ou encore la régulation de la transcription par l’intermédiaire d’interactions avec de

nombreux facteurs de transcription.

Au sein du complexe R2TP qui contient également les protéines Pih1/PIH1D1 et Tah1/RPAP3, les protéines
TIP48 et TIP49 interviennent dans la voie de signalisation des PIKK, dans I’apoptose, dans I’assemblage de
I’ARN polymérase II et dans I’assemblage des snoRNP.
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Parallélement a ces travaux, une équipe identifia, toujours chez la levure S. cerevisae, un nouveau
partenaire de la protéine chaperonne Hsp82. Désignée initialement par le nom de son OREF,
YHRO034C, la protéine fut renommée Pihl, pour « Protein interacting with Hsp82 » (Zhao et al.,
2005). L’analyse de I’interaction entre Pih1/Nopl7 et Hsp82 fut le point de départ de la mise en
évidence de I’existence du complexe R2TP et de son rdle probable dans 1’assemblage des snoRNP a

boites C/D (Zhao et al., 2005 ; Zhao et al., 2008 ; Boulon et al., 2008).

Au sein de ce complexe, des interactions ont été observées entre la protéine Pihl et les protéines
Tahl, une co-chaperonne d’Hsp82 (Zhao et al., 2005, Back et al., 2013), et Rvbl/2. Plus
précisément, il a été montré in vitro et in vivo que Pihl était une protéine instable requérant la
présence du complexe chaperonne/co-chaperonne Hsp82/Tahl pour ne pas s’agréger (Zhao et al.,
2008). De plus, d’autres auteurs ont montré qu’une fois le complexe Tahl/Pihl formé, celui-ci
inactivait I’activité ATPase d’Hsp82 (Eckert et al., 2010). Toutefois, des travaux récemment réalisés
dans notre laboratoire suggerent que, chez la levure en phase stationnaire de croissance, la présence
de la protéine Tahl est suffisante pour la stabilisation de la protéine Pihl, indépendamment de la

présence d’Hsp82 (Quinternet et al., 2015).

L’ensemble de ces données suggere I’implication de Pihl dans 1’assemblage des snoRNP a boites
C/D, ou la protéine Pihl serait stabilisée grice a son interaction avec Tahl et, hors phase
stationnaire de croissance, en présence ¢galement d’Hsp82. Une fois la protéine Pihl stabilisée, la
protéine Hsp82 inactive libérerait le complexe Tah1/Pihl, stable, qui pourrait ensuite interagir avec
les protéines Rvbl et Rvb2 pour former le complexe R2TP, qui a son tour interagirait avec Nop58

par I'intermédiaire de Pihl.

Chez ’homme, une analyse des bases de données du génome a montré I’existence d’un homologue
de la protéine Pihl de levure. Cette protéine, initialement identifiée sous le code FLJ20643 fut
nommée PIHIDI (« Protein Interacting with HSP90 Domain containing protein 1) » (Zhao et al.,
2005 ; Te et al., 2007 ; Horejsi et al., 2010). Comme chez la levure, la protéine PIHID1 s’associe
avec HSP90, RPAP3, TIP48, TIP49, NOP58 et NOP56 (Te et al., 2007 ; Boulon et al.,
2008 ;Yoshida et al., 2013). De plus, cette protéine semble pouvoir reconnaitre spécifiquement des
protéines phosphorylées grace son domaine N-terminal. C’est notamment le cas pour la protéine

TEL2, une protéine essentielle a la stabilit¢ des complexes mTOR ou SMGI1 (Horejsi et al.,
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2010 ; Kamano et al., 2013 ; Horejsi et al., 2014). Ainsi, il est possible que cela soit aussi le cas

concernant I’interaction entre PIH1DI1 et le domaine NOP de NOP58 (Quinternet ef al., 2015).

La protéine PIHIDI1 est également impliquée dans la régulation de I’apoptose induite par la
doxorubicine, une molécule utilisée pour le traitement de certains cancers. En effet, des expériences
d’ARN interférence dirigées contre ’ARNm de PIHID1 ont montré une augmentation de la mort
cellulaire par apoptose des cellules traitées avec la doxorubicine (Inoue et al., 2010). La protéine
PIHID1 semble également impliquée dans 1’expression des génes codant les ARNr. Plus
précisément, la protéine PIH1D1 interagit avec 1’histone H4 au niveau des promoteurs des geénes
codant les ARNT, puis recrute le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF pour initier

leur transcription par I’ARN polymérase I (Zhai et al., 2012).

ii. Données structurales
Les protéines PIH1D1 humaine et de levure contiennent deux domaines conservés, un domaine N-
terminal PIH1DI1-N et un domaine C-terminal PIHID1-C. Le domaine PIHID1-N est capable de
reconnaitre des phosphopeptides/protéines, comme la protéine TEL2 suite a sa phosphorylation par
la protéine CK2 (Horejsi et al., 2010). La structure du domaine PIH1D1-N de la protéine humaine
libre (Figure 18) ou en interaction avec un phosphopeptide TEL2 (Figure 19) a été résolue par
diffraction des rayons X. Le domaine N-terminal est organisé en une alternance de feuillets B et
d’hélices a, se finissant par deux hélices a. Cette organisation est assez rare parmi les structures
connues capables d’interagir avec des protéines phosphorylées. La structure en complexe avec les
11 résidus du phosphopeptide TEL2 est sensiblement la méme, a 1’exception de 1’hélice comprise
entre les deux feuillets qui n’est plus visible dans le cristal, probablement en raison d’une perte de
structure secondaire. De maniere intéressante, TEL2 comporte 4 résidus trés conservés DSDD, dont
la sérine est phosphorylée (pS) par la protéine CK2. Seul le motif DpSDD est capable d’interagir
efficacement avec PIH1DI1, par I’intermédiaire de liaisons hydrogénes avec les lysines 57 et 64 de

PIH1DI1, qui sont trés conservées (Horejsi et al., 2014).
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Figure 18: Structure 3D résolue par diffraction des rayons X du domaine N-terminal de la protéine
humaine PIHD1 (code PDB : 4PSF)

Le domaine N-terminal de PIH1D1 (PIH1D1-N) forme un motif de type feuillet B - hélice a - feuillet B -
hélices a. Lors de I’interaction de ce domaine avec TEL2, la structure du domaine n’est pas modifiée a
I’exception d’une hélice (ici en bleu) qui perd sa structure secondaire (Horejsi et al., 2014).
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Figure 19: Vue de la surface de la structure 3D résolue par diffraction des rayons X du domaine N-
terminal de la protéine humaine PIHD1 en interaction avec un phosphopeptide TEL2 (code

PDB : 4PSI).

Le domaine N-terminal de PIH1D1 interagit avec le phosphopeptide TEL2 par I’intermédiaire de liaisons
hydrogenes entre les lysines K54 et K57 de PIH1D1 et le motif DpSDD de TEL2 (Horejsi ef al., 2014).

pS : Sérine phosphorylée.
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Le domaine PIH1-C de la protéine de levure et humaine interagit respectivement avec les protéines
Tahl (Paci et al., 2012 ; Quinternet et al., 2015) et RPAP3 (Pal et al., 2014). La structure de
I’interaction entre les protéines de levure a été résolue par RMN dans notre laboratoire (Quinternet
et al., 2015) et montre que le domaine C-terminal de Pihl est composé de 7 brins . De maniere
remarquable, le domaine C-terminal de Tahl ne se structure qu’une fois qu’il interagit avec le
domaine PIH1D1-C pour former un brin B qui va alors s’intégrer dans le feuillet § de Pih1 (Figure
20).

Enfin, chez la levure, la séquence retrouvée entre les domaines N et C-terminaux contient
également deux régions intrinséquement désordonnées : les régions IDR1 et IDR2. Ces motifs sont
connus pour intervenir dans des interactions protéines-protéines (Mészaros et al., 2011) et il a été
montré qu’elles étaient suffisantes pour permettre I’interaction entre la protéine Pihl et les protéines

Rvbl et Rvb2 (Paci et al., 2012).

d. La protéine Tah1/RPAP3
La protéine Tahl a été identifié¢e comme I'un des partenaires de la protéine Hsp82 puis comme
membre du complexe R2TP. Son homologue humaine correspond a la protéine RPAP3, elle aussi
impliquée dans le complexe hR2TP. Toutefois, ces deux protéines sont de tailles tres différentes
(633 acides aminés pour RPAP3 contre 111 pour Tahl), bien qu’elle posséde un domaine commun.
Ceci suggere que les protéines RPAP3 et Tahl partagent des fonctions communes mais que la
protéine RPAP3 est probablement impliquée dans d’autres mécanismes chez I’homme, notamment

grace a ses domaines additionnels.

i. Données fonctionnelles

La protéine Tahl, pour « TPR-containing associated with Hsp82 » est une co-chaperonne d’Hsp82.
Elle a également été¢ décrite comme un partenaire de la protéine Pihl et forme avec les protéines
Rvbl et Rvb2 le complexe R2TP (voir paragraphes précédents). Chez I’homme, la protéine RPAP3
est un homologue fonctionnel de la protéine Tahl. En effet, il a ét¢ montré qu’elle interagissait
également avec la protéine HSP90, dont elle régule probablement I’activité comme son homologue
chez la levure. RPAP3 interagit également avec les protéines PIH1D1, TIP48 et TIP49 au sein du
complexe hR2TP.

41



Introduction

Tahl

Figure 20: Structure RMN de l'interface d’interaction entre le domaine C-terminal de Tah1 (93-11, en
violet) et le domaine N-terminal de Pih1 (24-111, en jaune) (Code PDB : 2MNJ).

Bien que le domaine C-terminal de Tah1 ne présente aucune structure secondaire lorsque la protéine est libre,
I’interaction avec le domaine N-terminal de Pih1 entraine la formation d’un brin B (en violet) qui va interagir
et s’intégrer dans le feuillet B (en jaune) déja présent au niveau du domaine de Pihl (Quinternet ef al., 2015).
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Toutefois, contrairement a la protéine Tahl, la protéine RPPA3 posseéde deux sites de fixation pour
HSP90. Il est donc possible que RPAP3 interagisse directement avec les 2 monomeres pour former
un complexe tripartite HSP90-HSP90-RPAP3. Il n’est pas non plus exclu que 1'un des deux sites
interagisse avec le peptide IEEVD de la protéine HSP70, qui est ’'un des partenaires essentiels
d’HSP90. De plus, les domaines TPR sont connus pour étre des domaines d’interaction protéines-
protéines. Il est donc possible d’imaginer une configuration ou I’'un des monomeres HSP90 serait en
interaction avec I’'un des deux TPR, tandis que le second domaine TPR serait en interaction avec

une protéine partenaire de RPAP3 (par exemple une protéine cliente d’HSP90).

Initialement, la protéine RPAP3 avait été isolée lors d’un crible d’interaction avec I’ARN
polymérase II, d’ou son nom de « RNA Polymerase-Associated Protein 3 » (Jeronimo et al., 2007).
Ainsi, il a été montré que cette protéine formait un complexe avec les protéines RPAP1, RPAP2 et
RPAP4/ABXI1, toutes partenaires de I’ARN polymérase II. De plus, la protéine RPAP3 fut
¢également identifiée lors d’expériences d’immunoprécipitation comme un partenaire de la protéine
MONAD, une protéine comportant un domaine WD40 et impliquée dans I’induction de la mort
cellulaire par apoptose induite par le TNFa ou la cyclohéximide (Itsuki ez al., 2008). Bien que des
interactions aient été retrouvées avec les protéines PIHIDI1 et TIP48/Reptin (Jeronimo et al.,
2007 ; Ni et al., 2009), I’'implication du complexe hR2TP dans ces différents mécanismes n’est pas

encore parfaitement comprise.

De fagon remarquable, il existe trois isoformes de la protéine RPAP3 (Figure 21). Une isoforme
longue (I), une seconde plus courte de 34 acides aminés, issue de I’exclusion de 1’exon 12 (II) et
enfin une derniére (III) dont le domaine N-terminal est absent (Ota ef al., 2004). Seules les deux
premieres isoformes ont €té isolées et caractérisées in vivo. Il a ainsi ét¢é montré que la protéine
PIH1DI1 interagissait in vivo uniquement avec 1’isoforme I, suggérant que seule cette isoforme se
trouverait au sein du complexe hR2TP, tandis que I’isoforme II serait associée avec la protéine

MONAD (Yoshida et al., 2013).

ii. Données structurales
La protéine Tah1 de levure, dont la structure a été résolue par notre laboratoire (Back et al., 2013),
comporte 2 domaines. Un domaine N-terminal comprenant un domaine d’interaction protéine-

protéine TPR et un domaine C-terminal non structuré.
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Figure 21: Organisation des domaines des trois isoformes de RPAP3, comparées a la protéine Tah1 de
levure.

La protéine RPAP3 existe sous 3 isoformes. L’isoforme I est la plus longue et posséde un domaine N-
terminal (en vert), un premier domaine TPR (en rouge), un second domaine TPR (en orange), un domaine
d’interaction avec PIH1D1 (en bleu) et un domaine C-terminal (en brun).

L’isoforme II ne posséde pas le domaine d’interaction avec PITHDI suite a 1’exclusion de I’exon 12 lors
d’un événement d’épissage alternatif.

L’isoforme III qui n’a pour le moment été isolée que dans les banques de données ne posséde plus le
domaine N-terminal ni une partie du premier domaine TPR. En revanche, elle posséde toujours le domaine
d’interaction avec la protéine PIH1DI1 et peut donc en théorie interagir avec PIHDI.

Le domaine N-terminal est actuellement supposé étre un domaine de dimérisation. Le domaine C-terminal
serait quant a lui un domaine d’interaction protéine-protéine, tout comme les domaines TPR qui peuvent en
plus interagir avec le motif M/IEEVD de la protéine HSP90/HSP70.

L’homologue chez la levure de RPAP3, la protéine Tahl, est beaucoup plus petite et ne contient que deux
domaines. Un domaine TPR incomplet (2,5 motifs TPR contre 3 classiquement) et un domaine C-terminal.
Le domaine C-terminal interagit avec Pihl semble n’avoir qu’une homologie fonctionnelle avec le domaine
d’interaction de RPAP3 avec PIH1DI1.
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Le domaine TPR est constitu¢ de motifs TPR correspondant a une succession d’hélices a. Ces
domaines TPR sont des domaines d’interaction protéine-protéine et sont retrouvés au sein des
protéines qui modulent I’activité de la protéine Hsp82. Contrairement aux autres domaines TPR
connus, la résolution de la structure de Tahl a révélé une configuration particuliére pour ce domaine
TPR. En effet, alors que la plupart des domaines TPR sont constitué¢s de 3 motifs TPR, la protéine
Tahl ne contient que 2,5 motifs TPR (Figure 21 et 22). Toutefois, comme d’autres protéines
contenant des domaines TPR, la protéine Tahl peut interagir avec le motif MEEVD de la protéine
chaperonne Hsp82, par I’intermédiaire des acides aminés du domaine TPR formant une

« dicarboxylate clamp » (Figure 23).

Chez I’homme, la protéine RPAP3 est constituée de 4 domaines. Un domaine N-terminal, deux
domaines TPR et un domaine C-terminal. Contrairement a la protéine Tahl1, les deux domaines TPR
ont une constitution classique avec 3 motifs TPR entiers auxquels s’ajoute une hélice
supplémentaire pour le domaine TPR 1. Comme pour la protéine Tahl, chaque domaine TPR peut
interagir avec le motif MEEVD de la protéine HSP90 par I’intermédiaire d’une « dicarboxylate

clamp » (Figure 24 et 25).

La structure du domaine C-terminal a été résolue par RMN au laboratoire mais n’a pas encore été
publiée. Celle du domaine N -terminal n’a quant a elle pas encore été résolue et la fonction de ces

deux domaines est encore inconnue.

e. Role du complexe (h)R2TP dans I’assemblage des snoRNP

Grace aux différentes interactions décrites précédemment et a divers travaux supplémentaires
(McKeegan et al., 2007 et 2009 ; Boulon et al, 2008) le role du complexe (h)R2TP dans
I’assemblage des snoRNP a boites C/D commence a étre compris. Tout d’abord, comme décrit pour
d’autres particules RNP, il est souvent nécessaire de remodeler les protéines d’une particule pour
obtenir un complexe RNP stable et fonctionnel (McKeegan et al., 2007). Concernant les snoRNP, ce
role a tout d’abord été attribué a la protéine chaperonne Hsp82/HSP90, avec pour le complexe
(h)R2TP uniquement un rdéle de modulateur, de par l’interaction entre RPAP3 et HSP90
(Tah1/Hsp82). Ce modele ne prend toutefois pas en compte I’impossibilité d’isoler des complexes

stables entre le (h)R2TP et HSP90 (Zhao et al., 2008).
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Motif TPR2

Motif TPR1

Domaine N-terminal

Figure 22: Structure 3D de la protéine Tah1 entiére résolue par RMN (code PDB : 2LSU).

La protéine Tahlp comporte 2 domaines, un domaine TPR a son extrémité N-terminale et un domaine C-
terminal.

Le domaine TPR est constitué¢ de 2,5 motifs TPR, soit 2 fois le motif hélice-boucle-hélice plus une hélice
supplémentaire (Back et al., 2013).
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Domaine N-terminal

Figure 23: Structure 3D de la protéine Tahl entiére en interaction avec le peptide MEEVD d’Hsp82
résolue par RMN (code PDB : 2LSV).

Le peptide MEEVD de la protéine hsp82 interagit avec le domaine TPR de la protéine Tahl par
I’intermédiaire de résidus (K8-N12-N43-K79-R83) qui forment une pince appelée « dicarboxylate clamp ».
(Back et al., 2013).
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Figure 24: Structure 3D du domaine TPR n°1 de la protéine RPAP3 en interaction avec le peptide
MEEVD de la protéine HSP90 résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 4CGV).

Contrairement au domaine TPR de son homologue chez la levure Tahl, le domaine TPR de RPAP3 est
constitu¢ de 3 motifs TPR entiers et se termine par une hélice supplémentaire. Comme pour Tahl, le peptide
MEEVD de la protéine HSP90 interagit avec ce domaine par 1’intermédiaire d’interactions avec les résidus
formant la « carboxylate clamp » (Pal et al., 2014).
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Figure 25: Structure 3D du domaine TPR n°2 de la protéine RPAP3 en interaction avec le peptide
MEEVD de la protéine HSP90 résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 4CGW).

Ce second domaine TPR présente la méme structure que le premier domaine TPR a I’exception de 1’hélice
supplémentaire qui est absente. Comme pour Tahl et le premier domaine TPR, le peptide MEEVD de la
protéine HSP90 interagit avec ce domaine par I’intermédiaire d’interaction avec les résidus formant la
« dicarboxylate clamp » (Pal ez al., 2014).
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En outre, Hsp82/HSP90 semble absente du noyau en conditions normales de croissance cellulaire.
Dans le noyau, ce role de remodelage semble plutdt revenir aux ATPase AAA+ TIP48-TIP49 au
sein du complexe hR2TP. En effet, les protéines TIP48 et TIP49 peuvent utiliser I’ATP pour
modifier la conformation d’une protéine. En outre le complexe (h)R2TP a pu étre isol¢ a la fois
dans le noyau (McKeegan et al., 2009) et dans le cytoplasme (Boulon et al., 2008), contrairement a
la protéine Hsp82/HSP90. La localisation nucléaire du complexe (h)R2TP étant probablement due a
I’interaction de Pih1/PIHID1 avec la protéine Nop58/NOPSS. En effet, les protéines Nop56/NOP56
et Nop58/NOPS58 sont actuellement les seules protéines cceur des snoRNP a boites C/D dans

lesquelles un signal de localisation nucléaire a été décrit (Pradet-Balade et al., 2011).

Toutefois, le complexe (h)R2TP semble plutot étre le regroupement de 2 sous-complexes stables, le
dodécamere/héxamere TIP48/TIP49 (ou Rvb2/Rvbl) d’une part et le complexe RPAP3/PIH1D1 (ou
Tah1/Pihl) d’autre part, qui peuvent avoir d’autres roles séparément. Si le premier complexe
semble pouvoir s’assembler spontanément, ce n’est pas le cas du second qui nécessiterait
I’intervention de la protéine chaperonne Hsp82/HSP90 pour éviter 1’agrégation de la protéine

PIHIDI.

Un modele possible pour la constitution du complexe (h)R2TP pourrait donc consister tout d’abord
en la stabilisation dans le cytoplasme de la protéine Pihl/PIH1DI via son interaction avec le
complexe RPAP3/HSP90 (Tah1/Hsp82) puis au recrutement du dodécamere TIP48/TIP49. Une fois
constitu¢, le complexe interagirait, généralement par I’intermédiaire de Pihl1/PIH1DI1, avec

différents partenaires supplémentaires (NopS6/NOP56, TEL2, SBP2, RPAP1/2/4, ...) (Figure 26).

Concernant I’assemblage des snoRNP a boites C/D d’eucaryotes, si I’interaction entre PIHIDI et
NOP58 semble importante, il a également ét¢ montré par GST pull-down que les protéines TIP48 et
TIP49 interagissaient directement avec la Fibrillarine, NOP56, NOP58 (McKeegan et al., 2009),
PIHIDI1 et SNU13 (McKeegan et al., 2007 et 2009). Toutefois, il semble que le complexe (h)R2TP
seul ne soit pas suffisant pour obtenir des particules stables et fonctionnelles. Des travaux
supplémentaires ont ainsi mis en évidence de nouvelles interactions entre les protéines coeur des
snoRNP a boites C/D, le complexe (h)R2TP et des facteurs d’assemblage potentiels, dont les
protéines Rsal/NUFIP, Hit1/ZNHIT3 et Bcd1/BCD1.

50



Introduction

1 N Hsp82/HSP90
G Hsp82/HSP90
. ¢y
& L {

Hsp82/HSP90

Rvb1/TIP49

@vaﬂ'lFﬂS

Y

R2TP/hR2TP

g,fopsa ) @ SBP2

snoRNP a boites C/D PIKK Sélénoprotéine

Figure 26: Modéle d'assemblage du (h)R2TP (adapté de Zhao et al., 2008).

La proté¢ine Pih1/PIH1D1 non repliée est prise en charge par la protéine chaperonne Hsp82/HSP90 par
I’intermédiaire de la protéine Tahl/RPAP3. Une fois la protéine stabilisée, le complexe Tahl/Pihl
(RPAP3/PIH1D1) peut interagir avec le dodécamere Rvbl/Rvb2 (TIP49/TIP48) pour former le complexe
R2TP/hR2TP. Suivant le partenaire de Pihl1/PIHIDI, le complexe R2TP/hR2TP pourra intervenir dans
différents mécanismes biologiques.

51



Introduction

4. Le complexe NUFIP/ZNHIT3 (Rsal/Hitl)
a. La protéine Rsal/NUFIP
La protéine de levure Rsal (« Ribosome assembly 1 ») fut initialement identifiée lors de cribles
synthétiques létaux contre la protéine Ddp6, une ARN hélicase impliquée dans la biogenese des
ribosomes (Kressler et al., 1999). Des expériences supplémentaires d’immunoprécipitation, de
double- et de triple-hybride ont permis ensuite de montrer que Rsal s’associait d’une part avec les
snoARN a boites C/D (dont le snoARN U3) et d’autre part avec la protéine Snul3, et ont démontré
I’existence d’un complexe ternaire avec les trois partenaires. Rsal interagit en outre avec la protéine

Nop58 (Boulon et al., 2008).

Chez ’homme, la protéine NUFIP (« NUclear FMRP Interacting Protein ») a été isolée suite a un
crible double-hybride réalisé contre la protéine SNU13. Initialement, cette protéine était connue
pour interagir avec 1’isoforme nucléaire de la protéine FMRP (« Fragile X Mental Retardation
Protein), une protéine impliquée dans le syndrome de 1’X fragile (Bardoni ef al., 1999). Bien que
partageant trés peu d’identité (voir ci-apres), les protéines NUFIP et Rsal sont toutes les deux
nécessaires a la biogenése des snoRNP. En effet, des expériences de siRNA dirigés contre elles ont

montré une diminution significative du taux des snoARN U3 et U14 (Boulon ef al., 2008).

De plus, des expériences d’immunoprécipitations de la protéine NUFIP réalisées sur des extraits
nucléaires de cellules HeLa ont permis d’observer son association avec des snoRNP immatures,
notamment avec les pré-snoRNP U3 et U8 (McKeegan et al., 2007), confirmant son implication
dans la biogenese des snoRNP a boites C/D. Enfin, des expériences de GST pull-down ont montré
que NUFIP interagissait également avec des protéines du (h)R2TP, notamment PIH1D1 (Boulon et
al., 2008), TIP48 et TIP49 mais aussi avec I’ensemble des protéines cceur des snoRNP a boites C/D
(McKeegan et al., 2007).

La protéine Rsal/NUFIP semble donc étre un autre facteur impliqué dans I’assemblage des snoRNP
a boites C/D, et permettrait, par I’intermédiaire de ses nombreux partenaires, le recrutement du
complexe (h)R2TP au niveau des pré-snoRNP. Toutefois, comme pour le complexe hR2TP, la
protéine NUFIP interagit également avec les protéines NHP2 et SBP2 in vitro et in vivo (Boulon et

al., 2008). Elle semble donc aussi intervenir dans la maturation d’autres particules RNP.
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Des expériences d’immunoprécipitations sur des extraits cellulaires transfectées par différentes
protéines ont depuis permis d’affiner un peu plus le role de la protéine NUFIP lors de 1’assemblage
des snoRNP a boites C/D (Bizarro et al., 2014). Ces expériences ont été réalisées sur des extraits
dont la préparation permet de séparer d’une part les complexes protéiques présents dans le
cytoplasme et dans les fractions solubles du nucléoplasme (« Higly Extractable fraction », fraction
HE) et d’autre part les complexes présents dans le reste du nucléoplasme (« Less Extractable
fraction », fraction LE), notamment dans le nucléole (Boulon et al., 2010). Ces expériences ont été
couplées a du SILAC («(Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture ») et 1’analyse

des complexes immunoprécipités a été finalement réalisée par spectrométrie de masse.

Ces travaux ont ainsi permis d’identifier dans la fraction HE une faible association entre la protéine
NUFIP et les protéines cceur Fibrillarine, SNU13 et NOP58, et une interaction plus forte avec une
nouvelle protéine, ZNHIT3. Au niveau de la fraction LE, le taux des protéines SNU13 et NOP58
associées a la protéine NUFIP étaient respectivement multipliées par un facteur 3 ou 8 par rapport a
la faction HE, alors que celles de la protéine ZNHIT3 y étaient divisées par deux (Bizarro et al.,
2014). Ce résultat semble indiquer que la protéine ZNHIT3 doit étre libérée pour permettre
I’association des protéines cceur avec la protéine NUFIP au niveau du nucléole (fraction LE)
(Bizarro et al., 2014). De manicere intéressante, NUFIP a également été retrouvée associée avec
divers facteurs d’épissage (PRPF8, PRPF19, SNRPD1 et SNRNP200) au niveau de la fraction LE.
La majorité des snoARN chez les mammiferes étant introniques, ces associations suggerent que
NUFIP seraient, au niveau de la fraction LE, associée avec les snoARN. Ensemble, ces résultats
suggerent qu’'une fois dans le nucléole, un complexe protéique composé des protéines coeur
s’associerait avec le snoARN naissant et la protéine NUFIP, entrainant alors le départ de ZNHIT3

(Bizarro et al., 2014).

Toutefois, alors que de précédent travaux avaient montré 1’existence d’une interaction entre la
protéine NUFIP et les protéines TIP48 et TIP49 (Boulon et al., 2008), celle-ci n’a pas été retrouvée
par ces expériences d’immunoprécipitation (Bizarro et al., 2014). Lune des raisons évoquée par les
auteurs serait que ces associations soient trop labiles pour étre observées avec cette approche
(Bizarro et al., 2014). Des expériences de GST pull-down réalisées sur des extraits totaux de
cellules HeLa ont permis aux auteurs de confirmer que ces associations n’étaient retrouvées que

lorsque les échantillons n’étaient pas fractionnés (Bizarro et al., 2014). En revanche, I’interaction
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entre les protéines PIHID1 et NUFIP n’a pas été retrouvée. Ces observations semblent indiquer que
le sous-complexe RPAP3-PIHID1 se sépare du sous-complexe TIP48-TIP49 treés tot apres le
recrutement du complexe hR2TP (Bizarro et al., 2014).

b. La protéine Hitl/ZNHIT3 (TRIP3)
La protéine Hitl (« High temperature Growth 1 ») a été initialement identifiée chez la levure
S. cerevisae lors de la recherche de facteurs protéiques dont la mutation entraine un défaut de
croissance a haute température (Kawakami et al., 1992). Son implication dans 1’assemblage des
snoRNP a boites C/D a été mis en avant suite a des expériences de « TAP-Tag » réalisées contre la
protéine Rsal qui ont montré une association entre ces deux protéines (Rothé et al., 2014b). Des
expériences de co-expression chez E. coli ont ensuite permis de montrer que cette interaction était
directe et compatible avec 1’interaction précédemment observée entre les protéines Rsal et Snul3
(Boulon et al., 2008 ; Rothé et al., 2014b). De plus, il a ét¢ montré que la protéine Hitl était
indispensable a la stabilit¢ de la protéine Rsal (Rothé ef al., 2014b) et donc nécessaire a la
biogenese des snoRNP. Enfin, des expériences de synthétiques 1étaux ont montré 1’existence d’un

lien génétique entre les génes HIT1, RSAI et PIHI (Rothé et al., 2014b).

La protéine TRIP3 (« Thyroid hormone Receptor Interacting Protein 3 »), ’homologue humaine de
la protéine Hitl, a été initialement identifiée comme une partenaire du récepteur nucléaire
hépatocytaire HNF-4a. Ce récepteur est impliqué dans la régulation de 1’expression de genes liés au
métabolisme du glucose et des mutations dans son geéne ont été associées a une forme sévere de
diabéte (Iwahashi er al., 2002). TRIP3 fut renommée ZNHIT3, pour « ZiNc finger HIt-Type
containing 3 », suite a 1’identification de son interaction avec la protéine NUFIP, et a son homologie
avec la protéine de levure Hitl (Bizarro et al., 2014 ; Rothé et al., 2014b). L’interaction directe
entre la protéine NUFIP et ZNHIT3 a été confirmée par GST pull-down (Bizarro et al., 2014) et
comme pour la protéine Hitl, il a ét¢ montré par ARN interférence qu’elle était essentielle a la

stabilité de la protéine NUFIP (Rothé et al., 2014b).

Bizarro et al. ont montré que la protéine ZNHIT3 s’associait avec la protéine NUFIP dans la
fraction LE, et avec les protéines NUFIP, TIP48, TIP49, SNU13, NOP58 et hBCDI1 dans la fraction
HE. De maniére intéressante, 1’association entre ces protéines n’est pas affectée par un traitement a

la RNase (Bizarro et al., 2014). 1l semble donc que I’ARN ne soit pas indispensable a la stabilité de
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ces complexes. Toutefois, conformément aux précédents travaux qui relient la protéine SNU13 au
snoARN, il est possible que le complexe qui contient les protéines NUFIP, ZNHIT3 et SNU13
contiennent aussi le snoARN (Rothé ef al., 2014b). Il semblerait néanmoins que la protéine
ZNHIT3 ne s’associe de maniere stable qu’avec des snoARN incapables de s’assembler
correctement, contrairement a la protéine NUFIP (Bizarro ef al., 2014). L’hypothése actuelle serait
que la protéine ZNHIT3 soit rapidement relarguée une fois le snoARN, s’il est intégre, associé aux
protéines cceur et aux protéines du hR2TP (Bizarro et al., 2014 ; Rothé et al., 2014a ; Rothé et al.,
2014b).

c. Données structurales
D’autres travaux ont montré que les interactions directes entre les protéines NUFIP et SNU13 et
entre les protéines NUFIP et ZNHIT3 n’étaient pas mutuellement exclusives et un complexe
ZNHIT3-NUFIP-SNU13 a pu étre purifié in vitro, chez la levure (Rothé et al., 2014b) et chez
I’homme (Quinternet ef al., 2016). De plus, il a ét€ montré chez la levure que ce complexe pouvait
également se lier aux snoARN a boites C/D et a la protéine Nop58 (Rothé et al., 2014b). Bien
qu’homologues fonctionnels, les protéines NUFIP et Rsal ne présentent pratiquement aucune
homologie de séquence mis a part un domaine de 32 résidus au niveau de 1’extrémité N-terminale
appelé motif PEP (hPEP chez ’Homme, yPEP chez la levure) (Boulon ef al., 2008). 11 a été montré
chez la levure et chez I’homme que cette séquence était suffisante pour permettre 1’interaction avec
la protéine Snul3/SNU13 (Boulon et al., 2008 ; Rothé et al., 2014a ; Roth¢é et al., 2014b ; Bizzaro
et al., 2014 ; Quinternet et al., 2016). Enfin, la protéine Rsal contient également au niveau de son

extrémité C-terminale un domaine de localisation nucléaire.

La structure de I’interface d’interaction entre la protéine Snul3 et le domaine yPEP a été résolue par
diffraction des rayons X (Bizarro et al., 2014). Cette structure (Figure 27) montre que le domaine
yPEP contient au niveau de son extrémité N-terminale une longue hélice a de 17 acides aminés
reliée par une boucle a une petite hélice a de 5 résidus. Ce domaine interagit notamment avec la
protéine Snul3 par le biais d’interactions électrostatiques avec les hélices 3 et 5 de Snul3, mais
également par la formation d’une poche hydrophobe autour d’un résidu tryptophane du domaine

yPEP par certains résidus de I’hélice 5 (Bizarro et al., 2014).
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Hélice 3

yPEP (Rsal)

Figure 27: Structure 3D de l'interface entre la protéine de levure Snul3 (4-125) et le domaine
yPEP de la protéine Rsal (239-265). (code PDB : 4NUT).

Le domaine yPEP de Rsal interagit avec la protéine Snul3 par 1’intermédiaire de liaisons hydrogéne
avec I’hélice 5, d’interactions hydrophobes avec I’hélice 3 et par la formation d’une poche hydrophobe
entre le résidu tryptophane 245 de Rsal et la protéine Snul3.
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Bien que la structure de I’interface entre les protéines humaines NUFIP et SNUI13 n’ait pas été
résolue, ’analyse des séquences de ces deux protéines montre une conservation de cette poche
hydrophobe (Bizarro et al., 2014) et tout indique que ce type d’interaction soit conservé chez

I’homme (Quinternet ef al., 2016).

Les protéines Rsal et Hitl interagissent respectivement par I’intermédiaire de leur domaine C et N-
terminaux. La structure de cette interaction a été résolue par RMN (Figure 28) par notre laboratoire
(Rothé¢ et al., 2014b). Le domaine N-terminal de la protéine Hitl comprend cinq hélices a, alors que
le domaine C-terminal de la protéine Rsal est formé de 2 hélices a stabilisées par la protéine Hitl.
De maniére intéressante, aucune structure similaire n’existe dans les bases de données (Rothé ef al.,

2014b).

Si les protéines NUFIP et ZNHTI3 n’ont que peu d’homologies de séquence avec leurs homologues
fonctionnels respectifs chez la levure, notre laboratoire a récemment montré qu’elles interagissaient
de la méme maniere (Quinternet et al., 2016). Ainsi, la protéine NUFIP interagit par I’intermédiaire
de son domaine C-terminal (462-495) avec le domaine N-terminal de ZNHIT3 (85-155). La
structure de ce complexe résolue par RMN par notre laboratoire (Figure 29) montre que le domaine
N-terminal de ZNHIT3 forme, comme Hitl, 5 hélices a qui vont stabiliser I’hélice o du domaine N-
terminal de NUFIP. De légéres différences ont toutefois pu étre observées, indiquant que ce
complexe serait moins stable chez I’homme. Ainsi, ’absence d’une seconde hélice au niveau du
domaine C-terminal de la protéine NUFIP par rapport a la Rsal empécherait le complexe d’étre

aussi stable que chez la levure (Quinternet ef al., 2016).

5. Laprotéine Bcd1/BCD1

a. Données fonctionnelles
L’analyse du taux de snoARN issus de différentes souches de levures a révélé que la répression de
I’expression de la protéine Bedl (« Box C/D snoRNA protein ») entrainait une accumulation des
snoARN a boites C/D, suggérant que cette protéine soit nécessaire a 1’assemblage des snoRNP a
boites C/D (Peng et al., 2003 ; Hiley et al., 2005). Chez ’homme, une proté¢ine homologue, appelée
BCD1, a été identifice et des expériences d’ARN interférence ont montré une réduction
significative du taux des snoARN U3, U8 et Ul4 ainsi qu'un changement de localisation du

snoARN U3 lorsque ’ARNm de BCDI était ciblé (McKeegan ef al., 2007).
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Hitl

Figure 28: Structure 3D de ’interaction entre la protéine Rsal (317-352) et Hitl (70-164)
résolue par RMN (code PBD : 2MJF).

Les domaines N et C-terminaux des protéines Hitl et Rsal forment respectivement cingq et deux
hélices a. Les hélices de la protéine Rsal sont stabilisées par la protéine Hit1.
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Figure 29: Structure 3D de D’interaction entre les protéines NUFIP (462-495) et ZNHIT3 (81-155)
résolue par RMN dans notre laboratoire. (code PDB : 5L85).

Les domaines N et C-terminaux des protéines ZNHIT3 et NUFIP forment des hélices a (5 pour ZNHIT3
et 1 pour NUFIP). De la méme maniéere que pour Rsal/Hitl, I’hélice de la protéine NUFIP est stabilisée
par ZNHIT3 (Quinternet et al., 2016)
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De plus, il a ét¢ montré que la protéine BCDI interagissait directement avec d’autres facteurs
d’assemblage, notamment les protéines NUFIP, TIP48 et TIP49, ainsi qu’avec la Fibrillarine
(McKeegan et al., 2007 et 2009).

Enfin Bizarro et al. ont montré par des immunoprécipitations réalisées sur la protéine BCD1 qu’elle
s’associait avec les protéines TIP48, TIP49, NUFIP et ZNHIT3 dans la fraction HE, et avec les
protéines TIP49 et SNU13 dans la fraction LE (Bizarro ef al., 2014). L’ensemble de ces données
indique que la protéine BCD1, au méme titre que les protéines NUFIP et ZNHIT3, serait un facteur

majeur de la biogenese des snoRNP a boites C/D.

b. Données structurales
La protéine Bcd1/BCD1 appartient a la méme famille que les protéines Hitl/ZNHIT3, appelée zf-
HIT. Ces protéines sont caractérisées par la présence a leur extrémité N-terminale d’'un domaine
ZHD (« Zf-HIT Domain ») contenant un doigt de zinc. Au sein de cette famille, ce doigt a zinc se
structure a 1’aide de deux motifs CCCC et CCHC qui vont coordonner chacun un atome de zinc
(Figure 30). Pour BCD1 ou ZNHIT3, ainsi que leurs homologues chez la levure, il a été montré que
ce domaine n’était pas impliqué dans les interactions avec les protéines Rsal/NUFIP et

Snul3/SNU13 (McKeegan ef al., 2007).

En revanche, il a été montré pour la protéine Bedl de levure que ce domaine était nécessaire a la
fonction de Bcdl dans 1’assemblage des snoRNP a boites C/D (Bragantini et al., 2016), mais sa
fonction spécifique n’a pas encore été identifiée. En effet, les domaines en doigt a zinc sont
généralement associés a des interactions avec les acides nucléiques, toutefois il a été montré que ce
n’était pas le cas pour le domaine ZHD de Bedl, méme si la protéine semble pouvoir se lier de
manicre non spécifique a I’ARN (Bragantini ef al., 2016). De maniere intéressante, il a également
été montré par I’utilisation de protéines chimériques que le domaine ZHD de la protéine Hitl, mais
également d’autres protéines appartenant a famille Zf-HIT, pouvait remplacer le domaine ZHD de
la protéine Bedl (Bragantini et al., 2016). Ceci peut s’expliquer par la grande similitude entre les
structures de ces deux domaines. En revanche, la simple présence d’un motif en doigt a zinc n’est

pas suffisante pour restaurer la fonction de la protéine Bedl.
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Zf-HIT de Bcdl

motif CCHC

motif CCCC

Zinc

Figure 30: Structure du domaine Zf-HIT de la protéine Bcd1 résolue par RMN par notre
laboratoire (code PDB : 2N94).

Le domaine en doigt de zinc (ZHD) de la protéine Bcedl est constitué de 2 motifs entrecroisés
CCCC et CCHC qui vont chacun coordonner un atome de zinc (Bragantini ef al., 2016).

61



Introduction

Bien que la fonction du domaine ZHD de Bcd1/BCD1 ne soit pas encore ¢lucidée, ce domaine
semble important pour la fonction de la protéine lors de 1’assemblage de snoRNP a boites C/D. Une
des hypothéses actuelles serait que ce domaine serve d’intermédiaire entre la protéine Bcd1/BCDI1

et les protéines TIP48/Rvb2 et TIP48/Rvb1 (Bragantini et al., 2016).

6. Vers un modele d’assemblage des snoRNP a boites C/D ?
Trente-cinq ans apres leur découverte, les mécanismes nécessaires a 1’assemblage des snoRNP a
boites C/D ne sont toujours pas entierement compris. Toutefois, il a été possible de mettre a jour un
large réseau d’interactions directes entre les snoARN, les protéines cceur des snoRNP a boites C/D
et un certain nombre de facteurs d’assemblage (Figure 31), tels que le complexe (h)R2TP ou le
complexe NUFIP/ZNHIT3 (Rsal/Hitl). De plus, des expériences d’immunoprécipitation, de
double- et triple-hybride ont permis d’isoler plusieurs complexes intermédiaires. Ainsi, bien qu’il
reste encore des zones d’ombre, I’ensemble de ces travaux nous permette aujourd’hui d’émettre des
hypothéses plus précises sur le mécanisme d’assemblage séquentiel des snoRNP a boites C/D chez

la levure (Rothé et al., 2014b) et par extrapolation, chez ’homme (Figure 32).

Pour résumer, il a été montré que seule la protéine Snul3/SNU13 pouvait interagir directement et
spécifiquement avec I’ARN au niveau du motif C/D structuré en K-Turn et étre 1’élément nucléateur
de I’assemblage de la particule. Toutefois, il a également ét¢ montré que la protéine Snul3/SNU13
n’interagissait pas avec les autres protéines cceur. Il a également été montré que la formation d’une
particule stable nécessitait un remodelage des protéines cceur, probablement via 1’activité ATPase
des protéines AAA+ Rvbl/TIP49 et Rvb2/TIP48 du complexe (h)R2TP. Au niveau du réseau
d’interaction, il a ét¢é montré que la protéine Nop58/NOPS58 pouvait interagir avec la protéine
Pih1/PIH1DI1, contrairement a la protéine Nop56/NOP56. Enfin, les deux protéines NopS6/NOP56
et Nop58/NOPS58 peuvent interagir toutes les deux par I’intermédiaire de leur domaine en « coiled-

coil » mais également avec la protéine Nop1/Fibrillarine.

L’existence de deux motifs de type C/D au niveau de la plupart des snoARN (motif C/D et C’/D’)
suggere fortement qu’une snoRNP a boites C/D mature contiendrait deux sites d’interaction avec
I’ARN cible (I’¢lément anti-sens) et par conséquent 2 protéines Nopl/Fibrillarine et 2 protéines

Snul3/SNU13.
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Figure 31: Résumé des interactions directes connues chez I’homme entre les protéines cceurs des
snoRNP a boites C/D, le complexe hR2TP et les protéines NUFIP, ZNHIT3 et BCD1 (McKeegan et al.,
2007 et 2009 ; Boulon et al., 2008 ; Rothé et al., 2014b ; Bizarro et al., 2014).

Grace a des expériences de GST pull-down, de co-expression et de traduction in vitro, il a été possible de
mettre en évidence un trés large réseau d’interaction entre les protéines des snoRNP a boites C/D, le snoARN
et de nombreux facteurs d’assemblage. La résolution des structures de certaines de ces interactions a par la
suite permis d’isoler les domaines impliqués dans ces interactions.

Fléche verte : interaction protéine/ARN
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Figure 32: Assemblage des snoRNP a boites C/D, hypotheses actuelles (adapté de Rothé et al., 2014Db).

La premicre hypothése suppose que I’interaction entre le motif C/D du snoARN naissant et la protéine SNU13 est I’élément qui initie ’assemblage de la particule
par le recrutement d’un complexe SNU13/NUFIP/ZNHIT3 sur I’ARN. La protéine NUFIP recrute ensuite le complexe hR2TP via son interaction avec la protéine
PIH1DI1 ce qui permet également de recruter les protéines NOP58 et Fibrillarine. Suite au recrutement des autres protéines cceurs, 1’activité ATPase des protéines
TIP48 et TIP49 permet de stabiliser I’ensemble des protéines coeurs sur le snoARN.

La seconde hypothése se différencie au niveau du recrutement du snoARN qui n’aurait lieu qu’une fois le complexe hR2TP recruté par le complexe
SNU13/NUFIP/ZNHITS3.
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Enfin, la découverte des protéines Rsal/NUFIP et Hitl/ZNHIT3 a permis de mettre en évidence
I’intermédiaire possible entre la protéine Snul3/SNU13, le snoARN, les autres protéines cceurs et

les protéines du complexe (h)R2TP.

La formation d’un complexe SNUI13-NUFIP-ZNHIT3 (Snul3/Rsal/Hitl) permettrait ainsi le
recrutement d’une part du snoARN au niveau de la protéine Snul3/SNU13 et d’autre part du
complexe (h)R2TP, par I’intermédiaire d’une interaction entre la protéine Rsal/NUFIP et la protéine
Pih1/PIHIDI1. Le complexe (h)R2TP recruterait alors les protéines cceur NopS58/NOP58 et
Nopl/Fibrillarine par I’intermédiaire d’une part d’une interaction entre les protéines Pih1/PIH1D1
et Nop58/NOPSS8, et d’autre part d’une interaction entre les protéines Nop58/NOPS8 et
Nopl/Fibrillarine (Figure 32, hypothése 1). Une seconde hypothése est également envisagée avec
le recrutement de snoARN suite au recrutement du (h)R2TP par le complexe SNU13-NUFIP-
ZNHIT3 (Figure 32, hypothése 2).

Le recrutement sur la pré-particule d’une seconde protéine Snul3/SNU13 au niveau du motif C’/D’
associée avec une seconde enzyme Nopl/Fibrillarine et la protéine Nop56/NOP56 n’est pas encore
totalement compris et plusieurs hypothéses sont possibles. Ainsi, le complexe formé des protéines
Nop1/Fibrillarine-Nop56/NOP56 pourrait étre recruté sur la particule naissante par I’intermédiaire
d’un second complexe Snul3/SNU13-Rsal/NUFIP-Hil/ZNHTI3, ou directement sur la particule
naissante par I’intermédiaire d’une interaction entre les protéines NopS8/NOPS58 et NopS56/NOP56
via leur domaine « coiled-coil ». Et le motif C’/D’ pourrait également étre suffisamment stabilisé
par la présence des autres protéines pour pouvoir interagir directement avec une seconde protéine

Snul3/SNU13.

Enfin, la résolution de la structure 3D de sRNP a boites C/D, des particules d’archaea homologues
aux snoRNP a boites C/D, a apporté des informations supplémentaires. En effet, il semblerait que
les sRNP existent sous deux formes, 1’une active et I’autre non (Xue et al., 2010). Le passage de la
forme inactive a la forme active nécessite un mouvement de rotation au niveau du site actif de la
particule qui passe d’une forme ouverte a une forme fermée. Par homologie avec cette structure, il a
été proposé que Rsal/NUFIP, par I’intermédiaire de son interaction avec la protéine Snul3/SNU13,
permette de bloquer la particule dans une conformation « ouverte » inactive (Rothé et al., 2014a et

2014b ; Bizarro et al., 2014). La particule ne deviendrait alors active qu’apres le départ de la

65



Introduction

protéine Rsal/NUFIP, suite au remodelage des protéines sur le snoARN par 1’action des protéines

AAA+ Rvb1/TIP49 Rvb2/TIP4S.

De manicre remarquable, I’ensemble des facteurs d’assemblage et des protéines cceur des snoRNP a
boites C/D sont bien conservés entre la levure S. cerevisae et ’homme, a I’exception notable de la
protéine RPAP3. En effet, bien qu’elle interagisse avec les protéines PIHID1 et HSP90 comme son
homologue Tahl, elle posséde 3 domaines supplémentaires, dont 2 domaines d’interaction putatif
protéine-protéine. Si son role au niveau de I’assemblage des snoRNP a boites C/D semble se limiter
a la stabilisation de la protéine Pih1/PIHIDI par I’intermédiaire du recrutement de la protéine
chaperonne Hsp82/HSP90, permettant I’assemblage du complexe (h)R2TP, la présence de domaine
supplémentaires chez I’homme suggere qu’elle puisse intervenir dans d’autres mécanismes

biologiques.
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II. Les snoRNP a boites H/ACA

Les snoRNP a boites H/ACA sont des ribonucléoprotéines constituées d’un snoARN et de protéines
coeur dont 1’une porte 1’activité catalytique de la particule. La fonction principale des snoRNP a
boites H/ACA est de catalyser dans le nucléole la conversion d’uridines en pseudouridines (y) au
niveau des ARNr. Au sein des Corps de Cajal, les scaRNP a boites H/ACA catalysent la méme
réaction au niveau des snARN. La télomérase est une scaRNP a boites H/ACA particuliére
impliquée dans le maintien de la longueur des télomeéres. Les protéines coeur des snoRNP a boites
H/ACA sont les protéines NHP2, GAR1, NOP10 et la Dyskérine, qui porte 1’activité pseudouridine

synthase.

La conversion de I'uridine en pseudouridine nécessite (i) la rupture de la liaison N-glycosidique
entre le carbone 1° du ribose et la base, (ii) la rotation de la base et enfin (iii) la formation d’une
nouvelle liaison entre le carbone 1’ du ribose et I'uracile (Figure 33). La pseudouridine posseéde un
groupement donneur d’hydrogéne de plus que 1’uridine, capable de former une troisiéme liaison
hydrogene. De plus, la liaison carbone-carbone entre la base et le ribose est plus stable que la
liaison N-glycosidique de I'uridine (Kierzek et al., 2014). Cette modification est treés fréquente au
sein des ARN, au point qu’initialement la pseudouridine avait été identifiée comme la « cinquieme

base » (Davis et Allen, 1957).

A. Les snoARN a boites H/ACA
1. Structure des snoARN a boites H/ACA
Les snoARN a boites H/ACA sont des ARN nucléolaires non-codant d’environ 130 nucléotides
(Lestrade et Weber, 2006). IIs sont caractérisés par la présence de deux tiges-boucles reliées par une
région charniére contenant la boite H de séquence consensus 5'-ANANNA-3' (N pouvant étre
n’importe quel nucléotide). La seconde tige-boucle est immédiatement suivie par une séquence 5'-
ACA-3' trés conservée. Cette séquence est localisée exactement a 3 nucléotides de I’extrémité 3' du
snoARN. Les boites H et ACA sont nécessaires a la stabilité et la maturation du snoARN ainsi qu’a

I’activité de la particule (Bortolin et al., 1999).
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Figure 33: Processus de conversion de I'uridine en pseudouridine.

L'uracile est tout d’abord séparé du ribose suite a I’hydrolyse de la liaison N-glycosidique. Il subit ensuite
une rotation de 180° avant d’étre de nouveau li¢ au ribose par une liaison carbone-carbone. La conversion de
I’uridine en pseudouridine permet notamment de libérer un nouveau groupement NH (en rouge), donneur
d’hydrogéne.
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Chaque tige-boucle contient une boucle interne, appelée poche de pseudouridylation. Ces poches
sont formées par 2 séquences simple brin capables de s’apparier avec 3 a 10 nucléotides de I’ARNr
cible (Ganot et al., 1997). Cet appariement conduit a 1’exposition de deux nucléotides 5’-UN-3’
non-appariés avec le snoARN au niveau de la poche de pseudouridylation. L’uridine non-appariée,
toujours située a une distance de 14 ou 16 nucléotides des boites H ou ACA, sera isomérisée en
pseudouridine (Figure 34). Contrairement aux sARN a boites H/ACA, leurs homologues chez les
archaea, et aux snoARN a boites C/D, les snoARN a boites H/ACA ne possedent pas de structure en
K-Turn. Enfin, les scaARN a boites H/ACA, qui ont pour cibles les snARN, possédent une boite
additionnelle, la boite CAB, au niveau des boucles, et qui permet leurs adressages et leurs maintiens

dans les Corps de Cajal.

2. Maturation
Chez les vertébrés, mis-a-part I’ARN de la Télomérase, tous les snoARN a boites H/ACA sont
hébergés dans les introns de pré-ARNm, notamment de protéines impliquées dans la biogenése des
ribosomes (Kiss et Filipowicz, 1995). Suite a 1’épissage, le snoARN est libéré sous forme d’un lasso
et comme pour les snoARN a boites C/D, I’enzyme de débranchement DBR1 est nécessaire a leur
libération compléte (Kiss et Filipowicz, 1995 ;00i et al., 1998). En revanche, contrairement aux
snoARN a boites C/D, il ne semble pas exister de distance optimale entre ’intron et le site 3’
d’épissage (Richard et al., 2006). Ainsi, contrairement aux snoRNP a boites C/D, ’assemblage des
snoRNP a boites H/ACA semble étre un processus co-transcriptionnel (Figure 35). De méme,
contrairement aux snoRNP a boites C/D, la maturation des snoRNP a boites H/ACA ne nécessite

pas de passage par les Corps de Cajal.

Tout comme pour les snoARN a boites C/D, les extrémités 5’ et 3° du snoARN doivent étre
maturées mais les enzymes responsables de cette maturation n’ont pas encore été identifiées chez
les mammiferes. Toutefois, il semble y avoir une différence de comportement entre les deux classes
de snoARN. En effet, il a ét¢ montré in vitro que 1’excision des 5 a 8 derniers nucléotides de
Iextrémité 3’ du snoARN était un processus beaucoup plus lent pour les snoARN a boites H/ACA
que pour les snoARN a boites C/D, ce qui suggeére une protection de cette extrémité contre la
dégradation, probablement suite la fixation des protéines cceur (Kiss et Filipowicz, 1993). De plus,
il semble que la maturation de ’extrémité 3’ soit facilitée par I’ajout d’une queue oligo(A) par

I’enzyme PAPDS.
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Figure 34 : snoARN a boites H/ACA.

Les snoARN a boites H/ACA sont caractérisés par la présence de deux tige-boucles connectées par une
région charniére qui contient la séquence de la « boite H ».

La seconde tige-boucle est suivie par un segment simple brin contenant une séquence de trois nucléotides
appelée « boite ACA » qui est localisée exactement a trois nucléotides en amont de l'extrémité 3' du
snoARN.

L'une ou les deux tiges-boucles contiennent des boucles internes de 9 a 13 nucléotides sur chaque brin,
appelées poches de pseudouridylation. L'ARNr cible (en vert) vient s'hybrider au niveau de cette région,
laissant 2 nucléotides non appariés, dont une uridine (en bleu), qui sera isomérisée en pseudouridine.

N : n'importe quel nucléotide.
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Maturation des
extrémités 5' et 3'

Figure 35: Processus de maturation d'un snoARN a boites H/ACA (Kiss et al., 2006).

Contrairement a la maturation des snoARN a boites C/D, la maturation des snoARN a boites H/ACA
est un processus découplé de 1’épissage. Ainsi, les protéines coeur des snoRNP a boites H/ACA sont
recrutées sur le snoARN lors de la transcription du gene hote. Apres épissage, 1’intron contenant le
snoARN en cours de maturation est linéarisé suite a 1’action de I’enzyme de débranchement DBR1.
Pour finir les extrémités 5’ et 3° sont maturées par des exonucléases.

71



Introduction

Cette séquence est ensuite reconnue par 1’enzyme PARN (« PolyA RNase») et va permettre la
maturation précise de I’extrémité 3’ du snoARN (Berndt er al., 2012). Il est possible que ce
processus puisse servir de contréle qualité pour 1’assemblage de la particule. En effet, de récentes
études sur ’ARN de la télomérase, une scaRNP a boites H/ACA particuliére, ont montré qu’il
existerait un équilibre entre d’une part I’ajout et la suppression de cette queue oligo(A) et
I’assemblage de la particule, et d’autre part la reconnaissance puis la dégradation de I’extrémité 3’

sans queue poly(A) par I’exosome (Shukla et al., 2016).

B. Les protéines ceeur des snoRNP a boites H/ACA
Comme décrit précédemment, les snoRNP a boites H/ACA (Figure 36) ont tout d’abord été isolées
par des expériences d’immunoprécipitation réalisées contre la protéine de levure Garl (Girard et al.,
1992). Ces expériences ont montré que les snoARN a boites H/ACA étaient associés a 3 autres
protéines, les protéines Nhp2, Nop10 et la protéine Cbf5, une pseudouridine synthase (Lafontaine et
al., 1998 ; Watkins et al., 1998 ; Henras et al, 1998). Chez les vertébrés, ces protéines
correspondent respectivement aux protéines GAR1, NHP2, NOP10 et la Dyskérine/NP57

(respectivement chez I’homme et chez la souris).

1. La protéine Cbf5/Dyskérine
La protéine Dyskérine est une protéine d’environ 58 kDa qui a été initialement identifiée chez
I’homme pour son implication dans la dyskératose congénitale liée au chromosome X ou X-DC.
L’X-DC est une maladie génétique comparable a la progéria dont I’'une des causes est la présence de
mutations au niveau du gene DKCI, le géne codant la Dyskérine (Heiss ef al., 1998). Chez la levure
S. cerevisae, la protéine Cbf5 (« Centromere Binding Factor 5 ») est une protéine essentielle a la
survie cellulaire, initialement décrite comme une protéine capable d’interagir in vitro avec les
centromeres et les microtubules (Jiang et al., 1993). D’autres protéines homologues ont ensuite été
identifiées chez la souris (NAP57), la drosophile (Mf]) et les plantes (AtNAP57), ainsi que chez les
archaea (aCbf5) (Cerrudo et al., 2015).

72



Introduction

Figure 36: snoRNP a boites H/ACA.

Les snoRNP a boites H/ACA sont composées d'un snoARN a boites H/ACA et de 4 protéines coeur.
Ces protéines sont la Dyskérine, responsable de la pseudouridylation, des protéines NOP10 et
GARI et de la protéine NHP2, une protéine appartenant a la famille des protéines L7Ae.
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Ces protéines contiennent un domaine « Dyskerin-like » (DKCLD), dont la fonction n’a pas encore
¢été identifiée mais qui est caractéristique de cette famille de protéines. Elles contiennent également
un domaine TruB_N, similaire au domaine N-terminal des pseudouridines synthases des protéines
bactériennes de la famille TruB, qui contient le site actif. Enfin, elles comportent aussi un domaine
PUA (« PseudoUridine synthase and Archaeosine transglycosylase ») trés conservé. Ce domaine est
retrouvé dans d’autres familles de protéines et est caractéristique d’un domaine de liaison a ’ARN,
notamment avec les boites ACA (Reichow et al., 2007 ; Liang et al., 2009). Chez les eucaryotes,
des domaines supplémentaires sont retrouvés au niveau des extrémités N- et C-terminales
(domaines NTE et CTE, respectivement) (Li et al., 2011). Les domaines NTE et CTE contiennent
des séquences de localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NoLS) (Cerrudo ef al., 2015). De plus,
le domaine CTE contient de nombreuses répétitions KEE/D. De maniére intéressante, une isoforme
cytoplasmique dépourvue du domaine CTE a été isolée chez I’homme dans divers tissus et lignées
cellulaires au niveau du cytoplasme (Angrisani et al., 2011). Cette nouvelle isoforme suggére que la

protéine Dyskérine pourrait avoir d’autres roles biologiques.

La structure de la protéine humaine n’a pas encore été résolue contrairement a son homologue de
levure (Li et al., 2011), ou elle I’a été¢ au sein d’un complexe contenant également les protéines
Nopl0 et Garl (Figure 37). En se basant sur la forte homologie entre la protéine humaine et la
protéine de levure (73 % d’identité), un modele de la protéine humaine a néanmoins été calculé a
partir des données structurales de la protéine de levure (Cerrudo et al., 2015). Les résultats
suggerent que la protéine humaine adopterait une structure identique a la protéine de levure (RMSD

de 0,1 A entre le modéle humain et la structure de levure).

2. Laprotéine Garl/GARI
La protéine Garl (« Glycine and Arginine rich protein 1 ») de levure a ét¢ initialement identifiée
lors d’un crible dont le but était d’identifier les protéines contenant un domaine riche en glycine et
en arginine (ou domaine GAR), du méme type que celui présent au sein de la Fibrillarine (Girard et
al., 1992). Des expériences d’immunoprécipitaiton sur des d’extraits totaux de cellules HeLa ont
permis d’identifier la protéine humaine GAR1 comme 1’homologue de la protéine Garl de levure

(Dragon et al., 2000).
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Cbf5

Figure 37: Structure 3D de la protéine de levure CbfS en complexe avec les protéines Garl et Nop10
résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 3U28 ; Li et al., 2011).

Toutes les protéines homologues a la protéine Cbf5 comportent un domaine catalytique (CAT) et un domaine
de liaison a ’ARN (PUA). Les protéines eucaryotes possedent en plus un domaine N-terminal (NTE) ainsi
qu’un domaine C-terminal (CTE) riche en répétition KEE/D.

Le domaine CTE n’est pas visible au sein du cristal. De méme, la structure du domaine NTE n’a pas été
entiérement résolue.
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Toutefois, il a été montré que contrairement aux autres protéines cceur des snoRNP a boites H/ACA,
la protéine Garl/GARI n’était pas requise pour la stabilité des snoARN bien qu’elle soit nécessaire

a ’activité de la particule (Bousquet-Antonelli ef al., 1997 ; Girard et al., 1992).

La protéine Garl/GARI contient ainsi un domaine central, qui est nécessaire et suffisant pour la
fonction de la protéine chez les archaea, flanqué par deux domaines GAR (« Glycine and Arginine
Rich ») essentiels a la localisation de la protéine chez les eucaryotes (Pogaci¢ et al., 2000), ce qui
est cohérent avec le fait que, comme pour la protéine Fibrillarine, ces domaines soient absents de la

protéine Garl d’archaea (Reichow et al., 2007).

Seule la structure du domaine central de la protéine Garl est visible au sein du complexe Nop10-
Cbf5-Garl (Figure 38). 11 comporte 6 brins B ainsi que deux extensions au niveau de ses extrémités
N- et C-terminales, appelées respectivement NTE et CTE. Le domaine NTE, dont la structure a été
partiellement résolue, contient deux prolines (P33 et P34) trés conservées chez les eucaryotes. Chez
I’homme, il a été montré que la présence de mutations au niveau de ces deux résidus entrainait une
agrégation de la protéine et supprimait sa localisation nucléolaire (Pogaci¢ ef al., 2000). La
structure révele que ces deux prolines se trouvent au sein d’un coeur hydrophobe et qu’elles sont
donc probablement impliquées dans le maintien de 1’intégrité de la structure (Li ef al., 2011). La
protéine Garl interagit avec la protéine Cbf5 par I’intermédiaire de liaisons hydrogenes entre le
domaine central de la protéine Garl et le domaine CAT de la protéine Cbf5, mais également par des

interactions hydrophobes au niveau de I’hélice a de son domaine C-terminal (Li ef al., 2011).

Chez les archaea, il a été montré que I’interface entre ces deux protéines jouait un réle crucial dans
le recrutement et la modification de I’ARN substrat (Duan et al., 2009). En effet, aCbf5 contient, au
niveau de cette interface, une boucle flexible, appelée la « thumb loop », qui est impliquée dans le
maintien de ’ARN cible au niveau du site actif. Cette boucle peut adopter une conformation
« ouverte », qui la rapproche de la protéine aGarl, ou une conformation « fermée », qui lui permet
de stabiliser ’ARN cible au niveau du site catalytique de la protéine aCbf5. La structure de cette
interface chez la levure montre d’importantes différences par rapport aux protéines d’archaea (Li et
al., 2011). En effet, la boucle y adopte une conformation proche de la conformation « fermée », et

ce méme en 1’absence de substrat.
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Garl

Figure 38: Structure 3D de la protéine de levure Garl en complexe avec les protéines Cbf5 et Nop10,
résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 3U28 ; Li et al., 2011).

Seule la structure du domaine central de la protéine Garl a été résolue. Ce domaine interagit avec la protéine
Cbf5 par I’intermédiaire de liaisons hydrogenes. Le domaine central des protéines Garl’eucaryotes contient
également deux extensions au niveau de ses extrémités N- et C-terminales, appelées respectivement NTE et
CTE. La partiec NTE contient deux prolines trés conservées au sein d’un coeur hydrophobe, qui sont
nécessaires a la stabilité de la protéine. La partie CTE participe de son c6té a la régulation de I’activité de la
protéine Cbf5 en contrlant la position de la « thumb loop » (en jaune) par I’intermédiaire de résidus qui
forment une poche hydrophobe (en vert).
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Cette nouvelle conformation est forcée par la position d’un certain nombre de chaines latérales
d’acides aminés qui d’une part empéchent physiquement la boucle de prendre une véritable
conformation « ouverte » et d’autre part stabilisent la boucle au niveau de Garl en formant une
poche hydrophobe. Bien que cette boucle adopte une conformation trés différente de son
homologue chez les archaea, il a ét¢ montré qu’elle régulait toujours 1’activité catalytique de la
protéine Cbf5. Ainsi, des mutations réalisées dans le domaine CTE de Garl au niveau d’acides
aminés engagés dans I’interaction avec la « thumb loop » ainsi que dans la boucle ont montré¢ un
fort impact sur ’activité enzymatique en présence de différents substrats. Le domaine CTE de Garl
serait donc impliqué, de par son interaction avec la « thumb loop » de la protéine Cbf5, dans la
régulation du renouvellement du substrat, probablement par un changement de conformation de

certains résidus au niveau de la poche hydrophobe de Garl (Li et al., 2011).

3. La protéine Nop10/NOP10
La protéine Nop10/NOP10 (« NucleOlar Protein 10 ») est une petite protéine de 10 kDa, associée a
la protéine Garl/GARI1 (Henras et al., 1998 ; Pogaci¢ et al., 2000). Au sein du complexe Nop10-
Cbf5-Garl, la protéine Nopl10 adopte une structure allongée (Figure 39). Elle est composée d’un
domaine N-terminal qui contient 2 brins P reliés a une unique hélice a C-terminale par une longue
région charniere flexible (Li ef al., 2011). La protéine Nop10 vient se plaquer contre la protéine

Cbf5 avec I’hélice de son domaine C-terminal qui se retrouve contre 1’hélice 6 de la protéine Cbf5.

Le domaine N-terminal contient un motif YTLK conservé, y compris chez les archaea, impliqué
dans I’interaction avec la protéine Cbf5 via des interactions hydrophobes (Reichow et Varani,
2008). Chez les archaea, ce domaine contient également 4 cystéines qui vont coordonner un ion
Zn*, ce qui permet de stabiliser le motif YTLK (Reichow et Varani, 2008). Chez les eucaryotes, le
domaine N-terminal de la protéine libre n’est pas structuré du fait de 1’absence de ces 4 cystéines.
Des études par RMN sur la protéine libre et en solution avec la protéine Cbf5 ont montré que la
fixation de la protéine Cbf5 sur la protéine Nop10 via le motif YTLK induisait une structuration du
domaine N-terminal identique a celle adoptée par la protéine aNop10 d’archaea (Reichow et Varani,

2008 ; Lietal, 2011).
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Figure 39: Structure 3D de la protéine de levure Nop10 en complexe avec les protéines Cbf5 et Garl
résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 3U28 ; Li et al., 2011).

La protéine Nop10 est formée par un domaine N-terminal contenant 2 brins [ reliés a une unique hélice a C-
terminale par une longue région charniére. La protéine Nop10 vient se plaquer contre la protéine Cbf5 avec
notamment 1’hélice du domaine C-terminal (ici incompléte) qui se retrouve contre 1’hélice 6 de la protéine
Cbf5 en formant un angle droit. L’interaction entre la protéine Cbf5 et le motif conservé YTLK du domaine
N-terminal de la protéine Nop10 induit une structuration de ce domaine sous la forme d’un feuillet .
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La protéine Nop10/NOP10 est une protéine essentielle pour la stabilité et la maturation des snoRNP
a boites H/ACA. Ainsi, la résolution de la structure des sRNP a boites H/ACA d’archaea (Liang et
al., 2009) a montré que la protéine aNoplO ¢était impliquée dans de nombreuses interactions
intermoléculaires au sein de la particule et qu’elle servirait ainsi d’adaptateur entre les différents
composants de la SRNP. Les acides aminés impliqués dans ces interactions sont retrouvés au sein de
protéine Nop10, ce qui suggere que ce rdle est conservé au sein des snoRNP eucaryotes (Reichow et
Varani, 2008). De plus, des études ont montré que I’interaction entre les protéines Cbf5 et Nhp2
dépendait de la protéine Nopl0 (Wang et Meier, 2004), et des études de pontages covalents ont

montré I’existence de contacts entre le snoARN et la protéine Nop10 (Dragon et al., 2000).

4. La protéine Nhp2/NHP2
La protéine Nhp2/NHP2 (« Non-Histone Protein 2 ») a été identifiée en méme temps que la protéine
NoplO/NOP10 et est également essentielle a la stabilité et la maturation des snoRNP a boites
H/ACA (Henras et al., 1998 ; Pogaci¢ et al., 2000). Elle appartient a la famille des protéines L7Ae,
mais contrairement aux autres protéines de cette famille, elle est la seule a ne pas reconnaitre
spécifiquement les motifs en K-Turn. Ce motif n’est néanmoins pas présent au niveau des snoARN
a boites H/ACA chez les eucaryotes. Des études in vitro ont montré par ailleurs que la protéine de

levure avait tout de méme la capacité d’interagir directement avec I’ARN (Henras et al., 2001).

La structure de la protéine de levure a été résolue par RMN. Elle montre que la protéine Nhp2
adopte un repliement comparable aux autres protéines L7Ae avec notamment la présence d’une
succession d’hélices a et de brins B qui forment un « sandwich a-B-a » (Koo et al., 2011). La
protéine Nhp2 adopte une structure trés proche de la protéine SNU13. Par exemple, les motifs
VSRP et NExxK impliqués dans ’interaction de la protéine SNU13 avec I’ARN sont relativement
bien conservés au sein de la protéine Nhp2 (respectivement TKRP et KExxK). Toutefois, la protéine
Nhp2 peut adopter deux conformations suite a un changement d’isomérisation cis/trans de la
proline 83, alors que ce résidu a une conformation exclusivement cis dans les autres protéines L7Ae

(Koo et al., 2011).
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Or, ce résidu, qui est localis¢ a I’extrémité N-terminale de 1’hélice 3, se trouve dans la zone
d’interaction présumée avec le snoARN et la protéine NoplO. Il a alors été montré que la
stabilisation de la conformation cis de la proline 83 entrainait un déplacement de I’hélice 3 (Figure
40) et stabilisait in vivo I’interaction de la protéine Nhp2 avec le snoARN et la protéine Nop10. Ce
changement de conformation entraine ¢galement une modification de la position de la sérine 82
voisine dont les groupements amide et carboxyle de la chaine principale se rapprochent de la poche
d’interaction avec I’ARN. Ce résidu a alors une position comparable avec celle de 1’acide
glutamique E61 de la protéine SNU13. De plus, bien que chez les eucaryotes les snoARN a boites
H/ACA ne possedent pas de motif en K-Turn, des alignements de séquences ont montré dans 73 %
des cas la présence d’une uridine conservée, située a une distance comparable de 1’uridine
protubérante du K-Turn des sRNP a boites H/ACA d’archaea. Les auteurs proposent ainsi que
I’acide aminé 82, indépendamment de sa chaine latérale, soit impliqué dans la reconnaissance de ce
résidu uridine (Koo et al., 2011). Ainsi, contrairement aux autres protéines de la famille L7Ae,
I’interaction entre la protéine Nhp2 et I’ARN serait dépendante d’un changement de conformation
probablement favorisé par I’association de la protéine Nhp2 avec les autres protéines des snoRNP a

boites H/ACA (Koo et al., 2011).

C. Les facteurs d’assemblage des snoRNP a boites H/ACA
Contrairement aux snoRNP a boites C/D, il a été¢ possible de reconstituer in vitro des particules
fonctionnelles d’archaea (Charpentier et al., 2005) mais également de levures (Li et al., 2011).
Toutefois il semble que chez les eucaryotes, I’assemblage in vivo des snoRNP a boites H/ACA soit
plus complexe et nécessite I’intervention de facteurs d’assemblage, en particulier les protéines

NAF1/Nafl et SHQ1/Shql (Dez et al., 2002 ; Yang et al., 2002 ; Fatica ef al., 2002).

1. La protéine Shql/SHQI
La protéine Shql/SHQI1 (« Small nucleolar RNAs of the box H/ACA family Quantitative
accumulation protein ») est une protéine conservée chez les eucaryotes, nécessaire a 1’assemblage
des snoRNP a boites H/ACA mais pas a leur activité (Grozdanov et al, 2009). Ce facteur
d’assemblage a été initialement identifi¢ comme un partenaire potentiel de la RNase III Rntl lors de
tests double-hybride (Yang et al., 2002). Toutefois, il n’a pas été possible de confirmer I’interaction
par GST pull-down, ce qui suggere 1’association entre ces deux protéines plutét qu’une interaction

stable.
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P83 cis

P83 trans

Hélice 3

Figure 40: Comparaison des différentes structures 3D de la protéine Nhp2 induites par le changement
de conformation de la proline 83 (Koo et al., 2011).

Koo et al. ont substitué la sérine 82 par un tryptophane afin de forcer la proline 83 a adopter majoritairement
une conformation cis. La comparaison des deux structures montre notamment un déplacement significatif de
I’hélice a3.

Code PDB : Nhp2 WT : 2LBX - Nhp2 S82W : 2LBW
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En revanche, il a ét¢é montré que la protéine SHQ1 humaine interagissait directement avec la
protéine Dyskérine, indépendamment de la présence des autres protéines cceur (Grozdanov et al.,
2009). La déplétion de cette protéine chez les levures entraine une diminution spécifique du taux de
snoARN a boites H/ACA (Yang et al., 2002). Enfin, des expériences d’immunofluorescence ont

montré que la protéine était présente dans le noyau mais pas dans le nucléole.

La protéine Shql/SHQI1 contient un domaine N-terminal CS et un domaine C-terminal
caractéristique « SHQI-Specific Domain » (SSD). Le domaine CS possede une homologie de
structure avec certaines co-chaperonnes de la protéine HSP90 et contient 7 brins B ainsi qu’une
petite hélice a (Godin et al., 2009). Des expériences de complémentation chez la levure S. cerevisae
ont montré que séparément, les domaines CS et SSD ne pouvaient restaurer I’activité de la protéine
(Machado-Pinilla et al, 2012). Le domaine SSD est nécessaire pour stabiliser la protéine

Cbf5/Dyskérine (Machado-Pinilla et al., 2012), avec laquelle il interagit (Grozdanov et al., 2009).

Contrairement a la plupart des domaines CS connus, le domaine CS de la protéine Shql/SHQI
n’interagit pas avec la protéine HSP90 (Godin et al., 2009). En revanche, un rdle de chaperonne
pour la protéine Shql/SHQI a pu étre démontré in vitro (Godin et al., 2009). Enfin, il a ét¢é montré
aussi que la sérine 63 du domaine CS pouvait étre phosphorylée par la protéine CK1 (« Casein
Kinase 1»), connue pour réguler I’activit¢ de nombreuses protéines impliquées dans divers
processus cellulaires dont la réparation de I’ADN, le transport membranaire ou encore le transport

nucléaire (Godin et al., 2009).

Le domaine C-terminal SSD est responsable de I’interaction avec la protéine Cbf5/Dyskérine, au
niveau du domaine PUA (Walbott et al., 2011). La structure 3D de ce domaine en interaction avec la
protéine Cbf5 a été résolue par diffraction aux rayons X (Walbott et al., 2011). Le domaine SSD
forme une structure unique appelée « maki fold » (Walbott et al., 2011) composé de 17 hélices a et

de 2 brins B insérés entre les hélices 16 et 17 (Figure 41).
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Cbf5 (PUA) §

Figure 41: Structure 3D du domaine C-terminal de la protéine Shql en interaction avec le domaine
PUA de la protéine Cbf5 résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 3ZV0).

Le domaine C-terminal de la protéine Shql adopte un repliement unique appelé « maki fold », composé de
17 hélices a et de 2 brins f. L’analyse des résidus exposés en surface montre la présence conservée de
résidus acides. De plus, le recrutement de la protéine Shql sur le domaine PUA de la protéine Cbf5
s’effectue au niveau des mémes résidus qui sont impliqués, chez I’archaea, dans D’interaction entre le
domaine PUA et la boite ACA de ’ARN (Walbott et al., 2011). Ainsi, la protéine Shql interagit avec la
protéine Cbf5 en mimant la configuration d’un snoARN, empéchant ainsi la fixation trop précoce d’un
snoARN.
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Les structures de I’interface d’interaction entre les protéines Cbf5 et Shql et entre la protéine
d’archaea aCbf5 et ’ARN ont été comparées. Les données indiquent que la fixation de la protéine
Shql sur la protéine Cbf5 implique les mémes régions, et empéche I’interaction du domaine PUA
avec la boite ACA du snoARN (Walbott et al., 2011). De plus, la compétition entre I’ARN et la
protéine Shql pour la fixation sur la protéine Cbf5 a pu étre observée in vitro (Walbott et al., 2011).
Ces données suggerent ainsi que le role de la protéine Shql lors de 1’assemblage des snoRNP a

boites H/ACA serait d’empécher le recrutement prématuré du snoARN sur la protéine Cbf5.

2. Laprotéine Nafl/NAF1
La protéine Nafl (« Nuclear association factor 1 ») a été initialement identifiée au cours d’un crible
double-hybride exhaustif chez la levure S. cerevisae comme un partenaire potentiel des protéines
Cbf5, Shql et Nhp2 (Ito et al., 2001). Tout comme pour la protéine Shql, la déplétion de cette
protéine chez la levure et chez I’homme entraine une diminution spécifique du taux de snoARN a
boites H/ACA (Yang et al., 2002 ; Dez et al., 2002 ; Hoareau-Aveilla et al., 2006). Des expériences
de GST pull-down et de traduction in vifro ont montré que la protéine Nafl interagissait directement
avec les protéines Cbf5 et Nhp2 (Fatica et al., 2002). Ces interactions ont également été retrouvées
chez ’homme entre la protéine NAF1 et les protéines Dyskérine et NHP2 (Hoareau-Aveilla et al.,
2006). De plus, des expériences d’immunoflurorescence ont montré que la protéine NAF1 était
localisée principalement dans le nucléoplasme, mais également dans le cytoplasme (Kittur et al.,
2006). En revanche, comme les autres facteurs d’assemblage, elle n’a pas été retrouvée dans le

nucléole (Hoareau-Aveilla et al., 2006).

Enfin, il a ét¢ montré que le recrutement de la Dyskérine par la protéine NAF1 s’effectuait au
niveau des sites de transcription des genes codant les snoARN (Hoareau-Aveilla et al., 2006), ou
une association entre la protéine Nafl et la queue CTD de I’ARN polymérase II a pu étre observée
(Fatica et al., 2002). Ainsi, I’'une des fonctions de la protéine Nafl/NAF1 serait de faire le lien entre
I’ensemble des protéines cceur, a I’exception de la protéine Garl/GARI, et le snoARN en cours de
transcription (Richard et al., 2006). En effet, il a ét¢ montré que les protéines Cbf5 et Nafl étaient
recrutées de maniere co-transcriptionnelle durant 1’assemblage des snoRNP a boites H/ACA (Yang
et al., 2005). En revanche, il n’a pas ¢été possible d’isoler de complexes contenant a la fois la
protéine Nafl/NAF1 et la protéine Garl/GAR1. En effet, contrairement aux autres protéines cceur, il

semblerait que la protéine Garl/GARI1 s’associe tardivement avec la pré-snoRNP, une fois la
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protéine Nafl/NAF1 libérée (Darzacq et al., 2006). La résolution de la structure 3D d’une partie de
la protéine Nafl a ainsi permis de montrer que les protéines Nafl et Garl possédaient un domaine

identique et étaient de fait en compétition pour leur interaction avec la protéine Cbf5/Dyskérine.

En effet, la protéine Nafl/NAF1 est composée de 4 domaines. Un domaine N-terminal riche en
sérines, un domaine central, un domaine contenant un signal NLS et un domaine C-terminal riche
en prolines et en glutamines. La structure du domaine central a été résolue par diffraction des
rayons X (Leulliot et al., 2007). Ce domaine, qui semble pouvoir former un homodimere, contient 7
brins B et une hélice a insérée entre les brins 5 et 6 (Figure 42). La structure de chaque monomere
est trés proche de celle adoptée par le domaine central de la protéine Garl (RMSD de 1,64 A sur 69
résidus et des séquences identiques a 19%), a I’exception de 1’hélice a qui est absente des feuillets 3
de la protéine Garl (Leulliot ef al, 2007). La superposition de la structure de ce domaine a la
structure de la protéine Garl au sein du complexe Nop10-Cbf5-Garl (Figure 43) montre clairement
que les protéines Garl et Nafl partagent le méme site d’interaction avec la protéine Cbf5, ce qui
explique pourquoi la protéine Garl n’est recrutée que tardivement lors de I’assemblage des snoRNP

a boites H/ACA, suite a son échange avec la protéine Nafl (Leulliot et al., 2007 ; Li et al., 2011).

Comme décrit précédemment, la protéine Garl/GARI1 joue un role majeur dans la fonction de la
snoRNP. En retardant le plus longtemps possible I’association de la protéine GAR1/Garl avec le

reste de la particule, la protéine Nafl/NAF1 permettrait I’inhibition des particules immatures.

D. Assemblage des snoRNP a boites H/ACA
Comme pour les snoRNP a boites C/D, la compilation des données structurales et des réseaux
d’interaction nous permet d’avoir une idée assez précise, méme si elle est encore incompléte, du

mécanisme d’assemblage des snoRNP a boites H/ACA.

Tout d’abord, il semble qu’in vitro, ’assemblage de la particule puisse se faire chez les archaea et
chez les eucaryotes uniquement a partir des 4 protéines cceur, contrairement aux snoRNP a boites
C/D (Charpentier et al., 2005 ; Li et al., 2011). Toutefois, in vivo, I’assemblage de la particule
semble étre plus complexe et nécessiter I’intervention d’au moins deux facteurs d’assemblage

permettant de réguler le processus d’assemblage.
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Nafl

Nafl

Figure 42: Structure 3D du domaine central de la protéine Nafl résolue par diffraction des rayons X
(code PDB : 2V3M).

Le domaine central de la protéine Nafl est capable de former un homodimére. Chaque monomeére est
composé de 7 brins B et d’une hélice a insérée entre les brins 5 et 6. Ce domaine adopte une structure
similaire au domaine central de la protéine Garl.
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Figure 43: Superposition des structures des domaines centraux des protéines Nafl et Garl au sein du
complexe Nop10-Cbf5-Garl.

La superposition a été réalisé a ’aide du logiciel Pymol. Elle montre une forte similarité entre les domaines
centraux des protéines Nafl et Garl, notamment au niveau des feuillets . Cette similarité explique I’absence
de la protéine Garl lorsque la protéine Nafl est associée avec la protéine Cbf5 et la nécessitée d’un
remodelage protéique pour échanger la protéine Nafl par la protéine Garl lors des derniéres étapes de
I’assemblage des snoRNP a boites H/ACA.
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Ainsi, les données structurales suggerent que les protéines NoplO/NOP10, Nhp2/NHP2 et
Cbf5/Dyskérine formeraient un pré-complexe (Li et al., 2011) nécessitant in vivo I’intervention du
facteur d’assemblage Shql/SHQI et probablement la formation de deux sous-complexes, d’une part
entre les protéines Nhp2/NHP2 et Nop10/ NOP10 et d’autre part entre les protéines Cbf5/Dyskérine
et Shql/SHQI1. En effet, la prot¢ine Nhp2/NHP2 ne peut pas s’associer a la protéine
Cbf5/Dyskérine en I’absence de la protéine Nop10/NOP10 (Koo ef al., 2011). De méme, la protéine
Shql/SHQ1 s’associe précocement avec la protéine Cbf5/Dyskérine et semble avoir plusieurs roles.
Ainsi, la résolution de la structure du complexe Shql-Cbf5 a permis de montrer que ’interaction
entre la protéine Shql et la protéine Cbf5 empéchait le recrutement du snoARN. De plus, la
protéine Shql/SHQ1, de part sa fonction de protéine chaperonne, pourrait également avoir pour role

de stabilisation de la protéine Cbf5/Dyskérine in vivo.

Une fois le complexe SHQ1-Dyskérine-NOP10-NHP2 (ou Shql-Cbf5-Nop10-Nhp2 chez la levure)
form¢ (Figure 44, étape 1), celui-ci serait transféré du cytoplasme vers le noyau. Il est aussi
possible que les deux sous-complexes SHQI-Dyskérine et NOP10-NHP2 soient transportés
indépendamment dans le noyau avant de s’associer. Une fois dans le noyau, le complexe peut tre
recruté par la protéine Nafl/NAF1 au niveau des sites de transcription des geénes codant des
snoARN a boites H/ACA par I'intermédiaire de ’association de cette protéine avec I’extrémité

CTD de I’ARN polymérase II (Yang et al., 2005).

Toutefois, s’il est admis que les interactions des protéines Nafl/NAF1 et Garl/GARI1 avec la
protéine Cbf5/Dyskérine sont mutuellement exclusives, le mécanisme qui empéche la protéine
Garl/GARI1 d’interagir avec la protéine Cbf5/Dyskérine n’a pas encore été identifié. La protéine
Nafl/NAF1 étant capable de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Darzacq et al., 2006),
il est également possible que I’arrivée de la protéine Nafl/NAF1 sur le pré-complexe se fasse au

niveau du cytoplasme.
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Figure 44: Hypothéses d'assemblage des snoRNP a boites H/ACA.

Bien qu’encore hypothétique, un certain nombre d’étapes du mécanisme d’assemblage des snoRNP a boites
H/ACA semblent aujourd’hui comprises. Ainsi, la premiére étape de la biogenése de ces particules serait la
formation d’un pré-complexe cytoplasmique contenant au moins 3 des 4 protéines cceur. Le complexe serait
ensuite transféré dans le noyau pour étre recruté au niveau des sites de transcription des génes codant les
snoARN a boites H/ACA. Une fois le snoARN et le pré-complexe assemblé, la derniére protéine cceur est
alors recrutée. Comme pour les snoRNP a boites C/D, le processus d’assemblage nécessite in vivo
I’intervention de deux facteurs d’assemblage, Shql/SHQ1 et Nafl/NAF1, dont la fonction principale semble
étre d’inhiber les particules immatures. De plus I’intervention du complexe (h)R2TP lors du remodelage de
la pré-particule n’est pas non plus écartée .
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Le recrutement du snoARN sur la protéine Cbf5/Dyskérine entraine le relargage du facteur Shql/
SHQ1 qui recouvrait le domaine PUA et empéchait la reconnaissance de la boite ACA du snoARN
par la protéine Cbf5/Dyskérine (Figure 44, étape 2). Suite au recrutement du snoARN, la particule
présente une activité catalytique, mais 1’absence de la protéine Garl/GAR1 I’empéche de catalyser
efficacement les réactions (Li ef al., 2011). Comme décrit précédemment, le recrutement de la
protéine Garl/GARI sur la protéine Cbf5/Dyskérine nécessite le départ du facteur d’assemblage
Nafl/NAF1 (Figure 44, étape 3). Le mécanisme qui permet I’échange entre ces deux protéines
n’est pas encore identifié, toutefois il pourrait nécessiter un remodelage des protéines de la pré-
particule et I’intervention du complexe (h)R2TP (Figure 44, étape 4). En effet, des interactions
directes ont ét¢ mises en évidence entre la protéine Nhp2/NHP2 et la protéine Rsal/NUFIP d’une
part, entre les protéines AAA" et la protéine Cbf5/Dyskérine d’autre part, ainsi qu’entre la protéine
Cbf5/Dyskérine et la protéine Pih1/Pih1D1 (Boulon ef al., 2008 ; Machado-Pinilla ef al., 2012). De
plus, des expériences d’ARN interférence dirigées contre les protéines TIP48 et TIP49 ainsi que
I’inhibition de la protéine HSP90 par la geldanamycine ont montré une diminution du taux de
snoARN a boites H/ACA (Machado-Pinilla et al., 2012 ; Boulon et al., 2008). Ainsi, il est possible
que lors de 1’échange entre la protéine Nafl/NAF1 et la protéine Garl/GARI, le complexe (h)R2TP
soit recruté par l’intermédiaire de la protéine Rsal/NUFIP afin de permettre aux protéines
Rvb1/TIP49 et Rvb2/TIP48 d’interagir avec les protéines coeur pour former la particule mature
(Machado-Pinilla et al., 2012). De méme, il semble que les protéines Rvb1/TIP49 et Rvb2/TIP48
puissent interagir avec la protéine Shql/SHQI. Ainsi, I’intervention du complexe (h)R2TP pour
permettre le relargage de la protéine Shql/SHQI et le recrutement du snoARN est également

possible (Machado-Pinilla ef al., 2012).
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Chapitre 2 : Les microARN

Les microARN sont des ARN non-codants simple-brin d’environ 22 nucléotides de long. Tout
comme les snoARN, les microARN matures s’associent avec des protéines pour former une
particule ribonucléoprotéique, le complexe RISC (« RNA-Induced Silencing Complex »), impliqué
dans I’ARN interférence. Au sein du complexe RISC, les microARN s’apparient a un ARNm cible,
entrainant I’inhibition de sa traduction (Huntzinger et al., 2013), et en général, la dégradation de

I’ARNm cible (Eichhorn et al., 2014).

Le premier microARN, lin-4, a ét¢ initialement identifié¢ en 1993 chez le vers nématode C. elegans
(Lee et al., 1993). D’autres microARN furent par la suite identifiés chez C. elegans puis dans
d’autres organismes dont I’homme (Lagos-Quintana et al., 2001 ; Lau et al., 2001 ; Lee et Ambros,
2001). Aujourd’hui la derni¢re version (21) de la base de donnée miRBase, qui regroupe ces
microARN (Griffiths-Jones et al., 2006), compte des milliers de microARN dont un peu plus de
2800 pour I’homme.

I. Maturation des microARN
A. Organisation génétique des microARN

Le microARN sont transcrits sous la forme d’un précurseur, le pri-microARN. Chez les
mammiféres, I’organisation des geénes codant les pri-microARN est trés variable. Ainsi, comme
beaucoup d’autres ARNnc, 50% de ces genes sont trouvés dans les introns d’autres genes
(Murchison et Hannon, 2004), les autres disposant de leur propre unité de transcription. Dans ce
dernier cas, la trés grande majorit¢ sont malgré tout transcrits par I’ARN polymérase II,
polyadénylés et une coiffe m’G est ajoutée a leur extrémité 5°. De rares pri-microARN ont été
trouvés au sein d’exon de geénes codant des protéines (Rodriguez et al., 2004). Enfin, dans environ
50 % des cas, les séquences des pri-microARN sont situées a une distance inférieure a 10 kb les
unes des autres et sont groupées sous forme de « clusters » qui seront transcrits a partir d’un unique

promoteur sous la forme d’un ARN polycistronique (pour revue Kim et al., 2009).
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B. Maturation canonique
La maturation canonique des microARN correspond a la premiére voie de biogenése mise en
¢évidence (Figure 45). Cette voie commence par la transcription d’un long précurseur primaire ou
pri-microARN (Lee ef al., 2002). En général, chaque pri-microARN est composé d’une structure en
tige-boucle d’environ 35 nucléotides de long et de deux extrémités 5 et 3’ simple brin. La
maturation du pri-microARN en un microARN simple-brin nécessite deux événements de clivage,
I’un dans le noyau et ’autre dans le cytoplasme, et aboutit a la formation du complexe RISC.
Comme pour 1’assemblage des snoRNP, de nombreuses protéines vont intervenir dans ce processus

sans étre retrouvées dans la particule mature.

1. Maturation du pri-microARN par le microprocesseur
Aprés sa transcription, le pri-microARN est reconnu puis maturé en pré-microARN par le
microprocesseur, un complexe protéique d’environ 650 kDa composé principalement de la protéine
Drosha et de son cofacteur DGCR8 (« DiGeorge Critical Region 8 »). Au sein de ce complexe, le
pri-microARN va étre clivé au niveau de ses extrémités simple-brin par la ribonucléase de type 111
Drosha (Lee et al., 2003) a environ 11 nucléotides de la jonction ARN double-brin/ARN simple-
brin (Han et al., 2006) et 22 nucléotides de la jonction de la boucle (Ma et al., 2013) (Figure 46).

La protéine DGCRS (« DiGeorge Syndrome Critical Region 8 ») a initialement été identifiée pour
son lien dans une maladie génétique rare, le syndrome de DiGeorge (DGS). Les patients souffrant
de ce syndrome, qui comprend notamment un déficit immunitaire sévére, une hypokaliémie, et un
facies anormal, présentent une délétion au niveau du chromosome 22 (région 22q11.2). Cette région
contient de nombreux genes, dont le géne codant DGCRS. Chez les souris, la délétion du géne
orthologue, Dgcré8, entraine des syndromes comparables au DGS. La protéine DGCRS8 est ainsi
suspectée d’étre impliquée dans le développement du syndrome de DiGeorge (Shiohama et al.,

2003).
La protéine Drosha est une RNase de type IIT Mg*" dépendante de 160 kDa qui a été initialement

identifiée comme une protéine potentiellement impliquée dans la maturation des pré-ARN

ribosomaux (Wu et al., 2000).
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Figure 45: Maturation canonique des microARN (adapté de Winter et al., 2009).

Le pri-microARN est maturé en pré-microARN par le microprocesseur notamment composé des protéines
Drosha et DGCRS8. Le pré-microARN est ensuite exporté dans le cytoplasme par le systétme RAN-
GTP/Exportine-5. Une fois dans le cytoplasme, le pré-microARN est maturé en microARN double-brin
par la protéine Dicer et I’'un de ses cofacteurs, TRBP ou PACT. Le duplex est ensuite chargé sur une
protéine Argonaute (1 a 4) puis le brin guide est intégré au sein du complexe RISC. Le brin passager est
dégradé.
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Figure 46: Schéma représentant un pri- et un pré-microARN.

Les pri-microARN sont composés d’une structure en tige-boucle de 33 nucléotides de long et de deux
extrémités 5’ et 3’ simple brin.

Les pré-microARN sont issus maturés a partir des pri-microARN par I’enzyme Drosha. Celle-ci clive la
tige du pri-microARN a 11 nucléotides de la jonction ARN double-brin/ARN simple-brin et a 22
nucléotides de la boule. Le pré-microARN ainsi produit a une taille d’environ 70 nucléotides de long et

contient 2 nucléotides non-appariés au niveau de I’extrémité 3’ ainsi que des extrémités 5’-phosphate et
3’-OH.
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Elle posséde deux domaines RNase III (RIIIDa et RIIIDb) impliqués dans le clivage du pri-
microARN, un domaine C-terminal de liaison a ’ARN double-brin (dsRBD) caractéristique des
RNases de type III de classe 2 (pour revue MacRae et Doudna, 2007), un domaine central (DC)
indispensable pour son activité (Han et al., 2004) reli¢ au domaine RIIIDa par I’intermédiaire d’un
connecteur, et enfin d’une région N-terminale riche en proline (domaine PRR) et en arginine/sérine
(domaine RS) (Figure 47). L’implication de Drosha dans la maturation canonique des microARN a
¢été notamment démontrée par 1’utilisation de siARN dirigés contre elle, entrainant une diminution

du taux de microARN mature (Lee et al., 2003).

Au sein du microprocesseur, la protéine Drosha est associée a 2 protéines DGCRS8 (Figure 47). Ces
interactions sont nécessaires a la reconnaissance précise du pri-microARN. En effet, bien que la
protéine Drosha posséde un domaine de fixation a I’ARN, il a été montré qu’elle avait une tres
faible affinité pour ce dernier (Nguyen et al., 2015). De méme, la protéine DGCRS seule interagit
avec I’ARN de maniere non-spécifique (Roth er al, 2013). Récemment, la structure
tridimensionnelle de la protéine Drosha humaine en interaction avec une partie des deux protéines
DGCRS (Figure 47) a pu étre résolue par diffraction des rayons X et a permis de mieux comprendre
le mécanisme de reconnaissance et de maturation du pri-microARN par le microprocesseur (Kwon
et al., 2016). Cette structure montre que les deux protéines DGCRS interagissent avec Drosha au
niveau des domaines RIIID. De maniére intéressante, 1’interaction des deux protéines DGCR8 au
niveau des domaines RIIID est asymétrique, et il a ét¢é montré que seule I’interaction entre DGCRS
et le domaine RIIIDDb était essentielle pour la stabilit¢ de Drosha (Kwon et al., 2016). La structure
montre également que les domaines RIIIDa et RIIIDb forment un dimére intramoléculaire RIIID
qui permet la formation du centre catalytique. Au niveau de ce centre, les domaines RIIIDa et
RITIDb vont, respectivement, cliver les extrémités 3’ et 5° du pri-microARN (Bernstein et al., 2001).
Ces domaines étant trés conservés au sein des RNases de type 111, Kwon ef al. ont réalisé un modé¢le
comprenant un pri-microARN a partir de la structure 3D d’une autre RNAse de type III en

complexe avec un ARN double-brin.
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Figure 47: Structure 3D de la protéine Drosha en interaction avec le domaine C-terminal de la
protéine DGCRS, résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 5B16 ; Kwon et al., 2016).

La protéine Drosha est une RNase de type IIl impliquée dans la maturation du pri-microARN en pré-
microARN. Elle est composée de deux domaines RIIID (a et b) qui forment un dimére intramoléculaire qui
permet la formation d’un centre catalytique au sein duquel les deux brins du pri-microARN seront clivés. La
protéine Drosha contient également deux doigts a zinc, indispensables a la catalyse de la réaction
d’hydrolyse, ainsi qu’un domaine central (DC). Enfin, un domaine d’interaction avec I’ARN double-brin est
également présent.

Deux protéines DGCRS interagissent avec Drosha de maniére asymétrique afin de positionner le pri-
microARN correctement au niveau du centre catalytique.

Les structures 3D des domaines PRR et RS de I’extrémité N-terminale, ainsi qu’une partie du domaine DC,
n’ont pas été résolues.
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Ce mode¢le (Figure 48) montre que le domaine central (DC) de Drosha se situerait plutot au niveau
des extrémités simple-brin du pri-microARN, ce qui permettrait au domaine RIIID de se positionner
correctement. Le mod¢le, combiné a des données obtenues grace a plusieurs variants du domaine
DC, suggere que deux hélices du domaine RIIIDa, appelées MB et Bump, ainsi que 2 doigts a zinc
(ZnF1 et ZnF2), seraient nécessaires pour la reconnaissance du pri-microARN et pour la stabilité de
la structure de Drosha, respectivement (Kwon et al., 2016). Enfin, 1’orientation des domaines C-
terminaux de DGCRS8 (CTT) au niveau de la protéine Drosha suggére que ces deux protéines

s’orienteraient parallélement I’une par rapport a I’autre (Figure 48).

Bien que le complexe Drosha-DGCRS soit suffisant pour maturer les pri-microARN en pré-
microARN, il semble qu’in vivo le microprocesseur contienne d’autres facteurs protéiques (Gregory
et al., 2004). En effet, il a ainsi ét¢ montré in vivo que la protéine Drosha s’associait avec de

nombreuses protéines, dont des hélicases et des hnRNP.

Suite a I’action du microprocesseur, le pré-microARN résultant a une taille d’environ 70
nucléotides et possede les caractéristiques d’un produit issu du clivage par une RNase de type 111
(Lee et al., 2003), c’est-a-dire des extrémités 5’-Phosphate, 3’-OH et 2 nucléotides non appariés au

niveau de I’extrémité 3’ (Figure 46).

2. Export du pré-microARN dans le cytoplasme

Le pré-microARN est ensuite exporté dans le cytoplasme (Figure 45) par I’intermédiaire du
systeme Exportine-5/RAN-GTP (« RAs-related Nuclear protein ») (Yi et al., 2003). L’Exportine-5
est un transporteur nucléo-cytoplasmique qui, en présence de RAN-GTP, va reconnaitre des ARN
contenant une structure double-brin (Gwizdek er al., 2003). L’interaction avec cet ARN est
indépendant de la séquence ou de la présence de la boucle au niveau du pré-microARN. En
revanche, la présence des 2 nucléotides non-appariés au niveau de 1’extrémité 3’ est primordiale
pour I’interaction du pré-microARN avec la protéine (Zeng et Cullen, 2004). De méme, il semble y
avoir un controle au niveau de la taille de ’ARN puisque des ARN structurés en tige-boucle de
moins de 16 nucléotides ne sont pas exportés dans le cytoplasme (Zeng et Cullen, 2004). Dans le
noyau, I’Exportine-5 (ou XPOS5) forme un complexe ternaire avec la protéine RAN, qui est liée au
GTP, et le pré-microARN qu’elle protege de la dégradation par des nucléases (Zeng et Cullen,
2004).

98



Introduction

- -

extrémité C-terminale
de DGCRS8

Sites de coupure

domaines
spécifiques

reconnaissance
-y des extrémités
DROSHA  PAZ-like? simple-brin

Figure 48: Modéle d'interaction du microprocesseur avec le pri-microARN (adapté¢ de Kwon et al.,

2016).

Ce modele montre que la protéine Drosha reconnait les extrémités simple-brin du pri-microARN grace a son
domaine DC et a deux hélices spécifiques, MB et Bump, qui vont permettre de positionner le pri-microARN
correctement au niveau du centre catalytique. Ce positionnement est aidé par deux protéines DGCR8 qui

permettre le bon positionnement Drosha sur le pri-microARN.
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Des expériences de dynamique moléculaire suggerent que la formation de ce complexe est permise
par un changement de conformation a la fois au niveau de I’Exportine-5, suite a son interaction avec
la protéine RAN-GTP, et au niveau des deux nucléotides non-appariés présents a I’extrémité 3°’OH
du pré-microARN (Wang et al., 2011). Le complexe est ensuite transloqué dans le cytoplasme, via
les pores nucléaires. Puis le GTP est hydrolys¢ en GDP ce qui induit un changement de

conformation de la protéine RAN, la dissociation du complexe et la libération du pré-microARN.

La structure du complexe ternaire a été résolue par diffraction des rayons X (Okada et al., 2009).
L’Exportine-5 contient 20 motifs HEAT (« Huntingtin, Elongation factor 3, protein phosphatase 2A,
TORI ») qui forment une structure trés flexible en forme de U contenant un tunnel a I’intérieur
duquel vient se positionner I’ARN (Figure 49). Ce dernier est stabilisé grace a la présence de
résidus basiques a I’intérieur du tunnel. Les domaines HEAT 12 a 15 forment une enclave dans
laquelle viennent s’insérer les deux nucléotides non-appariés de 1’extrémité 3’ de I’ARN (Figure
50). Enfin, la prot¢éine RAN-GTP interagit avec I’Exportine-5 avec I'une des branches du U, au
niveau des motifs HEAT 1 a 7 (Figure 50). L’export du pré-microARN dans le cytoplasme
correspond a I’étape limitante du processus de maturation des microARN (Y1 et al., 2005), mais
bien que le complexe Exportine-5/RAN-GTP semble étre le principal systéme d’export nucléaire
pour les pré-microARN, des expériences d’ARN interférence contre I’Exportine-5 n’ont montré une
diminution que pour 30% des microARN matures, ce qui suggeére I’existence d’un ou plusieurs

autres systemes d’export nucléaire (Kim et al., 2016).

3. Maturation du pré-microARN
a. Dicer, une RNase de type III de classe 3
Une fois dans le cytoplasme le pré-microARN subit une nouvelle étape de maturation (Figure 45)
au cours de laquelle la boucle sera clivée. Cette étape permet d’obtenir un microARN double-brin
d’environ 22 nucléotides de long ayant 2 nucléotides non-appariés au niveau de chacune de ses
extrémités (Figure 51). La maturation du pré-microARN est effectuée par un second complexe qui

contient, entre autre, la protéine Dicer.
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Figure 49: Surface de structure 3D du complexe ternaire RAN-GTP/Exportine-S/ARN double-
brin résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 3A6P).

L’exportine-5 est un transporteur cytoplasmique qui permet ’export du pré-microARN dans le
cytoplasme. L’Exportine-5 interagit avec la protéine RAN, elle-méme liée au GTP, et avec le pré-
microARN. Au sein de ce complexe, le pré-microARN est totalement protégé des nucléases.

Une fois dans le cytoplasme, le GTP est hydrolys¢ en GDP ce qui entraine un changement de
conformation de I’Exportine-5 et la libération du pré-microARN.
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Figure 50: Structure 3D du complexe ternaire RAN-GTP/Exportine-5/ARN double-brin
résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 3A6P).

L’Exportine-5 contient 20 motifs HEAT qui forment un U au sein duquel le pré-microARN vient se
positionner. Les nucléotides non-appariés au niveau de I’extrémité 3’ du pré-microARN sont
stabilisés via les domaines HEAT 12 a 15. La protéine RAN-GTP interagit avec 1’Exportine-5 au
niveau des domaines HEAT 14 7.
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Figure 51: Schéma représentant les étapes permettant d’obtenir un microARN mature a partir du pré-
microARN.

Une fois dans le cytoplasme, la boucle du pré-microARN est clivée par la protéine Dicer pour former un
microARN double-brin. L’un des brins, le brin guide (5p ici) du microARN sera ensuite intégré au sein d’une
protéine AGO (voir ci-apres) pour former une particule RISC mature. L’autre brin, ou brin passager (3p ici),
sera dégradé dans la majorité des cas.

La protéine Dicer étant une RNase de type III, le microARN double-brin aura une extrémité 3’-OH
débordante avec 2 nucléotides non-appariés et une extrémité 5’-phosphate.
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Dicer est une RNase de type III Mg** dépendante d’environ 220 kDa (Macrae et al., 2006). Tout
comme Drosha, elle posséde deux domaines de type RNase III, RIlla et RIIIb, responsables de
I’hydrolyse du pré-microARN, ainsi qu’un domaine C-terminal de liaison & I’ARN double-brin
(dsRBD). Elle possede en plus au niveau de son extrémité N-terminale, un domaine DexD ou
HELI, un domaine hélicase (HELICc) composé de deux sous-domaines HEL2i et HEL2, et un
domaine DUF283 (« Domain of Unknow Function »). Ces domaines sont séparés des domaines
RIlla/b par un domaine PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) (Lau et al., 2009), impliqué¢ dans la
reconnaissance du pré-microARN (Figure 52). De par ses nombreux domaines supplémentaires, la

protéine Dicer a été classée dans la classe 3 des RNases de type III.

La structure de la protéine humaine n’a pas encore été résolue. Toutefois un mécanisme de
reconnaissance du substrat et de catalyse a pu étre proposé, a partir d’études biochimiques et
structurales, notamment de microscopie ¢électronique (Lau et al., 2009 ; Wang et al., 2009 ; Lau et al.,
2012). Combinées, ces données ont permis de montrer que Dicer se structurait en forme de « L »
(Figure 53) : le domaine PAZ (divisé ici en deux sous-domaines PAZ et Plateform) y serait inséré
au niveau de la téte et les domaines hélicases DexD et HELICc au niveau de la base. Enfin les

domaines RNase III (RIIla/b) seraient situés au centre du L.

Tout comme pour Drosha, les domaines RNase Illa et b s’assemblent en un dimére intramoléculaire
afin de former un unique centre catalytique RIII (Zhang et al., 2004) au sein duquel le domaine
RNase IIla hydrolysera le brin 3’ et le domaine RNase IIIb le brin 5° du pré-microARN (Macrae et
al., 2006). Chez Giardia intestinalis, la structure de Dicer (Macrae et al., 2006) révele que les
domaines PAZ et RIII, qui sont séparés par un domaine connecteur, se trouvent a environ 65 A I’'un
de I’autre, ce qui correspond a la longueur du microARN produit (environ 26 nucléotides de long
chez cet organisme). De plus, la délétion du domaine PAZ de la protéine Dicer chez G. intertinalis
entraine la perte de cette spécificité de longueur au niveau du produit (MacRae et al., 2007). Chez
les mammiféres, des expériences de microscopie €lectronique ont montré que le domaine PAZ était
plus proche du centre catalytique, ce qui expliquerait la différence de longueur des ARN apres

coupure (Lau et al., 2012).
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Figure 52: Organisation des domaines de la protéine Dicer humaine (Lau et al., 2009).

La protéine Dicer contient de nombreux domaines, dont des domaines hélicase DEXD (ou HEL1) et HELICc
(composé des sous-domaines HEL2 et HEL2i), un domaine d’interaction avec I’ARN (dsRBD), deux
domaines de type RNase III (RIIla et RIIlb) qui peuvent former un dimere intramoléculaire et un domaine
PAZ qui reconnait I’extrémité 5’-phosphate libre du pré-microARN.
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Figure 53: (A) Structure 3D de Dicer résolue a basse résolution par microscopie électronique et (B)
reconstitution de la structure tertiaire de Dicer a partir des structures 3D des domaines d’homologues
de Dicer résolus par diffraction des rayons X (Lau et al., 2012).

La protéine Dicer forme ici un L dont la base est composée de domaines hélicase, la téte du domaine PAZ et
le corps des domaines RNase. Le pré-microARN vient se positionner au niveau des domaines PAZ et
hélicases.
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Le clivage du pré-microARN par Dicer nécessite, chez les mammiféres et la drosophile, la présence
d’un groupement phosphate au niveau de I’extrémité 5’ de I’ARN. Ce groupement est reconnu par le
domaine PAZ au niveau d’une poche formée par des résidus basiques qui vont stabiliser I’ARN par le
biais de liaisons hydrogenes (Park et al., 2011). Toutefois, il semble que dans certains cas le domaine
PAZ reconnaisse plutot les deux nucléotides non-appariés au niveau de I’extrémité 3’ du pré-microARN,

(Guetal.,?2012).

Chez les invertébrés, les domaines hélicases fixent et hydrolysent I’ATP nécessaire a la maturation des
siARN a partir de longs ARN double-brin (Zamore et al., 2000). Bien que ces domaines soient
conservés chez les mammiferes, des expériences de mutation au niveau des domaines Walker A ont
montré que I’efficacité de Dicer n’est pas affectée par I’absence d’ATP (Zhang et al., 2002). De plus, la
délétion de ces domaines hélicases a entraine I’augmentation de 1’activité de Dicer in vitro et in vivo
pour la production de siARN (Ma et al., 2008 ; Flemr et al., 2013 ; Kennedy et al., 2015). Des données
supplémentaires suggeérent que chez les mammiféres les domaines hélicases auraient un autre role. En
effet, les données de microscopie électronique montrent que la protéine Dicer aurait trois états de
conformation (Taylor et al., 2013) en fonction de la présence et du type de substrat (pré-microARN ou
long ARN double-brin). Ainsi, en I’absence de substrat, Dicer serait dans un état de repos (« canonical
state »), puis, en présence d’un substrat, alternerait entre un état ouvert ou fermé. La conformation
ouverte permet 1’hydrolyse des pré-microARN qui se fixent au niveau du domaine PAZ et des hélicases,
le long du centre catalytique. La conformation fermée n’a elle été observée que lorsque le substrat est un
ARN double-brin parfait (pré-siARN). Dans ce dernier cas, le substrat, qui interagit différemment au
niveau des domaines hélicases, se retrouve plus loin des domaines RIII. Cette différence d’orientation
du pré-microARN et du pré-siARN vis-a-vis du domaine catalytique de Dicer semble expliquer les
différences de réactivités observées pour ces deux ARN, et suggere un role pour ces domaines hélicase

dans le controle de la spécificité du substrat de Dicer.

Bien que Dicer posséde un domaine de liaison a I’ARN double-brin (dsRBD), le recrutement du
pré-microARN par Dicer est facilité par la formation au préalable d’un complexe entre I’ARN et
I’un des cofacteurs de Dicer (Lee et Doudna, 2012), les protéines TRBP (aussi nommée TARBP2)
et PACT (Chendrimada et al., 2005 ; Lee ef al., 2006).
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b. Les protéines TRBP et PACT
La protéine TRBP/TARBP2 (« Trans-activation-responsive RNA-Binding Protein 2 ») a été
initialement identifiée comme un partenaire de I’ARN TAR du virus VIH (Gatignol et al., 1991).
Ainsi, il a été montré qu’une sur-expression de TRBP stimulait la production de virus VIH (Battisti
et al., 2003), d’une part via I’inhibition de la voie PKR (« Protein Kinase R ») et d’autre part en
levant I’inhibition traductionnelle causée par la structure de I’ARN TAR (Benkirane et al.,
1997 ; Daher et al., 2001 ; Dorin et al., 2003). La protéine TRBP est un homodimeére dont chaque
monomere contient deux domaines de fixation a I’ARN double-brins DRBM (« Double-stranded
RNA Binding Motif ») qui comportent un feuillet de trois brins B flanqué par deux hélices a, et un
troisieme domaine DRBM3, appel¢ domaine MeDiPAL (« Merlin, Dicer, PKR activator, PACT
Liaison »). Bien que proche des autres domaines DRBM, ce domaine est un domaine d’interaction
protéine-protéine. Il n’est toutefois pas nécessaire pour la dimérisation de TRBP qui s’effectue par

I’intermédiaire des domaines DRBM1 et 2 (Laraki et al., 2008).

Le domaine MeDiPAL interagit notamment avec la protéine PKR, une kinase a sérine/thréonine qui
joue un role central dans la défense immunitaire innée. En effet, au cours d’une infection virale, la
présence d’ARN viral peut étre détectée par la protéine PKR par I’intermédiaire de ses domaines
DRBM. L’interaction entre la protéine et I’ARN entraine I’homodimérisation de la protéine et son
activation par auto-phosphorylation. Une fois activée, la protéine PKR va phosphoryler le facteur
d’initiation de la traduction elF2a, ce qui conduit a un blocage de la traduction et par conséquent a
un ralentissement de I’infection virale (pour revue Garcia et al., 2006). Les protéines PKR et TRBP
peuvent former un hétérodimere par I’intermédiaire de leurs domaines DRBM respectifs. Cette
interaction a pour conséquence d’inhiber I’activation de la protéine PKR, probablement en bloquant

son homodimérisation (Daher et al., 2009 ; Gupta et al., 2003).

La protéine PACT (« Protein Activator of PKR ») contient également 2 domaines DRBM et un
domaine DRBM C-terminal MeDiPAL qui est impliqué dans I’interaction avec d’autres protéines.
Cette homologie avec TRBP s’explique par le fait que les génes codant ces deux protéines sont deux
paralogues ayant divergé suite a la duplication d’un géne ancestral commun (Murphy et al., 2008).
Tout comme TRBP, la protéine PACT interagit avec la protéine PKR. Contrairement a son
homologue, il a ét¢ montré que cette interaction augmentait la phosphorylation de la protéine PKR,

du facteur elF2a, et donc inhibait I’initiation de la traduction (Patel et Sen, 1998). L’activation de la
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proté¢ine PKR nécessite toutefois la phosphorylation préalable de la protéine PACT, qui fait
généralement suite a divers stress, notamment oxydants (Patel et al., 2000 ; Peters ef al., 2006). En
outre, il a ét¢ montré que 1’état d’activation de PACT pouvait étre modulé par la protéine TRBP
avec laquelle elle interagit (Kok et al., 2007 ; Daher et al., 2009). Ainsi, en 1’absence de stress, les
protéines forment un hétérodimére via leurs trois domaines DRBM respectifs ce qui empéche
’activation de la protéine PKR par la protéine PACT. Suite a un stress, la sérine 287 de PACT est
phosphorylée, ce qui conduit a la libération de PACT et a I’activation de la protéine PKR (Singh et
al.,2011).

Lors de la biogenese des microARN, les protéines TRBP et PACT vont interagir, via leurs domaines
DRBM 1 et 2 (sous forme de monomere) avec les pré-microARN qui seront ensuite recrutés par
Dicer. L’interaction avec Dicer est réalisée par I'intermédiaire des extrémités C-terminales des
domaines MeDiPAL de TRBP et PACT (aussi appelée domaine C4) et au niveau des domaines
hélicase de Dicer (Daniels et al., 2009). Comme indiqué précédemment, ces domaines hélicase
seraient impliqués dans le contrdle de la spécificité du substrat, qui dépend ainsi du partenaire de
Dicer. En effet, il a ét¢ montré in vitro que PACT n’était impliquée que dans la maturation des pré-
microARN alors que TRBP pouvait intervenir a la fois dans la maturation des pré-microARN et des
pré-siARN (Lee et al., 2013), méme si dans le cas de certains pré-microARN, comme le pré-miR-
31, il a été montré que TRBP pouvait au contraire inhiber leur maturation (Lee et Doudna, 2012).
Cette spécificité de substrat n’est pas encore tres bien comprise, toutefois elle semble étre liée a la
fois a la maniére dont I’ARN interagit avec les deux domaines DRBM N-terminaux de TRBP et
PACT, a la manic¢re dont le substrat est ensuite orienté par rapport a Dicer et ¢galement a des
changements de conformation induits au niveau de Dicer suite a son interaction avec le pré-
microARN ou le pré-siARN (Figure 54) (Lee ef al., 2013). En outre, la résolution de la structure
tridimensionnelle de 1’interaction entre le dernier domaine DRBM de TRBP et le domaine hélicase
de Dicer par diffraction des rayons X a permis de montrer que les interfaces d’interaction Dicer-
TRBP et Dicer-PACT ¢taient conservées et donc de confirmer que ces interactions étaient
mutuellement exclusives au niveau de Dicer (Wilson et al., 2015). Enfin, il a également été montré
que suivant le partenaire de Dicer, le microARN généré n’avait pas forcément la méme extrémité

(voir le paragraphe I. C. 5 de ce chapitre).
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Figure 54: Réles de TRBP et PACT dans la biogenése des microARN et des siARN (Lee er al., 2013).
La protéine Dicer a besoin d’un cofacteur afin de maturer correctement son substrat. Ce dernier interagit
avec I’ARN et permet le bon positionnement de ce dernier au niveau de Dicer. Il existe deux cofacteurs
connus pour Dicer, TRBP et PACT. Bien qu’ils soient homologues, il semble qu’ils ne partagent pas les
mémes fonctions. Entre autre, il a été montré que contrairement a8 TRBP, la protéine PACT ne participe pas
a la maturation des longs ARN double-brin.
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4. Formation de la microRNP mature
a. Le RLC
1. Généralités
L’obtention d’une microRNP mature nécessite 1’élimination de I’'un des deux brins du microARN
double-brin nouvellement formé (brin passager) et le recrutement du brin restant (brin guide) au
sein du complexe RISC (Figure 45). Ce complexe est constitu¢ de plusieurs protéines dont une
protéine cceur qui appartient a la famille des protéines Argonautes. Cette protéine est initialement
recrutée avec les protéines Dicer et TRBP/PACT pour former le RLC (« RISC-Loading Complex »)
(MacRae et al., 2008). La structure du RLC a pu étre résolue a basse résolution par microscopie
¢lectronique et montre que la protéine AGO interagit probablement avec le domaine C-terminal de

Dicer (Wang et al., 2009).

I1 a aussi été¢ montré que TRBP faciliterait le recrutement de la protéine AGO (Chendrimada et al.,
2005). Une fois la protéine AGO recrutée, le microARN double-brin est dans un premier temps
transféré sur la protéine AGO (Chendrimada et al., 2005) puis dans une seconde étape, les deux
brins du duplex ARN sont séparés, le brin guide est sélectionné et le brin passager est dégradé (voir
ci-apres). Contrairement a la premiére étape, la sélection du brin guide est indépendante des

protéines Dicer et TRBP/PACT (Betancur et Tomari, 2012 ; Suzuki ef al., 2015).

i. Les protéines Argonautes
I1 existe, chez les mammiféres, 4 protéines AGO homologues (AGO1 a AGO4) trés conservées.
Elles comportent toutes un domaine N, un domaine PAZ (« PIWI/Argonaute/Zwille »), un domaine
MID (« MIDdle ») et un domaine PIWI (« P-element-Induced Whimpy testes »), ainsi que deux
domaines de liaison L1 et L2, situés respectivement entre le domaine N-terminal et le domaine PAZ
et entre les domaines PAZ et MID (Figure 55). La protéine AGO interagit avec le duplex ARN par
I’intermédiaire des domaines MID et PAZ qui reconnaissent respectivement I’extrémité 5° et 3’ du
futur brin guide (Ma et al., 2004 ; Frank et al., 2010). Le choix de ce brin est réalisé¢ en fonction des
nucléotides présents aux niveaux des extrémités 5’ du duplex ARN et la stabilité thermodynamique
de ces extrémités (Schwarz et al., 2003). Ainsi, il a ét¢ montré que le domaine MID interagissait
préférentiellement avec le brin contenant un uracile ou une adénine au niveau de son extrémité 5’
(Frank et al., 2010). De méme, il a ét¢ récemment montré que le domaine MID interagissait
préférentiellement avec I’extrémité 5’ la moins stable par la réalisation de liaisons ioniques avec les

phosphates des nucléotides 2 a 4 du futur brin guide (Suzuki et al., 2015).

111



Introduction

Région seed

N-terminal

Figure 55: Structure 3D de la protéine AGO2 humaine en complexe avec un microARN de 21
nucléotides de long (code PDB : 4W5N).

Les protéines Argonautes comportent toutes un domaine N-terminal, un domaine PAZ, un domaine MID et
un domaine PIWI, ainsi que deux domaines de liaison L1 et L2, situés respectivement entre le domaine N-
terminal et le domaine PAZ et entre les domaines PAZ et MID. Les extrémités 5’ et 3’ du brin guide du
duplex microARN interagissent respectivement avec les domaines MID et PAZ. Le domaine N-terminal
facilite la séparation des brins guide et passager.

Le brin guide est alors positionné de telle sorte que les bases de ses nucléotides 2 a 7, ou région « seed »,
soient dirigées vers le solvant. Cette région est alors disponible pour interagir avec un ARN cible par
I’intermédiaire d’interactions de type Watson-Crick.

Le domaine PIWI posséde, uniquement chez la protéine AGO2, une activité de type RNase H. Cette activité
n’est possible que si la position de I’'ion Mg*" est modifiée lors de la formation d’un duplex parfait entre le
brin guide et I’ARN cible (ou entre le brin guide et le brin passager). L’activit¢ RNase H est également
conservée au sein de la protéine AGO3 mais les différences présentes au sein des domaines N-terminaux de
ces deux protéines sont suffisantes pour inhiber cette activité au sein de la protéine AGO3.

La structure des nucléotides 8 a 11 n'a pas pu étre résolue (Schirle et al., 2014)
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Toutefois, dans le cas ou les deux brins auraient des extrémités 5’ avec des stabilités trop proches, il
a été montré que chaque brin pouvait former une particule RISC différente. La particule qui contient
le microARN issus respectivement de I’extrémité 5’ ou 3’ du pré-microARN est alors noté -5p et
-3p (Figure 45). De plus, plusieurs études ont montré que dans certains cas le brin « passager »
n’était pas forcément dégradé et pouvait alors également former une particule RISC (Kuchenbauer

etal., 2011 ; Okamura et al., 2008 ; Martin et al., 2014).

1il. Rdle de la protéine HSP90 dans le recrutement du microARN
In vitro, il a été possible de reconstituer un RLC fonctionnel a partir des protéines purifiées AGO2,
Dicer et TRBP (MacRae et al., 2008). Toutefois, il semble qu’in vivo le recrutement du duplex ARN
sur la protéine AGO soit dépendant de la protéine chaperonne HSP90. En effet, il a été montré
d’une part que la protéine HSP9O0 stabilisait la protéine AGO lorsque celle-ci était libre (Johnston et
al., 2010), et d’autre part, qu’elle permettrait a la protéine AGO de changer de conformation

tridimensionnelle pour faciliter le recrutement des microARN double-brin (Pare et al., 2013).

iv. Séparation des brins guide et passager
Une fois le complexe AGO-microARN double-brin formé, le duplex ARN est déstabilisé et le brin
passager dégradé. Cette étape est effectuée par le domaine PIWI des protéines AGO, toutefois, deux
mécanismes ont ét¢ mis en évidence, en fonction de la protéine AGO impliquée et du type de
substrat (microARN ou siARN). Les domaines PIWI des 4 protéines AGO possédent une structure
proche des domaines catalytiques des endonucléases ayant une activit¢é RNase H, a la différence
qu’ils possedent une activité dite de « slicing », c’est-a-dire 1’hydrolyse d’un brin d’ARN lorsque
celui-ci se trouve au sein d’un duplex ARN:ARN (et non d’ARN:ADN). L’hydrolyse est catalysée
par une tétrade catalytique DEDH qui n’est présente qu’au sein des domaines PIWI des protéines
AGO2 et AGO3. Toutefois, seule la protéine AGO2 possede une activité de « slicing » fonctionnelle
(Faehnle et al., 2013). Cependant, des expériences réalisées avec des protéines chimériques ont
montré que le remplacement du domaine N-terminal de la protéine AGO3 par le domaine N-
terminal de la protéine AGO?2 suffisait a restaurer I’activité de « slicing » d’AGO3 (Faehnle ef al.,

2013).

Le mécanisme principal de séparation des deux brins des microARN correspond a un mécanisme de

« débobinage » de duplex. Ainsi, le microARN double-brin n’interagit avec la protéine AGO que
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par I’intermédiaire du brin guide, laissant ainsi le brin passager libre. Le duplex est alors déstabilisé
notamment grace au domaine N-terminal d’AGO puis le brin passager est ¢jecté du complexe
(Kawamata et al., 2009 ; Kwak et Tomari, 2012). Lorsque le duplex est un siARN (appariement
parfait entre les brins guide et passager), la séparation des deux brins est en plus facilité par
I’hydrolyse du brin passager par le domaine PIWI de la protéine AGO2 (Leuschner et al., 2006).
Toutefois, bien que les protéines AGO1, 3 et 4 ne possédent pas I’activité de « slicing », elles ont
également été retrouvées associées avec des siARN. Dans ces cas, la séparation des deux brins du
siARN se ferait selon le méme mécanisme que pour les microARN (Park et Shin, 2015). De méme,
la protéine AGO2 a été retrouvée associée avec des microARN. Toutefois, contrairement au
mécanisme décrit pour les siARN, le brin passager ne sera pas clivé par AGO2 mais ¢éjecté du
duplex microARN comme avec les autres protéines AGO. En effet, I’activité de « slicing » de la
protéine AGO2 est inhibée par la présence de mésappariements entre le brin guide et le brin
passager, au niveau de la région « seed » (nucléotides 2 et 8) et/ou au niveau de la région 3’

(position 12 a 16) (Yoda et al., 2010 ; Liu et al., 2012).

b. Le complexe RISC
Une fois le brin passager éjecté, le complexe RISC peut s’assembler autour de la protéine AGO et
du microARN. La protéine Dicer n’étant pas indispensable au recrutement du microARN sur les
protéines AGO (Liu et al., 2005), il n’est pas certain qu’elle fasse partie du complexe RISC. De
méme, la présence des protéines TRBP/PACT au sein du RISC n’a pas non plus été clairement
¢établie, mais des expériences d’immunoprécipitation dirigées contre les protéines AGO ont permis
de montrer qu’elles étaient principalement associées avec la prot¢ine GW182 (Meister et al.,
2005 ; Landthaler et al., 2008). La protéine GW182 est une protéine de 182 kDa possédant des
répétitions GW/WG (Eystathioy et al., 2002), qui interagit directement avec les protéines AGO au
niveau de leur domaine PIWI (Till et al, 2007 ;Schirle et MacRae, 2012). Cette protéine est
essentielle pour permettre I’inhibition de la traduction de ’ARNm ciblé par le complexe RISC

(Lian et al., 2009) (voir le paragraphe II. A. 2 ci-apres).

C. Les autres voies de maturation
De nombreux travaux conduits ces dernieres années, utilisant notamment des expériences de
séquengage a haut-débit, ont révélé 1’existence de différentes classes de petits ARN ayant une

structure et des fonctions similaires aux microARN. En revanche, ces recherches ont montré aussi
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que la maturation de ces petits ARN, ou microARN non-canoniques, était indépendante de certains

complexes protéiques impliqués dans la biogenése des microARN canoniques.

1. Maturation d’un pré-microARN par AGO2
Le microARN miR-451 est a ce jour le seul microARN connu dont la maturation est réalisée par
AGO2. La maturation du pri-microARN-451 par le microprocesseur produit un pré-microARN
d’environ 40 nucléotides de long, trop court pour étre pris en charge par Dicer. En revanche, il a été
montré qu’il pouvait étre maturé par la protéine AGO2 par le biais de son activité de « slicing ».
Toutefois, suite a cette coupure, I’extrémité 3’ du futur microARN-451 doit encore étre maturée.
Bien que cette partie du mécanisme ne soit pas encore clairement établit, la maturation de cette
extrémité est probablement réalisée par des exonucléases 3’-5" (Cheloufi ef al., 2010) (Figure 56).
Le microARN-451 a également été retrouvé en complexe avec la protéine AGO1, toutefois, il a été

montré que cette protéine était incapable de maturer le pré-microARN-451 (Cheloufi et al., 2010).

2. Les miRtrons et simtrons
Les Mirtrons sont des microARN dont la maturation est indépendante du microprocesseur. Ils ont
issu de la maturation d’un intron (ou pré-miRtron) et non d’un pri-microARN. Le processus de
maturation est ainsi dépendant a la fois de la transcription d’un géne hdte, mais également du
processus d’épissage (Ruby et al., 2007). Suite au débranchement de I’intron, celui-ci est
directement pris en charge par la protéine XPOS5 qui va I’exporter dans le cytoplasme. Une fois dans
le cytoplasme, le pré-miRtron poursuit sa maturation en microARN en utilisant la méme voie de
biogenese que les microARN canoniques. Toutefois, dans certains cas, les extrémités 5° et/ou 3’ du
pré-miRtron doi(ven)t subir une étape de maturation supplémentaire, réalisée par une exonucléase,

avant qu’il ne soit exporté dans le cytoplasme (Flynt et al., 2010) (Figure 57).

Les simtrons (« splicing-independent mirtron-like ») sont une catégorie de miRtrons dont il a été
montré que leur maturation était indépendante du processus d’épissage (Havens ef al., 2012). Les
simtrons représentent une nouvelle catégorie tres intéressante de microARN. En effet, bien que
Drosha soit nécessaire a leur maturation, ce n’est pas le cas des autres protéines impliquées dans la

maturation des microARN canoniques.
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Figure 56 : Maturation non-canonique du microARN-451.

Le microARN-451 est maturé indépendamment de Dicer. Le pri-microARN est pris en charge par le
microprocesseur qui forme un pré-microARN plus petit que les pré-microARN canoniques. Une fois exporté
dans le cytoplasme, il ne peut étre pris en charge par Dicer. La seconde coupure est effectuée par la protéine
AGO2, via son activité de « slicing ». L’extrémité 3° du duplex obtenu est ensuite maturée par une ou des
exonucléases qui n’ont pas encore été identifices.

Enfin, contrairement aux microARN canoniques, la séquence du microARN-451 se situe au niveau de 1’'un
des brins et de la boucle du pri-microARN (en rouge sur la figure).
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Figure 57: Maturation non-canonique des miRtrons (adapté de Westholm et Lai, 2011).
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Les miRtrons sont issus d’un mécanisme indépendant du microprocesseur mais dépendant de 1’épissage.
Suite a 1’épissage, ’intron est débranché puis exporté dans le cytoplasme ou il sera ensuite maturé de
maniére canonique. Dans certain cas, les extrémités 5’ ou 3’ de I’intron doivent étre maturées grace a des

exonucléases.

117



Introduction

Ainsi, la maturation des simtrons est indépendante des protéines DGCRS, Dicer et AGO?2. De plus,
leur export dans le cytoplasme est également indépendant de la protéine XPO5 (Havens et al.,

2012) (Figure 58).

3. pré-microARN portant une coiffe m’G
Récemment, une nouvelle famille de microARN dont la maturation est indépendante du
microprocesseur a ét¢ mis en évidence. Le pré-microARN est directement transcrit par ’ARN
polymérase II et posséde une coiffe m’G a son extrémité 5° (Xie et al., 2013). Ainsi les extrémités 5’
et 3” de ces pré-microARN sont générées respectivement par ’initiation et I’arrét de la transcription.
De plus, il a été montré qu’ils étaient exportés dans le cytoplasme via le systtme PHAX-CRM1 et
non par I’Exportine-5. Le pré-microARN est ensuite maturé par Dicer, toutefois seul le brin 3p sera
effectivement incorporé au sein du RISC. En effet, la présence de la coiffe m’G au niveau de
I’extrémité 5° du pré-microARN augmentant la stabilité thermodynamique de cette extrémité, seul
I’extrémité 5’ du brin 3p sera reconnue par une protéine AGO et finalement incorporé au sein du

RISC (Xie et al., 2013) (Figure 59).

4. pré-microARN dérivés d’ARNt
L’analyse de données de séquencage a haut-débit d’ARN totaux de cellule HelLa a permis
d’identifier une vingtaine de microARN issus des extrémités 5’ et 3’ d’ARN de transfert (Cole et
al., 2009). Ces microARN sont issus du clivage d’un ARNt par Dicer. Ils sont ensuite recrutés par
les protéines AGO1 ou AGO2. Toutefois, ces microARN n’ont pas été retrouvés dans d’autres types
cellulaires, par conséquent, leur fonction biologique n’est pas encore clairement établie. En
revanche, dans le cadre de certaines infections virales, il a ét¢é montré que des microARN viraux
pouvaient étre obtenus suite a la maturation d’ARN de transfert par la RNase Z puis par Dicer

(Bogerd et al., 2010 ; Yeung et al., 2009).

5. Les isomiRs
Les progres en matiere de séquengage a haut-débit ont également permis de montrer 1’existence
d’une certaine hétérogénéité de longueur et parfois de séquence au sein de microARN pourtant issus
d’un méme locus. Ainsi, 1’alignement de ces séquences a montré qu’il existait de nombreux

microARN dont les séquences ne différaient que d’un ou deux nucléotides.
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Peu d’information sont connues sur la maturation des simtrons. Toutefois, il a été montré que leur
maturation était dépendante du microprocesseur mais indépendante des autres protéines impliquées dans la

maturation canonique (Exportine-5, Dicer, AGO2)
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Figure 59: Maturation des microARN portant une coiffe 5' m’G.

Le pré-microARN est directement transcrit par I’ARN polymeérase II. Ses extrémités 5’ et 3’ correspondent
respectivement aux sites d’initiation et d’arrét de la transcription. L’extrémité 5° porte ainsi une coiffe m’G
qui sera reconnue par le systéme d’export cytoplasmique PHAX/CRM1. Une fois dans le cytoplasme, le
pré-microARN est maturé de maniére canonique. Seul le brin 3p sera recruté au sein du RISC (Xie et al.,
2013).
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Ces différences se situent principalement au niveau de D’extrémité 3°, parfois au niveau de
I’extrémité 5°, et, dans de rares cas, au sein du microARN en raison de la présence de SNPs
(« Single Nucleotide Polymorphisme ») (Landgraf et al., 2007 ; Lee et al., 2010 ; Cloonan et al.,
2011 ; Ryan et al., 2010 ; Chen et Rajewsky, 2006 ; Saunders et al., 2007). Ces microARN sont
appelés des isomiRs. Ils sont la conséquence de variations au cours de la maturation canonique.
Bien que les éléments régulant la production de ces isomiRs ne sont pas encore entierement connus,
un certain nombre de travaux a montré qu’ils seraient produits suite a des imprécisions dans les
« mesures » réalisées par les protéines Drosha et Dicer lors de la maturation respective des pri- et
pré-microARN, générant ainsi des microARN avec des extrémités alternatives (Wu et al., 2009)

(Starega-Roslan et al., 2010).

De récents résultats de séquencgage a haut-débit, obtenus a partir de cellules de souris exprimant un
variant de la protéine de Dicer incapable d’interagir avec les protéines TRBP et PACT, ont montré
que dans certains cas, en 1’absence de cofacteur, le microARN produit par Dicer présentait un
nucléotide de moins au niveau de son extrémité 3’ (Wilson et al., 2015). Des expériences réalisées
in vitro ont ensuite permis de comprendre un peu plus ce phénomeéne. Ainsi, dans certains cas, Dicer
va générer un microARN double-brin de 24 nucléotides de long (au niveau du brin 5p) en présence
de TRBP, contre 23 ou 24 nucléotides de long en son absence ou en présence de PACT (Wilson et
al., 2015). Toutefois, ce mécanisme ne concerne que certains microARN, et les microARN
concernés ne sont affectés ni systématiquement, ni uniformément. Ainsi, dans le cas du pré-
microARN-200a par exemple, la présence de TRBP engendrera 2 microARN de tailles différentes
contre un seul en présence ou en absence de PACT (Lee et al, 2013). Cette différence de
comportement selon les pré-microARN concernés n’a pas encore été expliquée et il n’a pas encore
¢été possible de la corréler avec la présence putative d’autres facteurs protéiques, des différences de
stabilit¢ thermodynamique au niveau des extrémités 5’ et 3 du pré-microARN, ou encore

I’existence de structures secondaires au sein de ces ARN (Wilson et al., 2015).

La génération de ces isomiRs a pour principale conséquence de modifier 1’identité des nucléotides
présents au niveau des extrémités 5° ou 3’ des microARN double-brin. Ces extrémités sont tres
importantes lors du recrutement du microARN double-brin par I'une des protéines AGO, qui va
préférentiellement reconnaitre 1’extrémité la moins stable thermodynamiquement. Ainsi, pour

certains 1somiRs, I’incorporation du brin 3p au sein du RISC serait privilégiée au détriment du brin
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S5p (Wilson et al., 2015). Les modifications de I’extrémité 5’ peuvent également entrainer un
changement ou un décalage de la région qui va interagir avec ’ARN cible (région « seed »), et donc

modifier la ou les cibles du microARN (Azuma-Mukai ef al., 2008).

Bien que plus rares, la génération d’isomiR suite a des modifications post-transcriptionnelles au
niveau du pri-microARN ou de duplex ARN a également été identifiée, telles que des délétions de
nucléotides au niveau de I’extrémité 5’ par des exonucléases 5°-3°, 1’ajout de nucléotides (A ou U
notamment) au niveau de I’extrémité 3’ par des nucléotidyltransférases (Sun et al., 2012) ou encore
la conversion d’adénosine en inosine par des enzymes de la famille ADAR (Adenosine Deaminase

Acting on RNA) (Blow et al., 2006).

Ces modifications peuvent avoir d’autres conséquences. Ainsi, 1’ajout de résidus uridines au niveau
de I’extrémité 3’ du microARN est généralement un signal de dégradation alors que I’ajout
d’adénosine augmente la stabilité du microARN (Shen et Goodman, 2004 ; Katoh et al., 2009). La
conversion d’adénosine au niveau du pri-microARN en inosine par les enzymes ADAR change le
type d’interaction entre le nucléotide converti et ’ARN cible, puisque I’inosine est capable
d’interagir avec les nucléotides A, C et U. De plus, la présence d’inosine peut également modifier la
structure du pri-microARN. Ainsi, la conversion d’adénosine au niveau du pri-microARN en
inosine peut avoir pour conséquences d’inhiber la maturation du microARN (Yang et al., 2006),
empécher le recrutement du duplex ARN par les protéines AGO (lizasa et al., 2010) ou encore

changer les cibles du microARN (Kawahara et al., 2007).

II. Fonctions canoniques et non canoniques des microARN

A. Fonctions canoniques des microARN
1. Interactions avec I’ARN messager cible
Classiquement, le RISC interagit avec ’ARNm cible par I’intermédiaire du microARN qui, comme
pour les snoRNP, sert de guide afin de permettre le recrutement de protéines effectrices au niveau
de PARNm cible et ainsi en bloquer la traduction. Le duplex ARNm:microARN contient
généralement un appariement parfait au niveau des nucléotides 2 a 8 du microARN (région
« seed ») et une boucle interne au niveau des nucléotides 9 a 12 (Lewis et al., 2003 ; Doench et
Sharp, 2004 ; pour revue Bartel, 2009). Toutefois de récentes études montrent que moins de 40 %

des interactions au sein du duplex ARNm:microARN impliquent la formation d’un duplex parfait
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au niveau de la région « seed » (Helwak et al., 2013), Ainsi, il a ét¢ montré que dans certains cas, la
région 3’ du microARN peut également former un appariement parfait avec I’ARNm qui
compenserait la présence de mésappariements au niveau de la région « seed » (pour revue Bartel,
2009). Enfin, il semble que I’accessibilit¢é de ’ARNm (Marin et Vanicek, 2011) et la stabilité du
complexe AGO-microARN-ARNm soient également des facteurs importants (Leoni et Tramontano,

2016).

Généralement, la formation du duplex se fait au niveau de I’extrémité 3’UTR (« UnTranslated
Region ») de I’ARNm cible (pour revue Bartel et al., 2009). Certains microARN peuvent également
s’hybrider au niveau de la région codante (Duursma et al., 2008 ; Forman et al., 2008 ; Hafner et
al., 2010), voir dans au niveau de la 5’UTR. Toutefois, il a été montré que la présence de ribosome
au niveau de la région codante et de la 5’UTR de I’ARNm diminuait fortement 1’affinité des

particules RISC pour I’ARNm dans ces régions (Gu et al., 2009).

Habituellement, un méme ARNm peut étre ciblé simultanément par différentes particules RISC. Le
nombre de particules interagissant avec I’ARNm peut €tre modulé par différents facteurs protéiques
qui vont alors bloquer ou libérer les sites d’interaction avec les différentes particules RISC. Ainsi,
certains ARNm peuvent avoir des sites de polyadénylations alternatifs qui sont utilisés en fonction
de 1’état physiologique de la cellule. Suivant cet état, la région 3’'UTR de ’ARNm ne sera pas
identique, et par conséquent I’ARNm ne sera pas ciblé par le méme nombre de particules RISC
(pour revue Di Giammartino et al., 2011). Il a également ¢été¢ montré que des sites d’interaction avec
I’ARNm de certaines RBP (« RNA-binding proteins ») pouvaient €tre en partie ou totalement
confondus avec les sites d’interaction de microARN, ce qui influe sur 1’accessibilité de ces sites
pour les microARN (Kedde et al., 2007 et 2010). De plus, 1’édition post-transcriptionnelle de
I’ARNm peut également moduler les interactions entre ’ARNm et les microARN (Borchert et al.,

2009 ; Liang et Landweber, 2007).
Enfin, il a ét¢ montré récemment que de longs ARN non-codants, ainsi que des ARNnc circulaires

(circARN), pouvaient interagir avec des microARN afin de les séquestrer, régulant ainsi également

leur disponibilité (Cesana et al., 2011 ; Hansen et al., 2013).
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2. Role du RISC au sein du duplex microARN:ARNm
a. Inhibition et activation de la traduction de I’ARNm
L’inhibition de la traduction de ’ARNm par le RISC semble pouvoir s’effectuer a plusieurs
niveaux. En effet, la traduction d’'un ARNm est un processus finement régulé dont chaque étape
peut potentiellement étre régulé par le RISC. Ainsi, il a été montré que le RISC pouvait interférer
avec la circularisation de ’ARNm en bloquant I’interaction entre la sous-unit¢ elF4G du facteur
elF4F, qui reconnait la coiffe m’G de ’ARNm, et les protéines PABP, qui interagissent avec la
queue poly(A) de ce méme ARNm (Humphreys et al., 2005 ; Mathonnet et al., 2007). Le RISC peut
¢galement recruter le facteur elF6, inhibant ainsi la formation du ribosome en bloquant 1’association
des 2 sous-unité (Chendrimada et al., 2007 ; Wang et al., 2008). Bien que plus rare, la traduction de
I’ARNm cible peut également étre bloquée par le RISC au cours de I’étape d’¢longation. Ainsi, il a
¢été montré que le RISC pouvait, lors de cette étape, faciliter la dissociation précoce des deux sous-
unités du ribosome, ou encore entrainer la libération et/ou la dégradation prématurée du polypeptide

naissant (Maroney et al., 2006 ; Nottrott et al., 2006 ; Petersen et al., 2006).

Dans de rares circonstances cellulaires particuliéres, comme une carence en nutriment ou lors d’un
stress, il semble que certains microARN puissent au contraire activer la traduction d’ARNm. Ainsi,
il a été montré que plusieurs microARN interagiraient avec la 5’UTR de I’ARNm et en faciliteraient

I’initiation de la traduction (Qrom et al., 2008 ; Tsai et al., 2009).

b. Dégradation de I’ARNm par I’intermédiaire du RISC
Les ARNm soumis au phénomeéne d’interférence par les RISC se concentrent alors dans le
cytoplasme au sein de corps cytoplasmiques, les « P-Bodies » (« Processing-Bodies »), au sein
desquels est retrouvé I’ensemble des protéines impliquées dans le maintien de 1’inhibition de la
traduction de ces ARNm (Eulalio et al., 2007). Au sein de ces structures, 1’inhibition de la
traduction de I’ARNm par un ou plusieurs RISC reste en principe réversible tant que 1’intégrité de
I’ARNm n’est pas affectée. Ainsi, il a été montré que lors d’un stress, par exemple, le blocage de la

traduction d’ARNm par les microARN pouvait étre levée (Maroney et al., 2006).

Bien que cela reste soumis a discussion, de récentes études ont montré que 1’inhibition de
I’expression des génes par les microARN serait un processus dynamique qui commencerait par
I’inhibition de la traduction de ’ARNm cible et aboutirait a la dégradation de ce dernier par

I’intermédiaire du RISC (Guo et al., 2010 ; Béthune ef al., 2012). Lors de cette seconde étape, il a

124



Introduction

notamment été propos¢ que le RISC recruterait des complexes de déadénylation et/ou de décoiffage,
entrainant alors la dégradation exonucléolytique de I’ARNm, dont les extrémités ne sont plus
protégées (pour revue Eulalio ef al., 2008). De plus, il est possible que dans certains cas,
I’interaction entre le microARN et ’ARNm forme un duplex parfait. Dans ces cas, il a ét¢ montré
que I’ARNm subissait une coupure endonucléolytique par la protéine AGO?2 si cette dernicre est

présente au sein du RISC concerné (Yekta ef al., 2004 ; Karginov et al., 2010).

c. Role de la protéine GW182

Comme indiqué précédemment, les protéines qui composent le RISC ne sont certainement pas
toutes encore clairement identifiées. Toutefois, il semble que le complexe soit constitu¢, a minima,
d’une protéine AGO (1 a 4) et de la protéine GW182 (ou TNRC6). La protéine GW182 comporte
un domaine N-terminal qui permet son interaction avec les protéines AGO. Elle contient des
répétitions GW/WG, un domaine central UBA (« UBiquitin-Associated ») et un domaine C-
terminal SD (« Silencing Domain ») qui contient notamment une région M1, un motif PAM2, une
région M2 et un domaine C-terminal (Braun et al., 2011). La protéine GW182 permet de faire le
lien avec les protéines impliquées dans 1’inhibition de la traduction et/ou la dégradation de I’ARNm
cible et le complexe RISC. En effet, elle permet le recrutement des complexes de déadénylation
CCR4-CAFI1-NOT et PAN2-PAN3 en interagissant directement avec les protéines NOT1 et PAN3
par I’intermédiaire de son domaine SD (Braun et al., 2011). Le recrutement de ces complexes de
déadénylation au niveau de la 3’UTR de I’ARNm est également facilit¢ par I’interaction du
domaine SD avec la protéine PABPCI (« Poly(A)-Binding Protein C1») qui reconnait
spécifiquement la queue poly(A) des ARNm.

Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer le role de ces interactions dans 1’inhibition de la
traduction des ARNm. Ainsi, la protéine GW 182 pourrait étre un compétiteur du facteur elF4G pour
I’interaction avec la protéine PABP et ainsi empécher la circularisation de I’ARNm nécessaire a
I’initiation de la traduction (Fabian et al., 2009). L’interaction de la protéine GW182 avec PABP
pourrait également réduire I’affinité de cette protéine pour la queue poly(A), réprimant ainsi la
traduction (Fabian et al., 2009). Enfin, un dernier modele propose que cette interaction facilite le

recrutement des complexes de déadénylation (Fabian et al., 2009).
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Le recrutement des complexes de déadénylation permet ensuite de recruter le complexe de
décoiffage DCP1-DCP2. Une fois les extrémités 5° et 3° de ’ARNm déprotégées, celui-ci est
rapidement dégradé par des exonucléases 5°-3” (XRNI1) et 3°-5° (Exosome) (pour revue Houseley et

Tollervey, 2009 et Braun et al., 2013) (Figure 60).

B. Fonctions non-canoniques des microARN et protéines associées
1. Des microRNP sont présentes et actives dans les noyaux de cellules humaines
Plusieurs études ont suggéré assez tot que les protéines impliquées dans I’ARN interférence seraient
présentes et actives dans les noyaux de cellules de mammiféres. Ainsi, dés 2005, il a ét¢ montré
qu’il était possible de dégrader I’ARN nucléaire 7SK par [’'utilisation de siARN spécifiques,
suggérant la présence du complexe RISC dans le noyau (Robb et al, 2005). Des expériences
d’immunoprécipitation sur des fractions nucléaires et cytoplasmiques ainsi que des expériences
d’immunofluorescence ont par la suite confirmé la présence des protéines AGO (Robb et al.,
2005 ; Ohrt et al., 2008 ; Gagnon et al., 2014), Dicer, TRBP et GWI182 (Gagnon et al.,
2014 ; Kalantari et al., 2016) dans le noyau. Ces travaux suggerent également que le complexe
RISC nucléaire n’est pas assemblé dans le noyau mais bien dans le cytoplasme puis importé,
notamment par le biais de I’'Importine-8 (Weinmann et al., 2009 ; Wei et al., 2014). De plus,
Gagnon et al. ont montré que le recrutement du microARN sur la protéine AGO ne pouvait pas
s’effectuer dans le noyau, probablement en raison de I’absence de la protéine HSP90 au sein de

celui-ci.

Récemment, il a ét¢ montré que la protéine GW182 était capable de faire la navette entre le
cytoplasme et le noyau via I’Importine-f. (Nishi ef al., 2013 ; Schraivogel et al., 2015). De plus la
localisation nucléaire des protéines AGO2 et GW182 semble étre influencée par leur disponibilité
cytoplasmique et notamment par ’existence ou non de complexes cytoplasmiques AGO2-GW182
(Schraivogel et al., 2015). Un signal de localisation nucléaire non-canonique a également été
identifi¢ au sein de D'extrémité C-terminale de Dicer permettant ainsi a cette protéine d’étre

importée dans le noyau par les Importine-7, 8 et f (Doyle et al., 2013).
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Figure 60: Inhibition de la traduction d'un ARNm par un microARN (pour revue Braun ef al.,

(a) L’initiation de la traduction d’un ARNm nécessite la circularisation de I’ARNm grace a I’interaction
des protéines PABP présentes au niveau de I’extrémité 3’ et du facteur d’initiation elF4G qui interagit
avec la coiffe m’G au niveau de I’extrémité 5°.
(b) L’interaction du RISC sur I’ARNm empéche I’interaction entre la protéine PABP et le facteur elF4G
grace a I’interaction de la protéine GW 182 avec PABP

(c) L’inhibition de la traduction de I’ARNm peut conduire a sa dégradation, suite au recrutement de
complexes de déadénylation PAN2-PAN3 et CCR4-NOT.

(d) La coiffe de I’ARNm cible est ensuite retirée par I’intermédiaire de la protéine GW 182 qui recrute le
complexe DCP1-DCP2.

(e) Une fois déprotégé, ’ARNm est dégradé par des exonucléases 5’-3” (XNR1) et/ou 3’-5" (Exosome)
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Enfin, des études par séquencage a haut-débit ont permis d’identifier un peu plus de 300 microARN
nucléaires (J.-Y. Liao et al., 2010). De maniére intéressante, des travaux sur le microARN-29b, I’un
des rares microARN dont la présence est fortement enrichie dans le noyau, ont montré 1’existence
au niveau de son extrémité 3’ d’un motif héxanucléotide, responsable de son importation dans le

noyau (Hwang et al., 2007).

2. Rodles des microARN nucléaires et des protéines associées
Au sein du noyaux, les microARN et/ou leurs protéines associées semblent intervenir dans de
nombreux mécanismes moléculaires. Ainsi, la protéine Dicer a été trouvée en interaction avec
I’ARN polymérase II au niveau de certains sites de transcription. Elle empécherait alors la
formation d’ARN double-brin au niveau de ces sites, afin d’éviter I’induction de la voie de réponse
a D’interféron et ’apoptose (White et al., 2014). De méme, la protéine AGO1 a également été
trouvée associée a I’ARN polymérase II dans des cellules cancéreuses au niveau de promoteurs de
différents oncogenes (Huang et al., 2013). De plus, Hung ef al. ont montré que la présence de
AGOI1 au niveau de ces génes était corrélée a la présence de marques épigénétiques H3K4me3,

synonymes de transcription active.

Les protéines AGO2, Dicer et Drosha seraient également impliquées dans la réparation de I’ADN
(Gao et al., 2014 ; Francia et al., 2012). En effet, il a ét¢ montré que Drosha et Dicer étaient
nécessaires a la génération de diARN (« double-strand break induced RNAs ») suite a I’apparition
d’une coupure dans une double-hélice d’ARN. Ces diARN vont alors recruter la protéine RADS5],
par I'intermédiaire de la protéine AGO?2, afin d’activer la réparation de I’ADN par recombinaison

homologue (Gao ef al., 2014).

La protéine AGO2 coopérerait également avec l’enzyme SETDBI, une méthyltransférase
spécifique de la lysine 9 de I’histone H3, afin d’inhiber la transcription de certains genes (Cho ef al.,
2014). De méme, il a ét¢ montré que les microARN-217, -101 et -9 diminueraient 1’expression du
long ARN non-codant nucléaire MALAT1 avec lequel ils interagissent directement (Leucci et al.,
2013 ; Wang et al., 2015). Le mécanisme exact permettant cette inhibition n’a toutefois pas encore

été élucidé.
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Des régulations en cis ont ¢galement été identifiées. Ainsi, la transcription d’un ARN contenant la
séquence du microARN-320 au niveau du promoteur du géne POLR3D (une sous-unité¢ de I’ARN
polymérase III) permettrait 1’association au niveau de ce promoteur des protéines AGO1, EZH2
(une méthyltransférase appartenant au complexe PRC2) et d’histones H3 tri-méthylées au niveau de
leur lysine 27 (H3K27me3) (Kim et al., 2008). Les modifications épigénétiques H3K27me3 sont
généralement retrouvées au niveau de promoteurs inactifs, ainsi le microARN-320 serait impliqué
dans la répression en cis de la transcription du géne POLR3D. Inversement, il a ét¢ montré que les
protéines AGO2 et GW182, associ¢es au microARN-589-5p, activeraient la transcription du gene
codant la protéine COX-2, une enzyme impliquée dans la régulation de I’inflammation de maniére

indirecte, en ciblant un ARN présent au niveau du promoteur de ce gene (Matsui ef al., 2013).

Les protéines AGO1 et AGO2 pourraient étre également impliquées dans la modulation de
I’épissage (Ameyar-Zazoua et al., 2012). Ainsi, il a été montré qu’elles étaient capables d’interagir
avec I’ARN polymérase II lors de la phase d’¢élongation de la transcription, et de faciliter le
recrutement du splicéosome. En utilisant le géne CD44 comme modgele, les auteurs ont montré que
le recrutement des protéines AGO1 et AGO2 permettrait I’apparition de marques €pigénétiques
H3K9me3 au niveau du géne transcrit, ce qui aurait pour conséquence de ralentir la progression de
I’ARN polymérase, favorisant ainsi le recrutement du splicéosome et 1’inclusion d’un exon
alternatif. Toutefois, il n’est pas encore clairement établi si des microARN sont associés avec les

protéines AGO1 et/ou AGO2 lors de ce processus.

Il semblerait aussi que le microprocesseur, ou tout du moins la protéine Drosha, puisse avoir une
fonction cytoplasmique. En effet, récemment, une nouvelle isoforme de Drosha, issue d’un épissage
alternatif, a été identifiée comme étant exclusivement cytoplasmique (Dai et al., 2016). Bien que le
role de cette isoforme ne soit pas encore établi, les auteurs ont montré que son expression était

augmentée dans de multiples lignées tumorales.
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Chapitre 3 : Les petits ARN dérivés de snoARN

I. Des snoARN particuliers

Les snoARN sont indispensables a la maturation des ARNTr, puisqu’ils sont impliqués dans la
catalyse de coupures endonucléolytiques au niveau du pré-ARNr (snoRNP U3, U8 et Ul7 par
exemple), ou dans des événements de modification post-transcriptionnelle (2’-O-méthylation ou
pseudouridylation). Toutefois, il semble qu’un certain nombre de snoARN soient impliqués dans

d’autres processus biologiques.

A. snoARN et trafic intracellulaire du cholestérol
Il a récemment ét¢ montré que le snoARN a boites H/ACA U17, un snoARN impliqué dans la
maturation du pré-ARNr (Atzorn et al., 2004), serait également impliqué dans la régulation de
I’¢élimination du cholestérol par les mitochondries (Jinn et al., 2015). Le mécanisme est encore en
grande partie inconnu, mais serait indépendant du role du snoARN U17 dans la maturation de
I’ARNTr. En effet, les auteurs ont montré que la délétion de I’un des deux all¢les codant le snoARN
Ul7 n’était pas suffisante pour impacter la maturation du pré-ARNr, alors qu’elle I’était pour
modifier le trafic intracellulaire du cholestérol vers les mitochondries. Des expériences d’ARN
interférence contre I’ARNm hoéte du snoARN Ul7 ont permis d’identifier ’ARNm codant la
prot¢ine HUMMR (« Hypoxia-Upregulated Mitochondrial Movement Regulator »), qui est
retrouvée dans les membranes des mitochondries, comme une cible potentielle du snoARN U17. En
effet, non seulement 1’expression de cet ARNm est inversement corrélée a celle du snoARN U17,
mais il possede également des séquences complémentaires avec le snoARN. Toutefois, aucun site
de pseudouridylation n’a pu étre identifié au niveau de ’ARNm HUMMR, suggérant I’existence

d’un autre mécanisme permettant sa régulation par le snoARN U17.

Cette équipe de chercheurs avait dé¢ja montré I’implication du snoARN a boites C/D U60 dans la
régulation du trafic intracellulaire du cholestérol (Brandis et al., 2013). Ce snoARN avait
initialement été identifi¢ comme catalysant la 2’-O-méthylation du résidu G4340 de I’ARNr 28S.
Toutefois, Brandis ef al. ont montré, comme pour le snoARN U17, qu’il n’y avait pas de lien entre
la méthylation de ce résidu et le contrdle du trafic intracellulaire du cholestérol, et donc que
I’implication d’U60 dans ce second mécanisme n’était pas liée a son activité de méthylation. De

maniére intéressante, d’autres snoARN a boites C/D, notamment les snoARN U32a, U33 et U35a
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semblent également jouer un réle dans la protection des cellules contre le stress oxydant et le

phénoméne de lipotoxicité (Michel ef al., 2011).

B. snoARN et édition/épissage
D’autres études ont montré que certains snoARN orphelins pourraient avoir pour cible non pas des
ARNTr, mais des ARNm. Ainsi, le snoARN a boites C/D SNORDI115, un snoARN orphelin, présente
une complémentarité de 18 nucléotides avec un ARNm spécifique du cerveau. Cet ARN code pour
le récepteur a la sérotonine 5-HT2c, et possede cinq adénosines pouvant étre édités et désaminés en
inosine (Burns et al., 1997 ; Kishore et Stamm, 2006), donnant ainsi lieu a des récepteurs moins
actifs. De maniere remarquable, le snoARN SNORDI115 catalyserait la 2’-O-méthylation de 1’'un de
ces cinq résidus, ce qui empécherait sa conversion en inosine, (Vitali et al., 2005). D’autres travaux
ont par la suite démontré que cette régulation pouvait également impliquer le controle, par les
snoARN, de I’épissage alternatif du pré-ARNm 5-HT2c. En effet, I’hybridation du snoARN sur le
pré-ARNm empécherait ’activation d’un site inhibiteur d’épissage au niveau de [’exon V,
conduisant ainsi a la production de la forme fonctionnelle du récepteur. En I’absence du snoARN, le
site inhibiteur serait actif, conduisant a 1’exclusion d’une partie de I’exon V (Vb), ce qui entraine
I’apparition d’un codon stop prématuré dans 1’exon VI et donc a la formation d’une forme tronquée
du récepteur au niveau de son domaine C-terminal (Kishore et Stamm, 2006). Depuis, d’autres
études ont identifi¢ plusieurs snoARN impliqués dans la régulation de 1’épissage alternatif de
différents pré-ARNm. Ainsi, une étude récente a montré que le snoARN a boites C/D SNORD27
pouvait s’hybrider avec différents pré-ARNm, dont celui du facteur de transcription e2F7
(Falaleeva et al., 2016). Comme pour SNORDI115, les auteurs ont montré que 1’hybridation du

snoARN masquait un site cryptique d’épissage, entrainant alors ’utilisation d’un site alternatif.

C. Les « sno-IncRNA »
1. Les snoARN SNORDI115 et SNORD116
Le snoARN SNORDI115 se trouve dans une région du chromosome 15 dont 1’organisation est
atypique. En effet, le locus 15ql11-ql3 est constitué de 2 génes codant des protéines, SNURF-
SNRPN et UBE3A, entre lesquels sont retrouvés plusieurs génes de snoARN, notamment les
snoARN a boites C/D SNORDI116 et SNORDI115. Ces snoARN sont organisés sous la forme de
deux clusters au sein desquels chaque snoARN est répété plusieurs fois (chez I’homme, 29 copies
pour SNORDI116, 48 pour SNORD115). Le locus est par ailleurs soumis a I’empreinte génomique

parentale et seul I’alléle paternel est exprimé, a 1’exception du geéne codant la protéine UBE3A qui
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peut étre exprimé a partir des deux alleles, sauf dans les cellules neuronales, ou il n’est exprimé
qu’a partir de 1’allele maternel. Enfin, ’ensemble de cette région formerait une unique unité
transcriptionnelle, produisant un long ARN d’environ 470 kb (Runte ef al., 2001). De manicre
intéressante, il a été montré que la délétion d’une région d’environ 100 kb comprenant notamment
le cluster des génes SNORDI116 était responsable de la maladie de Prader-Willi (Sahoo et al.,
2008 ; Bieth et al., 2015).

2. Les long ARNnc lié¢s a des snoARN
Tout comme le snoARN SNORD115, SNORD116 est un snoARN a boites C/D orphelin. Toutefois,
une ¢tude publiée en 2012 a proposé qu’il pourrait former une nouvelle catégorie d’ARNnc appelée
sno-IncRNA (« snoRNA-related IncRNA » ou long ARNnc liés a des snoARN). Cette nouvelle
catégorie d’ARNnc comporte a chacune de ses extrémités des séquences caractéristiques de
snoARN (Yin et al., 2012). Les protéines cceurs des snoRNP a boites C/D sont recrutées sur ces
extrémités, conduisant a la formation d’une particule composée de deux snoRNP reliées par un long
ARN simple-brin. La présence de ces deux snoRNP pourrait permettre de protéger I’ARN simple-
brin de la dégradation par des exonucléases (Yin et al., 2012). Les auteurs ont également montré
que cette région simple-brin avait la capacité¢ d’interagir avec le facteur d’épissage FOX2 pour le
séquestrer. La modification de la disponibilité ce facteur a pour conséquence I’altération du profil
d’épissage alternatif des pré-ARNm FOX2-dépendants (Yin et al., 2012). Cinq sno-IncARN ont été
identifiés au sein du cluster SNORD116, comprenant les snoARN SNORD116-6 et SNORD116-7,
SNORD116-13 et SNORDI116-14, SNORDI116-18 et SNORDI116-19, SNORD116-20 et
SNORDI116-21 et SNORD116-26 et SNORD116-27. Plus récemment, une étude bio-informatique a
permis d’identifier 5 sno-IncARN supplémentaires présents dans d’autres régions chromosomiques,
dont I’'un contiendrait un snoARN a boites C/D et a boites H/ACA a ses extrémités 5’ et 3’ (Zhang

et al., 2014). La fonction de ces nouveaux sno-IncARN n’a pas encore été clairement établie.

De maniére intéressante, les travaux de Deschamps-Francoeur et al. ont montré que le facteur
d’épissage FOX2 était également impliqué dans la maturation des snoARN. En effet, lors de cette
é¢tude (Deschamps-Francoeur et al., 2014), deux catégories de snoARN introniques ont été
identifiés en fonction de la position des boites C et D par rapport aux extrémités du snoARN mature
(voir paragraphe 1. A. 2 du chapitre 1). Il a ainsi ét¢ montré que FOX2 stabilisait les snoARN aux

extrémités « courtes » dont I’assemblage ne dépendrait pas, contrairement aux snoARN ayant des
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extrémités « longues », de la protéine NOPS5S.

II. Les snoARN, précurseurs possibles de microARN ?

Les snoARN sont ainsi impliqués dans de nombreux processus cellulaires et leur population semble
plus hétérogéne qu’initialement envisagée. Les fonctions potentielles des snoARN se sont encore
accrue lorsqu’en 2008 des travaux ont montré que les snoARN pouvaient étre maturés en de petits
ARN, formant ainsi une nouvelle catégorie d’ARNnc appelée sdARN (« sno-derived RNA »), et

étre dans certains cas une source de microARN.

A. Mise en évidence

Pour ces travaux, les auteurs ont réalisé¢ des expériences d’immunoprécipitation des protéines
AGOI1 et AGO2 puis ont séquencé les ARN associé¢s. De maniére surprenante, de nombreux ARN
identifiés étaient issus de la maturation de snoARN (Ender et al., 2008). Les auteurs ont notamment
montré que le scaARN a boites H/ACA ACAA45, prédit pour guider la pseudouridylation du résidu
U37 du snARN U2, pouvait former un microARN fonctionnel, associé¢ préférentiellement a la
protéine AGO1. En 2009 et 2011, deux autres équipes ont également identifi¢ des microARN issus
de snoARN, parfois appelés sno-miR (« snoRNA-microRNA »), provenant de snoARN a boites
C/D ou a boites H/ACA (Scott et al., 2009 ; Brameier et al., 2011).

En paralléle, I’analyse par séquencage a haut-débit des petits ARN (<40 nucléotides de long)
présents dans les différents compartiments cellulaires et subcellulaires (cytoplasme, noyau et
nucléole) de cellules humaines a montré¢ la présence dans le nucléole d’ARN dont la taille variait de
18 a 30 nucléotides, majoritairement issus de snoARN (Bai ef al., 2014b). De manicre intéressante,
la majorité (98%) des sdARN isolés par Bai et al. ont pour origine des snoARN a boites C/D. Ces
sdARN peuvent contenir les boites C et/ou D mais sont dans leur grande majorité dépourvus de la
région guide antisens. Les expériences réalisées par Bai et al. n’ont toutefois pas permis de savoir si
ces petits ARN étaient intégrés au sein de particule RISC. La taille importante de certains fragments
(>25 nucléotides) et leur localisation nucléolaire pourrait I’empécher, bien que plusieurs microARN
aient été localisés au sein du nucléole (Bai et al.,, 2014a). En conclusion, il existerait donc
différentes catégories de petits ARN dérivés de snoARN, dont seuls les sno-miR seraient

effectivement incorporés au sein des particules RISC.
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De mani¢re intéressante, Stamm et son équipe ont rapporté que le snoARN a boites C/D
SNORDI115 pouvait former des siARN d’un peu moins de 40 nucléotides de long (Kishore et al.,
2010). Ces sdARN auraient pour fonction la régulation de I’épissage alternatif du pré-ARNm du
récepteur a la sérotonine 5-HT2c et probablement d’autres pré-ARNm (DPM2, TAF1, RALGPSI,
PBRMI1 et CRHR1). Ces conclusions font toutefois toujours 1’objet de débats (Bortolin-Cavaill¢é et
Cavaillg, 2012).

La grande sensibilité des appareils de séquengage pourrait €également permettre de détecter de
simples produits de dégradation, et la détection de tels produits issus de snoARN n’est pas a
exclure, dans certains cas, méme si nombre de ces especes dérivées de snoARN sont conservées au
sein de différentes lignées cellulaires (Scott et al., 2012). Enfin, en 2013, une nouvelle étude de
Kishore et al. a conclu que bien que les sdARN existent probablement, ils ne seraient en revanche
que trés rarement incorporés au sein de particules RISC (Kishore ef al., 2013). Cette conclusion doit
toutefois étre nuancée. En effet, les auteurs ne se sont intéressé qu’aux ARN associés a la protéine
AGO2, or les résultats des précédentes études sur les sno-miR suggéraient que ces ARN
s’associaient préférentiellement avec les autres protéines AGO, notamment AGO1 (Ender et al.,

2008).

B. Des fonctions diverses pour les sSdARN
1. sdARN et épissage alternatif
Outre les sno-miR qui sont incorporés au sein des particules RISC, les sitARN semblent intervenir
dans différents mécanismes cellulaires. Ainsi, le SAARN issus du snoARN SNORDSEC serait
impliqué dans le controle de 1’épissage alternatif de plusieurs pré-ARNm (Scott ef al., 2012 ; pour
revue Abel et al., 2014). Les snoARN a boites C/D SNORDS8A, B et C sont issus de la maturation
de différents introns présents au sein du géne C190rf48. Cette famille de snoARN est trés conservée
chez les mammiferes et certains membres possedent, en plus des boites canoniques C et D, une
boite M (Ono et al., 2011), complémentaire a certains pré-ARNm, notamment celui codant la
protéine FGFR3, un récepteur membranaire pour le FGF (« Fibroblast Growth Factor ») (Scott et
al., 2012). L’analyse des séquences des sAARN issus du SNORDS8SC a montré que certains d’entre-
eux contenaient la boite M, or Scott et al. avaient montré que 1’expression transitoire de cette
séquence était suffisante pour modifier le profil d’épissage du pré-ARNm FGFR3 (Scott et al.,
2012). Cet effet sur le pré-ARNm est retrouvé lorsque le snoARN SNORDSSC entier est exprimé,
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mais pas en présence des petits ARN ne contenant pas la boite M. Ainsi, bien que la modification du
profil d’épissage puisse étre obtenue a partir du snoARN entier, ces travaux suggerent que des
sdARN peuvent également jouer un role dans la régulation de 1’épissage alternatif de certains pré-

ARNm.

2. Des sdARN comme biomarqueurs de cancers ?
Ces dernieres années, les recherches de nouveaux marqueurs moléculaires pour le diagnostic
précoce de différents cancers ont montré des corrélations entre le taux de survie a ces cancers et le
niveau d’expression de certains snoARN (pour revue Abel et al., 2014). Ainsi, dans les cas de
cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC), le niveau d’expression des snoARN a boites
H/ACA SNORA42 et des snoARN a boites C/D SNORD33, 66 et 76 est significativement
augmenté (Liao ef al., 2010). De plus, il a ét¢ montré que le taux d’expression du SNORA42 était
inversement corrélé aux chances de survie pour ce type de cancer (Mei ef al., 2012). Inversement,
I’augmentation de 1’expression du snoARN SNORD71 est associée avec un pronostic favorable
dans le cas des lymphomes T périphériques (Valleron et al., 2012b). Le snoARN SNORDS50 serait
également un marqueur potentiel pour le cancer de la prostate (Dong et al., 2008) et du cerveau
(Dong et al., 2009). Récemment, I’étude par séquengage a haut-débit des petits ARN de patients
souffrant d’un cancer de la prostate a permis d’identifier environ 80 sdARN ayant une taille
comprise entre 15 et 29 nucléotides de long dont le niveau d’expression est modifié¢ par rapport aux

personnes saines (Martens-Uzunova et al., 2015).

Enfin, une étude récente par microarray a permis de montrer des liens entre snoARN, sdARN et le
facteur de transcription p53. Cette protéine est un suppresseur de tumeur qui joue un rdle important
dans les mécanismes de survie cellulaire et d’apoptose. Ainsi, une fois la protéine stabilisée suite a
I’activation d’oncogénes ou a la présence de cassures au niveau de I’ADN, celle-ci va activer ou
réprimer différents genes. Lors de cette étude, les auteurs ont identifié 6 snoARN dont 1I’expression
est fortement régulée en présence de la protéine p53 (Yu et al., 2015). Ces snoARN sont tous issus
de la maturation du geéne hote SNHG1, dont la transcription serait alors inhibée par la protéine p53.
De plus, des expériences de HIT-CLIP contre la protéine AGO2 ont permis aux auteurs d’identifier
un microARN, sno-miR-28, dont le précurseur serait 'un de ces snoARN, SNORD28. Ce
microARN aurait pour cible 'ARNm codant une sous-unit¢ du facteur d’initiation de la

transcription TFIID, le facteur TAF9B, dont la fonction consiste a stabiliser la protéine p53 lors de
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son activation. Les auteurs ont alors montré que 1’inhibition de la traduction de I’ARNm TAF9B par
ce sno-miR déstabilisait la protéine p53. Le sno-miR-28 serait ainsi un oncogene, inhibant

indirectement 1’expression du facteur de transcription p53 (Yuet al., 2015).

C. Un processus de maturation inconnu

Les données de la littérature ne permettent pas encore de bien comprendre comment ces petits ARN
sont maturés, que se soit les SAARN en général ou les sno-miR en particulier. Toutefois, quelques
pistes ont pu étre explorées. La maturation des snoARN et des microARN nécessite I’intervention
de RNase de type III (Rntl pour les snoARN chez la levure S. cerevisae, Drosha et Dicer pour les
microARN). et la structure des snoARN est similaire a celle des pri- et pré-microARN. Ainsi, il a
été montré in vitro que Dicer pouvait accepter certains snoARN comme substrat, par exemple le
scaARN ACA45 (Ender et al., 2008). Toutefois, dans le cas des sdARN non incorporés dans des
particules RISC, il a été montré que leur maturation était indépendante de la voie de maturation des
microARN (Bai et al., 2014b), ce qui suggere 1’existence de différentes catégories de petits ARN
dérivés de snoARN. Des chercheurs ont alors émis I’hypothése de 1’existence d’un lien évolutif
entre SnOARN et microARN. Ainsi, les précurseurs de pré-microARN auraient pu initialement
correspondre a des snoARN. Ces derniers auraient alors perdu peu a peu leur fonction initiale de

guide pour acquérir de nouvelles propriétés fonctionnelles (Scott et Ono, 2011).

D’autres liens entre microARN et snoARN ont été observés, notamment concernant les protéines
impliquées dans la maturation respective de ces deux familles d’ARNnc. Ainsi, des expériences de
co-immunoprécipitation dirigées contre les protéines AGO1 et AGO2 ont mis en évidence
I’existence d’une association entre ces protéines et les protéines NOP56 et Fibrillarine,
respectivement (Hock et al., 2007). Enfin, récemment, Céceres et son équipe ont montré que la
protéine DGCRS était impliquée dans la dégradation des snoARN. Ainsi, il semble que DGCRS,
indépendamment de Drosha, puisse étre recrutée au niveau des snoARN a boites C/D et H/ACA
matures, interagir avec la protéine RRP6, une sous-unit¢ de 1’exosome, et permettre ainsi la

dégradation du snoARN (Macias et al., 2015).
Bien que snoARN et microARN semblent avoir de nombreux points communs, et malgré

I’existence de liens possibles entre certaines protéines cceurs des snoRNP et les protéines

Argonautes, aucune étude n’a encore été entreprise pour €tudier de maniere exhaustive les liens
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possibles entre la maturation des microARN et 1’assemblage des snoRNP. Ainsi, les processus
impliqués dans la maturation spécifique des sdARN, et plus particulierement des sno-miR, a partir

de snoARN précurseurs, demeurent encore largement inconnus.
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La biogenese des snoRNP et des microRNP comporte de nombreuses étapes de maturation faisant
intervenir un trés grand nombre de facteurs. La compréhension de toutes ces étapes n’est pas encore
totale et plusieurs résultats récents ont amené leur lot de surprises. Ainsi, les fonctions possibles des
snoRNP et des microRNP semblent étre en réalité beaucoup plus variées qu’initialement anticipé.
Récemment, des expériences de séquencage a haut-débit ont permis 1’identification de nouveaux
petits ARNnc issus de la maturation (ou de la dégradation) d’autres ARNnc, notamment de
snoARN. Certains de ces petits ARN dérivés de snoARN (sdARN) sont intégrés au sein d’une

particule RISC fonctionnelle, formant ainsi une nouvelle classe d’ARNnc appelée sno-miR.

Depuis leur mise en évidence, trés peu d’études ont porté sur I’¢lucidation des mécanismes
permettant la maturation des siARN ou des sno-miR a partir de leurs snoARN précurseurs. Bien
que des expériences d’immunoprécipitation avaient précédemment montré I’existence de liens
possibles entre les protéines Argonautes et certaines protéines coeurs des snoRNP a boites C/D
(Hock et al., 2007), aucune hypothése fonctionnelle n’avait été avancée concernant la fonction
possible de tels liens. Quant aux premiers travaux réalisés sur les SAARN issus du scaARN ACA45,
leurs résultats montraient 1’implication de la protéine Dicer, mais pas des protéines Drosha et
DGCRS8 (Ender et al., 2008), suggérant un mécanisme de maturation différent des miARN
canoniques. Plus récemment, deux études ont montré que DGCRS pouvait, outre son activité dans
le complexe microprocesseur, elle aussi interagir avec les snoARN et étre impliquée dans leur
dégradation via le recrutement de I’exosome (Macias et al., 2013 et 2015). Mais aucune ¢tude n’a
¢té menée afin d’identifier les liens et implications respectives possibles des voies de maturation des
snoRNP et des microARN dans la maturation des sdARN et des sno-miR. En particulier, aucune
étude n’a proposé d’étudier 1’existence possible d’un processus de coopération ou de compétition

entre ces voies conduisant a la maturation des sAARN et des sno-miR.

Au cours de mon stage de master 2, nous avons réalisé un crible double-hybride chez la levure
S. cerevisae, en ciblant des interactions entre des facteurs protéiques impliqués dans I’assemblage
des snoRNP et des facteurs de maturation des microARN. Le but de ce crible était d’identifier des
connexions entre ces deux voies de biogenese, pouvant étre impliquées dans la maturation de petits
ARN & partir de snoARN précurseurs. Grace a ce crible, nous avons mis en évidence une nouvelle
interaction entre la protéine RPAP3, un composant du complexe hR2TP, qui est notamment

impliqué dans I’assemblage des snoRNP (Kakihara et Saeki, 2014), et la protéine TRBP, un des
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cofacteurs possibles de la RNase Dicer (Chendrimada et al., 2005). L’existence de cette nouvelle
interaction, si elle était confirmée, pouvait alors indiquer un réle du complexe TRBP/RPAP3 dans la
maturation des sAARN. Toutefois, comme pour DGCRS, il est également possible que les protéines
TRBP et RPAP3 soient impliquées respectivement dans la maturation des snoRNP et des microRNP,

voire dans la maturation d’autres particules ribonucléoprotéiques.

La premicere partie de mon travail de doctorat a ainsi consisté a valider et confirmer I’interaction
entre RPAP3 et TRBP, aussi bien in vitro qu’in vivo, puis a identifier les domaines impliqués dans

cette interaction, I’objectif suivant étant d’en déterminer la structure tridimensionnelle par RMN.

A I’aide de ces différents résultats, le dernier objectif a ensuite consisté a tenter d’identifier les roles
possibles du complexe TRBP/RPAP3 dans la cellule par une étude des relations structure/fonction
de ses composants. J’ai notamment utilis¢ les données RMN sur le complexe, obtenues en
collaboration avec le Dr Marc Quinternet de la plateforme RMN de la Fédération de Recherche
FR3209, pour identifier les résidus impliqués dans la formation du complexe, et en caractériser
I’importance fonctionnelle par mutagenese dirigée, en étudiant les conséquences de ces mutations
sur la maturation des microARN, des snoARN, des sdARN et des sno-miR, mais également sur

d’autres ARNnc putatifs.
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Chapitre 1 : Confirmation et caractérisation de I’interaction entre RPAP3

et TRBP

I. Présentation des travaux préliminaires au doctorat

Afin d’identifier de possibles liens entre les voies de maturation des snoRNP et des microARN,
nous avons réalisé au cours de mon stage de deuxiéme année de master un crible d’interaction entre
les protéines impliquées dans ces deux voies de biogenese, en utilisant la technique de double-

hybride chez la levure S. cerevisae.

A. Identification d’une nouvelle interaction
La technique du double-hybride repose sur I’expression dans la levure de deux protéines de fusion
(Figure 61). La premiére protéine chimérique (protéine « appat »), dont la séquence codante est
portée par le plasmide pAS2 (voir Matériel et Méthodes), est fusionnée a 1’extrémité C-terminale du
domaine de fixation a ’ADN du facteur de transcription Gal4 (Gal4-BD). L’ADNCc de la seconde
protéine (la protéine « proie »), est présent sur le plasmide pACT2, en fusion avec I’extrémité C-
terminale du domaine d’activation de la transcription du méme facteur de transcription Gal4 (Gal4-
AD). En cas d’interaction entre les deux partenaires protéiques testés, la réunion des deux domaines
fonctionnels de I’activateur transcriptionnel Gal4 permet la transcription d’un géne rapporteur placé
sous le controle de ’opérateur Gall, qui constitue 1’élément de réponse a I’activateur Gal4. Dans
notre cas, ce gene rapporteur est le géne HIS3, impliqué dans le métabolisme de I’histidine.
L’interaction des deux protéines de fusion permet ainsi la croissance des levures sur un milieu ne
contenant pas d’histidine. Un inhibiteur compétitif du produit du gene HIS3, le 3-Amino-Triazol (3-
AT), est également utilisé avec des concentrations croissantes afin de déterminer la force et la

spécificité de I’interaction.

A I’issue de ce crible, nous avons mis en évidence, notamment, une nouvelle interaction entre les
protéines TRBP et RPAP3 (Figure 62A). En effet, les résultats montrent une croissance des levures,
y compris en présence d’une forte concentration en 3-AT (40 mM), lorsqu’elles co-expriment les
protéines TRBP et RPAP3. Comme nous I’avons vu au cours de I’introduction, la protéine TRBP est
I’un des cofacteurs possibles de la protéine Dicer, alors que la protéine RPAP3 est 'un des
composants du complexe hR2TP qui intervient notamment dans 1’assemblage des snoRNP a boites

C/D (Figure 62B).
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Domaine de fixation
a I'ADN de Gal4

Opérateur Gall Géne rapporteur his3
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Figure 61: Principe du double-hybride chez la levure S. cerevisiae.

La technique de double-hybride repose sur I’expression chez la levure de deux protéines, « appat» et
« proie », fusionnées au domaine de fixation a ’ADN (Gal4-BD) et d’activation de la transcription (Gal4-
AD) du facteur de transcription Gal4.

En cas d’interaction entre les deux partenaires protéiques testés, le facteur de transcription Gal4 est
reconstitué et permet la transcription d’un gene rapporteur placé sous le contrdle de I’opérateur Gall.

Ici, le géne rapporteur est le géne HIS3 qui code une enzyme impliquée dans la biosynthése de 1’histidine.
L’interaction des deux protéines de fusion et donc 1’expression du géne HIS3 permet ainsi la croissance des
levures sur un milieu ne contenant pas d’histidine. Un inhibiteur du produit du géne HIS3, le 3-AT (3-
AminoTriazol) est également utilisé a différentes concentrations afin de tester la force de I’interaction.
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Figure 62: Mise en évidence d’une nouvelle interaction entre les protéines RPAP3 et TRBP lors d’un
crible d’interaction double-hybride.

A/ Le crible double-hybride réalis¢ entre différentes protéines impliquées dans I’assemblage des snoRNP et la
maturation des microARN a permis de mettre en évidence une nouvelle association entre les protéines TRBP
et RPAP3. Cette association semble trés stable puisque la croissance des levures est observée jusqu’a 40 mM
de 3-AT, soit autant que pour I’interaction de notre témoin,entre TRBP et Dicer.

B/ Schéma indiquant le lien possible entre maturation des microARN et assemblage des snoRNP. Comme
indiqué dans I’introduction, la protéine TRBP est notamment connue pour étre 1’un des cofacteurs possibles de
la RNase III Dicer qui intervient dans la maturation des pré-microARN en microARN matures double-brin. La
protéine RPAP3 est de son coté I’un des constituants du complexe hR2TP.

0-2-5-10-20-30-40 : différentes concentrations en 3-AT utilisée, en mM
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De maniére remarquable, ces résultats de double-hybride montre que I’interaction entre TRBP et

RPAP3 serait aussi forte que celle entre Dicer et TRBP.

B. L’interaction entre TRBP et RPAP3 est directe
La technique de double-hybride ne permet pas de s’assurer que 1’interaction entre deux partenaires
soit bien directe. En effet, bien qu’étant dans un systéme hétérologue, il est possible qu’une protéine
de la levure fasse office de médiateur de I’interaction entre les deux partenaires testés. De plus, bien
que des contrdles a I’aide de vecteurs n’exprimant que les domaines Gal4-AD ou Gal4-BD aient été
réalisés, le risque d’observer des faux-positifs ne peut pas étre écarté. Nous avons donc voulu dans
un premier temps vérifier la validité de cette interaction et déterminer son caractere direct ou
indirect. Pour cela, des expériences de GST pull-down ont été réalisées. Les protéines RPAP3 et
TRBP ont alors été produites et purifiées, en fusion respectivement avec une étiquette GST et 6-
histidines. La protéine fusionnée a I’étiquette GST a alors ét¢ immobilisée sur des billes de
glutathion-sépharose avant d’étre incubée avec la seconde protéine. Un western-blot a 1’aide
d’anticorps dirigés contre cette seconde protéine est alors réalisé¢ afin de valider I’interaction directe
entre les deux protéines. Deux témoins négatifs sont également effectués afin de s’assurer que la
seconde protéine n’interagit pas de maniére non spécifique avec les billes ou avec la GST. Malgré
une légere interaction non-spécifique avec les billes de sépharose, les résultats montrent clairement
que la protéine GST-RPAP3 retient spécifiquement la protéine hist-TRBP, traduisant la validité de
I’interaction et son caractere direct (Figure 63). En effet, bien qu’un trés 1éger signal soit visible au
niveau des pistes correspondant a la protéine hist-TRBP incubée uniquement avec les billes, ou avec
les billes et la GST, I’ajout de protéine GST-RPAP3 permet d’obtenir un signal beaucoup plus

important, indiquant une interaction directe et spécifique entre TRBP et RPAP3.

I1. Vérification de Pinteraction in vivo

Suite a notre observation inédite d’une interaction directe entre les protéines RPAP3 et TRBP, de
nombreuses questions se sont posées, notamment concernant la possibilit¢ d’observer cette
interaction in vivo. En effet, les expériences de double-hybride combinées au « GST pull-down »
précédemment réalisées ne permettent de conclure que sur la possibilité d’une interaction directe
entre RPAP3 et TRBP in vitro. De plus, ces deux protéines sont principalement décrites pour étre

localisées dans des compartiments cellulaires différents.
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Figure 63: GST pull-down entre les protéines TRBP et RPAP3.

Les protéines TRBP et RPAP3 ont été¢ produites fusionnées respectivement a une étiquette 6-
histidines et a la GST. Les protéines purifiées ont ensuite été utilisées pour vérifier si ’interaction
entre ces deux protéines est directe ou non, par « GST pull-down ». Pour cela, la protéine GST-
RPAP3 a été immobilisée sur des billes de sépharose substituées avec du glutathion puis incubée
avec la protéine hist-TRBP préalablement purifiée. Apres plusieurs lavages, un western-blot a été
réalisé a 1’aide d’anticorps dirigés contre la protéine TRBP. Des essais témoins ont également été
réalisés afin de vérifier que la protéine hist-TRBP n’interagissait pas de maniére non spécifique avec
les billes de sépharose ou avec 1’étiquette GST seule.

Les résultats obtenus montrent une légeére interaction non spécifique de la protéine hist-TRBP avec
les billes de glutathion-sépharose (piste 2 et 3). Toutefois, en présence de GST-RPAP3 (piste 4), la
protéine hist-TRBP est spécifiquement et fortement retrouvée sur les billes, traduisant 1’existence
d’une interaction directe et spécifique entre ces deux protéines.

La premiére piste nous permet de vérifier la spécificité de ’anticorps utilisé lors du western-blot
pour détecter la protéine hist-TRBP.
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En effet, I’assemblage des snoRNP est un mécanisme principalement nucléaire, il est fort probable
que la protéine RPAP3 y soit principalement localisée. Au contraire, la maturation des pré-
microARN en microARN double-brin par le complexe Dicer/TRBP est réalisée au sein du
cytoplasme. Nous avons donc dans un premier temps réalisé des expériences d’immunoprécipitation

sur des extraits cellulaires afin de valider cette association in vivo.

De nombreuses mises au point ont ¢€t€ nécessaires pour la réalisation des expériences
d’immunoprécipitation. En effet, afin d’étre au plus pres des conditions cellulaires et
physiologiques, nous avons dans un premier temps essay¢ de réaliser ces immunoprécipitations sur
les protéines TRBP ou RPAP3 endogénes, a partir d’extrait totaux de cellules HEK et HeLa.
Malheureusement, dans ces conditions, nous n’avons pas été capables de détecter 1’association entre
RPAP3 et TRBP, probablement en raison du caractére beaucoup trop labile et transitoire de
I’interaction, ce qui constitue une observation fréquente de nombreuses interactions protéine-
protéine connues. Pour le vérifier, nous avons effectué¢ les mémes expériences en utilisant cette fois
des extraits totaux préalablement traité a ’EGS (Ethyléne Glycol bis(Succinimidyl succinate)), afin
de générer des pontages covalents entre toutes protéines distantes au maximum de 16 A. L’EGS fut
choisi en grande partie pour sa capacité a agir directement dans les cellules. Malheureusement, la
encore les résultats ne furent pas concluants. En effet, pour mettre au point cette expérience, nous
avons utilis¢ comme témoin positif 1’association entre RPAP3 et PIH1DI, qui est détectable par
immunoprécipitation classique. Toutefois, malgré de nombreux essais, nous n’avons pas réussi a

détecter cette association sur les cellules traitées par ’EGS.

Nous avons alors entrepris de réaliser les expériences d’immunoprécipitation en présence de la
protéine TRBP, sur-exprimée transitoirement en fusion avec une étiquette V5 qui sera utilisée pour
immunoprécipiter la protéine (voir Matériel et Méthodes). Cette nouvelle approche nous a ainsi
permis de confirmer I’association in vivo de la protéine RPAP3 endogene avec la protéine V5-TRBP
(Figure 64, piste 1 et 2). En effet, bien qu’il semble que RPAP3 interagisse 1égérement avec les
billes (piste 1), la présence d’une bande de plus forte intensité lors de I’'immunoprécipitation de la
protéine V5-TRBP (piste 2), permet de confirmer 1’association de ces deux protéines in vivo. De
plus, il semble que TRBP (endogéne et/ou exogeéne) interagisse 1égérement avec les billes en
I’absence d’anticorps anti-V5 (piste 1), ce qui pourrait expliquer, du moins en partie, la détection de

RPAP3 lorsque la protéine V5-TRBP n’est pas spécifiquement immunoprécipitée.
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Figure 64: Les protéines RPAP3 et V5-TRBP forment un complexe in vivo.

Des extraits totaux de cellules HEK préalablement transfectées avec un vecteur permettant
I’expression de la protéine TRBP fusionnée a une étiquette V5 ont été incubés avec des billes
magnétiques couplées a la protéine G avec ou sans anticorps dirigé contre I’étiquette V5. La co-
immunoprécipitation de la protéine RPAP3 endogene est vérifiée par un western blot a 1’aide d’un
anticorps dirigé contre RPAP3. La présence de la protéine V5-TRBP sur les billes est également
vérifiée par western-blot a ’aide d’un anticorps anti-TRBP. L’expérience est réalisée avec et sans
ajout de RNase A, afin de voir si ’ARN contribue a la formation du complexe TRBP/RPAP3 in vivo.

Les résultats montrent que la protéine RPAP3 est spécifiquement retenue lorsque la protéine V5-
TRBP est immunoprécipitée (piste 3 et 4), ce qui confirment 1’existence in vivo d’une association
entre ces deux protéines, y compris en [’absence d’ARN (piste 4).

Les pistes « d’input » permettent de confirmer que les protéines RPAP3 et TRBP sont bien présentes
au sein de I’extrait cellulaire utilisé.

Input : t¢émoin d’expression interne (voir Matériel et Méthodes)
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Les protéines RPAP3 et TRBP pouvant toutes deux s’associer a I’ARN, nous avons en outre voulu
vérifier si, in vivo, I’interaction était dépendante ou non de la présence d’ARN. Pour cela, les
expériences ont ¢galement été réalisées en présence de RNase A (Figure 64, piste 3 et 4). Les
résultats obtenus, identiques en présence ou en absence de RNase A, nous ont permis de conclure

que I’association entre les protéines RPAP3 et TRBP ¢tait indépendante de I’ ARN.

Afin d’éliminer un biais possible di a la rupture de la compartimentation cellulaire des protéines
lors de la préparation des extraits, nous avons également réalis¢ des expériences de
« colocalisation » in vivo par Duolink™ sur des cellules HeLa. Développé par la société Olink, cette
technique permet de visualiser par microscopie confocale ’association in situ de deux protéines
sous réserve qu’elles soient distantes au maximum d’environ 40 nm (Figure 65). Dans un premier
temps, deux anticorps d’especes différentes et spécifiques des protéines d’intérét sont incubés avec
des cellules fixées au formaldéhyde et préalablement perméabilisées. Ensuite, deux anticorps
secondaires (ou sondes « Proximity Ligation Aassay ») spécifiquement dirigés contre les anticorps
primaires sont ajoutés. Les sondes PLA sont constituées d’anticorps dont la partie constante a été
fusionnée avec une sonde oligodésoxyribonucléotide. Les deux oligodésoxyribonucléotides sont
ensuite reliées par 1’intermédiaire d’une ADN ligase et de deux amorces, si et seulement si elles
sont assez proches 1I’'une de ’autre, formant alors un « cercle » qui est ensuite amplifi¢ a 1’aide
d’une ADN polymérase. La détection de I’association se fait grace a une sonde nucléotidique
spécifique de la région amplifiée et portant un fluorophore. Plusieurs sondes vont s’hybrider
concentrant ainsi le signal émis par le fluorophore au niveau des complexes protéiques, qui sont
visualisés sous forme d’un point fluorescent par microscopie confocale. La spécificité des anticorps
primaire a été préalablement vérifiée par immunofluorescene, mais des témoins négatifs doivent
également étre réalisés afin de s’assurer de la spécificité du signal détecté. Il faut en effet vérifier
que chacun des deux anticorps primaires seul ne permette pas de générer un signal en 1’absence du
second anticorps. De méme, nous avons vérifié qu’aucun signal n’était détecté lorsque seules les
sondes PLA sont utilisées. Nous avons également vérifié¢ la spécificité de I’association entre RPAP3
et TRBP en réalisant le méme type d’expérience avec la protéine GAPDH. En effet, cette protéine
ne s’associe a priori pas avec TRBP et RPAP3, par conséquent, aucun signal ne devrait étre détecté

pour ces expériences de Duolink™.
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Figure 65: Principe du Duolink™.

Le Duolink™ est une technique développée par la société Olink qui permet de visualiser par microscopie
confoncale 1’association in cellulo de deux protéines endogénes. Dans un premier temps, deux anticorps
d’espéces différentes et spécifiques des protéines d’intérét sont incubés avec des cellules Hela
préalablement fixées au formaldéhyde et perméabilisées.

Ensuite, deux anticorps secondaires ou sondes PLA spécifiques des especes des anticorps primaires sont
ajoutées. Ces anticorps sont fusionnés au niveau de leur partie constante avec un oligodéoxyribonucléotide.
Les deux oligodéoxyribonucléotides vont ensuite étre liés entre eux suite a 1’action d’une ADN ligase et de
deux amorces.

Si les deux anticorps secondaires sont assez proches I'un de 1’autre, le produit de ligature pourra étre
amplifié. La détection de D’association se fait ensuite grice a une sonde oligodéoxyribonucléotide
complémentaire et spécifique de la séquence amplifiée et portant un fluorophore.
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Les résultats présentés dans la Figure 66 montrent un signal significatif uniquement pour
I’association entre les protéines RPAP3 et TRBP endogenes. Ainsi, pour les témoins négatifs et pour
I’association entre la GAPDH et TRBP ou RPAP3, seul un léger point fluorescent par cellule est
parfois détecté. Contrairement a I’expérience entre TRBP et RPAP3, ou de trés nombreux points
fluorescents sont détectés au niveau des cellules, confirmant ainsi I’existence d’une association au
sein de ces cellules entre ces deux protéines. De plus, la réalisation conjointe de I’expérience de
Duolink™ avec le marquage fluorescent du noyau des cellules (en bleu) et de leurs cytosquelettes
(en rouge) permet d’obtenir la localisation subcellulaire du complexe TRBP/RPAP3. De manicre
intéressante, il semble que cette association soit ainsi principalement localisée dans le noyau, bien
qu’observée également dans le cytoplasme. Ces différentes localisations restent toutefois cohérentes
avec ce qui a pu étre décrit pour les protéines RPAP3 et TRBP séparément. En effet, si les protéines
RPAP3 et TRBP sont a priori principalement localisées, respectivement, au niveau du noyau et du
cytoplasme, il a ét¢é montré d’une part que les différentes protéines du complexe hR2TP, dont
RPAP3, étaient également présentes dans le cytoplasme (Boulon ef al., 2008) et d’autre part que

TRBP était également présente dans le noyau (Gagnon et al., 2014).

Ainsi, ces différentes expériences (double-hybride, GST pull-down, immunoprécipitation et
Duolink™) nous ont permis d’une part d’identifier une nouvelle interaction entre les protéines
RPAP3 et TRBP, qui sont respectivement impliquées dans I’assemblage de différentes RNPs, dont
les snoRNP, et la maturation des microARN, et d’autre part de confirmer le caractere direct de cette
interaction, ainsi que son existence in vivo dans des cellules HEK et HeLLa. Nous avons ensuite
souhaité identifier les domaines de TRBP et de RPAP3 responsables de I’interaction entre ces deux
protéines par des approches biochimiques. Le but était également de mettre au point les conditions
de production et de purification d’'un complexe entre TRBP et RPAP3 dont la taille serait
compatible avec I’utilisation d’approches par RMN en solution pour en déterminer la structure
tridimensionnelle. De plus, I’identification de ces domaines au niveau des deux protéines pourrait
en outre nous fournir de premiéres informations précieuses concernant les fonctions possibles de ce
nouveau complexe. En effet, comme indiqué dans I’introduction, les protéines RPAP3 et TRBP ont

déja été décrites comme interagissant directement avec de nombreuses protéines.
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Figure 66: Les protéines RPAP3 et TRBP endogénes s’associent in vivo.

Expériences de Duolink™ réalisées sur les protéines TRBP, RPAP3 et GAPDH. Un point vert
« brillant » correspond a la détection d'une association entre les deux protéines testées. Les expériences
réalisée avec uniquement un anticorps dirigé contre les protéines RPAP3, TRBP ou GAPDH sont des
témoins négatifs qui permettent de vérifier la spécificité du signal. Les noyaux et le cytosquelette des
cellules ont été également marqués afin de déterminer la localisation subcellulaire du complexe
TRBP/RPAP3. L'expérience RPAP3 (M)-TRBP (R) présente un nombre de points supérieurs au bruit de
fond visible avec les expériences témoins, confirmant 1’existence d’une association entre RPAP3 et
TRBP in vivo. Le signal est principalement visible dans le noyau des cellules, bien que certains points
soient également présents dans le cytoplasme, ce qui indique que le complexe serait présent au sein de
ces compartiments cellulaires.

(M)/(R) : origine de I’espéce de ’anticorps primaire utilisé (Mouse/Rabbit).
Merge : superposition des 3 images obtenues par microscopie confocale.
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Ainsi, RPAP3 interagit directement avec la protéine chaperonne HSP90 (Pal et al., 2014) et les
protéines du complexe hR2TP, notamment la protéine PIHID1 (Yoshida et al, 2013) et
probablement les protéines TIP48/49 (Boulon ef al., 2008), tandis que TRBP interagit au minimum
avec les protéines Dicer (Wilson ef al., 2015) et PACT, tout en étant également probablement
capable de former des homodimeres (Laraki ef al., 2008). Ainsi, isoler les domaines impliqués dans
la formation du complexe entre TRBP et RPAP3 nous renseignerait alors sur la possibilité pour ces
différentes protéines d’interagir ou non avec le complexe, fournissant ainsi une premicre indication

sur la ou les fonctions de ce complexe protéique.

III. Caractérisation de I’interaction entre RPAP3 et TRBP

Au moment ou nous avons démarré cette étude et initi€ la sélection des différents domaines putatifs
pour ces deux protéines, les structures tridimensionnelles des deux domaines TPR de RPAP3 et du
domaine DRBM3 de TRBP n’avaient encore été ni résolues ni publiées (voir Introduction). Nous
avons donc utilis¢ des outils de prédiction de structure secondaire et les données de la littérature

pour identifier et délimiter les différents domaines possibles.

A. Détermination des domaines fonctionnels putatifs de RPAP3
En I’absence de données structurales pour la protéine RPAP3, nous nous sommes basés sur les
différentes données disponibles a ce moment-la dans les bases des données (notamment Uniprot) et
sur les prédictions de structure secondaire réalisées alors. Nous avons ainsi, dans un premier temps,
déterminé 4 domaines potentiellement fonctionnels pour RPAP3. Deux domaines N- et C-
terminaux, prédits pour se structurer en hélices a, et deux domaines TPR (« TetratricoPeptide
Repeat »). Cependant peu apres le début de nos clonages, la résolution au laboratoire par le Dr Marc
Quinternet de la structure tridimensionnelle de ces deux domaines TPR par RMN a montré que les
bornes que nous avions choisies pour ces deux domaines ne comprenaient pas une derniere hélice a
qui semble étre importante pour la stabilit¢é de ces domaines. En effet, les domaines TPR sont
constitués de plusieurs motifs TPR eux-mémes formés de 2 hélices a reliées par une boucle. Dans le
cas de RPAP3, les deux domaines TPR étaient prédits pour contenir 3 motifs TPR, mais d’apres les
travaux du Dr Quinternet, une derni¢re hélice a est nécessaire afin de stabiliser 1’ensemble du
domaine TPR. De plus, nous avions initialement travaillé avec 1’isoforme II de la protéine RPAP3,
or, comme nous 1’avons précédemment évoqué, cette isoforme correspond a d’épissage alternatif de

I’isoforme I et contient une trentaine de résidus de moins juste en aval du second domaine TPR, qui
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sont nécessaires pour l’interaction de RPAP3 avec PIHIDI1 in vivo. Nous avons donc généré
différentes constructions contenant ou non ces résidus, a partir d’une construction qui nous a été
généreusement fournie par 1’équipe d’Edouard Bertrand (IGMM, Montpellier). Nous avons ainsi
sélectionné et cloné 7 nouveaux sous-domaines potentiellement fonctionnels de RPAP3 (Figure

67).

B. Détermination des domaines fonctionnels putatifs de TRBP
Pour la protéine TRBP, nous avons dans un premier temps isolé 3 fragments en procédant de la
méme fagon que pour RPAP3. Ainsi, la base de donnée Uniprot répertorie 2 isoformes a et b de
TRBP, qui comportent chacune 2 domaines de liaison a ’ARN et un domaine d’interaction
protéine-protéine (voir Introduction) mais qui différent au niveau de leur extrémité N-terminale
(résidus 1 a 21 manquants dans ’isoforme b). Ces trois domaines DRBM ont donc été sélectionnés
et clonés. De plus, les prédictions de structures secondaires pour le dernier domaine DRBM de
TRBP (262-366) indiquent que ce domaine, qui généralement contient un feuillet  flanqué de deux
hélices a, se trouverait plutdt entre les bornes 293 et 366. Un domaine plus petit étant généralement
plus facile a étudier en RMN, nous avons donc également cloné un dernier fragment plus court

(293-366) pour le domaine DRBM3 de TRBP (Figure 68).

C. Détermination des domaines impliqués dans I’interaction entre TRBP et RPAP3
Une fois les différents fragments déterminés, nous avons réalis¢ dans un premier temps un large
crible de co-expression chez E. coli a 1’aide d’un robot TECAN™, afin de tester un grand nombre
de combinaisons et de conditions d’expression et de purification possibles. Dans un second temps,
les interactions ainsi identifiées ont ét¢ confirmées in vivo par double-hybride chez la levure

S. cerevisae.

1. Latechnique de co-expression et de co-purification chez E. coli
a. Utilisation du robot TECAN™
Les retours d’expérience que nous avons au laboratoire montrent qu’in vitro 1’interaction entre deux
protéines est trés souvent dépendante des conditions de salinit¢ du tampon utilisé lors de la
purification du complexe. Nous avons donc réalisé le crible de co-expression dans deux conditions,

soit en présence d’une forte ou d’une faible concentration en NaCl (respectivement 400 et 50 mM).
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Figure 67: Sélection de domaines potentiellement fonctionnels de RPAP3.

Ces domaines ont été sélectionnés a partir d’informations disponibles dans la base de données Uniprot mais
également suite a la résolution des structures tridimensionnelles des domaines TPR par RMN par le Dr Marx
Quinternet au laboratoire.

Les prédictions de structures secondaires indiquent que les domaines N- et C-terminaux seraient constitués
de plusieurs hélices a. Les domaines TPR n°l et 2 contiennent 3 motifs TPR, chacun composés de deux
hélices a reliées par une boucle, auxquels s’ajoute une hélice a supplémentaire nécessaire a la stabilisation
du domaine.
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Figure 68: Sélection de domaines potentiellement fonctionnels de TRBP.

Comme pour RPAP3, les domaines putatifs de TRBP ont été¢ sélectionnés & partir d’informations
disponibles dans la base de données Uniprot et par des prédictions de structures secondaires.

La protéine TRBP est composée de trois domaines DRBM. Les deux premiers interagissent avec ’ARN
alors que le dernier est connu pour étre un domaine d’interaction protéines-protéines interagissant
notamment avec la protéine Dicer (voir Introduction).

Différentes bornes ont été sélectionnées pour le dernier domaine DRBM3. En effet, le fragment 262-
366 était annoté dans la base de données Uniprot comme nécessaire et suffisant pour 1’interaction de
TRBP avec Dicer, or des prédictions de structures secondaires ont montré que la structuration typique
des domaines DRBM, hélice a — feuillet p — hélice a se situerait plutdt dans le fragment 293-366, qui a
donc été également sélectionné.
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De plus, la co-purification de complexe repose sur la production de deux protéines dont 1’une est
fusionnée a une étiquette 6-histidines, or la présence de cette étiquette pourrait altérer la formation
du complexe, notamment en masquant les résidus impliqués dans l’interaction ou encore en
générant d’importantes contraintes stériques. Nous avons donc testé ces interactions en produisant
I’une ou I’autre des protéines (ou domaines) fusionnées a une étiquette 6-histidines. Enfin, il est
également nécessaire de vérifier que les protéines (ou domaines) produites sans étiquette
n’interagissent pas de maniére non-spécifique avec la résine. Ainsi, pour chaque interaction testée, il
est nécessaire de réaliser 6 tests. L’utilisation du robot TECAN™, qui nous permet de réaliser 96

expériences en une seule séquence, a alors permis un gain de temps considérable.

b. Réalisation des différentes constructions et création de vecteurs
Les ADNc codant les différentes protéines ou leurs sous-fragments ont été clonés dans les vecteurs
de co-expressions pnEA3ch et pnCS permettant leur expression, respectivement avec ou sans
étiquette 6-histidines au niveau de leur extrémité N-terminale. Comme nous ne disposions pas de
vecteurs de co-expression compatibles avec I’approche de clonage Gateway®, le clonage des
différents fragments et des protéines enticres a été réalisé dans les vecteurs pnEA3ch et pnCS de
maniére classique (utilisation d’enzymes de restriction) par Marie-Eve Chagot. Toutefois, nous
avons décidé de développer les vecteurs Gateway correspondant afin de disposer d’une gamme
optimale de vecteurs compatibles. En effet, tous les autres vecteurs que nous avons utilisés pour le
double-hybride, les « GST pull-down » et les immunoprécipitations sont compatibles avec le
clonage Gateway” (vecteurs pAS2, pACT2, pDEST15, pDEST17 et pcDNA 3.1/nV5-DEST™), En
paralléle des clonages conventionnels, nous avons donc généré la version Gateway® des vecteurs
pnEA3ch, pnCS et pnYC. Ce dernier vecteur est notamment utilis€ pour co-exprimer une troisiéme
protéine lors de la purification de complexes composés de trois partenaires. Toutefois, il a tout
d’abord été nécessaire de remplacer le géne de résistance au chloramphénicol du vecteur pnYC. En
effet, la séquence insérée dans ces trois vecteurs pour les rendre compatibles avec le systéme de
clonage Gateway® contient également ce géne. Nous 1’avons remplacé par un géne de résistance a la

kanamycine.
La construction du vecteur pnYK a été réalisée par recombinaison homologue a 1’aide du kit In-

Fusion™ de Clontech. Tout d’abord, le géne de résistance a la kanamycine a été amplifié par PCR a

partir du vecteur pBlunt. Le vecteur pnYC a été amplifié sous forme linéaire par PCR a 1’aide
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d’oligodésoxyribonucléotides s’hybridant de part et d’autre du géne de résistance au
chloramphénicol. Le géne de résistance a la kanamycine a alors été intégré au vecteur par
recombinaison homologue (voir Matériel et Méthodes).

La construction de vecteurs de destination compatibles avec la technique de clonage Gateway™
nécessite I’intégration, au niveau de la cassette de clonage du vecteur, d’une séquence comportant
les deux séquences de recombinaison Gateway®, AttR1 et AttR2. Afin de rester au plus prés des
protocoles utilisés en routine au laboratoire, la cassette Gateway®, amplifiée a partir d’un autre
vecteur Gateway® (pDEST17), a été clonée dans les vecteurs pnEA3ch, pnCS et pnYK entre les
sites Ndel et BamH]I utilisés classiquement. Ce clonage a nécessité la réalisation au préalable de
deux mutageneses dirigées sur le vecteur pDEST17, afin d’éliminer deux sites BamHI présents au
sein de la cassette Gateway®™. L’ajout de cette cassette Gateway® a pour principale conséquence
d’entrainer la présence de 15 acides aminés supplémentaires au niveau de I’extrémité N-terminale
de la protéine. Une fois ces vecteurs disponibles, nous y avons cloné les génes codant les protéines
TRBP et RPAP3 enticres afin de valider 1’utilisation de ces vecteurs pour les expériences de co-

expression.

c. Résultats du crible de co-expression

Le crible de co-expression réalisé avec le robot TECAN™ a été effectué en collaboration avec
I’équipe du Dr Xavier Manival. Bien que [’utilisation du robot nous permette de réaliser 96
expériences en une seule fois, il n’était pas envisageable de tester I’ensemble des combinaisons
possibles pour déterminer les domaines de TRBP et de RPAP3 impliqués dans la formation du
complexe. Nous avons donc sélectionné différents fragments et combinaisons de fragments devant
nous permettre d’identifier les domaines nécessaires et suffisants pour la formation du complexe
TRBP-RPAP3. Un témoin positif entre les protéines TRBP (isoforme b) et RPAP3 (isoforme II) a

également été réalisé.
Les résultats des témoins négatifs (Figure 69) montrent qu’aucune de nos protéines ou fragments de

protéines n’interagit de maniére non spécifique avec les billes de nickel, a I’exception de la protéine

TRBP enticre (Figure 69, encadré rouge).
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Figure 69: Témoins négatifs des tests de co-expression réalisés avec I'aide du robot TECAN™

Des bactéries E. coli BL21 pRAR?2 ont été transformées par le vecteur pnCS codant les différents domaines
sélectionnés ainsi que les protéines TRBP (isoforme b) et RPAP3 (isoforme II) entiéres. Apres plusieurs
étapes réalisées en grande partie par le robot TECAN™, les protéines sont ensuite incubées avec des billes
magnétiques couplées aux ions Ni*". Ces protéines n’ayant pas d’étiquette 6-histidines, elles ne doivent
théoriquement pas €tre retenues sur ces billes. Cette expérience permet alors de vérifier que ces protéines
n’interagissent pas de maniére non-spécifique avec les billes magnétiques.

Ainsi, ici aucune des protéines ou fragments testés n’interagit de maniére non-spécifique avec les billes de
nickel, a I’exception de la protéine TRBP enti¢re (encadré rouge), qu’elle soit ou non produite a partir d’un
vecteur Gateway"”.

GW : L’ADNCc codant la protéine a été insérée dans le vecteur pnCSGW.

Les tailles théoriques des différents fragments et protéines enti¢res sont indiquées dans le nom de la piste.
HS/BS : le tampon de lyse contient respectivement 400 ou 50 mM de NaCl.

MT : marqueur de taille. La taille est indiquée en kDa.
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Les autres résultats (Figure 70) confirment a nouveau I’interaction directe entre TRBP et RPAP3
(Gel 1, piste TRBP/RPAP3) et permettent de voir que I’interaction semble la plus stable dans le cas
1) ou c’est la protéine TRBP est fusionnée a 1’étiquette 6-histidines et ii) pour une concentration en
NaCl de 50 mM (piste BS — Bas Sel). Ces résultats sont ¢galement retrouvés avec les constructions
réalisées avec les vecteurs pnEA3ch et pnCS Gateway® (gel n°2, piste TRBP GW/RPAP3 GW),

validant "utilisation de ces nouveaux vecteurs.

L’ensemble des autres résultats nous ont permis d’identifier les domaines 133-255 de RPAP3 (TPR
n°l) et 293-366 de TRBP (DRBM3) comme nécessaires et suffisants pour la formation d’un
complexe entre ces deux protéines (gel n°1, piste RPAP3 133-255/TRBP BS ; gel n°5, piste TRBP
293-366/RPAP3 133-278 BS et HS). Toutefois, I’interaction avec le domaine 133-255 de RPAP3
n’a été testée qu’avec la protéine TRBP enticre, or un résultat positif n’est visible que dans le cas ou
la protéine TRBP n’est pas fusionnée a 1’étiquette 6-histidines (Gel 1, piste RPAP3 133-255/TRBP
BS). Ainsi, bien que le signal semble légerement plus fort comparé au témoin négatif, il y a un
risque que le résultat de I’interaction entre RPAP3 133-255 et TRBP ne soit qu’un faux positif, di a
I’interaction non spécifique de TRBP avec les billes magnétiques de nickel. Toutefois, le premier
domaine TPR de RPAP3 semble bien étre impliqué dans I’interaction avec TRBP puisque nous
obtenons des résultats positifs avec le domaine 133-278 de RPAP3 (Gel 2, 4 et 5). Des interactions
sont également retrouvées avec le domaine 262-366 de TRBP (Gel 5, piste TRBP 262-366/RPAP3
133-278). Ces premiers résultats indiquent que I’interaction entre RPAP3 et TRBP aurait lieu entre
le premier domaine de RPAP3 et le domaine DRBM3 de TRBP. L’ensemble des combinaisons entre
ces domaines n’ayant pu étre testé avec le robot, nous avons souhaité vérifier ces résultats en
réalisant une nouvelle série de co-expressions manuellement. Pour cela, le méme type d’expérience
a ¢été réalisé sur des volumes de culture plus importants (200 ml contre 3 avec le robot) en utilisant
la résine TALON™, substituée avec du cobalt (voir Matériel et Méthodes). Les domaines N- et C-
terminaux de RPAP3 n’étant pas impliqués dans I’interaction, nous avons réalisé ces tests entre les
deux domaines TPR de RPAP3 (133-255 et 281-415) et les trois domaines DRBM de TRBP (18-99,
157-228, 262-366 et 293-366).
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Figure 70: Résultats des tests de co-expression réalisés avec I'aide du robot TECAN™.

Des bactéries E. coli pPRAR2 ont été co-transformées avec 2 vecteurs portant les séquences de TRBP (enti¢re ou des domaines) et de RPAP3 (enti¢re ou des
domaines). L'une des protéines (la premiére indiquée dans la 1égende) est produite en fusion avec une étiquette 6-histidines (vecteur pnEA3ch ou pnEA3chGW)
ce qui permet de la purifier sur des billes magnétiques de nickel. L’éluat a ensuite été fractionné sur un gel de protéines dénaturant afin de vérifier si la seconde

protéine a été ou non co-purifiée (encadré rouge).

Les résultats montrent d'une part une interaction directe entre les protéines enticres (gel 1, piste TRBP/RPAP3) et d'autre part que les domaines RPAP3 133-255,
133-278 et TRBP 262-366, 293-366 seraient suffisants pour permettre 1’interaction entre ces deux protéines (gel 1, 2 et 5).

HS/BS : le tampon de lyse contient respectivement 400 ou 50 mM de NaCl.

MT : marqueur de taille. La taille est indiquée en kDa.



Résultats et Discussion

De plus, puisque I’interaction in vitro entre TRBP et RPAP3 n’est pas observée lorsque RPAP3
porte 1’étiquette 6-histidines, probablement a cause de contraintes stériques, nous avons réalisé ces
expériences uniquement avec la protéine TRBP, ou ses fragments, étiquetés. Enfin, les premiéres
expériences préliminaires de production et de purification a plus grande échelle (1 litre) de ces
domaines, réalisées par le Dr Quinternet, ont montré un meilleur rendement lors de 1’utilisation de
tampon de purification contenant une concentration en NaCl de 300 mM. Cette condition a donc été

utilisée pour la suite de nos travaux.

De la méme maniere que pour le crible réalisé¢ avec le robot, nous avons également réalisé des
témoins négatifs (Figure 71). Les résultats de la co-expression sont présentés Figure 72, pour les
domaines DRBM 1 et 2, et Figure 73, pour les domaines DRBM3 (262-366 et 293-366). Les
résultats indiquent d’une part que les différents domaines que nous avons utilisés sont bien
exprimés (Figure 71 a 73, pistes So) et solubles (Figure 71 a 73, pistes SnSo), et d’autre part que
’interaction entre RPAP3 et TRBP n’est retrouvée qu’entre les domaines 133-255 de RPAP3 (TPR
n°l) et 262/293-266 de TRBP (DRBM3) (Figure 73, pistes F). Ainsi, nous confirmons qu’in vitro,
les domaines 133-255 de RPAP3 et 293-366 de TRBP sont bien nécessaires et suffisants pour
I’interaction entre TRBP et RPAP3.

Ces constructions ont alors été sélectionnées pour la suite de nos études structurales et
fonctionnelles sur le complexe. Toutefois, les domaines 133-278 de RPAP3 et 262-366 de TRBP ont
également été choisis. En effet, si des domaines plus courts sont généralement préférés pour des
¢tudes par RMN, ils pourraient en revanche ne pas étre suffisamment stables ou correctement

repliés pour permettre leur étude structurale.

2. Les domaines TPR n°1 de RPAP3 et DRBM3 de TRBP forment un complexe stable in
vitro et in vivo

a. Confirmation de I’existence d’un complexe stable in vitro
a. Confirmation de I’existence d’un complexe stable in vitro
Il est possible qu’un complexe visualisé par une approche de co-expression puisse se dissocier une
fois purifi¢ et ¢lué de la résine. Afin de confirmer ’existence d’un complexe stable in vitro entre le
TPR n°1 de RPAP3 et le domaine DRBM3 de TRBP, nous avons choisi de soumettre a une
chromatographie d’exclusion stérique (voir Matériel et Méthodes) les différents complexes que

nous avions préalablement sélectionnés.
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Figure 71: Témoins négatifs de co-expression.
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Afin de pouvoir interpréter les co-expressions réalisées entre les domaines DRBM de TRBP et les deux
domaines TPR de RPAP3, des témoins négatifs ont été réalisés afin de s’assurer que les domaines TPR
n’interagissaient pas de maniére non-spécifique avec la résine TALON™.

Au cours de la purification, des fractions sont prélevés a diverses étapes afin de vérifier que la protéine est
exprimée (piste So), soluble (piste SnSo) ou non (piste Co). Ces fractions sont ensuite fractionnées sur un gel
de protéines dénaturant. Une fraction de la résine TALON™ aprés purification est également fractionnée sur
ce gel (piste F).
Les résultats montrent que les deux domaines TPR (133-255 et 281-415) de RPAP3 sont bien exprimés et
solubles (piste SO et SnSo, respectivement), et qu’ils n’interagissent pas de maniére non-spécifique avec la
résine TALON™ (piste F).

MT : marqueur de taille. La taille est indiquée en kDa.
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Figure 72: Co-expression entre les domaines DRBM1 et 2 de TRBP et les TPR n°1 et 2 de RPAP3.

Comme décrit Figure 71, lors de la co-purification de ces complexes, des aliquotes sont prélevées a diverse
étapes afin de vérifier que les protéines soient bien exprimées (piste So), solubles (piste SnSo) ou non (piste
Co). Une aliquote de la résine TALON™ aprés purification est également prélevée (piste F). L’ensemble de
ces échantillons est ensuite fractionné sur un gel de protéines dénaturant. La présence de deux bandes de
forte intensité au niveau de la piste F permet de conclure a une interaction directe entre les deux protéines

testées.

Les résultats obtenus pour les domaines DRBM1 et 2 de TRBP (qui sont fusionnés a une étiquette 6-
histidines) montrent qu’il n’y a pas d’interaction entre ces domaines et les domaines TPR de RPAP3. En
effet, au niveau des pistes F, une seule bande, qui correspond au domaine DRBM1 ou 2 de TRBP fusionné a
Iétiquette 6-histidines, est visible. Les domaines TPR de RPAP3 ne sont donc pas co-purifiés avec les

domaines DRBM1 et 2 de TRBP.

MT : marqueur de taille. La taille est indiquée en kDa.
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Figure 73: Co-expression entre les domaines 262-366 et 293-366 (DRBM3) de TRBP et les TPR n°1 et 2
de RPAP3.

Comme décrit précédemment, lors de la co-purification de ces complexes, des aliquotes sont prélevées a
diverse étapes afin de vérifier que les protéines sont bien exprimées (piste So), solubles (piste SnSo) ou non
(piste Co). Une aliquote de la résine TALON™ aprés purification est également prélevée (piste R).
L’ensemble de ces échantillons est ensuite fractionné sur un gel de protéines dénaturant.

Les résultats obtenus pour le domaine DRBM3 (262-366 et 293-366) de TRBP (qui est fusionné & une
étiquette 6-histidines) montrent clairement une interaction directe avec le TPR n°1 de RPAP3 (piste R). Dans
le cas du domaine TPR n°2, seule la bande correspondant au domaine de TRBP, fusionné a une étiquette 6-
histidines est visible.

MT : marqueur de taille. La taille est indiquée en kDa.
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Dans un premier temps, la purification de ces différents complexes nous a permis d’identifier que
les complexes TRBP 262-366/RPAP3 133-278 et TRBP 262-366/RPAP3 133-278 (Figure 74 et
Figure 75, respectivement) étaient les meilleurs candidats pour les approches structurales. En effet,
les complexes formés avec le domaine 293-366 de TRBP ne semblent pas suffisamment stables
apres coupure de 1’étiquette 6-histidines. Des essais ont été réalisés a 1’aide d’un second protocole
d’¢lution qui consiste a éluer le complexe a I’aide d’un tampon contenant 300 mM d’imidazole, ce
protocole nous a permis de purifier le complexe mais malheureusement avec des rendements

beaucoup trop faibles.

Une fois les protéines purifiées et I’étiquette 6-histidines retirée, nous avons vérifié que le complexe
était toujours stable. Ainsi, aprés élution, le complexe a été¢ concentré, puis injecté sur une colonne
de chromatographie d’exclusion stérique (voir Matériel et Méthodes), afin de séparer les différentes
molécules en fonction de leur taille. Le contenu de ces fractions collectées a ensuite été vérifié par
¢lectrophorese sur un gel de protéines dénaturant. La réalisation d’une chromatographie d’exclusion
stérique nous permet également de changer le tampon dans lequel se trouvent les complexes
(tampon Hepes avec 300 mM de NaCl) par un tampon compatible avec les expériences de RMN
(tampon Phosphate avec 150 mM de NaCl). La diminution de la concentration en NaCl ne semble

pas altérer la stabilité du complexe d’apres nos précédents résultats de co-expression.

La réalisation de ces expériences de chromatographie nous a ainsi permis de confirmer I’existence
d’un complexe stable in vitro entre le domaine 262-366 de TRBP et le domaine 133-278 (ou 133-
255) de RPAP3. Toutefois, le chromatogramme montre la présence de deux pics au niveau du
volume d’élution correspondant au complexe (Figure 76, fractions 28 a 35), indiquant que le
complexe ne serait pas pur. Un dosage au Nanodrop™ a 260 et 280 nm des fractions collectées nous
a permis de vérifier qu’une partie du complexe était co-purifiée avec des acides nucléiques (Figure
76) et malheureusement la chromatographie d’exclusion stérique ne semble pas €tre assez résolutive
pour séparer ces deux especes (complexe avec et sans ARN). Or I’interaction, méme non spécifique,
d’acides nucléiques avec le complexe risque d’en modifier la structure tridimensionnelle. Apres de
multiples mises au point, nous sommes parvenus a séparer ces deux especes en utilisant le PEI a une

concentration de 0,05 % (contre 0,0125% initialement).

164



QIQ/ N l'\<\
£ c9° FESLLo L o Fo Fe o &

130
70

40
35

25

15

Résultats et Discussion

&

C el -+ <&— RPAP3 133-278

P - ~€— 6hist-TRBP_262-366
| ~<— TRBP 262-366

pnCS::RPAP3 133-278

pnEA::TRBP 262-366

Figure 74: Production et purification du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-278 sur résine TALON™

Analyse sur gel dénaturant des diverses fractions collectées lors de la purification du complexe TRBP 262-
366/RPAP3 133-278.

MT :
So:
SnSo :
Cso:
SnPEI :
CPEIL :
F1-F3:

F1Cp-F3Cp :

NR:
CpL:
Résine :

Marqueur de taille (les tailles sont indiquées en kDa).

Extrait total apres sonication.

Surnageant de sonication.

Culot de sonication.

Surnageant apres traitement au PEI (0,05 %).

Culot aprés traitement au PEL

Résine TALON™ aprés incubation avec le surnageant de PEL

Elution du complexe de la résine TALON™ aprés coupure de 1’étiquette par la PreScission.
Surnageant aprés traitement au PEI aprés purification du complexe (Non Retenu).
Résines F1+F2+F3 lavées apres élution.

Résine F1+F2+F3 aprés élution.
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Figure 75: Purification du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255 sur résine TALON™

Analyse sur gel dénaturant des diverses fractions collectées lors de la purification du complexe TRBP 262-
366/RPAP3 133-255.

MT:
So:
SnSo :
Cso:
SnPEI :
CPEIL :
F1-F3:

F1Cp-F3Cp :

NR :
CpL:
Résine :

Marqueur de taille (les tailles sont indiquées en kDa).

Extrait total aprés sonication.

Surnageant de sonication.

Culot de sonication.

Surnageant apres traitement au PEI (0,05 %).

Culot aprés traitement au PEL

Résine TALON™ aprés incubation avec le surnageant de PEI.

Elution du complexe de la résine TALON™ aprés coupure de 1’étiquette par la PreScission.
Surnageant apres traitement au PEI aprés purification du complexe (Non Retenu).
Résines F1+F2+F3 lavées aprés élution.

Résine F1+F2+F3 aprés élution.
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Figure 76: Purification du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-278 par chromatographie d'exclusion
stérique.

Analyse par chromatographie d’exclusion stérique du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-278
précédemment purifié.

Les protéines contenues dans les fractions F1Cp, F2Cp et F3Cp (voir ci-avant) ont été combinées,

concentrées, puis injectées sur une colonne s75 de 120 ml. Aprés élution, les différentes fractions ont été
fractionnées sur un gel de protéines dénaturant.

Le chromatogramme et le gel indiquent que les fragments 262-366 de TRBP et 133-278 de RPAP3 forment
un complexe stable in vitro qui est élu¢ aux alentours de 60 ml. Toutefois, le pic d’élution du complexe est
composé de 2 épaulements, qui correspondent au complexe purifiés avec ou sans acides nucléiques
contaminants.

Le fragment 262-366 de TRBP étant produit en excés, une forme libre est également retrouvée (pic d’élution
vers 75 ml).
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La concentration en PEI ne peut pas étre augmentée au-dela de ces valeurs, car elle provoquerait
alors la précipitation du complexe, mais surtout entrainerait la réduction des atomes de nickel

présent sur la résine TALON™, empéchant ainsi la purification.

b. Choix des bornes pour 1’étude structurale du complexe entre le premier domaine TPR
de RPAP3 et le domaine DRBM3 de TRBP

Les expériences de co-expression nous ont permis d’identifier différents fragments suffisants pour
la formation du complexe TRBP-DRBM3/RPAP3-TRP1 : les fragments 262-366 et 293-366 de
TRBP et les fragments 133-255 et 133-278 de RPAP3. Suite aux expériences de purification in
vitro, nous avons ¢liminé le fragment 293-266 de TRBP dont le rendement de production était trop
faible dans 1’optique de la réalisation d’études structurales. Les complexes TRBP 262-366/RPAP3
133-255 et TRBP 262-366/RPAP3 133-278 ont alors été produits en présence d’une source azotée
contenant de 1’azote 15 (voir Matériel et Méthodes) afin de réaliser des expériences de RMN 2D
HSQC (« Heteronuclear Single Quantum Coherence »). Cette expérience permet notamment de
déterminer 1’état de repliement des protéines étudiées. Une expérience HSQC “N-'H permet de
corréler chaque noyau d’azote 15 ("*N) avec le ou les noyaux d’hydrogéne auxquels il est 1ié de
maniére covalente. Il en résulte un spectre '"H-""N ou chaque « tAche », ou pic, correspond a un
groupement NH (groupement amide de la chaine principale, et les amides primaires des chaines
latérales). Grace a cette expérience, il est ainsi possible de visualiser 1’ensemble des acides aminés
de la protéine, a 1’exception des prolines qui contiennent un groupement amide secondaire et non
primaire. Un spectre qui présent des pics peu intenses et bien dispersés est généralement synonyme
d’une protéine (ou d’un complexe) correctement repliée, alors qu’un spectre présentant des pics de
trés forte intensité et groupés vers le centre du spectre sera plutdt caractéristique d’une protéine

possédant des zones non structurées.

Le spectre HSQC N-'H obtenu a 20 °C pour le complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-278 montre
clairement la présence de zones non structurées au sein de ce complexe (Figure 77). Celui du
complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255 présentait de son coté quelques pics superposés, ce qui
traduisait ma probable difficulté a poursuivre I’étude structurale de ce complexe par RMN. La
qualité du spectre HSQC “N-"H pour ce second complexe a toutefois pu étre améliorée en réalisant
les expériences de RMN a une température de 30 °C. En revanche, méme a cette température, le
spectre HSQC "N-'H du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-278 montrait toujours d’ importantes

zones non structurées.
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Figure 77: Extrait du spectre HSQC du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-278 réalisé a 20 °C.

Le spectre HSQC “N-'H du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-278 présente de nombreux pics de
forte intensité (encadré bleu), synonymes de la présence au sein du complexe de zones non structurées.
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Suite a ces premiers résultats de RMN, le complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255 a été choisi
pour poursuivre I’étude structurale de I’interaction entre TRBP et RPAP3 par RMN. Il a également

été décidé de poursuivre ces études en réalisant les expériences de RMN a 30 °C.

c. Mise en évidence de I’existence d’un complexe stable in vivo par un test d’interaction
double-hydride

Toutefois, avant de poursuivre ces études, nous avons vérifié¢ que les domaines 262-366 de TRBP et
133-255 de RPAP3 formaient bien un complexe stable in vivo. Pour cela, nous avons réalisé une
nouvelle expérience de double-hybride chez la levure S. cerevisae. Lors de ces essais, nous avons
en outre testé de nouveaux éléments, tels I’isoforme I de RPAP3, ainsi que le fragment 279-449
(voir Figure 67), qui n’avaient pas été testés jusque-la. Cette protéine et ce fragment contiennent
tous deux un domaine supplémentaire qui est nécessaire pour I’interaction de RPAP3 avec PIH1DI1
(Yoshida et al., 2013). L’ensemble des ADNc codants les différents fragments ont été clonés dans
les vecteurs Gateway® pAS2 et pACT2. Un témoin positif d’interaction entre Dicer et TRBP a

¢galement été ajouté.

La Figure 78 montre que pour les expériences de double-hybride avec la protéine TRBP enticre, les
levures sont capables de se développer sur milieu dépourvu d’histidine uniquement lorsqu’elles sont
co-transformées avec le vecteur pAS2-TRBP et les vecteurs pACT2-Dicer, pACT2-RPAP3
(isoforme I ou II), ou pACT2-RPAP3 133-255. Les levures peuvent survivre en présence d’une
forte concentration en 3-AT, ce qui indique que ’association entre ces protéines (ou domaines) est
trés stable. La Figure 79 montre le méme type de résultats pour le domaine 262-366 de TRBP.
Toutefois, les levures co-transformées avec les vecteurs pAS2-TRBP 262-366 et pACT2-RPAP3 iso
IT ne se développent que jusqu’a une concentration en 3-AT de 20 mM, ce qui peut indiquer que
I’interaction entre ces deux protéines est moins stable que celles avec la protéine Dicer, le domaine
133-255 de RPAP3 ou l'isoforme I de RPAP3. Ainsi, la protéine TRBP s’associe in vivo
indifféremment avec 1’isoforme I ou II de RPAP3 et avec le domaine TPR n°1 mais pas avec son
domaine TPR n°2, que le domaine d’interaction avec PIH1D1 soit ou non présent (Figure 78). De
méme, ces résultats montrent que le domaine 262-366 de TRBP est suffisant pour permettre

’association in vivo de RPAP3 (entiére ou TPR n°1) avec TRBP (Figure 79).
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Figure 78: Le domaine 133-255 de RPAP3 est impliqué dans P’interaction de RPAP3 avec TRBP in
vivo.

Les levures S. cerevisiae transformées avec le vecteur pAS2-TRBP survivent sur un milieu dépourvu en
histidine lorsqu’elles sont co-tranformées avec les vecteurs pACT2-Dicer, pACT2-RPAP3 (isoforme I et
1) ou pACT2-RPAP3-133-255, et ce méme en présence d’une forte concentration en 3-AT. Ces tests
d’interaction en double-hybride montrent donc qu’in vivo, la protéine TRBP peut s’associer avec les
protéines Dicer, RPAP3 et surtout avec le domaine TPR n°1 de RPAP3, confirmant ainsi les résultats
obtenus in vitro.

0-5-10-20-30 : différentes concentration en 3-AT, en mM.
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Figure 79: Les domaines 133-255 de RPAP3 et 262-366 de TRBP sont impliqués dans la formation du
complexe entre ces deux protéines in vivo.

Les levures S. cerevisiae transformées avec le vecteur pACT2-TRBP-262-366 survivent sur un milieu
dépourvu en histidine lorsqu’elles sont co-transformées avec les vecteurs pAS2-RPAP3 (isoforme II et I,
bien que le témoin négatif de cette derniére soit positif jusqu’a 10 mM de 3-AT) ou pAS2-RPAP3-133-255,
et ce méme en présence d’une forte concentration en 3-AT. Ces tests en double-hybride montrent donc
qu’in vivo, la protéine TRBP peut s’associer avec la protéine RPAP3 et surtout avec le domaine TPR n°1 de
RPAP3, confirmant ainsi les résultats obtenus in vitro.

0-5-10-20-30 : différentes concentration en 3-AT, en mM.
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D. Conclusion
L’objectif principal de cette seconde partie était d’identifier les domaines de TRBP et de RPAP3
impliqués dans la formation du complexe entre ces deux protéines. Pour cela, nous avons dans un
premier temps identifié¢ plusieurs domaines potentiellement fonctionnels, principalement a 1’aide
des informations disponibles dans la base de donnée Uniprot, et de prédictions de structure
secondaire. Ainsi, la protéine TRBP a été divisée en trois domaines, correspondant aux trois
domaines DRBM, et la protéine RPAP3 en 4 domaines, correspondant a deux domaines N- et C-
terminaux et a deux domaines TPR. La résolution, au laboratoire, de la structure tridimensionnelle
des domaines TPR de RPAP3 par RMN par le Dr Quinternet dans le cadre d’un autre projet de
recherche, nous a permis d’affiner nos choix pour la détermination des bornes de ce domaine. De
méme, des prédictions de structures secondaires de TRBP ont abouti a I’utilisation d’extrémités

alternatives pour le domaine DRBM3.

De maniere intéressante, la résolution de la structure du domaine DRBM3 de TRBP par diffraction
des rayons X par Wilson et al. (voir paragraphe IV. A. 2 ci-aprés) a confirmé, a posteriori, nos
choix pour l'utilisation du domaine 262-366 de TRBP. En effet, ils ont montré par digestion
ménagée que le domaine 258-366 de TRBP comprenait d’une part le domaine DRBM (fragment
289-363) et d’autre part un domaine N-terminal (258-289) faisant le lien entre les domaines
DRBM2 et 3. Seul la structure du fragment 289-366 a pu étre résolue, la densité électronique
obtenue pour le domaine 258-289 étant trop faible pour étre construire (Wilson et al., 2015). De
plus, les auteurs indiquent que le domaine 258-289 serait nécessaire a la fois pour la stabiliser le
domaine DRBM3 et pour le protéger de la dégradation par des protéases. Les difficultés que nous
avons rencontrées lors de la production du domaine 293-366, alors que nous avons montré qu’il
¢était nécessaire et suffisant pour permettre 1’interaction de TRBP avec RPAP3, pourraient ainsi

s’expliquer par I’absence de ce fragment N-terminal, ce qui déstabiliserait alors le domaine DRBM.

Grace a I'utilisation d’un robot TECAN™ nous avons été en mesure de tester par co-expression et
co-purification chez E. coli un grand nombre de combinaisons possibles entre tous ces différents
domaines. Les résultats préliminaires indiquaient une interaction probable entre le domaine TPR
n°l de RPAP3 et le domaine DRBM3 de TRBP. L’interaction in vitro et in vivo entre les domaines
133-255 de RPAP3 (TPR n°l) et 262-366 (DRBM3) de TRBP a été par la suite confirmée par co-
expression et double-hybride (Figure 80).
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Figure 80: L'interaction directe entre RPAP3 et TRBP se fait entre les domaines DRBM3 de TRBP
et le TPR n°1 de RPAP3.

L’ensemble de nos expériences nous ont permis d’identifier les domaines 133-255 de RPAP3 et 293-366
de TRBP comme nécessaires et suffisants pour permettre la formation du complexe entre ces deux
protéines in vitro et in vivo.
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Ces expériences nous ont également permis de mettre au point les conditions de production et de
purification les plus efficaces pour obtenir un complexe TRBP DRBM3/RPAP3 TPR1 en quantité
suffisante pour des études RMN 2D et 3D. Et les premiéres expériences RMN que nous avons alors
réalisées ont permis d’éliminer certains fragments qui soit se produisaient trés mal (DRBM3 293-

366), soit comportaient des zones non structurées (TPR n°1 133-278).

L’objectif suivant de notre travail était de résoudre par RMN la structure tridimensionnelle du
complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255, mais surtout, d’identifier les acides aminés impliqués
dans cette interaction. En effet, la détermination ou la modélisation de I’interface d’interaction entre
ces deux domaines devaient nous permettre d’identifier et d’isoler des variants afin de réaliser une
analyse structure-fonction approfondie, dans le but d’obtenir des informations sur la fonction

biologique du complexe TRBP/RPAP3.

Nous avons choisi d’utiliser la RMN pour résoudre cette structure pour plusieurs raisons. D’une
part, bien que le complexe soit un peu grand pour la RMN (228 résidus), sa production dans un
milieu contenant 50 % d’eau lourde D,O a permis d’améliorer la définition des pics. En effet, la
qualité¢ d’un signal RMN dépend en partie du nombre de noyaux qui vont étre détectés. Plus ce
nombre est important, moins le signal va étre visible. Dans un milieu deutéré a 50 %, une partie (en
théorie 50%) des atomes d’hydrogénes vont étre remplacés par du deutérium qui ne va alors plus
contribuer au signal capté par la RMN, diminuant ainsi artificiellement le nombre de noyaux de la
protéine. D’autre part, la structure tridimensionnelle a 30 °C du domaine 133-255 de RPAP3 libre
avait déja été résolue au laboratoire par le Dr. Quinternet, facilitant ainsi le travail d’attribution sur
le complexe. Enfin, contrairement a la cristallographie, les expériences de RMN permettent
d’obtenir de précieuses informations bien avant d’avoir résolu enticrement la structure

tridimensionnelle.
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IV. Etudes structurales du complexe TRBP DRBM3/RPAP3 TPR n°1

A. Identification des résidus de RPAP3 et de TRBP impliqués dans la formation du
complexe protéique

1. Utilisation des données RMN pour identifier des acides aminés de RPAP3 candidats pour
leur implication dans I’interaction avec TRBP

Le fait de disposer de D’attribution compléte de 1I’un des partenaires, RPAP3, nous offrait la
possibilité de pouvoir comparer rapidement les spectres RMN 2D HSQC ""N-'H avant et aprés la
formation du complexe entre RPAP3 et TRBP, afin d’identifier rapidement les acides aminés dont
I’environnement spatial est modifi¢ suite a la formation du complexe. En effet, le principe général
de la RMN est de mesurer le temps nécessaire pour un noyau atomique particulier ('H, “N, C) de
revenir a son €tat d’équilibre apres avoir été excité par une impulsion €lectromagnétique. Ce temps
de relaxation est ensuite converti en fréquence puis en déplacement chimique (mesuré en ppm) par
I’utilisation d’une transformée de Fourier. Le déplacement chimique d’un noyau étant notamment
dépendant de son environnement spatial, un noyau qui ne serait pas impliqué dans la formation d’un
complexe verrait son déplacement chimique nettement moins affecté qu’un noyau situé au niveau

de ’interface.

L’ensemble des atomes du squelette protéique du complexe a été attribué a partir des spectres RMN
fournis par le Dr Quinternet réalisés sur un échantillon deutéré a 50 % et doublement marqué (*°N,
C) d’une part, et d’autre part des données issues de Iattribution du domaine RPAP3 133-255 libre
précédemment réalisée par le Dr Quinternet. Les différentes expériences RMN, HSQC ""N-'H,
HNCA, HNCACB, HNCO, HNCOCACB et HNHA, ont été réalisé a 30 °C. Les spectres obtenus
ont alors été utilisés pour attribuer les différents groupements du squelette peptidique du complexe.
Ainsi, comme indiqué précédemment, les expériences HSQC "“N-"H ont été utilisées pour attribuer
les groupements NH des différents acides aminées. Les expériences HNCA permettent d’attribuer,
pour chaque groupement NH, les différents carbones alpha qui y sont liés de mani¢re covalente, ce
qui correspond donc aux Cai et Cai-1 (Figure 81). De la méme maniére, les expériences HNCACB
permettent d’attribuer I’ensemble des carbones alpha et béta liés & un groupement NH (donc Cai,
Cai-1, CBi et CBi-1). Les expériences HNCO et HNHA sont, comme leur nom I’indique, utilisées
pour attribuer les atomes Co et H alpha. Enfin, les expériences HNCOCACB vont, comme pour les
expériences HNCACB permettre 1’attribution des Cai et CPi, mais, contrairement a ces derniéres,

uniquement pour les résidus i-1.
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Figure 81: Exemple d’expériences RMN 2D (HSQC "“N-"H) et 3D (HNCA).

En combinant différentes expériences de RMN 2D et 3D, il est possible de faire correspondre chaque pic
d’un spectre (ici une expérience HSQC “N-'H et une expérience HNCA) avec le noyau d’un atome d’un
résidu i (en bleu) ou i-1 (en vert). Par exemple, une expérience HSQC '"N-'H permet notamment d’attribuer
le groupement NH de la chaine peptidique principale d’un acide aminé, alors qu’une expérience HNCA sert a
attribuer le carbone o d’un résidu i et i-1.
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Une fois IDattribution de 1’ensemble de ces noyaux réalisée, les déplacements chimiques
correspondant aux groupements NH du squelette peptidique du domaine 133-255 de RPAP3 libre
ont ét¢ comparés aux déplacements chimiques de ces mémes résidus lorsque ce domaine interagit
avec le domaine 262-366 de TRBP (Figure 82). La différence de déplacement chimique (Ad) est

obtenue a partir de la formule suivante :

Ad=+/(8 Hlibre—d Hcomplexe)?+( Nlibre —& Ncomplexe )2%0,1

ou o correspond au déplacement chimique des protons (H) ou des noyaux d’azotes 15 (N), pour le
domaine RPAP3 133-255 libre ou en complexe avec le domaine 262-366 de TRBP. La différence de
déplacement chimique des noyaux d’azote 15 est pondérée par un facteur 0,1 afin de compenser la
différence d’échelle spectrale entre les dimensions des protons (entre 6 et 9 ppm) et des noyaux
d’azote 15 (entre 100 et 130 ppm). Ce facteur correspond a la fréquence de résonance sur le
spectrometre RMN des noyaux d’azote 15 (60 MHz) divisée par celle des protons (600 MHz). Nous
obtenons ainsi un graphique qui permet de visualiser cette différence de déplacement chimique (en

ppm) pour chaque acide aminé du domaine 133-255 de RPAP3 (Figure 83).

De manicre intéressante, il semble que seules les extrémités C-terminales des motifs TPR1 et 2 du
domaine 133-255 de RPAP3 soient impactées par la formation du complexe. En effet, I’interaction
du domaine 262-366 de TRBP avec le domaine 133-255 de RPAP3 a pour conséquence de modifier
de maniere trés importante le déplacement chimique des résidus 136, 160 a 164 (motif TPR1) et
189 (motif TPR2) de RPAP3 (Figure 83). Il y a donc de trés fortes probabilités pour que ces résidus
soient impliqués directement ou localisés dans une zone proche de I’interface d’interaction entre
RPAP3 et TRBP. Toutefois, la modification du déplacement chimique d’un acide aminé suite a la
formation d’un complexe témoigne d’un changement dans I’environnement spatial du résidu mais

n’est pas synonyme de son implication directe dans la formation de ce complexe.

Nous avons donc décidé de substituer par des alanines I’ensemble des acides aminés dont le
déplacement chimique est significativement modifi¢ suite a la formation du complexe afin de tester
par co-expression leur implication et leur importance dans la formation du complexe TRBP 262-
366/RPAP3 133-255 par co-expression. Pour cela, nous avons calculé 1’écart-type pour les valeurs
obtenues pour A9, puis sélectionnés les acides aminés dont le déplacement chimique était modifié

d’au moins 2 fois cette valeur (Figure 84).
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0

Figure 82: Impact de Dlinteraction de TRBP (262-366) sur RPAP3 (133-255) sur le
déplacement chimique des résidus du domaine de RPAP3.

Les spectres HSQC "N-'H du domaine 133-255 de RPAP3 (en vert) et du complexe RPAP3 133-
255/ TRBP 262-366 (en rouge) ont été superposés.

Lorsque un résidu un proche de I’interface d’interaction, son environnement spatial et donc son
déplacement chimique est modifié, de maniére plus ou moins importante (cercle rouge). Au
contraire, si le résidu n’est pas impliqué dans 1’interaction, la valeur de son déplacement chimique
restera inchangée (cercle bleu).

Entouré en vert : exemple de pics retrouvés uniquement sur le spectre vert, qui correspondent
donc a des acides aminés du domaine 262-366 de TRBP

179



Résultats et Discussion

motif TPR1 motif TPR2 motif TPR3 Hélice a
- S - - -
135 163 199 232
164 198 233 255
g
g 08
% 2 x écart-type = 0,5 ppm
§ r
l I h 1 1 x écart-type = 0,25 ppm
R
| L\W | A

Numeéro de l'acide aminé

Figure 83: Résultats de I'expérience de titrage de RPAP3 133-255 par le domaine 262-366 de TRBP.

Les déplacements chimiques des protons et azotes 15 de chaque acide aminé du domaine 133-255 de RPAP3
libre et en complexe avec le domaine 262-366 de TRBP ont été comparés. Les résultats montrent que
I’environnement spatial de certains résidus des motifs TPR1 et 2 du domaine TPR n°1 de RPAP3 serait
modifié lors de la formation du complexe. Il est donc fortement probable que ces résidus soient proches,
voire directement situés au niveau de 1’interface d’interaction.

L’écart-type a été calculé sur ’ensemble des valeurs de Ad.
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Hélice a5

Figure 84: Résidus sélectionnés suite aux résultats de titrage par RMN (code PDB : 4CGV).

Les résultats de titrage RMN montrent que seuls les motifs TPR1 et 2 du domaine TPR n°1 de RPAP3
seraient impliqués dans I’interaction du domaine 133-255 de RPAP3 avec le domaine 262-366 de TRBP.

Nous avons alors sélectionné les résidus dont les déplacements chimiques étaient fortement modifiés suite a
cette interaction (en bleu sur la figure).

Chaque acide aminé a été muté en alanine.
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De maniére intéressante, tous les acides aminés sélectionnés sont situés sur une méme face du
premier domaine TPR de RPAP3, a I’exception de la leucine 137 et de I’asparagine 141 (Figure
84).

Lors de ces expériences, les structures de deux domaines TPR de RPAP3, en interaction avec le
peptide SRMEEVD de la chaperonne HSP90 ont été publiées (Pal ef al., 2014). Elles montrent
qu’HSP90 interagit avec le premier domaine TPR de RPAP3 par I’intermédiaire de 5 résidus, dont
la leucine 137 et D’asparagine 141, qui forment une sorte de double « pince», appelée
« dicarboxylate clamp », qui va interagir avec deux acides carboxyliques d’HSP90 (COOH terminal
et un acide aspartique) (voir Introduction). Afin de vérifier que le site d’interaction du premier
domaine TPR de RPAP3 avec HSP90 n’est pas impliqué dans I’interaction de ce domaine avec
TRBP, nous avons ¢galement muté I’asparagine 172, qui est le seul acide aminé de la
« dicarboxylate clamp » a interagir directement avec le groupement carboxylate de I’extrémité C-
terminale d’HSP90 et dont la mutation est suffisante pour empécher I’interaction de RPAP3 avec

HSPI0 (Figure 85).

Enfin, nous avons également muté plusieurs autres acides aminés présents sur 1’autre face du
premier domaine TPR (Figure 86). Des double et triple mutations ont également été réalisées afin
d’augmenter nos chances d’isoler des variants qui pourraient ensuite étre utilisés pour étudier 1’effet
de I’absence de formation du complexe TRBP/RPAP3 au sein de cellules humaines. En tout nous

avons sélectionné une vingtaine de résidus a muter pour le domaine 133-255 de RPAP3 (Figure 87)

2. Utilisation des données de cristallographie pour identifier des résidus de TRBP candidats
pour leur implication dans I’interaction avec RPAP3

En I’absence de données structurales publiées sur le domaine DRBM3 de TRBP, un travail similaire
a été réalisé pour essayer d’identifier des résidus de TRBP impliqués dans la formation du complexe
protéique. Malheureusement, le domaine 262-366 n’est pas stable lorsqu’il n’est pas associé¢ a un
partenaire et s’agrége rapidement. A partir des données de RMN dont nous disposions (attribution
de la chaine principale du complexe), le Dr Quinternet a pu réaliser une premiere modélisation de la
structure du squelette peptidique du domaine 262-366 de TRBP. Les données dont nous disposions
n’ont toutefois pas permis de modéliser I’extrémité N-terminale du domaine (262-292). Il a
toutefois été possible d’obtenir une premiére image de la structure globale du reste du domaine

(Figure 88).
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Figure 85: Résidus du domaine 133-255 de RPAP3 impliqués dans l'interaction du domaine TPR avec
le peptide HSP90 (code PDB : 4CGV).

Les résidus sélectionnés suite au titrage RMN sont principalement regroupés sur la face opposée au site
d’interaction du domaine TPR avec le peptide SRMEEVD d’HSP90 (en rouge), a I’exception des résidus
N141 et K137. Ces résidus permettent I’interaction d’HSP90 avec le domaine TPR n°1 de RPAP3, tout
comme |’asparagine 172 qui interagit directement avec I’extrémité carboxylate d’HSP90. Nous avons donc
également sélectionné ce résidu (en bleu) afin de vérifier que le domaine 262-366 de TRBP n’interagissait
pas avec le domaine TPR n°1 de RPAP3 par I’intermédiaire de la région interagissant avec HSP90.
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Hélice a;

Figure 86: Sélection d'acides aminés supplémentaires suite aux résultats de titrage RMN (code PDB :
4CGV).

Les résultats de titrage RMN suggerent que I’interface d’interaction du domaine 133-255 de RPAP3 avec le
domaine 262-366 de TRBP se situerait sur la face opposée au site d’interaction avec HSP90. Afin
d’augmenter nos chances d’isoler un variant intéressant, nous avons également muté plusieurs résidus
présents sur cette face.

Chaque acide aminé a été substitué par une alanine.

184



Résultats et Discussion

Hélice a-

/

Figure 87: Bilan des acides aminés du domaine 133-255 de RPAP3 qui ont été mutés (code PDB :
4CGV).

Suite aux résultats de titrage RMN, nous avons sélectionné les acides aminés dont les déplacements
chimiques étaient les plus impactés par 1’interaction du domaine 133-255 de RPAP3 avec le domaine 262-
366 de TRBP (en bleu), ainsi que de nombreux acides aminés présents sur la face « convexe » du domaine
TPR (en rose). L’asparagine N172 (en orange), qui est impliquée dans I’interaction de RPAP3 avec HSP90, a
également été sélectionnée afin de vérifier si le site d’interaction de RPAP3 avec HSP90 était impliqué ou
non dans I’interaction de RPAP3 avec TRBP.

Listes des acides aminés mutés :

TPR n°1, Hélice a,; : K137,N141

TPR n°1, Hélice o, : D150, 1153, D154, T157, D161
Boucle TPR n°1 — TPR n° 2 : D163, Y165

TPR n°2, Hélice a, : N172, R173, V185, Q177
Boucle TPR n°1 Hélice a,- Hélice a,: K181

TPR n°2, Hélice oy : S188, N191, L192

Chaque acide aminé a été substitué par une alanine.
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Hélice a;

Figure 88: Résultat des 10 meilleures prédictions de structure secondaire pour le domaine 293-366 de
TRBP.

Ces calculs ont été réalisés a 1’aide du logiciel CS-Rosetta a partir des données expérimentales sur le
complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255 obtenues par RMN.

Comme la plupart des domaines DRBM, le domaine DRBM3 de TRBP serait composé d’un feuillet § formé
de 3 brins [ anti-paralleles et flanqué de deux hélices a. Ces résultats ont été utilisés pour définir un premier
lot de résidus a muter qui pourraient étre impliqués dans I’interaction avec RPAP3.
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Ainsi, le domaine 293-366 de TRBP contiendrait un feuillet B, composé de 3 brins B anti-paralléles,
flanqué de deux hélices a. De plus, il semble que 1’'une des faces du feuillet B soit plaquée contre les

deux hélices a, tandis que I’autre se trouve exposée au solvant.

Il est alors possible que cette seconde face puisse servir d’interface pour I’interaction avec différents
partenaires protéiques, dont RPAP3. Nous avons donc, dans un premier temps, décidé de réaliser
des mutations au niveau des résidus présents au niveau des trois brins 3 du feuillet. Les résidus dont
les chaines latérales sont, d’aprés nos prédictions/résultats, directement exposées au solvant, ont
alors ét¢ mutés en alanine. Deux acides aminés localisés au niveau des hélices a; et o
(respectivement E300 et Q357) ont également été sélectionnés (Figure 89). Dans un second temps,
nous avons défini d’autres acides aminés intéressants a 1’aide des données structurales de TRBP tout
juste publiées (Wilson et al., 2015). En effet, la structure tridimensionnelle du domaine DRBM3
(289-363) de TRBP en interaction avec un domaine de Dicer (269-391), résolue par diffraction des
rayons X, a été publiée par le groupe de Jennifer Doudna peu aprés le début de nos travaux sur
I’interface TRBP/RPAP3 (Wilson et al., 2015). Cette structure montre (Figure 90) que le domaine
DRBM3 de TRBP contient effectivement un feuillet B flanqué de deux hélices a, tout comme le
montrait notre modele (Figure 91). Le domaine de Dicer, composé uniquement d’hélices a, venant
alors interagir avec le domaine DRBM3 de TRBP au niveau du feuillet f, comme nous 1’avions
également envisagé. Le Dr Quinternet a alors utilisé ces nouvelles données pour identifier par bio-
informatique les acides aminés de TRBP qui seraient importants pour I’interaction avec Dicer, et
donc probablement pour celle avec RPAP3. Au final, une vingtaine de ces résidus ont ét¢ mutés en
alanine (Figure 92), et tout comme pour RPAP3, nous avons également réalis¢ des doubles et
triples mutations, au niveau des acides aminés situés dans les différents brins . Enfin, nous avons
également muté 1’arginine 354 en acide glutamique dans I’espoir que la présence d’une charge

négative au niveau de I’hélice a, empéche la formation du complexe protéique.

3. Confirmation par co-expression de I’impact de différents variants de RPAP3 et de TRBP
sur la formation du complexe protéique

L’ensemble des mutations ont été réalisées sur les vecteurs pnCS-RPAP3 133-255 ou pnEA3ch-
TRBP 262-366 par mutagenése dirigée. L’effet de ces mutations sur la formation du complexe
protéique a alors été vérifié par co-expression et co-purification. Les différents complexes
protéiques ont été purifiés sur résine TALON™ (voir le paragraphe I1.B.8.c.i de la partie Matériel et

Méthodes) et une aliquote de la résine (F) a été fractionnée sur un gel de protéines dénaturant.
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Figure 89 : Acides aminés du domaine DRBM3 de TRBP sélectionnés suite aux prédictions de
structures secondaires réalisées a partir de nos données RMN.
Les résidus des brins B dont les chaines latérales seraient, d’apres les calculs effectués, exposées au

solvant, ont ét¢ mutés en alanine, ainsi que les résidus E300 et Q357 présents au niveau des deux
hélices.

188



Résultats et Discussion

TRBP 289-363

Figure 90: Structure de l'interface d'interaction entre le domaine 289-363 de TRBP (DRBM3) et 269-
391 de Dicer, résolue par diffraction des rayons X (code PDB : 4WYQ).

Le domaine DRBM3 de TRBP (289-363) est composé de 3 brins  anti-paralléles qui forment un feuillet f3,
ce dernier étant flanqué par 2 hélices a. Le domaine de Dicer, compos¢ uniquement d’hélices a, vient
interagir avec le domaine DRBM3 de TRBP principalement au niveau du feuillet p (Wilson et al., 2015).
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Figure 91: Alignement entre la structure du domaine 293-366 de TRBP obtenu par CS-Rosetta et la
structure du domaine 289-363 résolue par diffraction des rayons X.

L’alignement, réalis¢ a 1’aide du logiciel Pymol, montre un RMSD au niveau des carbones alpha de
1,371 A.
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Figure 92: Bilan des acides aminés du domaine 262-366 de TRBP qui ont été mutés (code PDB :
4WYQ).
A partir des données structurales publiées pour le complexe TRBP/Dicer, nous avons sélectionné une

vingtaine d’acides aminés potentiellement impliqués dans I’interaction avec le domaine 133-255 de
RPAP3.

Listes des acides aminés mutés :

Hélice o : E300

Brin f; : S310, L312

Boucle B:-B,: 1314, E315, E316, S318, S320
Brin 3, : Q324, 1.326, E328

Boucle -5 S330, T331, Q332

Brin B; : T335, H338, S340

Hélice a, : R354, Q357, 1361, M362

Chaque acide aminé a été muté en alanine, a I’exception de ’arginine 354 qui a également été mutée en
acide glutamique afin d’augmenter les chances d’empécher I’interaction de TRBP avec RPAP3 par
I’ajout d’une charge négative.
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Les mutations pouvant entrainer d’importantes modifications au niveau du repliement intrinséque
de la protéine, qui en soi pourrait entrainer la perte de ’interaction, nous avons également déposé
sur les gels les fractions correspondant aux protéines totales (So), solubles (SnSo) et insolubles

(Co), afin de vérifier que tous les fragments soient toujours exprimeés et solubles.

Les résultats des co-expression sont présentés Figures 93, 94 et 95. Pour la trés grande majorité des
mutations réalisées, aucun effet n’a ét¢ observé quant a la formation du complexe protéique. Cela se
traduit au niveau des gels par la présence de deux bandes de forte intensité aux alentours de 15 kDa
(pistes F). Ces bandes correspondent aux domaines 133-255 de RPAP3 (bande la plus haute) et 262-
366 de TRBP (bande la plus basse), dont les tailles respectivement attendues sont de 13,5 kDa et
11,5 kDa. Dans certains cas, 1’absence de 1’'une des deux protéines dans la piste F, se traduit
également par son absence dans les pistes So et/ou SnSo, mais a sa présence au niveau de la piste
Co, ce qui traduit le fait que la (ou les) mutation réalisée ait rendu la protéine insoluble. Cela semble
notamment étre le cas pour les mutations D189A, N191A, L192A (Figure 94) et T157A (Figure
95) du domaine 133-255 de RPAP3. Ces mutations ne permettent donc pas de conclure quant a
I’implication de ces résidus dans I’interaction. L’ensemble de nos résultats nous a néanmoins permis
d’identifier 2 résidus de RPAP3 et 5 de TRBP (Figure 95) dont la mutation empéche la formation
du complexe, sans conséquences sur la structure des protéines mutées. Ainsi, d’apres nos résultats,
les résidus D161 (motif TPR1) et V185 (motif TPR2) de RPAP3 (Figure 96) et Q324, E328, T331
(feuillet B), Q357 et R354 (hélice a,) de TRBP (Figure 97) sont impliqués dans I’interaction du
domaine 262-366 de TRBP avec le domaine 133-255 de RPAP3. Ainsi, suite a la mutation de ces
résidus, seule la bande qui correspond au domaine 262-366 de TRBP fusionné a 1’étiquette 6-
histidines est retrouvé au niveau des pistes F, alors que les deux protéines sont toujours exprimées et
solubles. En effet pour ces 7 résidus, les deux bandes qui correspondent aux deux domaines sont

toujours visibles au niveau des pistes So et SnSo.

De maniére intéressante, pour le résidu R354, la formation du complexe protéique n’est totalement
abolie que pour la mutation R354E (Figure 95). En effet, dans le cas de la mutation R354A, un
complexe est toujours visible sur gel (Figure 95). Le fait que seule la mutation de 1’arginine 354 en
acide glutamique ait un effet suggere fortement qu’elle soit impliquée dans la formation d’une ou

plusieurs interactions électrostatiques avec un ou plusieurs résidus de RPAP3, via sa chaine latérale.
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Figure 93 : Résultats (1/3) des expériences de co-expression réalisées sur les variants de RPAP3 ou de
TRBP.

Comme décrit précédemment, lors de la co-purification de ces complexes, des aliquotes sont prélevées a
diverse étapes afin de vérifier que les protéines soient bien exprimées (piste So), solubles (piste SnSo) ou
insolubles (piste Co). Une aliquote de la résine TALON™ aprés purification est également prélevée (piste F).
L’ensemble de ces échantillons est ensuite fractionné sur un gel de protéines dénaturant.

Les expériences de co-expression ont été réalisées avec les domaines 133-255 de RPAP3 et 262-366 de
TRBP dont les séquences codantes étaient portées respectivement par les vecteurs pnCS et pnEA3ch.

Seul le nom du fragment muté est indiqué sous le gel concerné, ainsi « TRBP I361A » correspond aux

résultats de co-expression entre le domaine 262-366 de TRBP dont I’isoleucine 361 a ét¢ mutée en alanine et
le domaine 133-255 de RPAP3 sauvage.

WT : expérience témoin réalisée avec les vecteurs pnAE3ch-TRBP 262-366 sauvage et pnCS-RPA3 133-255
sauvage.
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Figure 94 : Résultats (2/3) des expériences de co-expression réalisées sur les variants de RPAP3 ou de

TRBP.

Comme décrit précédemment, lors de la co-purification de ces complexes, des aliquotes sont prélevées a
diverse étapes afin de vérifier que les protéines soient bien exprimées (piste So), solubles (piste SnSo) ou
insolubles (piste Co). Une aliquote de la résine TALON™ aprés purification est également prélevé (piste F).
L’ensemble de ces échantillons est ensuite fractionné sur un gel de protéines dénaturant.

Les expériences de co-expression ont été réalisées avec les domaines 133-255 de RPAP3 et 262-366 de
TRBP dont les séquences codantes étaient portées respectivement par les vecteurs pnCS et pnEA3ch.

En bleu, les variants simples qui semblent avoir un impact sur la production et/ou la solubilité de la protéine.
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Figure 95 :Résultats (3/3) des expériences de co-expression réalisées sur les variants de RPAP3 ou de

TRBP.

Comme décrit précédemment, lors de la co-purification de ces complexes, des aliquotes sont prélevées a
diverse étapes afin de vérifier que les protéines soient bien exprimées (piste So), solubles (piste SnSo) ou
insolubles (piste Co). Une aliquote de la résine TALON™ aprés purification est également prélevée (piste F).
L’ensemble de ces échantillons est ensuite fractionné sur un gel de protéines dénaturant.

Les expériences de co-expression ont été réalisées avec les domaines 133-255 de RPAP3 et 262-366 de
TRBP dont les séquences codantes étaient portées respectivement par les vecteurs pnCS et pnEA3ch. En
bleu, les variants qui semblent avoir un impact sur la production et/ou la solubilité de la protéine.

En rouge, les variants qui empéchent la formation du complexe protéique sans avoir, a priori, d’effets
importants sur la structure de la protéine.



Résultats et Discussion

Figure 96: Bilan des acides aminés du domaine 133-255 de RPAP3 qui sont proposés, a I’issue des
tests de co-expression, étre impliqués dans l'interaction avec TRBP.
Nos expériences de co-expression nous ont permis d’identifier 1’acide aspartique 161 (motif TPR n°1) et

la valine 185 (motif TPR n°2) comme nécessaires pour ’interaction du domaine 133-255 de RPAP3
avec le domaine 262-366 de TRBP

196



Résultats et Discussion

Figure 97: Bilan des acides aminés du domaine 262-366 de TRBP proposés, a I’issue des tests de
co-expression, étre impliqués dans I'interaction avec RPAP3.

Nos expériences de co-expression nous ont permis d’identifier 1’acide glutamique 328, la thréonine
331, les glutamines 324 et 357 ainsi que I’arginine 354 comme impliqués dans 1’interaction du
domaine 262-366 de TRBP avec le domaine 133-255 de RPAP3.
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L’absence d’effet sur la formation du complexe protéique lors de la mutation des acides aminés
N172, K137 et N141 indique que le site d’interaction du domaine 133-255 de RPAP3 avec la
protéine HSP90 n’est probablement pas impliqué dans I’interaction avec TRBP. De plus, nos
résultats indiquent que le domaine 262-366 de TRBP interagirait avec RPAP3 par I’intermédiaire
d’une part de I’hélice a, et d’autre part du feuillet B, soit via les mémes €éléments que pour son
interaction avec Dicer. Il est donc fortement probable que les interactions de TRBP avec, d’une part
RPAP3, et d’autre part Dicer, qui impliquent non seulement le méme domaine de TRBP, mais
également a priori la méme surface d’interaction, ne puissent pas avoir lieu simultanément. Enfin,
certains de ces résultats pourraient expliquer en partie pourquoi le domaine TPR n°2 de RPAP3

n’interagit pas avec TRBP.

En effet, ces domaines sont structurellement conservés (domaine TPR composé de 3 motifs TPR)
mais nos résultats de double-hybride et de co-expression montrent clairement que le second
domaine TPR de RPAP3 n’est pas impliqué dans I’interaction avec TRBP. Un alignement de
séquence réalis¢ entre ces deux domaines TPR (Figure 98) montre d’importantes différences au
niveau de I’hélice 4. Surtout, il semble que les résidus du TPR n°1 que nous avons précédemment
identifiés comme impliqués dans I’interaction avec RPAP3 ne sont pas présents dans le second
domaine TPR. Ainsi, la valine 185 du premier domaine TPR est remplacée par un acide glutamique
dans le second domaine TPR, et I’acide aspartique 161, dont la mutation en alanine est suffisante
pour abolir I’interaction de RPAP3 avec TRBP, correspond a une alanine au niveau du second
domaine TPR. L’absence de conservation de ces deux résidus entre les deux domaines TPR pourrait
donc expliquer, du moins en partie, la différence de comportement de ces domaines vis-a-vis de

TRBP.

B. Résolution de la structure tridimensionnelle du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-
255

Parallelement a I’identification des résidus impliqués dans la formation du complexe protéique,
nous avons poursuivi 1’étude structurale du complexe afin d’en résoudre la structure
tridimensionnelle par RMN. L’ensemble des noyaux des atomes du squelette protéique du complexe
a pu étre attribué, a 1’exception de la glycine 339 et de la glutamine 357 de TRBP. Une fois ces
attributions effectuées, il a été nécessaire de réaliser un travail similaire pour les noyaux des atomes
des chaines latérales des différents acides aminés. Toutefois, pour ce type d’attribution, la taille du

complexe protéique que nous utilisons nécessite 1’utilisation d’un spectrometre de plus haut champ.
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Figure 98: Alignement entre les domaines TPR n°1 (133-255) et 2 (281-396) de RPAP3.

L’alignement montre que les deux domaines TPR de RPAP3 sont tous deux composés de 7 hélices a, soit
trois motifs TPR et une hélice a supplémentaire. Des différences significatives sont présentes au niveau de
I’hélice a4 qui pourrait expliquer pourquoi le second domaine TPR n’interagit pas avec TRBP. De plus, les
résultats de co-expression sur des variants de RPAP3 ont montré que la mutation des résidus D161 et V185
en alanines était suffisante pour empécher I’interaction du domaine 133-255 de RPAP3 avec le domaine 262-
366 de TRBP. Or cet alignement montre que les résidus correspondant au niveau du second domaine TPR (en
bleu) sont respectivement une alanine et un acide glutamique. La présence de ces mutations, ainsi que les
différences observées au niveau de I’hélice au pourraient donc expliquer I’absence d’interaction entre le
second domaine TPR de RPAP3 et TRBP.

Vert : résidus impliqués dans 1’interaction avec HSP90.

* . résidus conservés.

: : résidus ayant des propriétés trés similaires.
. : résidus ayant des propriétés faiblement similaires.
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Pour cela, nous avons pu obtenir du temps pour 2 semaines d’expériences sur le spectromeétre RMN
de 900 MHz situé a la plateforme RMN de Gif-sur-Yvette de ’ICSN. Nous avons donc produit et

purifié un échantillon deutéré a 50 % et doublement marqué (°N, "*C) (Figure 99).

Malheureusement, aprés moins d’une journée dans le spectrometre 900 MHZ, le complexe
protéique a précipité. L’ensemble des expériences nécessitant au moins 1 semaine d’acquisition, il
ne nous a pas €té possible d’utiliser les spectres obtenus. Ce probléme de stabilité avait déja été
identifié¢ durant nos précédentes expériences sur la plateforme RMN de la fédération FR3209, mais
plusieurs ¢léments du protocole de purification avaient été optimisés, comme 1’ajout de DTT lors de
la préparation de I’échantillon, qui n’ont toutefois pas permis de résoudre le probléme. Pour la
poursuite de cet aspect du projet, d’autres mises au point vont devoir étre réalisées. De nombreux
résidus tres intéressants ayant été toutefois déja identifiés, dans le cadre de mon travail de doctorat,

nous avons choisi de nous concentrer pour la suite sur I’étude fonctionnelle du complexe protéique.

V. Conclusion

Les objectifs de cette partie étaient de confirmer puis de caractériser I’interaction entre les protéines
RPAP3 et TRBP. Par des approches de double-hybride, d’immunoprécipitation, de Duolink™, de
co-expression et de RMN, nous avons pu confirmer I’existence d’une interaction directe entre ces
deux protéines in vitro et in vivo puis identifier les domaines impliqués dans la formation de ce
complexe protéique. Ainsi, I’interaction entre RPAP3 et TRBP implique le premier domaine TPR de
RPAP3 et le dernier domaine DRBM de TRBP. Ces domaines sont connus pour étre impliqués
respectivement dans 1’interaction de RPAP3 avec la protéine HSP90 (Pal et al., 2014) et dans celles
de TRBP avec les protéines Dicer (Haase ef al., 2005) ou PACT (Laraki et al., 2008). L’étude
structurale du complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255 par RMN ne nous a pas permis pour le
moment d’en résoudre entierement la structure tridimensionnelle, toutefois, nos résultats
préliminaires de RMN ont permis de nous fournir d’autres informations. Ainsi, nous avons réalisé,
en collaboration avec le Dr Quinternet, des expériences de titrage sur le complexe. Grace a ces
expériences, nous avons identifi¢ un certain nombre de résidus du domaine 133-255 de RPAP3 dont
les déplacements chimiques sont fortement modifiés lors de la formation du complexe protéique, ce
qui généralement suggere qu’ils sont soit directement impliqués dans la formation du complexe, soit

proches des résidus qui le sont.
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Figure 99: Purification d'un complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255 triplement marqué "N, “C, *H
pour utilisation sur la plateforme RMN de Gif-sur-Yvette.

Le complexe a été produit comme précédemment décrit & partir d’une culture de deux litres de bactéries
E. coli BL21 pRAR2. La production est effectuée dans un milieu minimum contenant 50 % d’eau lourde et
en présence d’une source de carbone 13 et d’azote 15. Aprés purification sur une résine TALON™, le
complexe est purifié par chromatographie d’exclusion stérique. Les fractions qui contiennent uniquement le
complexe (32 a 35) sont ensuite combinées puis concentrées.
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De nombreux acides aminés ont été sélectionnés, tant au niveau de RPAP3 que de TRBP, et nous
avons ainsi réalisé une cinquantaine de mutations des deux protéines qui ont été testés par co-
expression et co-purification. Sept variants, qui empéchent la formation du complexe entre TRBP et
RPAP3, ont ainsi ¢té identifiés, 2 au niveau de RPAP3 (D161A et VI85A) et 5 au niveau de TRBP
(Q324A, E328A, T331A, Q357A et R354E).

Ces résultats nous fournissent plusieurs informations. Ainsi, I’interface d’interaction entre RPAP3 et
TRBP se situerait au niveau des hélices a, des motifs TPR1 et 2 du domaine TPR n°1 de RPAP3 et
au niveau du feuillet B (plus précisément du brin B,) et de I’hélice a, de TRBP. Ces données
indiquent que le site d’interaction de ce domaine TPR avec HSP90 ne serait donc pas impliqué dans
I’interaction avec TRBP. L’importance du résidu D161, et dans une moindre mesure, celle de la
valine 185, dans la formation du complexe protéique nous fournit également une hypotheése pour
expliquer I’absence d’interaction du second domaine TPR de RPAP3 avec TRBP, puisque ces
résidus ne sont pas conservés au sein du second domaine TPR. Enfin, le fait que RPAP3 interagisse
au niveau de TRBP exactement au méme endroit que Dicer suggere fortement que ces deux
interactions soient mutuellement exclusives. Nous avons ainsi décidé d’utiliser ces données
structurales afin d’obtenir des informations concernant la ou les fonctions putatives du complexe

TRBP/RPAP3.
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Chapitre 2 : Etude de la fonction du complexe RPAP3-TRBP

I. Analyse des partenaires de TRBP et de RPAP3

D’apres la littérature, les domaines TPR n°l de RPAP3 et DRBM3 de TRBP seraient
respectivement impliqués dans I’interaction de RPAP3 avec la protéine chaperonne HSP90 et dans
I’interaction de TRBP avec les protéines Dicer ou PACT. Les mutations que nous avons effectuées
sur ces domaines suggerent par ailleurs que I’interaction de RPAP3 avec HSP90 serait toujours
possible lorsque RPAP3 interagit avec TRBP, alors que Dicer ne devrait pas étre capable de
s’associer a TRBP si cette dernicre est liée a RPAP3. Nous avons ainsi souhaité dans un premier
temps confirmer in vitro ces hypothéses par des approches biochimiques et structurales (co-
expression et RMN), ce qui devait nous aider a mieux appréhender la ou les fonctions biologiques

du complexe protéique TRBP/RPAP3.

A. Le domaine 133-255 de RPAP3 interagit toujours avec HSP90
Pour confirmer I’existence d’une interaction entre le complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255 et la
protéine HSP90, nous avons réalisé de nouvelles expériences de titrage RMN afin de déterminer
une constante de dissociation (Kg) entre le peptide MEEVD d’HSP90 et le complexe TRBP 262-
366/RPAP3 133-255. 11 est en effet possible de déterminer cette constante en réalisant plusieurs
expériences HSQC ""N-'H successives a partir d’'un complexe TRBP 262-366/RPAP3 133-255
marqué (PN, “C) en présence de différentes concentrations du peptide MEEVD de la protéine
HSP90 (non marquée). Ces expériences, réalisées par le Dr Quinternet, n’ont montré aucune
différence significative concernant 1’affinit¢é d’HPS90 pour le domaine 133-255 de RPAP3, que la
protéine TRBP soit présente ou non. Ces résultats confirment ainsi nos premicres données sur le fait
qu’une interaction entre RPAP3 et HSP90 est toujours possible en présence de TRBP, puisque les

deux événements font intervenir des éléments distincts de RPAP3.

B. Absence de formation d’un complexe RPAP3-TRBP-Dicer
L’¢tude d’un complexe RPAP3/TRBP/Dicer n’est pas possible par RMN du fait de la taille de ces
trois protéines, méme dans le cas ou seuls les domaines impliqués seraient utilisés. Nous avons
donc choisi de réaliser des expériences de co-expression entre ces trois protéines. Il ne nous a
toutefois pas été possible de produire la protéine Dicer sous sa forme entiére (230 kDa) chez E. coli

BL21. Nous avons donc utilisé le domaine 256-595 de Dicer, en se basant sur les informations
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disponibles a ce moment-la dans la base de données Uniprot pour déterminer les bornes a utiliser de
ce domaine. Ce choix a toutefois dans un premier temps été validé par la réalisation d’un test
d’interaction double-hybride chez la levure S. cerevisiae entre ce domaine de Dicer et la protéine
TRBP entiere (Figure 100) ou son domaine 262-366 (Figure 101). Dans les deux cas, I’interaction
in vivo du domaine 265-595 de Dicer avec TRBP est apparue aussi stable que 1’interaction entre les
deux protéines entieres, confirmant ainsi que le domaine 256-595 de Dicer était suffisant pour la

formation du complexe TRBP/Dicer.

Nous avons donc cloné la séquence codant le domaine 256-595 de Dicer dans le vecteur pnYKGW
qui a été utilisé pour co-transformer des bactéries E. coli BL21 pRAR2 avec les vecteurs pnCS-
RPAP3 133-255 et pnEA3ch-TRBP 262-366. Tout comme le vecteur pnCS, ce vecteur permet
I’expression chez E. coli d’une protéine sans étiquette. Comme décrit précédemment, le complexe a
été purifié sur résine TALON™, et la formation d’un complexe entre ces trois protéines a été
vérifiée sur gel. Nous avons également vérifié que le domaine 256-595 de Dicer n’interagit pas de
manicre non-spécifique avec la résine a partir de bactéries E. coli BL21 pRAR2 transformées
uniquement par le vecteur pnYKGW-Dicer 256-595 (Figure 102). Un témoin positif d’interaction
entre les domaines 256-595 de Dicer et 262-366 de TRBP a également été réalisé (Figure 102).

Les résultats des tests de co-expression confirment bien I’interaction directe et spécifique du
domaine 265-295 de Dicer avec le domaine 262-366 de TRBP (Figure 102). Les résultats de la co-
expression entre les 3 partenaires putatifs (Figure 103) montrent clairement également la présence
de 3 bandes dont les tailles apparentes correspondent aux tailles attendues des trois domaines, ce qui
suggere qu’un complexe entre ces trois protéines existe. Pour le vérifier, nous avons ensuite soumis
I’échantillon a une chromatographie d’exclusion stérique et les différentes fractions collectées ont
ensuite été fractionnées sur un gel de protéines dénaturant (Figure 104). De maniére surprenante,
nous avons alors observé la présence non pas d’un, mais de deux complexes distincts,
correspondant d’une part aux domaines 256-595 de Dicer et 262-366 de TRBP et d’autre part aux
domaines 262-366 de TRBP et 133-255 de RPAP3. Nous avons également voulu vérifier si un
résultat identique était retrouvé entre le domaine 256-595 de Dicer et les protéines TRBP et RPAP3
entieres. Malheureusement, il semble que la proté¢ine TRBP se dégrade en un fragment de taille
comparable avec la taille apparente du domaine de Dicer, ce qui rend l’interprétation de ces

expériences impossibles.
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Figure 100: Le domaine 256-595 de Dicer et la protéine TRBP forment un complexe stable in vivo.

Un test d’interaction double-hybride chez la levure S. cerevisiae a été réalisé entre la protéine TRBP enticre
et le domaine 256-595 de Dicer. Un témoin positif a également été réalisé entre les protéines TRBP et Dicer
entiéres. La stabilité du complexe in vivo est vérifiée par 1'utilisation de 3-AT a différentes concentrations
(de 5230 mM).

Ces résultats montrent que le domaine 256-595 de Dicer est suffisant pour interagir avec la protéine TRBP in
Vivo.
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Figure 101 : Les domaines 256-595 de Dicer et 262-366 TRBP forment un complexe stable in vivo.

Un test d’interaction double-hybride chez la levure S. cerevisiae a été réalisé entre la protéine TRBP entiére
et le domaine 256-595 de Dicer. Un témoin positif a également été réalisé entre le domaine 262-366 de
TRBP et la protéine Dicer enti¢re. La stabilit¢ du complexe in vivo est vérifiée par 'utilisation de 3-AT a
différentes concentrations (de 5 a 30 mM).

Les résultats obtenus pour le témoin positif ne sont malheureusement pas exploitables puisque la protéine
Dicer semble capable d’activer la transcription du gene HIS3 lorsqu’elle est fusionnée au domaine de
fixation a ’ADN de Gal4 (vecteur pAS2). Toutefois, ils confirment que le domaine 256-595 de Dicer est
suffisant pour interagir avec le domaine 262-366 de TRBP in vivo.
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Figure 102: Témoins négatifs (a gauche) et positifs (a droite) de co-expression pour le domaine 256-595
de Dicer.

Les expériences de co-expression ont ét¢ réalisées a partir de bactéries E. coli BL21 pRAR?2 transformées par
le vecteur pnYKGW-Dicer 256-595 (témoins négatifs) ou par les vecteurs pnEA3ch-TRBP 262-366 et
pnYKGW-Dicer 256-595 (témoins positifs).

La purification du complexe ou du domaine de Dicer a été réalisée sur une résine TALON™ qui permet de
retenir spécifiquement la protéine TRBP 262-366 qui porte une étiquette 6-histidines.

Des aliquotes prélevées a différentes étapes de la purification sont ensuite fractionnées sur un gel de
protéines dénaturant.

Ces gels montrent d’une part que le domaine 256-595 de Dicer peut étre exprimé dans les bactéries E. coli
BL21 pRAR?2 (piste So) et qu’elle est majoritairement soluble (piste SnSo) et d’autre part qu’elle interagit
directement et spécifiquement avec le domaine 262-366 de TRBP (piste F).

So: Extrait total (Sonicat).

SnSo : Surnageant de Sonication.
Co: Culot de Sonication.

F: Fraction fixée sur la résine.
MT : marqueur de taille (en kDa).
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Figure 103 : Résultats de la co-expression entre les domaines 256-595 de Dicer, 133-255 de RPAP3 et
262-366 de TRBP.

Les expériences de co-expression ont été réalisées a partir de bactéries E. coli BL21 pRAR?2 transformées
par les vecteurs pnYKGW-Dicer 256-595, pnCS-RPAP3 133-255 et pnEA3ch-TRBP 262-366.

La purification du complexe a été réalisée sur une résine TALON™ qui permet de retenir spécifiquement
la protéine TRBP 262-366 qui porte une étiquette 6-histidines.

Des aliquotes prélevées a différentes étapes de la purification sont ensuite fractionnées sur un gel de
protéines dénaturant.

Les résultats montrent que les domaines 256-595 de Dicer et 133-255 de RPAP3 co-purifient avec le
domaine 262-366 de TRBP, ce qui peut indiquer que ces trois domaines forment un complexe in vitro,
toutefois il est nécessaire de réaliser une chromatographie d’exclusion stérique pour le confirmer.

So: Extrait total (Sonicat).

SnSo : Surnageant de Sonication.
Co: Culot de Sonication.

F: Fraction fixée sur la résine.
MT : marqueur de taille (en kDa).
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Figure 104: Les domaines 262-366 de TRBP, 133-255 de RPAP3 et 256-595 de Dicer ne forment pas de
complexe a trois in vitro.

Aprés purification, le complexe est concentré puis injecté sur une colonne s200 préalablement équilibrée
dans du tampon de purification (voir Matériel et Méthodes). Les complexes protéiques sont ensuite élués a
une vitesse d’un millilitre par minute et des fractions de 2 ml sont collectées. Une aliquote de 10 pl de
chaque fraction est ensuite fractionnée sur un gel de protéines dénaturant.

Le chromatogramme montre que la solution injectée contient deux types de complexe, un premier entre les
domaines 262-366 de TRBP et 256-595 de Dicer (volume d’élution d’environ 76 ml) et un second entre les
domaines 262-366 de TRBP et 133-255 de RPAP3 (volume d’élution d’environ 94 ml).

Fr : Fraction
NI : Non Injecté
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Toutefois, ces résultats et ceux obtenus suite aux expériences réalisées sur les différents variants de
TRBP semblent valider notre hypothése selon laquelle I’interface d’interaction avec les protéines

Dicer et RPAP3 soit commune au niveau de TRBP.

C. RPAP3 n’interagit pas avec PACT
Comme décrit dans I’introduction, les protéines TRBP et PACT sont deux protéines paralogues qui
interagissent notamment avec la RNase Dicer. Tout comme TRBP, la protéine PACT est composée
de trois domaines DRBM et interagit avec Dicer par I'intermédiaire du troisiéme d’entre-eux. Lors
du crible double-hybride effectué au cours de mon stage de master 2, aucune interaction n’a été
visualisée entre les protéines RPAP3 et PACT, ce qui constituait une observation surprenante,
puisque les domaines DRBM3 de PACT et TRBP partagent pres de 53 % d’identité. De plus, un
alignement de séquence réalisé entre ces deux domaines DRBM3 montre que les résidus que nous
avons précédemment identifiés comme impliqués dans 1’interaction avec RPAP3, a 1’exception de
I’arginine 354, sont conserveés (Figure 105). Bien que TRBP et PACT interagissent toutes les deux
avec Dicer, la littérature montre qu’elles ne présentent toutefois pas les méme fonctions : en effet,
en présence de TRBP, la protéine Dicer va pouvoir cliver a la fois les pré-microARN et pré-siARN
alors qu’en présence de PACT, d’une part, seuls les pré-microARN seront maturés par Dicer (Lee et
al., 2013), et d’autre par des isomiRs peuvent étre générés (Wilson ef al., 2015). Nous avons donc
voulu confirmer que ces deux protéines avaient bien un comportement différent vis-a-vis de RPAP3,

ce qui nous pourrait nous éclairer/renseigner quant a la fonction du complexe TRBP/RPAP3.

Dans un premier temps, nous avons vérifié que les résultats de double-hybride n’étaient pas des
faux-négatifs. Pour cela, nous avons réalisé¢ de nouvelles expériences de co-expressions entre d’une
part les protéines PACT et RPAP3 entic¢res et d’autre part les domaines 133-255 de RPAP3 et le
domaine de 212-313 de PACT dont I’alignement avec TRBP montre qu’il correspond au domaine
262-366 de TRBP. Les co-expressions ont €té réalisées a partir de bactéries E. coli BL21 pRAR2
transformées par les vecteurs pnEA3ch-PACT (ou pnEA3ch-PACT 212-313) et pnCS-RPAP3 (ou
pnCS RPAP3 133-255). Comme précédemment décrit, la protéine codée par le vecteur pnEA3ch est
purifiée a I’aide de résine TALON™ et la présence de la seconde protéine est vérifiée sur gel de
protéines dénaturant. Un témoin positif a également été réalisé¢ entre les domaines 212-313 de

PACT (pnEA3ch) et 256-595 de Dicer (pnYKGW).
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Figure 105: Alignement de séquences entre les domaines DRBM3 de TRBP (262-366) et de PACT (212-
313).

L’alignement réalisé entre les troisiémes domaines DRBM des protéines TRBP et PACT montre qu’ils sont
fortement conservés (53 % d’identité), notamment au niveau des brins 8. De plus, les résidus impliqués dans
I’interaction du domaine 262-366 de TRBP avec le domaine 133-255 de RPAP3 sont également conservés
(en bleu), a I’exception notable de I’arginine 354 (en brun). Il semble ainsi difficile d’expliquer 1’absence
d’interaction observée entre les protéines RPAP3 et PACT sur la base de ces séquences.
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Les résultats de co-expression (Figure 106) montrent clairement que la protéine PACT est
incapable d’interagir directement avec la protéine RPAP3, que ce soit avec la protéine entiére
(Figure 106A) ou avec le domaine 133-255 (Figure 106B). 11 est toutefois possible que ce résultat
soit li¢ a un défaut de repliement de la protéine PACT qui ne se replie pas correctement in vitro. En
effet, il semble qu’une quantité importante de la protéine PACT produite ne soit pas soluble (Figure
106A et B, piste Co). Toutefois, un résultat identique est observé concernant 1’interaction entre les
domaines 212-313 de PACT et 133-255 de RPAP3 (Figure 106C), or notre témoin positif montre
clairement 1’existence d’une interaction directe entre les domaines 212-313 de PACT et 256-595 de
Dicer (Figure 106C). Ainsi, si un probléme de solubilité est possible concernant les résultats
obtenus avec la protéine PACT entiére, ce n’est pas le cas pour ceux obtenus avec le domaine 212-

313.

Ces expériences de co-expression confirment donc nos premiers résultats de double-hybride et
montrent que I’interaction entre les protéines RPAP3 et TRBP est extrémement spécifique. Nous
avons ensuite essay¢ d’identifier les raisons qui pourraient expliquer I’absence d’interaction entre
RPAP3 et PACT. Dans un premier temps, nous avons généré plusieurs variants du domaine 262-366
de TRBP en nous basant sur I’alignement de séquence réalis¢ avec PACT et sur nos précédents
résultats. Ces mutants ont été identifiés selon différents critéres. Ainsi, nous nous sommes
uniquement intéressé aux résidus non conservés entre les domaines 262-366 de TRBP et 212-313 de
PACT et situés soit sur le feuillet B, soit sur I’hélice a.. Pour chacun de ces résidus, nous nous
sommes ensuite assurés, a I’aide de la structure du domaine 289-363 TRBP, que la chaine latérale
était bien exposée au solvant et non, par exemple, vers une autre partiec du domaine de TRBP.
L’alignement de séquence montre que les principales différences entre les domaines DRBM3 de
TRBP et de PACT se situeraient au niveau des extrémités N-terminales des deux hélices a, or la
structure du domaine de TRBP montre que les chaines latérales de ces résidus sont dirigées vers le
feuillet B et ne seraient donc pas accessibles. Les résidus des brins B sont également trés conservés.
Ainsi, il semble que les rares résidus répondant a nos critéres soient principalement situés au niveau
des boucles situées entre les brins B, a I’exception du résidu N354 dont nous savons qu’il est
nécessaire a 1’interaction avec RPAP3. Nous avons ainsi sélectionné les acides aminés L.319, A334
et R354 de TRBP (Figure 107). Ces résidus correspondent respectivement aux acides aminés A266,
1281 et N301 de PACT.

212



Résultats et Discussion

A/ (@) B/ O O
2 L&
@ PSP« P LS LS
' g |
o 40 oo J-J.“ —:'_“__ Dicer
70 W8 < RPAPS PACT —> 35 Wea ™= W Sy = 256-595
" a pd
5 9 5 E
. RPAP3 15 8 ot
40 5 2 i PACT
- <—PACT 133-255 -l s ~

35 P - . 212-313

PACT  pACT 212-313

RPAP3  Djcer 256-595

133-255
C/
@@@0
U -
L_- _—d
15
RPAP3 133-255—3> :
PACT 212-313—> Wi .

Figure 106: La protéine PACT n’interagit pas avec RPAP3.

Des expériences de co-expression ont été€ réalisées entre d’une part la protéine PACT (entiére ou le domaine
DRBM3 212-313) et la protéine RPAP3 (entiére ou le domaine 133-255). Un témoin positif entre le
domaine 212-313 de PACT et le domaine 256-595 de Dicer a également été réalisé.

Les co-expressions ont été réalisées dans les mémes conditions qu’avec TRBP, en présence de 300 mM de
NaCl et en étiquetant la protéine (ou le fragment) de PACT

Bien que la protéine PACT (ou le domaine 212-313) soit effectivement retenue sur la résine TALON™
(piste F des différents gels), aucune interaction n’est visible avec les autres protéines/domaines, a
I’exception du domaine 256-595 de Dicer (piste F, gel B).
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Figure 107: Variants du domaine 293-366 de TRBP sélectionnés pour étudier ’absence
d’interaction entre PACT et RPAP3 (code PDB : 4WYQ).

Les résidus de TRBP les moins conservés entre les domaines DRBM3 de TRBP et de PACT
et potentiellement impliqués dans des interactions, ont été sélectionnés puis mutés afin de
correspondre aux acides aminés présents au niveau de PACT.

Ainsi, les acides aminés de TRBP L319, A334 et R354 ont été respectivement mutés en
alanine, isoleucine et asparagine.
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Nous les avons alors mutés respectivement en alanine, isoleucine et asparagine, afin de vérifier si
les différences observées au niveau de ces acides aminés étaient suffisantes pour expliquer
I’absence d’interaction entre PACT et RPAP3. Un triple variant L319A/A334I/R354N a également
été geénéré. Enfin nous avons réalis€ D’expérience inverse en réalisant la triple mutations
A266L/1281A/N301R au niveau du domaine 212-313 de PACT, afin de vérifier si un changement
au niveau de ces résidus permettrait I’interaction de ce domaine de PACT avec le domaine 133-255
de RPAP3. Les différents variants de TRBP ou de PACT ont ensuite été co-exprimés avec le
domaine 133-255 de RPAP3 dans des bactéries E. coli BL21 pRAR2 puis purifiés sur une résine
TALON™. Un témoin positif d’interaction a également été réalisé entre les domaines non mutés de

TRBP et de RPAP3.

Malheureusement, aucune de ces expériences ne s’est révélée concluante. Ainsi, les différentes
mutations ponctuelles réalisées n’ont pas été suffisantes pour empécher la formation du complexe
entre les domaines de TRBP et de RPAP3 (Figure 108), y compris la mutation de 1’arginine 354 en
asparagine. Les mutations compensatoires réalisées au niveau du domaine 212-313 de PACT n’ont
pas non plus eu d’effet (Figure 109), alors que la triple mutation du domaine de TRBP semble
surtout avoir pour conséquence de modifier la structure du domaine de TRBP qui n’est alors plus

retenu sur la résine.

Bien que nous n’ayons pas réussi a identifier les causes de I’absence d’interaction entre PACT et
RPAP3 a l’aide de ces variants, nous pouvons tout de méme tirer quelques informations de ces
expériences. Ainsi, il est intéressant de noter que la triple mutation du domaine de TRBP ait eu a
priori un impact drastique sur le repliement de la protéine, alors que cela ne semble pas étre le cas
pour PACT. Il n’est donc pas impossible que les autres différences observées entre ces deux
domaines aient plus d’importance que prévu. Ainsi, il est possible que la présence de résidus non
conservés au niveau des extrémités N-terminales des deux hélices a ait pour conséquence de
modifier légerement le repliement du domaine, ce qui pourrait alors avoir une influence sur la
fonction de PACT. Etant donné que le domaine 212-313 de PACT semble pouvoir étre produit en
quantit¢ importante, nous avons ensuite voulu vérifier cette hypothése en résolvant la structure
tridimensionnelle de ce domaine par RMN. Un échantillon marqué "N a alors été produit et purifié

puis une HSQC ""N-"H a été réalisée par le Dr Quinternet.
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Figure 108 : Résultats des co-expressions réalisées sur les mutants L319A, A3341 et R354N du
domaine DRBM3 de TRBP.

Les co-expressions ont été réalisées en présence de 300 mM de NaCl et avec le domaine 262-366 de TRBP
fusionné a une étiquette 6-histidines.

Quelles que soit les mutations réalisées, le complexe entre les domaines de RPAP3 et de TRBP est toujours
présent (piste F), ce qui indique que ces résidus ne sont pas impliqués dans I’interaction et donc qu’ils ne
sont pas un élément déterminant qui pourrait expliquer 1’absence d’interaction entre PACT et RPAP3.
Toutefois, il semble que pour le mutant R354N, la steechiométrie entre les deux protéines ne soit plus
respectée, ce qui pourrait suggérer qu’en présence de ce variant, I’interaction est plus labile/instable.
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Figure 109: Résultats des co-expressions réalisées sur les triples variants L319A/A3341/R354N du
domaine 262-366 de TRBP et A226L./1281A/N301R du domaine 212-313 de PACT.

Les co-expressions ont été réalisées en présence de 300 mM de NaCl et avec le domaine 262-366 de
TRBP ou 212-313 de PACT fusionné a une étiquette 6-histidines.

La triple mutation réalisée au niveau de TRBP semble avoir un effet important sur son repliement, sa
stabilité ou sa solubilité puisque la protéine n’est plus produite.

A Dinverse, la triple mutation compensatoire de PACT n’est toujours pas suffisante pour permettre son
interaction avec le domaine 133-255 de RPAP3
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De maniére intéressante, le spectre HSQC a révél¢é la présence de pres de 200 pics alors que seule
une centaine était attendue, pour ce domaine d’environ 100 résidus, ce qui suggére que le domaine
212-313 de PACT pourrait former un homodimere. Un échantillon a alors été fourni pour une
analyse par spectrométrie de masse native réalisée par le Dr Hortense Mazon, qui a permis de
confirmer cette hypothése. Ainsi, en solution, le domaine 212-313 de PACT est majoritairement
(entre 80 et 90%) présent sous forme d’homodimere, ce qui pourrait expliquer pourquoi la protéine
PACT ne forme pas de complexe avec la protéine RPAP3 contrairement a TRBP. Cette hypothese
est appuyée par plusieurs €tudes qui ont montré que bien que les protéines TRBP et PACT puissent
former des homo- et hétérodimeéres, elles ne le font pas par I’intermédiaire des mémes domaines
(Laraki et al., 2008). Ainsi, la protéine PACT peut former des homodimeéres et hétérodimeres (avec
TRBP notamment) par I’intermédiaire de ses trois domaines DRBM, contrairement a la protéine
TRBP dont I’homodimérisation se fait par I’intermédiaire de ses deux premiers domaines DRBM
(Figure 110). Cette différence de disponibilité du dernier domaine DRBM pourrait alors expliquer
I’absence d’interaction entre PACT et RPAP3.

D. Conclusion
Nos précédentes études structurales et biochimiques nous ont permis d’émettre plusieurs hypothéses
concernant I’impact de la formation du complexe entre les protéines TRBP et RPAP3 sur les
réseaux d’interaction respectifs de ces deux protéines, notamment avec les protéines Dicer et
HSP90. Ainsi, la localisation probable de I’interface d’interaction entre les protéines TRBP et
RPAP3 suggérait I’existence de contraintes stériques suffisantes pour empécher la formation d’un
complexe RPAP3/TRBP/Dicer, contrairement a I’interaction entre les protéines HSP90 et RPAP3.
Grace a la réalisation d’expériences de co-expression et de titrage RMN, nous avons pu confirmer
ces 2 hypotheses. Ainsi, nous avons montré que I’interaction entre HSP90 et le TPR 133-255 était
toujours possible une fois le complexe avec TRBP formé, alors que I’interaction entre Dicer et
TRBP n’est pas possible lorsque TRBP est 1i¢ a RPAP3. De plus, nous avons confirmé que malgré
I’existence d’une trés forte conservation entre les domaines DRBM3 de TRBP et de PACT, cette
derniére n’interagissait pas avec RPAP3. Bien que nous n’ayons pas identifi¢ avec précision les
¢léments structuraux qui pourraient expliquer I’absence d’interaction entre PACT et RPAP3, nous

avons observé la formation d’un homodimeére qui pourrait I’empécher.
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Figure 110: Bilan des interactions entre PACT et TRBP (d’apres Laraki et al., 2008).

La littérature montre que les protéines PACT et TRBP peuvent former des homo et hétérodimeres. La
protéine PACT forme un homodimeére par I’intermédiaire de ses trois domaines DRBM alors que seuls
les deux premiers domaines DRBM sont impliqués pour TRBP, ce qui indique que malgré 1’existence
d’une tres forte homologie entre les domaines DRBM3 de TRBP et de PACT, il existe de légéeres
différences fonctionnelles et structurales
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De plus, la littérature indique que contrairement a TRBP, le domaine DRBM3 de PACT participe a
I’homodimérisation de cette derniére. Si la protéine Dicer a semble-t-il une affinité suffisante pour
PACT pour rompre 1’homodimere, il semble donc que cela ne soit pas le cas de RPAP3. Nous

n’avons toutefois pas ét¢ en mesure d’en identifier les raisons.

La littérature nous apprend également que la protéine RPAP3 n’interagit pas seulement avec la
protéine HSP90 au niveau de son domaine TPR n°1 mais également au niveau du domaine TPR n°2
(Pal et al., 2014), ainsi qu’avec la protéine PIH1D1 au niveau d’un domaine situé¢ apres le TPR n°2
(Yoshida et al., 2013). Nous avons essay¢ de vérifier si un complexe a trois TRBP/RPAP3/PIH1DI1
pouvait exister en réalisant de nouvelles expériences de co-expression, malheureusement, nous
n’avons pas obtenu de résultats exploitables. En effet, non seulement la protéine PIH1D1 interagit
de maniére non-spécifique avec la résine TALON™, mais elle s’est également montrée instable et
sensible a la dégradation. De plus, nous nous sommes rendu compte a posteriori que nos
expériences avaient été réalisées avec 1’isoforme II de RPAP3. Or, les données actuelles de la
littérature indiquent que seule 1’isoforme I de RPAP3 interagit avec la protéine PIHID1. En effet, au
sein de I’isoforme II, le domaine d’interaction entre RPAP3 et PIH1D1 n’est pas présent suite a un
événement d’épissage alternatif (Yoshida et al., 2013). Toutefois, la présence d’'un domaine TPR
entre les sites d’interaction de RPAP3 pour TRBP et PIHIDI1 suggere fortement la possibilité de
formation d’un complexe entre les protéines TRBP, RPAP3 et PIH1DI1. Il serait toutefois intéressant

de renouveler ces expériences avec 1’isoforme I de RPAP3.

Nos travaux ont ainsi permis de mettre a jour les réseaux d’interaction des protéines RPAP3 et
TRBP (Figure 111), ce qui nous permet d’émettre plusieurs hypothéses concernant les roles
physiologiques du complexe TRBP/RPAP3. En effet, ce n’est pas la premiere fois qu’une différence
fonctionnelle est observée entre les protéines PACT et TRBP. Ainsi, comme décrit dans
I’introduction, il a été montré que ces deux protéines avaient notamment un role différent lors de la
génération d’isomiRs par la protéine Dicer (Wilson et al., 2015). En effet, en ’absence de cofacteur
ou en présence de PACT, il a ét¢ montré que la protéine Dicer pouvait, pour certains pré-
microARN, générer des isomiRs, c’est-a-dire des microARN double-brins dont le site de coupure

par Dicer est décalé d’un nucléotide (Figure 112).
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Figure 111: Récapitulatif des réseaux d'interactions des protéines RPAP3 et TRBP suite a ce travail de
doctorat.

La littérature montre que la protéine RPAP3 interagit par 1’intermédiaire de ces deux domaines TPR avec
deux protéines HSP90 (Pal et al., 2014). Ses domaines N- et C-terminaux ne sont toutefois pas encore
caractérisés et au niveau de 1’isoforme I, un domaine d’interaction avec la protéine PIH1D1 est présent (Pal
et al., 2014). Nous avons montré¢ que le domaine TPR n°l, et uniquement lui, pouvait interagir avec le
domaine DRBM3 de TRBP, mais pas avec PACT, dont la présence sous forme de dimére pourrait expliquer
cette absence d’interaction. Enfin, nous avons montré que les complexes TRBP DRBM3 / RPAP3 TPR n°1 et
TRBP / Dicer étaient mutuellement exclusifs.
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Figure 112: Résultats tirés de Wilson er al., 2015 montrant la génération d'isomiRs par Dicer en

I'absence de TRBP.

Wilson et al ont montré qu’en ’absence de TRBP ou en présence de PACT, la RNase Dicer pouvait, dans
certains cas, générer un microARN double-brin dont le site de coupure est décalé d’un nucléotide, formant

alors un isomiR.
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Le changement du résidu présent au niveau des extrémités du microARN double-brin peut alors
modifier la séquence reconnue par le microARN au niveau des ARNm et donc ses cibles. De plus,
dans certains cas ce changement de résidu peut avoir un effet sur la sélection du brin guide et du
brin passager qui est en grande partie basée sur la stabilité thermodynamique des extrémités 5’ du
microARN double-brin. L’interaction entre RPAP3 et TRBP étant observée a la fois dans le
cytoplasme et dans le noyau, il est possible que I’une des fonctions du complexe TRBP/RPAP3 soit
de réguler la disponibilité de TRBP vis-a-vis de Dicer, régulant ainsi la génération d’isomiRs par
Dicer. Nous avons donc voulu tester cette hypothése. Pour cela, nous avons tenté de reproduire les
expériences de production d’isomiRs par Dicer publiées par Wilson et al., en présence ou non de la

protéine/RPAP3.

Cette hypothese sur le role du complexe TRBP/RPAP3 n’est pas la seule possible. Afin d’obtenir
une vision plus globale sur le role de ce complexe dans la biogenese des ARNnc, nous avons réalisé
des expériences d’ARN interférence avec des siARN dirigés contre les protéines RPAP3 ou TRBP
pour analyser I’effet de la perte d’expression de I’une ou 1’autre de ces protéines sur la maturation
de I’ensemble des ARNnc a 1’aide de puces a ARN. De plus, comme nous avons précédemment
identifi¢ certains des acides aminés de TRBP et de RPAP3 impliqués dans la formation du
complexe, il pourrait étre intéressant de les utiliser afin d’étudier I’effet spécifique de la perte
d’interaction entre les deux protéines sur la maturation des ARNnc. Mais pour cela, nous devons
nous assurer que ces mutations n’ont pas d’effet sur les autres partenaires potentiels de TRBP et de
RPAP3. Des expériences de co-expression avec ces différents partenaires et d’immunoprécipitation

ont ainsi été réalisées.

II. Caractérisation des variants de TRBP

Le domaine 262-366 de TRBP n’étant malheureusement pas stable sous sa forme libre, il nous est
impossible d’utiliser des techniques de biophysique de type DC (« Dichroisme Circulaire ») afin
d’analyser I’effet des différentes mutations sur le repliement de ce domaine. TRBP ayant comme
principal partenaire la protéine Dicer, nous avons décidé de réaliser des expériences de co-
expression entre les domaines 262-366 de TRBP, sauvage ou muté, et 256-595 de Dicer. Ainsi, la
visualisation d’une interaction nous indiquera non seulement que le repliement du domaine de
TRBP n’a pas a priori été fortement modifié par la mutation, mais également que la mutation n’a

pas d’effet sur I’interaction de TRBP avec Dicer. Dans un tel cas, il serait alors envisageable
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d’utiliser cette construction pour tester in vivo 1’effet de la perte d’interaction entre RPAP3 et TRBP
tout en ayant 1’assurance d’avoir limité a minima les effets que pourrait induire la mutation en

dehors du complexe TRBP/RPAP3.

Deux mutations de TRBP, E328A et R354E, ont été sélectionnées sur les 5 précédemment
identifiées. La premiere est localisée au niveau du feuillet f du domaine 262-366 de TRBP, la
seconde au niveau de son hélice a.. Toutes les deux sont suffisantes pour empécher I’interaction de
TRBP avec RPAP3, mais nous avons voulu vérifier qu’elles n’empéchaient pas ’interaction de
TRBP avec Dicer. Nous avons ainsi réalisé des co-expressions entre d’une part le domaine 262-366
de TRBP E328A et le domaine 256-595 de Dicer (Figure 113) et entre les domaines 262-366 de
TRBP sauvage (WT) ou R354E, 133-255 de RPAP3 et 256-595 de Dicer (Figure 114). Les résultats
montrent qu’aucune de ces mutations n’est suffisante pour empécher I’interaction du domaine 262-
366 de TRBP avec le domaine 256-595 de Dicer in vitro, ce qui suggere fortement que le repliement

du domaine 262-366 de TRBP n’est pas affecté par ’'une ou I’autre de ces mutations.

Nous avons €galement souhaité valider ces mutations in vivo. Pour cela, la protéine V5-TRBP
sauvage ou portant la mutation E328A a été exprimée de manicre transitoire dans des cellules HEK,
puis des immunoprécipitations ont été réalisées a I’aide d’un anticorps dirigé contre 1’étiquette V5.
Ainsi, nous avons confirmé par western-blot que la mutation empéchait bien I’interaction entre
TRBP et RPAP3 in vivo (Figure 115). En revanche, nous n’avons pas été en mesure de visualiser
I’association in vivo de TRBP (sauvage ou mutée) avec Dicer. Cette derniére n’étant pas non plus
visible au niveau du témoin d’expression interne (« input»), nous prévoyons de les renouveler
prochainement. Ces expériences seront ¢galement prochainement réalisées sur le second variant

sélectionné, R354E.

Ces premiers résultats sont toutefois encourageants et jusque-la maintenant nos données in vivo
confirment nos résultats in vitro. Ces variants vont donc étre prochainement utilisés pour étudier
I’effet de I’absence d’interaction entre TRBP et RPAP3 sur la maturation des ARNnc. Pour cela, les
protéines TRBP E328A ou R354E seront exprimées transitoirement dans des cellules HEK pendant
72h, puis les ARN totaux de ces cellules seront extraits et enfin s€quencés et/ou analysés sur des

micropuces a ARN.
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Figure 113: La mutation E328A de TRBP n’affecte pas ’interaction entre les domaines 262-366 de
TRBP et 256-595 de Dicer.

La co-expression du domaine 262-366 de TRBP, dont le résidu E328 a été muté, avec le domaine 256-595
de Dicer a été effectuée de la méme maniére que précédemment décrit.

Bien qu’une quantité importante du domaine de Dicer ne soit pas soluble (piste Co), I’expérience permet de
conclure que la mutation E328A n’empéche pas l’interaction entre ces deux domaines, ce qui suggere
également que cette mutation n’a pas d’effet significatif sur le repliement du domaine 262-366 de TRBP.
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Figure 114: La mutation R354A de TRBP n’affecte que I’interaction entre les domaines de TRBP et de
RPAP3.

La co-expression du domaine 262-366 de TRBP, dont le résidu R354 a été muté, avec le domaine 256-595 de
Dicer et 133-255 de RPAP3 a été effectuée de la méme maniére que précédemment décrit.

L’expérience permet d’une part de conclure que la mutation R354A de TRBP n’empéche pas I’interaction
entre TRBP et Dicer, et d’autre part confirme que I’interaction entre TRBP et RPAP3 est bien perdue en
présence de cette mutation.
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Figure 115: In vivo, 1a mutation E328A de TRBP empéche son association avec RPAP3

Aprés transfection, les cellules HEK sont lysées et la protéine VS5-TRBP WT ou E328A est
immunoprécipitée a I’aide d’un anticorps dirigé contre I’étiquette V5. Un western-blot est alors réalisé afin
de vérifier d’une part que la protéine V5-TRBP a bien été immunoprécipitée (a 1’aide d’un anticorps dirigé
contre TRBP) et d’autre part que la protéine RPAP3 n’interagit plus avec TRBP lorsque le résidu E328 est
muté.

Des contrdles sont réalisés afin de vérifier d’une part que les protéines sont bien exprimées et détectées dans
les cellules HEK et d’autre part que la protéine RPAP3 n’interagit pas de maniere non spécifique avec les
billes magnétiques protéine-G.

Les résultats montrent qu’en présence de la mutation E328A, la protéine V5-TRBP n’interagit plus avec
RPAP3.
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Afin d’¢éliminer les effets potentiellement causés par la perte d’interaction de TRBP avec d’autres
facteurs que Dicer, une expérience symétrique sera €galement réalisée avec la protéine RPAP3
mutée au niveau de son acide aspartique 161. Ainsi, seuls les effets retrouvés dans ces deux

expériences seront analyseés.

III. Réle dans la génération d’isomiR ?
A. Production et purification du pré-microARN 30E

Comme discuté précédemment, I’une de nos hypothéses sur le role de I’interaction entre TRBP et
RPAP3 pourrait correspondre a un effet indirect de régulation de 1’activit¢ de Dicer, via la
séquestration de TRBP, pouvant conduire a la formation d’isomiR. Pour tester cette hypothése, nous
avons souhaité reproduire les expériences de Wilson ef al. qui montrent la production in vitro d’un
isomiR issu du pré-miR NN. Bri¢vement, le principe du test consiste a cliver le pré-microARN par
Dicer en présence ou non de I’un de ses cofacteurs, tel que TRBP. Dans notre cas, nous avons voulu
réaliser I’expérience en présence des protéines TRBP et RPAP3. Cette expérience nécessitait donc
d’une part de produire et purifier le pré-microARN, mais également les protéines Dicer, TRBP et
RPAP3. De plus, puisque le but de I’expérience est de détecter un décalage au niveau du site de
coupure du pré-microARN, celui-ci doit étre, a I’issue de sa transcription, strictement uniforme pour
permettre la détection précise des isomiR. Pour cela, nous avons choisi d’une part de travailler sur
le pré-microARN 30E, soit le méme que Wilson ef al., et d’autre part de le purifier tel que décrit
dans la publication, en s’appuyant sur 1’utilisation de deux ribozymes. En effet, généralement, la
transcription in vitro d’un ARN nécessite 1’ajout en 5’ de séquences qui vont améliorer I’efficacité
de la transcription. De plus, la transcription ne s’arréte généralement pas au niveau d’un nucléotide
précis. L’utilisation de deux ribozymes, 1’'un en 5’ et ’autre en 3’ du pré-microARN, doit ainsi
permettre une maturation précise des extrémités 5’ et 3’ du pré-microARN 30E. L’ADN codant le
pré-microARN a donc été cloné dans un vecteur de transcription bordé respectivement en 5’ et en 3’
par les séquences des ribozymes HammerHead (HH) et HDV (Figure 116A). Une fois transcrit,
I’ARN marqué est chauffé puis refroidi plusieurs fois dans un thermocycleur, en présence d’une
forte concentration en magnésium (40 mM), dans le but de permettre aux ribozymes de se replier
correctement et donc de cliver I’ARN aux sites choisis au niveau des extrémités 5’ et 3’ du pré-

microARN 30E.
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Figure 116: Production in vitro du pré-microARN 30E a partir d’un précurseur ARN clivé en
5’ et en 3’ respectivement par les ribozymes HammerHead (HH) et HDV.

A/ Représentation des différents fragments d’ARN pouvant étre obtenus a partir d’un ARN transcrit
contenant 2 ribozymes.

B/ Image du gel dénaturant d’acrylamide-urée 8M sur lequel a été fractionnée une partie de du pré-
microARN 30E produit in vitro.

L’utilisation de ribozymes permet de cliver I’ARN transcrit (forme 1) au niveau de sites précisément
définis, soit respectivement au niveau des extrémités 5° et 3’ du pré-microARN 30E par les
ribozymes HammerHead (HH) et HDV.

Ces différentes étapes de clivage n’étant pas efficaces a 100 %, 5 formes, en plus de I’ARN
précurseur, peuvent étre présentes en solution, en fonction du/des ribozyme(s) actif(s). Ainsi, si seul
I’HDV a clivé I’ARN transcrit, les formes 2 et 5 seront présentes ; pour I’HH, se seront les formes 3
et 4 qui seront observées. Enfin, seule la forme 6 correspond au pré-microARN 30E mature, clivé a
ses extrémités par les deux ribozymes.

Ces formes ont des tailles différentes et peuvent donc étre isolées sur un gel dénaturant acrylamide-
urée.

150-100-90-80-70-60 : Taille du marqueur de taille ARN, en bases.
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Toutefois, I’efficacité de coupure des ribozymes n’est pas de 100 %. Apres fractionnement sur gel
d’acrylamide-urée, jusqu’a 6 bandes de taille différentes sont observées (Figure 116A et B),
correspondant aux différents intermédiaires pouvant étre générés suite aux coupures du transcrit par
I’un, ’autre ou les deux ribozymes. La bande d’intérét est alors identifiée par sa taille (forme 6 sur

la Figure 116A et B).

Une fois la production du pré-microARN au point, I’expérience a été reproduite sur un transcrit non
radiomarqué. La bande correspondant au pré-microARN a alors été découpée, purifiée et
déphosphorylée, avant d’étre marquée au niveau de son extrémité 5’ puis incubée avec les protéines

Dicer, TRBP et/ou RPAP3.

B. Production et purification des protéines TRBP, Dicer et RPAP3 entiére
Afin de tester la production d’isomiR a partir du pré-microARN 30E, il était donc également
nécessaire de produire et de purifier les protéines Dicer, TRBP et RPAP3. Pour cela, nous avons
utilisé deux stratégies : la production en systeéme bactérien ou [’utilisation d’un baculovirus. En
effet, de nombreux tests d’expression ont montré que seules TRBP et RPAP3 étaient exprimées de
fagon satisfaisante en systéme bactérien, et que, apres les premiers tests de purification, TRBP
n’était pas stable une fois purifiée. Nous avons donc opté pour une production via I’infection de
cellules d’insecte Sf9 par un baculovirus recombinant pour produire les protéines Dicer et TRBP.
RPAP3 a quant a elle pu étre produite de maniere « classique », a partir de 51 de culture d’E. coli
BL21, puis purifiée sur une colonne de nickel par HPLC avant une derni¢re étape de

chromatographie d’exclusion stérique (voir « Matériel et Méthodes »).

Pour Dicer et TRBP, la production et la purification furent nettement plus complexes. En effet, la
technique de production par baculovirus étant nouvelle au laboratoire, il a fallu réaliser de multiples
mises au point, que ce soit au niveau de la production du baculovirus, que de la purification elle-

méme.

1. Production et purification de la protéine TRBP
Pour TRBP, le protocole suivant a pu étre utilis¢ avec succeés. Tout d’abord, un baculovirus
recombinant a été obtenu par co-transfection de cellules d’insecte Sf9 avec un bacmide linéaire et

un vecteur pACS8 portant la séquence codant TRBP fusionnée a une étiquette 6-histidines. Le virus
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recombinant a ensuite €t¢ amplifi¢ dans des boites T175 avant I’infection des cellules d’insecte
(voir « Matériel et Méthodes »). D’autres mises au point ont ensuite été nécessaires pour purifier la
protéine, notamment pour les étapes de lyse cellulaire et de fixation. En effet, pour les premiers
essais de purification, nous avons utilis¢ le méme protocole que pour une production bactérienne,
avec notamment une €tape de lyse cellulaire par sonication, suivie d’une purification par HPLC.
Malheureusement, ce protocole s’est avéré inadapté pour les cellules Sf9, notamment [’utilisation
d’ultrasons qui a eu pour conséquence la dégradation de TRBP, ainsi qu’une trop grande viscosité
du lysat, incompatible avec ’HPLC. Ces points ont pu étre améliorés avec succes par 1’utilisation,
dans un second temps, d’un homogénéisateur de Dounce, permettant une lyse plus « douce » des
cellules, et d’un tampon riche en glycérol (5%) afin de protéger les protéines lors de la lyse. Enfin,

TRBP a été purifiée sur de la résine TALON™ et non en HPLC.

2. Production et purification de la protéine Dicer
Une fois le protocole mis au point pour TRBP, nous 1’avons utilis€ pour produire Dicer,
malheureusement sans succes, la protéine ne s’exprimant pas sous forme soluble. Afin d’améliorer
sa solubilité, nous avons modifié le vecteur pACS8 afin d’y ajouter une étiquette MBP, comme pour
le vecteur utilisé par Wilson et al. Pour cela, nous avons inséré par recombinaison homologue la
séquence codant la protéine MBP (« Maltose Binding Protein ») au sein du vecteur pACS, en aval
de I’étiquette 6-histidines mais en amont de la séquence codant le site de coupure a la PreScission,
cette séquence ayant été amplifiée par PCR a partir d’un vecteur généreusement fourni par le Dr
Benjamin Chagot. L’ utilisation de ce vecteur a permis de produire la protéine Dicer mais avec un
rendement extrémement faible. Notre protocole a alors ét¢ adapté une dernicre fois a partir du
protocole publié par De et MacRae en 2011 pour la production et la purification des protéines Dicer,
TRBP et AGO2. Ce protocole différe du ndtre sur 2 principaux points, au niveau de 1’amplification
du virus et au niveau de I’infection des cellules Sf9. Ainsi, le virus est amplifié¢ non pas 1 fois mais
3 fois, en plaques 6 puits (au lieu des flasques T175). Enfin, un volume plus faible de virus est
utilisé pour infecter les cellules. Combinées, ces modifications nous ont permis de produire puis de
purifier Dicer. Toutefois, les quantités restent assez faibles et bien qu’elles soient suffisantes pour
réaliser des tests de production d’isomiR, elles ne le sont pas pour espérer réaliser une étape de

purification supplémentaire par chromatographie d’exclusion stérique.
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C. Expérience de production d’isomiR in vitro
Une fois le pré-microARN 30E, les protéines Dicer, TRBP et RPAP3 produits et purifiés, plusieurs
expériences de clivage du pré-microARN par la RNase Dicer ont été réalisées. Ainsi, un témoin
positif de maturation du pré-microARN en microARN a été réalisé en incubant le pré-microARN
30E marqué avec les protéines Dicer et TRBP (ratio 1:1). Un témoin positif de génération d’isomiR
a également été réalisé en incubant le pré-microARN uniquement avec Dicer (Wilson et al., 2015).
Pour finir, différents tests ont été réalisés en incubant avec le pré-microARN les protéines Dicer,
TRBP et RPAP3 (ratio 1:1:1, 1:1:2 et 1:1:10, respectivement). L’utilisation de RPAP3 a différentes
concentrations devrait permettre d’augmenter la génération d’isomiR par Dicer en séquestrant
TRBP. L’ensemble des produits de ces expériences, ainsi qu’une aliquote du pré-microARN 30E
servant de témoin interne ont alors été fractionnés sur un gel dénaturant acrylamide-urée puis

visualisés a I’aide d’un phosphimager.

L’ensemble de nos essais se sont révélés infructueux. En effet, nous n’avons pas été capables de
générer/d’observer d’isomiR. Toutefois, aucun de nos témoins n’a pu étre validé, que se soit pour la
maturation du pré-microARN 30E en microARN, que pour la génération d’isomiR par Dicer. Ainsi,
seules des bandes de tres forte intensité mais de tailles inférieures a 10 nt ont pu étre visualisées sur
le gel, y compris pour le témoin interne, ce qui traduit un probléme de dégradation non spécifique
de I’ARN. Cette dégradation pourrait s’expliquer par la présence de RNase dans les échantillons
utilisés apres les étapes de purification du pré-microARN, ou encore par la dégradation de I’ARN
suite aux différents traitements réalisés pour le purifier et le marquer. Plusieurs tests seront
nécessaires pour identifier 1’origine du probléme et améliorer le protocole pour réaliser a nouveau

cette expérience.

Bien que ces expériences ne nous aient pas permis de tester notre hypothése sur le controle de la
production d’isomiR suite a la formation d’un complexe entre TRBP et RPAP3, elles nous ont
permis de réaliser les premiéres mises au point nécessaires a la production et a la purification des
protéines Dicer, TRBP et RPAP3. Il devrait étre possible, en modifiant légérement les protocoles
utilisés, d’obtenir ces différentes protéines en quantité et qualité compatibles avec des études
biochimiques et structurales. Notamment, il pourrait étre intéressant de réaliser des expériences
d’ITC (« Isothermal Titration Calorimetry ») entre ces différentes protéines afin d’obtenir les

constantes de dissociation des différents complexes (Dicer/TRBP et TRBP/RPAP3), ce qui
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permettrait, entre autre, de valider ou non la possibilit¢ pour RPAP3 de déplacer 1’équilibre du
complexe Dicer/TRBP vers un complexe TRBP/PAP3 (dans le cas ou la constante de dissociation
du complexe TRBP/RPAP3 serait plus faible que celle du complexe Dicer/TRBP). Enfin, des tests
de cristallisation entre les protéines TRBP et RPAP3 pourraient étre envisagés. Afin d’améliorer les
protocoles de purification, plusieurs pistes sont envisageables. Ainsi, il faudrait probablement
ajouter des étapes de purification supplémentaires pour RPAP3. Concernant Dicer, une piste
d’amélioration possible serait de la produire simultanément TRBP en infectant les cellules Sf9 par
les deux baculovirus, afin de favoriser la stabilisation de Dicer par la formation d’un complexe

Dicer/TRBP.

IV. Role dans la biogenése d’ARNnc ?

En complément de nos expériences avec les variants E328A et R354E de TRBP et D161 de RPAP3,
nous avons souhaité analyser de maniére plus globale les effets liés a ’absence de TRBP ou de
RPAP3 sur la maturation de I’ensemble des ARNnc. Pour cela, nous avons utilisé des siARN dirigés
contre I’une ou ’autre de ces protéines puis extrait les ARN qui ont alors été analysés sur des

micropuces a ARN par la plateforme du laboratoire luxembourgeois LIH dirigée par Laurent Vallar.

Pour RPAP3, nous avons utilisé avec succes un siARN commercial (On Target de ThermoFisher
Scientific) comprenant un mélange de 4 siARN différents. Comme indiqué dans la partie « Matériel
et Méthodes », un triplicat biologique de cellules HEK a été transfecté deux fois par ces siARN sur
une période de 96 h (transfection a JO et a J+48 h), puis les ARN totaux de ces cellules ont été
extraits et purifiés sur colonne avant d’étre envoyés au Luxembourg pour leur analyse. Un témoin
négatif a €té réalisé en transfectant le méme lot de cellule HEK par un siARN dirigé contre I’ARNm
codant la luciférase. Le niveau d’expression de RPAP3 aprés transfection a été vérifié par western
blot et quantifié par rapport a I’actine, qui sert de témoin interne, et par rapport au signal obtenu
pour le témoin luciférase. Les résultats indiquent que suite au traitement par les siARN, le taux
d’expression de RPAP3 est inhibé d’environ 87 % pour I’ensemble du triplicat biologique, avec un
écart-type de 6,4 %. Bien qu’une légere variation du taux d’expression de RPAP3 soit visible, nous

avons tout de méme envoyé ces ARN (5 pl a 100 ng/ul) pour analyse au LIH.

L’inhibition de I’expression de TRBP par des siARN fut plus difficile a mettre au point. En effet,

nos premiers essais effectués a 1’aide du méme type de kit que pour RPAP3 n’ont eu aucun effet sur
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I’expression de TRBP. Différentes conditions ont été testées, notamment en augmentant la quantité
de siARN utilisée, sans plus de succes. Nous avons alors opté pour ['utilisation de deux
oligonucléotides complémentaires synthétisés a fagon ciblant ’ARNm de TRBP, mais la encore les
résultats ne furent pas concluants. Ces différents échecs nous ont amené a suspecter un probléme au
niveau de I’anticorps utilisé¢ pour détecter TRBP. En regardant les différentes publications utilisant
le méme anticorps dirigé contre TRBP que nous utilisions, nous nous sommes apercu qu’il était bien
employé pour des expériences d’immunofluorescence (Gagnon et al., 2014), mais pas pour les
western-blot, qui dans la plupart des cas utilisent un anticorps non-commercial. Nous avons donc
vérifié I’effet de nos siARN par RT-qPCR en utilisant une gamme de dilution d’ADNc provenant de
cellules HEK transfectées par le siARN luciférase pour notre quantification relative. Les résultats de
qPCR ont confirmé notre hypothése puisque nous avons observé une diminution du taux d’ARNm
de TRBP d’un peu plus de 60 % pour les triplicats biologiques, avec toutefois un écart-type de 7 %.
De manicre intéressante, il semble que ce taux soit fortement réduit lorsque les cellules sont arrétées
aux alentours de 100 % de confluence. Le protocole de transfection a donc été modifié par rapport a

RPAP3 avec une incubation de seulement 52h, mais toujours avec deux transfections (JO et J+46 h).

Bien que le taux d’inhibition soit plus faible que pour RPAP3 et qu’il ne refléte non pas le taux de
protéine mais celui d’ARNm, les échantillons d’ARN totaux ont ¢été analysés au LIH.
Malheureusement, nous n’avons pas pu obtenir de résultats intéressant pour ces différents
échantillons (siTRBP, siRPAP3 et contrdle siLuciférase). En effet, d’une part les ARN des
¢échantillons siTRBP se sont dégradés durant le transport, et n’ont donc pas été analysé, et d’autre
part, les résultats obtenus pour les siRPAP3 ont montré une forte hétérogénéité entre les différents
triplicats biologiques, ne permettant d’observer aucune espeéce dont 1’expression puisse étre
considérée comme significativement altérée. Ces expériences sont actuellement reproduites pour de
nouvelles analyses. Les fortes disparités observées entre les triplicats de siRPAP3 pouvant
s’expliquer par des effets induits suite a une trop forte confluence des cellules, nous avons ainsi
décidé d’utiliser le méme protocole que pour TRBP, soit une transfection a JO, une seconde a J+46 h

et un arrét 6 h plus tard.
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Longtemps sous-estimées, les fonctions des ARN non-traduits en protéines (ARNnc) se révelent
aujourd’hui aussi nombreuses et diverses qu’importantes pour le bon fonctionnement des cellules.
Les différentes familles d’ARNnc sont ainsi impliquées dans 1’épissage des pré-ARNm (snARN), la
traduction des ARNm en protéines (ARNr, ARNt), la maturation des ARNr (snoARN), le contrdle
de la traduction (microARN) ou encore dans le développement cellulaire (IncARNnc). Ces
derniéres années, les progrés en matiere de séquengage a haut-débit ont révélé I’existence de
familles d’ARNnc supplémentaires, dont les fonctions sont encore souvent inconnues ou peu
documentées (tiARN, spliARN, PASR, TASR, ...). En outre plusieurs études ont montré qu’il
pouvait exister des liens entre des familles d’ARNnc distinctes, par exemple au niveau de leurs
voies de biogenese. Ainsi, grace a des approches d’immunoprécipitation et de séquencage a haut-
débit, il a ét¢ montré que certains snoARN pouvaient étre a la fois impliqués dans leur fonction
canonique, a savoir la maturation des ARNr, et servir également de précurseurs pour la production
d’autres ARN plus petits, les SAARN (pour « snoRNA-derived RNA » — ARN dérivés de snoARN)
(Ender et al., 2008). Parmi les sdARN, certains semblent méme pouvoir étre maturés en ARN de
type microARN, retrouvés parfois dans la littérature sous le terme de sno-miR. Bien que les voies
de maturation canonique des microRNP et des snoRNP soient aujourd’hui relativement bien
comprises, il existe trés peu d’informations concernant la maturation de microARN a partir de

snoARN précurseurs.

Ce manque d’informations nous a conduits a réaliser un crible double-hybride chez la levure
S. cerevisiae entre différentes protéines impliquées dans la biogenése des snoRNP et des microRNP,
dans le but de mettre en évidence des liens possibles entre ces deux voies de biogenése. Ce crible a
permis d’identifier une nouvelle interaction entre les protéines TRBP et RPAP3. Ces protéines sont
impliquées respectivement dans la maturation du pré-microARN par la RNase de type III Dicer, et
dans le complexe hR2TP qui intervient notamment dans 1’assemblage des snoRNP. Cette nouvelle
observation a ainsi soulevé de nombreuses questions, notamment sur ’implication possible de
TRBP ou de RPAP3 dans de nouveaux processus de maturation que ceux pour lesquels ces
protéines étaient connues, voire dans le processus de maturation des siARN ou des sno-miR

(Figure 117).
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Figure 117: Réle possible du complexe TRBP/RPAP3 dans la biogenése des microARN, snoARN ou
sno-miR.

Les travaux de mon doctorat ont permis de mettre en évidence une nouvelle interaction entre les protéines
TRBP et RPAP3, impliquées respectivement dans la maturation du pré-microARN et dans le complexe
hR2TP.

Potentiellement, cette interaction peut indiquer un réle de RPAP3 et/ou du complexe hR2TP dans la
maturation des microARN, voir des sno-miR ou encore indiquer un nouveau réle pour TRBP dans
I'assemblage des snoRNP voir dans la maturation et/ou la modification d’autres particules RNP putatives.
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En collaboration avec I’équipe du Dr Xavier Manival et avec le Dr Marc Quinternet de la
Fédération de Recherche FR3209 Bioingénierie moléculaire, cellulaire et thérapeutique, nous
avons, au cours de mon doctorat, décidé d’une part de caractériser au niveau structural I’interaction

entre les protéines TRBP et RPAP3, et d’autre part, commencé a mettre en place les outils

nécessaires a 1’étude fonctionnelle du complexe qui est toujours en cours.

I. TRBP et RPAP3 forment un complexe stable in vitro et in vivo

Grace a des approches de biochimie mais également d’imagerie cellulaire, nous avons confirmé
I’interaction directe entre TRBP et RPAP3 in vitro et la présence d’un complexe formé au moins de
TRBP et de RPAP3. Les images obtenues suite aux expériences de Duolink™ montrent que le
complexe TRBP/RPAP3 est principalement observé au niveau du noyau, mais également dans le
cytoplasme. Bien qu’il puisse étre intéressant de confirmer ces observations, notamment par la
réalisation d’immunoprécipitations sur des extraits cytoplasmiques et nucléaires, ces données sont
en accord avec la littérature. En effet, la protéine RPAP3, tout comme les autres protéines du
complexe hR2TP, ont une localisation a la fois nucléaire et cytoplasmique (Boulon et al., 2008).
Parall¢lement, des études récentes d’immunofluorescence, couplées a 1’utilisation de la microscopie
confocale, ont montré que les protéines impliquées dans la biogenése des microARN étaient
également présentes dans le noyau, a I’exception de la protéine chaperonne HSP90 (Gagnon et al.,
2014). La présence dans ces deux compartiments cellulaires d’un complexe TRBP/RPAP3 pourrait
s’expliquer a la fois par la formation du complexe dans 1I’un des compartiments qui serait ensuite
importé ou exporté dans le second, ou par la formation indépendante des complexes cytoplasmiques
et nucléaires. De manicre intéressante, la présence du complexe TRBP/RPAP3 dans les deux
compartiments suggere en outre plusieurs fonctions putatives, selon sa localisation. Il est également
possible que le complexe ne soit pas uniquement constitu¢ de ces deux protéines et que sa
composition, et donc probablement sa fonction, différent suivant la localisation cellulaire du
complexe. Il pourrait alors étre intéressant de réaliser des fractionnements d’extraits cytoplasmiques
et nucléaires sur gradient de glycérol pour déterminer la composition des complexes TRBP/RPAP3
cytoplasmiques et nucléaires, couplé a des immunoprécipitations suivies d’analyses par western-
blot ou spectrométrie de masse. Alternativement, I’utilisation d’une lignée cellulaire exprimant de
maniére constitutive les protéines TRBP ou RPAP3 fusionnées a une étiquette nous permettrait, par
immunoprécipitation puis analyse en spectrométrie de masse, d’identifier les partenaires potentiels

du complexe TRBP/RPAP3.
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II. L’étude structurale du complexe TRBP/RPAP3 a fourni de précieuses informations
fonctionnelles

La protéine RPAP3 contient deux domaines TPR (« TetratricoPeptide Repeat ») qui sont impliqués
dans son interaction avec la protéine chaperonne HSP90 (Pal et al., 2014). Ces domaines TPR sont
composés de 3 motifs TPR comprenant chacun deux hélices a reliées par une boucle. La protéine
TRBP est quant & elle composée de trois domaines DRBM (« Double-stranded RNA-Binding
Motif »), dont les deux premiers sont impliqués dans ’interaction avec I’ARN, alors que le dernier
est impliqué dans des interactions protéines-protéines, notamment avec la RNase Dicer (Wilson et
al., 2015). Grace a I’utilisation conjointe d’approches de biologie moléculaire et de biochimie, nous
avons pu montrer que le premier domaine TPR de RPAP3 et le dernier domaine DRBM de TRBP
¢étaient impliqués dans la formation du complexe entre ces deux protéines, soulevant alors plusieurs

questions.

A. L’interaction entre TRBP et RPAP3 est fortement spécifique
Les structures du domaine DRBM3 de TRBP et du premier domaine TPR de RPAP3 (TPR n°l) sont
respectivement conservées avec le domaine DRBM3 de PACT et le second domaine TPR de RPAP3
(TPR n°2). Toutefois, nos résultats indiquent d’une part que PACT n’interagit pas avec RPAP3 et
d’autre part que le domaine TPR n°2 de RPAP3 n’est pas impliqué dans I’interaction avec TRBP.
Les données obtenues suite a la réalisation de nombreux variants, sur la base notamment
d’expériences RMN, suggerent que de 1égéres différences au niveau des domaines TPR n°l et 2
pourraient permettre d’expliquer 1’absence d’interaction du domaine TPR n°2 avec TRBP. En effet,
nous avons montré que les substitutions de I’acide aspartique 161 ou de la valine 185 du domaine
TPR n°l étaient suffisantes pour empécher la formation du complexe avec le domaine DRBM3 de
TRBP, or I’alignement réalisé entre les deux domaines TPR de RPAP3 montre que ces résidus ne

sont pas conservés au niveau du second domaine TPR.

En revanche, ces mutations ne nous ont pas permis d’expliquer 1’absence d’interaction entre RPAP3
et PACT alors que les prédictions de structures secondaires pour le domaine DRBM3 de PACT
montrent un repliement identique au domaine DRBM3 de TRBP. Il serait donc intéressant de
réaliser des mutations plus larges afin d’identifier les éléments structuraux qui pourraient expliquer
I’absence d’interaction entre PACT et RPAP3. A plus long terme, la résolution de la structure de
PACT, ou de son domaine DRBM3, qui n’ont pas encore été réalisées, par cristallographie ou par

RMN, permettrait de déterminer plus précisément ces ¢léments. Une autre explication possible
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pourrait résider dans le fait que, malgré leur homologie, les protéines PACT et TRBP ne se
comportent pas toujours de la méme maniere. Ainsi, il a ét¢ montré que TRBP et PACT pouvaient
former des homodimeres. Toutefois, concernant TRBP, I’homodimérisation n’implique que les deux
premiers domaines DRBM, alors que pour PACT, les trois domaines DRBM vont établir des
contacts entre eux lors de I’homodimérisation (Laraki et al., 2008), ce qui suggere que les légeres
différences existant entre les deux domaines DRBM3 de TRBP et de PACT pourraient modifier
significativement leurs affinités relatives. Les expériences de RMN et de spectrométrie de masse
native que nous avons réalisées sur le domaine DRBM3 de PACT vont également dans ce sens. En
effet, nous avons montré qu’en solution, ce domaine de PACT était présent a plus de 80 % sous la
forme d’un dimeére. Dans I’optique ou la structure 3D du domaine DRBM3 de PACT serait résolue,
il pourrait étre intéressant de muter les résidus impliqués dans la formation de I’homodimeére afin de
vérifier si leur absence modifie le repliement de ce domaine et permet in fine I’interaction avec

RPAP3.

B. TRBP interagit-elle avec la protéine RPAP3 libre ou avec le complexe hR2TP ?
Nous avons ensuite voulu savoir si I’interaction entre TRBP et RPAP3 pouvait bloquer 1’association
de I'une ou I’autre de ces protéines avec leurs partenaires habituels, notamment les protéines HSP90
et PIHID1 pour RPAP3, et Dicer pour TRBP. L’utilisation de la RMN pour réaliser le titrage du
domaine DRBM3 de TRBP en complexe avec le TPR n°1 de RPAP3 par le peptide MEEVD
d’HSP90 nous a permis de montrer que I’interaction entre HSP90 et RPAP3 était toujours possible
en présence de TRBP. En revanche, nous avons montré grace a des approches biochimiques (co-
expression notamment) et structurales que les protéines Dicer et RPAP3 partageaient probablement
la méme interface d’interaction au niveau de TRBP et qu’en conséquence les formations des
complexes TRBP/Dicer et TRBP/RPAP3 ¢étaient mutuellement exclusives. Nous n’avons pas pu
confirmer I’existence d’un complexe formé des 3 protéines RPAP3, PIHID1 et TRBP
simultanément in vitro, toutefois, 1’existence d’un tel complexe reste possible d’apreés nos
observations et d’apres la littérature (Yoshida et al., 2013). En effet, les travaux de Yoshida et al.
ont montré qu’in vivo seule I’isoforme I de RPAP3, qui comprend un domaine supplémentaire entre
le second domaine TPR et le domaine C-terminal par rapport a I’isoforme II, pouvait interagir avec
PIH1DI. Cette interaction étant suffisamment ¢loignée du premier TPR, il est donc fort probable
qu’un complexe TRBP/RPAP3/PIHIDI puisse exister. Enfin, récemment, 1’équipe du Dr Manival a

isolé¢ le domaine de PIH1DI1 impliqué dans I’interaction avec RPAP3. Ce domaine pourrait ainsi
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étre utilisé pour réaliser les expériences de co-expression avec les protéines TRBP et RPAP3 en lieu
et place de la protéine enticre qui n’est pas stable in vitro. La confirmation de I’existence d’un tel
complexe est clairement nécessaire pour la poursuite de 1’étude fonctionnelle du complexe
TRBP/RPAP3. En effet, non seulement la protéine RPAP3 interagit avec PIH1D1, mais surtout, elle
forme avec les protéines TIP48 et TIP49 le complexe hR2TP dont le rdle est important pour
I’assemblage de diverses particules ribonucléoprotéiques, dont les snoRNP. L’ immunoprécipitation
du complexe TRBP/RPAP3 étant maintenant au point, il serait donc intéressant de vérifier si
I’interaction in vivo de TRBP avec RPAP3 n’implique pas également ’ensemble du complexe
hR2TP, ce qui pourrait indiquer un nouveau réle possible pour ce complexe dans la maturation des
microARN ou d’autres RNP a identifier. De plus, puisque I’interaction entre TRBP et RPAP3 n’a
aucun impact sur I’interaction de cette derniére avec la chaperonne HSP90, et que HSP90 est
impliquée in vivo dans le recrutement du microARN double-brin par le RLC (Pare et al., 2013), un
role de RPAP3 dans cette étape de recrutement du RLC pourrait aussi €tre envisagé, impliquant ou
non le reste du complexe hR2TP. En effet, il a été montré chez les mammiféres que la protéine
HSP90 stabilisait la protéine AGO (Johnston et al., 2010) et qu’elle était nécessaire au changement
de conformation de cette dernicre, nécessaire au recrutement du microARN double-brin par le
complexe RLC (Pare et al., 2013). La protéine RPAP3 étant une co-chaperonne d’HSP90, il est
possible d’imaginer que la reconnaissance de la protéine cliente AGO par HSP90 puisse se faire par
I’intermédiaire du complexe TRBP/RPAP3 qui interagirait alors d’une part avec AGO et d’autre
part avec HSP90 (Figure 118). 1l serait donc intéressant de tester cette hypothese, notamment en

étudiant la possibilité d’une interaction directe entre AGO et TRBP, voire entre AGO et RPAP3

C. Résolution de la structure 3D de I’interface d’interaction entre RPAP3 et TRBP
Bien que les expériences de RMN nous aient permis d’obtenir de nombreuses informations,
notamment sur les résidus respectifs de TRBP et RPAP3 impliqués dans la formation du complexe,
nous n’avons malheureusement pas réussi a résoudre par RMN la structure tridimensionnelle de
I’interface d’interaction entre les domaines TPR n°1 de RPAP3 et DRBM3 de TRBP. Nous avions
opté pour I’utilisation de la RMN, malgré la taille des complexes, puisque nous avions déja acces a
I’attribution compléte du premier domaine TPR de RPAP3 qui a été réalisée au laboratoire. Cela
nous a permis, entre autre, d’obtenir rapidement une liste de résidus potentiellement impliqués dans

I’interaction de RPAP3 avec TRBP.
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Figure 118: Implication du complexe TRBP/RPAP3 dans le recrutement du microARN par la protéine
AGO?

Il a été montré que la protéine chaperonne HSP90 était nécessaire pour stabiliser la protéine AGO et pour
modifier sa structure tridimensionnelle afin de permettre le recrutement du microARN (Pare et al., 2013).
RPAP3 étant une co-chaperonne d’HSP90, capable d’interagir avec elle par I’intermédiaire de ses domaines
TPR, il est possible que le complexe TRBP/RPAP3 soit impliqué dans la formation d’un complexe entre
HSP90 et AGO2 par I’intermédiaire de contact d’une part entre HSP90 et RPAP3 et d’autre part entre TRBP
et/ou RPAP3 et AGO.
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Puisque cette approche ne nous a pas permis de résoudre la structure du complexe, il serait
intéressant de faire rapidement des essais de cristallisation, d’une part sur les domaines 133-255 de
RPAP3 et 262-366 de TRBP, mais également, étant donné les résultats des premiers tests de co-
expression réalisés a 1’aide du robot TECAN™, sur les protéines entiéres. En paralléle, il pourrait
étre également intéressant de réaliser des études structurales par SAXS (« Small Angle X-rays
Scattering »). En effet, les structures des trois domaines DRBM de TRBP ont été résolues (PDB
ID : 3LLH et 2CPN ; Wilson et al., 2015), ainsi que celle des deux domaines TPR de RPAP3 (Pal et
al., 2014). Dans le cas ou les essais de cristallisation seraient infructueux, des études par SAXS sur
la prot¢ine TRBP enticre en complexe avec les deux domaines TPR permettraient peut-étre
d’obtenir un mod¢le a basse résolution de I’interface d’interaction en combinant les données SAXS

et les données structurales des différents domaines de TRBP et de RPAP3.

III. Mise en place d’outils moléculaires pour I’étude fonctionnelle du complexe

Suite a nos études biochimiques et structurales, nous avons émis plusieurs hypothéses quant au role
du complexe TRBP/RPAP3 in vivo. En particulier, la spécificité d’interaction de RPAP3 pour
TRBP, et le caractere mutuellement exclusif de I’interaction entre TRBP et Dicer, suggérent que
RPAP3 pourrait influencer indirectement 1’activité de Dicer, via la biodisponibilit¢ de TRBP
(Figure 119). Un tel mécanisme de régulation, s’il était avéré, pourrait avoir des conséquences
fonctionnelles importantes, puisqu’il a ét¢ montré qu’en absence de TRBP, I’activité de la RNase
Dicer était modifiée, entrainant dans certains cas la génération d’isomiR (Wilson et al., 2015). Nous
avons voulu tester cette possibilité en reproduisant les expériences réalisées par Wilson ef al. en
présence ou non de la protéine RPAP3. Nous n’avons malheureusement pas réussi a aller au bout de
ces expériences, ayant €té¢ confrontés a de nombreuses difficultés pour la production du substrat par
transcription d’un ribozyme ainsi que pour la production de la protéine Dicer dans les cellules
d’insectes. Ce test d’activité, qui sera indispensable par la suite, devra donc faire 1’objet de
nombreuses optimisations. Toutefois, puisque nous arrivons a produire et purifier les protéines
Dicer, TRBP et RPAP3, il serait possible de valider en partie notre hypothése sans pour autant
réaliser une expérience aussi complexe. En effet, dans le cas ou nous arriverions a purifier des
quantités plus importantes de ces trois protéines, il nous serait possible de réaliser des expériences
d’ITC et de définir ainsi les différentes constantes d’affinités entre Dicer et TRBP et entre TRBP et
RPAP3.
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Figure 119: Implication du complexe TRBP/RPAP3 dans le controle de la génération d’isomiR par
Dicer.

Il a été montré que I’absence de TRBP pouvait entrainer, pour certains microARN, la génération par
Dicer d’isomiR. Ces isomiRs correspondent & des microARN dont le site de coupure a été décalé d’un
nucléotide par rapport au site canonique (ici en bleu) (Wilson et al., 2015). En fonction des affinités
relatives entre les protéines Dicer, TRBP et RPAP3, il est possible que la protéine RPAP3 ait pour réle de
séquestrer TRBP afin de réguler la production d’isomiRs.

243



Conclusion et Perspectives

Il serait également possible de réaliser ces expériences en présence des différents variants que nous
avons identifiés, afin de déterminer si une compétition existe bel et bien entre RPAP3 et Dicer pour

TRBP, permettant de conforter 1’une de nos hypothéses.

Nos études structurales et biochimiques nous ont permis d’identifier plusieurs acides aminés de
TRBP et de RPAP3 dont la mutation abolissait 1’interaction entre les deux protéines. Nous avons en
outre confirmé in vitro que les mutants R354E et D328A de TRBP étaient toujours capables
d’interagir avec le domaine 256-595 de Dicer. Ces derniers, ainsi que les mutants VI85A et D161A
de RPAP3 pourront alors étre utilisés afin d’analyser I’effet spécifique de la perte d’interaction entre
TRBP et RPAP3 sur la maturation de différents ARNnc (microARN, snoARN et sdARN).
Toutefois, pour ces études, il sera nécessaire dans un premier temps de prendre en compte les effets
potentiels dus a une perte d’interaction entre TRBP et ses autres partenaires putatifs. En effet, TRBP
étant impliquée dans d’autres mécanismes moléculaires, il est fort probable qu’elle interagisse avec
d’autres protéines que Dicer, et ce vraisemblablement par I’intermédiaire de son domaine DRBM3.
11 serait alors possible que la perte d’interaction entre TRBP et I’un de ses autres partenaires soit en
tout ou partie responsable des résultats obtenus suite a 1I’expression des variants de TRBP. Dans un
second temps, il sera nécessaire de s’assurer que les différentes mutations de RPAP3 et de TRBP
n’ont pas d’effets significatifs sur le repliement de ces protéines. Des études par dichroisme
circulaire devraient nous permettre de nous en assurer. Toutefois, il n’est pour le moment pas
possible de les réaliser sur les protéines RPAP3 et TRBP enticres, ni sur le domaine DRBM3 de
TRBP. En effet, nos protocoles de purification ne sont actuellement pas suffisamment au point pour
pouvoir réaliser ces expériences. En revanche, il est actuellement possible d’étudier par dichroisme
circulaire DI’effet des mutations de RPAP3 sur le repliement du premier domaine TPR.
L’amélioration des protocoles de production en systeme baculovirus (pour TRBP) et de purification
(pour RPAP3) devrait nous permettre a moyen terme de confirmer 1’absence d’effets des différentes
mutations sur le repliement des protéines enticres. En revanche, il semble exclu d’étudier le
domaine DRBM3 de TRBP, qui, d’aprés nos expérimentations, n’est pas stable in vitro lorsqu’il

n’interagit pas avec une autre protéine.
Ces variants seront prochainement sur-exprimés dans des cellules HEK293 et I’effet sur la

biogenese des ARNnc sera étudié par séquencage a haut-débit des ARNnc. Nous espérons que les

exces respectifs de TRBP ou de RPAP3 exogenes soient suffisants pour permettre de négliger la
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contribution des protéines sauvages endogeénes. Toutefois, il serait beaucoup plus intéressant de
tester a plus ou moins court terme ces effets dans des lignées cellulaires invalidées pour TRBP ou
RPAP3. Bien qu’il soit possible d’utiliser des siARN qui ne cibleraient que les protéines endogenes,
la réalisation de lignées totalement invalidées pour I’une ou 1’autre de ces protéines, notamment par
I’utilisation de la technique CRISPR-Cas9, fournirait un puissant outil génétique. En effet, disposer
d’une telle lignée permettrait de tester I’effet de n’importe quel variant de RPAP3 ou de TRBP sur
la biogenése de ARNnc, notamment des mutants de I’interface d’interaction ou encore, par exemple,
au niveau des « dicarboxylate clamp » des deux domaines TPR de RPAP3. Ces derniers
permettraient alors d’étudier en outre le réle putatif du complexe RPAP3/HSP90 dans la biogencse

des microARN.

Les différentes hypothéses sur les fonctions du complexe TRBP/RPAP3 sont basées sur les résultats
expérimentaux que nous avons obtenus par des approches de biologie moléculaire, biochimiques et
structurales, avec le postulat que I’interaction entre TRBP et RPAP3 puisse avoir un rdle dans la
biogenese des microARN, des snoARN, des sdARN ou des sno-miR. Toutefois, ces protéines sont
également impliquées dans d’autres processus biologiques. Ainsi, TRBP peut inhiber la voie PKR
(Park et al., 1994 ; Daher et al., 2009), et des liens entre RPAP3 et la survie cellulaire ont été
montrés (Ni et al., 2009 ; Yoshida et al., 2013). L’identification d’autres protéines ou enzymes
(RNase, enzymes de modification de I’ARN, ...), associées a TRBP et/ou a RPAP3 pourrait ainsi
permettre d’identifier d’autres fonctions pour le complexe TRBP/RPAP3.
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Matériel et Meéthodes

I. Matériel

A. Les souches de cellules

1. Les souches de bactéries

- Pour I’amplification de plasmides :
E. coli DHS5a. :
supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17, recAl, gyrA96, thi-1, relAl

- Pour I’amplification de plasmides Gateway® vide :

E. coli DH5a DB3.1 :

F- gyrA462 endA1 glnV44 A(sr1-recA) merB mrr hsdS20(rg", mpy) aral4 galK2 lacY1 proA2
rpsL.20(Sm") xyl5 Aleu mtl1

- Pour la production de protéines recombinantes :

E. coli BL21 (DE3) pRAR2 :
FF~ ompT gal dem lon hsdSy(rg™ myg’) MDE3 [lacl lacUVS-T7 gene 1 indl sam7 nin5])

pRAR2(cm®)

2. Les souches de levures
S. cerevisiae Y187 (Mat a) :
galdA, gal80A, ad2-101, his3-200, leu2-3,112, lys2-801, trp1-901, ura3-52,
URA3::GALIUASGALITATA-LacZ LYS2::GALIUASHISTATA-HIS3

S. cerevisiae CG1945 (Mat a) :
ura3-52, his3-200, lys2-801, ase2-101, trpl1-901, leu2-3,112, gal4-542, gal80-538, cyh-2,
LYS2::GALIUASGALITATA-HIS3, URA3::GAL417mers(X3)-CyCI1TATA-LacZ

3. Les lignées de cellules humaines
HeLa : Référence ATCC CCL-2

HEK : Référence ATCC CRL-1573
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4. Les lignées de cellules d’insectes

Les cellules Sf9 ont ét¢ fournies par la plateforme d’expression en baculovirus de 'IGBMC de

Strasbourg.

B. Les oligonucléotides

Les principaux oligonucléotides utilisés sont décrits dans le Tableau 1.

N° Séquence Description
9092 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de RPAP3 (1-132) + séquence
ACTTCAGCAAATAAAGCAATCG AttB1 (5°)
9093 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 (1-132) + séquence
CACTTTTGTGAATCTACATGAATC AttB2 et STOP (37)
9094 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de RPAP3 (133-231) + séquence
GCTCTTGTTTTAAAAGAAAAGG AttB1 (5°)
9095 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 (133-231) + séquence
CATTCTAGTTCTAATACTCTTTC AttB2 et STOP (37)
9096 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de RPAP3 (232-280) + séquence
CCAAATAACTTTGAAGCAACAAATG AttB1 (5°)
9097 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 (232-280) + séquence
CAATTCTGTTGTGCTTCAATTTG AttB2 et STOP (3°)
9098 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de RPAP3 (281-380) + séquence
AAGCAGCAGGCCATTTCAGAG AttB1 (5°)
9099 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 (281-380) + séquence
CATTCCAGAAGTAAAACAGTTTC AttB2 et STOP (37)
9100 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 isoforme II (281-415) +
CACACATCAATAGTCTGTATCAAATTAC séquence AttB2 et STOP (3°)
9101 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de RPAP3 isoforme IT (417-631) +
CCAGATAGCACTACTGCTGC séquence AttB1 (57)
9102 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 isoforme II (417-631) +
CAACCACCGTATCTTTTCTTGAG séquence AttB2 et STOP (3°)
9192 |GCTAAGGAAGCTAAAATGATTGAACAAGATG |Amplification du géne de résistance a la
GATTGC kanamycine + en 5' les séquences de
recombinaison homologue avec le pnYC
()
9193 | ACTGCCTTAAAAAAATCAGAAGAACTCGTCA |Amplification du géne de résistance a la
AGAAG kanamycine + en 5' les séquences de
recombinaison homologue avec le pnYC
(3"
9194 | TTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTG Amplification du plasmide pnYC sans
amplifier le géne de résistance au
chloramphénicol (5”)
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9195 | TTTAGCTTCCTTAGCTCCTGA Amplification du plasmide pnYC sans
amplifier le géne de résistance au
chloramphénicol (3”)
9200 |GGCTTTTAGTAAGCCGGGTCCAGATCTTTACG |Mutagenése d’un site BamH]1 de la cassette
CCCC gateway du pDEST17 (57)
9201 |GGGGCGTAAAGATCTGGACCCGGCTTACTAA |Mutagenese d’un site BamH1 de la cassette
AAGCC gateway du pDEST17 (3°)
9234 | AGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCC Séquencage du gene de résistance
Kanamycine du pnYK (Reverse)
9235 | TGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGG Séquencage du géne de résistance
Kanamycine du pnYK (Forward)
9284 |CTAGTTATTGCTCAGCGG Séquencage au niveau du terminateur T7
(Reverse)
9653 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de TRBP isoforme a + séquence
AGTGAAGAGGAGCAAGGCTCCGGC AttB1 (5)
9654 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de TRBP isoforme a + séquence
CACTTGCTGCCTGCCATGATC AttB2 et STOP (37)
9655 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de TRBPa (18-99) + séquence
AGTATAGAGCAAATGCTGGCCGCCAAC AttB1 (5)
9656 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de TRBPa (18-99) + séquence
CAGCTCCCCCCTTTGAGGTGTTTGAGG AttB2 et STOP (37)
9657 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de TRBPa (157-228) + séquence
GAGTGCAACCCCGTT GGTGCTCTGC AttB1 (5)
9658 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de TRBPa (157-228) + séquence
CACACCGTGTGCACTCGAAGCAGC AttB2 et STOP (3°)
9659 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de TRBPa (262-336) + séquence
GGTTGCACCTGGGATTCTCTACG AttB1 (5)
9710 | AAGGAGATATACATATGACAAGTTTGTACAAA | Amplification de la cassette gateway du
AAAGCTG pDEST17 modifié + séquence en 5’
nécessaire a une recombinaison avec le
pnCS digéré par Ndel (5°)
9711 | TTAAGCTCGAGCATATGACCACTTTGTACAAG |Amplification de la cassette gateway du
AAAGC pDEST17 modifié + séquence en 5°
nécessaire a une recombinaison avec le
pnCS digéré par Ndel (3°)
9899 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de TRBPa (293-336) + séquence
GCCTGCTGCCGTGTCCTCAGCIlonage de TRBPa | AttB1 (57)
(262-336) + séquence AttB1 (5°)
9937 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de RPAP3 isoforme II (513-631) +
GCAAACTCGTTCCAGCTCGAATC séquence AttB1
9938 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de RPAP3 isoforme II (281-396) +
CAGGCCATTTCAGAGAAAGATCGGG séquence AttB1
9939 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 isoforme II (281-396) +

CATTTCTTTTTAATTTTGGAGAGTTCAG

séquence AttB2 et STOP (3°)
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9940 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de RPAP3 isoforme II (133-255) +
CAATATGAGTTTTCTTTGGATGC séquence AttB2 et STOP (3°)

A393 |GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA |Clonage de Dicer (256-595) + séquence
ATGGATTGTGGACCATTTACTGACAG AttB1 et un codon START (57)

A394 |GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT |Clonage de Dicer (256-595) + séquence
CAATCAACCGACTTGGAACAC AttB1 et un codon START (37)

A465 |GCTCTTGTTTTAGCAGAAAAGGGCAATAAATA |Mutagenése RPAP3 K137A (57)
C

A466 |GTATTTATTGCCCTTTTCTGCTAAAACAAGAGC |Mutagenése RPAP3 K137A (37)

A467 |GTTTTAAAAGAAAAGGGCGCAAAATACTTCA |Mutagenése RPAP3 N141A (57)
AACAAGG

A468 |CCTTGTTTGAAGTATTTTGCGCCCTTTTCTTTT |Mutagenése RPAP3 N141A (3°)
AAAAC

A469 |GCAATTGACTGCTACGCAAAAGGCATGGATGC |Mutagenése RPAP3 T157A (57)
CG

A470 |CGGCATCCATGCCTTTTGCGTAGCAGTCAATT |Mutagenése RPAP3 T157A (37)
GC

A471 |GCTACACAAAAGGCATGGCAGCCGATCCATAT |Mutagenése RPAP3 D161A (57)
AATCCC

A472 | GGGATTATATGGATCGGCTGCCATGCCTTTTGT |Mutageneése RPAP3 D161A (37)
GTAGC

A473 |GGCATGGATGCCGCACCATATAATCCCGTG Mutagenése RPAP3 D163A (5)

A474 |CACGGGATTATATGGTGCGGCATCCATGCC Mutagenése RPAP3 D163A (3°)

A475 | GGCATGGATGCCGATCCAGCAAATCCCGTGTT |Mutagenése RPAP3 T165A (57)
G

A476 |CAACACGGGATTTGCTGGATCGGCATCCATGC |Mutagenése RPAP3 T165A (3°)
C

A477 |GCTGTTGCTGAGTCTGCATGTAATTTAGCAG Mutagenése RPAP3 D189A (57)

A478 |CTGCTAAATTACATGCAGACTCAGCAACAGC |Mutagenese RPAP3 D189A (37)

A479 |CCCGTGTTGCCAACGGCAAGAGCGTCAGC Mutagenése RPAP3 N172A (57)

A480 |GCTGACGCTCTTGCCGTTGGCAACACGGG Mutagenése RPAP3 N172A (3°)

A481 |GTTTTAGCAGAAAAGGGCGCAAAATACTTCA |Mutagenése RPAP3 N141A et K137A (5°)
AACAAGG

A482 |CCTTGTTTGAAGTATTTTGCGCCCTTTTCTGCT |Mutagenése RPAP3 N141A et K137A (3°)
AAAAC

A483 | GCTACACAAAAGGCATGGCAGCCGCACCATAT | Mutagenése RPAP3 D161A et D163A (5°)
AATCCCGTG

A484 |CACGGGATTATATGGTGCGGCTGCCATGCCTTT |Mutagenése RPAP3 D161A et D163A (3°)
TGTGTAGC

A485 |GCAATTGACTGCTACGCAAAAGGCATGGCAG |Mutagenése RPAP3 T157A et DI61A (57)

CCGATCCATATAATCCC
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A486 |GGGATTATATGGATCGGCTGCCATGCCTTTTGC |Mutagenése RPAP3 T157A et D161A (3°)
GTAGCAGTCAATTGC

A691 | CGTGTCCTCAGTGCACTCTCTGAGGAGC Mutagenése TRBP E300A (5°)

A692 | GCCTTTCACGTCGCATACGCAGATATTGAGGA |Mutagenése TRBP S310A et L312A (5°)
GC

A693 |GTGGACTCTGCGCATGCGCAGTGGCACTGTCC |Mutagenése TRBP E324A, L326A et
ACCCAGCC E328A (5)

A694 | GCCACTGTGTGTGCAGGCGCAGCAACCACCA |Mutagenése TRBP H338A et S340A (5°)
GGG

A695 |CGCCGTGCCCTGGCATACCTCAAGATCATGGC |Mutagenése TRBP Q357A (57)

A696 |GCTCCTCAGAGAGTGCACTGAGGACACG Mutagenése TRBP E300A (3°)

A697 | GCTCCTCAATATCTGCGTATGCGACGTGAAAG |Mutagenése TRBP S310A et L312A (3°)
GC

A698 | GGCTGGGTGGACAGTGCCACTGCGCATGCGC |Mutagenése TRBP E324A, L326A et
AGAGTCCAC E328A (3°)

A699 | CCCTGGTGGTTGCTGCGCCTGCACACACAGT | Mutagenése TRBP H338A et S340A (3°)
GGC

A700 | GCCATGATCTTGAGGTATGCCAGGGCACGGCG |Mutagenése TRBP Q357A (3°)

A739 | GCTCTTGTTTTAGCAGAAAAGGGCGCAAAATA | Mutagenése RPAP3 K137A et N141A (5°)
C

A740 | TATTTTGCGCCCTTTTCTGCTAAAACAAGAGC |Mutagenése RPAP3 K137A et N141A (3°)

A829 | GTGGACTCTGCGCATGCCTGGTGG Mutagenése TRBP Q324A (5°)

A830 |CCACCAGGCATGCGCAGAGTCCAC Mutagenése TRBP Q324A (3°)

A831 |GTGGACTCTGCCAGTGCGCAGTGGAACTGTC |Mutagenése TRBP L326A (57)
CACCCAGCC

A832 |GGCTGGGTGGACAGTTCCACTGCGCACTGGC |Mutagenése TRBP L326A (37)
AGAGTCCAC

A833 |GTGGACTCTGCCAGTGCCTGGTGGCACTGTCC |Mutagenése TRBP E328A (57)
ACCCAGCC

A834 |GGCTGGGTGGACAGTGCCACCAGGCACTGGC |Mutagenése TRBP E328A (37)
AGAGTCCAC

A835 |GCCACTGTGTGTGCAGGCTCTGCAACCACCA |Mutagenése TRBP H338A (57)
GGG

A836 |CCCTGGTGGTTGCAGAGCCTGCACACACAGT |Mutagenése TRBP H338A (37)
GGC

A837 | GCCACTGTGTGTCATGGCGCAGCAACCACCA |Mutagenése TRBP S340A (5°)
GGG

A838 |CCCTGGTGGTTGCTGCGCCATGACACACAGTG Mutagenése TRBP S340A (3°)
GC

A839 | CCCTCCGCAGTGCATCCCTGGGCTCCC Mutagenése TRBP C282A (5°)

A840 |GGGAGCCCAGGGATGCACTGCGGAGGG Mutagenése TRBP C282A (3°)
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A841 |CCTCCGCAGTTGCGCACTGGGCTCCCTGG Mutagenese TRBP S283A (57)

A842 |CCAGGGAGCCCAGTGCGCAACTGCGGAGG Mutagenese TRBP S283A (37)

A843 |GGATATTGAGGAGCTGGCACTGAGTGGACTCT | Mutagenese TRBP S318A (57)
GC

A844 |GCAGAGTCCACTCAGTGCCAGCTCCTCAATAT |Mutagenese TRBP S318A (3°)
CC

A847 |CCTGGTGGAACTGGCAACCCAGCCGGCC Mutagenese TRBP S330A (57)

A848 |GGCCGGCTGGGTTGCCAGTTCCACCAGG Mutagenese TRBP S330A (37)

A849 |GGTGGAACTGTCCGCACAGCCGGCCACTGTG |Mutagenese TRBP T331A (5)

A850 |CACAGTGGCCGGCTGTGCGGACAGTTCCACC |Mutagenese TRBP T331A (3°)

A851 |GGAACTGTCCACCGCACCGGCCACTGTG Mutagenese TRBP Q332A (57)

A852 |CACAGTGGCCGGTGCGGTGGACAGTTCC Mutagenese TRBP Q332A (3”)

A853 |CCCAGCCGGCCGCAGTGTGTCATGGC Mutagenese TRBP T335A (5°)

A854 |GCCATGACACACTGCGGCCGGCTGGG Mutagenese TRBP T335A (3°)

A855 |CCAGCCGGCCACTGCATGTCATGGCTCTGC Mutagenese TRBP V336A (5°)

A856 |GCAGAGCCATGACATGCAGTGGCCGGCTGG |Mutagenese TRBP V336A (3’)

A857 |GCTACCTGGATATTGCAGAGCTGAGCCTGAGT |Mutagenese TRBP E315A (57)
GG

A858 |CCACTCAGGCTCAGCTCTGCAATATCCAGGTA |Mutagenese TRBP E315A (37)
GC

A859 |GCTACCTGGATATTGAGGCACTGAGCCTGAGT |Mutagenese TRBP E316A (57)
GG

A860 |CCACTCAGGCTCAGTGCCTCAATATCCAGGTA |Mutagenese TRBP E316A (37)
GC

A861 |GGAGCTGAGCCTGGCAGGACTCTGCCAGTGC |Mutagenese TRBP S320A (5°)

A862 |GCACTGGCAGAGTCCTGCCAGGCTCAGCTCC |Mutagenese TRBP S320A (3°)

A863 |GGAACTGTCCACCCAGGCAGCCACTGTGTGT |Mutagenese TRBP P333A (5°)
CATGGC

A864 |GCCATGACACACAGTGGCTGCCTGGGTGGAC |Mutagenese TRBP P333A (3°)
AGTTCC

A865 |GCAGTACCTCAAGGCAATGGCAGGCAGC Mutagenese TRBP I361A (5°)

A866 |GCTGCCTGCCATTGCCTTGAGGTACTGC Mutagenese TRBP [361A (3°)

A867 |GCAGTACCTCAAGATCGCAGCAGGCAGCAAG |Mutagenese TRBP M362A (57)

A868 |CTTGCTGCCTGCTGCGATCTTGAGGTACTGC |Mutagenese TRBP M362A (3”)

A869 |GAGGCTGCCCGCGCAGCCCTGCAGTACC Mutagenese TRBP R354A (5°)

A870 |GGTACTGCAGGGCTGCGCGGGCAGCCTC Mutagenese TRBP R354A (3°)

A871 |CGTCAGCTACCTGGATGCAGAGGAGCTGAGC |Mutagenese TRBP I314A (57)
C

A872 |GGCTCAGCTCCTCTGCATCCAGGTAGCTGACG |Mutagenese TRBP I314A (37)
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A877 |GAGGCTGCCCGCGAGGCCCTGCAGTACC Mutagenése TRBP R354E (57)

A878 |GGTACTGCAGGGCCTCGCGGGCAGCCTC Mutagenése TRBP R354E (3”)

A879 |GCATATTTTAGACTGGCAAAATTTGCTGTTGC |Mutagenése RPAP3 K181A (57)

A880 |GCAACAGCAAATTTTGCCAGTCTAAAATATGC |Mutagenése RPAP3 K181A (37)

A881 |GCATATTTTAGACTGAAAGCATTTGCTGTTGC |Mutagenése RPAP3 K182A (57)

A882 |GCAACAGCAAATGCTTTCAGTCTAAAATATGC |Mutagenese RPAP3 K182A (3%)

A883 |CTGAAAAAATTTGCTGCAGCTGAGTCTGATTG | Mutagenése RPAP3 V185A (5°)

A884 |CAATCAGACTCAGCTGCAGCAAATTTTTTCAG |Mutagenése RPAP3 V185A (37)

A885 |GCTGTTGCTGAGGCAGATTGTAATTTAGC Mutageneése RPAP3 S188A (5°)

A886 |GCTAAATTACAATCTGCCTCAGCAACAGC Mutagenése RPAP3 S188A (3°)

A887 |CAAACAAGGAAAATATGCAGAAGCAATTGAC |Mutagenése RPAP3 D150A (57)
TGC

A888 |GCAGTCAATTGCTTCTGCATATTTTCCTTGTTT |Mutagenése RPAP3 D150A (3°)
G

A889 |GGAAAATATGATGAAGCAGCAGACTGCTACA |Mutagenése RPAP3 I153A (57)
CAAAAGG

A890 |CCTTTTGTGTAGCAGTCTGCTGCTTCATCATAT |Mutagenése RPAP3 1153A (3°)
TTTCC

A891 |GGAAAATATGATGAAGCAATTGCATGCTACAC |Mutagenése RPAP3 D154A (57)
AAAAGG

A892 |CCTTTTGTGTAGCATGCAATTGCTTCATCATAT |Mutagenése RPAP3 D154A (3°)
TTTCC

A893 |CGTGTTGCCAACGAACGCAGCGTCAGCATATT |Mutagenése RPAP3 R173A (5°)
TTAG

A894 |CTAAAATATGCTGACGCTGCGTTCGTTGGCAA |Mutagenése RPAP3 R173A (3°)
CACG

A895 |GCGTCAGCAGCATTTAGACTGAAAAAATTTGC | Mutagenése RPAP3 Y177A (57)

A896 |GCAAATTTTTTCAGTCTAAATGCTGCTGACGC |Mutagenése RPAP3 Y177A (37)

A897 |GCTGAGTCTGATTGTGCATTAGCAGTTGCC Mutagenése RPAP3 N191A (5°)

A898 |GGCAACTGCTAATGCACAATCAGACTCAGC Mutagenése RPAP3 N191A (3°)

A899 |GCTGAGTCTGATTGTAATGCAGCAGTTGCC Mutagenése RPAP3 L192A (5°)

A900 |GGCAACTGCTGCATTACAATCAGACTCAGC Mutagenése RPAP3 L192A (3°)

B092 |GGATCCGATTTCCCGGGCGGCCGC Amplification de pAC8-6hist (5”)

B093 |CATATGGGGCCCCTGGAACAGAACTTCC Amplification de pAC8-6hist (3”)

B094 |CAGGGGCCCCATATGAAAAGCCCTGCTTTGCA |Clonage de Dicer dans pACS8 (5°) +
AC séquence homologue pAC8

B095 |CGGGAAATCGGATCCTCAGCTATTGGGAACCT |Clonage de Dicer dans pACS8 (3°) +

GA

séquence homologue pAC8
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B121 |GGGGGATCCGGATGTTTACACTGATGAGTCCG |Clonage du pre-miR 30E dans le p2RZ +
TGAGGACGAAACGGTACCCGGTACCGTCTGT |ribozyme Hammerhead et BamHI (57)
AAACATCCTTGACTGG

B122 |CCCGCTAGCGCTGTAAACATCCGACTGAAAGC |Clonage du pre-miR 30E dans le p2RZ +
TCCTCTCAACACCTTACAGCTTCCAGTCAAGG |Nhel (3°)
ATGTTTACAGACGGTACCGGG

B424 |CGACTCACTATAGGGCCCGACTTCTTTTACGA |Ajout d’une séquence entre le promoteur
CTCACTCTAGACACAGGATCCGGATGTTTACA |du p2RZ et le ribozyme Hammerhead (5°)
CTG

B425 |CAGTGTAAACATCCGGATCCTGTGTCTAGAGT |Ajout d’une séquence entre le promoteur
GAGTCGTAAAAGAAGTCGGGCCCTATAGTGA |du p2RZ et le ribozyme Hammerhead (3°)
GTCG

B456 |CTGGAAGTTCTGTTCCAGGG Linéarisation du vecteur pAC8 6hist-Dicer

(5")
B457 | ACCCGCGGAGTGATGATG Linéarisation du vecteur pACS8 6hist-Dicer
(3"

B458 |CATCACTCCGCGGGTATGAAAATCGAAGAAG |Clonage de MBP + séquence homologue
GTAAAC du pACS8 (57)

B459 |GAACAGAACTTCCAGGTTTTCCTCGATCCCGA |Clonage de MBP + séquence homologue
G du pACS8 (3”)

B512 |GAGGCTGCCCGCAATGCCCTGCAGTACC Mutagenése TRBP R354N (57)

B513 |GGTACTGCAGGGCATTGCGGGCAGCCTC Mutagenése TRBP R354N (3”)

B514 |GGGGATATCCATATGTCCCAGAGCAGGCACCG |Clonage de PACT + Ndel (57)
CGCCGAGG

B515 | GGGGATATCCATATGGGATGTACTTGGCATTCC | Clonage de PACT (212-313) + Ndel (5°)
TTGAGG

B516 |GGGGGATCCTTACTTTCTTTCTGCTATTATCTTT |Clonage de PACT + BamHI (3°)
AAATACTGC

B641 |GGAACTGTCCACCCAGCCGATCACTGTGTGTC |Mutagenése TRBP A3341 (5°)

ATGG

B642 |CCATGACACACAGTGATCGGCTGGGTGGACA |Mutagenese TRBP A3341(3”)
GTTCC

B643 |GGAGCTGAGCGCAAGTGGACTCTGC Mutagenése TRBP L319A (57)

B644 |GCAGAGTCCACTTGCGCTCAGCTCC Mutagenése TRBP L319A (3°)

B875 |GGTTGCACCTGGGATAGCTTAAGGAACAGCG |Mutagenese de la région de TRBP ciblée
TGGGCGAGAAGATCCTGTCCC par un siARN (5°). Version avec un codon

rare

B876 |GGGACAGGATCTTCTCGCCCACGCTGTTCCTT |Mutagenése de la région de TRBP ciblée
AAGCTATCCCAGGTGCAACC par un siARN (3”). Version avec un codon

rare

B877 |GGTTGCACCTGGGATAGCTTACGCAACAGCGT |Mutagenése de la région de TRBP ciblée

GGGCGAGAAGATCCTGTCCC

par un siARN (5’). Version sans codon rare
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B878 |GGGACAGGATCTTCTCGCCCACGCTGTTGCGT |Mutagenese de la région de TRBP ciblée
AAGCTATCCCAGGTGCAACC par un siARN (3”). Version sans codon rare

5852 |TTTTTTTTTTTTTTTTTT Transcription inverse des ARNm

8536 | AACAGCCTCAAGATCATCAGC Expérience de PCR quantitative sur la
GAPDH (5°)

8537 |GGATGATGTTCTGGAGAGCC Expérience de PCR quantitative sur la
GAPDH (3”)

B879 |GGTTGCACCTGGGATTCTCTAC Expérience de PCR quantitative sur TRBP
(262-366) (5”)

B963 | TCTCTACGAAATTCAGTAGG Expérience de PCR quantitative sur TRBP
(266-366) (57)

B880 | TCACTTGCTGCCTGCCATGATC Expérience de PCR quantitative sur TRBP
(262-366) (3°)

Tableau I : Liste des oligonucléotides qui ont été utilisés au cours du doctorat.

Le numéro, correspondant a la nomenclature utilisée au laboratoire, la séquence et la fonction de

chaque oligonucléotide sont précisés.

C. Les plasmides
1. Pour le clonage Gateway®
pDONR™ 207 (5,6 kpb ; Life Technologies) : Ce plasmide a été utilisé pour la premicre étape
(recombinaison BP) de clonage par la technique Gateway® de fragments PCR d’intéréts. Le
plasmide pDONR™ 207 contient une origine de réplication High copy rep, un geéne de résistance a
la gentamycine, le géne toxique ccdB suivi du gene de résistance au chloramphénicol, bordés par les

séquences de recombinaison attP1 et attP2.

2. Pour le double-hybride chez la levure S. cerevisae
pACT?2, pGBKT7 et pAS2 (8,1 kpb, 7,3 kpb et 8,4 kpb ; Clontech) : Ces plasmides ont été utilisés
pour tester les interactions entre les protéines d’intéréts par la technique du double hybride chez
S. cerevisae. Au laboratoire les plasmides pACT2 et pAS2 ont ét¢ modifiés afin de les rendre
compatible avec la technique de clonage Gateway®. Le plasmide pACT2 permet I’expression de la
protéine d’intérét fusionnée au domaine d’activation de la transcription du facteur Gal4 (Gal4-AD)
au niveau de la région N-terminale, tandis que les plasmides pGBKT7 et pAS2 permettent
I’expression de la protéine d’intérét fusionnée au domaine de fixation a I’ADN du facteur Gal4
(Gal4-BD) au niveau de la région N-terminale. L’expression de ces protéines est sous le contréle du
promoteur ADHI1 et du terminateur ADHI. Les plasmides pACT2 et pAS2 contiennent une origine
de réplication High copy ColEl et High copy 2u permettant sa réplication chez la bactérie et la
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levure respectivement. Le plasmide pGBKT?7 contient une origine de réplication High copy rep et
high copy 2u permettant sa réplication chez la bactérie et la levure respectivement. Le plasmide
pACT?2 contient un géne de résistance a I’ampicilline et un géne d’auxotrophie LEU2 tandis que les
plasmides pGBKT7 et pAS2 contiennent un géne de résistance a la kanamycine et ’ampicilline

respectivement et un gene d’auxotrophie TRP1.

3. Pour la surproduction de protéines recombinantes chez E. coli
pnEA3ch, pnCS, pnYK (5,8 kpb, 3,5 kpb et 4,5 kpb) : Ces plasmides ont été utilisés pour tester les
interactions entre protéines d’intéréts par la technique de co-expression et pour la production et la
purification de protéines. Le plasmide pnYK a été créé a partir du pnYC. Le plasmide pnEA3CH
permet 1’expression de protéines fusionnées a une étiquette 6-Histidines au niveau de 1’extrémité N-
terminale, tandis que les plasmides pnCS et pnYK permettent I’expression de protéines non
étiquetées. Ces trois plasmides contiennent un gene /acl, un promoteur et un terminateur T7 et un
site RBS (« Ribosome Binding Site »). Le plasmide pnEA3CH contient un geéne de résistance a
I’ampicilline un site de coupure a la protéase PreScission situé entre I’étiquette 6-Histidines et
I’ORF de la protéine d’intérét. Les plasmides pnCS et pnYK contiennent respectivement un géne de
résistance a la spectinomycine et a la kanamycine. Les plasmides pnEA3Ch, pnCS et pnYK

possedent respectivement une origine de réplication pPBR322, p15A et CDF.

pnEA3chGW, pnCSGW, pnYKGW (6,8 kpb, 3,5 kpb et 5,5 kpb) : Ces plasmides ont été réalisés
a partir des vecteurs pnEA3ch, pnCS et pnYK respectivement, afin de les rendre compatibles avec
la technique de clonage Gateway®. Dans ce cas, les plasmides contiennent alors le geéne de
résistance au chloramphénicol et le géne toxique ccdB, bordés par les s€quences de recombinaison

attR1 et attR2.

4. Pour la production de protéines recombinantes en baculovirus
pAC8-6hist et pAC8-6hist-MBP : Le plasmide pAC8-6hist a été fourni par le 'IGBMC. Ces deux
vecteurs ont été utilisés pour produire et purifier des protéines en infectant des cellules d’insectes
S19 par un baculovirus recombinant. Le génome de ce baculovirus provient de la recombinaison
entre le vecteur pAC-6hist (ou le vecteur pAC8-6hist-MBP) et un bacmide lui aussi fourni par
I’IGBMC. Le vecteur pAC8-6hist permet I’expression d’une protéine fusionnée a une étiquette 6-

histidines. Le plasmide pAC8-6hist-MBP a été réalis¢ a partir du vecteur pAC8-6hist par insertion
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d’une séquence permettant I’expression d’une protéine fusionnée a son extrémité N terminale a une
étiquette 6-Histidine-MBP. Ces 2 plasmides contiennent également un site de coupure a la protéase
PreScission situé¢ entre 1’étiquette 6-Histidines ou 6-Histidines-MBP et I’ORF de la protéine

d’intérét et un gene de résistance a I’ampicilline.

5. Pour les expériences d’immunoprécipitation
pcDNA 3.1™ et pcDNA 3.1/nV5-DEST™ (5,4 kpb et 7,1 kpb ; Life Technologies) : Ces plasmides
ont été utilisés transfecter des cellules H.E.K. Le plasmide pcDNA 3.1/nV5-DEST™ permet
I’expression de protéines fusionnées a 1’étiquette V5 au niveau de I’extrémité N-terminale et est
compatible avec le systeme Gateway® et contient ainsi le géne de résistance au chloramphénicol et
le geéne toxique ccdB, bordés par les séquences de recombinaison attR1 et attR2. Les vecteurs
pcDNA 3.1™ et pcDNA 3.1/nV5-DEST™ contiennent une origine de réplication pUC et SV40, le
promoteur CMYV, le terminateur BGH qui est suivi d’un site de polyadénylation, ainsi qu'un geéne de

résistance a I’ampicilline et a 1a néomycine.

6. Pour la transcription d’un ARN
P2RZ (2,7 kpb ; Addgene) : Ce plasmide a été utilisé pour transcrire un pré-microARN fusionné en
3" avec le ribozyme HDV. Il contient de plus un géne de résistance a I’ampicilline, un promoteur T7

et une origine de réplication ApR.

D. Les milieux de cultures
Les milieux de culture de bactéries et de levures sont autoclavés a 121 °C, sous 1 bar de pression,
pendant 20 minutes. Pour la préparation des milieux solides, de I’agar est additionné a raison de

17 g/l avant le passage a ’autoclave.

1. Cultures de bactéries
Milieu LB (Luria Bertani) : Peptone trypsique de caséine 5 g/l ; extrait de levure 10 g/l ; NaCl
5 g/l. Le pH est ajusté a 7,5 avec du NaOH 10 N.
Milieu Graffinity I : LB 2X ; glucose 0,5 g/l.
Milieu Graffinity II : Hepes 20 mM pH 7 ; LB 2X ; lactose 0,6 g/, IPTG 1 mM.
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Les milieux peuvent étre complétés apres stérilisation avec des antibiotiques a une concentration
finale de 100 pg/ml pour I’ampicilline, 30 pg/ml pour le chloramphénicol, 15 pg/ml pour la

gentamycine, 30 nug/ml pour la spectinomycine et 50 pg/ml pour la kanamycine.

2. Cultures de levures
Milieu riche YPD : Extrait de levure 10 g/l ; bactopeptone 20 g/l ; galactose 2 g/l
Milieu sélectif : Base azotée de levure sans acide aminé 10 g/l ; glucose 20 g/l ; mélange d’acides

aminés (20 g/l de chaque acide aminé)

3. Culture de cellules humaines
Milie DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium): Milieu commercial (Sigma)
supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal, 20 mM final de glutamine, 1000 U/ml final de

pénicilline et 1000 ug/ml final de streptomycine.

4. Culture de cellules d’insectes
Milieu Grace : Milieu commercial (Life Technologie) supplémenté avec 10 % de sérum de veau

feetal.

E. Les tampons et solutions d’usage courant
TE : Tris 10 mM, pH 8 ; EDTA 1 mM.
TBE : Tris 89 mM, pH 8,3 ; borate 89 mM ; EDTA 2mM.
PBS-Tween 0, 1 % : Na,HPO4 10 mM ; KH,PO,4 1,8 mM, pH 7,3 ; NaCl 140 mM ; KCI 2,7 mM ;
Tween-20 0,1 %.
Tampon de migration SDS-PAGE : Glycine 25 g/l ; Tris 3 g/l ; SDS 0,1 %.
Bleu de dépot 2X pour SDS-PAGE : Tris 5 mM, pH 6,8 ; glycérol 25 %; SDS 2 % ; bleu de
bromophénol 0,01 % ; B-mercaptoéthanol 5 %.
Bleu de formamide 2X : EDTA 20 mM ; bleu de bromophénol 0,05 % ; bleu de xyléne cyanol
0,05 % ; dans de la formamide désionisée.
Tfbl : Acétate de potassium 30 mM ; KCI 100 mM ; CaCl, 10 mM ; glycérol 15 % et MnCl, 50 mM
(ajouté extemporanément).
TfbIl : MOPS-Na pH 7 10 mM ; CaCl, 75 mM ; KCI 10 mM et Glycérol 15 %.
Tampon de transcription 10X : Hepes 800 mM, pH 7,5 ; spermidine 10 mM ; DTT 200 mM et
Triton-X100 0.1 %.
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HBS 2X : Hepes 50 mM, pH 7.5 ; NaCl 0,28 M ; KC1 10 mM ; Na,HPO, 1,5 mM.

Tampon d’hybridation : Tris 10 mM, pH 8§ ; NaCl 50 mM ; EDTA 1 mM.

HNTG : Hepes 20 mM, pH 7,9 ; NaCl 150 mM ; glycérol 10 %, MgCl, 1 mM ; EGTA 1 mM ; anti-
protéase 1X.

Tampon bas sel : Tris-HCI 20 mM, pH 8 ; NaCl 50 mM ; Imidazole 7 mM.

Tampon haut sel : Tris-HCI 20 mM, pH 8 ; NaCl 400 mM ; Imidazole 7 mM.

Tampon de purification : Hepes 25 mM, pH 7,5; NaCl 300 mM ; TCEP 0,5 mM ; Imidazole
10 mM.

Tampon d’élution: Hepes 25 mM, pH 7,5 ; NaCl 300 mM ; TCEP 0,5 mM ; Imidazole 300 mM.
Tampon pour chromatographie d’exclusion stérique (RMN) : Na,HPO,4,12H,O 10 mM, pH 6.4 ;
NaCl 150 mM ; TCEP 0,5 mM.

Milieu M9 : Na,HPO,4,12H,0 42 mM ; KH,PO4 22 mM ; NaCl 8,6 mM ; Métaux Mix I 200 pl/T;
Métaux Mix 1I 100 pl/l ; MgSO, 2 mM ; “"NH4CI 1 g/l ; Glucose “C 2 g/l ; Biotine 1 mg/l ; Acide
folique 1 mg/1 ; Nicotinamide 1 mg/l ; Riboflavine 0,1 mg/l ; Thiamine 5 mg/I.

Métaux Mix I : FeCl; 50 mM.

Métaux Mix II : CaCl, 20 mM ; MnCl, 10 mM ; ZnSO, 10 mM ; CoCl, 2 mM ; CuCl, 2 mM ;
NiCl, 2 mM ; NaxMoOs 2 mM ; Na,SeO; 2 mM ; H;BO; 2 mM.

Tampon de réaction : Hepes 40 mM, pH 7,5 ; NaCl 100 mM ; MgCl, 3 mM ; DTT 1 mM.
Tampon de transfection HEPES : Hepes 25 mM, pH 7 ; NaCl 140 mM ; CaCl, 125 mM.

Tampon de lyse : Na,HPO4,12H,O 50 mM, pH 8 ; NaCl 300 mM ; Imidazole 10 mM ; Triton
0,05 % ; glycérol 5 % ; TCEP 0,5 mM ; inhibiteur de protéase EDTA-free 1X.

Tampon de lavage : Na,HPO,,12H,O 50 mM, pH 8 ; NaCl 300 mM ; Imidazole 10 mM ; glycérol
5% ; TCEP 0,5 mM.

Tampon d’élution I : Na,HPO,4,12H,0O 50 mM, pH 8 ; NaCl 300 mM ; Imidazole 300 mM ; Triton
0,05 % ; glycérol 5 % ; TCEP 0,5 mM.

F. Les anticorps
Les anticorps suivant ont été utilisés pour les analyses par Western-blot, les immunoprécipitations,
ainsi que pour les expériences de Duolink™ et d'immunofluorescence :

- anti-RPAP3 (référence : SAB1407956 - Sigma-Aldrich) : Anticorps monoclonal produit chez

eme

la souris. Utilisé dilué au 1/250°™ pour les expériences de Duolink™ et au 1/100°™ pour les

expériences d'immunofluorescence.
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- anti-RPAP3 (référence : SAB1411438 - Sigma-Aldrich) : Anticorps monoclonal produit chez
le lapin. Utilisé a une concentration de 1/2000°™ pour les expériences de western-blot.

- anti-TRBP (référence : ab72110 - Abcam) : Anticorps polyclonal produit chez le lapin. Utilisé
dilué au 1/100°™ pour les expériences de Duolink™, a une concentration de 1/500°™ pour les
expériences de Western-blot et dilué au 1/100°™ pour les expériences d’immunofluorescence.

- anti-TRBP (référence : ab129325 - Abcam) : Anticorps monoclonal produit chez la souris.
Utilisé a une concentration de 1/500°™ pour les expériences de western-blot.

- anti-Dicer (référence : ab14601 - Abcam) : Anticorps monoclonal produit chez la souris.
Utilisé a une concentration de 1/400°™ pour les expériences de western-blot.

- anti-Actine (référence : ab3280 - Abcam) : Anticorps monoclonal produit chez la souris. Utilisé
a une concentration de 1/400°™ pour les expériences de western-blot.

- anti-GAPDH (référence : ab9485 - Abcam) : Anticorps polyclonal produit chez le lapin. Utilisé
dilué au 1/750°™ pour les expériences de Duolink.

- anti-GAPDH (référence : ab8245 - Abcam) : Anticorps monoclonal produit chez la souris.
Utilisé dilué au 1/750°™ pour les expériences de Duolink.

- anti-V5 (référence : GTX117997 - ThermoFischer Scientific) : Anticorps polyclonal produit
chez le lapin. Utilisé a une concentration de 1/4000°™ pour les expériences de Western-blot.

- anti-V5 (référence : 37-7500 - ThermoFischer Scientific) : Anticorps monoclonal produit chez
la souris. Utilisé pour des immunoprécipitations.

- anti-lapin (référence 31460 - ThermoFischer Scientific) : Anticorps secondaire couplé a la
péroxidase et produit chez la chévre. Utilisé 4 une concentration de 1/20000°™ pour les expériences
de western-blot.

- anti-souris (référence : 515035003 - ThermoFischer Scientific) : Anticorps secondaire couplé a
la péroxidase et produit chez le mouton. Utilisé a une concentration de 1/10000°™ pour les
expériences de western-blot.

- anti-souris couplé a de l'alexa-fluor 488 (ThermoFischer Scientific) : Utilisé dilué au 1/50°™
pour les expériences d’immunofluorescence.

- anti-lapin couplé a de l'alexa-fluor 555 (ThermoFischer Scientific) : Utilisé dilué au 1/250™

pour les expériences d’immunofluorescence.
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I1I. Méthodes
A. Méthodes relatives aux acides nucléiques
1. Clonage
a. PCR
Les expériences de PCR ont été réalisées a I’aide d’un thermocycleur Agilent. Le programme utilisé
est une dénaturation de 5 min a 95 °C suivie de 30 cycles comprenant une dénaturation a 95°C de
30s, puis d’une hybridation a la température de demi-dénaturation moins 5 °C et enfin d’une
¢longation a 72 °C. Apres les 30 cycles, une ¢élongation de 10 min a 72 °C est ajoutée puis les
amplicons sont stockés a 20 °C dans I’appareil. Les amplifications ont été réalisées dans 50 pul a
partir de 50 ng d’ADN matrice auquel a ét¢ ajouté 10 ul de tampon 5X HF (ThermoFisher
Scientific), 8 ul d’un mélange des 4 ANTP a une concentration de 1,25 mM chacun, 1 pul a 10 uM
de chaque oligodésoxyribonucléotide et 2 unités d’enzyme « Phusion DNA Polymerase » de

ThermoFisher Scientific.

b. Clonage par ligature
Les différents ADN codant les protéines ou fragments de protéines ont été amplifiés par PCR
comme décrit précédemment en utilisant des oligodésoxyribonucléotides portant des sites de
restriction a leurs extrémités (voir Tableau I). Vingt microlitres de PCR sont digérés a 37 °C par
1 unité de chaque enzyme de restriction FastDigest (ThermoFisher Scientific) dans du tampon
FastDigest (ThermoFisher Scientific) pour un volume final de 30 pl. Les enzymes de restriction
sont ensuite inactivées a une température et pendant un temps spécifique de 1’enzyme utilisée, en
accord avec ce qui est préconis¢ par le fournisseur. Dix microgrammes du plasmide de clonage sont
digérés par 10 unités de chaque enzyme de restriction FastDigest utilisée pour 1’insert dans du
tampon FastDigest a 37 °C durant 20 min dans un volume final de 100 pl. Le plasmide est ensuite
extrait par traitement au phénol/chloroforme (v/v) et précipité. Pour ce faire le volume est tout
d’abord ajusté a 200 ul avec de I’eau ultra-pure, puis un volume €équivalent de phénol/chloroforme
est ajouté et le mélange est mélangé pendant 1 min avant d’étre centrifugé pendant 5 min a 10000 g.
Une précipitation alcoolique est alors effectuée sur le surnageant a 1’aide de 3 volumes d’éthanol
100 % et de 0,3 M d’acétate de sodium. Le mélange est ensuite incubé a -20 °C pendant 30 min
avant d’étre centrifugé pendant 30 min a 10000 g a 4 °C. L’¢thanol 100 % est retiré et le culot
d’ADN est lavé par ajout de 800 pl d’éthanol 70 %. Aprées une centrifugation pendant 15 min a 4 °C
a 10000 g I’éthanol 70 % est totalement retiré puis le culot est finalement dissous dans 20 pl d’eau

ultra-pure. La ligature est réalisée par I’incubation d’une nuit a température ambiante d’un mélange
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réactionnel de 10 ul contenant 50 ng de vecteur digéré, un exces d’insert digéré de trois fois par
rapport au vecteur, 5 unités de T4 DNA ligase (ThermoFisher Scientific) et du tampon de ligature
« T4 DNA ligase buffer » (ThermoFisher Scientific). Cinquante microlitres de bactéries E. coli
DH5a super-compétentes sont ensuite transformées par 2 pl de ce mélange réactionnel. Les clones
positifs sont amplifiés par mini-préparation ou midi-préparation de plasmides, puis ceux-ci sont

séquenceés par la société GATC.

c. Mutagenese dirigée
Le programme utilisé est le méme que ci-dessus a I’exception du nombre de cycle qui n’est que de
18. Les amplifications ont été réalisées dans 50 ul a partir de 50 ng d’ADN matrice auquel a été
ajoutés 10 pl de tampon 5X HF, 8 ul d’un mélange des 4 ANTP a une concentration de 1,25 mM
chacun, 0,3 ul & 10 uM de chaque oligodésoxyribonucléotide portant la mutation voulue (voir
Tableau I) et 2 unités d’enzyme « Phusion DNA Polymerase » de ThermoFischer. Vingt microlitres
du mélange de PCR sont incubés dans un volume final de 50 pul avec 1pul de Dpnl
FastDigest (ThermoFisher Scientific) et 3 pl de tampon FastDigest 10X (ThermoFisher Scientific) a
37 °C pendant 30 min. Cinquante microlitres de bactéries E. coli DHS5a super-compétentes sont
finalement transformées par 2 pl de ce mélange réactionnel. Les clones positifs sont amplifiés par

mini-préparation ou midi-préparation de plasmides, puis séquencés par la société GATC.

d. Clonage par recombinaison Gateway®
i. Recombinaison avec le vecteur pPDONR207 :
Les différents ADN codant pour les protéines ou fragments de protéines ont été amplifiés par PCR
en utilisant des oligodésoxyribonucléotides portant des sites de recombinaison AttB1 et AttB2 (voir
Tableau I). Deux microlitres du mélange PCR sont ensuite incubés avec 2 ul de TE, 1 ul a
100 ng/ul de pDONR207 et 2 pl du mixte BP Clonase II (ThermoFisher Scientific) pendant 2 h a
toute une nuit a température ambiante. Cinquante microlitres de bactéries E. coli DH5a super-
compétentes sont finalement transformées par 2 pul de ce mélange réactionnel. Les clones positifs
sont amplifiés par mini-préparation ou midi-préparation de plasmides, puis ceux-ci sont séquenceés

par la société GATC.

ii. Recombinaison avec les vecteurs de destination :
Cent nanogrammes de pDONR207 recombinants sont incubés avec 2 ul de TE, 100 ng de vecteur

de destination et 2 pl du mixte LR Clonase II (ThermoFisher Scientific) pendant 2 h a toute une nuit
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a température ambiante. Cinquante microlitres de bactéries E. coli DHS5a super-compétentes sont
finalement transformées par 2 pl de ce mélange réactionnel. Les clones positifs sont amplifiés par
mini-préparation ou midi-préparation de plasmides, puis ceux-ci sont séquencés par la société

GATC.

e. Clonage par recombinaison par la technique d'In-Fusion™ de Clontech
L’insert est amplifi¢ par PCR comme indiqué ci-dessus. Le vecteur de destination est linéarisé au
niveau du site d’insertion par PCR. Les matrices PCR sont éliminées par un traitement a la Dpnl.
Pour ce faire, les cinquante microlitres de réaction de PCR sont incubés dans un volume final de
60 ul avec 2 ul de Dpnl FastDigest et 6 ul de tampon FastDigest 10X a 37 °C pendant 30 min.
L’insert et le vecteur linéarisé sont ensuite purifiés a I’aide du kit « QIAEX II Gel Extraction » de
Qiagen. La réaction de recombinaison est effectuée dans un volume final de 10 pl avec 50 ng
d’insert purifié, 150 ng de vecteur linéarisé purifié et 2 ul de réactif « In-Fusion HD Enzyme
Premix 5X » (Clontech). La réaction est incubée pendant 15 min a 50 °C puis placée dans la glace.
Cinquante microlitres de bactéries E. coli DHS5a super-compétentes sont finalement transformées
par 2 pl de ce mélange réactionnel. Les clones positifs sont amplifiés par mini-préparation ou midi-

préparation de plasmides, puis ceux-ci sont séquencés par la société¢ GATC.

f. Transformation de bactérie E. coli DH5a ou BL21
i. Obtention de bactérie E. coli DH5a ou BL21 super-compétentes
Une culture de 100 ml de milieu LB est ensemencée avec 10 uDOgyonm d’une culture saturante
d'E. coli (DH5a ou BL21). Arrivée a une concentration cellulaire située entre 0,6 et
0,7 uDOgoo nm/ml, la culture est centrifugée 30 min a 2500 g, puis le culot est repris dans 30 ml de
tampon T1bl et incubé pendant 2 h a 4 °C. Apres une centrifugation de 10 min a 2500 g, le culot est
dissous dans 4 ml de Tfbll puis aliquoté. Les aliquotes sont finalement congelées par de I’azote
liquide et conservées a -80 °C. Pour les bactéries E. coli BL21, les cultures sont réalisées en

présence de chloramphénicol a une concentration finale de 30 pg/ml.

ii. Transformation de bactérie E. coli DH5a par choc thermique
Un a cinq microlitres de mélange a transformer sont incubés avec 50 pl de bactéries E. coli DH5a
super-compétentes pendant 30 min a 4 °C. La transformation est effectuée par un choc thermique de
45 s a 42 °C puis pendant 2 min a 4 °C. Si nécessaire les bactéries sont régénérées pendant 45 min

sous agitation a 37 °C apres 1’ajout d’un volume de 200 pl de milieu LB avant d’étre étalées sur des
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boites LB + antibiotiques et incubées une nuit a 37 °C.

2. Obtention du pre-microARN 30E

a. Préparation de la matrice ADN
Dix microgrammes de vecteur p2RZ_C-premicroARN 30E sont digérés dans un volume final de
300 pl par 10 pg d’enzyme Xhol FastDiget (ThermoFischer Scientific) dans 30 pul de tampon
FastDigest 10X pendant 1h a 37 °C. Le vecteur linéaris¢é est purifié par traitement au
phénol/chloroforme (v/v) et précipit¢é comme décrit dans le paragraphe II. A. 1. b. du chapitre

Matériel et Méthodes.

b. Transcription in vitro
Cing microlitres de p2RZ_C-premicroARN 30E a une concentration de 500 ng/ul sont incubés avec
5 ul de tampon de transcription 10X, 2,5 ul d’ARN polymérase T7 (produite au laboratoire),
25 mM de MgCl,, 10 ul de fNTP a 25 mM chacun et 10 U de RNAse Inhibiteur (ThermoFischer

Scientific) dans un volume final de 50 pl.

c. Purification du pre-microARN 30E
Cinquante microlitres de transcrit, additionnés de 50 ul de bleu de formamide 2X sans xyléne
cyanol, sont fractionnés sur un gel d’acrylamide-urée 8M 12,5 %. La bande correspondant au pre-
microARN 30E, visualisée par la technique d’ombrage aux UVs, est découpée sur le gel et ’ARN
est élué du gel dans 800 pl de tampon d’¢élution (kit RPA III de ThermoFisher Scientific) pendant
toute une nuit a 4 °C sur roue. Le pre-microARN est ensuite purifié par traitement au
phénol/chloroforme (v/v) et précipit¢é comme décrit dans le paragraphe II. A. 1. b du chapitre

Matériel et Méthodes.

d. Déphosphorylation et marquage d’un ARN
Un microgramme d’ARN purifié est incubé avec 1 pl d’enzyme FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase 1 U/pul (ThermoFischer Scientific), 2 ul de tampon FastAP 10X (ThermoFischer
Scientific), dans un volume final de 20 pl, pendant 20 min a 37 °C. La réaction est stoppée en
I’incubant pendant 10 min a 75 °C. L’ARN déphosphoryl¢ est purifi¢ sur une colonne « Mini Quick
Spin Oligo » (Roche) puis marqué. Pour cela, 200 ng d’ARN déphosphorylés sont incubés avec 1 pl
de T4 polynucleotide kinase (ThermoFischer Scientic, 10 U/ul), 2 ul de tampon A 10X
(ThermoFischer Scientific) et 1 pl de y-**P-ATP 3000 mCi/mmol 10 mCi/ml, dans un volume final
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de 20 ul pendant 1 h a 37 °C. L’ARN est finalement purifi¢ a I’aide d’une colonne « Mini Quick
Spin Oligo » (Roche).

3. Transfection de cellules HEK par un siARN
a. Préparation d’un siARN a partir de deux oligoribonucléotides de synthéses
Les deux oligoribonucléotides sont incubés a concentration égale dans du tampon d’hybridation

pendant 5 min a 95 °C puis laissés pendant 1 h a T °C ambiante.

b. Transfection de cellules HEK au phosphate de calcium
La transfection de cellules HEK par des siARN (OnTarget™ de Dharmacon ou duplexe
d'oligoribonucléotides) a été réalisée par la méthode du phosphate de calcium. Trois millilitres de
milieu DMEM sont ensemencés a raison de 100000 cellules HEK par puits de 3,5 cm. Vingt-quatre
heures plus tard, les cellules sont transfectées par le siRNA. Pour cela, 5 pl de siRNA a 10 uM sont
incubés avec 37 ul de TE 0,1X, 5,2 pul de CaCl,2 M et 42 ul d'HBS 2X, mélangés par bullage et
incubés pendant 30 min a température ambiante. Le milieu est ensuite ajouté goutte-a-goutte aux
cellules. Six heures plus tard, le milieu de culture est changé. Quarante-huit heures apres la
premicére transfection les cellules sont de nouveau transfectées selon le méme protocole et le milieu
de culture est de nouveau changé 6 heures apres la seconde transfection. Vingt-quatre a 48 h apres
la seconde transfection le milieu de culture est retiré par aspiration et les cellules sont grattées et
récupérées dans 1 ml de PBS (ThermoFischer Scientific). Aprés une centrifugation de 15 min a

2500 g, le PBS est retiré et les cellules sont congelées a -80 °C.

4. Transcription inverse et PCR quantitative
a. Extraction des ARN totaux de cellule H.E.K.
Les cellules sont reprises dans du Trizol (ThermoFisher Scientific) a raison de 1 ml pour 10 cm? de
surface de culture. Du chloroforme est ajouté a la solution (0,2 ml/ml de Trizol) et le mélange est
agit¢ fortement avant une étape de centrifugation a 12000 g pendant 20 min a 4 °C. Apres
centrifugation, les ARN totaux présents dans la phase aqueuse sont prélevés et précipités avec
500 pl d’isopropanol pour 1 ml de trizol et 0,3 M d’acétate de sodium 1h a -20 °C. Apres une
centrifugation a 12 000 g pendant 20 min a 4 °C, I’isopropanol est retiré et le culot d’ARN est lavé
avec 800 pl d’éthanol 70 %. Apres une centrifugation a 12000 g pendant 5 min a 4 °C, 1’éthanol est

retiré et le culot est dissous dans 10 ul d’eau ultra-pure.
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b. Elimination de I’ADN génomique
Deux microgrammes d’ARN sont incubés avec 2 pl d’enzyme RQ1 (ThermoFisher Scientific) et
I ul de tampon RQ1 10X dans un volume final de 10 ul pendant 40 min a 37 °C. La réaction est
stoppée par I’ajout d’1 pl de tampon RQ1 Stop et une incubation a 65 °C pendant 10 min.

c¢. Transcription inverse des ARNm

Deux microgrammes d’ARN traités avec ’enzyme RQ1 sont incubés avec 1 pul d’enzyme MMLV
(ThermoFischer Scientific), 2 ul a 100 uM d'oligodésoxyribonucléodes polydT (voir Tableau I) et
8 ul de ANTP 100 mM dans un volume final de 40 pl pendant 1 h a 42 °C.

d. PCR quantitative

Un microlitre d’ADNc (voir ci-dessus) est incubé avec 0,35ul de chaque
oligodésoxyribonucléotides (100 uM) et 5 pl de SyBr Green MasterMix 2X (ThermoFischer
Scientific) dans un volume final de 10 pl. Le programme de PCR quantitative est le suivant : une
dénaturation initiale pendant 10 min a 95 °C suivie de 40 cycles [dénaturation 95 °C, 15s ;
hybridation 60 °C, 30 s ; élongation 72 °C 30 s]. Ce programme est suivi d’une étape visant a
déterminer une courbe de fusion permettant de vérifier qu'un seul produit de PCR est amplifié : 40
cycles [dénaturation 95 °C, 15 s ; hybridation/élongation 60 °C, 1 min ; dénaturation 95 °C avec un

passage de 60 °C a 95 °C en raison d’un degré toutes les deux secondes].

5. Préparation des ARN pour puce a ARN non-codant
Apres extraction des ARN totaux au Trizol (voir ci-dessus), les ARN sont purifiés a 1’aide du kit
« miRCURY RNA isolation » d'Exiqon. Pour cela, le volume d’ARN est ajust¢ a 100 ul avec de
’eau ultra-pure et ajouté a 250 ul de tampon de lyse (kit). Deux cents microlitres d’éthanol 100 %
sont alors ajoutés au mélange qui est ensuite passé sur colonne. La colonne est ensuite lavée 3 fois
avec 400 pl de solution de lavage (kit). Les derniéres traces de la solution de lavage sont éliminées
par une centrifugation de 2 min a 14000 g puis les ARN sont élués dans 35 pl de tampon d’élution
(kit). Les ARN sont ensuite concentrés par précipitation alcoolique a froid, lavés puis dissous dans 5

a 10 pl d’eau ultra-pure et conservés a -80 °C.

6. Coupure du pré-microARN 30E par Dicer en présence de TRBP et/ou de RPAP3

Dix nanomolaires de pré-microARN 30E marqué en 5> avec du **P sont incubés dans 20 pl de

tampon de réaction a 65 °C pendant 10 min puis rapidement placés dans la glace. La réaction de
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coupure par Dicer est alors réalis¢é en présence de 200 nM de la protéine Dicer purifiée, du
complexe Dicer-TRBP ou en présence des protéines Dicer, TRBP et RPAP3 dans des concentrations
spécifiées, pendant une heure a 37 °C. Les produits de coupures sont ensuite fractionnés sur un gel

dénaturant acrylamide-urée 8 M de 15 % et visualisés a I’aide d’un phosphorimager.

B. Méthodes relatives aux protéines
1. Méthodes relatives a la levure Saccharomyces cerevisae
a. Préparation de levures Saccharomyces cerevisae compétentes
Une souche de levure est ensemencée dans du 10 ml de milieu YPD et mise sous agitation pendant
48 h 4 30 °C. A partir de cette culture en phase stationnaire, 50 ml de milieu YPD sont ensemencés
a 0,1 uDOeoo nw/ml et mis sous agitation a 30 °C jusqu’a obtenir une concentration cellulaire située
entre 0,5 a 0,8 uDOgy nm/ml. La culture est alors centrifugée pendant 10 min a 2500 g a 4 °C, puis le
culot est repris et lavé dans 30 ml de tampon (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, EDTA 1 mM, Acétate de
lithium 100 mM). Une centrifugation de 10 min a 2500 g a 4 °C est effectuée et le culot est repris

dans 500 pl de ce méme tampon.

b. Transformation de la levure Saccharomyces cerevisae
Pour chaque transformation, un volume de 50 pl de suspension cellulaire est incubé pendant 30 min
a 30°C, en présence d’1 pg d’ADN plasmidique, de 45 pg d’ADN de sperme de saumon
'(Invitrogen), préalablement dénaturé pendant 15 min a 96 °C, et de 300 ul de tampon (Tris-HCI
pH 7,5 10 mM, EDTA 1 mM, acétate de lithium 100 mM, PEG 4000 40 %). Le mélange est ensuite
incubé pendant 10 min a 42 °C. Un volume de 600 pl d’eau stérile est ajouté au mélange qui est
ensuite centrifugé pendant 1 min a 6000 g, puis un volume de 800 ul est retiré. Finalement le culot

est repris dans le volume restant et est étalé sur un milieu sélectif solide.

c. Double-hybride
La souche Y187 (Mat a) est transformée par le plasmide pGBKT7 ou pAS2 qui permet I’expression
d’une protéine fusionnée au domaine de fixation a I’ADN de Gal4, tandis que la souche CG1945
(Mat a) est transformée par le plasmide pACT2 qui permet I’expression d’une protéine fusionnée au
domaine d’activation de la transcription de Gal4. Les souches haploides transformées sont ensuite
diluées séparément dans 50 pl d’eau stérile, avant d’étre croisées par la superposition d’un volume
de 8 pl de chaque dilution sur milieu solide YPD. Aprés 2 jours d’incubation a 30 °C, les souches

diploides potentiellement générées sont diluées séparément dans 50 pl d’eau stérile, avant d’étre
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s¢lectionnées par le dépot d’un volume de 8 pl de chaque dilution sur un milieu solide sélectif (Trp-,
Leu). Apres quelques jours d’incubation a 30 °C, les souches diploides sont a nouveau diluées
séparément dans 50 pl d’eau stérile, avant de tester 1’interaction entre les deux protéines d’intérét
par des dépots de 8 ul de chaque dilution sur milieu solide sélectif (Trp-, Leu’, His") avec différentes
concentrations en 3-AT (Sigma). Le niveau de croissance est analysé aprés trois a quatre jours

d’incubation a 30 °C.

2. Transfection de cellule HEK par un plasmide
Dix millilitres de milieu DMEM sont ensemencés avec 3 millions de cellule H.E.K. en boite de
pétri de 10 cm. Vingt-quatre heures plus tard, les cellules sont transfectées par 15 pg de plasmide.
Pour chaque réaction de transfection, 15 pg d’ADN sont dilués dans 250 pl de NaCl 150 mM d'une
part, et 30 ul de JetPEI (Polyplus Transfection) sont dilués dans 250 pl de NaCl 150 mM d'autre
part. Ces deux dilutions sont mélangées puis incubées 1 h a température ambiante. Le mélange est
ensuite ajouté goutte-a-goutte sur les cellules en culture. Apres 48 a 72 h de culture, le milieu des
cellules est retiré par aspiration et les cellules sont récoltées dans 1 ml de PBS (ThermoFischer

Scientific) puis culottées et congelées a -80 °C.

3. Préparation d’extraits protéiques a partir de cellule Hela/HEK
Les cellules culottées sont reprises dans 100 ou 500 pl de tampon HNTG puis incubés pendant
20 min dans la glace. Aprés 20 min de centrifugation a 10000 g, le surnageant contenant les

protéiques totales est récupéré et conservé si nécessaire a -20 °C.

4. Immunoprécipitation
Pour chaque immunoprécipitation, 100 ul de billes magnétiques couplées a la protéine G
(ThermoFischer Scientific) sont lavées trois fois avec 500 pl de PBS (ThermoFischer Scientific)
puis incubées pendant 2 h sur roue a température ambiante avec 10 ug d’anticorps dilués dans
500 ul de PBS. Un témoin négatif est réalisé sans anticorps. Un extrait protéique est préparé pour
chaque immunoprécipitation a partir de 8 boites de 10 cm de cellule H.E.K. arrivées a 90 % de
confluence. Pour cela, les cellules sont récoltées puis les protéines totales sont extraites en incubant
le culot cellulaire avec 500 pl de tampon HNTG comme décrit précédemment. Si nécessaire,
I’extraction est réalisée en présence de 15 ug de RNase A (ThermoFischer Scientific) par boites.
Cinquante microlitres d’extrait protéique total sont conservés pour servir de témoin interne

d’expression (« Input »). Apres trois lavages avec 500 ul de PBS, les billes sont incubées avec
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I’extrait protéique pendant 2 h sur roue a température ambiante. Les billes sont ensuite lavées 3 fois
avec 500 pl de tampon PBS puis reprises dans 40 pl de bleu dénaturant 2X. Quinze microlitres de
témoin d’expression interne, de témoin négatif et de 1’expérience d’immunoprécipitation sont alors

fractionnés sur un gel de protéines dénaturant puis analysés par western-blot.

5. Western-blot
Le transfert des protéines d’un gel dénaturant sur une membrane PVDF préalablement activée avec
de I’éthanol 100 % est réalisé a 1’aide d’un appareil Pierce G2 de ThermoFischer Scientific, sous un
courant de 1,5 A pendant 10 min. Apres ringage dans de 1’éthanol 100 %, la membrane est incubée
pendant 30 min avec une solution composée de 5 % de lait dilué dans du PBS-Tween 0,1 %. La
membrane est ensuite lavée 2 fois pendant 10 min avec du PBS-Tween 0,1 % puis incubée avec
I’anticorps primaire dilué (voir paragraphe 1. F du chapitre Matériel et Méthodes) dans une solution
de lait 5 % dilué dans du PBS-Tween 0,1 % pendant 1 h. Aprés 3 lavages de 10 min avec du PBS-
Tween 0,1 %, la membrane est incubée pendant 45 min avec 1’anticorps secondaire correspondant
également dilué¢ dans une solution de lait 5 % dilué¢ dans du PBS-Tween 0,1 % La membrane est de
nouveau lavée 3 fois 10 min avec du PBS-Tween 0,1 % puis révélée a I’aide du kit ECL prime
d'Amersham. Si nécessaire les anticorps primaires et secondaires sont éliminés de la membrane a
I’aide du kit « re-Blot plus middle » de Millipore et la membrane est de nouveau incubée avec une

solution de lait 5 % dilué dans du PBS-Tween 0,1 %.

6. Immunofluorescence
Trois millilitres de milieu DMEM sont ensemencés avec 100000 cellules HelLa. dans un puits de
3,5 cm sur une lamelle de microscope stérile. Une fois les cellules a 80-90 % de confluence, le
milieu est retiré par aspiration et les lamelles sont récupérées. Apres trois lavages avec du PBS
(ThermoFischer Scientific), les cellules sont fixées sur la lamelle pendant 20 min a 1’aide d’une
solution de formaldéhyde 3 %. Apres trois nouveaux lavages avec du PBS, les cellules sont
perméabilisées pendant 5 min a 1’aide d’une solution de triton 0,5 % dilu¢ dans du PBS puis rincées
3 fois avec du PBS. Les cellules sont ensuite incubées pendant 30 min avec une goutte (environ
50 ul) de solution de blocage (kit Duolink™ d'Olink). Une fois les lamelles délicatement
récupérées, les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS puis incubées avec 200 ul d’anticorps dilués
(voir paragraphe 1. F du chapitre Matériel et Méthodes) dans une solution de dilution pour anticorps

(kit Duolink™ d'Olink) pendant 1 h30 min a température ambiante. Aprés 3 lavages avec du PBS,
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les cellules sont incubées avec 200 ul d’anticorps secondaires diluées (voir paragraphe I. F du
chapitre Matériel et Méthodes) dans une solution de dilution pour anticorps (kit Duolink™ d'Olink)
pendant 1 h30 min. Aprés 3 lavages dans du PBS, les lamelles sont montées sur des lames de
microscope avec 12 ul de milieu de montage (kit Duolink™ d'Olink). Si nécessaire, les noyaux des
cellules sont marqués avec du To-Pro-3 (ThermoFisher Scientific) dilué au 1/1000°™ directement
dans le milieu de montage. L’acquisition des images a été réalisée sur un microscope SP5 de la

plateforme de microscopie confoncale de la Fédération de recherche FR3209.

7. Duolink™

Trois millilitres de milieu DMEM sont ensemencés avec 100000 cellules HelLa. dans un puits de
3,5 cm sur une lamelle de microscope stérile. Une fois les cellules a 80-90 % de confluence, le
milieu est retiré par aspiration et les lamelles sont récupérées. Apres trois lavages avec du PBS
(ThermoFischer Scientific), les cellules sont fixées sur la lamelle pendant 20 min a 1’aide d’une
solution de formaldéhyde 3 %. Apres trois nouveaux lavages avec du PBS, les cellules sont
perméabilisées pendant 5 min a 1’aide d’une solution de triton 0,5 % dilu¢ dans du PBS puis rincées
3 fois avec du PBS. Les cellules sont ensuite incubées pendant 30 min avec une goutte (environ
50 ul) de solution de blocage (kit Duolink™ d'Olink). Aprés 3 lavages avec du PBS, les cellules
sont incubées avec 50 ul d’anticorps dilués (voir paragraphe 1. F du chapitre Matériel et Méthodes)
dans une solution de dilution pour anticorps (kit Duolink™ d'Olink) pendant 1 h a température
ambiante. Apreés 3 nouveaux lavages avec du PBS, les cellules sont incubées avec 50 ul de sonde
PLA (kit Duolink™ d'Olink) diluée au 1/5°™ dans du PBS pendant 1 h a 37 °C en environnement
humide. Apres 2 lavages de 5 min avec du PBS, les cellules sont incubées avec 50 pl de solution de
ligature (kit Duolink™ d'Olink) diluée au 1/40°™ pendant 30 min a 37 °C en chambre humide. Les
cellules sont ensuite lavées pendant 2 min avec du PBS, deux fois, puis incubées pendant 100 min a
37 °C en chambre humide avec 50 ul d’ADN polymérase (kit Duolink™ d'Olink) diluée au 1/80°™
dans une solution d’amplification (kit Duolink™ d'Olink) elle-méme diluée au 1/5°™ dans de 1’eau
ultra-pure. Apres 2 lavages de 10 min, les lamelles sont montées sur des lames de microscope avec
12 pl de milieu de montage (kit Duolink™ d'Olink). Si nécessaire, les noyaux des cellules sont
marqués avec du To-Pro-3 (ThermoFisher Scientific) dilué au 1/1000°™ directement dans le milieu
de montage. Avant montage, le cytoplasme des cellules peut étre marqués. Pour cela les cellules
sont incubées pendant 20 min avec une unité de phalloidine couplée a de l'alexa-fluor 546

(ThermoFischer Scientific) puis lavées 3 fois avec du PBS. L’acquisition des images a été réalisée
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sur un microscope SP5 de la plateforme de microscopie confoncale de la Fédération de recherche

3209.

8. Production et purification de protéines recombinante chez E. coli
a. Transformation de bactéries E. coli BL21 par plusieurs vecteurs d’expression
Des bactéries E. coli BL21 sont transformées par un mélange de 2 ou 3 plasmides portant les ORF
des protéines a co-exprimer. Pour cela, 30 ul de bactérie E. coli BL21 super-compétentes sont
incubées pendant 30 min dans la glace avec 200 ng de chaque vecteur. La transformation des
bactéries est effectuée par choc thermique comme décrit précédemment (voir paragraphe II. A. 1. f
du chapitre Matériel et Méthodes) puis les bactéries sont régénérées pendant 1 h a 37 °C avec

200 pl de milieu LB avant d’étre étalées sur une gélose LB + antibiotiques.

b. Production de protéines recombinantes chez E. coli BL21
i. Pour les analyses par RMN homo- et hétéronucléaire
Une préculture de bactéries E. coli BL21, précédemment transformées, réalisées en milieu LB
contenant les antibiotiques requis est utilisée pour ensemencer une culture réalisée en milieu
minimum. Pour cela, un litre de milieu M9 "N (pour la RMN homonucléaire) ou "N et *C (pour la
RMN hétéronucléaire) ne contenant pas d’antibiotique est ensemencée a partir de la préculture a
une densité optique de 0,3 uDOggnm/ml. La production des protéines recombinantes est induite par
I’ajout d'IPTG a une concentration finale de 0,5 mM lorsque la densité optique est d’environ
0,8 uDogoo nm/ml et en plagant la culture a 20 °C pendant une nuit. Si nécessaire, le milieu M9 utilisé

pour la culture est réalisé avec 50 % d’eau deutérée.

i1. Pour les cribles de co-expression chez E. coli BL21
Une préculture est réalisée dans un puits de Deep-Weel™. Pour cela, 3 ml de milieu LB contenant
les antibiotiques nécessaires sont ensemencées par des bactéries E. coli BL21 précédemment
transformées et mis en culture a 37°C pendant une nuit. Une culture de 1,5 ml de milieu Graffinity I
est ensuite ensemencée avec la préculture a une densité optique de 0,1 uDOggonm/ml puis placée a
37 °C. Une fois la densité optique a 1,2 uDOeponm/ml, la production de protéines recombinantes est
induite par I’ajout d’1,5 ml de milieu Graffinity II & la culture qui est placée a 20 °C pendant une

nuit.
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1il. Pour les expériences de co-expression chez E. coli
Une culture de 200 ml de milieu LB sans antibiotique est ensemencée a partir d’une préculture en
milieu riche, contenant les antibiotiques nécessaires, de bactéries E. coli BL21 précédemment
transformées, a une densité optique de 0,1 uDOgypm/ml. La production des protéines recombinantes
est induite par 1’ajout d’IPTG a une concentration finale de 0,5 mM lorsque la densité optique est

d’environ 0,8 uDOgg nm/ml et en plagant la culture a 20 °C pendant une nuit.

iv. Pour les expériences in vitro
Plusieurs cultures d’un litre de milieu LB sans antibiotique sont ensemencées a partir d’une
préculture réalisées en milieu LB + antibiotiques adéquats de bactéries E.coli BL21, précédemment
transformées, a une densité optique de 0,1 uDOgpnm/ml. La production des protéines recombinantes
est induite par 1’ajout d'IPTG a une concentration finale de 0,5 mM lorsque la densité optique est

d’environ 0,8 uDOgonm/ml et en plagant la culture a 20 °C pendant une nuit.

c. Purification de protéines recombinantes chez E. coli BL21
i. Purification par chromatographie d’affinité sur résine TALON™
Aprés une centrifugation a 4 °C de 40 min a 10000 g d’une culture d’un litre, le culot cellulaire est
dilu¢ dans 50 ml de tampon de purification (voir le paragraphe I. E du chapitre Matériel et
M¢éthodes). La lyse des bactéries est effectuée a 4 °C par ultra-sons a 1’aide de 3 cycles de
sonication (Branson Sonifier 250, « output » a 5 et « duty cycle » sur 50%) de 2 min entrecouper de
2 min de pause dans la glace. Une aliquote de 10 pl du sonicat total (So) est mise de coté puis le
surnageant de sonication est récupéré apres une centrifugation de 40 min a 15000 g et une aliquote
de 10 pl du surnageant de sonication (SnSo) est prélevée. Le culot est remis en suspension dans
10 ml de tampon de purification et une aliquote de 5 pl est prélevée (Co). Si nécessaire, les acides
nucléiques présents dans le surnageant de sonication sont éliminés en ajoutant de 0,0125 % a 0,1 %
de PEI. Le surnageant apres traitement au PEI est alors récupéré apres une centrifugation de 30 min
a 15000 g a 4 °C et apres avoir été filtré a I’aide d’un filtre 0,22 pm. Une aliquote de 10 pl est
prélevée (SnPEI). Le culot de PEI, contenant principalement des acides nucléiques, est repris dans
10 ml de tampon de purification et une aliquote de 5 pl est prélevée (CPEI). Le surnageant de PEI
est incubé avec 600 pl de résine TALON™ (Clonetech), préalablement lavée et remise en
suspension a 50 % dans du tampon de purification, pendant 30 min sur roue a 4 °C. Aprés une
centrifugation de 10 min a 700 g a 4 °C, le surnageant est incubé une seconde puis une troisieme

fois avec de la résine TALON™. Aprés une centrifugation de 10 min a 700 g & 4 °C, une aliquote de
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10 ul du surnageant contenant les protéines non retenues sur la résine TALON™ est prélevée (NR)
puis les 3 résines sont lavées. Pour cela, elles sont remises en suspension dans 10 ml de tampon de
purification puis centrifugées pendant 10 min a 700 g a 4 °C. Le lavage est répété 3 fois puis une
aliquote de 10 ul de chaque fixation est prélevée (F1, F2, F3). Les résines sont ensuite remises en
suspension dans 1 ml de tampon de purification et incubées pendant une nuit sur roue a 4 °C avec
15 pg de PreScission (produite au laboratoire). Aprés une centrifugation a 4 °C de 10 min a 700 g,
le surnageant contenant principalement les protéines purifiées est récupéré ainsi qu’une aliquote de
10 pl de chaque fixation (F1Cp, F2Cp, F3Cp). Les résines sont lavées 2 fois avec 1 ml de tampon
de purification sur roue a 4 °C et une aliquote de 10 ul du surnageant est prélevée aprés une
nouvelle centrifugation (CpL). Enfin, une derniére aliquote de 10 pl correspondant a la résine apres
coupure et apres lavage est prélevée (Résine). Les différentes aliquotes sont fractionnées sur un gel
de protéines dénaturant avec du bleu dénaturant 2X. Apres coloration au bleu de coomassie, les
fractions F1Cp, F2Cp, F3Cp et CpL contenant les protéines purifiées sont combinées puis
concentrées a ’aide d’un concentrateur Amicon™ Ultra (EMB Millipore) adapté puis conservées a
-20°C. Si trois fixations ne sont pas suffisantes pour purifier ’ensemble des protéines
recombinantes, des fixations supplémentaires peuvent €tre réalisées. Il en est de méme pour le
nombre de lavage apres coupure a la PreScission s’il reste des protéines recombinantes sur la résine
(fraction résine).

Le méme protocole est utilisé pour la purification de complexes de protéines recombinantes pour les
expériences de co-expression chez E. coli, excepté qu’une seule fixation a été réalisée et que les

protéines ne sont pas €luées.

ii. Purification par chromatographie d’exclusion stérique
La purification est réalisée sur un appareil Akta Prime™ de chez GE Healthcare Life Sciences.
Suivant la taille des protéines a purifier, une colonne s200 ou s75 (GE Healthcare Life Sciences) de
120 ml est équilibrée dans le tampon souhaité. Un volume maximum de 5 ml de protéines a
purifiées est injecté dans une boucle d’un volume au moins 2 fois supérieur, puis chargé sur la
colonne a raison d’1 ml/min. Des fractions de 2 ml sont alors collectées. Des aliquotes de 10 ul des
fractions intéressantes sont prélevées puis fractionnées sur un gel de protéines dénaturant avec du
bleu dénaturant 2X. Une aliquote correspondant a 1’échantillon avant injection (NI) est également
fractionnée sur le gel. Les fractions qui contiennent les protéines d’intéréts sont combinées puis

concentrées a ’aide d’un concentrateur Amicon™ Ultra (EMB Millipore) adapté puis conservées a
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-20 °C.

iil. Purification des cribles de co-expressions a 1’aide du robot TECAN™ par
chromatographie d’affinité

Le crible d’interaction protéine-protéine est effectué a partir de cultures réalisées en Deep-Weel ™
24 puits et a I’aide d’un robot TECAN™. Les tests d’interaction sont réalisés en présence de deux
concentrations différentes de sel (50 et 400 mM). Les 3 ml de culture (voir le paragraphe II. B. 8.
b.ii précédent) sont divisés en 2 dans 2 Deep-Weel™ 24 puits par un robot TECAN™, puis les
cultures sont centrifugés pendant 20 min a 4000 g a 4 °C. Le surnageant est retiré et le culot est
repris dans 1,5 ml de tampon haut sel (pour le premier deep-weel™) et bas sel (pour le second deep-
weel™) par le robot. Aprés une sonication d’1 min (Utracell™ Bioblock Scientific, « duty cycle »
50 %), une aliquote de 10 pul correspondant a 1’extrait protéique total (So) est prélevée par le robot
et ajoutée a 10 pul de bleu dénaturant 2X. Aprés une centrifugation de 30 min a 4000 g, une aliquote
de 10 pl du surnageant, correspondant aux protéines solubles (SnSo), est prélevée et ajoutée a 10 ul
de bleu dénaturant 2X. Le surnageant est incubé avec 50 pl de billes magnétiques sur lesquelles
sont coordonnées des atomes de nickel (Dynabeads™ His-tag, ThermoFischer Scientific) pendant
30 min dans un Deep-Weel™ 48 puits. Le Deep-well™ est ensuite placé sur un aimant par le robot
et le surnageant est retiré et les billes sont lavées 3 fois avec 1,5 ml de tampon haut ou bas sel avant
d’étre remises en suspension dans 20 ul de bleu dénaturant 2X par le robot TECAN™. Dix
microlitres des aliquotes (So et SnSo) et 10 ul des billes magnétiques sont finalement fractionnées

sur un gel de protéines dénaturant.

iv. Purification par chromatographie d’affinité a haute pression
Les cultures sont centrifugées pendant 50 min a 4000 g puis les culots sont repris dans du tampon
de purification a raison de 30 ml par litre de culture. La lyse des bactéries est effectuée par ajout de
400 U de Benzonase™ (Merk Millipore) et par ultra-sons (voir le paragraphe II. B. 8. c. i ci-dessus).
Une aliquote de 10 pl des protéines totales (So) est prélevée puis les extraits sont centrifugés
pendant 30 min a 15000 g. Une aliquote de 10 pl du surnageant et du culot, préalablement repris
dans 10 ml de tampon de purification, sont prélevées puis le surnageant est filtré a 1’aide d’un filtre
0,22 um avant d’étre injecté par 1’Akta Avant™ (GE Healthcare Life Sciences) sur une colonne de
nickel de 5 ml préalablement équilibrée avec le tampon de purification. La colonne est ensuite lavée
avec le tampon de purification puis les protéines sont éluées par le tampon d’élution et collectées

dans des fractions de 5 ml. Une aliquote de 10 pl de chaque fraction est prélevée puis I’ensemble
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des aliquotes est fractionné sur un gel de protéines dénaturant avec du bleu dénaturant 2X. Apres
une coloration du gel au bleu de coomassie, les fractions qui contiennent les protéines d’intéréts
sont combinées puis concentrées a I’aide d’un concentrateur Amicon™ Ultra (EMB Millipore)

adapt¢ et congelées a -20 °C.

9. Production et purification de protéines recombinantes par baculovirus
a. Obtention d’un virus recombinant PO
Deux millions de cellules Sf9 sont ensemencées dans une flasque T25 et laissées adhérer pendant
1 h a 27 °C. Deux microgrammes de vecteur pAC8 sont co-transfectés dans les cellules Sf9 avec
500 ng de bacmide linéaris¢ par 1’enzyme Bsu36l. Pour cela, 2 ug (500 ng/ul) de pACS8 sont
incubés avec 500 ng de bacmide linéarisé (100 ng/ul) et 750 ul de tampon de transfection HEPES
puis ajoutés goutte-a-goutte dans une solution contenant 680 pl de milieu Grace non supplémenté et
75 ul de SVF. Aprés une incubation de 15 min a température ambiante, le milieu de transfection est
ajouté sur les cellules Sf9 dont le milieu de culture aura été¢ préalablement retiré. Apres une
incubation de 4 h a 27 °C, le milieu de transfection est retiré et 5 ml de milieu Grace supplémenté
avec 10 % de SVF sont ajoutés sur les cellules qui sont incubées pendant au moins 7 jours a 27 °C.
Les cellules sont ensuite collectées puis centrifugées pendant 10 min a 2000 g. Le surnageant,

correspondant au PO, est alors conservé a 4 °C a I’abri de la lumiere entre 6 et 12 mois.

b. Amplification du virus recombinant en flasque T175
A partir d’une culture liquide de cellule Sf9, 20 millions de cellules (a une concentration minimale
de 1 million de cellules/ml) sont ensemencés en flasque T175 et laissés adhérer pendant 1 h a 27 °C.
Le milieu de culture est retiré, tout en laissant au moins 6 ml de milieu, et 100 ul de virus PO sont
ajoutés sur les cellules. Aprés une incubation d’une heure a 27 °C, 19 ml de milieu Grace sont
ajoutés aux cellules qui sont incubés pendant une semaine a 27 °C. Les cellules sont ensuite
collectées puis centrifugées pendant 10 min a 2000 g. Le surnageant, correspondant au P1, est alors

conservé a 4 °C.

c. Amplification du virus en plaque 6 puits
A partir d’une culture liquide de cellule Sf9, 1 million de cellules (4 une concentration minimale de
1 million de cellule/ml) est ensemencé dans un puits d’une plaque 6 puits et laiss¢ adhérer 20 min a
27 °C. Le milieu de culture est retiré et 200 pl de virus PO, P1 ou P2 sont ajoutés sur les cellules.

Apres une incubation de 5 min sous hotte, 3,5 ml de milieu Grace sont ajoutés aux cellules qui sont
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incubés pendant 4 jours a 27 °C. Les cellules sont ensuite collectées puis centrifugées pendant
10 min a 2000 g. Le surnageant, correspondant respectivement au P1, P2 ou P3 est alors conservé a

4 °C.

d. Production de protéines recombinantes par infection de cellules Sf9
Quatre cents millions de cellules Sf9, ayant une viabilit¢ d’au moins 95 %, sont infectés par 19 ml
de virus recombinant P1 (obtenu en flasque T175) ou par 7 ml de virus recombinant P3 dans un
volume final de 200 ml. Aprés 72 h, les cellules sont centrifugées 10 min a 3000 g puis le culot

cellulaire est conservé a -80 °C.

e. Purification des protéines recombinantes
Le culot de cellule est dilu¢ dans 10 ml de tampon de lyse puis les cellules sont lysées par choc
osmotique a I’aide d’un homogénéiseur de Dounce et une aliquote de 10 pl correspondant aux
protéines totales (So) est récupérée. Apres une centrifugation de 20 min a 20000 g, une aliquote de
10 pl du surnageant (SnSo), contenant les protéines solubles est prélevée. Il en est de méme pour le
culot (Co). Le surnageant est alors incubé pendant 40 min avec 500 ul de résine TALON™ pure
(Clonetech) sur roue a 4 °C. Apres une centrifugation de 10 min a 700 g a 4 °C, une aliquote de
10 ul du surnageant contenant les protéines non retenues sur la résine TALON™ est prélevée (NR)
puis la résine est lavée. Pour cela, elle est remise en suspension dans 10 ml de tampon de lavage
puis centrifugées pendant 10 min a 700 g a 4 °C. Le lavage est répété 4 fois puis une aliquote de
10 pl de la résine est prélevée (F1). La résine est ensuite remise en suspension dans 1,5 ml de
tampon d’¢lution II et les protéines sont éluées pendant 40 min a 4 °C sur roue puis récupérées par
une centrifugation de 10 min a 700 g a 4 °C. Une aliquote de 10 pl est alors récupérée (E1). Une
seconde élution est ensuite réalisée puis une aliquote de 10 pl de la résine apres €lution (Résine) est
prélevée. Les diverses aliquotes sont ensuite fractionnées sur un gel de protéines dénaturant avec
10 ul de bleu dénaturant 2X. Les fractions contenant les protéines recombinantes sont ensuite
combinées et dialysées une nuit dans 2 litres de tampon de lavage. Pour la purification de TRBP,
15 pg de PreScission (produite au laboratoire) sont ajoutés dans le boudin de dialyse. Le contenu du
boudin de dialyse est ensuite récupéré puis concentrée a 1’aide d’un concentrateur adapté et

conservé a -20 °C.

275



Matériel et Meéthodes

10. Expériences RMN
L’attribution des spectres RMN a été réalisée a 1’aide du logiciel CARA. Les expériences de RMN
ont été réalisées par le Dr Marc Quinternet de la fédération de Recherche FR3209 sur un

spectrophotoméetre RMN Brucker Avance III a haut champ de 600 MHz, équipé d’une cryosonde.

C. Méthodes relatives a la culture de cellules humaines
1. Décongélation de cellules HeLa/HEK

Dans une boite de pétri de 10 cm, un tube de cellule HeLa stock est décongelé rapidement et ajouté
a 10 ml de milieu DMEM contenant 10 % de SVF, de la glutamine a une concentration finale de

20 mM et 2 antibiotiques : pénicilline 1000 U/ml finale et streptomycine 1000 pg/ml finale.

2. Amplification de cellules HeLa/HEK

Lorsque les cellules arrivent a confluence, le milieu de culture est aspiré. La boite est rincée avec
1 ml de trypsine-EDTA 1X pour éliminer le reste de milieu. Aprés aspiration, 1 ml de la méme
solution est ajouté et les cellules sont incubées a 37 °C pendant au moins 5 min. Enfin, 10 ml de
milieu de culture (voir ci-dessus) sont ajoutés pour arréter 1’action de la trypsine. Les cellules sont
homogénéisées et individualisées par plusieurs aspirations et refoulements successifs. Dans une
nouvelle boite de pétri, 2 ml de cellules trypsinisées sont ajoutés a 8 ml du méme milieu, puis

I’ensemble est incubé pendant 2 jours a 37 °C.

3. Congélation de cellules HeLa/HEK

Comme précédemment, les cellules sont trypsinisées et remise en suspension dans 10 ml de milieu
DMEM additionné de 10 % de SVF par flasque. Le contenu de chaque flasque est rassemblé et les
cellules sont comptées a I’aide d’un compteur Countess™ (Initrogen). Les cellules sont ensuite
centrifugées a 2000 g pendant 5 min puis le culot cellulaire est repris dans un volume de DMEM
contenant 20 % de SVF et 10 % de DMSO, de fagon a ce que la concentration finale soit égale a 5
millions de cellules par millilitre. Les cellules sont aliquotées par fractions de 1 ml dans des tubes
Eppendorf a congélation puis placées dans une boite de congélation. La boite est ensuite placée a

-80 °C pendant au moins 48 h, puis les tubes de cellules sont conservés dans ’azote liquide.
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D. Méthodes relatives a la culture de cellule d’insectes
1. Amplification de cellules Sf9

Dans une flasque T75, 15 ml de milieu Grace supplémenté avec 10 % de SVF sont ensemencés
avec 1,5 millions de cellules Sf9. Apres 6 jours d’incubation a 27 °C, les cellules sont récoltées puis

comptées a ’aide d’un compteur Countess™ (Initrogen) et de nouveau amplifiées en flasque T75.

2. Culture liquide de cellules Sf9

Deux cents millilitres de milieu Grace supplémenté avec 10 % de SVF sont ensemencés avec
100 millions de cellules Sf9 ayant une viabilit¢ d’au moins 95 %. Arrivée a une concentration de
2 millions de cellules/ml, la culture est de nouveau diluée a 0,5 millions/ml. Seuls 3 ou 4 passages

peuvent étre effectués.
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> Les petits ARN nucléolaires (snoARN), impliqués
danslamodification post-transcriptionnelle d’ARN
non codants, figurent, avec les ARN de transfert
et les ARN ribosomiques, parmi les premiers
ARN non codants identifiés. Pourtant, plusieurs
nouvelles facettes de leur éventail d’activités
biologiques possibles ont été mises en évidence
ces dernieres années, engendrant un regain
d’intérét important pour I'étude de cette famille
d’ARN. Leur maturation en ARN fonctionnels plus
petits, leur implication, ainsi que celle de leurs
petits ARN dérivés, dans la régulation de I’épissage
alternatif, ou encore leurs liens possibles avec
plusieurs pathologies, y compris le cancer, sont
évoqués dans cette revue. <

Les cellules de tous les organismes vivants contiennent
deux catégories distinctes d’acides ribonucléiques (ARN) :
les ARN messagers (ARNm), qui sont traduits en protéines
aprés leur maturation, et les ARN non codants (ARNnc).
Longtemps sous-estimés, les ARNnc ont connu un regain
d’intérét considérable au cours des dernieres années, en
raison de leur trés grand nombre et des fonctions impor-
tantes qui leur sont associées. €n effet, les ARNnc parti-
cipent a la plupart des processus biologiques, depuis la
réplication du matériel génétique et son expression dans
la cellule, jusqu’au développement de I'organisme [1]. La
taille des ARNnc est trés variable. Certains peuvent étre
constitués de milliers de bases, comme I’ARN Xist (17-kb)
qui participe a I'inactivation d’un des deux chromosomes
X chez les femelles des mammiféres. D’autres ARNnc, dits
microARN, sont d’extréme petite taille (21-23 bases) et
interviennent dans I'extension de I’expression génétique
(silencing) qui, chez ’lhomme, correspond & une régula-
tion post-transcriptionnelle de "expression des génes [2].

Les snoARN : des molécules guide pour
des enzymes de modification « aveugles »

Les petits ARN nucléolaires (snoARN) constituent une
famille de plus de 300 ARN non codants, dont on pen-
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sait tout connaftre ou presque. En effet, la premiere fonction décrite
pour les snoARN consiste en la modification post-transcriptionnelle
d’autres ARNnc, comme les ARN ribosomiques (ARNr) ou les petits ARN
nucléaires (snARN). Ces modifications correspondent principalement &
des clivages du pré-ARNr, des méthylations de nucléotides au niveau
des riboses ou encore a Iisomérisation des uridines (pseudo-uridy-
lations). La présence de motifs conservés ou boftes, leur structure
tridimensionnelle et la nature des modifications qu’ils guident, per-
mettent de distinguer deux familles majeures de snoARN : les snoARN
a boftes C/D et les snoARN a boftes H/ACA, guidant respectivement
les réactions de méthylation ou de pseudo-uridylation (Figure 1). Une
autre famille, les petits ARN spécifiques des corps de Cajal (scaARN,
pour small Cajal ARN), qui ne sont pas a proprement parler des snoARN
puisqu’ils ne sont pas localisés dans le nucléole, présentent néanmoins
des boites C/D et/ou H/ACA et peuvent donc guider I'une ou I’autre, ou
les deux types de modifications correspondantes. Localisés dans les
corps de Cajal, des compartiments nucléaires non délimités par une
membrane, a I'instar des nucléoles, les scaARN interviennent dans la
maturation de certains petits ARN nucléaires (snARN), tels que Ul ou
U2, impliqués dans la machinerie d’épissage.

Les snoARN, comme la grande majorité des ARN non codants, ne
portent pas d’activité catalytique intrinséque et s’associent a des pro-
téines catalytiques « aveugles », incapables de reconnaitre leur cible,
formant ainsi des particules ribonucléoprotéiques (RNP). Au sein de
ces particules, les snoARN assurent une fonction de guide. En effet, la
position @ modifier dans I’ARN cible est spécifiée par la complémenta-
rité des bases entre de courtes séquences antisens localisées dans les
snoARN et les séquences de leurs ARN cibles (Figure 1).
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Figure 1. Représen-
tation schématique
des structures secon-
daires des snoARN.
Les snoARN a boites
/D (& gauche) pré-
sentent, en amont de
leurs boites D et D’,
une région antisens
s’appariant a I’ARN
cible (en rouge) et
permettant de gui-
der la 2’-0-méthy-
lation du ribose du
nucléotide situé

cing nucléotides en

Boite H

amont de la bofte
(cette position est

indiquée en orange)

par la fibrillarine. Les snoARN a boftes H/ACA (& droite) présentent deux régions antisens appelées poches de pseudo-uridylation, complémen-

taires de I’ARN cible (en rouge). Le premier résidu non apparié dans chaque boucle (représenté en orange), une uridine, est isomérisé en pseudo-

uridine par la dyskérine [42].

Parmi les snoARN, plusieurs font toutefois exception a ces regles. €n
effet, ’ARN U3, le snoARN a boites C/D le plus abondant dans la cel-
lule, présente une particularité fonctionnelle remarquable, puisqu’il
ne guide pas la méthylation d’un ARN cible, mais les clivages nucléo-
lytiques précoces au cours de la maturation du précurseur 35S de
I’ARN ribosomique, toujours par le biais d’appariements spécifiques.
D’autres snoARN ne présentent, quant a eux, aucune complémentarité
de séquence avec des ARN cibles potentiels classiques (ARNr, snARN)
et ont ainsi été désignés snoARN orphelins. Uidentification de leur
fonction reste un enjeu scientifique majeur.

Les snoARN peuvent étre les précurseurs
d’autres ARN non codants plus petits

Les progrés en matiere de séquencage a haut-débit au cours de ces
derniéres années ont permis de lancer des analyses a grande échelle
sur les petits ARNnc humains. €n 2008, une étude a montré Iexis-
tence de petits ARNnc stables, produits de maturation de snoARN
précurseurs [3]. La méme année, deux autres groupes ont identifié
des petits ARNnc dérivés de snoARN en association avec des protéines
Argonautes (Agol et Ago2), protéines qui s’associent aux microARN
au sein des particules RISC (RNA induced silencing complex) impli-
quées dans le silencing des génes [4, 5, 45]. Ainsi, une nouvelle
classe de petits ARN dérivés de snoARN a été mise en évidence : les
sdARN (snoRNA-derived small RNA, petits ARN dérivés de snoARN).
Ces nouveaux petits ARN (environ 20 nucléotides pour les plus petits)
peuvent étre générés a partir de snoARN précurseurs a boftes C/D ou
a boftes H/ACA [6] (Figure 2). La production et la fonction du sdARN
ACA45, produit a partir du scaARN ACA45, un sous-type de snoARN a
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boftes H/ACA, ont été les premieres documentées dans
la littérature scientifique. €n effet, le scaARN ACA45,
dont la structure en tige-boucle rappelle celle des pré-
curseurs de microARN, subit une maturation en sdARN
(sdARN ACA45) de 22-23 bases, comparable & celle d’un
microARN. Certains auteurs emploient méme le terme de
sno-miR. Ender et al. [4] ont montré que cette matu-
ration était, dans ce cas, indépendante de la RNase de
type Il Drosha, mais nécessitait I'action de la RNase
de type Ill Dicer, toutes deux impliquées dans la matu-
ration classique des microARN [45]. Enfin, les auteurs
ont montré, par un test rapporteur, que le sdARN
ACA45 pouvait cibler PARNm codant pour une sous-
unité protéique du médiateur CDC2L6. Depuis, d’autres
sdARN ont été identifiés par des immunoprécipitations
de complexes argonaute-ARN, ou prédits a 'aide de
modélisations bio-informatiques. Ainsi, les protéines
AgoT7 (chez Arabidopsis) et Agol (chez S. pombe) ont
également été trouvées en complexe avec de petits ARN
dérivés de snoARN [6]. Plus récemment, chez I’lhomme,
plusieurs fragments dérivés de snoARN ont aussi été
observés au sein de particules RISC [7]. Une autre étude
montre que les sdARN semblent ne pas étre incorporés
dans les complexes Ago2 de maniére trés efficace [8].
Il n’en demeure pas moins que certaines especes de
snoARN présentent donc a la fois les caractéristiques et
les fonctions des snoARN classiques, et peuvent générer
des sno-miR fonctionnels [9]. Une hypothése qui per-
met d’expliquer ces observations est que les précurseurs
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de certains microARN dériveraient de snoARN ayant perdu leur fonc-
tion initiale de guide de modification post-transcriptionnelle d’ARN,
et acquis une nouvelle fonctionnalité au cours de I"évolution. Cette
hypothese est étayée par le fait que de nombreux snoARN orphelins ont
été décrits comme étant les précurseurs de sdARN [6].

Ce lien surprenant entre snoARN et microARN est conforté par I"exis-
tence de plusieurs similitudes entre les processus de maturation des
microARN et des snoARN. €n effet, ils nécessitent tous deux I'action
de nucléases (endo- et exonucléases), notamment de type RNase IlI
(Rntl chez la levure et les plantes pour la maturation des snoARN
polycistroniques, Drosha et Dicer pour la maturation des microARN).
De plus, il a été montré que Dicer pouvait accepter certains snoARN
comme substrats [4]. €n outre, des interactions ont été observées
entre des protéines participant a I"'une ou "autre voie de maturation.
Ainsi, la fibrillarine et la protéine NOP56 (56-kDa nucleolar protein)
ont été retrouvées associées aux protéines Argonautes Ago?2 et Agol,
respectivement. Enfin, chez les plantes, on a montré que la protéine
chaperonne Hsp90 (90-kDa heat shock protein) intervenait a la fois
dans la biogenése des snoARN et celle des microARN [10].

Les pré-ARN messagers : de nouvelles cibles pour les snoARN

Les snoARN a boites C/D SNORD115 et SNORD116 murins ont été identi-
fiés en 2000 par le groupe d’Hiittenhofer [11]. Ils sont tous deux expri-
més préférentiellement dans le cerveau et possédent plusieurs carac-
téristiques originales. &n effet, les genes SNORDI115 et SNORD116 sont
localisés dans le locus 7C chez la souris, et 15q11-13 chez I’homme.
Ces régions chromosomiques sont soumises a I’empreinte génomique
parentale, et ces génes ne sont exprimés qu’a partir de I’alléle pater-
nel [12, 13]. De plus, de multiples copies de ces génes sont présentes
(respectivement 47 et 27 répétitions des génes humains SNORD115 et
SNORD116). Chez ’homme, la délétion de 'alléle paternel de ce locus
conduit au développement du syndrome de Prader-Willi (locus PW/

m/sn® 3, vol. 30, mars 2014

AS), une maladie génétique rare (prévalence de 1 sur 25
000) entrainant des troubles du développement (taille
réduite, hypogonadisme) et du comportement (hypo-
tonie, retard mental, hyperphagie due a I’absence de
sensation de la satiété conduisant a une obésité mor-
bide) [14-16]. Des études génétiques ont montré que
la seule délétion de la région correspondant aux copies
de SNORD116 était suffisante pour induire un phéno-
type pathologique ; toutefois, la sévérité des troubles
augmente avec I"étendue de la région absente. Aucune
cible canonique du snoARN SNORD116 n’a pu étre iden-
tifiée a ce jour. On peut donc proposer que ce dernier,
tout comme d’autres snoARN orphelins, participe a des
processus biologiques encore non identifiés.

Par ailleurs, le snoARN SNORD115 ne semble pas jouer
un role essentiel dans "apparition du syndrome Prader-
Willi, puisque la seule délétion du cluster SNORD115
n’entraine aucun symptome chez les individus qui en
sont porteurs. Il n’est cependant pas exclu que la perte
de sa fonction, associée a celle de SNORD116, contribue
a la variabilité du phénotype. Néanmoins, la compré-
hension de la responsabilité des snoARN dans "appari-
tion de la pathologie demeure partielle, et I'implication
possible d’un nouveau geéne, toujours au méme locus, a
été rapportée [17].

De maniere remarquable, le snoARN orphelin SNORD115
possede une longue complémentarité de 18 nucléo-
tides avec un pré-ARNm spécifique du cerveau codant
pour le récepteur de la sérotonine 5-HT2c [11]. Ce
récepteur transmembranaire couplé a la protéine G est
impliqué dans le contrdle de I'appétit et de I"humeur.
Le pré-ARNm codant pour ce récepteur peut subir,
dans le cytoplasme, différents évenements d’édition
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Précurseur de miR-27b
snoARN a boftes C/D

(conversion d’adénosine en inosine via les enzymes ADAR [adenosine
deaminase acting on RNA] -1 et -2) au niveau de cing sites spéci-
fiques (A a €) de I'exon V [13]. Cet exon V correspond a la boucle Il
intracellulaire du récepteur a laquelle s’associe la protéine G indis-
pensable a la transduction du signal par la sérotonine. Au cours de la
traduction en protéines, les inosines de I’ARNm sont reconnues comme
des guanosines. Aussi, en fonction du taux d’édition des différents
sites, plusieurs isoformes du récepteur peuvent étre produites, cha-
cune présentant une affinité différente pour la protéine G. Le snoARN
SNORD115 pourrait ainsi guider la méthylation d’un nucléotide corres-
pondant au site d’édition C. Les expérimentations in vitro de Hitten-
hofer et son équipe vont dans ce sens, qui montrent que I’expression
du snoARN SNORD115 inhibait spécifiquement la déamination de
’adénosine au site C [13]. Ainsi, en réduisant 'efficacité de I’édition
au site C, le snoARN SNORD115 pourrait moduler finement le couplage
du récepteur 5-HT2c a la protéine G, et donc la transduction du signal
par la sérotonine. Ainsi, une nouvelle classe de cibles possibles pour
les snoARN, les pré-ARNm, a été mis en évidence et a engendré un
regain d’intérét important pour I’étude de cette famille de molécules.
€n outre, une autre étude [18] semble indiquer que le snoARN
SNORD115 serait impliqué dans la régulation de I’épissage alternatif
du pré-ARNm codant le récepteur 5-HT2c, selon un mécanisme indé-
pendant de I’édition. En effet, en présence du snoARN SNORD115,
’ARN mature produit contiendrait I’exon V en entier, conduisant a la
forme fonctionnelle du récepteur a la sérotonine. €n revanche, en son
absence, un site proximal d’épissage au niveau de I’exon V serait uti-
lisé, conduisant a "apparition d’un codon stop prématuré dans I’exon
VI. Le récepteur ainsi produit est amputé de sa partie carboxy-termi-
nale, et son affinité pour la protéine G serait alors 10 a 100 fois moins
importante. Il est intéressant de mentionner que des petits ARN déri-
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Précurseur de miR-140
snoARN a boites H/ACA

Figure 3. Les précurseurs des
miARN 27b et 140 ressemblent
a des snoARN. Les structures
secondaires des précurseurs
des miARN miR-27b et miR-
140 sont représentées, avec les
boftes C/D ou H/ACA indiquées
en vert et la région antisens
complémentaire @ une région
cible dans un ARN ribosomique
en rouge. Le miARN mature
correspondant est représenté

Antisens a ARNr
en bleu [22, 43, 44].

vés du snoARN SNORD115
ont été observés [19-21].
Les détails concernant
leur nombre, abondance
et extrémités sont I'objet
de débats [19-21]; ils
pourraient néanmoins étre
impliqués dans I’épissage du pré-ARNm du récepteur de
la sérotonine, ainsi que dans celui d’autres pré-ARNm
cibles potentiels [20]. Des observations similaires ont
été faites pour d’autres snoARN et leurs petits frag-
ments dérivés, comme SNORD88C, impliqué dans I’épis-
sage du pré-ARNm de FGFR3 (fibroblast growth factor
receptor 3) [22]. Ceci indique que le snoARN SNORD115,
comme de nombreux snoARN, serait le précurseur de
petits ARNnc fonctionnels, dont le nombre, la nature,
les voies de biogenése ainsi que la fonction exacte
devront &tre caractérisés plus précisément [19]. Bien
que Iimplication éventuelle des snoARN ou de leurs
petits ARN dérivés dans les phénomenes d’épissage ou
d’édition de pré-ARNm soient encore mal comprise,
I’élucidation des mécanismes biologiques et I’identifi-
cation des partenaires mis en jeu lors de la maturation
des sno-miR pourraient permettre de mieux comprendre
les mécanismes de pathologies complexes comme, par
exemple, le syndrome de Prader-Willi.

snoARN et cancer ?

Le role des microARN dans les processus de différencia-
tion cellulaire, mais également dans le développement
de pathologies, en particulier I’évolution tumorale,
dont ils peuvent servir de marqueurs, est aujourd’hui
largement documenté [23, 24]. A I’instar des microARN,
des snoARN sont également retrouvés parmi les ARN
circulants, représentant des biomarqueurs potentiels
intéressants [25, 26], et de nouveaux résultats tendent



a indiquer que plusieurs snoARN sont également impliqués dans des
processus tumoraux [27-31]. Par exemple, le snoARN @ boftes C/D U50
est sous-exprimé chez certains patients atteints de cancer de la pros-
tate, et sa surexpression inhibe la prolifération cellulaire in vitro. [32-
34]. Un autre snoARN, a boite H/ACA cette fois, est surexprimé dans
certains types de cancers du poumon [25, 35]. Ainsi, des membres
des deux familles de snoARN semblent impliqués dans la cancéroge-
nese, ol ils peuvent se comporter comme oncogenes ou comme genes
suppresseurs de tumeurs. Bien que les mécanismes précis afférents a
ces observations soient encore mal compris, une hypothése attrayante
est que I’existence de défauts de maturation des ARN ribosomiques,
cibles canoniques des snoARN, et leur assemblage dans les ribosomes,
puissent affecter la traduction protéique dans les cellules. Or, des
défauts d’assemblage et de biogenése des ribosomes ont été associés
a I"évolution de processus tumoraux, en particulier chez des patients
atteints de cancers du sein [36]. Une hypothése alternative serait que
les snoARN concernés, ou des sous-fragments de ces snoARN, puissent
intervenir en dehors de la biogenése des ribosomes, expliquant les
effets observés au niveau tumoral. Les phénomenes de production de
microARN a partir de snoARN précurseurs décrits plus haut pourraient
en étre une illustration. Les données de la littérature montrent que
deux microARN issus de précurseurs ressemblant a des snoARN, les
miR-27b et miR-140, ont une forte influence sur I’évolution de cer-
taines tumeurs [37-39] (Figure 3). Ainsi, une expression élevée de
miR-140 dans les ostéosarcomes et dans les tumeurs du colon ralentit
la prolifération cellulaire, et entraine la chimiorésistance de la tumeur
[40]. La surexpression de miR-27b dans des neuroblastomes ralentit
également la prolifération cellulaire par une répression de I’expression
du géne codant pour les récepteurs PPARY (peroxisome proliferator-
activated receptory) [41].

Conclusion

La famille des snoARN illustre parfaitement I’importance de la
compréhension des mécanismes conduisant a la maturation ou
I’assemblage des ARNnc au sein de particules ribonucléoprotéiques
fonctionnelles. Elle constitue un domaine d’étude aussi fascinant
que primordial. Ainsi, les snoARN, ces « anciens » ARN auxquels de
nouveaux roles sont attribués, ne cessent de nous surprendre. Leur
maturation en ARN fonctionnels plus petits ou la démonstration de
leur implication, ainsi que celle de leurs petits ARN dérivés récemment
identifiés, dans la régulation de I’édition et I’épissage alternatif, ou le
lien possible de certains d’entre eux avec le syndrome de Prader-Willi
ou les processus tumoraux, en sont des exemples. L’élucidation des
mécanismes de maturation des snoARN en microARN pourrait ainsi
permettre d’envisager, a plus long terme, des approches thérapeu-
tiques pour ces pathologies. ¢

SUMMARY

Beyond usual functions of snoRNA

Small nucleolar RNAs or snoRNAs, principally implicated in post-trans-
criptional chemical modification of other RNAs, were among the first

m/sn® 3, vol. 30, mars 2014

non-coding RNA identified, together with ribosomal
and transfer RNA. Lately, snoRNA have been involved in
various unexpected functions, which renewed resear-
cher’s interest for these molecules. SnoRNA processing
into smaller functional RNA species (sdRNA for snoRNA-
derived RNA) or into miRNA (sno-miR), snoRNA media-
ted regulation of messenger RNA alternative splicing or
snoRNA links to human disorders, including cancers, are
some of the topics developped in this review. ¢
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Chapter 1

Small Non-Coding RNAs: A Quick Look
in the Rearview Mirror

Guillaume Clerget, Yoann Abel, and Mathieu Rederstorff

Abstract

The revolution of miRNA discovery, in the early 2000s, shed a new light in the exciting field of small

non-coding RNAs. Since then, and owing to outstanding breakthroughs in RNomic techniques, novel

small non-coding RNA families have been regularly discovered, e.g., piRNAs, tiRNAs, and many others.
In this review, we provide a very succinct historical and functional overview on most prominent small

non-coding RNA families.

Key words miRNA, snoRNA, piRNA, tRNA, rRNA, tiRNA, snRNA

1 Introduction

1.1 Dawn of Small
Non-Coding RNAs

It has been more than 60 years that the first soluble cytoplasmic
small non-coding RNA (sncRNA), a yeast alanine transfer RNA
(tRNA), was identified and its primary structure determined [1, 2].
Together with ribosomal RNAs (rRNA), the nucleic acid moieties of
the ribosomes, tRNAs play a central role in protein synthesis, as the
adaptor molecules providing the correct amino acid in response to a
specific codon on the mRNA [3]. Only 20 years later were the first
nuclear RNAs uncovered: uridine-rich RNAs, or U-RNAs, were
observed to be very abundant, nucleus or sometimes even nucleolus
specific, and highly conserved [4, 5]; small nuclear RNAs (snRNA)
Ul, U2, U4, U5, and U6 were later shown to be involved in splic-
ing, in association with several proteins within a ribonucleoprotein
particle (RNP) called spliceosome [6]. Base pairing among snRNAs
and between snRNAs and pre-messenger RNA (pre-mRNA) regions
account for the proper conformation of both spliceosome and pre-
mRNA, eventually leading to release of the introns and mature
mRNAs [7]. Interestingly, most small nucleolar RNAs (snoRNAs)
are processed from the released introns [8]. Within snoRNDPs,
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snoRNAs guide posttranscriptional RNA modifications of other
ncRNAs, e.g., rRNAs and snRNAs: 2’-O-methylations for C/D box
snoRNAs and pseudouridylation for H/ACA box snoRNAs. Some
snoRNAs, such as U3 or U8, are instead involved in early cleavages
of pre-rRNA during ribosome biogenesis in the nucleolus [9].

In the late 1990s, pioneering studies aimed at identifying novel
non-coding RNAs using experimental approaches combining
library generation and sequencing identified numerous novel
snoRNAs in various models including human, using material that
was usually discarded: small total RNA in the size range of 50-500
nucleotides [10]. At that time, why would one have looked for
smaller functional RNAs? It would both have been nonsense and a
waste of time. Nonsense? Actually no... antisense!

In the early 1990s, the /in- 14 gene was shown to be involved in
temporal development in the worm C. elegans. The lin-4 gene
product, most probably a polypeptide, was shown to negatively
regulate /in- 14 expression by directly acting on the 3’ untranslated
region of its pre-mRNA [11]. In 1993, both Ambros and Ruvkun
labs discovered that the /in-4 gene product actually was a small
non-coding RNA, of 22 nucleotides in length in its mature form,
targeting the 3’ UTR of the /zn- 14 pre-mRNA several times, owing
to imperfect antisense base pairing [12, 13]. Unfortunately
enough, apparently, the /in-4 small RNA neither had additional
counterparts in worm nor was it found to be conserved in other
species. However, in 2000, Pasquinelli and coworkers identified
that Jet-7, another 22-nucleotide-long small temporal RNA
(stRNA) involved in C. elegans developmental timing, was con-
served in human and drosophila, anticipating the likely discovery
of many other small regulatory RNAs [14]. Revolution came less
than 1 year later, when Tuschl, Bartel, and Ambros labs reported,
in the same issue of Science, the observation of an abundant class
of novel small regulatory RNAs in worm, human, and drosophila,
termed since microRNAs (miRNAs) [15-17]. Even certain viruses
were next shown to encode their own miRNAs [18, 19].

It was rapidly observed that the miRNA maturation and assem-
bly machinery were the same as the one implicated in the forma-
tion of short interfering RNAs (siRNAs), involved in the RNA
interference (RNAi) pathway described in worm a couple of years
carlier by the 2006 Nobel Prize awardees Andrew Fire and Craig
Mello [20, 21] and even earlier in plants [22]. miRNA /siRNA
maturation, from a double-stranded precursor, is now well under-
stood [23] but still open to surprises; recently it was discovered
that miRNAs could be processed from other types of ncRNAs,
such as snoRNAs [24, 25].

In human, siRNAs, within the RNA-induced silencing complex
(RISC), mediate perfectly complementary mRNA target cleavages
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[26, 27]. On the other hand, miRNAs regulate gene expression by
imperfectly base pairing to the 3" UTR of the targeted mRNA,
repressing its translation, which eventually leads to the mRNA
decay by different possible mechanisms [28, 29]. miRNAs can act
as regulators of epigenetic modifications as well, via DNA or his-
tone modifications, therefore controlling gene expression at the
transcriptional level [30].

Another sncRNA family, the Piwi-interacting RNAs (piRNA), dis-
covered about half'a decade after miRNAs, also regulates transcrip-
tion [31]. piRNAs are 27-29-nucleotide-long RNAs. They prevent
transposon dissemination in germinal cell lines, owing to an original
“ping-pong” mechanism [32, 33]. The smallest eukaryotic ncRNAs
known to date, the transcription initiation RNAs (tiRNAs), sized
17-18 nucleotides, are generated upon stalling or backtracking of
RNA polymerase II (RNAPII) near the transcription start sites
('TSSs) and might be involved in transcription initiation regulation as
well [34, 35]. TSSs appear to be the source of bunches of small and
long non-coding RNAs (IncRNAs) [36], such as transcription start
site-associated RNAs (TSSa-RNAs) and promoter-associated RNAs
(PASRs) in animals [37] or promoter upstream transcripts
(PROMPTs) [38] and cryptic/Xrnl-sensitive unstable transcripts
(CUTs/XUTs) in yeast [39—41]. While IncRNAs are generally
involved in epigenetic and chromatin modifications [42—44], the
functionality of short transcripts is debated. They might be involved
in maintaining chromatin into a transcriptionally active state or in
maintaining RNAPII available near TSSs [45].

Most if not all the human genome appears to be actively tran-
scribed [46—48]. Nevertheless, most transcripts rather belong to
the TUF (transcripts of unknown function) rather than to the
ncRNA family. Progresses in transcriptomics/RNomics enabled
the identification of thousands of short and long transcripts [49-55].
Many of them were attributed a function but it is only the top of
the iceberg. Whether every TUF is indeed functional is debated,
and experimental efforts will be mandatory to answer this
question.

There are no doubts that novel ncRNAs and novel ncRNA
families will still be discovered in the (next) future.
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Chapter 18

Gene Expression Knockdown by Transfection
of siRNAs into Mammalian Cells

Yoann Abel and Mathieu Rederstorff

Abstract

SiRNA induced gene silencing or RNA interference is a powerful tool to knock down gene expression and
perform gene function studies. In this chapter, we describe a basic method to silence gene expression by
transfecting a specific synthetic siRNA into mammalian HeLa cells.

Key words RNAI, siRNA, Transfection, Knockdown

1 Introduction

The discovery of the RNA interference mechanisms opened the
way to easily and efficiently knock down gene expression in mam-
malian cells [1]. Small interfering RNAs or siRNA are small double-
stranded RNAs of ~21-23 nucleotides long able to target and
cleave complementary mRNAs (Fig. 1). SIRNAs can be synthesized
and then directly transfected into the cell or produced from a short
hairpin RNA precursor (shRNA). Once in the cytoplasm, the
mature siRNA (guide strand) is loaded in the RNA Induced
Silencing Complex (RISC). The RISC complex is a multi-protein
particle. One of its constituent, the protein Argonaute 2 (Ago 2),
possesses an RNase H-like domain involved in mRNA cleavage
which occurs at a position of 10 or 11 nucleotides from the 5’ end
of the complementary siRNA [2]. SiIRNA knockdown is transitory
and generally not 100 % efficient, but is generally sufficient to
observe the consequences of the targeted gene knockdown while
transfected cells survive the treatment, even if an essential gene is
targeted. In this chapter, we present a simple method using siRNAs
to knock down the expression of a gene of interest in HelLa cells.
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Fig. 1 siRNA induced gene silencing. After transfection, the guide strand of the double-stranded siRNA is
loaded into the RISC complex, while the passenger strand is degraded. The loaded RISC targets a specific
mRNA which will be cleaved by Argonaute 2

2 Materials

2.1 Mammalian Cells 1.
Culture )

3
2.2 SiRNA 1.
Transfection

HelLa cells (ATCC) (see Note 1).

. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) cell culture

medium, supplemented with 10 % of fetal bovine serum,
2.9 mg/ml of glutamine, and 10 units/ml of Penicillin-
Streptomycin.

. 6 wells plates.

Chemically synthesized siRNAs (ON-Target, Dharmacon):
resuspend the siRNAs in H,O to a working concentration of
100 pM (see Note 2).

2. 0.1x TE: 100 mM Tris—HCI, pH 8, 50 mM EDTA.

2 M Cadl,.

4. 2x HBS buffer: 50 mM HEPES, pH 7.5, 0.28 M NaCl,

10 mM KCl, 1.5 mM Na,HPO, (se¢ Note 3).

3 Methods

3.1 Mammalian Cells 1.
Culture

One day prior transfection, seed between 1 and 2 x 10° HelLa
cells in DMEM medium in 6 wells plates. Incubate cells at
37 °C with 5 % CO, overnight.

1-5 h before transfection, change HeLa cells medium and add
3 ml of fresh DMEM medium.



3.2 SiRNA
Transfection
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1. Dilute each siRNA in RNAse-free H,O to a final concentra-
tion of 10 uM (see Note 4).

2. For each individual transfection, combine in this order 5 pl of
diluted siRNA, 31.8 pl of 0.1x TE, 5.2 pl of 2 M CaCl,, and
42 pl of 2x HBS. Do not vortex (see Note 5 and 6).

Mix by pipetting up and down about 15 times (se¢ Note 7).
Incubate for 20 min at room temperature.
. Add the transfection mixture (84 pl) drop by drop in each well.

Incubate the cells at 37 °C with 5 % CO, for 24-96 h, but
change the culture medium to remove the calcium-phosphate
precipitate 12 h post-transfection.

o ;o o

4 Notes

1. Hela cells are routinely used in most laboratories but numer-
ous other cell lines can easily be transfected as well.

2. Different manufacturers offer siRNA solution, but we found
the ON-TARGET siRNA (set of 4) from Dharmacon the
most efficient ones in our hands.

3. Different transfection reagents and solutions are available on
the market, but in our hands, calcium-phosphate transfection
was the most efficient one regarding transfection of siRNAs.

4. Every siRNA should be tested to find out the best experimen-
tal conditions to get a maximal silencing efficiency. If the effect
of a siRNA is too weak, you can increase its concentration or
proceed with a second transfection after 24-48 h. Second
transfection also enables to prolong the siRNA effect. Attention
must be paid as multiple transfections and/or siRNA pro-
longed effects might lead to toxic effects for the cells. Generally,
cells should be split (1,/5) prior to second transfection.

5. A master mix can be assembled if multiple transfections of the
same siRNAs have to be performed.

6. Synthetic siRNAs are fragile and should not be vortexed.

7. Pipetting also enables to inject air bubbles into the transfec-
tion mixture, which enhances formation of the fine transfec-
tion precipitate.
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Récemment, plusieurs études ont permis de mettre en évidence un lien possible entre la maturation des
snoARN et celle des microARN, deux familles d’ARNnc impliquées respectivement dans la maturation
d’autres ARN, tels les ARNT, et dans la régulation de I’expression des génes. En effet, ces études ont montré
que certains microARN pouvaient étre issus de la maturation d’un snoARN précurseur, formant alors une
nouvelle classe d’ARNnc, les siARN (ARN dérivés de snoARN). Le manque d’informations disponibles sur
les mécanismes de maturation possibles des sSAARN nous a conduit a réaliser un crible double-hybride chez
la levure S. cerevisiae entre différentes protéines impliquées dans la biogenése des snoARN et des
microARN. Ce crible a permis d’identifier une nouvelle interaction entre les protéines TRBP, impliquée dans
la maturation du pré-microARN en microARN, et RPAP3, un protéine du complexe d’assemblage hR2TP.
L’observation de cette interaction souléve plusieurs questions, telles que son implication possible dans la
maturation de microARN a partir de snoARN précurseurs, ou encore sur I’implication possible de TRBP et
RPAP3 dans la biogenése des snoRNP ou des microARN, respectivement. Nous avons alors entrepris de
caractériser ’interaction entre TRBP et RPAP3. Par des approches de biologie moléculaire, de biochimie et
de biologie structurale, nous avons d’une part confirmé 1’existence du complexe in vitro et in vivo et identifié
les domaines respectifs de TRBP et de RPAP3 impliqués dans I’interaction, ainsi qu’identifié plusieurs
mutations intéressantes au niveau de l’interface d’interaction. L’utilisation de ces mutants devrait nous
permettre d’étudier I’effet de la perte d’interaction entre TRBP et RPAP3 sur la maturation de différents
ARNnc. Enfin, nos travaux ont également permis d’observer que I’interaction entre TRBP et RPAP3 n’était
pas compatible avec la formation du complexe entre TRBP et la RNase Dicer. Or, il avait ét¢é montré que
I’absence de TRBP au niveau de Dicer entrainait dans certains cas la génération de microARN avec des
extrémités, et donc des spécificités, altérées (iso-miRs). La formation d’un complexe entre les protéines
TRBP et RPAP3 pourrait donc constituer un moyen possible de réguler la disponibilit¢ de TRBP et,
indirectement, 1’activité de Dicer.

Mots clés : snoRNP, microARN, sdARN, TRBP, RPAP3, Dicer

Recently, several studies have described a possible link between snoRNA and microRNA maturation, two
ncRNA families involved in the maturation of other RNAs, such as rRNA, and in the regulation of gene
expression, respectively. Indeed, these studies have shown that some microRNAs could be maturated from a
snoRNA precursor, forming a new class of ncRNAs, the sdRNAs (snoRNA-derived RNAs). The mechanism
of sdRNA maturation are still poorly understood. Therefore, we have performed a two-hybrid screen in the
yeast S. cerevisiae between different proteins involved in microRNAs and snoRNAs biogenesis.
Interestingly, we observed a novel interaction between TRBP, involved in the maturation of microRNAs, and
RPAP3, a member of the hR2TP complex. The observation of this interaction raises several questions, such
as its possible involvement in the maturation of microRNAs from snoARN precursors, or on the possible
involvement of TRBP or RPAP3 in snoRNP or microRNA biogenesis, respectively. Using various molecular
biology and biochemical approaches, we undertook the functional and structural characterization of the
TRBP/RPAP3 interaction. First, we confirmed the interaction both in vitro and in vivo and we identified the
TRBP and RPAP3 domains involved in the interaction, as well as several interesting mutations in the binding
interface. Using these mutants should allow us to study the effects of this mutations on the maturation of
differents ncRNAs. Additionally, we showed that the interaction between TRBP and RPAP3 and between
TRBP and the RNase Dicer were mutually exclusive. Interestingly, it was shown that in the absence of
TRBP, Dicer processig resulted, in some cases, in the generation of microRNAs with different ends, and
thus, with altered specificity(iso-miRs). The interaction between TRBP and RPAP3 could therefore also
constitute a possible way to regulate the availability of TRBP, and eventually the activity of Dicer.

Key words : snoRNP, microRNA, sdRNA, TRBP, RPAP3, Dicer
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