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Chapitre 1 : Biogenése des ribosomes et maturation des ARNr

La production continue de proté;& DQV OHV FHOOXOHYV UHSRVH VXU OfH
complexe nommeée le ribosome. Il assure dans le cytoplasme la traduction fidele du message
JPpQPWLTXH HQ SURWpPLQH SDU OTDVVHPEOARNHle@dhsteK DT XH D
$51W IIURDWLRQ JpQpWLTXH QpFHVVDLUH j OD VI\QWKqgVH
messager (ARNm). La production des protéines est donc assurée par cette machinerie
énergivore (selon le type de cellulg0 - PPRO G1$73 SRXU J GH SURWDpPLQ
(Pannevis and Houlihan, 199®ermettant de stimuler la croissance cellulaire. Chez toutes les
especes, les ribosomes sont constitués de deuwusdéas ribonucléoprotéiques : une grande
sousunité, responsable de la formaticde la liaison peptidique, incluant trois ARN
ULERVRPLTXHV $51U OHV $51U &6 6 HW 6 6 /HYXUH
sous XQLWp TXL DVVXUH OH GpFRGDJH GHV $51P FRQVWLWXp

Des études chez la levure et chez les eucaryotePdeRFQ SOXV ODUJH RQW SHUPL
mécanismes sotjacents au contrble élaboré de la biogenése des ribosomes qui nécessite une
régulation coordonnée des trois ARN polymérases (I, Il e{MByer and Grummt, 2006)

/1$51 SRO\PpUDVH ,,, B8W SROOTRULJLQH GH OD WYpBbWQVFULSW
les protéines ribosomiques ainsi que de la gualité des facteurs impliqués gansdans ce
SURFHVVXV /71$51 SAROPE Yy SMHPHW OD VIQWKqVH GX SUpFX
5Setdes ARNt DORUV TXH O9Y%$51 SRO\PpUDVH , DVVXUH OD SUR(
5,8S, 18S et 25S/28S (Figure 1A).

Durant la biogenése des ribosomes, les-$®£1U VIDVVHPEOHQW DYHF Gt
ribosomiques mais également avec de nombreux facteusgdress pour former des particules
préribosomiques (Figure 1B). Lors de la formation de ces complexes dans le nucléole, une
VpULH GH PRGLILFDWLRQV FKLPLTXHV VSpFLILTXHV DLC
endonucléolytiques sont catalysés pour la plupartdes particules snoRN&nall nucleolar
RiboNucleoprotein Particle permettant la formation des ARNr mature. lIs participent de fagon

plus large a la biogenése des riboso(rEras et al., 2015; Watkins and Bohnsack, 20&8)

VQR513 VRQW GHV SDUWLFXOHW FQ QRRGIDMXN HYA WG 1XH) BB R §
responsable de la réaction catalytique de la particule.

La transcription de I'ARN ribosomique est finement ajustée au statut énergétique cellulaire et
liée a la production des protéines ribosomiques. Nous pouvons ciégulation de la

1



Figure 1: (A) Organisation du locus ADNr ché& cerevisiael es répétitions d’ADNr (15200) sont

situées sur le chromosome 12. Une seule unité répétée est transcrite par 'ARN polymérase | (ARN pol
I) pour synthétiser le transcrit@ARNr primaire 35S qui sera traité pour produire le 18S, 5.8S mature,

et des ARNr 25S,et par I'ARN polymérase Il (ARN pol 1ll) pour synthétiser I'ARNrNbES:
Nontranscribedspacer ; ETS: External transcribed spacer; ITS: Internal transcribed §pamdford

and Baserga, 2013)B) Contenus nucléolaires analysés par microscopie électronique. La transcription
des unités d'ADNr répétées peut étre visualisée commeatbges de Noét, ou le tronc de l'arbrese

I'ADNIr, les branches sont I'ARNTr et les ornements sont les boutons aux extrémitésobtiementla

petite souaunité (SSU=Small SubUnj)tdu processomé~Noolford and Baserga, 2013)



transcription du prARNr 35S par le complexe TORTarget Of Rapamycid) (Mayer &

Grummt, 2008. Il a été montré que le manque de nutriment inhibe les voies de signalisation

qui requierent la cible de la rapamycine mTOR (TOR1 et TOR2 chez les mammaiféaes
levure)(Gingras et al., 2001) /D IL[DWLRQ GH 725 DX QLYHDX GX SURPR
GYDFWLYHU OD WUDQVFULSWLRQ HW SRXUUDLW DORUV DV
ribosomes en fonction des conditions environnementalesmBeanismes contrélant divers

aspects de la biogenése des ribosomes ont été découverts et révelent de nouvelles connexions
au contréle du cycle cellulaire et de la taille des cellules (Lempidinen and Shore, 2009). La
régulation de ldiogenese du ribosomstanaintenant décrite comme étant étroitement liée a
FHUWDLQHY PDODGLHYVY HQ SDUWLFXOLHU DX FDQFHU j OYD
ont réussi a approfondir et élucider les mécanismes moléculaireeents a ces connexions

(Penzo et al., 2019Parmi ces mécanismes, il a été montré que la surexpression dans les cellules
FDQFpUHXVH GH O o, Jésppialbtedd Rahtr@eHle8 étapes de laebése du

ribosome i DXJPHQWH OIDFWLYLWp GH OD SRO , HQ IDFLOLYV
promoteursji VWLPXOH OD ELRJHQqVH GHV SURWpPLQHV ULERYV

transcription dé  $ 5 ol 11, iii ) accélére la transcription 1§ $ 5SRO ,,, | WUDYHUV OfD
du facteurG T L Q L delaDransdRpfion de Igpolymérasdll B (TFIIIB) (Jeng and van den
Brink, 2010; White, 2005).

1. &OLYDJHV HW PRGLILFDWLRQV FKLPLTXHV GHV SUpFXUVH
1.1.2UJDQLVDWLRQ GHV JgQHV FRGDQW OHV SUpFXUVHXUV G

/IHV $51U 6 6 HW 6 VRQW LVVXV GITXQH PrPH XQLWp
WUDQVFULWH SDU O0Y%$51 SRO\PpUDVH , DX QLYHDX GX QXFO
préARNr 35S che la levure (Figure 2A) et pr& 51U 6 FKH] OTKRPPH

&KH] OTKRPPH GHV UpSpWLWLRQV GHV XQLWpV WUDQVFUL S
sont réparties sur 5 paires de chromosomes distincts (les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22),
tandisqueles RSLHV GX JgQH FRGDQW Of$51U 6 VRQWestdH WURXY
et al., 1986)Chez les mammifereD 1$51U 6 HVW WUDQVFULW GDQV OH QX
dans le nucléole pour formerfisture sousunité ribosomique 60S.

Nous retrouvonsFKH] OD OHYXUH OHV VHIJPHQWY G1$'1U ORFDOL V¢
forme de répétitions en tandeefes 1979) (Figure 1A). Les deux unités transcriptionnelles

$51 SRO\PpUDVHYV , HW ,,, VRQW SK\VLTXHPHQWdeU® SSURFK



Figure 2: (A) Voie de traitement du pr@RNr de levure. Le prARNr 35S est transcrit par 'ARN
polymérase | et contient des séquences pour les ARNr 18S, 5.8S et 25S flanqués et séparés par des
espaceurs transcrits externes et internes (ETSSgt LTARNr pré5S est transcrit par I'ARN polymérase

Ill. Les séquences d'espacement sont retirées daRNE par la série indiquée d'étapes de traitement
endonucléolytique et exonucléolytique, au sein des ribosomes d'assemblage. Chaque site de traitement
est indiqué. Le traitement commence dans le nucléole de la cellule, mais des étapes ultérieures se
produisent dans le nucléoplasme et le cytoplasme. Notez que dans les cellules a division rapide, la
majorité du préARNr subit un clivage cdranscriptionnk aux sites A0, Al et A2 avant que la
transcription ne soit terminée (Adapaté de Woolford and Baserga, 2B1S)ructure 3D obtenue par
cristallographiea une résolution 3.0 A. Les ARNr des despusunitéssont représentés en vert, les
protéines ribosomiques sont indiquées en différentes coylBersShem et al., 2011)code PDB :

4V88).



j GHX[ 'DQV FHWWH FRQILIJXUDWLRQ OD WUDQVFULSWLRQ
VI H I I Hir§ut¥mhent au sein du nucléole (Haeusler & Engelkd6RqFigure 2A).

1.2.Clivages nucléolytiques des prARNTr chez la levureS. cerevisiae

La maturation du transcrit pRNr chezS. cerevisiaedébute par trois clivages successifs au
QLYHDX GX QXFOpROH /H EO3aubdddx Sitels A0Dulé AT présentsidany
cette région conduit a la libération de deux produits intermédigiaghes and Ares, 1991)
respectivemenies préARNr 33S et 323Beltrame et al., 1994l est suivi par un clivage au
steA FRQGXLVDQW j OARNOntétmpédiaiky PFEPfu@rHARNA 18S), et du pré
ARNr 27SA2 quidonnerales futurs ARNr 25S et 5,8@eltrame et al., 1994; Udem and
Warner, 1972fFigure 2A).
Le préARNr 27SA2 est maturé selon deux processus différents. La voie majoritaire consiste
en un clivage au site A3 dans la région dite ITS1, catajjesda RNAse MRPNultiple RNAse
P) (un ribozyme)(Henry et al., 1994LygerouHW D O D\DQW SRXU SURGXL
6% &H GHUQLHU VHUD HQVXLWH GpJUDGp DX QLYHDX GH V

Rrpl17p Ribosomal RNA processing protein) £ Ratlp Ribonucleic acietrafficking protein
1) donnantlieuaffL QW H U P p G (@effingr et & ¥2609Figure 2A). Tandis que la voie
minoritaire, consiste en un clivage direct du 27SA2 par une endonucléase dasta NP
GRQQDQW QDLVVDQFH j OTLQWHUPpPGLDLUH 6%/ /D PDWXI
C2, conduisant a la formation du pA&Nr 7S et 26S/D VpTXHQFH ,76 SUpVHQWH F
HVW FOLYpH SDU 5DW S |R(Gdemi@s\et IQ2000) PIGWHUPBGLDLUH
SRXUVXLW GHV pWDSHV GH FOLYDJH G Rep@EOQeV20Skest X j O
exporté du nucléole vers le cytoplasme, ou il va connaitre un clivage au site D a son extrémité

9 FDWDO\Vp SDU O fHQiBIR@QieF Bipdny HroteRE BILQ GIDERXWLU
QDLVVDQFH GH O ffatich et ab, OB\ KrhbHna and Karbstein, 2009)$5 1 U

6 VXELW XQH PDWXUDWLRQ DX QLYHDX GH VRQ H[WUpPLWp
Rex1l RNase exonuclease 1 DYDQW GYrWUH WUDQV SRitostiteDI® V OH F
grande sousinité (LSU) 60S du ribosome (Lee and Nazar, 1997) (Figure 2).
La maturation des prARNr a lieu au site de transcription ou des études montrent la présence
de large complexes moléculaires, nommes les petites-saités du processome (Figure 1B),
constitués de facteurs protéiquesdet complexesibonucléoprotéiquesges derniers étant
constitus GTXQ $51 QRQ FRGDQMWres#aW eilGaH, 2D10RMEepanghide/de ces

complexes révele la présenocetammentde la snoRNP U3Dragon et al., 2002)Par
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appariement de bases avec le-AFRNr, la particule U3 va servir de guide permettant une
meilleur accessibilité des sites A et A2(Kass et al., 1990Nous pouvons noter la présence
GIXQH DXW (Beltram@ Bt5al.,31994; Yuan et al., 200B) snoRNP U14 qui possede
également des fonctions de clivage de-ARNr aux sites Al et A2, notamment chez la
'"URVRSKLOH ®deteRistde fHubng et al., 1992).

1.3.Modifications chimiques post-transcriptionnelles

(Q SOXV GHYV ARD prédukels, @9 ARN ribosomiques de tous les organismes

VXELVVHQW G 9D XW U H-YanstRGhnhelEdrovhime @Y inBéivcions

groupement méthyle et des conversions de certains résidus uridine en pseudouridine (Figure

3A). L'introduction de groupements méthyle se produit a des sites spécifiques de la molécule

Les groupes méthyle dans les ARNr bactériens sont principalemehéatéadiverses positions

dans les bases puriques et pyrimidiques (méthylation des bases) et dans les ARNr eucaryotes

principalemenattachés la position 20 des riboses (méthylation du ribosihus retrouvons
PRGLILFDWLRQVS Géréusiae(DEdatdr] and Fournier, 2002). Les ARNr

ribosomiques 18S et 25S contiennent respectivement 33 et 74 modifications chacun. Les ARNr

6 HW 6 QH FRPSRUWHQW TX1 X QRitknafizybyiska Bt@lL, POGZP WL R Q

Les ARNTr bactériens contiennent environ 0,7 grougetméthyle pour 100 nucléotidéSubin

and Gunalp, 1967; Hayashi et al., 196éndis que chez les eucaryotes, ce chiffre varie de 1,2

pour la levurgKlootwijk and Planta, 19733 1,7 pour les cellules Hel{Maden and Salim,

1974) La teneur en pseudouridine est de 0,25 résidu pour 100 nucléotides dans I'ARNr

bactérien(Dubin and Gunalp, 196,/Je0,8 dans I'ARNr de levur@lootwijk and Planta, 1973)

et 1,2 dans I'ARNr des cellules He{Jeanteur et al., 1968)

Sur les 63 snoARN différents & cerevisiag20 constituent la famille des boites H/ACA et le

restefait partie dela famille des boites C/D. Ensembile, ils sont impliqués dans la plupart des
PRGLILFDWLRQV Gf%$51U GRQW FRQYHUVLRQV HQ SVHXGF
du ribose d'ARNr Figure 3C). Certains snoARN agissent sur deux ou trois sites différents
(Bonnerot et al., 2003)Le rdéle des snoARN dans la modiimn de I'ARNr a d'abord été

reconnu lorsque dess€quences guides interneent étadentifieespour étre complémentaires

aux régions du prARNr, couvrant le nucléotide cib{®achellerie and Cavaillé, 1997)



Figure 3: Représentation des modifications chimiques les plus retrouvées dans les ARNr
eucaryotes (adaptée (Decatur and Fournier, 2002). (A) Structure secondaire des ARNr 18S

(gauche) 25S et 5.8S (a droit§ H OHYXUH /HV SRLQWV YHUWYV LQGLTXHQW
méthylation, les triangles rouges représentent les sites de pseudouridgtdi®méthylations de base

sont indiquéesen carré orange(B) Pseudourylationsdes uridines en pseudouridines par une
LVRPpULVDWLRQ VXLYDQW OfYD[H UHSUpVHQWpP HQ SRLQWLOOp &
(C) 9$O-méthylation du ribose, catalysée par les snoRNP C/D.



Toute modification postranscriptionnelle d6ARNr demande une contributicdnergétique
considérable en termes de nombre d'enzymes nécessaires au traitement des molécules
précurseurs et a l'introduction de résidus modifiés. Plus de 100 protéines transitoires sont
impliquées dans la modification dARNr et I'assemblage des ribosomes. Au moins Six
groupes sont identifiés avec les nucléases, les enzymes modificatrices, les héésases,
GTP/ATPases, les protéines chaperon, les protéines d'assemblage ainsi que les facteurs de
transport (Henras et akp15).

131. /D --PpWK\ODWLRQ GHV UpVLGXV GT$51U

ID PpWK\ODWLRQ GH O-PD%ibdsq (F)dDreSSR )\ektWiLtyp® de fmodification tres
UpSDQGX (OOH HVW UHWURXYpH p»kbABN @BHa) WclgaRNAD 1$51W
Ces méthylations peuvent affecter le repliement 3D des ARN permettant alors une meilleure
stabilité, ainsi que leur interaction avec des ligands. Cette modification a lieu majoritairement

sur les préARNr naissants au cours de leur transcription. nhéthylation du ribose est
strictement limitée aux régions constituant les futurs ARNr matures. Elles sont généralement
UHWURXYpHV VXU GHV VpTXHQFHYV GY3$51U FRQXeHAdQwpHYV DX
laevisSRVVgGH XQ PRGqOH G Hdéhpoved\celDi des REPNAf§eS lebllevures

HW OHV YHUWPpPEUpY SDUWDJHQW VLWHV F&PUnQNMeGH PpW
55 sites de méthylation chez la levure et 46 sites pour les ver{élyaid et al., 2019)Les
SURFDU\RWHV TXDQW j HX[ VRQW SDXYUHV HQ PpWK\ODWL
seulement 4 sites ch&scherichiacoli XQ VXU Of$51U 6 HW W@EdRMaMd VXU OF
and Maden, 1998)

La majeure partie des nucléotides modifiés se situe au niveau des ARNr 185 RieRBES

Przybylska et al., 2007 hez lalevureS. cerevisiagles ARNr 25S, 5,8S et 18S contiennent
UHVSHFWLYHPHQW HW PRGLILFDWLRQV /9%$51U 6 FRF
FRQYHUVLRQ GITXQH XULGLQH HQ SVHXGRXDdc&urG@rd FDWD
Schnare, 2008; PiekfRrzybylska et al., 2007)

/ D -@-méthylation est catalysée par les petites particules ribonucléoprotéiques dites SnoORNP
a boites C/D, qui seront décrites en détail plus loin danhaggtre. Le snoARN a boites C/D

qui est un des constituants de ces particules, sert de guide pour la catalyse de la position exacte
surlesubstratO VIDJLW G X UL Edr YrdARNSt afpéic@yeR MMae@itléotide en



Figure 4: La particule snoRNP a boites C/D

(A) 6FKpPD GYXQH VQR513 | ERVWHV & ' FRPSRVpH GI1XQ VQR$51 |
SURWPLQHV F°XU SRREpVNULINADLVEIngE HNop58p et Nop56p. (B) Schéma
GIYDSSDULHPHQ®BIWVQRWSPpWK\ODWLRQ GH EDVH ebtgehknioDelD WLRQ C
par un snoARN a boites C/D en rouge, au niveal8IG XFOpRWLGH HQ DPRQW GHV ER\
VPTXHQFHVY GHV ERVWHV & ' HW &7 'T VRQW LQGLTXpHV HQ YHUW
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DPRQW GHYV E®ilipotice et aH \P9Y; Kissaszlo et al., 1996; Weinstein and Steitz,

1999) Un duplex est alors formé entre le snoARN gud&ARNTr (Figure 8B), impliquant les
QXFOpRWLGHV VLWXpV HQ DPRQW GHV ERVWHYV -hétice/ 'Y &HV
GDQV O (Cavali®dt &l., 1996; Kiskaszlo etal.,, 1996) IDFLOLWDQW OfDFFqV GF
NopXFibrillarine au ribose substrat/ine large partie des sRdIP a boites C/jFigure 4A)

chez les eucaryotes sont responsables de la modification des ARNr. Cependant, elles sont
décrites pouégalemenmaodifier les snRNA (U2, U6 et U5) ed maturation de certaingré

ARNmM (Maxwell and Fournier, 1995; Terns and Terns, 2002 récente étude indique la
SUpVHQFH G HOmidtowetioh enHaible fitbondance sur certains ARNgadi et al.,

2019) Cette liste peut également étre étendue pour les archées ou les SRANIFRNP)

modifient des ARN{Omer et al., 2000)Cela indique une origine ancestrale des snoRNP C/D

qui serait responsable de plusieurs voies de maturation deslWARdtude révele que la perte

des sites méthylés ch&z cerevisiaeDI IlHFWH VD FDSDFLWp GY{DGDSWDWLRQ

Cependant les mécanismsousjacent restent a ce jour inconn(issguerra et al., 2008)

1.3.2. La pseudouridylation

Dans les ARNr humains, plus de 100 nucléotides sont méthylés en pos(idry@toxyle et

environ 95 uridines sont convertiesseudouridindOfengand and Bakin, 1997; Ofengand et

al., 1995) De maniere intéressante, ces modifications sont regroapéasntre du ribosome

dans les régiongonctionnellesdes ARNr et elles montrent une conservation évolutive
remarquable. CheE. coli, le seul résidu pseudouridine de I'ARNr 1®/rzesinski et al.

1995a) et au moins une des neuf pseudouridines de I'ARNr 23S (Wrzesinski et al. 1995b) sont
formés par des pseadridines synthétaseseules etspécifiques. Cependant, il semble peu
probable que chacun des nombreux résidus pseudouridine desedddlyotesoit formé par

sa propre synthétase spécifiqueéthitdevenu évident que le nucléole, en plus des snoARN

C/D, contient une autre famille distincte sf@ARNqui estdéfinit par une structure secondaire
universelle sairpin-hingehairpin-tail » (Ganot et al., 1997es snoARN forment des petites
particules ribonucléoprotéiques connues sous le nom de snoRNP a boites. HI&ACA
composition ainsi que leur orgafdsWLRQ GDQV OYHVSDFH VHURQW GpFULW
La réaction de pseudouridylation eatalységarces snoRNP H/ACADes travaux ont permis

GH PLHX[ FRPSUHQGUH OH PpFDQLVPH GH PLVH HIe&s SODFH
facteurs de pseudouridylation des mammiferes reconnaissent de courtes séquences
ribosomiques situées autour de l'uridine cible. Les snoARN W/AGmains et de levure
possedent des complémentarités avec ces séquérzesmiquessignal (Ganot et al., 1997).
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Les deux hélices qui forment le duplex snoARM-ARNr entourent deux nucléotides non
appariés dans la séquence d'ARNTr. Le premier nucléatidepparié (dans le sensA3') est

un résidu uridine qui est toujours converti en pseudouridifags que les ARN guides de
méthylation possédent de longues complémentarités ininterrompues avec les séquences
d'’ARNr, les ARN guides de pseudouridylationontiennent deux courts motifs
complémentaires, dont aucun ne pourrait a lui seul fournir des informations suffisantes pour
sélectionner sans ambiguité un site unique dans l&ARMNr. Ces deux motifs courts de
reconnaissance des snoARN a boites H/ACA séumis par une structure tigp@ucle pour

créer un signal de reconnaissance bipartite statistiquement significatif (Ganot et al., 1997). Les
composants des snoRNP H/ACA jouent un réle crucial dans la sélection et la catalyse du site
précis de pseudouridgtion ribosomique dans le pARNr. En premier lieula pseudouridine
synthétase Cbf5 chez la levuse cerevisiagui est responsable de la catalyse enzymatique,
aidée parOHV S URW p LI® shvARN MMTA Buperméentun acces au nucléotide a
modifier. L'absence transitoire de certaines modificationpskidouridingibosomiques n'a

pas de phénotype détectable dans des souches de (Badker et al., 1988De plus, une

souche mutante dépourvue de cing/ARN non essentiels, parmi lesquels trois ARN guides de
pseudouridylation (snR3, snR5 et snR8) responsables de la synthése de quatre pseudouridines,
ont des caractéristiques de croissance similaires a celles des cellules sauvages (Parker et al.
1988). Ces bservations sont cohérentes avec l'idée que les pseudouridines ribosomiques
pourraient subtilement améliorer les fonctions ribosomiques qui peuvent également se produire
en leur absence, bien qu'avec une efficacité légerement inférieure. Néanmoins, ces
psaudouridines ribosomiques conféreraiglains leur pleine globalitéraisemblablement des
avantages seélectifsimportants au cours de ['évolution (Ganot et al.,, 1997).

1.33. 5{OH HW SRVLWLRQQHPHQW GHV PRGLILFDWLRQV GHV |

Les propriétéshimiques des nucléotides modifiés n'indiquent pas a priori de réles fonctionnels
spécifiqgues Un certain nhombre de changements struaiMrpeut se produire. Ces effets
comprennent des propriétés stériques altérées dans tous les cas, un potentiel de liaison
hydrogene différent, une amélioration de I'empilement local des bases constituées de
pseudouridineyne stabilitéde la liaison phosphoelster pour la méthylation des ribosesine

rigidité structurale accrue pour les régions simple et doubles phimez and Steitz, 2002;
Auffinger and Westhof, 1998; Charette and Gray, 2008néthylation du 20H du ribosea

principalement deux conséquences. HElerise la configuratio€3-endodu riboseplus stable
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thermodynamiquemergt empéche I'hydrolyse des liaisardre nucléotidefWilliams et al.,

2001) Dans chaque cas, les effets structuraux et thermodynamiques dépendent de
OfHQYLURQQHPHQW HWiels X %itel QaAmodifipaticti®) @stiibutiinXdes
modifications dans I'ARNr n'est pas aléatoire (Figure 5), particulierement dans la LSU. Dans
les deux sousinités, la plupart des modifications se produisent dans des régions conservées
donc fonctionnellement importantesCette corrélation indique queed modifications
influencent a la fois la structure et la fonction du ribos¢Bakin et al., 2002; Brimacombe et

al., 1993; Lane et al., 1995; Smith et al., 20@®ien que les effets sur la production de
ribosomes doivent étre pris en compte, les arguments en faveur d'un ®la deduction

méme sont les plus importants comme pour les modifications du domaine \at&ts$. Ce

domaine estonnudepuis longtemppour étrdié a l'activité peptidytransférase et a la liaison

a I'ARNt (Nissen et al., 2000¢t est particulierement riche en modifications.

La plupart desnodifications se produisent a l'intérieur des ARNrQ § L Q \debl &b imiriites.

Les régions riches en modifications comprennent plusieurs sites ou des événements de
traduction se produisent et ou les sonéés interagisserfDecatur and Fournier, 2002)es
modifications sont sensiblement absentes des régions enrichies par les protéines ribosomiques
. les surfaces externes et la péépé des régions d'interfa¢Banet al., 2000; Schluenzen et

al., 2000; Wimberly et al.,, 2000)D SUpVHQFH GHV P R®@rdthyahoh e®RQV GH
étroitement lié a la fonction du ribosome. Une étude montre que la baisse de ces modifications

D XQ LPSDFW VXU OD SHIVGXFWMLRRIHGE XRS5 IPARR Grande DXV VL
sensibilitéa différents antibiotiques qui ont pour cible le blocage de la trady&itat-Chafia,

2018)

1.3.4. Ribosomopathies et maladies associées

Les ribosomopathies regroupent les pathologaséepar des défauts de la biogenese des
ULERVRPHV &KH] OfKRPPH FHV DQRPDOLHV JpQpWLTXHV
SURGXFWLRQ HW GH IRQFWLRQ GHV ULERVRPHV ,0 V{DJL)
médullaires, ou la quantité de cellulesgd XLQHY HVW VHQVLEOHPHQW DOWp
prédisposition au développement de car{fEeeed et al., 2010; Narla and Ebert, 201Me

corrélation entre ces pathologies et des mutations recensées dans le génome, en particulier sur
les genes codant les protéines ribosomiques et des facteurs transitoires de biogenese, a pu étre
identifiée. Parmi ces troubles physiologiquesis retrouvos O D QpPLH GBlackftnP RQ G

le syndrome de Shwachmdiamond, le syndrome de BowehRQUDGL OfJK\SRSODVLH
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Figure 5: 5 HSUpVHQWDWLRQ GHV VLWHV GH PRGLILFDWLRQ (
ribosome de levure

Positions des modifications sur la structure 3D de la petitelgutés (en hautet de la grande sous

unité (en bas). Les modifications sont identifiées par trois couleaurge, vert et orange). Deux vues

des deux sousnités sont représentées avec totation de 90pour chacune G 1 D fdapiur and

Fournier, 2002b)
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cartlageHW GHV FKHYHX[ RX HQFRUH OD G\VNpUDWRVH FRQJp
DiamondBlackfanest le plus souvent (40% des patients) caractérisée par des mutations sur
plusieurs genes codant des protéines ribosomiques {&f)queRPL5, RPL11ou RPL36

(Choesmel et al., 2008; Ganapathi et al., 2007; Gazda et al., R6Bdo et al., 2008)e

syndrome de Bowen est, quant a lui, la résultante de mwgdiosun géne codant une protéine
transitoire a la biogenése des ribosomes, ENEG4€ntial protein for Mitotic Growth) chez
OTKRPPH GRQW OYKRPRORJXH FKH] OD OHYXUH HVW (PJ S
la sousunité 40§ Armistead et al., 2009)

Une autre pathologie complexe connue sous le nom de syndrome deWillid@figure 6)a

été montr&éomme larésulantede deux phénoménes qui convergent vers la méme pathologie.
3RXU OD SOXSDUW GHV SDWLHQWY LO VYDJLW GTXQH GpOp
OYKRPPH DX QLYHDX GTXQH UpJLRQ VRXPLVH j XQH UpJXOD
La régbn du génome délétée présente une douzaine de ge@mesdans des protéines, qui
codentplusieurs snARN a boites C/Ddont le SNORD116 qui est chez la plupart des patients
atteints, toujours absent dans le cas de délétibpsut étre présent dates cas de disomies
XQLSDUHQWDOHYVY PDWHUQHOOHV RX OHV WUqV UDUHV FLC
O THP SUHL QW HtrasstriptibhhelmdéhDactif dansces deux cag)Ohta et al., 1999)

(Figure 6)(Cavaillé et al., 2000} arrive que certaines personnes héritenjuement des deux
chromosomes 15 maternels (disomie uniparentale maternelle (matUPD)). lls développent un
syndrome de PraderLOOL j OD QDLVVDQFH RX j OfkJH DGXOWH F
musculaire, hyperphagie qui se développe en obésité matimddes enfants avec des retards

de croissance facilement observables cliniquement.

&ERQWUDLUHPHQW DX[ SDWKRORJLHV FLWpHYV SUpFpGHPPHQ'
GY3%51U SRXYDLW FRQGXLUH j XQH SURfohpph® 20LREN GH FHC
effet, dans les cancers de poumon, le snoARN SDH2Rqui est un snoARN H/ACA est
surexprimé. La diminution de son expressiorvitro a permis de freinerfpYROXWLRQ GH
WXPHXU HQ DFWLYDQW G HMeiRgaF, DT 2)Uansiles GNURS RITEVERILSH

du sein et du cblon, I'observation d'une corrélation inverse entre les niveaux d'expression du
suppresseur de tumeur p53 et FBL (Fibrillarine) a conduit & suggérer que p53 réprime la
transcription de FBL par liaison direcéeson premier introfMarcel et al., 2013) 'T{DXWUHV
travaux rapportent une forte expression de FBL dans de nombreux cancers, soutenant la

prolifération cellulairgSu et al., 2014)
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Figure 6 : Représentation schématique explicative du syndrome de Pradvilli (adapté
de Cavaillé, 2017)
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2. LessnoRNP: acteursessentiels dans le processus de maturation des ARNr

Les nucléoles eucaryotes contiennent un grand nombre deAgiitmétaboliquement stables
connus collectivement sous le nom de petits ARN nucléolaires (snofBdhellerie et al.,

1995; Maxwell and Fournier, 1995)eulemenguelqus 150 espéces de snoARN ont été
recensees dans les cellules humainet®aut de leurs étudélsafontaine and Tollervey, 1998)

Des approches ales stratégies génomiques a haut dphis robustesont conduit a la
découverte de nombreux nouveaux membres et a une diversité surprenante de la fonctionnalité
et des mécanismes d'action du snoABHErgeron et al., 2020; Bogard et al., 2021)

I a été montré que ces snoARN appartiennent a deux cladsgsturellement et
fonctionnellement distinctg®alakin et al., 1996; Ganot et al., 1997; Lafontaine and Tollervey,
1998; Tollervey and Kiss, 199Mlousretrouvondes ARN a boites C/D et les ARN a boites
H/ACA. Au sein de chaque grande famille de snoARN, deux groupes fonctionnels distincts
peuvent étre discernés. Ceux requis pour le clivage du précursedRNrécomme nous
ODYRQV GpFULW & UYarFex&riplBePIHRBOV (snDARN H/ACA), U3 et Ul4
(snoARN C/D) (Hughes & Ares,1991). Ces snoARN sont essentiels pour assurer la viabilité
cellulaire. Le second groum®nsttué dela grande majorité des snoARN, fonctionne comme

des ARN guides pour la mditiation covalenteotammentiu préARNr et sontequispour la
croissance.

Les membres de chaque classe de snoARN sont associés a des composants protéigues communs
dans des petites particules ribonucléoprotéiques nucléolaires RNBno

Lesprotéinedormantla snoRNP H/ACA ont été les premieres a @iéerites chez la levure
Garlp(Balakin et al., 1996; Ganot et al., 199T0bf5p (Lafontaine et al., 1998Nhp2p, et
NoplOp (Henras et al., 1998 ; Watkinsadt, 1998). Une breve présentation de la composition

et la structure des snoRNP a boites H/ACA sera faite a la fin de ce chapitre.

Les quatre protéines qui composent les snoRNP C/D sont également conh@sV {DJLW FKH]
levure de Snul3gNottrott etal.; 1999), Nop58p, Nop56fLafontaine and Tollervey, 1999)

et NopY/Fibrillarine (Gautier et al., 1997)

2.1l es snoRNP a boites C/D
2.1.1. snoARN a boites C/D

a. Transcription et maturation

Les geneslessnoARN présentent une dichotomie d'organisation inhabituelle. Un groupe est

organisé de maniére classique dont la séquence codante est flanquée d'diéprentsteur,
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terminateur et amplificateur. Le deuxieme e est tout a fait unique, avec la séquence
codante du snoARN intégrée dans les introns des genes codant pour des protéines. Ces
séquences codantes introniques sont retrouvées sous forme des dastate duplications

locales.

La plupart des snoARN &fies C/D chez les vertébrés et la levure sont présents au niveau des
régions introniques du génome. La transcription de ces snoARN est donc reliée et étroitement
dépendante de la transcription du gene héte, impliquant la maturationARNr. Ce dernier

code des protéines qui interviennent dans la biogenese du ribosome, ou dans certaines fonctions
QXFOpRODLUHYVY 'H UpFHQWHV pWXGHYVY RQW pJDOHPHQW PR
étre découpléedecetla VQR$51 GDQV OH EXW GH UpSRQGUH DX[ GLII)
de snoARN et aux besoins fonctionnels de certains tissus humains hautement régulés, ou ils
sont enrichigFafardCouture et al., 2021)

Ce nouvel arrangement génétique suggere un moyen potentiel pour réguler le métabolisme de
I'ARN nucléaire et coordonner la pradion de ribosomes avec d'autres activités cellulaires.

/D WUDQVFULSWLRQ GHV JgQHV FRGDQWY OHV VQR$51 HVW
et la levure. Toutefois, une exception existe pour le sSnoOARNS2 cerevisiagui est transcrit
parlamDFKLQHULH G H(Gufféhd &t 8. R2006).a taille de la majorité des snoARN

i ERVWHY & ' YDULH GH j QXFOpPRWLGHYV ,0 H[LVWH pJDC(
WHO TXH OH VQR$51 8 TXL IDLW 1© SNORPRLBYli Gl 96 FKH] O
nucléotides.

Une maturation des shoARNQ 9§ HVW QpFHVVDLUH SRXU OYDVVHPEOD
fonctionnelles. Il a été montré que cette maturation caractérisée par un clivage du snoARN est
FRQFRPLWDQWH DYHF OfDYV \Hité5E €, H0G). FEX @ffed @rtair@R 5 1 3
SURWPLQHV F°XU FRQVWLWXW le¥ igrdtéitesl h@mmaineSQURLS 168 P D W X |
Fibrillarine, sont retrouvées en association au complexe du spliceosome C1 de fagon précoce
(Hirose et al., 2003Cela permeggalementle protéger le snoARN des dégradations &xo
endcenucléolytiguegWeinstein and Steitz, 1999)

La maturation des snoARN est indépendantgehe hoéte. lls possedent leurs propres signaux
essentiels pour une maturation prégisess andFilipowicz, 1995) Le processus commence

SDU XQH OLEpUDWLRQ GH OfLQWURQ GX IDLW GIhtradbfDFWLR
Binding Protein 160 SUpVHQWH FKH] OfKRPPH 6RQ U{OH HVW IRQG
snoARN sous forme dedao (Hirose et al., 2006) mais aussi a leur repliement correct favorisant

OH UHFUXWHPHQW G H VS.8dtRddgde YH U HF MV OR/NIXUp SDU Ot
(Petfalski et al., 1998) 3 DU OD VXLWH OfDFWLRQ GYH[RQXFOpDVH
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I THIWUpPLWp e al3HWIDBWNGH OYH[RVRPHM§o @tfadH[ 19ebp PL W p
Shibagaki et al., 1995; Tsukamoto et al., 19®manget al, 1999; Terns et Terns, 2002) est
nécessaire pour produire un snoABMrectement maturé a ses extrémités. Cette maturation se
IDLW pJDOHPHQW SDU GHV DWWDTXHV H[RQXFOpPRO\WLTXF
VIDFKgYH DSUQqV O YD FWRibBb&naHRNARrdesSNYipdeReHd&iingnt de
OTH[RVRPH et®D 199N Qhkz les eucaryotes, le processus de maturation des snoARN

VH SRXUVXLW SDU Of® W-RYWKGO®IRNDBIQRR/ILIQHM Pj OTH[WUpPPLW
position 7 de lguanine Cette méthylation concerne uniquement les snoARN produitgia par
GIXQLWp WUDQVFULSWLRQQHOOH LQGpSHQGDQWH &HWWH
différentes Cetl (Capping Enzyme Triphosphatase), 1Cegl Capping Enzyme
Guanylyltransferase)let Abd1l (méthyltransféras@ylao et al., 1995; Shibagaki et al., 1995;
Tsukamoto et al., 1997)

Cette coiffe estpOLPLQpH FKH] OD OHYXUH SRXU OHV VQR$51 &
VQ5 VQ5 8QH PDWXUDWLRQ QXFOpRO\WLTXH GH OfH[WUrg
via une reconnaissance des structures Efg XFOH FDUDFWpPULVWLTXHV GHV
snoARN aboites C/D(Grzechnik et al., 2018)

7RXV OHV VQR$51 WUDQVFULWY SDU 09Y%$51 SRO ,, VXELVV
transcriptoQ XQH H[FHSWLRQ HVW IDLWH SRXU OH VQ5 TXL OX
IDORQ WUQV VXUSUHQDQWH GHV pYpQHPHQWF¥ lSff@ SLVVDJ
FRQGXLVDQW j OfpOLPLQDWLRQ G YB5QEensRENY crasshletMIKp QR P qQ
grisea HW HVW DEVHQW FKH] OfKRPPH HW OD PDMRULWp Gt
ODERUDWRLUH PRQWUH TXH OfpSLVVDJH GX 8 D OLHX DYD
U3 (Rothé et al., 2017)

b. Organisation et structure tridimensionnelle (3D)
Les snoARN a boites C/D sont constitués de deux séquences consensus antisens nommees boite
& HW ERVWH ' /D ERVWH & HVW UHWURXYpH &kpehdMddAD X GH
VpTXHGRUGAUBA- 1 /D ERVWH ' HVW VLWXpH j OfDXWUH H[W
caractérisée paralV p T X H QRUBA- ff(Bachellerie et al.2002) (Figure 4). Un second
FRXSOH GH ERVWHY GLW &7 'f HVW UHWURXYp GDQV OD UpJ
dégénérées compasaux sequences consensus (Kiaszldet al, 1998).
/ITIDSSDULHPHQW GHV RUVBAUGA>» ERRQVGEGAL YsiIEs @ux extrémités
impose le repliement du snoARN sur-faéme, formant une boucle interne asymeétrique a 5+2

nucléotides, du fait que la boite C soit plus longue que la boite D (Figure 7AmPeke une
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conformation spatiale particuliere connue sous le noi-tlen (Kink-turn) faisant référence

a la courbure de 60° que présente le squelette phosphof\atkins et al., 200Q)Figure 7).

Le motif K-turn est constitué de deux hélices | et Il qui entourent la boucle asymétrique,
particulierement riche en purin&lous retrouvongians cette bouel trois nucléotides non

appariés et deux appariements non Watsook (baptisées ghearedb) *1$ HW $i* &HV
pOpPHQWY VRQW UHVSRQVDEOHV GH OfDQJOH GH f HQWL
résidu uracile (Figure 73R XU OH V QR5 lebpasse Hhiar@ni3D° plus caractéristique
GITXQH FRQIRUPDW L RX@ ntotif esi égpledngnt stabifsé par des empilements de

bases entrdeuxrésidus de la bouclgrécédant le &tun résidu de chaque hélifeet II). Le

résidu U non apparié rejeté hors de la boucle forme des interactions hydrophobes avec les
protéines de la famille L7Ae. La conformation particulier€erfendode son ribose maximise
OYH[SRVLWLRQ GH VRQ M ChagbOetial, ROHI; IO Bre/e3 #FOG Vidowid/ H U

et al., 2000) Ce motif enK-turn (K-loop) est particulierement présent chez les organismes
K\SHUWKHUPRSKLOHV FH TXL VXJJgUH XQ U{OH GH VWDELC
stress thermique. Cette structurationketurn QfHVW SDV SURSUH DX VQR$51 ¢
caractérisée initrlP HQW GDQV GYDXWUHV $51 W HKIah &XH2001$%51U GX
lesnRNAU4 9LGRYLF HW DO : Regt@drtains ARNN{BIMang et al.,

2002; Mao et al., 1999; Winkler et al., 2001)

Comme déja ditd réle du snoARN dans la fonction de®RNP C/D est de guider précisément

OD SRVLWLRQ j PpWK\OHU 8Q DSSDULHPHQW VQR$51 & ' |
QXFOpRWLGHV HQ DPRQW GHV ERVWHV ' HW 'T FUpDQW XQ
WatsonCrick. Le 3™ nucléotide du snoARN C  )LJXUH HQ DPRQW GH OD E
VHUD DSSDULp DYHF OH QXFOpRWLGH GH Of$51 FLEOH U
hétéroduplex est alors formé par des interactions Wasiok (Kiss-LaszI6 et al., 1996)

Chez les eucaryotes, un snoARN a boites C/D se différencie des autres par sa fonction mais
DXVVL SDU VD WDLOOH HW VD VWUXFW X déssnopBRN § BodtésW G X V (
& ' QXFOpPpRWLGHV FKH] OYKRP BHekMiag. Il @XgodepdeW LGHYV F
régions distinctes OD UpJLRQ ¢ UHVSRQVDEOH GHV DS&8bDidh HPHQW
VWUXFWXUpH HW OD UpJLRQ 1 FRKSWHQDI®QMtr@amxitdefK WLIV
SURWPLQHV F°XU G(BkeppeRenved 511988)es deux motifs sont formés par
OYDSSDULHPHQW GHV G&¥K[ FRXSyup¥ d@ BoiEeR©/D) idt\B/C (non
canonique au couple de boites C(Byanneman et al., 2002; Marmi@ourrier et al., 2003)
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Figure 7: Motif en K-turn du snoARN a boite C/D U14 dé&. cerevisiae

(A) Schématisation de la structure secondaire de la séquence représentative des boites consensus C et
D, respectivement en orange et vert. Les liaisons hydrogénes sont représentées en noir, et les liaisons
non WatsorCrick en traits discontinug¢B) Représemition de la structure tridimensionnelle du méme

motif enK-turn GX VQRS$51 8 VHORQ G H Xdp{do$és@ode PRHEE 6HY K (CBagot R Q

et al., 2019)
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212. /HV SURWpPLQHV F°XU GH OD SDUWLFXOH VQR513 &
En plus du snoARN a boite C/D nécessaire pour guider précisément la position a modifier sur
O01%$51 FLECRNPOMssnMe@aRement constituées de protéines (Levure/HoRigwre
8) qui vont permettre sa structuration etédalyse de ldJ pD FW L-Q-® BMMK\DPDWLRQ ,0 V
de Snul3p/SNU13 (anciennement 15.5KK H] O T KdRiFest ta protéine de nucléation de
@4$semblage des snoRNP C/D. Elle reconnait le ndetifrn du snoARN de facon précoce
ORUV GH OYDVVHPEODJH GHV $NDPINuUckEIarHRfoteil RE S 123
1RS S 123 IRUPHQW XQ KpWpURGLPgUH KRPRORJXH j OfK
chez lesarchées (QILQ OD PpWK\OWUDQVIpUDVH 1RS )LEULOODU

méthylation.

a. La protéine Snul3p/SNU13 (15.5K)
Initialement, il a été montré chéialoarcula marismortugue cing motifs ek-turn G1$51 U
de la sousunité 50S sont associés a des protéines ribosomiques. La plus connue est la protéine
ribosomique L7 ainsi que ses protéines associées. Ces dernieras foneéamille deRNA
BindingProtein (Klein et al. 2001) qui inclut les protéines eucaryotiques des
archéesuivantes : L7Ae, L30e et S1P€oonin et al., 1997)les protéines de levure Nhp2 et
Snul3 et la protéine humaine SNU13 {iatt et al. 1999).
La structuretridimensionnelle D) de la protéine humaine SNU13 a été la premiere de la
famille des L7Ae a étredsolueassociée au snRNA U4 (Vidovic et al., 2000) (Figure 9A). La
structure de la protéine Snul3 de levBtecerevisiaa pu étre résolue également quelques
années plus tar@®ruganti et al., 2005) /Y1DQDO\VH GH FHV VWUXFWXUHV SUp
identiques (RMSD de874¢ )LJXUH % j VDYRLU KpOLFHV . HW EUI
3D forme une topologie conservée dite enQ9d8 ZL F K. et une architecture globale
globulaire /H PRWLI FRQVWLWXp SDU OHV KpOLFHV . HW . HW
GH OTLQWHU D F WiglRegPA) Dekl poirdside Sfidison pour ce dernier concetipius
particulieremente squelette ribos6 s KRVSKDWH GHV UpVLGXV GHIrmM fKpOLF|
ainsi quele résidu uridine (troisieme résidu non apparié de la boucle interne) qui se retrouve
projetéj O TH[W p UL H XllseCGetto@d B&ldans une poche hydrophobe detéipe
Snul3 (SNU13), stabilisé par des liaisons hydrogenes avec des résidus électrostatiques
HYVVHQWLHOV . HW . FKH] OfKRRRHES9 et R chez IB keWijeO HV
(Vidovic et al., 2000).
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Figure 8 7DEOHDX UpFDSIQVXGEWH| GHV IR WasLfgrtews F° XU H
SURWPLTXHV LOQOWHUYHQDQW GDQV OYDVVHPEODJH GHV VQR

3RXU FKDTXH SURWpPLQH VRQ KRPRORJXH Hegakthée3 @ estfactedrsF KH] O f
GIfDVVHPEODJH LQGTLRRPR AR[IREMANEBRM] O
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Figure9 /D SURWPLQH F°XU 6QX [/ $H LQWthrbdduEhdXRN¥HF OH P
boites C/D.

(A) Structure 3D obtenue par cristallographie aux rayorG 1 XQ FRPSOH[H HQWUH OD SURMW
(SNU13)humaine (ve et le motif erK-turn du snARN U4 (violet) (Vidovic et al., 2000) PDRE7K.

(B) Alignement de structure des protéines 15.5K humaine en vert (RBBK) et la protéine Snul3 de

levure en rouge (PDB2ALE) avec un RMSDRoot Mean Square Deviatipde0,474 A.
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/ITLQWHUDFWLRQ GH OD SURWpPLQH 6QX DYHF OH VQR$51 H
DXWUHV SURWPLQHYV F°XU GH OD -vhipriyGdsdn&permisioéd npoméiG HV S k
TXH O1%$51 Oduéphtielpdhéehystvuctusdus forme d&-turn, avec tout de méme une
conformation prdiée caractéristiqueavec unangle entre les deux héliceke 30° (voir

paragraphe eilessus). 8 association avec la protéine stabitieenplétemenia conformation
JOREDOH éthh erfifaotablea OfDUULPDJH GHV (Chxgs Ettay, 2619RWpL Q F
Goody et al., 2004)JFigures 7, 9A).

Il esta noterquO {DEVHQFH GH OD SURWpPLQH 6QX FKH] OD OHYX
des préARNm suite a un déficit de snRNP U4 matures et fonctionnelles, un défaut de
maturation des préé51U DLQVL TXTj] XQH GLPLQXWLRGhOBRNDY WLTXH
boitesC/D 'REE\Q D QG 29 N &dtalddnduit a dire que Snul3p/SNU1Boesciale a

la viabilité cellulaire.

b. /D -@-méthylase Nopl/Fibrillarine
/D U p D FW-{ORm@th@@ationfifaliséepar les particules snoRNP C/D est catalysée par une
enzyme qui fait partie des protéines constitutives de la particule. Cette enzynoeneste
1RS FKH] OD OHYXUH HW )LEULOODULQH FKH] OfTKRPPH 6
premiére fois dans des régions organisatrices nucléolaires chromosomiques putatives (NORS).
Ce sont des régions fibrillaires et granulaires du nucléole ddesehumaine¢Ochs et al.,
1985) & KH] OfYKRPPH OD )LEULOODULQH HVW FEFQ@omidiheVXpH G|
GAR (Glycin-Arginin-Rich) du c6té Nterminal un domainenéthyltransférase caractéristique
avec un domaine de liaison aux ARNdetliaison au SAM(S-Adénosine(L)-Méthionine) le
donneur de méthyl@igure 10A).Le domaineRossman fokdike FRPSRVp G{XQ IHXLOO
EULQVY FHQWUDX[ IODQTXpV SDU KpOLFHV . FRQVWLWXH C
des méthyltransféerases SAM dépendantes de clgSsdhdibert et al., 2003Pes domaines
GAR similaires sont retrouvés dans d'aupestéines nucléolaires, par exempéenucléoline,
GAR1,NSR1 et SSB1Jong et al., 1987; Lapeyre et al., 1987 polypeptidecorrespondant
au domaindgsAR de la nucléoline a été exprimé d&scherichia coliet purifié. Il s'agit d'un
W R Xdgété qui interagit de maniére non spécifique avec I'ARN non empilé et déplié. Un role
dans des interactions protéi@URWPpPLQH RX GH FLEODJH QXFOpRODLUH C
/ £nzyme $O-méthylaseHVW UHVSRQVDEOH GH OD VXEVWLWXWLRQ
K\GUR[\OH 2+ HQ SRVLWLRQ 9 GX ULERVH GH Of%$51U FLEC
cofacteur SAMAittaleb et al., 2003; Wang et al., 20q@)gure 10A).
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Figure 10 &RQVHUYDWLRQ GH OD VWUXFW-ROUhtthMase @ RHQVLRC

OHYXUH j OTKRPPH

(A) Structure 3D obtenue par cristallographie aux rayons X de la protéine humaine Fibrillarine PDB
2IPX (Min et al.,, 2006)Le 07$ -deoxy fMéthylThioAdénosine) représenté en jaune est un
analogue du cofacteurAB. Le domaine GAR est entouré en trait disconti(®) Alignement de
structure des protéines Fibrillarine humaine en rose (PDBX) et la protéine Nopl de levure en bleu
(PDB: 6ZDT) (Héfler et al., 2021avec un RMSDRoot Mean Square Deviati) de 0538 A.
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Une déprotonation du OH du ribose conduit a une attaque nucléophile de son oxygéne sur le
groupement méthyle du cofacteur SAM qui devient un groupement partant. Cette catalyse est
UHQGXH SRVVLEOH JUKFH DX VLMRDDOWWW KX 5 K IXTHR WRH. DIG
conservée KD-K, connue pour étre essentielle a cette catdlysder et al., 2003; Hager et al.,
2002) / Yntégrationde la Fibrillarine dans les particules snoRNP C/D petmeatalyse des

ARNr, en partie grace au snoARN qui sert de guide, mais également grace aux protéines
plateformesaNOP5 des archées et Nop58/NOP58 Nop56/NOP56 chez la levure/homme.
Cependant, Nopl/Fibrillarine est capable de catalyser des méthylations de protéing®n deho
des particules ribonucléoprotéiques, plus exactement la méthylatiamgdeamine Q1056L04

GH OTKLVWRQH + $ FKH] (CeBsax ldtYal, 2014phe¢/ canSekvRtiBriPfidele de

la structure 3D entre les protéines homalesgy Fibrillarine et Nopl eshdiquéepar ure
superpositiordes deux structuredD avec un RMSD de 0,538 A (Figure 10B).

c. LesprotéinesNop56/NOP56 et Nop58/NOP58
Chez la levure, la recherche de nouveaux composants de la machinerie de synthése des
ribosomes, a permis de mettre en évidence deux protéines nucledapé$ et Nop58 par
criblage de plusieurs mutations sur Nopl. Ces deux protéines présentent une forte homologie
GH VpTXHQFH GILGHQWLWp HW G HsantdBric Gabddomtep *D X\
LVVXHV GIXQ SKpQRPgQH GH GXSOLFDWLRQ GH JgQH FKH
DUFKpHV QRXV QH UHWURXYRQV TX9XQH okrdldgOddch82) RW p L Q
OfKRPPH VRQW pJDOH P HQ Worat&reQNDOPSE ptHNOP580MEIG® [@LfaN G H V
TXYfHOOHYV VRLHQW LVVXHV GH OD PrPH SURWPLQH DX FRXU\
j OD IRQFWLRQ GH OYDXWUH 'HV pWXGHV RQW PRQWUp TX
phénotypes séveres pda cellule: la déplétion de Nop58p engendre une diminution drastique
du taux de snoARN a boites C/D et une inhibition des clivages aux sites &0 ARtont la
FRQVpPpTXHQFH HVW XQ GpIDXW GH SURGXFWLRQ GH Of$51
/ 1 Bé&hce de Nop56p présente un effet moins drastique sur la cellule, néanmoins une
GLPLQXWLRQ @®néthijatiprs@es YARNF est obsereg

/ID SURWPLQH 1RS QIfHVW FDSDEOH GH VIDVVRFLHU DXJ[ \
Nopl, contrairement a N&8p qui est capable de se lier au snoARN indépendamment du
recrutement ou non déopl(Lafontaine et Tollervey, 2000). Une étude utilisant des mutations
des hélices | et Il di-turn qui bloquent le recrutement de la protéine SNU13 sur le snoARN,
indigue TXH OYDVVRFLDWLRQ GendnitéNORSE pdc€ssity lelre@uterheW de
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SNU13 au préalable, ou bien de facon simultgiiéatkins et al., 2002En effet, NOP58 ne
UHFRQQDVW TXH OfKpWpURGLPqUH 618 VQR$51

Il est & noter quef H [ W U pteriniNgte &e Nop56p et Nop58p comporte une séqueserelo

consensus KKE/D répétée 11 et 13 fois respectivement chez la levure. Ces répétitions ne sont
pasles mémeslans la protéine NOP58 humaim¢ ne sont pas présentdamns la protéindes
archée®NOPS5. Elles sont remplaegparmlusieurszones deépétitiors soitdeLysine (K)soit
dI$SFLGH *OXWPBKH] ®f KR P P H N&LB Wukl&oarLbralisation Signabhez

la levure(Gautier et al., 1997HW O 1 KPRaEdtBdlade et al., 2011¥ont responsaldele la

localisation nucléolaire de Nop56p/NOP56 et Nop58p/NOP58. Une hyperméthylation des
régions Gterminales de ces protéines essentielle a la strutUDWLRQ GX QXFOpPROH
OYDGUHVVDJH F\RUJddHe-wclépldoolav @tRl., 2004; Mouaikel et al., 200R¢

clonage ainsi que la purification de la protéine recombinante Nolet& taillede levure au
ODERUDWRLUH QH VRQW SRVVLEOHV TXxt®ti@aDEVHQFH GHV U
$FWXHOOHPHQW DXFXQH VWUXFWXUH GH UpVROXWLRQ DW
eucaryotes Nop3BIOP56 et Nop58NOP58 seuleset entieresCependantla structure de la
protéinedesarchée®NOPS5 a pu étre résolue en complexe avec la protéine aNOP1 (Figure 11)

RX DX VHLQ GsfalRNP\oBIbBgue des snoRNP C)¥Figure 12). Cette derniére

est divisée en trois domaines. Un domaineM\HUPLQDO TXL DVVXUH OfLQWHU!
aNOP1, et par extensioNopl )LEULOODULQH FKH] OD OHYXUH HW Of
constitue le domaine catalytique dans sa gltbdla position de ce domaine dans la protéine

entiére est susceptible de varier en fonction des partenaires pr@sergsal., 2011). Ensuite,

XQ GRPDLQH 123 JLIXUH -tefminal®© 1] iferadltpardc e sARBL plus

H[DFWH P Hhédist INX ot §rk-turn. Cette interaction n'exclut pas la reconnaissance

de la protéine L7Ae du motif édrturn LQWHUDFWLRQ DYHF CeHest dgneL G XV G
indispensabld_e domaine NOP patrticipe avec le domaine eefhinal apWDEOLU OfLQWHL
avec aNOP1 (Lin et al., 2011) (Figure 11B).

/D P XW D W laRiQn&duxXiahtdine @erminal de la protéine aNOP5 perturbe la catalyse

du cofacteur SAM par la méthyltransférase aNORAittaleb et al., 2003). EnfinaNOP5

possédein domaine central ditoiledcoil RX IDJRW GY{KpOLFHV )LJXUH $ TX

hélices(. H W superenroulées.
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Figure 11: Structure tridimensionnelle du complexe entrdesprotéines G 1 $ U B&NOIRP5

et aNOP1.

(A) Structure tridimensionnelle de la protéine aNOP5Adéulgidusrésolue par cristallographie aux

rayors X (Aittaleb et al., 2003PDB: 1NT2. La protéine aNOP1 a été supprimée pour des raisons de

clarté. Les différents domaines qui constituent aNOP5p sont entourés par des traits discontinus.

(B) Structure tridimensionnelle du complexe aNORBlopldeA. fulgidusrésolue par cristallographie

aux rayos X (Aittaleb et al., 2003) PDB 1NT2. Le cofacteur SAM est représenté en bleu. Cette
LQWHUDFWLRQ VfpWDEOLW HVVHQWLHOOHPHQW SDU OH GRPDLQ
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Il est responsable defl K Rdmi€risation de deux protéines aNOP5 chexzarchéesou de
OTKpWpURGLPpPpULVDW LaRQN@pF8pINOB58 RAItdled et al., 2003). Un petit

domaine dit TIP TBP Interacting Protein HVW UHWURXYp HQW G GRW IKlp@H. F
cental Ce GRPDLQH QIHVW SDV UHWURXYp FKH] W F

213. 6WUXFWXUH ' GIXQH SDO grgthiéeF XOH V513 &
IMpWXGH VWUXFWXUDOH GHV VQR513 & ' HXFDU\RWeHV QD
particule in vitro. Sa reconstitutionpar simple mélange de ses différents composants est
LPSRVVLEOH &HOD VYH[SOLTXH SDU OYLPSRUWDQFH IRQF
GIDVVHPEODJH GHV VQR513 & ' FKH] OHV HXFDU\RWHV &HSI
desarchés a pu étraésolue grace a sa reconstitutiarvitro effectuée par plusieurs équipes
(Figure 12). Etant donné la forte conservagoitre les eucaryotes et les archédes éléments
FRPSRVDQWY FHVY SDUWLFXOHV XQH WUDQVSHRR&eWVittRQ GH C
entre la SRNP C/D et la snoRNP C/D des eucaryotes. Il existe deux modeles issus de deux
hypothesedifférentesqui co H[LVWHQW FRQFHUQDQW OfRMODJDODMQLVDWLI
assemblage en mosRNP (dite monomérique) (Figure 12), constitue@fLSDOHPHQW Gf
SARN adeux jeux deERVWHYV & ' VIQWKpWLTXH K\EULGH VXU OHTXH
F°XU SDU(usbDsuiUdHague jeulL7Ae, aNOP1, aNOP5)(Lin et al, 201 /YDXWUH
possibilité, est une organisation ersNP GLWH GLPpULTXH FRQVW-LWXpHV
SRNP décrite précédemmefhiapinaite et al., 2013) 8Q SUHPLHU PRGqgOH D pWp
sRNP desulfolobus solfataricus 1RXV \ UHWURXYRQV XQ VQR$51 JXLGH
couple de boites C/D, la protéine aNOP1, la protéine L7Ae et les protéi@R5atyi
interagissent ensemble pauleGRPDLQH && &H PRGH G{LQWHUDFWLRQ |
observé entre SNU1BRP31U4 (Liu et al., 2007)Figure '"{DXWUHV VWUXFWXUH
C/D ont également été résolues, notamment celléy/aeoccus furiosuset Methanococcus
jannaschii(Bleichert et al., 2009)

2.2L es snoRNP a boites H/ACA
Ce sont desibonucléoparticules qui contiennent un snoARN a boites H et ACA, ainsi que
TXDWUH SURdMz LaQéve Garkd) Nhp2p, NoplOp et Cbf5p. Ces protéines sont

fortement conservées de la levure aux mammiferes. Ces RNP catalysent pour la plupart, les
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Figure 12: Organisation structurale 3D GI1XDUWLFXOH HQ PRQR V513 GYDU
6WUXFWXUH WULGLPHQVLRQQHOOH UpVROXH SDU FULYWDOORJ
solfataricus FRQVWUXFWLRQ VIQWKpWLTXH FDWDO\WLTXHPHQW DFWI
clarté. Deux jeux de boites C/D sont représentées sur le SARN guide C/D (enhéotetfacteur SAM
estillustré en batonnets. Les protéines identiques sonteeptés de la méme coul€lim et al., 2011)

PDB: 3PLA.
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UpDFWLRQV GH SVHXGRXULG\ODWLRQ Ghgette apRovdy, GHV G
2000) Les domaines H/ACA sont également importants pour la fonction de quelques
télomérasegHenras et al., 2004)Certains snoARN a boites H/ACA comme U17/snR30

participent a la maturation et donc aux clivages des AfRMNrrissey and Tollervey, 1993)

22.1. 6WUXFWXUH G {:$Hrlcttires3® ®t organisation
La transcription des ARN a boites H/ACA chez les levures et les archées se fait a partir des
genes organiseés le plus souvent en unités transcriptionineligsendantesi{ono- ou poly-cis-
troniques). Tandis que chez les mammiféeres, ces génes sont retrouvés au niveau des parties
introniques du génome codant essentiellement pour les ARNm.
Le nom H/ACA correspond a la présence de deux boites consensus, p¥ced€® FXQH G{XQ
structure en tigdoucle: la boite H pourHinge, présente XQH VpTXHQFH -FRQVHQ
ANANNA- § R 1 FRUUHVSRQG j QfLPSRUWH TXHOOH EDVH HW
VPTXHQ@EA I VLWXpH j OfH[W UPBdtakiwei al. 11906t Gafick thl., 1997)
Elles jouent un rdéle important dans la stabilité et la maturation du snoARN ainsi que dans la
catalyse de la réaction de pseudouridylation. buée internesimple brin appelée poche de
pseudouridylation, située au niveaudfequetige-boucle, assureQ DSSDULHPHQW DYHF
FLEOH GH IDoRQ TXH OH UpVLGX FLEOH j PRGLILHU S
nucléotides en amont des boites H ou ACA (Ganot et al., 1997).
La biogenese des snoRNP H/ACA se fait de facoOUDQVFULSWLRG@HAOWOH /TDF
SUpFXUVHXU GH VQR$51 | ERVWHV + $&$ LPPDWXUH j OTH[W
SURWPLQHV F°XU GH OD SDUWLFXOH VQR513 + $&3% 'XUDQW
VRQW DGUHVVpHY DX QLYHDX GHV FRUSVbl&klosthed,pis Re FHL
transférés au nucléole afin de catalyser les réactions de maturation des ARNaihtext al.,
2004; Richard et al., 2003)

22.2. 3URWPpPLQHYV F°XU GH ODAGQR513 j ERVWHYV
La premiére protéine a reconnaitre le snoARN a boites H/ACA est Nhp2p/NleR-B{stone
Protein 2 N'D &THVW OD VHXOH SURWpPLQH GH ODKIFDPLOOH
tun SRXU VRQ LQWHUDFWLRQ DYHF Of$5é& Nhf2p \hdiquedune/ X UH W
conformation identique a celle des protéines de la famille L(K&® et al., 2011)Un des
VSpFLILFLWpV GH UHFRQQDLVVDQFH GHV $5ans@&8 YLHQV
SUROLQH GH 1KS S UHVSRQVDEOH GH OfLQWHUDFWLRQ
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O 1LV R iempdisketr@uWwee dans les protéines de la famille L7Ae qui reconnaissent les motifs
K-turn G$51

La protéine GarlGlycine Arginine Rich 1 N'D HVW FRQVWLWXpH G{IXQ WF
6 brins, ainsi que de deux autres domaingsdomaine NTE (NWHUPLQDO GRQW OfDI
ses deux prolines conservées conduit a une agrégation de la protéine et la disparition des corps
de Cajal (CB Cajal Bodie3. Tandis que le domaine CTE{® HUPLQDO FRPSRUWH X
qui assure une interacttp DYHF OD SURWpPLQH F°XU &EI &HWWH LQ
HIFOXVLYH DYHF OH IDFWHXU QgBh@2asqettaE,Q@O)H 1D S SRXU &E
La protéine Cbf5 Centromere Binding Factob) /Dyskérine (levure/humain) (54 kDakst
essentiellé la viabilité cellulaire Son absence induit chez la levure un défaut fonctionnel de

la particule RNP en affectant la stabilité des snoARN H/ACA (Watkins et al.,;1%88ntaine

et al.,1998). Elle se divise en deux domaines. Un domaine FR$AUddJridine synthase and
Archaeosine transglycosydasalont la mutation est responsable du développement de la
dyskératose congénitaleleiss et al.,, 1998) 8Q GRPDLQH FDWDO\WLTXH TXL O
son role de pseudouridirsynthase. SEFULVWDOOLVDWLRQ VRXV OD IRUPH O
potentiellement en raison de la présence de motifs répétés KKE/D a son extréeniteén@le,

gui comme pour Nop58p et Nop56p, est fortement dégiiadéeo.

Une quatriéme petite protéifre° XU 1 RS  1NaRleOlar Protein 1P(6 kDa) se retrouve

en interaction avec le domaine catalytique de Cbf5/Dyskérine. Elle est composée chez la levure
GIXQ GRPWHQALRDO HQ IHXLOONW UMV Y XHR GCRHhPLEEH. &Y
dite chaniere reliant les deux. Chez les archées, le domaieeminal & NOP10 est constitué

GITXQ GRPDLQH j GRLJW GH JLQF TXL FRPSRUWH XQ DWRP
cystéine.La structure 3D du complexeBF5:NOP10 des archées a été résoluaboratoire

(Manival et al., 2006)Son domaine @erminal(NOP10)se retrouve en interaction avec Cbf5

SDU VRQ KpOLFH
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Chapitre 2 URFHVVXV GYDVVHPEODJH GHV SDUW

fonctionnelles chez la levure

1. 'pFU\SWDJH GH OD PDFKLQHULH GYDVVHPEODJH GHV V
protéiques

Contrairement aux sRNBesarchées OfDVVHPEODJH GHV SDUWLFXOHV V(
matures fait intervenir un certain nombre de facteurs protéiques cellulaires de fagon transitoire
agissant entrans De ce fait, leur assemblaga vitro reste impossible. Ces facteurs
G 1DV V H P E eiéndéhvédalegméhnt dans le trafic cytoplasmique et ensuite nucléaire, avant
TXH OD 513 PDWXUH QIDWWHLJQH OH QXFOpROH $ OTKHXU
agissant de facon connectés, sont recrutés de facon séquerfisiépHitlp/NUFIP1
ZNHIT3, le complexe HSP70/9B2TP et la protéine Bcd1/BCD1 (ZNHITE@Bizarro et al.,
2014; Boulon et al., 2008; Bragantini, 2016a; Khoshneuvis et al., 2019; McKeegan et al., 2007;
Paul et al., 2019a; Rothé et al., 2014a)
Dans ce chapitteOHV IDFWHXUV G D V \SHdefewiskadions décd) ai@sHdgue U H
OHXU LPSOLFDWLRQ GDQV OH SURFHVVXV GYDVVHPEODJH V

jour.

1.1.Le complexe protéique RsaHitl/NUFIP1-ZNHIT3

La protéine RsalRibosome assembly) Hoit son nom a sa découverte chez la lev&ire

cerevisiae Elle a été identifiée comme étant nécessaire a la biogenese de la grangddtéous
ULERVRPLTXH 6 DYHF QRWDPPHQW OH PDOHreastet ¢t @. . GTXQ W
1999)

Les deux protéinesrthologues(levure/humaine) Rsal/NUFIPN(clear FMRP Interacting

Proteinl QH SDUWDJH TX{XQ VHXO PRWadclddsRRIREEQthOKR BRIPp 3(3 G
2014b) 'HV WUDYDX[ GH WULSOH K\EULGH PHQpVY DX ODERUDYV
la protéire Rsal comme partenaire du motif B/C du snoARN U3 via la protéine Snul3.

/ xtrémité Gterminale (236881)de RsalpHVW VXIILVDQWH SRXU UpWDEOLL
souche( 5 6 &e levure

(Q SDUDOOQgOH 18),3 D pWp LGH®@nahd (IpstituDae @:DéEdqe D WR L |
+XPDLQH ,*+ ORQWSHOOLHU FRPPH SDUWHQDLUH GH OD
systéme de criblag8oulon et al., 2008)Cette interaction Snul3p/SNU13:Rsalp/NUFIP1 fait
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intervenir plus précisément le domaine PEP de Rska structure 3D du complexe PEP

SnuBp a été résolue au laboratoire par cristallographie aux rayons X (Figur¢Bi3#)o et

al.,,2014) /D UpVROXWLRQ GH FH FRPSOH[H D SHUPLV GH GplILQL
[l 'V § Dnbtatvmentdes trois résidus&D73K7a GH OD SURWPpPLQH 6QX S HW GH
SRUWpH SDU 5VD S TXL VRQW FRQVHUYpV FKH] OD OHYXUH
GH 6QX S DYHF 5VD S HW j OfRSSRVp Goh dvet@ndtifeikty SRQV D
tutn GX VQR$51 & ' &HV GRQQpPHV VXJIJqUHQW XQH SRVVLEO!
partenaires snoARN C/D / Snul3p / Rsalp. Un domaine en doigt de zinc est retrouve
seulement sur la protéine NUFIP1 humaine, en amont du domakhe P

'HV WUDYDX[ GX ODERUDWRLUH GYf( %HUWUDQG RQW PLV H
(Boulon et al., 2008)Cette derniere présente de facon similaire a NUFIP1, un rble dans
OYDVVHPEODJH GHV VQR513 j ERVWHYV &' /H ODERUDWRLUF
contrblede aFRQFHQWUDWLRQ FHOOXODLUH j OfpTXLOLEUH GH O
directe entre les régionst€rminales de Hitlp et Rsalp (Figure 13B) (Rothé et al., 2014). Ceci

a pour conséquence de prévenir la dégradation de Rsalp. La structure Qibnplexe
Rsalp:Hitlp explique bien cette fonction, ou les deux hélices de Rsalp se retrouvent imbriquées
entre les cinq hélices de Hitlp (Figure 13B). Hitlp ainsi que son orthologue humain ZNHIT3
VRQW FDUDFWpULVpV SDU OD SUpa/doigs B ziBche@auehahtsD Q JH Pt
(domaine ZfHIT, Figure 14) dans leur partie-tdrminalerespective(Bragantini et al., 2016)

Une étude intéressante semble indiquer que NUFIP1 est un partenaire direct de la protéine
LC3B (Light Chain 3B, qui est une protéeinE HQWUDOH GDQV OH SWRwWwHVV XV C
et al., 2018) & HWWH LQWHUDFWLRQ HVW HVVHQWLHOOH SRXU J

assurant ainsi son recyclage.

1.2.La protéine Bcdl

La protéine Bcd1Rox C/D snoRNA protein) thez la levure ou la protéine ZNHIT6/BCD1

FKH] OfKRPPH RQW pWp LGHQWLILpHY GDQV GHV H[SpULHQ
mutants associés ad&pIDXWV GH ELRJHQqVH RX GH VWDELOLWpP GT!
cette protéine chez la levure se traduit par une diminution du taux de snoARN a boites C/D
spécifiguemenfHiley et al., 2005; Peng et al., 2008ne étude de la protéine BCD1/ZNHIT6

chez les mammiferes utilisant des siARN spécifiques de cette protéine, indique une forte
réduction du taux de snoARN U3 nucléolaire. Ce fact€blf DVVHPEODJH LQWHUDIJL
SURWPLQHYV F°XU 1RS S 11BB)dSlgpéartrxle shoRNBa boites C/D,
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Figure 13 5VD S LQWHUDJLW DYHF +LW S HW 6QX S VHORQ G
différentes.

(A) Structure tridimensionnelle du complexe protéiqu8nlgl3p avec Rsadf.ss(domaine PER3hez

la levureS. cerevisiaebtenue par cristallographie aux rayonsode PDB 4NUTBizarro et al., 2014)

(B) Structure tridimensionnelle du complexe Rsadf.avec HitlpoissObtenue par RMMode PDB

2MJF(Rothé et al., 2014b)
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suggérant ainsi un role de pontage entre differente¥ g @2R513 ORUV GX SURE&EHVVXYV (
(McKeegan et al., 2007; Paul et al., 2019a)

1.2.1 Domaines et organisations structurales

Selon deslignements de séquences protéiques (Clustal Omega) ainsi que des prédictions de
structure (IlUPred et Phyre2) (Figure 14Knhoshnevis et al., 20190 FG S HVW FRQVWLW X
domaine IDR ifitrinsically disordered regiona son extrémité @erminale (Bcdlpioses). Ce

méme domaine IDR est retrouvé chez son homologue humain BCD1/ZNHIT6 a son extrémité
N-terminale (BCD170). Bcd1p et ZNHIT6 font partiedes protéines de la famille-HIT (Zinc

finger +,7 %QUDJDQWLQL HW DO FDUDFWpULVpH SDU OD
JLQF VLWXp | @ftidale 0heP la\eyurd (Bcdis) et en positioncentraé chez la

protéine humaine (BCD#%7.219). Le domaine ZHIT de Bcdlp/BCD1 est essentiel pour la

stabilité de la protéine chez la levigenécessaire mais suffisant pour la croissance cellulaire
(Bragantini et al., 2016), mais aussi seemt partie UHVSRQVDEOH GH OfLQWHUI
protéineshumainesRUVBL1/RUVBL2 (Bragantini et al.2016; Cloutier et al., 2017 Ce

méme domaine en doigt a zinc est retrouve sur les protéines humaines Z8leli52u niveau

GH OfH[WigrmPal&y et dour les protéines ZNHIT1 et 4 au niveau de la région C
terminale (Verheggen et al., 2015 es protéines font parties de la superfamille TRASH
(Trafficking, Resistance and Sensing of Heavy Metadgpctérisée par un repliement
tridimensionnel composé de deyx TXDWUH EULQV DLQVL TXTXQH KpOL
superfamille est majoritairement caractéristique des eucaryotes, avec un motif fortement
FRQVHUYp FRQVWLWXp GH SOXVLHXUV F\VWEHIQBENesDOODQW
FRPSRVpH GH PHPEUHV FKH] OTKRPPH GRQW GHX[ SURWp
U{OH GDQV OYDVVHPEODJH GH VQR513 &' WDQGLV TXH =1+
parties des complexes responsable du remodelage de la chromatine (Verheggen ej.al., 2015
Chez la levure, seulement trois membres constituent cette fanBittdlp et Hitlp, qui
SDUWLFLSHQW j OfDVVHPEODJH GHV VQR513 j ERVWHYV & ' H\
de la chromatinéBonangelino et al., 2002) /H GHX[LqQPH SRLQW FRP&XQ j OfH
protéines est leur association avec les ATPag#ismain/Levure) RUVBL1/Rvbl et
RUVBL2/Rvb2.

Les structures tridimensionnelles en solution des domaire8TZ{ZHD) de Bcd1p et Hitlp

ont été résolues par RMN au laboratoire par B. Bragantini (Bragantini et al., 2016).

/Y DIJHQFHPHQW GH WRXV OHV =+' VHPEOH rWUH#wWbtinBrPH DY
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Figure 14: La protéine Bcdl de levure est organisée en domaines conservéasec son

homologue humaine BCD1/ZNHIT6.

(A) Organisation en domaine de la protéine Bcdp/BCDL1, 1DRrinsically Disordered Regions,Zf
HIT : Zinc fingerHIT, RBD : Rtt106 Binding Domain.

(B) Structure tridimensionnelle du domaine ZHD de Baddpésolue par RMN, code PDB2N94
(Bragantini, 2016b)Les acides aminés qui contribuent a la coordination des deux atomes slentinc
représentés en vert.
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DQWLSDUDOOQOHV S RNgquke MR)ULX@dHenkeptCehrFedt de ce domaine
nécessite la présence de deux atomes de zinc. Le premier atome de zinc est stabilisé par quatre
cystéines (Cysb, Cys8, Cys25 et Cys29). Le second atome de zémcietdraction avetrois
cystéines (Cysl17, Cys20, Cys39) et une histidine (His33) (FigiBg 1
La structure 3D du domaine central 1208 de Bcdla également été résolue au laboratoire
par RMN par B. BragantiniFigure 15A). La séquence en acides aminés de ce dernier est
similaire au domaine @&rminal de son homologue humain ZNHI{Fégure 14) (Bragantini
etal,2021) &H GRPDLQH HVW FRPSRVp GH EULQV HW KpOLF

HW IRUPDQW XQ IHXLOOHW FHQWUDO WRUVDGp /D PDMF

F{WpV GX IHXLOOHW FHQWUDO &H GRPxt@H#O06 k¢ UHV SR
SURWPLQH FKDSHURQ Gif WioypandeQeApérieRdad)dd Bt hlybriddichez
la levureS. cerevisiaéBragantini et al., 2021).

/ID VWUXFWXUH GH %FG S SOHLQH WDLOOH QD WRXMRXUV
toutefois des approches informatiques capable de prédire dans certains cas les structures 3D
protéiques avec une précision proche de celles issues de données expérinidpitalEsld
est un logiciel de prédiction de structure protéique largement utdmésison développement.

Cela est essentiellement di a sa grande fiabilité entre structure prédite et les données
structurales expérimentaléiumper et al., 2021) /1DQDO\VH GH OD VWUXFWXUH
taille parAlphaFold (Figure 16) indique une forte conservatia@sgositions des résidu8-

40, 126170, 177210 et 227300. Cependantious retrouvons des régions déstructurddx)

124, 212 HW O T H[YerithmBld 303368. Cela apporte une flexibilité a la protéine en
solution qui pourrait expliquer les édsede cristalliser la protéine entiere au laboratoire
(Figurel6)(Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022)

La structure 3D du complexe BcdigeozRtt106ps301 a été résolue au laboratoire par
cristallographie aux rayons X (Figure 15Bgdlizos0zinteragit avec Rtt106p au niveau de son
GRPDLQH 3+ IDLVDQW LQWHUYHQLU OHV UpVLGHKEeTXL VRC

HWrioH 'H S O Xtkémi@ Mefminaledesbrins HW GH %FG S DLQVL
boucle en amont dorin VRQW SDUWLHOOHPHQW HQIRXekav. DY DQW O

FOXVWHU K\GURSKREH IRUPp j OYLQWHUIDFH GH OfKpWpU
K\GURSKREHY GH FKDTXH SDUWHQDLUH 3DU DLOOHXUV GTI
LOWHUIDFH GILQWHUDFWLRQ LPSOLTXDQW GHV UpVLGXYV F
chargeés négativement de Rtt106p. Des liaisons hydrogenes ammeégt observées stabilisant
OH FRPSOH[H %UDJDQWLQL HW DO /ID FRPSDUDLVRAQ

Bcdlpoosozentre sa forme libre et en interaction avec Rtt106p ne r@eslelemodification
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conformationnelle majeure (Bragantini & 2021). Rtt106p est connue pour étre responsable

GH OD GpSRYVLsh &BsQocatipk avedadngaehinerie de transcribobeault et al.,

2008) De récentes donnédsa laboratoireV XJJqQUHQW TXH O fRtQWGpgetrBEMW LR Q %
compétition avecOfDVVRFLDWLRQ GH 5WW S DYHF Of$51 SRO\P
association avec Rpblp (la plus grande sy Q@ LWp GH Of$51 SRO\PpWbonvH ,, H\
activité chaperonnau niveau dekci transcriptionnellement actifs (Bragantini et al., 2021).

1.22. 5{OH GDQV OHV pWDSHV GY{DVVHPEODJH GH OD VQR513
'HV H[SpULHQFHY GH GRXEOH K\EULGH UpDOLVpHV DX ODER!
protéines de la levur8. cerevisiagont permis de caractériser des associations entre Bcd1p et

des constituants du complexe R2THh1p et Rvb2. Cette int@rtion a également été observée

avec les mémes protéines humaines homologvekeegan et al., 2007Wn travailde these

réalisé au laboratoire par D. Tiotiu a permis de mettre en évidence la région nécessaire pour la
fonction de Bcd1lp chez la levuge cerevisia€Tiotiu, 2016) Le fragmentinimumde Bcdlp

en région Nterminale (396) permet de restaurer la croissance, ainsi que le taux de snoARN a
ERVWHV & ' WUDQVFULWYV SDU 0Of%$51 SRO ,, GDQV OHV VR
endogéne a été inactivée. Ce fragment commorigartie Nterminalele domaine en doigt de

zinc décrit précédemment. Toutefois, ce domaine est nécessaire, essentiellement en condition
GH VWUHVV WKHUPLTXH PDLV QYHVW SDV VXIILVDQW VHXC
cellule. Comme cela a été décrit plus halD fLOQDFWLYDWLRQ GH %FG S VH WL
stabilité uniguement de snoARN CAPeng et al.,, 2003) DLQVL TXfj] XQH DFFXPXO
SUpFXUVHXUV Gf$51U PHW I XQHD GERRYBWLRQ GH OTH[SUH
HW 6 &HV GRQQpHV RQW SHUPLV GIDIILUPHU TXH %FG
OYDVVHPEODJH GHV VQR513 j ERVWHYV &' 8Q GH VHV U{OH
SURWPLQH F°XU 1R 5 M3XH Q@ BRXWypV (BauDeval. H2P1IB&) D JH

Bcd1p/BCDL1 est recrugssur kes snoARN C/D de facon goanscriptionnelle, sur les formes
LPPDWXUHV HQ 1 GHV VQR$51 8 8 FKH] OD OHYXUH F
pJDOHPHQW j OD PRGXODWLRQ GH FHUWDLQHY DVVRFLDWL
de Bcdlp affecteGUDVWLTXHPHQW OYfDVVRFLDWLRQ HQWUH 5VD S |
SDUWLFLSHUDLW DX UDSSURFKHPHQW G HNe E&tde $0aHtEHYV W U
PRQWUH TXH OD PXWDWLRQ SRQFWXHOOH GH Of$VSDUW
drastiquerant la stabilité des snoARN a boites C/D avec une croissance des levures ralentie.
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Figure 15: Le domainecentral de Bcd1p interagit avec la protéine Rtt106.

(A) Structure tridimensionnelle du domaine Bcgdgsrésolue par RMN code PDB 6NZBragantini
et al., 2021)

(B) Structure tridimensionnelle du complexe Rtt1£6p et Bcd1p2ososrésolu par cristallographie aux
rayons X, code PDB 6 TH[Bragantini et al., 2021)
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&HWWH PXWDWLRQ HVW UHVSRQVDEOH GTXQH Simua/H GTLQ\
(Khoshnevis et al., 2019)

1.2.3. Bcd1p et les mécanismes de métransposition

8QH DQDO\VH SDU VSHFWURPpWULH GH PDVVH GfpFKDQW
OYLPSOLFDWLRQ GH %FG S GDQV GIDXWUHV PpFDQLVPHV F
en association spécifigue avec la partide@ninak de Bcdlp de levure, révéle plusieurs
protéines impliquées dans les mécanismes de rétrotransposition de genes de la famille Tyl

<' % <3 % </ % « DLQVL TXH GHX@GUNRING HQHN &1H SARID WX
53& 53& 53Rawy, 2018) &8HSHQGDQW OfIDEVHQFH GH %FG S Q'
GH Of%$51 SRO\PpUDVH ,,, /D UpWURWUD QidatioR dé geheR Q HV W
PRELOHVY HW FHOD SDU OfPG®¥HURR@EDBtiduESE chézHoywassy D S H
les espéces du regne eucaryote. Ce mécanisme est assuré par une particule Miei&LP (

Like Particle TXL FRQWLHQW O TétQécetPaia3 Bl laGatr drehsp BsiiRpUE3e
Transcriptaseou RT, Integraseou IN, Proteaseou 35 « &KH] OD IDPLOGH 7\ GH
cerevisilie FHV SURWpPLQHYVY VRQW LVVXHV GIXQ VHXO HW PrPH V
T HW T G Llhg TerhTimal Repeat)/ fpWXGH GH OfHIIHW ELRORJLTXF
UpWURWUDQVSRVLWLRQ rébdtrangposifiotad 1@ §sSNRIA¢oronerdBj® G H
décrit dans le chapitre 1 est un snoARN a boites C/D transcrit par la pol Ill) se poursuit au
ODERUDWRLUH j OTDLGH GH VRXFKH GH OHYXUH JpQpWLTXH
LQGLTXHQW TXH OfH[SUHVVLR QGUHOPHY WeiihiFalNip BRElp HQ DE
baisse fortement. Cela suggere que la partter@inale de Bcdlp est essentielle pbar

transcriptionou la stabilitéde snR52

1.24. %FG S HW OD SURWpLQH FKDSHURQ GTKLVWRQHV 5WW
La protéine Rtt106Regulation of ty transposition 1J)@st une protéine chaperon des histones

H3 et H4 ches. cerevisiaeTout comme le complexe CAE(Chromatin Assembly Factd)),

HOOH SUpYLHQW O9fDJU pJDWdeRmQvosii de iirimendds Quddosenm@sw K p W L
DVVXUDQW DLQVL OHV PpFDQLVPHVY GH UpSOLFDWLRQ WUD!
DO 30XV SDUWLFXOLqQUHPHQW LO VIDJLW GTXQ DFW
transcription des génes codant ces histones H3 e($il¢a et al., 2012; Zunder and Rine,

2012) 'H PDQLqUH WUqV LQWpPpUHVVDQWH PrPH VL OD GpOpWLF

snoARN a boites C/D, une forte association a été identifiée au laboratoire entre Rtt106 et Bcd1p
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HQ GRXEOH K\EULGH &HWWH DVYVR FanRiV¢tt&a@nfirfidewitvo DY pUpH
par ceexpression cheg. coli /Y{DQDO\VH SDU WLWUDWLRQ FDORULPpWL
TXYILO VIDILW GIXQH LQWHUDFWLRQ HQGRWHKgHUIPIL EXH DYH
0,17 pM. La formation de ce complexbez la levure suggéere un lien entre la machinerie
GYDVVHPEODJH GHV VQR513 j ERVWHYV & " HW OD PDFKLQHUI
FKURPDWLQH HW GRQF XQ SRLQW GH FRRUGLQDWLRQ LPSR
et la formation de hosome (Bragantini et al., 2021). De maniére surprenante, méme si Rtt106
est associée aux snoARN a boites C/D, cette association semble depeqaeenende la
présence de Bcdlp, et donc se déroule de facoWddDQVFULSWLRQHOOH GXUDQ'
smRNP C/D. Cependant, Rtt106 est faiblement recrutéainodant les snoARN C/D (Paul,

$ FH MRXU DXFXQ KRPRORJXH KXPDLQ GH OD SURWpLC
OYKRPPH

1.3. Le complexe protéine chaperofco-chaperonHsp82/HSPOOR2TP
1.3.1. Laprotéine chaperon Hsp82/HSP90

Hsp82/HSP90Heat Shock Protejrest une protéine chaperon de levure et humaine hautement
conservée, ubiquitaire, abondante et essentielle pour le bon fonctionnement des cellules. Leur
rble est de permed le repliement correcte SURWpPLQHY OYDVVHPEODJH
PXOWLPpULTXHYV GYfpYLWHU OHV SKpQRPgQHV GYLQWHUDF
SKpPpQRPgQHYV GIDJUpJDWLRQ DX VHLQ GTXQ HQYLURQQHPH
en protéines(Makhnevych and Houry, 2012) & fHVW XQH SURWpPLQH TXL SDL
mécanismes cellulairegjont le remodelage de la chromatine et donc la régulation de
OTH[SUHVVLRQ GHV JgQHV +63 #Ue¢ WK Bh&Uernwmmé&rel KRPR
(90 kDa) est constitué de trois domaiégure 17A). un domaine Nerminal responsable de

OD IL[IDWLRQ G HpotgiiegshadannGurd dorfaihe central qui comporte une arginine
catalytigue essentielle & son ac&kTPase et a la fixation des protéines clientes et un domaine
C-WHUPLQDO FRQV WLKNRMERED S&ticD L NcHiteé BD Bédla protéine chaperon

de levure He82 (PDB 6XLC) a été établie a une résolution d&&@A par microscopie
électroniqgue (OOH SUpVHQWH OYDUUDQJHPHQW G xanstit@ifsHV SDFH
DYHF XQH FRQIRUPDWLRQ IHUPpH HQ SUpVHQFH GYXQ DQL
PNP)(Figure 17A)

La structure de cette protéine chaperon montre claireamearrangement en dimere paralléle
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Figure 16: Prédiction de la structure de Bcdlp de levures. cerevisiagar le logiciel de

prédiction AlphaFold Monomerv2.0(Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022)
AlphaFold produit un score de confiance par résidu (pLDDPpredicted LocaDistance Difference
Tes) compris entre 0 et 100. Certaines régions iatégs a 50 pLDDT peuvent étre non structurées de

maniére isolée.

43



Figure 17: Structure et cycle ATPase degrotéineschaperon de la famille HSP9O0.

(A) Structure de larotéinechaperon Hsc82 de levurg.¢erevisiag¢ PDB 6XLC, fixant deuxnolécules

GT1$0313 TXL HVW XQ DQDORJXH QRI® KGR O\MINEDyMotéid) FOpT $57H C
FKDSHURQ &RPPH SRXU OHV SURWpPLQHV GH OD IDPLOOH GHV +¢
monomere est composé de trois domaines.

(B) &\ F O Htiv@d]d®Haprotéinechaperon HSP9O, les protéines clientes sont apportées par-une co
FKDSHURQQH TXL VH IL[H D Xer@ibafeHde XISB39 (KERYD)Y &llesPsoit/ enskite
DFWLYpHV JUKFH j XQH K\GURO\VH G1$73 SDU +63
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dans lequel les deux domaines N @e@ninaux sont en interaction pour former un homodimeére

(Pearl and Prodromou, 2006)/ 1D FW LSFRWmppREMH XQ FKDQJHPHQW GDQV O
de ses deux monomeres constitutifs (ouvert/fermé). Les protéines clientes sont spécifiquement
apportées par desfesteurs de Iprotéine FKDSHURQ VXLYLH GYXQH IL[DWLRC
GY%$73 VXU OHV-teBRPX| QFHRQ G XLVDQW j OHXU UDSSURFKHPH
K\GURO\VH GY%$73 SURYRTXH OH UHODUJDJH GT$'3 HW GH O
Par la suiteHSPI0 retrouve sa conformation ouverte de départ. HSP90 contient également un

motif hautement conservé formé des résidus EEMBure 17B) & H PRWLI SODFp j OfH
C-terminale stricte, est responsable du recrutement par interaction directe des protéines dites
cofacteurs de lprotéinechaperon. Celle&=L FRQIqQUHQW X&tbng&pHSPBOFLWp G
(Pearl and Prodromou, 2006; Zeytuni andivZch, 2012)Elles possédent 5 résidus basiques
conserveés qui forment une pince moléculairboxylat€ou «carboxylate clamp) capable
GILQWHUDJLU DYHF OHV UpVLGXV DFLGHV GX PRWLI ((9
(TetratricoPeptide RepentScheufler et al., 2000afhaque domaine TPR est constitré

généralde 6BPRWLIV 735 8Q PRWLI 735 HVW VWUXFWXUp HQ GH X
acides aminés.

Un criblage ahaut débit des partenaires de Hsp82 de levure, a permis de lui associer de
QRXYHOOHV IRQFWLRQV 3DUPL HOOHVaét ftervfieR RZIBWLRQ | >
constitué de quatre protéineRvbl, Rvb2, Tahlp, PihlZhao et al., 2005 Cette interaction

avecle motif EEVD en Gterminal de Hsp82HVW DVVXUpH SDU OD SUpVHQFH
dansla protéine TahiBack et al., 2013)Des expériences damockdowndu geneTAH1 chez

la levure, révelent une dégradation de la protéine Pihl en absence de Tahlp et donc par
extension de Hsp82 sur le complexe R2TP. La protéine chaperon Hsp82 participe donc a la
stabilisation de Pihlfzhao et al., 2008) /fLQKLELWLRQ SDU OD JHOGDQDP\
OYKRPPH HVW DVVRFLpH j GHV GpIDXWV GH VWDELOLVDWLR
une diminution du tax de snoARN U3 et UfBoulon et al., 2008)

1.3.2. Le complexeprotéique cofacteur des protéineshaperonHSP90R2TP

8Q FULEODJH j JUDQG pFKHOOH GHV LQWBWDY MMV GH +6
PYLGHQFH GIXQ FRPSOH[H P X0 teleBdinBANaDLeE ¥IH 2605)3n FK H |
compOH[H KRPRORJXH FKH] O YKR Rtreidédit SoXstitiié deRUYBLD &tHP HQ W
RUVBL2 respectivementrthologuesde Rvbl et Rvb2, RPAP3 homologue de Tahlp et
PIH1D1 homologue de PihXBoulon et al., 2008; Jeronimo et al., 2007)
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Le complexe R2TP est con pour son réle de cofacteur de la protéine chaperon Hsp8%chez
cerevisilkeHW +63 F KH] SofaciiéRest essentielle et centrale dans dpreressus

cellulaires (Zhao et al., 2008). Il gsdtammentequis dans la biogenése des snoRNP a boites

&' j WUDYHUV XQH LQWHUDFWLRQ GLUHFWH HQWWBH 3LK S
association avec les protéines de la famille L7Ae (Boulon et al., 2008; Gonzales et al., 2005).

Le complexe R2TP de lewveia pu étre reconstitué la premiere foisitro par ceélution (Zhao

et al., 2008). Le complexe RwRvb2 de levurea été identifié auparavant sous forme
GIKpWpURKp[DPgQUH RX KpWpURGRGpFDPqQUH VHOR@ OTDMR >
images duR2TP de levure ont été obtenues par ¢y (Electronic Microscopy a une

résolution de 87 A. LYDQDO\VH GHV LPDJHV ' HW ' LQGLTXHQW T
positionnées au niveau des domaines DIl de Rvb1l/Rubforment une corbeille accueillant

un seul complexe Tah1p/Pihlp pour un hexamére de Rvb1{Ridgire 18)(RiveraCalzada

etal, 2017) /TDQDO\WVH GX FRPSOH[H 5 73| LHQO HYRB W LLR®G IGTHX B L
Rvb1-Rvb2 est directe, tandis qd@hlp est apportée sur le R2TP par une interaction avec la
protéine Pihl (Zhao et al., 2008)e facon surprenante, le R2TP humain présente une
interaction directe entre la protéine PIH1D1, par son domaine CS, et RPAP3 au niveau de sa
région intrinsequememésordonnée IDRe plus XQH LOQWHUIDFH GfLQWHUDFWLI
niveau de son domaine-t€rminal et le domaine DIll dRUVBL2, a été caractériséDe ce

fait, PIHID1 QY pWDEOLW D X Fdit€gtd ade W HanpIEXY [h&t&examerique
RUVBL1/RUVBL2 (Seraphim et al., 2022)a déposition de RPAP3 seul ou RPAP3/PIH1D1

sur le complex&UVBL1/RUVBL2 Q 1 D | t&it pa4 $bn activité ATPasiqi8eraphim et al.,

2022) Dans une autre étudd. O D pWp PRQWUp TXH O HeQRUMBLD FWLRQ
transformda conformation spatiale du DHQ SUpVHQFH G 1 &iBsiles iddbdnhged/ WD QW
nucléotidiguegMufozHernardez et al., 2019)

ITLQWHUDFWLRQ GX FRPSOH[H 5 73 DYHF VHV SURWPpPLQHV
VIDVVHPEOHQW GDQV GHV FRPSOH[HV TXDWHUQDLUHYV IRX!I
correct (Mao and Houry, 2017). Ce rble de réarrangement quaternaire lagurla wom de
PAQosome PRarticle for Arrangement of Quaternary structureFKH] O §KORRPH XLO
VIDVVRFLH DYHF OHV PR G Xeididin&YRAR Heury@thVy, 2018) SVHXGR
/IH PpFDQLVPH GYDFWLRQ GX FRPSO eéhchreélugi®. @ 4 sWpeRAXWHIRL
G 1 L @s\Mmvéstgations. Il apparait qiRJVBL1/Rvb1-RUVBL2/Rvb2 semble étre la clé
catalytigue és complexe GTDVVHPEODJH GH V QLR StiudtureERREEMW #tUV & '
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Figure 18: Structures 2D et 3D du complexe R2TP de levui®. cerevisiaéRivera-Calzada

et al., 2017)

(A) Les images 2D ont été obtenues par anjoroscopie électroniqué&lles représentent la moyenne

de plusieurs images 2D sélectionnées: TBh1lp Pihlp, DIl domaine DIl de Rvbl et Rvb2, AAA+

domaines DI et DIl deO 1D Q QH D X Kdé$RvBIgRYhZT X H

(B) Représentation de différentes vues du complexe R2TP de leluveHF OTDQQHDX KH[DPc
Rvb1/Rvb2 (DI + DIII) en bleu clair, les domas®ll en rose et les protéines Tahl et Pihl en jaune.
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complexeR2TR1RS S PHW HQ pYLGHQFH OHYV parcWiétdsnedtFéelV G L C
positionnement de Nop58p sur le complexe Rg¥Pet al., 2019)qui établit une interaction
avec le domaine @rminal de Pihlp (Figerl9).

1.3.2.1Les ATPases Rvb1/Rvb2

a. Mécanismes cellulaires associés

Rvbl et Rvb2 (dont lesrthologueschez les mammiferes soRIUUVBL1 et RUVBL2) font

parties des ATPases AAAATPasesAssociated with various cellular ActivitiesElles sont

associés dansplusieurs complexes protéiques nucléolai(Egure 20) lls possedent un
VSHFWUH GYDFWLRQ WU qV protéing dHaperdrQdeDednpléxEspbtéifues P H
impliqués dans le processus de remodelage de la chronfd@&0 (INOsitol requiring 80

respnsable déa reconnaissanceed cassueGRXEOH EULQ GH Of$'1 5YE HW 5
DYHF OD UpJLRQ GILQVHUWLRQ GX GRPDLQRvbRdHa3¢eH GH ,1
complexe conduit a un mauvais remodelage de la chrom@emg et al., 2003)SWRL1
(SWi2/snf2ZRelated ) est également un complede remodelage de la chromatine qui contient
RvbletRvb2 /H FRPSOH[H 6:5 HVW QpFHVVDLUH DX ¢HIRSODFHP
H2B dans le nucléosome, pardimére GTKLVWRQHY YDULDQWYV +W] FKH] OCL
les mammiferegKobor et al., 2004; Mizugchi et al., 2004)Ce mécanisme est essentiel pour

les processus de régulation de la transcription, la ségrégation des chromosomes, la progression
GX F\FOH FHOOXODLUH HW HQ UpS R&HPIEXRVOGRBPR ENJHV OLp
VIDVVRFLDe®e DP60 H& RAnteractive Proteinof 60 kD3, est essentiel pour
OYDFpW\ODWLRQ GH OD SURWpPLQH S T Xaboptatisfie@pioH VV D L U |
and Houry, 2013)Rvbl et Rvb2 participg pJDOHPHQW | OdsBMRNARR2DBOES] H

C/D et a boites H/ACAjEickhoff and Costa, 2017; Vickers, 201F)les sont retrouvées chez
OfKRPPH DVVRFLpHV DX[ TX DaWdrtculs SidRNPLQB (SNU1X U GH
Fibrillarine, NOP58 et NOP5@McKeegan et al., 2009).es données actuelles indiquent que

les protéines Rvbl et RvbDXHQW XQ U{OH FHQWUDO GDQV OYDVVHPI
complexe snoRNE/D au cours de sa biogenese, principalement en tant que composant du
complexe R2TPElles constituent également des composantes essentielles des gdanules

stress cytoplasmiquées mammiferes et de levur@darayanan et al., 2019Zaarur et al.,

2015. Le complexeRUVBL1-RUVBL2 jouent un role essentiel dans la voie de signalisation

PIKK (Phosphatidylinositol Xinaserelated protein kinagglzumi et al., 201Q)ainsi que
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Figure 19: Deux vues orthogonales des cartes de densité électronique du R2TP en
complexe avec Nop58pis7 de levure S. cerevisiapcomparé au complexe R2TP humain
obtenues en cryemicroscopie électronique(Yu et al., 2019)

Les domaines @erminal et Nterminal de Nop58p sont représenté en bleu avec une superposition de la
structure PDB 5WLG@e Nop58p dans son potentiel emplacement sur la carte. Rvb1/Rvb2 est représenté
en un anneau hexamerique en gris. Pihlp et PIH1D1 sont représentés en rose, la structure de Pihlp
obtenue par cristallographéeix rayons Xa été superposée a la carte de ideédectronique.
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Figure 20: Rvb1l/Rvb2 et RUVBL1/RUVBL2 interviennent dans divers mécanismes

moléculaires.

,OV SDUWLFLSHQW j Of{DVVHPEODJH GHV VQR513 j ERVWHY & ' GL
OD GpSRVLWLRQ GH 1RS S(wefaVv, 2019 i@efiexnémt BahOds Sbinplexes
macromoléeXODLUHYV GH OYDVVHPEODJH GX IXVHDX PGWtReWet dIXH HQ V9
2003) Nous les retrouvonsgalement dans les complexes moléculaires de remodelage de la chromatine
avecles complexe$NO80 et SWRI1(Aramayo et al., 2018)Is sontégalemenprésents aux sites de

formation des télowres 6 FKR RYi HAV DO
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OYDVVHPEODJH GH O {Bohlbn $tRaQ PPIO§iuY tdcente indique que Rvblet
Rvb2 jouent un réle dans le couplage de la transcription, la localisation cytoplasgf8é 1 P
et la tanscriptionde certains genes spécifigugasns des conditions de privation de glucose
chez la levurgChen et al., 2021)Chez les mammiféres, il a été montré queVIBL 1 et
RUVBL 2 sont liés a des mécanismes-prmoraux Elles sont rebuvées surexprimées dans
80% de cances du cblon, des poumons dansdes cellules du carcinome hépatocellulaire
(Huber et al., 2008)

b. Structures 3D et organisatiors quaternaires

Rvbl et Rvb2le levureVR QW GHX[ SURWpPLQH RUWKRORJXHYVY DYHF (
de similarité.Ce sont des protéines trés conservées chez les eucaryotes, leurs homologues
humains sonRUVBL1 (PontinTIP49a) eRUVBL2 (ReptirdTip49b). Elles font parties de la

famille des ATPases AAAfNeuwald et al., 1999Rvb1 et Rvb2 contiennent des motifs de
ILIDWLRQ HW G TK\GUR O\anHdénstMaiay/ ¥ bl X E006YLE Bé&gleRce

protéiqgue de®RUVBL/Rvb peut éi diviser en trois domaine®l, DIl et DIl (Figure 21A).

Les domaines DI et Dlise replient pour constituée domaine AAA+ caractéristique de la

famille des ATPases dont elles appartiennempremierdomaingDIl) est le domaine principal

de OTLQWHUDFWLR QracHl mtk MallkeR XyuL EsH daractérisé par Rrloop

(Phosphate binding logp. E.. Il consiste en cing feuillletE HQWR XUpV GEK@OLFHYV
Walker B etle doigt a arginine constituent également le domaine DI etregpbnsabkede
OfK\GURO\V.HeGHR IO 7j3SDUJLQLQH pWDEOLW GHV FRQWDFW\
(Matias et al., 2006)Le domaine DIl(qui se subdivise en Gil et Dllex) correspond a une

insertion de 160 a 170 acides aminés dans le domaine DI entre les\Walkés A et Walker

B. Ce domaine espécifiquedes protéines RvbRUVBL1 et Rvb2RUVBL2 comparés aux

autres membres de la famille desAA Le domaine DIll conent le sensor llAvecle sensor

| contenu dans le domaine Dl sont responsaldale faire la distinction entre un nucléotide

di- ou tri-phosphate fixé a la protéingFigure 21B) (Snider et al., @08). Les complexes
Rvb1l/Rvb2 etRUVBL1/RUVBL2 adoptentdeux organisations quaternair@sincipales(un

anneau hétérbexamerique composé de 3 Rvb1RWVBL1 et 3 Rvb2 olRUVBL2 (Figure

22A), un hétérododécamere formé par danreawhétérehéxameriquemteragissant par les
domaines DIi(Figure 22B. /H GRPDLQH $73DVH HVW VLWXp j OTLQWHU
oligomérique formé par Rvbl et RubQelaV XJJgUH TXH OYK\GUWRGVBH HIILFDF
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Figure 21: Organisation des protéines Rvb1RUVBL1 et Rvb2,RUVBL2.

(A) Les protéines humaines et de lev@ecerevisiae Rvbl, RUVBL1 (Bleu) et Rvb2,RUVBL2

(Violet) sont organisées de fagon similaires et se divisent en trois domaines principaux (DI, DIl, DIII).

Le domaine DI porte le Walker A, Walker B, doigt a arginine et le senseur |, le domaine DIl comprend

OH VHQVHXU ,, /H GRPDL Qrtibn est RiXousdRalh Dili€d Hu GofnaiQev/iH.

(B) Représentation 3D de la protéREIVBL2 humaine résolue par cristallographie aux rayons X, code

3'% + ; /HV GRPDLQHV ', HW ',,, VRQW UHJURXSpV GDQV OTHVSDF
configuration allongée, essentiellement di & ses longs feuiliEsilva et al., 2018)
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Figure 22: Structures 3D du complexe Rvb1(ApYRvb2(ATP) de C. thermophilum

résolues par cristallographie aux rayons X code PDB 4WVY (Lakomek et al., 2015)

Les structures quaternaires du complexe Rvb1/Rvb2 hexamégAduet dodécameriquéB) ont été

reconstitués grace aun logiciel de visualisation 3DPymo) par symétrie, & partir du complexe
hétérodimerique Rvb1/Rvb2 (PDB 4WVY). La protéine Rvbl contient dans sa poche catalytique une
PROpFXOH G S§iti@e3 O/fifpddu dimere Rvb1l/Rvb2. Trois protéines Rvbl et trois protéines

5YE FRQVWLWXHQW XQ DQQHDX KH[DPqQULTXH DYHF OHV GRPDL
VRQW FHV GHUQLHUV TXL SHUPHW WeHdauy hex§rieted ROLBDMLRQ HQ
interagissent par leurs domaines DII.
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nécessite la coopération de plusieurs monomeres. Les anneaux oligomériqgues Rvb1l/Rvb2
subissent des changements de conformation au cours des cycles de liaison/hydrolyse de
nucléotides. Ces changements seraient responsables du réle de protéine chapest#indss p

5YE HW 5YE ORUV GH OYDVVHPEODJH GH FRPSOH[HV PXO\
2016; Gribun et al., 2008)/ fXWLOLVDWLRQ GHV PeWKRUElY ddsk R SK\VL
différentes étudesnt permis denontrerque Rvblou RUVBL1 et Rvb2 ou RUVBL2 peuvent

former de multiples oligoméresjodulé notammenpar lairsdomains GfLQVHUMUBRQ ',,
exactement les résiduargininel180 de Rvb1l eacide glutamique 166 de Rvb2 de levure qui

sont essentisldans la dodécamérisation du complékwens et al., 2016)nais aussi pda

S U p V H Q Féiiquetfedxistidinesen Nterminal chez RvbEtou Rvb2 de levure lorsle

leurs purificationgCheung et al., 2010; Gribun et al., 2008; Puri et al., 2@¥4 observations

sembl@t indiquées que les Rvbs sont capablde former différents oligomeéres selon le
complexe ou le paessus cellulaire dans lequel ils sont impliqués, mais andsinctiondes
cofacteursqui peuvent moduler ainseur activité. En effet, il a été montré que le domaine
GILQVHUWLRQ GX FRPSQt[de trduZe enGideraztibly duddile complexe
Rvb1l/Rvb2, est également responsable de la régulation de son activité AdRasm

favorisant O { K pdatdgtaRérisation du complexe Rvbl/Rvi§Zhou et al.,, 2017)

/L Q F X EDivd_de @vbl et Rvb2 de levul®. cerevisiagnontre la formation de large

complexa qui aété montré par des expériences de sédimentation, comme étant des complexes

en anneauxhétérehéxamerique (Gribun et al., 2008) contrairement aux complexes
RUVBL1/RUVBL2 qui forment des complexes héte@®RGpFDPqQULTXH FRQVWL\
empilement de deux anneaux héthexameriquginteragissant par les domaines DIl de chaque
anneayPuri et al., 2000)& HWWH GLIIpUHQFH GTRUJDQLVDWLRQ HVW V
les homologues levure/humain RVBUVBL1 et Rvb2RUVBL2 partagen70% dfLGHQWLWp G
séquence.&HV YDULDWLRQV GTpWDWV ROLJRPpPULTXHV SHXYHC
purification utilisé (étiquett®xhistidineg (Tableau 1) PDLV DXVVL SDU O$DMRXW
(ATP/ADP/ATP- 6AMP-PNP) dans le tampon de purificatiobes expériences de
spectrométrie de masse native, montre que la conformation agapté complexe Rvb1/Rvb2

en présence de nucléotides (hydrolysable ou non) est un hexameére de Rvbl et Rvb2., Toutefois
uninterméGLDLUH GH OD UpDFWLRQ GYK\GURO\VH G1$73 SDU OF
la formation de dodécame(Zhou et al., 2017)/fHQVHPEOH G Hodésamedgss W X U HV
décrites dans la littérature ne sont fwagesidentiques. Certaines particules compactes ou étirés

(Figure 23A)dans le sens de la hauteur ont pu étre obseav@esdeux anneaux hexamerigue
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_ Etiqueté / Non Etat oliqomériaue Activité Technique Références
Protéines | Organisme étiqueté 9 q ATPase utilisée
étudiés
. Flag-Hiss- RUVBL1/RUVBL2 en | Actif (stimulé I (Kanemaki
RUVBL2 | Humain RUVBL2 dodécamere SDU Of1$"’ Filtration sur gel et al., 1999)
- RUVBL1/RUVBL2
en complexe
. Flag-Hise- hétérohéxameére . Cristallographie (Matias et
RUVBL1 | Humain RUVBL1 - Interaction avec Inactif aux rayons X al., 2006)
OT$'1VE HW (
- Hise-RUVBL1 - Monomere RUVBL1
- RUVBL2-Hiss | - Monoméreet Actif (Non I
RUVBL1 H . - Co-expression hexaméreRUVBL2 | stimulé par F:aITratlon sur (Puri et al.,
RUVBL2 umain RUVBL1/His6- | - Dodécameére O7$'1VE | _ E/Iar Lage 2007)
RUVBL2 RUVBLI/RUVBL2 | 0f$'1GE arquag
) . négatif
(interaction par les
domaines DII)
- Monomereet
Rvb1 Levure hexamére Rvb1 Actif (stimulé | - Filtration sur (Gribun et
Non-étiqueté - Monomere et par par gel L 2008
Rvb2 (S. cerevisiap hexamere Rvb2 ADNdb) - Microscopie al., )
- Hexameére électronique
Rvb1/Rvb2
Dodécameére(double
Rvbl Levure anneaux hexameriques{ , . - Marquage (Torreira et
- Rvb1/His-Rvb2 | interagissant par les négatif al., 2008)
Rvb2 S. cerevisia) '
( ® domaines DII) - Cryo-EM
- Rvbl/His- - Dodécamere(Hiss- - Marquage
Rvbl Levure Rvb2 Rvb1/Rvb2 et négatif (Cheung et
. - Hiss-Rvb1/ Rvb1/His-Rvb2) - Purification de | al., 2010)
Rvb2 (S. cerevisiae Rvb2 - Hexamere complexe
- Rvb1/Rvb2 Rvb1/Rvb2 endogéne
Faible
(complexe
o dodécamere | - pyrification de
- Dodécamere + |
Rvbl Levure Hexamere(sans Rvb1/Rvb2) P
- Non étiqueté nucléotides) - Eﬂggggrqesur (Jeg:anathan
Rvb2 (S. cerevisiap q - Hexameére(ADP) Forte ol etal., 2015)
- Hexamére(ATP) ) gla/lar uage
- Hexamére $73 6 | (Complexe ) qt.f 9
hexamére negati
Rvb1/Rvb2)
Rvb1 Champgnon - Dodécamere - SEC, SLS,
thermophile C. | - Rvb1/His- (flexibilité des Actif SAXS, XL-Ms, | (Lakomeket
Rvb2 thermophilur) Rvb2 domaines DIl selon lg cristallographie al.,, 2015)
nucléotide ajouté) aux rayons X
- Hexamere
(Rvb1/Rvb2)
- Hexamere . N
- RVb1/Rvb2 (Rvb1/Rvb2 +ATP) A;:'f”ffgg”;“;f - SEC, MS
Rvbl Levure - Hiss- - Dodécamére :C; native, XL-MS | (Zhou et al.,
. Rvb1/Rvb2 Rvb1/His-Rvb2 B L. - Cryo
Rvb2 (S. cerevisiae | _ pp1 /g, - (Dodécamére : dodécamérisa mizroscopie 2010
Rvb2 (Rvb1/His-Rvb2 ion) électronique
+ATP)
- Hexamére(Rvb1/

Hiss-Rvb2 +ADP)

55




- Hexamére(Rvb1/
Hise-Rvb2 +AMP
PNP/ATP S)

Rvb1l
Rvb2

Champignon
filamenteux

N. crassa

- Rvb1/ His-
Rvb2

- Hexameére Rvbl/
Hiss-Rvb2) sans
nucléotides

- Hexamére Rvb1/
Hiss-Rvb2) en

SUpPpVHQFH G

Actif (Stimulé
SDU Of1$"’

- Filtration sur
gel

- Dichroisme
circulaire

- Mobilité
électrophorétiq
ue

(Maimoni
Campanella
et al., 2021)

Tableau 1: Données structurales et fonctionnelles de Rvbl, Rvb2 BUVBL1, RUVBL2
(adapté depuis Nano, 2018)
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Figure 23: Analyse des changements conformationnels du complexe dodécamerique
Rvb1/Rvb2 de levure §. cerevisiae)VHORQ O fpW D W sahX ruOI@aRdas (Bdo), X H
ADP ou ATP (Ewens et al., 2016)

(A) Les images obtenues par microscopie électronique aprés marquage négatif (gauche), correspondent
aux conformatiogplus ou moins allongs du complexe dodécamerique Rvb1/Rvb2 sans nucléotides.
Lesameauxhexamerique du dodécamére (droite) sont parfaiteaigmés et paralléles.

(B) Les conformations spatiales adoptées par le complexe dodécamerique en présence de nucléotides
(ADP, ATP) different de celles sans nucléotiddeus constatonsine rotation des deux anneaux
hexameriqus, avec une inclinaison des domaines DIl les reliane tination de 32° en présence de
GT$'3 HW f HQ $73
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parfaitement alignés et parallelgeganathan et al., 2015)ais aussi un dodécamere avec les

GHX[ DQQHDX[ KH[DPQULTXHY QRQ SDUDOOQOHV((EWRXUEpPV R

et al., 2016; SilvaMartin et al., 2016) /T DMRXW GT$'3 RX G{$73 DX FRPSOI

(dodécamerique) montre également des changements conformationnels irnportgrdarées a

OfpWDW DSR GlMe®RtmpdeddeadhdD X[ KH[DPqQULTXHV GH f SRX
f SRXU OT1%$'3 LQGLTXH TXH OD IOH[LELOLWpP GX GRGpFD

GRPDLQH ',, HVW HVVHQWLH @@eHs & Bl Q2016 ukre@8BR O\VH G$73

1.3.2.2.La protéine Tahl

Tahl TPR containing associated with HSB@& une petite protéine de BkDa Elle a tout

G 1 D Efe thise pn évidence grace aarible despartenairesle HSP90(Zhao et al., 2005)

7TDK S HVW GRQF XQ FRIDFWH M3p87 enLinteregi3atidhle@rinied/ L Y L W p
une autre protéine nommée PiHle complexe forméentre HSP90/Tahlp/Pihlp serait
responsable déa stabilisation de la protéine Pihl, geut formerle complexe RTP en
VIDVVRFLDQW D ¥ R®MLBWY.DER &I APRIde 34 acides aminés chacun

(Figure 24A)sont retrouvégslansla structure 3D de Tahlpu niveau de son extrémité N
terminale Plusieurs protéinesont connwes pour interagir avec HSP90 et HSR7plus
particulierement avec les réside&EVD | exfrémité C-terminak des protéineschaperon
(Scheufler et al., 2000bl.e domaine TPR de la Tahlp est particulier comparé aux domaines
735 UHWURXYpV FKH] GIDXWUHYV SU R&pmétieux &btifGTIRRQLHU
plus une hélice dite decapping» soit FL QT K péhliduttdhtre sephabituellement. Les
UpVLGXV | O fteriivabpe Taklp &6L11) sont déstructuré dans le cadre de la

protéine libre lls sont responsablede ITLQWHUDFW LRd cb dofrain&gpparat

structuré dans le complexe TahRhlpen formant un feuilletEintermoléculaire RPAP3

RNA polymeragH -associatefprotein 3 est une protéine homologae7 DK S FKH] OTKRPPF

Elle estbienplus longue (75 kDa)tgposséde un domaine TPR supplémentaire région de
UHFRQQDLVVDQFH j 3,+ " RUWKR O fMbighh ¢t all, ROBJenKIEH] OT+RP
structuration 3D dépend dmn interaction.Les deux domaines TPR de RPAP3 présentent
chacun 7 héliced La structure 3D du domaine-t€rminal de RPAP:3s665 a €té résolepar

RMN au laboratoirdMaurizy et al., 2018)l HVW FRPSRVp GédgroupCedbigFed V

24B), formant une sticture globulaire compagtLes résidus 54548 forment une boucle qui
protégdesacides aminées hydrophobes du aalvCetteboucleestimportante pour la
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Figure 24: Organisations des protéines humaineRPAP3 et PIH1D1.

(A) La protéine RPAP3 et son homologue de levure Tahlp, sont organisées en domaines TPR (deux
domaines TPR pour RPAP3 et un pour Tahlp). RPAP3 est plus longue que Tahlp et présente un
domaine Gterminal supplémentaire essentiel. La praéiH1D1 et son homologue de levure Pihlp

sont organisées de fagon similaires, en deux domabesaine PIH et le domaine CSHHIORD Sgt}L

(B) Structure 3D du domaine-terminal de RPAP3 résolu par RMN (PDB 6EZ4). Il présente une
structure globulaire cod WLW XpH GH KpOLFHV . DL Q-Yttmifak plojetd 2O RQJI X H
O 1 H [ W(MBuizy xtial., 2018)

(C) Structure du complextelH1D 199200/ RPAP3s1.445 résolue par cristallographie aux rayons X (PDB

6GXZ) (Henri et al., 2018)
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solubilité du domaine @erminal de RPAP3Maurizy et al., 2018)Une interaction entre la
SURWPLQH 53$3 HW 021$%$' XQH SURWPLQH LPSOLTXpH GDQ
(Itsuki et al., 2008)Cette interaction met en évidence un réle potentiel de RPAP3 dans les
processus de dégradation ubiquitine dépendante par le protédisukieet al., 2008)

Une récente étude montre que dansakedu prion che3. cerevisiaURE3], la protéine Tahl

est retrouvée en interaction avec la protéine Ure2, essentielle pour la propagation du prion. La
surexpression de Tahlp conduit a une déstabilisation du prion [URE3] indépendamment du
complexe R2TRPuri et al., 2021)

1.3.2.3.La protéine Pih1

La protéine Pihl de levur@fotein interacting with [dp82 (40 kDa) a été mise en évidence

comme partenaire de larotéinechaperon Hsp82ll a été montré qué®ihlp est capable
GILQWHUDJLU DYHF +VS PrHadeQalDZUHEQeFest daristitids Kie S

deux régions intrisequement désordonnées essentielles pour établir des interactions avec
GIDXWUHV SDUWHQDLUHV SURWpPLTXEB% kDa)YdaciehivetnentH W 7 DK
QRPPpH 1RS S HVW OYKRPRERIXHNRXWDEGPDER BGKp B p FDUDTF
partenairede la protéineNop58NOP58 dans le nucléoléGonzales et al., 2005 Cette

interaction fait intervenir le domaine NOP (constitué de la série de répétition KKE/D)

O T H[W UfePrindleod®lop58NOP58(Yu et al., 2019) & fTHVW XQH LQWHUDFWLRQ
OLPSOLFDWLRQ GH 3LK S GDQV 0OfYDVHIEsmbDéydlemented VQRS5
FRPSpWLWLRQ idhYeliNopesh av@NeHIddaARM C/0§Gonzales et al., 2005).a

région erpositionN-terminale de Pih1p/PIHD1 est consteu€ 1 X Q G R P [HigQrel 28A%+

qui a été retrouve en interaction avec la protéine Tel2/TEL2 impliquée dans la stabilisation ainsi
TXH OYDFWLYDWLRQ G HNakdhara & HGury, Q212 régionC-terminale

de Pihlp est repliée en un domaine dit CBHORD and Sgflcaractérisé par 7 brinken
sandwich(Figure 24C)essentiel pour son interaction avec TafRal et al., 2014; Quinternet

et al., 2015)Le méme domaine CS est retrouvé chezsamologue humain PIH1D1. Une

structure du complexelH1D 1199200/ RPAP3s1.445a €té résolue par cristallographie aux rayon

X (Figure 2£). /T LQWHUIDFH GYLQWHUDFWLRQ GX FRPSOH[H
GILQWHUDFWLRQV K\GURSKREHV HW SRODLUHV pWDEOL HQ
H, B2, B et Zdudomaine CS de PIH1Q/Henri et al., 2018)Uneétude par cryanicroscopé

électronique etrosslink a permis de mettre en évidence la structure globaNogg8 (1447)

de levure (biochimiquement stabievitro) avec le complexe R2TP.dpparaide cette étude
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TXH OH GRPDLQH 3,+ GH 3LK S FRQWDFWH j OialdiRsDIl,OTDQQH
PDLV DXVVL Gérhipalede RopsBsu &t al., 2019)

1.33. /H FRPSOH[H 5 63 FKH] OTKRPPH KRPRORJXH GX 5 73

Le compexe R2SRRUVBL1/RUVBL2/SPAG1/PIH1D?2) esbrthologueau complexe R2TP,
avec le remplacement des protéines adaptatrices RPAP3 et PIH1D1 par respectivement SPAG1
(Sperm associated antigeh et PIH1D2(Maurizy et al., 2018)R2TP et R2SP sotbusdeux
cofacteurs deprotéineschaperon qui fonctionnent avec lpsotéines chaperohiSP70 et
+63 IDFLOLWDQW DLQVL OTRUJDQLVD gpéciiques delrkattlel QDL U H
complexe 'H SOXV OfH[SUHVVLRQ GX FRPSOH[H 5 63 D pWp PRQ
Il serait enrichi dans les testiculgsi nécessite une température de 3(W@urizy et al., 2018)
La structure du complexe R2TP a été largement étudideNdhir, cristallographie aux rayons
X et cryo-microscopie électronique ,O QT\ D d&béés Gitimensionnelles a haute
résolution pour le complex@2SPa ce jour Alors que PIH1D1 et PIH1D2 sont tous deux
FRPSRVpPV GTXQ GRPDLQH 3,+ HW GIXQ GRPDLQH &6 63%* H
terminal conservé ainsi que plusieurs domaines W&urizy et al., 2018fFigure 25A) En
raison de leurs similitudes organisationnelles, RPAP3/PIH1D1 eG3AAH1D2 pourraient
partager des fonctions communes. Cependant, il a été proposé que SPAG1 posséde une activité
GTK\GURO\VH *73 VSpFLILTXH DSSRUWDQW pYHQWXHOOHPI
cofacteur deprotéinechaperon(Lin et al., 2001) Parmi les clients du R2SP, la liprine
semble un candidat ear. Un enrichissement du complexe R2SP dans des cellules Hela
conduit & une surexpression de la liprine j30°C, la température testiculaire, O V{DJLW G{X
SURWpPLQH GYpFKDIDXGDJH VIDVVRFLDQW j SOXVLHXUV ID
adhésbn et migration cellulai® organisation de la zone synaptique ac{iMaurizy et al.,
2018)SPAG1est une protéinde 104 kDahomologue a la protéine RPAFSlle contientrois
domaines TPRet un domaine RPAPG-terminal (Figure 25A) SPAG1 est une protéine qui
fait partie de la famille des facteuprotéiques DNAAFynein Axonemal Assembly Factprs
Ellessont responsaldleGH OYDVVHPEODJH GHV EUDV Mds@i@tmhsQH FRQ'
dansOH JgQH GH 63%* VHUDLHQW UHVSRQVDEOHV G®XQH G\V
maladie génétique rare causant des troubles respiratoires ainsi que des problemes de fertilité
FKH] OYf+RPPH /D '&3 VH FDUDFWpULVH SDU XQH PDXYDI
SUpFLVpPHQW GHV EUDV GH G\QpLQHV SHU REHWhWRQ W DX][ F
et al., 2013)
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Figure 25 OLVH HQ PYLGHQFH GIXQ -liké:RPRBA3PF [H
(RUVBL1/RUVBL2/SPAG1/PIH1D2)(Maurizy et al., 2018)

(A) La protéine SPAGhomologue de RPAP3, est organisée en trois domaines TPR, et un domaine C
terminal. La protéine PIH1D2 homologue de PIH1D1 comporte deux domadigst PIH.

(B) Stable isotope labeling by amino acids in cell cult(B&_AC), est une méthode de protéomeq
quantitative utilisant la spectrométrie de masse. Le SILAC de la protéine marquédkEiI2 dans

des cellules HeLa indique un enrichissement des protéines SPAG1, HSRJURt1/RUVBL2, ce

TXL VXJIJqUH OTH[LVWH Qfiké nGMinéRASRPassaclafivh dve€ BISP70
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63%$* HVW pJDOHPHQW LPSOLTXpH GDQV OYDFWLYDWLRQ
protéine kinase GLiu et al., 2006) Pour finir, elle joue également un réle dans les voies
GpSHQGDQWHY GHV QXFOpRWLGHV WHOOH TXH OD NLQDVH
de signalisationHuang et al.,, 2016) '"HV H[SpULHQFHV GTY,3 /80,(5 RQW F
VXUH[SUHVVLRQ GH 3,+ ' DPpOLRUH OYDIILQLWpPp GH 63%* St
&HWWH DIILQLWp GILQWHUDFWLRQ HVW VLPLQMAaudzy j FHOO
et al., 2018)

Le génome humain codpuatre protéines avec un domaine PPHH1D1, PIH1D2, PIH1D3
et DNAAF2. De facon intéressante, la duplication du gene ancestral de RPAP3 pour
donner SPAGest suive G fTX®@XSOLFDWLRQ VLPLODLUH GHPIHIDQFrWUH
et PIH1D2 (Yamamoto et al., 2010En plusde SPAG1 eRUVBL1/RUVBL2 GYIYDXWUHYV
partenaires sont en associations avec PIH1D2-gr8IP, (5 , O V fprateiées@ripliquées
dans divers processus cellulairde métabolismeGH Of$'1 OD W UdDmawrRtbbSWLRQ
GH O {(®aurizy et al., 2018)

2. O0ORGgOH G 9D \MasksmorNPDAbdItes C/D chez la levug cerevisiae

/I THQVHPEOH GHV pWXGHV IRQFWLRQQHOOHY HW VWUXFWXU
PRGqOHV GH OYDVVHPEODJH GHV VQR513 j ERVWHYV & ' DLC
chacune des prot&s impliqguées dans les différentes étapes de la biogéBieaero et al.,

2014; Boulon et al., 2008; Kakihara et al., 2014a; McKeegan et al., 2007, 2009; Paul et al.,
2019b; Zhao et al., 2008 outefois, de nombreux points sont encore a élucider, a savoir, a
TXHOOHYVY pWDSHV OHV GLIIpUHQWY IDFWHXUV GIDVVHPEOD.
DVVXUHU TXHOOH V IRQFWLRQ V SUpFLVH V ,OdaHsvW | QR
OYDVVHPEODJH GH M&QRHIBWIRK) ODLREYKOH HW OT+RPPH 'LC
nous intéresserons plus particulierement aux étapes de cette machinerie complexe chez la
levure.

Plusieurs résultats suggerent un assemblage des snoRNP de fa@mscaptionnde. En

effet, Nopl, Nop58p et Bcdlp ont été détecggs ChIP Chromatin ImmunoPrecipitatign

chez la levure sur les lociodant les snoARN a boites C/D mais également sur quelques
snoARN naissantgPaul et al., 2019b; Vincenti et al., 200De plus, certains facteurs
GTDVVHRd Que Jles protéines Rsal/NUFIP1 et Hitl/ZNHIT3 sont requis pour le
UHFUXWHPHQW GHV SURWpPLQHV F°XU VXU OHV VQR$51 HW
VHLQ GTXQ FRPSOH[H S URAUIMLLY (Rethé &t+al., @@ Ab)Le dépdt de
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Snul3p sur le snoARN constitue la premiere étape pour le recrutement des autres protéines
F°XU DX V prégart@HestdRNP(Bizarro et al., 2014; Boulon et al., 2008; Gonzales et

al., 2005; Kakihara et al., 2014b; King et al., 200&)complexe R2TP est décrit comme étant
requis pour le recrutement de Nop58p dans les complexes -dsgandblages de snoRNP a
boites C/D(Gonzales et al., 2005; Kakihara et al., 2014b; Zhao et al., 2008)
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Objectifs

Objectifs

/IH PpFDQLVPH GH UHFUXWHPHQMWGE MM CoRNRAWadsHoERING-V X H P E (
lors de la formation desptERPSOH[HYVY GY{DVVHPEODJH HVW HQFRUH j p
plusieurs sousomplexes protéiquemient recrutéesGDQV XQ RUGUH SUpFLV RX E
précomplexe contenant tous les factepretéiquesUH T XLV sSé&nbldgeOdgP particules
soitformé. 3D U D L O O HaeUbafornafigraw'sp@particules constitue une étape phaur

la suitede la compréhensionle leur relargagele la particule mature et fonctionkeelCes
mécanismes de désassemblage et de regyda snoRNPQTRQW SDV HQFRUH pWp p\
Le UpVHDX GTLQWHUDFWLRQV PLV HQ pYLGHQFH HQWUH Ot
GYDVVHPEODJH HW OHV SURWDpLQH SugherX Jués fovhatib®@ Be5 13 | EF
complexes multiprotéiques est nésaise, réaliseé de maniere séquentiel ordonné et
contréléedans lacelluleSDU OTLQWHUYHQWLRQ GH.SOXVLHXUV IDFWH
Plusieurs données de la littérature indiquent que Bedipécessairau dépbt de la protéine

Nop58 sur lgpré-snoRNPincluant au moins Snul3pequi constitue une étape essentielle dans

FH PpFDQLVPH G\bls\hdud som@dstgtdsséeD X ODERUDWRLUH j OTpWXC
N-WHUPLQDOH GH %FG S FKH] OD OHYXUH &RPPH QRXV
Gntroduction, cette région de Bcdlp contient le fragment mininde®6 qui assureune

croissance normalees cellules Ele HVW GRQF OH VLqJH GH OYHQVHPE
essentieDHV j OD IRQFWLRQ GH %FG S GDQV OfYDwvagHdere@®@ DJH GH
du fragment 486 de Bcdlp che3. cerevisiagavec plusieurs mémdragments de Bcdlp

chez différentes especds levure indique la conservation stricte de deux acides ananés

FRXUV GH O YfpaRaedn?/ efRfginine 81.

/ID PXWDWLRQ GH OYf$VSDUWDWH HQ &0lau® avQridvoDluS X IDFL
connaitreOTHIIHW GH FHWWH PXWDW L Righs3aR€ll&®Y Soexpréskioly XU O fC
transitoirechezS.cerevisiaenous permettrait ainsi de enix caractériser le role joué par Bcd1p

j WUDYHUVY OfDQDO\VH GHV DVVRFL D Wat&rne.\CegdJdridepse@ H SU
facilitte SDU OJXWLOLVDW L RJQi ferdnt\genkreds ldu Gibbradaeeyrtmamt les
IDFWHXUV GHW\WGHRESDRWpPLQHYV F°XU |pevmefat Qmside/les GHV p W
isoler par immunoprécipitation deles détecter paiVesterrBlot.

/IH FRPSOH[H 5 73 D IDLW OfREMHW GH SOXVLHXUWYepWXGHYV
GLVVRFLHU OH U{OH MRXp DLQVL TXH OYDSSRUW GH FKDFX
Pihlp)dans la fonctiorfinale du complexeUne partie de ce travaiedhese a été dédié la
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Objectifs

compréhension du lien fonctionnddiochimiqueet structural entre Bcdlp et le complexe
Rvb1/Rvb2 Destravaux menés daboratoire indiquet que le ZHD de Bcd1(1-45) en région

N-terminale est suffisant pour interagir avesotamment avedes RUVBL1RUVBL2
humainestoutefois nous ignorons la contribution de ce complexe ATPasign® lds étapes

GH OTDVVHPEODJHV FKDQ Jét rdivativhweRo@ihRdhénhinameRt@ Q H O V
libérationsde cibles protéiques aux sité¢ G § DV V HIRd6CdillahHIe partenaire protéigue

etc) La complexité de son étedcomme pour lplupart GHV IDFWHXUV d&IDVVHP
snoRNR a boitesC/D connus,vient du fait que Rvb1l/RUVBL1 et Rvb2/RUVBL2 opérent

dans plusieurs voies cellulairegférentes comme mentionné précédemment, avemoins

GHX[ VW°FKLRPpWULHY GLIIpUHQWHY FRPSOH[H KpWpURKH]|
/1D FWATasMpedu complexeprotéine co-chaperon Rvbl/Rvbzt ses différentes
conformations qui en découlent selon la nature des nucléotides fixéaasamblablement

litesa la fonction de Bedl1iis D Q V O 9§ D \UwdBrEe@®ckHravail eddbncdédiealfpW X GH

du complexe Rvb1/Rvb2/Bcdip vitro par degechniquediochimiqueqchromatographie de

filtration sur gel) biophysiques(ITC) et structuraux(cryo-microscopie électronique)l.a
compréhension structurale de ce compl@eemettrad{ DSSRUWHU GHV pOpPHQWYV (

le mécanismeurole joué paBcdlp.

Une autrepartie de cette étude a été consaéréncomplexe R2THike (R2SP) qui comme

SRXU OH 5 73 HVW XQ FRPSOH[H SURWpPLTXH DLGDGW OfDV\
VSpFLILTXHYV auwpbotéviés Fehdp&dns HSPO0 et HSHAZ®.compréhension de ce

complexe R2THRike apporterait des informations supplémentaires pour la compréhension de la
fonction du R2TPDans un premier tempgaous avongtudié le réle desdomaines TPR de
SPAG1dans le recrutement slgrotéinesFKkDSHURQV +63 SDU OH ELDLV GTYH
(pull dowr) etbiophysique (ITC), despectroscopie Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
etdessimulations de dynamique moléculaffublication N°01)

Le domaine TPR1 de SPAG1 a été plus particulierement étudié, utilisant une approche
GIRSWLPLVDWLRQ G Hpav Wwuth¥dn$\§KX ddmbiBdisBriNapecTdes! approches
structuralesHW ELRSK\VLTXHV /IDQDO\VH j OfYpFirele@agmentvVRPLVW
enpositionC-terminale des HSP70 et HSP90, et une forme variante du TPR1 de SRA&1

réalisée Cette étudea pour but de caractériser lexides aminéslans lesmotifs TPR

responsabkdu positionnement des peptides H&Rblication N°2)
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Matériels et Méthodes

1. Matériels
1.10ligonucléotides

/ 1 HQ V H P BRdicellEsdxyribonucléotidiquestilisé durant ma thésestrépertorié dans
OH WDEOHDX DYHF OH QXPpUR GX WXEH OD VpTXHQFH Q>

12.9HFWHXUV GY{H[SUHVVLRQ

1.2.1. Plasmides bactériens
X Le plasmide pRARERZFigure M1A) exprimeles 7 ARNt(Arg, Pro, Leu, Met, Thr,
Gly, lle) faiblement utilisépar la bactérie compaF@ux eucaryotes et ainsigliteune
saturation du systeme d& UDGXFWLRQ GHV $51P LVVXV GYfRUJDQL

résistant au chloramphénicol, avec une origine de réplication de type pl5a ori.

X Le plasmide pnEA3CHFigure M1B): estutilisé pourla surexpression derotéines
recombinantesDYHF O fpWL TheA®RVWIH ,O+tr IHWW UpVLVWDQW | OfI
possedaine origine de réplication de type pRB322.géeneHVW VRXV OH FRQWU.
SURPRWHXU LQGX&WGE HOMH $ 507 SR bécéudphate Gi¥ous
retrouvonsune étiquette & Histidinesen amontde la cassette de clonage, avec une
séquence qui code pour un site de coupure a la PreScis€ion (BIQWUH OI§pWLTXH
JgQH GYLQWpUrw

1.2.2. Plasmides de levure

X Le plasmide pFA6&anMX6-pGAL1-3HA (Figure M2A) estutilisé dans la levuré.
cerevisiaepour exprimer de facomctopique etransitoire la protéine Bcdl, grace a
OTXWLOLYVDW LWRQnd&iHE pSALRMRIGRCWDIE par le galactoka.protéine
Bcdl est par ailleurs produite en fusion avec une étiquette 3HA efaamihal. Il est

résistant a la Kanamycine (G418).

X Le plasmide p416GPBx FLAG (Figure M2B) estutilisépour OTH[SUHVVLRQ HFWHF
des protéines de levure, en fusion avec une étiquette 3x FLAS®stionN-terminak.
,O FRPSRUWH XQH RULJLQH GH UpSOLFDWLRQ &(1 $56
DLQVL TXTXQ PDUTXHXU IGEHEsEdeRUN préntit Lidt i8shi&le la
glycéraldéhyde phosphate déshydrogénd&APDH).
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NO

6pTXHQAEH 1

Usage

E741

TCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATT
ACGCTATGGCGGTGTTGTGTGGTGTATGC

20LJR 1 GH &ORQDJ{
BCD1 de levure dans le vecteur
GIH[SUHVVLRQ SID D

E740

GCGCCTCAGCACTGAGCAGCGTAATCTGGAACGTCATATGGA
TAGGATCCTCATGCAGTGAGGAAATCCA

20LJR 9 GH &ORQDJ}
BCD1 de levure dans le vecteur
GTH[SUHVVLRQ S)$ D

F692

AAATCAGCAGACCCTGATGCCATGGATACTACGGA

20LJR T LQWHUQH G
(utilisé pour le séquengage de la
concaténation pnEA3CH Rvb2
Rvb1)

F604

AGGGCTGTTTTGGTAGCGGGCCCCCCTTCAACTGGTGAGAC(
GCTCTTGCC

Oligo 5' de mutation de Fixation
d'ATP sur yRvb2 K81E

F603

ACCCAGAGACTGGGAAACACCCATGGCAAGAGCGGTCTCAC
CAGTTGAAGG

Oligo 3' de mutation de fixation
d'ATP sur yRvb2 K81E

F587

TTGTTCATTGATAATGTTAATATGCTAGACATTGAAATA

Oligo 5' de mutation d'hydrolyse
d'ATP yRvb1 E312N

F588

ATTAACATTATCAATGAACAAAACACCTGGAAT

20LJR T GH PXWDWL
yRvb1 E312N Mutation d'hydrolysg
d'ATP

F589

TTATTTATCGACAATGTCCACATGTTGGATATAGAATGT

20LJR 9 GH PXWDWL
yRvb2 E297N, dans les vecteurs d
co-expressions (pnEAcH, pnCS et
pnYK)

F590

GTGGACATTGTCGATAAATAATACACCAGGAAC

20LJR 9§ GH PXWDWL
yRvb1 E297N, dans les vecteurs d
co-expressions (pnEAcH, pnCS et
pnYK)

F591

CCTTCTACAGGTGAGACAGCATTGGCTCTCGCCATTTCA

20LJR 9 GH PXWDWL
yRvb1 K85E, dans les vecteurs de
co-expressions (pnEAcH, pnCS et
pnYK)

F592

TGCTGTCTCACCTGTAGAAGGACCACCAGCTAA

20LJR 9 GH PXWDWL
yRvb1 K85E, dans les vecteurs de
co-expressions (pnEAcH, pnCS et
pnYK

F306

ATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCGG

Amorce pour leséquencage pFA6a
Gal 3HA Bcd1 WT/D72A

F305

CATAAGAAATTCGCTTATTTAGAAGTGGCGCGC

Amorce pour leséquencage pFA6a
Gal KanMx

F446

GGGGAGCTGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGC

20LJR 9 GH FORQDJH
dans le vecteur pFA6a avec site d¢
restrictionSad

F445

GGGACTAGTATCACGTGCTATAAAAATAATTATA

20LJR 9 GH FORQDJH
dans le vecteur pFA6a avec site d¢
restrictionSpe

E860

GGAGATCCTCGAGTACCGCCACAACACACC

20LJR 9 GYDPSOLILF
Bcd1 avec site de restrictiothd

E858

GAGGGGCTAGCAGTACGTCACTCCTTT

20LJR 9 GYDPSOLILF
Bcd1 avec site de restrictidthd

E592

TACATGCACCATTGCCTTCAACTGCGTCAGATAGTTGTA

20LJR 9 GH PXWDWL
Bcdl R81A, dans les vecteurs de ¢
expressions (pnER&cH, pnCS et
pnYK).
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20LJR T GH PXWDWL

Bcdl R81A, dans les vecteurs de
E591 | ACGCAGTTGAAGGCAATGGTGCATGTACAAAAGATGGAT expressions (pnEAcH, pnCs et

pnYK).

20LJR 9 GH PXWDWL

Bcdlp D72A Y73A, dans les
D852 | AATGCTTATGTCCAGAGGGCCGCCAACTATCTGACGCAG vecteurs de cexpressions (pnEA

3cH, pnCS et pnYK)

20LJR 9 GH PXWDWL

Bcdl1l D72A Y73A, das les
D851 | CTGCGTCAGATAGTTGGCGGCCCTCTGGACATAAGCATT vecteurs de cexpressions (pnEA

3cH, pnCS et pnYK).
9688 | TGAATGACATTAGCGTGAACAA ZOL IR GACIBSAr ARN snRS2
9689 | TTCAGAAGGAAGGCAACATAAG |§vourLeJ R qACRS$dr ARN snR52
A159 | TGCCTCGCTCGGTTGTTAAT 2 O L J&PCR sur snR36 devure
A160 | AGCGATATCCTCGTACTCAAAGA |§vour|éJ R QFICRS$dir snR36 de
Al161 | TGCAGGGAATGACTAAAAGCC 2 O L JEGPCR sursnR32 de levurs
A162 | TCAGAAATGATCAACACCAGGC |§vour|éJ R qMICRE$4ir snR32 de
B740 | GAGCCACTGAATCCAAC 20LJR gMCBékor2 U3 levure
B741 | GTACATAGGATGGGTCA 20LJEGPCR exon 2 U3 levure
B868 | ATGGCAGTCTGACAAGTTA 2 O L J B3 Igvure immatures en 3'
C319 | CCAGTAAATAATGCCAAAAATCC 20LJR gMCBRNVB2 levure
C320 | AAAGCTAGTGGGAAGATTACC 20LJR gMCBRNVB2 levure

20 LJR gMCR $dir transcrit
9702 | TCACGGTGATGAAAGACTGG snR128 (U14) de levure

20 LJR gMCR $dir transcrit
9703 | AAGAGCGGTCACCGAGAGTA snR128 (U14) de levure

Tableau M1 : Liste desamorces désoxyribonucléotidiquestilisées pour lesdifférentes

expériences @ ce travail de thés€Oligo=Oligonucléotide)
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Figure M1 : Carte schématique des plasmidesactériensutilises.

(A) vecteur pPRARE2, camchloramphénicol, tRNA ARN de transfert, oriorigine de réplicationB)

Y H F W HptéssiGde [protéines recombinantbezE. coli, le pnEA3CH.RBS: Ribosome Binding

Sitg lacl : code pour le répresseur LaGlH OTRSpURQ ODFWRVH TXL VH IL[H VXU OfF
GY1,37* @&IB Of Mobility : région de conjugaison fonctionnelle. Ré&epressor Of Primer.

protéine gumaintient le plasmide a faible nomle copiesians la cellule.
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Figure M2 : Carte schématique des plasmidede levureutilisés.

(A) vecteur pFA6&GAL 3HA, ADH : Alcool Déshydrogénase AmpR  5pVLVWDQFH j Of$PSLF
ori : origine, KanMX: Kanamycine, GALX Galactose 1(B) vecteur p416 GPE3FLAG, URA:

URAcil, CEN/ARS: CENtromére(AutomaticallyReplicatingSequencg lac: opéron lactose, GAPH

: Glycéraldéhyde -phosphate déshydrogénase.
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1.3Souches utilisées
a. Souches bactériennes: Escherichia coi
La souchédH5 . (sup( iac 8 - lac=00 hsdR17,recAl, endAl, gyrA96, thi-
1,relAl) D pWp XWLOLVpH SRXU OHV pWDSHV GY{DPSOLILFDWL

relatives aux manipulations de génie génétique.

La souchd3L21 (DE3) pRARE2 (F ompTl hsdSB (rB-, mB-) galdcm ' ( argN>5, agX,
proL, leuw, mefl, argW, thrT, glyT, thrU, argu, ileX, Camr]) ainsi que la souch@41(DE3)
pPRAREZ2 (F tompT hsdSB (rBmB-) gal dcm (DE3)[argN5, agX, proL, leuwW, mefl, argW,
thrT, glyT, thrU, argU, ileX, Camr]) ont servi de systersehdtesGTH[SUHVVLRQ GH SUI
recombinantes nécessaires aux analyses biochimiques, biophysiques et structurales.

b. Souches de levure: Saccharomyces cerevisiae
La soucheS. cerevisiadY4741 (Mating D KLV G OHX QO PH¥ehsigue IXUD 0

soucheS. cerevisia@ AP-tag (Mating a ; ade2; arg4; lev2112; trp2289; ura352) ont servi
pour la construction de souches transformées avec le vecteur pFABRGde facon a
pouvoir contrélerO  H [s®b iHddctible et transitoire de Becdlp de fagon ectopaares les

cellules de levure.

X BY4741 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-)

x BY4741 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl WT

X BY4741 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl D72A

x TAP-RVB2 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-)

x TAP-RVB2 pFA6aKanMX6 GAL1 -3HA-Bcdl WT

x TAP-RVB2 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl D72A
x TAP-NOP58 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-)

x TAP-NOP58 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1l WT
x TAP-NOP58 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcd1 D72A
x TAP-RSA1 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-)

x TAP-RSA1 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl WT

x TAP-RSA1 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl D72A
x TAP-NOP56 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA(-)
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X TAP-NOP56 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl WT

x TAP-NOP56 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl D72A

X TAP-RSA1 p416 GPD 3FLAGSNU13 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA (-)

X TAP-RSA1 p416 GPD 3FLAGSNU13 pFAG6aKanMX6 GAL1 -3HA-Bcdl WT

X TAP-RSA1 p416 GPD 3FLAGSNU13 pFA6a KanMX6 GAL1-3HA-Bcdl D72A

1.4.Les milieux de cultures
Différents milieux préparés au laboratoire satvipour la mise en culture des bactéries et des
levures. Tous ont étaient stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes a 1 bar de

pression

- Le milieu LB (Luria Bertan) est le milieu de culture des bactéries C41,
BL21(DE3) HW '+l .estcomposé dbactdryptoneal0J / GIH[WUDRG®Q/IGéd OHY XU
de NaCla5 g/L avec un pH 7,5.

- Le milieu riche YPD (Yeast extract Peptone Dextrpsst lemilieu de culture
des levures avec le glucose (dextrose) comme source de carbone. Il est c@fpdd@NUDLW G
levurea 10 g/L, bactopepton&20 g/L et glucos@ 20 g/L

- Le milieu riche YPG (Yeast extract Peptone Galactpsst lemilieu de culture
GHV OHYXUHYVY DYHF OH JDODFWRVH FRPPH VRXUFHOGH FDUE
g/L, bactopeptona 20 g/L et galactosa20 g/L.

- Le milieu sélectif YNB (Yeast Nitrogen Baeest le milieu de culture des
levures constitu6s I XQH EDVH DIJRWpH GH OHYglltd gMcds§eYgddetoseHYV DPL
a J/ HW GYIXQ PpODQJH 26 §/D pduchHaqdueDdeid&) gnvingermettant
GYDSSOLTXHU XQH VPpOHFWLRQ VHORQ OH PDUTXHXU GfDX

levure.

1.5.Les antibiotiques
x Ampicilline quia été utilisée a00 Ry/L.
X Chloramphénicol qui a été utilisé a 23y/L.

X Geénéticine(G418)qui a été utilisé a 200 pg/mL.
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1.6.Les tampons utilisés

a. Escherichia coli

- Le tampon delysepour purifier une protéine recombinante: 25 mM HEPESKOH
pH 7,5; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazole 0,5 mM TCEP; 5% Glycérol; (0,5 mM
ADP/ATP et 5 mM MgC sont ajoutés pour certaines purifications de protéines
recombinantes).

- /H WDPSRQ GTpOXWLRQ GHWdathiMcke) 25/m@ HECES UpVLQ'
KOH pH 7,5; 300 mM NaCl; 300 mM Imidazole 0,5 mM TCEP; 5 %Glycérol (0,5
mM ADP/ATP et 5 mM MgC sont ajoutés pour certaines purifications de protéines
recombinantes).

- Le tampon de dialyse 25 mM HEPESKOH pH 7,5; 300mM NaCl; 1 mM DTT; 5
% Glycérol

- /HWDPSRQ GH FKURPDWRJUD SKQHMAEPEKOKXKPHL/TEEQ GH WD
150mM NaCl; 1 mM DTT; 1 % Glycérol (0,5 mM ADP/ATP et 5 mM MgGl sont

ajoutés pour certaines purifications de protéines recombinantes).

b. S.cerevisiae

- 7TDPSRQ GH O\WH GHV OHYXUHV SRXU OD SU2088MUDWLRQ
HEPES KOH pH7,9 ; 3mM MgCl: ; 10%Glycérol ; 150mM NacCl ; 500nM DTT ;
0,1%Triton X100.

- 7TDPSRQ GYH[WUDshwkigugs GthixFQ,IGMHLICI; 0,1 M Tis-HCI, pH
7,5;0,1 mM EDTA

1.7.Les solutions

- TE:10 mM TrisHCI, pH 7,4 ; 1 mM EDTA.

- PBS 1X:10 mM NaHPQ;; 1,8 mM KHPQ4, pH7,3; 140 mM NaCl; 2,7 mM KCI

-  PBS Tween :PBS 1X; Tween20 0,1%.

- TAE 1X: 40 mM Tris, 20 mM Acide acétique et 1 niBDTA.

- %OHX GH GpS{W SRXU Giyt&olG3D2)] BIELRI¥ Ibtomophénol (0,25%
p/v) etXylenecyanol (0,2%% p/v).

- Tampon de migration SDSPAGE : Glycine 14,25 d/ ; Tris 3 g/l ; SDS 1 d/.
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- Bleu de dép6t pour SDSPAGE : 80 mM Tris-HCI pH 68 ; SDS 3% 100 mMDTT
; 10%Glycérol; 0,1% Bleu de bromophénol.

- Tampon de transfert de SDSPAGE (membrane nitrocellulose) :25mM Tris-HCI ;
0,96M Glycine; 20%Ethanol

- Solution de oloration des membranes de nitrocellulose au rouge ponceau5%
Acide acétique 0,1%Rouge Ponceau

- Solution de coloration pour SDSPAGE : 5% Ethanol; 7,5% Acide acétique et
%OHX GH FRORUDWLRQ HQYLURQ /

- Solution de déshydratation pour SDSPAGE : 50% Ethanol e10% Acide acétique.

1.8./HV JHOV GIDQDO\VHV

- SDSPAGE (stacking : Acrylamide 5% / ] SDUWLU GTXQ 'V
GY$FU\ODPLGH %LVDFU\OD-RCIG I + j 75,6 BO +
(3mL), SDS (0,1%j] /I $36 /" HW 7(0(" mL par gel

- SDSPAGE 12,5 % (Running) (2 gels): Acrylamide 12,5% (2,5P/ j SDUWLU G{X
VWRFN GY$FU\ODPLGH %LV D FHODDIPLBBH2 mL), HO (3,3 7ULV
P/ 6'6 /I $36 /I HW 7 (DroL par gel.

- *HO G1DJ,b% RAgatose 15 % (1,5 g pour 10@nL de tampon), TAELX, Gel
Red a1/10000.

1.9.Les anticorps

- Anticorps .-AspRS (Dpsl) :Anticorps polyclonal produit chez lapin. Utilisé a une
dilution au 15 00Q..

- Anticorps .-HA-Prx : Anticorps monoclonal produit chez le rat (Roche). Utilisé a une
dilution au 1/258

- Anticorps .-PAP (TAP)-Prx : Anticorps polyclonal produit chez le lapin (Sigma).
Utilisé & une dilution ad/2000C.

- Anticorps .-lgG-Prx lapin : Anticorps polyclonal produit chez la chévre, couplé a la

peroxydase (Thermo). Utilisé a une dilution au 100C.
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2. Méthodes

2.1.Stratégies de génie génétique

a. La PCR (Polymerase Chain Reactign
Des réactionsle 3&5 RQW pWp UpDOLVpHV HQ XWLOLVDQW GHV ROI
(Open Reading FrameHW TXL SHUPHWWHQW VL EHVRLQ GIYDPHC
FRPSDWLEOHY DYHF OH YHFWHXU GH GH&§WZDxDBedQ HQ DP
Tag Pol (Thermo Fisher Scientifjca été utilisée (1 U// pour un volume final) dans son
tamponTaq BufferlOx et dans un volume final de 23 / [Phusion Hot Start I{Thermo
Fisher Scientific XWLOLVpH j P8 [/ HFSK EesoiyonCiddRiBsQitilisés sont
j GHV FRQFHQWUDWLRQV GH 0O FKDFXQ /H PpODQJH GHYV
deQ O SRXU FKDT X Ha QatrieeDADR ¥ohtenkint la séquence a amplifier est ajoutée
a 1 ng/uL final Les thermocycleurstilisés sontle ThermocycleR720(Applied Biosystems
et SureCyclei8800 @Agilent Technologies Les produits de la PCR sont par la suite visualisés
VXU JHO G(fpaidd d Rpolitcentagen fonction dda taille de la bande attendue. La
totalité du produit PCRst mélangée au bleu de dépbt, a une concentration de 1X final et
déposée sur gel. La migration est réalisée en tampon TAGIIMBE 1Xpendant 40 min a
100 V. Le produit PCR est par la suipairifié sur gel agaroseet extraiten utilisant le kit
NucleoSpin® Gel and PCR Cleap (MacheryNagel), suivi Qufi dosage a 260 nm sur le
NanoDrop 2000¢ThermoFischer Scientific)

b. Le cdonage
I SHUPHW OdILIQQHUGMXROH SURWDPLYHFGMHRW BOMW BIDEVT X G
qui sera par la suite amp#éfdans un systéme bactérien. Aprés amplificafan PCRde la
VPTXHQFH FRGDQW OdveSlesRsitép He3 nZpriidsQlgVnesdriciibon choikes
produit obtenuainsi que le vecteur déestination sonensuite digérgpar les enzymes de
UHVWULFWLRQ VSpFLILTX IFastDigestyTherdb MisherBdieniij@titisées L W H V
& 0,5X dans un tampdrastDigestloX 8Q WUDLWHPHQW GX PpODQJH UpDF
Dpnl (0,25X) a 37°C pendant 20 minuteSHUPHW GH GpJUDGHU XQLTXHPHQ
contrairement aux produits PCR qui ne le sont paee purification du produit PCRt du
vecteur digéréest ensuitaéaliséeen utilisant le kitNucleoSpin® Gel and PCR Cleap
(MacheryNagel) /fpWDSH GH OLJDtégatibnl GHH O HQ/NVBYWQ GDQV OH
GHVWLQDWLRQ SUpDODEOHPHQW GLJpUp SDU OHV PrPHV HC
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en présence du vecteur linéarisé a un mtionasse YHFWHXUzyn@@VHDNA OTHQ
Ligase est ajoutée a raison de OfpL final en présence de son tampon 10X. La ligature est
réalisée a température ambiante pendant 2 heures, puis des badbtdsiesrendues
compétentes sont transformées par le mélange réactionnel obtertaj@@s sur boite de pétri

et incubées 37°C pendant 12 heures. La présence du veplasmidique dans les colonies

obtenues est vérifiée par PCR sur colonies.

c. Le sousclonage
I SHUPHW GH FORQHU XQ JgQH YRXOX GYXQ YHFWHXU j XQ
PrPHV VLWHY GH UHVWULFWLRQV VDQV SDVVHU SDU XQH D
VLPSOH GLJHVWLRQ GH OTLQVHUW S Dédg, Guiest dhsite putifie GH UH
par le kitNucleoSpin® Gel and PCR Cleaip (MacheryNagel) DYDQW GffrWUH LQVpU|

vecteur de destination qui a subi une linéarisation par les mémes enzymes de restrictions.

d. Latransformation bactérienne

(OOH SHUPHW. POWERBQ GX SODVPLGHO0G GQ @-ploRagA/ Py X G X Q
cela,le mélange réactionnel est mis au contaacdes bactéries DH5 chimio-compétentes

(traitées aux Cag) dans de la glace pendant 30 minutéstteétape va permettre aacides
QXFOpPLTXHV GIDGKpUHU DX[ SDUNRHOV tHerrMué #42TC ¥DrialiséE D F W p
pendant 50 secondes, ce qui va assurer la fluidification de la paroi bactérienne et donc la
pénétration du vecteur dans les cellules. Puis le mélangéld®® LY VXU JODFH GDQV OH
FHWWH IOXLGLILFDWLRQ /D SDURL GHV FHOOXOHV pWDQW
pL) dans le mélanget une incubatioa 37°C pendant 1 heusent nécessaires poassuresa
régénération. Les bactés sonensuiteétalées sur boites de pétri contenant du milieu de culture

/% DYHF OfIDQWLELRWLTXH SHUPHWWDQW OD VpOHFWLRQ G
de pétri sont incubées 12 hexige37°C.

e. La mutageneésdlirigée
Elle consiste & apporter une mutation ponctuelle sur un géne donné, a travers une réaction PCR

utilisant deux amorces complémentaires apportant la mutation désirée. La réaction est réalisée
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en utilisant une enzyme ADN polymérdeusio® (Finnzyme)),25 U/uL, 125 uM de chaque

dNTP, des deux amorces a 20 uM chacune et 100 ng du vecteur portant la matrice ADN a
muter. Aprés la réaction PCR, le mélange est trait®pal puis transformé dans des bactéries
compétentes DH5qui sont misent en culture 12 heures a@B7Jn séquencage du vecteur
REWHQX SHUPHW GH VY{DVVXUHU GH OD SUpVHQFH GH OD P>

2.2.Biochimie des protéines recombinantes
a. Synthése des protéines recombinantes

/I THQVHPEOH GHV SURWPpPLQHYVY UHFRPELQDQWHYV XWLOLVpHV
qui assure une production satisfaisante en terme de quantité de protéine en un temps de culture
trés court. Un ou plusieurs vecteurs portant le (les) géne(s) ¥édenD OHV SURWPLQH V
est (sont) transformé(s) dans une souche de baEiéceli de type BL21 DE3 pRAREZ2, une

autre souche a également été utilisée pour la production du complexe recombinaRvBxb1

LO VIDJLW CGH DEBDpRAREFIKdHpremiere culture de 20 mL est lancée pendant 12
KHXUH | f& j] SDUWLU GIXQH VHXOH FRORQLH GDQV XQ Pl
OYDQWLELRWLTXH DSSURSULp SHUPHWWDQW OD VPOHFWLR
mg/L de ctoramphénicol qui sert a maintenir le vecteur pRARE2 dans les celldgmé

culture étant a saturation au bout de 12 heures, elle sert a ensemencer une plus grande culture
(1L) a raison de 0,1 DéonndmL. Cette culture est incubée a 37°C sous agitdtBIMRPM,
MXVTXYj FH TXH VD GHQ¥Y¥LWpP  RSWLAXW DWMRXWEW XQH FRQF!
mM final, ce dernier permet la surexpression de la protéine recombinante dans la cellule
bactérienne. La culture est alors incubée a 20°C sousiagilsl80RPM pendant 12 heures.

Les cellules bactériennes sont ensuite récup@a¥ecentrifugation du milieu de culture 8@0

xg pendant 20 minuteg&llessont ensuite stockées20°C.

b. Purification des protéines recombinantes
Cette étape VG HUPHWWUH GYLVROHU OD SURWHLQWepdUs R PE L QD (
autres composargbactéries. Le culot bactérien est repris dans un tampon de lyse des bactéries
(30 P/ GH WDPSRQ GH O\WH SRXU XQ FXORMNDBPO B&/(I0OLHQ G 1 X
DO/mL). Cettesuspension bactérirava ensuite subir une lyse par ultrasons 4 fois 1 minutes
(avec un intervalle de 1 minutpsur éviter la surchauffex une amplitude de 50% et sur une
puissance de 6, en utilisant un appaBeihifier 250de che Branson Cela permet de casser les
PHPEUDQHY FHOOXOD EtAiASYOR EQVH U XOHD GBIBRW pLQH GILQWpU
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débits cellulaires se fait par une premiére étape de centrifugio0 RPM pendant 40

minutes a 4°C BReckman Coulter Aanti J-20XP centrifugeE /[H VXUQDJHDQW REW

FRPSRVp GIDFLGHV QX F.Ql pubff dnHriterdnt Gutboy EXR/MNp InGHEEY

0,0125% (v/v),qui est unpolymeére chimique chargé positivementl va permettre la

précipitation des acidesucléiques chargés négativement qui sont ensuite éliminés du

surnageant par centrifugation @QOORPM SHQGD QW PLQXWHYV j f& VXLYL (
—P /D SXULILFDWLRQ GH OD SURWpPLQH GqHisQdvgsUrW D p!

présnte sur la protéine, par la technique IMAQobilized Metal Affinity Chromatography

Elle consiste a utiliser une résine cok@ALON, Clontech qui HVW FRPSRVpH GTXQH |

sépharose sumquelleest greffé& le cobalt, qui va fixer fortement les cycles histidines de

OfpWLTXHWWH /H VXUQDJHDQW REWHQX DSUqVadoaWUDWLF

pendant 1 heure sur roue (R@M) a 4°C. Cette étape de fixation est répétée 3aes de la

résne neuveour chaque purification defacagpp SXLVHU OD SURWPLQH GTLQWpUTr

8Q WDPSRQ GIpOXWLRQ FRPSRVp GTXQH IRU VippliGuBsrF H QW U D

la résing(2 mL pour 400 pL de résineCe WDPSRQ YD SHWPAWVEUR VGHLp@EK H5 1 |

SDU FRPSpWLWLRQ DYHF OHV F\FOHV GYfKLVWLGLRQHV VXU

+LVWLGLQHYVY HVW SHUPLVH SDU OTDFWLRQ Goéus@gitdt@ri\PH 3Utl

8QH GLDO\VH HVW QpFHYIVLGIH MO HQH®TSO hPHQHHOGH OD SU

assurer un clivage efficace parla3O {pFKDQWLOORQ HVW GRQF SODFp GDt

assure les échanges, dans un volume de 3 aP4ur. finaliserle processus de purification,

O 1 p F KD €tanoedtré puis centrifugé a0D® x g pendant 5 minutes a 4°C, puis il est

LOQMHFWp VXU XQH FRORQQH GH FKURPDWRJUDSKLH GYH[FO

6 increase en fonction de la taille de la/les protéiesdes complexes purfier. Ces colonnes

sont pilotées paun systéeme AKTA Purifier/HV FRPSRVDQWV GH OfpFKDQWL

séparés selon leurs tadljglus un composé est grand plus il va sortir en premier de la colonne

(il estexclu ces pores de la matrice composanEIRORQQH 8Q GpELW GIpOXWLRC

appliqué Les SURWpPLQHYV VRQW GpWHFWpPHV JUKFH j XQ GpWHFW

une intensitée chaqueic surle chromatogramme. Les fractions sont collectées dans des tubes

(2 mL pour chaque fraicn) en sortie de colonne. Les fractions correspondantepiesiles

plus majoritaires dans le chromatogramme sont analysées pad?SBE10% ou 12,5% selon

la taille desprotéines analyser
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c. Latechnique de ceélution

Elle consiste aanalgg OD IRUPDWLRQ G9{XQ ifrRte 3uHe-Hefx(éualpd) T X H
purifications de protéines séparé&ms un tampon identiqguen mélange de deux (ou plus)

protéines est réaligé vitro a un ratioavec un des deux partenaires en ex€e&smeélange ¢s

laissé dans un tube pendant 2 heures minimum sur glaceilRgisconcentré grace a des
concentratew de typeAmicon® FKRLVL VHORQ OD WDLOOH GHV SURWp
FHQWULIXJDWLR Q 16600® § penddntbWhindt€sR@°C peHhWW GIpOLPLQHU
SRWHQWLHOV DJUpJDWV SURWPLTXHV IRUPpV DSUqV FRQFH
une colonne Superosdr&rease Les fractions récupérées en sortie de colonne sont analysées

sur SDSPAGE en fonction du profil chromatogrdpLTXH REWHQX 'DQV OH FDV C
composé que de deux protéines, si le profil du chromatogramme indique uniqguement deux pics
aux méme YRO XPHV @uUepchbaxud drfgux protéines seules sur cette colonne, cela
VLIQLILH TXTLO Q fon e SbDpexe Entt&IESRIBUY hartenaires. Si au contraire,

nous retrouvonsXQ VHXO SLF PDMRULWDLUH GRQW OH YROXPH Gt
YROXPHYV GTpOXWLRQ GHVY SURWpPLQHYVY VHXOHV FY{HVW TXTL
Lesfractions sous ce pic sont ensuite analysées sufFSIEE ou nous devongetrouve deux

bandes correspondantes aux deux protéB&QV OH FDV GH Compléxd PDWLRQ G

2.3.Etude biophysique des protéinegt complexes protéiques

a. IsothermalTitration Calorimetry (ITC)

ID WHFKQLTXH G fmés&retimeldbhbtarte@éldissociatifty) GTXQ FRENSOH[H
caractérisant ses parametres thermodynamigu@sOH UHSRVH VXU OD PHVXUH
FKDOHXU HQWUH OfpFKDQWdjO®R QRIW DAH. RQ OGHXQ TFRIP FHWN
partenaires, accompagn& 1 XQH DEVRUSWLRQ R RepxRelMIgdadigbatgdes- KD O H >
FRPSRVHQW EM:S D& :Bittdhle® a une chaleur identique et constaatellule de

réféerence ne contient X H G H Sa&npBrature est régulée de facon a la maintenir constante
Parrapporta la deuxieme cellulgui YD FRQWHQLU OYpFKDQWLOORQ Re DX
complexe. Les variatiande température isesl de la formation du complexe sodbnc
précisémenimesurés SDU O DS SDUHL Ce GrHlesRielR QarteQaiditithRt\&/'st

mis dans une seringue qui va injecter a intervalles constants le titrant sur le deuxiéme partenaire

qui se trouve dans la cellule de réaction. A chaque inje@idimjections de 6 pL espacées de

200 secondeshacung OYDSSDUHLO IRXUQL XQH pQHUJLH TXL SHUP
définis(25°C)HQ GpEXW GTBIFMM WOIFHQHUJILH IRXUQLH TXL HVW |
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/TDSSDUHLO XWCOdMeithoDal'® (GEr8althcarg /T p F KD plasddad® R Q

OD FHOOXOH HVW j XQH FRQFHQWUDWLRQ GH —0 HW OfpF
une concentration dix fois plédevée 400 uM. Le tampon des deux partenaires est identique

Il est composé de 10 mM HEPES pH 71%0 mM NaCl; 0,5 mM TCEP, 0,5 mM ADP; 5

mM MgCl..

b. Dynamique Light ScatterindDLS)

Un échantillonest placé sous un faisceau de lumiere qui est dévidgpaaturemémede
OTpFKDQWLOORQ luneéere ddgexdy deRaxaitertie@alparticule. En D&&uls les

rayons déviés a 90° sont observdsecuve en quartz est utilisée, elle présente des ouvertures

sur trois de ses faces (QS 3 nde chez Hellma avec un volume utile minimumldeplL).

Cette ted QLT XH QRXV UHQVHLJQH VXU OYKRPRJIpQpLWpP GH OTf
SDUWLFXOHYV SUpVHQWHYV Zet§sx& S\andseti«d (NaR) de Mawertl VW OH
Instruments 8QH pTXLOLEUDWLRQ GH RphphQoxéd, duia Gelrod §qriesK D Q W L C

de mesures, avec 12 meswhacungqui serontmoyennées.

c. Bio-Layer Interferometry(BLI)

&4t une technologie sans marquage permettant de mesurer les interactions biomoléculaires. Il
s'agit d'une technique d'analyseigpe qui analyse le motif d'interférence de la lumiéere blanche
réfléchie par deux surfacesne couche de protéine immobilisée sur la pointe du biocapteur et

une couche de référence interfieut changement dans le nombre de molécules liées a la pointe

du biocapteur provoque un changement dans le modéle d'interférence qui peut étre mesuré en
temps réelLa liaison entre un ligand immobilisé sur la surface de la pointe du biocapteur et un
analyte en solution produit une augmentation de |'épaisseur optigueointe du biocapteur,

ce qui entraine un décalage de longueur d'onde, qui est une mesure directe du changement
d'épaisseur de la couche biologique. Les interactions sont mesurées en temps réel, offrant la
possibilité de surveiller la spécificité daibon, les taux d'association et de dissociation, ou la
concentration, avec précision et exactitu8euks les molécules qui interagissent ou son
GLVVRFLpHVY GX ELRFDSWHXU SHXYHQW IDLUH YDULHU OH S
systtme Oet® /HV PROpPFXOHV QRQ OLpHV QYDIIHEMer@eMeSDYV OH
connAWUH OHV SDUDPgWUHYV Gd utlcidtiyupCahdl téchBifud \W Bt DL U H \
H[SpULPHQWp DX ODERUDWRLUH GY$UFKLWHE&WRMBHa HW )R Q
Marseille.Les échantillons ont tous été préparés au laboratoire IMOPA.
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2.4 Etude structurale par Cryo-microscopie électronique

L ®chantillon d complexe protéiqua été produit et purifié au laboratojrdans un systeme
bactérierk. coli, puis par ceélution des deux partenaires sur coloSuperose thcreasesur
un systeme AKTApurifier. /H WDPSRQ ILQDO GH OfpFKIOMAHOB,RQ HVW
150 mM NaCl; 1 mM TCEP; 1 % Glycérol 0,5 mM ADP et 5\M MgCl.. /f1DFTXLVLWLRQ G
données etelur analyse par crymicroscopie a été faite au laboratoire Teermo Fisher
Scientificau PaysBas Le complexe a été utilisé a une concentration de 1,14 mg/mL pour
généreiet cribler 12 grillewvia le Glacios Falon4 (Température 4°C, humidité 95%mps de
GTDEVRUSWLRQ j VHFRQGHV WHPSV & ™MOWWHQ®H BH OFEN
LPDJHV RQW pWp VpOHFWLRQQp K360 jmadgeineGrel t@s . ULRV
GYH[SRVLWLRQ grossidsehieRt QXA fois, taille des pixel 0,58).

2.5 Transformation des levures compétentes

8QH FXOWXUH HVW S U p&iuterhphaSstatvrinbire3l§ xrqddargel pn milieu

YPG, YPD ou en milieu sélectif YNB3 une DQoonn= 0,3.Nous hculonsla culture a 30°C

avec agitation de 188PM SHQGDQW KHXUHV NkbosnsdiveggleRHD; 8. Xed OD '2

cellules sont ensuite récupé&@ar centrifugation a 200RPMpendant 10 minutes, puis lavées

GDQV P [ Le §utbDdX cellles est récupéré une seconde fois par centrifugation et repris

dans 1 mL dACLITE (Acétate de Lithium 0.1M ; Tris/HCI 10 mM, pH 7,4 ; EDTA 1 mNgD

UL de cellules sont incubées 30 minutes a 30°C, avec environ 1 ug de plasmide, en présence de
—J G & §perme de saumon préalablement déndturédinutes a 96°C et de 300 pL

de PEG&4000. Un choc thermique de 10 minutes a 42°C est appliqué pour garantir la pénétration

du plasmide a travers les parois. Les cellules sont ensuite étalées sde Ipditiecontenant le

PLOLHX VPOHFWLI FRUUHVSRQGDQW DX PDUTXHXU GIDX[RW

26.6\VWgPH GTH[SUHVVLRQ DYHF XQ SURPRWHXU LQGXFWL

/IH VA\VWgPH FKRLVL SRXU Odedt[up bydtdhvelgRlagtE&RIQs@IeviseRe@tQ H O

un plasmide dont le genBCD1 D72A est placé soute promoteurGALL a expression
conditionnelle &H SODVPLGH SHUPHW OYH[SUHVVLRQ RX QRQ GX
source de carbone fournie dans le milieu de cultUfed Q ] \Galdctokinase est produite suite

j OfH[SUHVYVL®AQL daixfs laqgélbleLe promoteur de ce géne est soumis a une
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régulation négative par le répresseur Galdp qui emgdéadmetion GH Of$51 SRO\PpUDVEH
/ITDMRXW G ldvekle @it deBuM U YPG, permet de lever la répression impapér

le Gal4p sur le promote@ALlet doncO L E g@xpies€iofh du géne soisaupromoteutGALL

Dans le cadre deotre constructionL O VduR&rieWui exprimia protéine Bcdl D72AAvec

la présencealglucose dans le milieu de cultt¥BD, le promoteuGAL1est bloqué par Gal4dp

etle geneBCD1 ' $ Q fHVwan& it es souches transformées par le plasmide pFA6a

GAL 3HA BCD1 D72A ont dans un premier tempé @tltivées dans un milieu YPD pour une
pré-culture etensuiteune culture minimum permettant la croissance des celRUéesle milieu

GH FXOWXUH HVW UHPSODFp SDU GX <3* TXL SHUPHW OfH][?
GHX[ KHXUHV VHXOHPHQW MW ¥ Rl Dad/ CelilsGBent ehsdt®@ H ' 2
centrifugés a2 500RPM pendant 10 minutes et stockée8@°C aprés un passage rapide dans

GH OYD]RWH OLTXLGH

27.3UpSDUDWLRQ GH OfH[WUDLW FHOOXODLUH WRWDO GH

Des cellules de levures conservée8@C sont décongelées (40 a 60tés deDOsoonn{mL).

Les parois cellulaires sordimpuesGDQV XQ SUHPLHU WHPSV SDU OfDMRXW
lyse complémenté par d® 7 D Q W LIXURhevhpd3dientific ainsi que 300 pL de billes en

verres (Sigma) j VpULHV G{DJuw ®30 HRQt eX§cxu€elsurRih §yitateur a

bras mécanique (Retsch MM400), espacées par 1 minute sur glace. Une entaille a la base du
WXEH HVW HIIHFWXpH SRXU SHUPHWWUH OD UpFXSpUDWLR
000x g et a 4°C. Un deage du surnageant par le kit Bradfild K H 4 XLFN 6WDUWE %U
protein assayBiorad) permet de quantifier les protéines préseniag. extrait protéique est

gardé sur la glace ou stocké8D°C pendant une semaine maximum, aprés un bref passage

dans deOYD]RWH OLTXLGH

28. ([ WUDFWLRQ GT1$51 WRWDX[ GH OHYXUH
Des cellules de levure conservée8@°C sont décongelées (20ités deDOgoonn/mL). Elles
VRQW UHSULVHV GDQV —/ GH WDPSRQ GYH[WUDFWLRQ G
verre (Sigma). Lecellules sont broyées par agitatemec | VpULHV G{DJLWDWLRQ (
j +] 5HWVFK 00 HVSDFpHV GI1XQ SDVVDJH GITXQH PLQX
SKpQRO FKORURIRUPH DOFRRO LVRDP\pOLTXH illon DLQ\
est ensuite passé au vortex pendant une minute puis centrifugé 5 minu@30x 46 Seul le

surnageant est soigneusement récupéré dameuveau tube, auquel est ajouté 400 pL du
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mélange chloroforme/alcool isoamyélique (24:€t)e tout estcentrifugé une nouvelle fqis

minutes a 16000 x g. Dans un premier temps, les acides nucléiguesutnageant sont
SUpFLSLWpV SDU OTDMRXW & identrifug&Xalciaque émfiW B Q YR®Yr W U
UHSULV GDQV ultrapyreé G 18H'D XKENsWe éliminé par ajout de DNase | RQ1
(Promega (3 UE)pendanB0 minutes a 30°C. Une précipitation au phénol/chloroformeesuivi
GIXQH SUpFLSLWDWLRQ j O18,@iRIR@cup&€) s ARD RoxayxtBns Up D C
GH OfHDX X O Wodasspérlshindilote SpRcraghotométde,sonmavecle nanodrop

2000c Thermoscientifik

2.9.Méthodesde détection des protéines et des ARNs

a. Stratégie deWestern Blot

8QH IRLVY OfH[WUDLW SURWPpPLTXH REWHQX LO BMa& HQVXL
méthode du Qub{Qubit Protein Assay, Thermoscientjfiasée sur le principe de détection de

faible quantité de protéine par fluorescenoe,par le dosage de Bradforil.sera ensuite
dénatur@ans un tamponT¢is-HCI 80 mM, pH 68 ; SDS 3% DTT 100mM ; Glycérol 10%,

Bleu de bromophénol,0%) pendant 5 minuteguis il analysé paSDSPAGE (Biorad, ou

Hoefer SE400)Une fois la migration des protéinssr le gelterminée, elles sont transférées

sur une membrane de Nitrocellulo&drad) grace a un courant électriqael00 Vgénéré par

O D SSDUH L Bld (Biptadydams @rvtampon de transf€fris 7,57g/L ; Glycinel,35

g/L ; Ethanol20%), pendant 1 heure. Un tampon de bloclgst 5% ; PBS 1X ; Tweei20

0,1%) est ensuite appliquéla membraneous une agitation pendant 45 minutés tampon

est essentiellementomposé de protéines de lait qui vont se fixer a la membrane et ainsi
occupeées les sites non spécifiques et les exala révélation des protéines étudiées sur la
membrane RPPHQFH SDU OTK\EULGDWLRQ GTXQ DQWLFRUSV SUL
&HW DQWLFRUSY HVW GLOXp (BRI :XvEek20®BR BSE FK\EULGD\
La membrane est lavée 3 fois pendant 15 minutes avec un tampon de(REade ;Tween

20 0,1%) En fonction de la protéine @véler L O D U U L ‘riicofps fs&oQndaire soit
nécessairel O HVW DORUV LQFXEp DYHF OD PHPEUDQH GH OD Pr
avant de rincer a nouveau cette derniere 3 fois pendant 15 minulest@apon de ringage.

Une révélation par chimioluminescence par le kit ECIGE(Healthcare SHUPHW GYLGHQW
les protéinesGILQWXUr@wD PHPEUDQH SDU OfXWLORSMBORQ GX V
(Vilmer Lourbat)
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b. RT-PCR

1—J GY%$51 WROYBXEHDWHF — GTGIDPNW) R&hE th BR©e de 10 pl

G 1 Hubrapurea 70°C pendant 5 minutesfpFKDQWLOORQ HVW UHIURLGL VXL
200 unités de la rétrotranscriptaseMiLlV (Moloney Murine Leukemia VirigPromega avec
sontaBPSRQ VXLYL GYXQH LQFXEDWLRQ—IH®TTOPRW FHIVHXWIB Q@ G O
DMRXWpHV |j —O0 DYDQW d¥3D rRinEt€s . 16°TL 8D MnEtBsVi URQ et 5

minutes a 85°C et ensui® 1 H Q V H ReftciiHh 47 @ péndant 5 minutes.

c. PCR quantitative

8QH FRXUEH VWDQGDUG UHODWLYH HVstéaXiskds@lle\eptH SR XU
composée de 6 pointe® gamme testés enplicat UHJURXSDQW OfHQVHPEOH GHV
conditions expérimentales étudiées) dilué avec un facteurde I/ f{DPSOLILFDWLRQ HV\
grace a l&BupermixTaq Universal SYBER GregBiorad), a laquelle est ajoutée les amorces

PCR a une concentration fianle de 0,5 uM dans un volume final de 10 fIK\EULGDWLRQ G
amorces est faite a 59°C avec 40 cydass un thermocycleukpplied Biosystem StepQne
/IYDPSOLILFDWLRQ GH FKDTXH SRLQW H[SpPpULPHQWDO GY$'1F

2.10. OpWKRGHV Gfdzqriplexeg protéiques et ARIgrotéines

a. Méthode de ceimmunoprécipitation

Les protéines contenues ddnO f{H[WUDLW FHOOXODLUH WRWDO GH OHY X
ELOOHYV GpFRUpHV G 9 B€owla EiIRdJaSnmursprécipiterT diffénénts types de
billes ont été utiliséesDes billes IgG6HSKDURVH *( +HDOWKFDUlesSRXU O
billes anttiFLAG-0 $JDURVH 6LJPD SRXU O Y pWilagnetiqieéprotéind $* GHYV
G (Invitrogen)sur lesquelles sont fixés des anticorps $ 5RFKH SRXU OfpWLTXHW
chacune des immunoprécipitations 40 puL de billes sont utiliséss Bont lavées 3 fois
SHQGDQW PLQXWHV GDQV OH WDPSRQ GH O\WH FHOOXODL
les billes (50 j —J GH SURWPLQHYV GsHr rougt ACLpBridavit Z eGr€sX O D L U
Les billes sont ensuite lavées 3sfaivec le tampon de lysé sont directement additionnées de

—/ GH EOHX GH SURWPpPLQH ; 8Q YROXPH GYpFKDQWLOOR
enprélevant 105 X YROXPH DMRXWpH VX Un@uti getn@t@elwsualiser UH S U p
OfHQVHPEOH GHV SURWpPLQHY FRQWHQXHV GDQV OfH[WUDL
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GpQDWXUpV j f& SHQGDQW PLQXWHV-PREDRW6PDNEWUH Gy
analysés pawesternBlot.

b. Méthode GTLPPXQRSUpPFLSLWIPWWLRQ G1$51

$ILQ GIYDQDO\WHU OHV $51 DVVRFLpV DX[ SURWPLQHV LPPXC
PLVH HQ FRQWDFW DYHF OfH[WUDLW FHOOXODLUH WRWDO °
de ce chapitre), sont lavé8sfois pendant 15 minutes, et incubées avec le tampon de lyse
contenant 150 ug de protéinase K (Roche) pendant 30 minutes. Cela permet de dégrader les
protéines immunoprécipitées par les billes et de libérer les acides nucléiques associés. Un
échantilon QS XW HVW SUpSDUp j SDUWLU GH GIH[WUDLW FHC
nucléiques est réalisée dans un premier temps par phénol/chloroforme/alcool isoamyélique,
puis par chloroforme/alcool isoamyélique. Le surnageant est récupéré et additéoff L
GIDFpWDWH GH VRGLXP O —/ GH *O\FREOXH ,QYLWURJ
échantillons sont incubés une nuit ou deux heures minimt20°&€. Une centrifugation des
échantillons a 16000 g pendant 45 minutes a 4°C permet de précipiteidies nucléiques qui
VRQW HQVXLWH ODYpV SDU GIpWKDQRO /H FXORW GYDF
—/ GTHDX $ILQ GTpOLPLQHU Of$'l GHV pFKDQWLOORQV >
rajoutant 3 unités de DNase RQ1 (Promega) dansasopan a 37°C pendant 30 minutes. La
UpDFWLRQ HVW HQVXLWH DUUrWpH HQ DMXWDQW OH WDPSR
PLQXWHV j f& /HV $51 GYLQW pUrWPCR @alf pere\2)8bwtH D QD (
2.8.c de ce chapitre).
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Résultats et Discussion

Chapitrel /H IDFWHXU GYDVVHPEODJH %FG S HVW XQ
ATPasique Rvbl/Rvb2chez la levure

1. Etude du complexe formé entre Rvb1/Rvb2 et Bcd1p
1.1.LYfpWDW R O LdliRdMmplexe R¥H/Rvb2 varie selon son état nucléotidique

La purification du complexe ATPasique Rvb1/Rvb2 de levure a été faite de fagon recombinante
dans un systéme bactériencoli HQ XWLOLVDQW XQ YHFWHXU GYH[SUHVV
concaténatio des deux séquence codants, avec une étiquette 6xHistidines position N

terminalesur la protéine Rvhelle-ci permettra la purificatioptelle seia ensuite retirée grace

a un site de coupure ageotéasé’reScission (3CV LW Xp HOQWUH OfpWLTXHWWH HYV
La coexpression simultanée de ces deux ATPases permeetaunstitution directementans

E. coli, conduisantraisonnablement un assembldgel avec un établigomériquele plus

proche decelui observeiin vivodans les cellules de levure.

Nous avons dans un premier temps purifié le complexe sans nucléegicdein tamponlQ

mM HEPES KOH pH 7,5 150 mM NaCl; 1 mM DTT; 1 % Glycérg). /TDQDO\VH- SDU 6'6
PAGE dedractions issues dekfférentes étapede purificationestillustréedans ldfigure 26A

Rvb1l correspond a la bande du dessus avant coupure a laa3€ lednde du dessoapres
coupure(derniere piste sur la droitellous avongnsuiteanalyséle compexe Rvb1l/Rvbzn
FKURPDWRJUDSKLH GYH[FOXVLRQ inérelas@abalyHLe pRORQQH V
chromatographiquéFigure 26B)indique la présenceiXQH IRUPH PDMRULWDLUH T
la colonne (\{= 12,60 mL), suive de deux autres pics de faibles intensités<£\15,66 mL et

V3=17,21 mL)L D Q D Odeg HadBdts sur SDBAGE 10% confirme bien la présence des

deux protéines Rvbl et RviiRractions 12e17 pour le pic majoritaire)en référence a la courbe

étalon dela colonne utiliségFigure 26C) nous avons pu déduire la masse moléculaire
approximativementle chaqueopulation protéiqu@résentesous ces picfa précision de la

masse moléculaire prédite par la courbe étalon dépend de la forme de la protéele phis

globulaire plus sa masse moléculaire prédite par la courbe étalon se rappreaheakse
moléculaire réelle) /fTHVSqFH P DaM\R daridspdnt . urhétérododécamerele

Rvb1/Rvb2 Le second pic du chromatogramme correspond a la fdimériguedes Rvb
(Rvbl/Rvbl, Rvb1l/Rvb2 ou Rvb2/RvbZJractions 21 et 22)Enfin, le troisieme pic
FRUUHVSRQG j OTpOXWLRQ GHV SU Rt@esleVenMudistto@ainamss D W L R

de puification. Un pic est également présent en début du chromatogramme (Vi = 7,46 mL)
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Figure26 3 XULILFDWLRQ GX FRPSOH[H 5YE 5YE UHFRPELQDQ
(A) Analyse par SDSAGE 10% des étapes de purificatianabmplexeRvb1/Rvb2. MT: Marqueur

de Taille, Sa Sonicat, Sso Surnageant de sonication, CsGulot de sonication, FixFixation sur

résine TALON, E Elution, 3C: coupure a la protéase PreSasasBC.(B) Chromatogramme des
IUDFWLRQV GfpOXWLRQ GH 5YE 5YE VXU XQihtréaBeplRté€e@ddt GIH[FO
un systeme AKTApurifier : P: Pic, Vo: volume mort de la colonne, Yivolume total de la colonne.

Les fractions des picprincipaux en sortie de colonne ont été analysées suPB8BE 10% (droite)

Inj : Injection.(C) Courbe étalon de la colonne superosecBeasereprésentant la masse moléculaire

HQ IRQFWLRQ GHV YROXPHV GYpOXWLRQ Ve GbleduKLRS ptdduis &R WpLQH
purification sont représentés sur la courbe et le tableau en jaune.
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FRUUHVSRQG DX YROXPH PRUW GH OD FRORQQH DYHF OfpO
poids moléculaire exclus par la colonne (Figure 26B).

Etant doiné la grande diversité de conformations quaternaires du complexe Rvb1/Rvb2 selon

les conditions de sa purification, nous avons testé sa purification avec des tampons différents,
FRQWHQDQWXGGHOWE BEIHEPESKOH pH 7,5; 150 mM NaCl, 1 mMDTT ;

1 % Glycérol; 0.5 mM ADP/ ATP ; 5 mM MgCk). Les deux chromatogrammes (ADP/ATP)

sont relativement identiquggigures 27A et B). Leuranayse LQGLTXH OD SUpVHQFH
majoritaire(V1= 13,84 mL S R XADR2fV1 | PSR XATPPi VIHVW @s&ODFp
droite du chromatogramme, comparé a celui obtenu pour la condition sans nu¢igtide

26B). Les fractions collectées soussadeuxpics ont également été analysées sur S&GE

10% (Figure27C). Nous constatonia présence des de partenaires protéiqués/bl et Rvb2

avec une intensité égalegfractions 1718 en ADP et les fractions 167 en ATB. /TpOXWLRQ
plustardive &sRvb1l/Rvb2dans ces deux conditorSRPSDUpHYV j] OfpOXWLRQ VDC
dans le tampoast synonyme § XQ FRPSOH[H GH SRLGV .BF8@mpacbP LUH SO
étalon de la colonne utilisé@igure 27D) nous avons pu déduire un poids moléculaire
approximatifsHQ IDYHXU GYXQ FRPSOH[H KpWpURKH[DPqQULTXH 5
RX GTPad cec¥ OD GLIIpUHQFH GH YROXPH GYpOXWLRQ VH
différente.

1RXV DYRQV FRQVWDWp TXH VHORQ OfDMRXW RX QRQ GH Q
structure quaternaire du complexe Rvbl/Rvb2 était affectée entre hétérohexaneérique
hétérododécamerique. Ces résultats sont en accords avec les données bibliographiques qui
indiguent que la conformation oligomérique de ce complexe est trés labile. Elle varie selon le
nucléotide ajouté lors de sa purification mais également selomténaize protéique (Zhou et

al., 2017 ; Tian et al., 2017 ; Lakomek et al., 2019)DQDO\VH GX FRPSOH[H 5YE 5
en Diffusion Statique de la Lumiérd(S) montre un profil homogénavec um population

dont lamesuremoyennedu diamétrehydrodynamige (Z-Averagé est del6,46 nm +/- 5,7

(Figure 3B, pic 1) avec un indice de polydispersfaéble a0,216.

Nous avons ensuite VOUUFRQQDVWUH OD V&mplée RRARWbPeH sE3.X
interagissaitdirectementavecdes moléculesGADP. Pour celaune analyse par spectrométrie

de masse native a été réalipée le Dr Evoléene Deslignieaa laboratoe despectrométrigle

masse bierganiquea StrasbourgFigure 29) Le profl FKURPDWRJUDSKLTXH GH O
aprés passage sur une mMdkdR ORQ QH G T H [ F e&velé BRIV H 10MDlO @ H

11,56 mL et Ves= 1225 mL. / 1 D Q Dgan spctrométrie de masse native de chaque pic est
représentéaveclestrois spectresle dessous dartes figure 29(Intensigé relative en fonction
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Figure 27: Purification du complexe Rvb1/Rvb2 en présence de nucléotides (ADP/ATP)
dans letampon. (A) 8§ KURPDWRJUDPPH GX FRPSOH[H 5YE 5YE HQ SUpVH
le tampon de filtration sur gel en colonne superose@asepilotée par ursysteme AKTApurifier.
P: Pic, Vo: Volume mort de la colonne, Vtvolume total de la colonn¢B) Chromabgramme du
FRPSOH[H 5YE 5YE HQ SUpVHQFH G7%$73 PO GDQV OH WDPS
superose @creasesur systeme AKTAurifier. P: Pic, Vo: Volume mort de la colonne, Vivolume
total de la colonngC) Analyse palSDSPAGE 10% @s fractiongles deux picen sortie de colonne,

HW SRXU O71$73 HW . (DI Wourbe ERI¥AIJeAd] &l18nne superosadiease
UHSUpVHQWDQW OD PDVVH PROpFXODLUH HQ IRQFWLRQ GHV YRO
représentés sur la courbe et le tableau en jaune.
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Figure 28: Analyses biophysiques du complexe Rvb1/Rvb2 + ADP.

Résultats dda Diffusion Statique de la LumierdDynamic Light ScatterindLS) sur le complexe

Rvb1l/Rvb2 +ADP. La valeur de-Everage correspond au diamétre moyen des particules en solution.

Le PAFHVW OfLQGLFH GH SRO\GLVSHUVLWp HW pYDOXH OD SXUHW
OfpFKDQWLOORQ HQ VROXWLRQ HVW PRQRGLVSHUVH XQH VHXO
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Figure 29: Analyse du complexe Rvb1/Rvb2 purifieenpJ pVHQFH G71$'3 SDU VSHFW
de masse native

&KURPDWRJUDPPH GX FRPSOH[H VXU FRORQ QWateesthiddty; ukivVLR Q GH
GTXQH DQDO\VH GHV SLFV | SbDU VSHFWURPpWULH GH PDVVH
complexe RYE 5YE /IDQDO\WH GH VRQ HQYHORSSH GH FKDUJH UpYq
GHX|[ SRSXODW L Rs@lah 16 fafnHrERI@ mpblddWes de nucléot{des ADP/ + 6 ADP). Les

pics 1 et 3 correspondent respectivement a des monomeres de Rvbl dtdegrd@nomeéres avec des
hétérodimeres Rvb1l/Rvb2fDSUqV OHV UpVXOWDWY REWHQXV DX /60%2 j 6W
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de la masse sur la chargem# »). Le pic 1 correspond a des molécules de grandes tailles
DJUpJDWYV 6RQ VSHFWUH LQ G Lemé¢mt desiaplorotéihes RMBIPISIRV p H

PROpFXOHV GT$'3 HW 5YE /IH VSHFWUH GX SLF FRUUHVSR

3Rvb1/3Rvb2 avec deux populations distincké® IRQFWLRQ GX QRPEUH GH PR

MXVTXYT] RX PROpFXOHV BAOP 8t 3 R#1/B RvbB/ADP). Le spectre

GX SLF UHSUpVHQWH GHV IRUPHVY KpWpURGLPpPULTXHYV 5YE

que des protéines libres Rvbl et Rvl2 résultat confirme bien farésence de molécules

G 1 $ 'Botentiellemendans le site actif de Rvbl et Rvb2 apres leur purification de fagon

recombinante chez Eoli. Le complexeRvb1/Rvb2 étudi€omprend | PROpRROB.HV GT

/ 1 D Q Dgan $pidctrométrie de masse natiltecomplexe Rvb1/Rvb2 purifié en absemlee

nucléotide n'a malheureusement pas pu aboutir. Cela est essentiellement diraade

instabilitéin vitro (agrégatioha des concentrations supériesat 35 pMtestéesau laboratoire

1.2.Reconstitution du complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp

1.2.1. Co-élution sans nucléotide

'‘DQV OH ErestngdtfitloqnHitro du complexe Rvbl/Rvb2/Bcdlp, nous avons dans un

premier tempspurifié les partenaires protéiqueéparémentle complexeRvb1Rvb2 sans

nucléotidg(20 mM Hépes pH 7,5150 mM NaCl; 0,5 mM TCEP, 1% Glycérol) et Bcd1p (20

mM Hépes pH 7,5150 mM NacCl; 0,5 mM TCEP), puis nous les avons mélanggssun

ratio 1 : 6 respectivement, et concenpésultrafiltration parcentrifugationsurmembranele

concentration $PLFRQ N'D OHUFNOLOOLSRUH /IpFKDQWLOORQ

purification (AKTA purifier, GE Healthcare) connectée a une colonne Superose 6 analytique

(10/300increase GE Healthcare)Cete derniereva permettre de séparer les protéines et

FRPSOH[HV SURWpPLTXHV FRQWH Quéd/urGond@weQd] geFdeIDi @aV L O O R (

leurs poids moléculaire(chromatographies { H[ F O X V L RL@ p&fil dwdbrbi@afgramme

obtenu poute mélangerRvbl,Rvb2 et Bcd1lgen bley Figure 30A) comprend deux pics dont

OHV YROXPHV GYpOIZWW MR & V~V/IBZDWL. Une analyse des fractions sous

ces deux pics a été faite sur un gel SEXSGE 12,5% (Figure 30B).e pic P1 (Fractions 12,

13et1l4) HSUpVHQWH OTpOXWLRQ GX FRPSOH[H 5YE 5YE VHXC
HW FRUUHVSRQG | OfpO« WusR& su@erpositiebnGdes prdfilxX O

chromatographiques de Bcdlp sedrf) et Rvb1l/Rvb2 rosg de la figure 26Figure 30A

confrme TXH OH YROXPEXGIpTRWURE@SRQG DX YROXPH GYfpO>

hétérododécameriqirvbl/Rvb2 seutt OH YROXPH GTpOXWLRQ GH 3 HVW VI
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Figure 30: $QDO\VH luGoH dO® $emplexe Rvbl/Rvb2 et la protéine Bcdl sans
nucléotide.

(A) Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondanzO H X OupOXWHIRQ GX FF
mélangeRvb1/Rvb2 et Bcdlp sur colonne superosgéeaseP : Pic, Vo: volume mort de laolonne,

Vi . YROXPH WRWDO GH OD FRORQQH 9HUW OfpOXWLRQ GH %FG
complexe Rvb1/Rvb2 seul sur la méme colotifigure 26) (B) Le gel SDSPAGE 12,5% correspond

j OTDQDO\VH GHV IUDFWLRQ NpO QI WdRRFREI/RsH2 6t BoOIR W g H

Injection sur colonne.
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%FG S OLEUH &H UpVXOWDW LQGLTXH FODLUHPHQW TXH Q
entre Rvb1/Rvb2 et Bcd1lp dans ces conditions expérimentales. Nous nous stamaedés

si cette interaction ne nécessitait pas une conformation particuliere du complexe Rvb1/Rvb2
SRXU TXTHOOH SXLVVH r WUH pWDEOLH RX HW OD SUpVHQFH

1.22. Co-pOXWLRQ HQ SUpVHQFH GT1$'3 RX GT1%$73

La reconstitutionin vitro du complexe Rvb1l/Rvb26 FG  \WHikt\pdursuivie par une
optimisation des conditions expérimentaltssSO XV SUpFLVpPHQW SDU XQ DMRX
dans les tampons de purification des partenaires protéiques mais aussi lors delimrco
sur colonne /L Q W H U D F WiheR Qontblddues huRaing&CD1 et RUVA.1/RUVBLZ2,
D HQ HIIHW pWp LGHQWLILpH H[FOXVLY lg& BENWullHvnS UpV H Q|
(McKeegan et al., 2007)
Lespurifications de Rvb1/Rvb2 et Bcdlpnt étéfaites séparément dans un tamp@® mM
Hépes pH 7,5 150 mM NaCl; 0,5 mM TCEP, 1% Glycérol0,5 mM ADP ou ATP, 5 mM
MgCl2). Comme pour la premiére condition de reconstitution du complexe, les deux partenaires
Bcdlp et Rvb1l/Rvb2 ont été mélangés a un rati® fespectivemengt concentrésia des
systéemesl T X O W U D par Gewiriflubatiob(Rrgicon 30 kDa, MerciMillipore). /TpFKDQWLOOR
a été injecté sur une chaine de purification (AKgukifier, GE Healthcare) connectée a une
colonne Superose 6 analytique (10/30€rease GE Healthcare)/ 1 D Q D @3 WetxBofils
chromatographiqueobtenws (bleu) HQ S U p V H Qdams I&t§repén (FigureB1L RX G1$73
(Figure 31B)montre deux pics pour chacune des deux conditions testées 3 HW 3 31
/IHV YROXPHV GdunEx&bidreQle\giRiia&r ADP ou en ATPEN fonction de la
courbe de calibration de la colontey SUHPLHUV SdoFRé&sp8ndidigwt & ufie forme
dodécamérique des RvIRWb2. Nous remarquons en effet un décalage vers la gauche des pics
3 HW 317 EOHX DYHF XQ YRQ@XPH,GE IDOXNWd R 13,8 FRXUW
par rapport aux ROXPHY GIpOXWLRQ GX FRPSOH[H 5YE 5YE VHXC
(Figure31).Pour rappel, les RvbRIb2 libres en présence de nucléotides sont majoritairement
sous formehexameriqugFigure 27)./fDQDO\VH GHV IUDFWLRQYAGRXV FHV
12,3% a droite de chaque chromatogramme) montre la présence de deux bandespcar le
PLHW 37 TXL FRUUnd3ss¢SRa@culieNeRMILRvb2 et Bcdlples pics P2 et
31 FRUUHVSRQGHQW j OTpOXWLRIes Rvitl €D R¥bRFgV liggHeo FG S
complexg(Figure 31) Ces résultatsdiquentla co-élutiondes Rvb1/Rvb2 etleBcdlp et donc
la IRUPDWLRQ GYTXQ FRPSOH[H ®W HREBEWILREQ lScbhplexe
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Figure 31: Co-élution du complexeentre Rvb1/Rvb2 et Bcd1lp en présence de

nucléotides dans le tampon de purification (ADP/ATP).

Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondaBied, la ceélution du complexe

Rvb1/Rvb2 et Bcdlp sur colonne superosadtease,P: Pic, Vo: volume mort de la colonne, Vt
YROXPH WRWDO GH OD FRORQQH 9Hrémeé caofipesd HansL IBsQnéges % FG S
conditons 5RVH OfpOXWLRQ GX FRPSOH[H 5YE ¢éb4dhs IdsHDEDesy XU OD
conditions (A) ADP, (B) ATP. Les gels SDS3 $ * ( FRUUHVSRQGHQW j Gi$®QDO\VH
deux pics majoritairesn sortie @ colonne de la eélution de Rvb1/Rvb2 et Bcdlp (Bleu), tripjection

sur colonng(C) 5pVXOWDWY GH O1DQDO\V Hd»@ULxByVefieRtiee SUX Hd platdfornieD Q G H V
SURWPRPLTXH GH O 180Da@. 86 ,%6
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Rvb1/Rvb2 est donc dépendante dSI& pVHQFH G $'3 RX G1$73 FHUWDLQHP
DEWLIV ,0 HVW j QRWHU TXH OY1$73 iN fito, Gréhie @n YaddiicB R Q W D Q
$73 FHOD SRXUUDLW rWUH OY%$'3 TXL VHUDLW PRWHXU GH O
les bandes de gel SEFFAGE qui correspondent aux masses moléculaires des deux partenaires

: «a» et «b» de la fraction 12 en cdition +ADP par spectrométrie de masse MS/MS (analyse
protéomique) au laboratoire IMOPA. Nous retrouvbien la présencenajoritairedes trois

protéines Rvbl (702% de couverturg Rvb2 (546% de couverturgsous la méme banat

Bcdlp (462% de couventre) (Figure31C).

&RPPH FLWp SOXV KDXW GDQV OH FKD SdéjEdieHdentfieQparU R G X F V
RMN au laboratoire par B. Bragantini, entre le doigt & zinc de Bcd1p de levure et le complexe
orthologue RUVBLIRUVBL2 humain. Il a égalemenité montré que les domaines doigt a

zinc de Hitlp et Bcdlp sont fortement similairés) effet, s expériences menées au
laboratoireont montré que la protéine chimérique ZHi,-Bcdlpesss est fonctionnelle chez

la levure(Bragantini et al., 2016Nous avons donc voulu testtte domain&HDHit1p interagit

lui aussiavec le complexe Rvb1/Rvba vitro. Une ceélution entre Hitlp et Rvb1/Rvb2 en
SUpVHQFH GT%$'3 Gad@ vealisedPaubdelgHRt(p a été cepurifiée en complexe

avec le fragment de Rsakps7s qui assureaa stabilitén vitro. Les deux partenaires Rvb1/Rvb2

et Rsalpsi375/Hitlp ont été mélangés a un ratia & respectivement, et concentréa des

V\V W g P H Wtr&ifiiKpgansebiiifugation (Amicolk N'D OHUFNOLOOLSRUH /MpkF
a été injecté sur une chaine de purification (AKgkifier, GE Healthcare) connectée a une

colonne Superose 6 analytique (10/8@ease GE Healthcare).e profil chromatographique

obtenu (bleu) (Figure 32A9st composé de deux pics P1 ave¢\13,87 mL et P2 avec W=

1742 mL. /TDQDO\VH GHV IUDFWLRQV VR X-PAGHLO &b dBuxHW 3 V
bandes qui migrent aux poids moléculaires de Rvbl et Rvb2 pour P1 (Fractions 13 et 14) et
deux bandes qui migrent aux poids moléculaires de Rgaiget Hitlp pour P2 (Frans 25

et 26) (Figure 32B)& H UpV X O W D WQHMEp&sLJE XelutibiX &t ld@hc pas de formation

de complexe entre Rvb1l/Rvb2 et Rsalps +LW S HQ SUpVHQFH GY&%3 GDQV
domaine en doigt a zincensembledonc pas suffisant a lui seubyr établir une interaction

stable avec le complexe Rvb1l/Rvb2D FRQWULEXWLRQ GIDXWUHY DFLGHYV |
DXWUH UpJLRQ GH %FG S VHUDLW GRQF QpFHVVDLUH SRX!
Bcdlp.os (porteur du domaine doigt a zinc en régionteNminale 1-45) a été décrit
précédemment dans les travaux de D. Tiotu comme fragment minimum nécessaire pour la
fonction de Bcdlp chez la levuré est probable que la région Becddgs soitimportantepour

ID VWDELOLVDWLRQ GH OfLQWH U DreVdultre Qoddiltlw YaraitigqheG S HW
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OJLQWHUDFWLRQ GH fevhinage @eYHitFp DiBseyBremianierg stérique,
OTLQWHUDFW L-R@ir@le dOHit1H BVedes RvidL/2.

1.2.3. Caractérisation biophysique du complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp
a. Diffusion dynamique de la lumiere Dynamique Light ScatteringDLS)

Le complexe formé&ntreRvb1/Rvb2etBcdlp en ADP a été analysé par DLS (Figure 33A) et
comparé avec le profil DLS du complexe Rvb1/RVib2e toujours en ADRFigure 28). La

distribution de taille montre un profil homogéne quasiment monodisperse avec une population
dont la taille moyenne dlGLDPgWUH K\GURG\QDPLTXH SLF HVW GF
SRO\GLVSHUVLWp GH OTpFKDQWLOORQ HVW GH 2Q QR\
(Diamétrenburww= 15,46 nm et Diametkoi/rvb2/Bedip QP &HOD SHXW V{H[SO
O 1 la@vhHde plusieurs molécules de Bcdlp sur le complexe Rvbl1l/Rvb2 mais plus
YUDLVHPEODEOHPHQW SDU XQ FKDQJHPHQW FRQIRUPDWLR

LPSRUWDQW 'fDSUqV OHV UpVXOWDWY GH ILOW UDWVMRDQVYV X
hexamérique a dodécamérique des Rvb1/2.

b. Titration calorimétrique isotherme (ITC)

/IDIILQLWp DLQVL TXH OHV SDUDPgWUHV WKHUPRG\QDPLT
5YE 5YE HW OD SURWPLQH %FG SXULILpHYV téldgterime¥ HQ FH C
SDU ,7& VXU ONDSSD 0K 8 06 9,36/ P RKID QowesfwaBQacomplexe

5YE 5YE D pWp GpSRVp GDQV OD FHOOXOH GHawe@TDSSDU
OfpFKDQWLOORQ GH OD SURWPLQH % F @urifiéssYns Y EmeD LQV L
tampon 20 mM Hépes pH 7,850 mM NaCl; 0,5 mM TCEP, 1% Glycérol, 0,5 mM ADP;

5mMMgCh DILQ GIfpYLWHU WRXWH YDULDWLRQ WKHUPRG\QDF
rWUH G€ DX WDPSRQ /H UpVXOWDW mig@rivairel (OG28HIM) | L QL W
(Figure 33B), avec un nombre de sites (N) proche de 2. Cela signifie que nous aurions
probablement deux protéines Bcdl1 qui interagissent avec un-eétépexede Rvb1l/Rvb2.

a6 HW 0+ VRQW GHV SDUDPgWUHBWILRIQUBREB QQ\DPR.S XHH VH \@ |
UHVSHFWLYHPHQW /D Y DU Lde Woirérr€acGoBigriigVga®ro & lsbm@gsJ D W L Y
HQ SUpVHQFH GIXQH U pbfiraVcesRécultaf R RVAHWPIHTEHHQ OD IRUPD
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Figure 32: Analyse de la co-élution du complexe Rvb1l/Rvb2 et Rsalpis7s/Hitlp en

présence de nucléotide (ADP) dans le tampon de purification.

(A) Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondan#@OHX OfpOXWLRQ GHYV
Rvb1/Rvb2 eRsalpsiszd/Hitlp sur cdonne superose BicreaseP 3LF 9HUW Rs@pRAXWLRQ G
srdHitlp VHXO VXU OD PrPH FRORQQH 5RVH OfpOXWLRQ GX FRPSOH
dans les mémes conditior(&) Les gels SDS3 $ * ( FRUUHVSRQGHQW j OfDQDO\VH
VRUWLH GH FRORQQH GH O RpadpMy-IHRID (Bled), Iriy: Ehje&tigrEsurtdMonGe
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Figure 33: Le complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp se formm vitro HQ SUpVHQFH G1$'3

(A) Résultats de DLS sur le complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp +ADP. La valeurAleiAge correspond

au diamétre moyen des particules en solution3l@, HVW OfLQGLFH GH SRO\GLVSHUVL
GH OfpFKDQWLOORQ 8Q IDLEOH 3G, VLIJQLILH TXH OfpFKDQWLOC
de particule) et donc p@B) Résultat de titration calorimétrique interne (modélelV€) a20°C entre

le complexe Rvb1/Rvb2 et Bcdlp, purifiés dans le méme tampon (10 mM Hépes pHS5U,5M

NaCl; 1% Glycerol; 0,5 mM TCEPR, 0,5 mM ADP).
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complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp avec une affinité importante en présence de nucléotide (ADP)
dans leampon.

1.24. /ID SUpVHQFH GH OY%$'3 GDQV OHV VLWHV DFWLIV GH E&
formation du complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp

Dans le but IDSSURRQGDUDFWpULVDWLRQ GH OTLQWHUDFWLR
Rvb1/Rvb2, nous avons voulu savoir a gielpWDSH GX F\FOH $73DVLTXH Of
Bcdlp est établie/ fXWLOLVDW Lshah lydroyQdbie® BHXB 1$73 SHUPHW OfpV
F\FOH GTK\GURO\VH est H Viot&7@®REFHHN DQDORJXHV GT1$73 QH Uj
FRPSOpWHPHQW Gel®§ KSHQREOBWH W\SH GIDQDORJIXH XWLOLV|
GT1$73DVHV pWXG 6 (ateENosine] $g8mmathio-triphosphate)) HW  O-P8IP 3

(adénylyl imidodiphosphateVR QW OHV GHX[ DQDORJXHV OHV SOXV XWL(
(Lacabanne et al., 2020)ous avonglonc utilisé dansnos expérienceses deux analogues
sensédiger un état préhydrolytiquerelativement stabldu complexe Rvb1/Rvb2.

Nous avongdans un premier tempmurifié les partenaires protéiqueRvb1l/Rvb2 et Bcdlp
séparément dans un tampon conteh§rf 736 R X O-PHP@0 mM Hépes pH 7,5150

mM NaCl; 0,5 mM TCEP, 1% Glycérol; 0,5 mMATP- 6 RX $BN®; 5 mM MgCh).

Nous les avons ensuite mélangéasun ratio 1:6(Rvb1/Rvb2etBcdlprespectivementNous

les avons concentrés via des system@§ X O W U D par@antiifigystianiRd@icon 30 kDa,

Merck OLOOLSRUH /fpFKDQWLOORQ D pWp LQMH pWifierV XU XQF
GE Healthcare) connectée a une colonne Superose 6 analytique (1¢B&kse GE
Healthcare)Les résultats obtenus (Figerd4A, 34B) montre un profil chromatographigu

identique pour les deux analogues tesliéssontconstitué de deux picchacun 3 3T HW

3 3 {bleu)(Figures34Aet34B) /D FRPSDUDLVRQ GH FHV SURILOV DYHF
%FG S HW 5YE 5YE QRQ OLpV PRQWUadtrX\ @ YR /RHetG Tp O X W
V3 3% VBedip /IDQDO\WH GNRXVWDRHWLBQNVY 3 37 HWABE3Y VXU
(Figure 34C) indique la présence de Rvb1l et Rvb2 qui migeefagcon proche dates gel sous

les pic 3 HW 3¢ HW %FG SLFWVX® HRKBIOHWMD UHFRQVWLWXW
5YE 5YE % F GloScpadigessMle dans ces conditio@sla signifie que les analogues

ATP- 6 HW OGPNPG&vorisat un étatdu complexe Rvb1/Rvb8ui nepermettraitpas une

interaction avec Bcd1l@®@ X OHV YDOHXUV GHV YROXPHYV GIpOXWLRQ Sl
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Figure 34: Analysed H éifon du complexe Rvb1l/Rvb2 etle Bcd1lp en présence de
QXFOpRWLGHY DQDORJXHY QRQ K\GURO\VDE&QATGH O07$73 C
6 HW $0IB).

Superposition de plusieurs chromatogrammes correspondaf® HX OupOXWLRQ GX FRPSOt
et Bcdlp sur la colonne superose@easeP 3LF 9HUW OfpOXWLRQ GH %FG S VHX
5RVH OfpOXWLRQ GX FRPSOH[H 5YE (A XMEP-RNREBDATPX B(QPIRsPrPH FRC
gels SDS3$*( FRUUHVSRQGHQW j OTDQDO\VH GHV IUDFWLRQV H
Rvbl/Rvb2 et Bcdlp (Bleu), Injinjection sur colonne
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$73 )LIXUH %G H Ofeff@iatamerique& HOD VXJJqUH -hwilySeI pWDW S
GH OT$H3OD SUpVHQFH G1$'3 GDQV OH VsevdithédessaieFeViaL |V G H
formation ducomplexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp.

2. Etude structurale du complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp

Nousavons voulu par la suite en savplus sur ce complexe pbtammentomment le facteur

protéiqgue Bcdl se positionn& DU UD S S R UMbmplege Ry WRvb2Rour tester
OTK\SRWKgVH Rt @dpdhsapkedéHalddbrhation du complexe Rvbl/Rvb2/Bcdlp,

des imagesle microscopie électroniq@ehautes résolution oatéacquises sur un Titan Krios

(300 kV) par une équipe de la platefagmie cryemicroscopie électroniquge Thermo Fisher

Scientific au PayBas. / TfpFKDQWLOORQ GX FRPSOK[H MYELa®B¥E S EE
obtenu par cetlutionsur une colonne de filtration surgelQ SUpVHQFH G{$'3 GDQV C
de purificationclassiqueLe complexe a été analysé a une concentrationldenig/mL, sans
dilutionpréalable ' DQV XQ SUHPLHU WHPSV OYREVHUYDWLRQ GH Of
est une étap@écessairear ele permet de vérifierdidmogénéitéainsi quela puretéde

O Y p F KD Qriatlagd@WcRiageD XWRPDWLVpPp GH JULOOHVId3zonép HIITHFYV
avecla bonne qualité et@faisseur de glace des grilles obten(i@gure 35). Les particules

sont sélectionnées a partir des micrograpiui informent sur la répartition du complexe. Cela

permet également de lesnter et les aligner. La classification et le moyennage des images
SHUPHWWHQW G{DPpOLR Urdit) etQds nubixeBreR tEVelasske peubedt atrx U
utilisées pour calculer un modéle initial dcomplexe Rvb1l/Rvb2/Bcdlp étudé faible

résolution Les images moyennes triées ene classes 20624 particules) (Figure 35) indique

OD SUpVHQFH G fhiXxeQuHdo&edammidreHfQrméeRpar les deux anneaux hexameriques

qui interagissent par leurs domainedl Blexibles (hétérogénéité visible au centre des
particules). Nous avons également observé des conformations courbées et droites du
dodécamereRvb1l/Rvb2/Bcdp (Figure 36).Ces caractéristiques sont similaires a celles
rapportées dargesstructure cryo-EM récemment publi@de dodécameres Rvb1l/Rvhre

(Ewens et al., 2016, Silvslartin et al., 2016)

Pour approfondir I'étude de la dynamique conformatidenddnsce complexe, toutes les

particules utilisées pour la classification 2D ont également été utilisées pour le raffinement 3D

afin de générer une carte crigdl. Il existe 3 populations de classe 3D a haute
résolution(Figure 36) 1a premiérelasse présente une résolution de 336représentant 61%

des particules analysé&dle représente la conformation Ntles deux anneaux hexameriques

sont parfaitement parallélasec une augmentation de mass®@ § LQWHUIDFH H[WHUQH (
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Figure 35: Classification 2Dobtenue apres tri et sélection degmages de cryemicroscopie

électronique des particules du complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp.

SURFHVVXV GH O frbicpoBoopi®’ #leci@nldué: W2 Brilles sont analysées sur deux sessions
(Glacios CryeTEM 200 KV, et Titan Krios300 kV 360 images/heure).atempératureest de 4°C, le

temps decontactde5-7 secondeHW L @asgfi GH GLOXWLRQ GH OHgsErEed &IMSLOORQ F
automatisé permis de choisla qualité de glace dimale.
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Figure 36: /fDQDO\WH GX FRPSOH[H 5YE 5YE %ierGscBpie$'3 SDL
électronique révele une hétérogénéité conformationnelle.

(A) &ODVVLILFDWLRQ ' GH V\PpWULH & GH OD FRQIRUPDWLRQ U
particules (61%).) & ODVVLILFDWLRQ ' GH V\PpWULH & GH OD FRQIRU
moyenne de 71 000 particules (29%}) Classification 3D de symétrie C1 de la conformation 3
UHSUpVHQWDWLYH GTXQH PR\HQQH GH SDUWLEXOHYV
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hexamees, correspondant aux domaines DIl qui présente une flexibilité en solution. La
deuxiéme classe 3D correspond &daformationN°2 qui aune résolution de 4,34 et qui
UHSUpVHQWDQW GHV SDUWLFXOHV DQDO\VpHV ,0 VY{DJ
DQQHDX[ KH[DPQULTXHV SUpVHQWDQW XQ FHUWDLQ GHJUp
6D YXH GH F{Wp DX QLYHDX GH OD )LJXU kupplémer@aittlati OD S
FHQWUH DX QLYHDX GH l@ fraisevwieclasse BB pésentd Hni fésplution 5,94

A représentative de 9% des particulE§le HVW FRQVWLWXpH TXH GTXQ VHXO
augmentation de masse au niveleucertaingle ss domaines DIl est a noter la présence

d 1 X Qersitéde faible résolutioren bagFigure36).

Une symétrie D3 a été imposée a la conformation 1 en utilisant comme modeéle la structure
cryo-EM de Rvb1l/Rvb2 dodécameérique @ethermophilun{code PDB 4WW3en présence

GT1$'3 /D UpVROXWLRQ G HaiRgH&yakerhert @tz \améliorée Bves 348

(Figure 37A).1l apparait tres clairement qu®l FRQIRUPDWLRQ GH OfHQVHPEOH
de Rvbl et Rvb2 est étendue vers le solvant.

/ 1 D Q D Oladifaathtior? encoupe longitudina (Figure 37B)montre la présenate deux

zones de densité supplémentaire par rapport a la conformaticauNfi¥eau de la connexion

GHV GRPDLQHV ',, HHIWHUQHY OD S U H Pcamétigug d& ghRch&VH G D Q
La deuxieme au centre au fot@dH OfHQYHORSSH GRGpFDPqQULTXH GH GUI
Figure 37B)Ces deux nouvelles densitgsurraernt correspondre a larésence de lprotéine

Bcdlp eninteraction au sein dFRPSOH[H 5YE 5YE /Y{DQDO\WH GHV LPD
cours pamotre collaboratric€élia PlissorChastang dilLaboratoirede Biologie Moléculaire

Eucaryote (LBME)a Toulouse, afin de mieux caractériser ce complexe et de retrouver
précisémenia ou lesposition(s) GH %FG S DLQVL TXH VD VW°FKLRPpWULF
Ces résultats préliminairede cryogEM QRXV SHUPHWWHQW GfpPHWWUH XQH
OfLOQWHUDFWLRQ % F&\$5 WRHO\NDH. WG HH QO 1SBHWWH R TIBBOH HQW
OTKpWpURGR G p EoniplekeLRVBLYRYDR Quisguée sa conformation quaternaire non

lite est hétérohexamériquik apparait des résultats de cig obtenus a ce jour, que la

fixation de Bcdlp sur le complexe Rvb1l/Rwithduit ason hétérododécamérisation.

&RPPH QRXV ODYRQV UDSSRUWp GDQV OTLQWURGXFWLRQ
Rvb1/Rvb2 constituardu R2TP est amenéga % FG S DX[ VLWHYV GYIDVVHPEODJFH
boites C/D. Les étapes de déposition de Nop58p sur-EnplNP composée du sneAN C/D,

Snul3p, RsaletHitlp, ne sont toujours pas élucidées. Par conséquent, nous ignorons par quel
mécanisme Nop58p est correctement positionnée sur la snoRNP a boites C/D, mais aussi avec
TXHOOH FKURQRORJLH OHV IDFWHKRMPGY{DVVHPEODJH TXLW
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Figure 37: Affinement et analyse des conformations 1 et 2 obtenues en cfyocroscopie

électronique pour le complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp + ADP.

(A) Superposition de la structure PDB 4WW4 du complexe hétérododécamerique Rvb1/Rvb2 en ADP
pourC. thermophilum, a la conformation 1 obtenue pour le complexe Rvb1/Rvb2/Bcdlp +ADP. La
conservation du positionnement des structures secondaires ainsi que les chaines latérales des acides
aminés de Rvbl et Rvb2 sont indiquées (encadreemgatine pour Rvblteouge pour Rvb2)B) La

coupe longitudinale au niveau de la conformation 2 a permis de mettre en évidence une augmentation

GH PDVVH FRQVpTXHQWH UHOLDQW GHX[ GRPDLQHV ',, DLQVL TX1
pouvant correspondre a Bed1p.
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Chapitre2 $QDO\WH GH OD FRQWULEXWLRQ GX IDFWH)>
de la particule snoRNP a boites C/D

1. /TLOQWHUDFWA®RQ HAO/VYW HVVHQWLHOOKNGRRLDOIDVVHPEO

$ PRQ DUULYpH DX ODERUDWRLUH QRW UinMpgtanté 8aHlaD YD LW
protéine Bcdl pour la croissance cellulaire des levures (B. Bragamtadi, 2016), mais
pJDOHPHQW VD QpFHVVLWp SRXUsEhbARNDA QWY EIQdany k€ WD X|
cellules (Pauét al,2019).Les précédentes analyses de la protéine Bcd1, a la fois fonctionnelles

et structurales ont servi de base afin de poursuivre son étude de facon plus détidgeent

minimum fonctionnelBcd1lp.os est suffisant pour rétablir la croissance des levures. Il est
FRPSRVp GYXQ GRPDL @aths dadpa@iteiminha@@-4b) € &1 X @gion peu
structuréet6-96.Cetedernere VHUDLW UHVSRQVDEOH G&seseWjeudins WLRQ 'V
la fonction de Becdlpis-& YLV GH OYDVVHPE OD DensGabut dé Qalrabtérdles '

acides aminés clés dans ce procesmosis avons procédé & D O L J Qded séqQueénces

protéigus de Bcdlp de plusieurs espe¢Eggure 38A) Celanousa permis de mettre en

évidence la conservation stricte de deux acides aroirdgés OfDVSDUWDWH. HW Of
Cette conservation phylogénétique est potentiellement due a umpiegant das le réseau
GILQWHUDFWLRQ GH %FG S

$ILQ GH GpWHU P L @pbdarodignatisnanNexde ¢e® ttux acides aminés chez la

levure, une approche par mutagenése dirigée a été utilisée. Dans un premier temps, nous nous
VRPPHY FRQFHQWUpV VXU OfpWXGH GH OY{DVSDUWDWH G
étre obtenue dans uYHFWHXU G {H[S U HI¥ \eluRe(de 4RGN .DMVIXIMAL |

caractére essentiel de la protéine Bcdl pour la viabilité cellutaives avons utiliséne souche

de levure BY4741 wle génequi code SRXU %FG S HQGRJgQH HVW VRXV
promoeur conditionnel inductibleau Galactose (pGAL)En présence de Galactose dans le

milieu de croissance, cette souche est donc capable de produire la protéine Bcd1lp endogene
Cependanten présence délucosecomme source de carbone dans le milieicrdéssance,

FHWWH PrPH VRXRK®HRIB[SHOIPRHIGQH 1RXV OihYeR@®W WUDQ\
p416 BCD1sauvaggWild Type ouBCD1mutéD72A, en versiompleine taille @ avecle gene
correspondant afragment fonctionneiminimum BCD1.06. / TH [ S U H Va\ptoRiQes @alrl ce

vecteur est constitutive. Les profils de croissance de ces souches ont été comparés dans deux
milieux nutritifs différents :Yeast Peptone Galacto$€PG) et Yeast Peptone Dextrogeu

encoreGlucosé (YPD) parallelement e milieu nutritif solide (boite de pétri) (Figure 38&)
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Figure 38: La mutation D72A sur Bcd1p induit un retard de croissance des levureS.

cerevisiae.

(A) Alignement de plusieurs séquences protéiques de la protéine Bcdl chez différentes especes, en
utilisant CLUSTAL WLes acides aminés strictement conservés sont encad@r&edultats de suivi de

croissance sur milieu solide (en boite de pétri), avec daligux nutritifs différents, YPG Yeast

Peptone Galactos@roite) et YPD: Yeast Peptone Dextroggauche). Une série de dilution de chaque
VRXFKH HVW UHSUpVHQWDpPH VXU @Ra(ikhtkde sulviRQroisBadcee MIEIK pP D (
liquide, avec deux milieux nutritifs différents, YP.&'east Peptone Galactoédroite) et YPD: Yeast

Peptone Dextros@auche). n=4
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en milieu liquide (mesure de densité optique a 600 nm chaque heure) (Figure 38C). De maniére
intéressante, pour les soucleeprimant uniqguement le mutant Bcd1p D7@Aversiorpleine

taille ou fragment-B6, nous observons un ralentissement de la croissance en glucose comparée

aux souches exprimant la protéine Bcd1lp sauviigere 38B, 38¢ De maniere intéressante
nousremagquons également un ralentissement de croissance en milieu nutritif galactose pour

la protéine Bcdl D72A et le fragment BeddD72A comparé aux versions sauvageestéees.

&H UpVXOWDW D pJDOHPHQW pWp REWHQX H®oShhWi2ODOqOH G
al., 2019, ou ils constatent un retard de croissance des levures exprimant Bcd1pCB32A.
résultats suggerent un effet de dominance négajivepnsiste en une compétition entre Bed1p
endogéne sauvage et Bcdlp D7a&topique j IRUPHU GHV FRPSOH[HV GTI
fonctionnels(Bcdlp endogéne), qui assurent une croissance minimum, et non fonctionnels
(Bcd1lp D72A) qui sont abortifs et ne permetteas un assemblage correct de snoRNP a boites

C/D. Cette hypothese sera approfongliéestéelans la suite de ce chapipar la caractérisation

GHV FRPSOH[HVY WUDQVLWRLUHY GH OYfDVVHPEODJH GDQV C

2. Mise en place X ODERUDWRLUHGBRXARPIPWMIBHGIDVVHPEODJH
Bcdlp D72A
&RPPH QRXV OfDYRQV GpFULW SO Xat ektapkjivéle Bcfitp[BAM VV LR Q
ralentie fortement la croissance conduisant a un arrét de croissance des Mouwsgsulons
nousaffranchir des effets de la perte de croissance sur le plan moléquies@nt caractérisés
essentiellement par une dégradation de la p@téi F° XU 1RS HW XQH GpVWDELC
de snoARN a boites C/INous avongdonc utilisé pour la suite de cette étude un vecteur
GYH[SUHVVLRQ GH %FG S ' $ VRXV XQ SURPRWPNEXEGAIFRQGLW
3HA BCD1 D72A Des souches de levurest été générées, de facon a exprimer a la fois
FHUWDLQHYV SURWpPLQHYV F°XbveR dnhd EtifustteXtthavsfaamides/paHe E O D J H
plasmide pFA6a GAL 3HA BCD1 D72A permettant une expressidactibledu mutantde
Bcdlp.Cette expressionde Balp D72A a été testée a 30 minutes, 1 heure et 2 hderes
culture en milieu galactose. Une analyseWasterrBlot de chacune des cultures (Figure 39A)
LQGLTXH TXH OYH[SUHVVLRQ GH OD SURWDpPLQAEG H&8W RSWLF
important & noter également que la protéine Nop58 a&ssonditiors reste stable dans les

cellules.
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Figure39: /fTH[SUHVVLRQ GH %FG S ' $ D3$néARMEbHoDEE YDWVDELOLWDp
(A) 6XLYL GH OfH[SUHVVLRQ GH %FG -S0833 @ YFALBD GAR3IHAKBBD Y < 7$
parWestern BlotDYHF GHV WHPSV GLIIpUHQWY GTLQGXFWLRQ GH VRQ |
pJDOHPHQW pWp YpULILpPH HQ IRQFWLR @HGSVHVMIROHGBY 9% MG B S \
Le taux dessnoARN a boites C/D U3, U14 et snR52 a été anghméPCR quantitative aprés une
LQGXFWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ GH %FG &aY¥ignficaiividistiixtiggekaV D QW S
PWp pYDOXpH ®DGIADPXWHU W /WA IR 6 W X GesQaltud R pEssiéntiésp ELOD
différences significatives entre deux conditions testées (significatif pour p < 0;65)
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3. /ITH[SUHVVLRQ GH %FG S ' $ DIIHFWH OD VWDELOLWp GH?
SDU OT1$51 SRO\PpUDVH ,,

'‘DQV OH EXW GH GpWHUPLQHU OfHIIHW GH OfH[SUHVVLRQ G
& ' QRXV DYRQV LQGXLW O 1 H é@sddrita/Nelres@n @ PG JouisdesIellulds S
RQW pWp FXORWpPHV EUR\pHV HW GreARNaé&ERXaGARHRSUHV VLR
T3&5 8 8 HW VQ5 JLIXUH % 1RXV UHPDUTXRQV TXH C
affecte drastiquement le taalessnoARNU3 et U14, tandis que le taux de snR52 demeure
UHODWLYHPHQW VWDEOH ,0 HVW HVVHQWLHO GH UDSSHO|
SRO\PpUDVH ,, J OfLQYHUVH GX VQ5 TXL SRVVqQGH OD SDUYV
polymése Ill chez la levure. Il a été montré au laboratoirear3SDXO TXH OJDVVRFLI
Bcdlp avec les souXQLWpV GH O1$51 SR OCepUd3sbElation, nétgssitaV H
SDUWLFXOLQqU H P #e@ridal® Je-HoHdspse LaNutaion D72A suBcdlp étant

dans son extrémit¢t W HUPLQDOH HOOH QH SHUWXUEH GRQF SDV
polymérase lll,ce qui suggere que le recrutement de Bcdlp Dp2#sse se fairele facon

efficace sur les prénoRNP snR52n cours de transcription.

4. Bcdlp' $ EORTXH OYDVVHPEODJH HQ DPRQW GX UHFUXWH!
snoRNP a boites C/D

$ILQ GH FDUDFWpPULVHU OH FR P S@t€[par W tRaQNBcAYRD7T2A] G DV

nous avons voulu savoir si ce dernier se trouve en association avec RNseoAcours

GYDVVHPEODJH PDLV DXVVL GpWHUPLQHU VL OH WUDQVIHU

XQH pWDSH FOp @estréal8® VVHPEODJH

PourcelaM DL U pé&xpetiahpesaiel RIFRNA ImmunoPrécipitationsur Bcdlp D72A

et la protéineF ° X U 1 RCRla consiste inmunoprécipitetes protéines par des étiquettes

TAP-Nop58p et 3HABcd1pD72Aet HQV X LW H G sDo2 RN bditet)CMDd3sociés

par RT-qPCR. Pour cette etud@QRXV DYRQV FKRLVL GYDQDO\VHU OH

matures et du snR32et du snR36(un snoARN H/ACA), ainsi que deux formes immatures

de U3: U3H welgU3niron identifiéesau laboratoireomme étantreassociation avec Bedl1p

(Paulet al, 2019)

/ITDQDO\WH GHV VQRB8RBIP RA-Bdd1D (HigvreX0R) montreque la substitution

' $ HQWUDVQH XQH S sigunitcativeds BadVpRakrdc DeWnoRRN UBature Ce

résultatavecle résultat deull-downde Khoshnevigt al, 2019, suggéerent que le recrutement

GH %YFG S VXU OD SDUWLFXOH 513 HQ FRXUV GIYDVVHPEODJ!
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%FG S 3DU DLOOHXUV OfIDVVRFLDWLRQ GX PXWDQW %FG ¢
pas étre affectée de facon aussportanteque son association avec le transcrit. U8

mécanisme de recrutement de Bcdlpcgitype desnoARN(transcritpar O 1 $ 5 1yr8éRaGe

) ORUV GH O Y D¥svi¢RRE s2idif donG différent de ceux poustesARNtranscris

SDU O71%$51 SRO\PpUDVH ,,

'"HV pWXGHYVY PHQpHY DX ODERUDWRLUH Q&iNal®dg Bcd3pi UPLV C
un role potentiel dans la rétranspositionBcdlp a été identifié en association avec des
domaines de la polymérase Il par analyse protéomigsesdeartenaires vivo (Paul, 2018).
'"IDXWUH SDUW OD SURWPLQH F°XU 1RS  SdHdABNP3IBOHPHQW
facon ppnoncéelans le cadre du mutant D72A de Bc@Bgure 40B), contrairement au snR52

GRQW OfDVVRFLDWLRQ D YHESEsIgRéér % HH @ WHPDWOWH.GQHGH % F
perturbe la déposition de Nop58pXU OD SDUWLFXOH HQ FRoyueVa ssifeDVVHPE
du processus et altére la formation des snoRNP C/D matures et fonctionnelles issues de
transcrits Pol Il, essentielles a la croissance des levures.

'"HV H[SpULHQFHV PHQpHY DX ODERUDWRLUH RQW SHUPLV G
GUDVWLTXHPHQW OH UHFUXWHPHQW GH 1RS (PaulstXal) OH VQI
2019) /H PXWDQW %FG S ' $ EORTXH DLQVL OYDVVHPEODJH
facon plus ciblée une délétion de Bcdlp entiére. Nous supposons donc que Nop58p et Bcdlp
D72A se retrouvent dans des complexes deaps&mblage uniquement protéiques.

5. /9 Docidtion de Bed1lp avec Snul3p est perturbée par la mutation D72A
/ID SURWPLQH F°XU 6QX VIDVVRFLH GH IDoRQ SUpFRFH DY
snoRNP C/D. Elle est également retrouvée en association avec Bcdlp. Par ailleurs, nous avons
constattDX ODERUDWRLUH TXH OYDEVHQFH GH OD SURWDpPLQH
Snul3p avec le snoARN. Nous avons voulu voir si la mutation D72A sur Bcd1p affecte son
association a Snul3p, pour cela nous avons exprimé le mutant dans une souchesde levur
exprimant la protéine Snul3 étiquetse DU OH ELDLYV GYXQ YHFWHXU GY{H[SUH
6QX S TXH QRXV DYRQV XWLOLVpH SRXU OYLPPXQRSUpFL
" $ pWDLW DVVRFLpH RX QestrBHiiSspopiéim YR QWpRUrw )L JIXI
QRXV UHPDUTXRQV TXH OfDVVRFLDWLRQ GH %FG S DYHF 6C
mutante D72A. Comme cela a pu étre moimtrétro par GSFpulldownGDQV OTpWXGH GX P
D72A de BcdlpKhoshneviset al, 2019) OfDVVRFLDWLRQ WHVWpH HQWUH
est déstabilisée.
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Figure 40: Le mutant Bcd1p D72A bloque la déposition de Nop58p sur le SnoARN.

(A) $QDO\VH SDU 5,3 GH OYDVVRFLDWLRQ GH %FG S DYHF OHV VQR
LPPDWXUHYV 8 H[W f9e BhR528et avecWeUsRAARN a boites H/ACARS2 (controle
QpJDWLI /THQULFKLVYVH$MbKRNA GHdéremBépalVPOR dubhtitative a la suite
GYH[SPULHQFHY GH 5,3 HQ XWLOLVDQW OD VRXFKH %< S)$ D
de facon stable la protéine Bcdlp sauvage ou mutée pendant 2 fiBlrdsalyse par RIP de
Of{DVVRFLDWLRGOFGEBEHLR®RS$S5D  ERVWHYV & '8 PDWXUH HW VHV IR
8 LQWURQ VQ5 HW DYHF OH VQR$51 j ERVWHV + $&% VQ5 FR
Bcdlp sur cesnoARNa été analysé par PCR quantitatviasuite Gekpériences de Rlen utilisant

la souche BY4741 TAINOP58 + pFA6a GAL 3HA BCD1 WT/D72A, exprimant de fagon stable la

protéine Bcdlp sauvage ou mutée pendant 2 heures et la protéine Nop58 étiquetée TAP. La
VLIQLILFDWLYLWp VWDWLVWLTXH sbt geVBtudent mp® appatié DiatdraD fes WL O L V
valeurs p représentent les différences significatives entre deux conditions testées (significatif pour p <
0,05) n=3
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Figure 41 /YDVVRFLDWLRQ %FG S 6QX S HVW GpVWD
D72A surBcdlp.

Test de cammunoprécipitation de Snul3p via son étiquette FLAG avec la protéine Bcdlp sasivage
VD YHUVLRQ PXWDQWH ' $ LGHQWLILpHY SDU OfpWLTXHWWH +$%

dépbt. n=2
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Cela signife queFHWWH LQWHUDFWLRQ HVW SRWHQWLH®OOHPHQ
snoRNPa boites C/D fonctionnelles. Il est probable que la déposition de Nop58p sur le snoARN
est conditionnéau préalablesSDU OfLQWHUDFWLRQ %FG S 6QX S

Chapitre 3 : Etudes structurales des domaines TPR et TPR3de SPAGlet
FDUDFWpULYVDW L R Qniérbction-bed MSPR etHSP@® 1 L

/IH FRPSOH[H 5 73 MRXH XQ U{OH P DsMdRXRA BxQ ®/DOEPVVHPE
WUDYDX[ GH OfpTXUKISH, ofhipellier bt VgD de mettre en évidence
OYH[LVWHQFH GDQV G & do@exeXoamblagui XAUPRRIR) YR2TR

like» GpQRPPp 5 63 &H FRPSOH[H IDLW OTREMHW GTpWXGHV
laboratoire.

Le R2SP semble présenter également un rokoticteur deprotéine chaperqra travers le
recrutement degrotéineschaperoa HSP70 et HSP90 humaines. Comme plauprotéine

RPAP3, la protéine SPAGljia ses trois domaines TPRBn position Nterminale est
responsable du recrutementsiét HSP70soit HSP9Gau sein du complexe R2SP. En effet, des
essaigle praluction et de purification de chacun des trois domaiiR de SPAG1 ont été

réalisées avant mon arrivée au laboratoire. Alors que le domaine TPR2 est resté insoluble, les
domaines TPR1 et TPR3 ont pu étre obtenus en quantité suffisante pour eteisagtudes
biophysiquesrfiéthodes de dosages biochimiques et I@GtructuralesRMN et simulations

par dynamique moléculaireln vitro. La caractérisatiorstructuraledu complexe R2SP
permettrait de mieugkomprendre leomplexe R2ZTPHVVHQWLHO j] OfYDVVHPEODJH
boites C/D Nous avons étudié au laboratoire le réle des domdiRrésde SPAGL dans le
recrutement degrotéineschaperonHSP par des méthodes de dosages biochimiques, ITC,
spectroscopie RMN ete simulationspardynamique moléculaire.

1. SPAG1 est une plateforme au recrutement dd4SP

/1D O LJQ H Réfj@eessddivbteines RPAP3 et SPAGILmainesmontre une similarité

et une identité de séquence de 34% et 24% respectivement. Elles sont toutes les deux constitués
de domaineSFTIPR HW G{XQ GterRiDdlRPAPEC. La protéine SPAG1 possede un
domaine TPR supplémentaire (TPR2& qui rend SPAG1 30% plus longue que RPAP3.
/ITDOLJQHPHQW VXJJgUH TXH OH 735 HW OH 735 GH 53%$3 V
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de SPAGL/fLPSRUWDQFH IRQFWLRQQH O &stushfitepat\a gddenfeGRP D L
de la majorité des mutations impliqué dans la PRiin{ary Ciliary Dyskinesid au niveau du

TPR1 et TPR3 de SPAGLes trois domaire TPR de SPAG1 possédeus un motif dit

carboxylate clampcaractéristigue des domaines TPRO HVW UHVSRQVDEOH GH
GILQWHUDFWLRQ -fervhihdle BE/D/geEHIRH QFH &

La résolution de la structure tridimensionngdd® RMNdu TPR1 et TPR3 de SPAGL1 indique

OD SUpVHQ Félcandaxedi Hebetygés cing résidus dmtboxylate clamgkK213,

N217, N247, K277 et R281 du TPR1, K627, N631, N662, K692 et R696 du TPR3)
/TDINLQLWpPp GHV GRPDLQHV 735 HW 735 SRXU +63 VHPEOH
HSP70. Le domaine TPR@ SPAGL1 est proposé dans cette étude cojogamtun role
organisationnel de la protéine pleine taille SPAG4la est d0 & ses propriétés biochimiques
GILQVROXELOLWpP ORUVTIKfid partidipesit ddri¢ a3 Xau VeécrWdrxnyde/ H X O
HSP90 €HSP70qui sont capables de prendre en charge et délivrer des protéines clientes dans
GHV YRLHYVY GY{DVVHPEODJH

/IMpWXGH GH OfLQWHUIDFH GfLQWHUDFWLRQ GX 735 GH 6.
possibleen raisonGH OD IRUPDWLRQ G {énfratipn) Bupéxieure Q50 MR Q F
nécessaire pour une analyse structur&eur contrecarrer cela, nous ava®imisé sa

séquence par des mutations ciblées suddmaine TPR permettant sa stabilité a des
concentrations élevées. TRRlet TPRZ1p: sont similaires dans leurpropriétés
thermodynamiquea interagir avec HSP70 et HSP9O0.

Ces études nous ont permisdidinir les motifs exacts dans les séquences TPR resposisable

du recrutementdes HSP, qui sont capables de prendre en charge et déligerprotéines
FOLHQWHY GDQV GHV YRLHV GYDVVHPEODJH /YH[LVWHQFL!
(HSP90 et HSP70)qurrait prévenite blocage total de la fonction de SPAGL1 par un inhibiteur
VSpFLILTXH GH O fygedeReCombissauiice dearisH

/ITILQWHUDFWLRQ GH OD SURWDPLQH S Qiidéaleriém B© Qudié+ 6 3 |
en BLI (BioLayer Interferometry au laboratoire AFMB (Architecture et Fonction des
Macromolécules Biologiques) ODUVHLOOH 1RXV DYRQV dhl(db@éER QILUP |
non présentées), cependant la mesure de la constante de dissociation entre HSP70 et SPAG1
TPRLpt QYD SDV pWp SRVVLEOH SDU FHWWH WHFKQLTXH

2. La protéine SPAG1 possedelle une activitée GTPas&
$ILQ GH PLHX[ FDUDFWpULVHU OD IRQFWLRQ nausKbd&BURO\VH
VRPPHY LQWpUHVVpPV j OfLQWHUDFWLRQ GX *78trdionHF 63%*
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suivie parspectroscopie RMN. La comparaison des spectre H5)T de SPAG1 (62326)

(TPR3 + domaine O WVHUPLQDO OLEUH HWIdDSdeéqGP, Qd iBweR XuaunG H
changement des déplacements chimiques fhiethsitédes picstH /N de SPAG1. Cela
LQGLTXH TXYDXFXQH LQWHUDFWG2RP2612IGTRPQIpsbtfirme& pH HQ W
ce résultat nous avons mesuré par spectroscopie RpEdifquementla libération de

phosphate inorganique par SPAG1(&25) aprés hydrolyse du GTRarqué au®!P. Aprés

une incubation de 24 heures avec le GTP, aucucopiespondantad'3 QIDSSDUDLW HQW
5 ppm sur le spectre. @econforte le précédent résultat savoiquH O TK\GURO\VH GX *73
SPAG1 (622 QYHVW SDV REVHUYpH GDQV FHV FRQGLWLRQV

Publications:
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1. Caractérisation du complexe Rvb1/Rvb2 et Bcd1p d8. cerevisiae

SOXVLHXUV pW X @uitdle yolid tangs AHRASES RWL/Rvb2 et leurs homologues
humains RUVBL1/RUVBL2 Celase justifie parlel DLW TXfHOOHV VRQW UHFUXMW
panel devoiesmoléculaires différems qui suggerent un réle central et essentiel dans la cellule.

Malgré les progres significatifs au cours des derniéres années sur le plan structural et
biochimique de leurs étles, une compréhensiolaire et précise du fonctionnement reste en
VXVSHQV /fpWXGH SOXV SUpFLVH GH OHXU UHFUXWHPHQW
dans lesquels ellesont impliqués, ainsi que la compréhension du réle de la liaison eléou
OYK\GURO\VH G Hooffrthatn\etohttiGnHpetthettraitle décrire les étapes clde

leur fonctionnemenHQ SUHQDQW FRPPH PRGqOH OYDVVHPEODJH GH
Une partie de ce travail de theseamnc pWp GH FKHUFKHU j PLkcAtlorFde beD FWp UL
FRPSOH[H SURWpPLTXH GDQV OHSs®BRHHERXWHFIRYV VHFPE DD
ELRFKLPLTXH HW ELRSK\VLTXH GH OHXU Le&33driteBEIEPQV LR Q DY
Nos expériences decpOXWLRQ SDU FKURP D YeRaild bnEpetntis @ freftleO X VLR
HQ pYLGHQFH OfLQWHUDFWLRQ VWDEOH HQWUHceteFG S HW
LQWHUDFWLRQ @YRI$DQ rVpH/ R WHH G ¥t fotXrii@erReYATRdANg $' 3

le milieu réactionnel. Nous avons jmonter TXH FHV QXFOpRWLGHYV LQIOXHQF
oligomérique du complexe Rvb1l/RvliBre, quiva connaitredes réarrangements important

GH VD VWUXFWXUH T XD \géiectiQribat Uhid conhfpsmatidh\ah gt feon@&amere

(3 Rvbl + 3 Rvb2) stable dans les conditions expérimentales utilisées dans nos expériences.
ITDMRXW GT1$73 HQ SUpVHQFH GH PDJQpVLXP GDQV OH WDP
le complexe Rvb1/Rvb2 donnant un étastdoydrolyseou nous aurionsGH OY$'3 OLp j 5YE
et Rvb2caril n § a pasde cofacteur libérer des sites actifet état poshydrolyse en

présence de Bcdlpgavoriserait donc une conformation spati@létérododécameriqueu

complexe Rvbl/Rvden interactiomvecBcd1lp.Nos données de cryBM montrent clairement

cette organisation dodécameérique Bebl/Rvb2 en présence de Bcdlp.

&H UpVXOWDW D pJDOHPHQW pWp DSSX\p SDU OfX&&LOLVDW
O 1$:7AWMP-PNP et I $ 736 Leur fixation dans les sites actifs de Rvb1l et Rvb2 mime un

état de preK\GURO\VH GH O1$73 'TDSU gpaf firatign sup YeXlOsa2WY REW
IL[IDWLRQ GH O1%$73 QH SHUPHW SDV OfLQWHUDFWLRQ GH %
Ila étémontré TXLO H[LVWH GHYV DFLGHV DPLQpV FRQVHUYpPV FKF
et RUVBL2 et Rvbl et Rvb2 dda levureS cerevisiae au niveau des motif¢/alker A et

WalkerB, dont la mutatiorentraineOH EORFDJH GH OD IL[DWLRQ GH O1%$73
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de son hydrolysd.es mutationspécifiquesK85E sur Rvbl et K81E sur Rvb2 empéchia
ILIDWLRQ GH O1$73 HW OHV PXWDWLRQV ( 1 VXU 5YE HW
GH Of%$73 [@gHrp8ditdirsdy ces formes mutantdans la levure permettrait une étude

SOXV DSSURIRQGLH GH OYLPSOLFDWLRQ GX F&®éRNEH[H 5YE
boites C/D, et ainsi une caractérisation des complexeanédiairesformésin vivo. Des
conVWUXFWLRQV GH YHFWHXUV SHUPHWWDQW OfH[SUHVVLR
laboratoire.

Il a été montré au laboratoigar RMN que cette interaction est également possible entre
RUVBL1/RUVBL2 et le domaine doigt a zinc de Bcdlpa égalemenpu étremontrépar
comparaison de structures 3D réalisées au laboratoire que ce domaine doigt a zinc est fortement
similaire au doigt a zinc de Hitlpes deux appartiennent a la famileHIT-Domain(ZHD).
Cependantes données expérimentales présedéts cdravail montrent bien ure absence de

co-élution entre HitlfRsalp HW 5YE 5YE HQ SUpVHQFH G1$'3 RX Gf
VIH[SOLTXHU SDU Ofect€uskehr plug dabddp@ui BsXunéit Hié stabilisation de
OfLOQOWEVYULOMWMHUDFWLRQ HQWUH 5YE 5YE HW %FG S 7RX\
Rsalpsia7s pourrait perturber cette interactiohe recours a la coexpression du complexe

+LW S 5vD S VH MXVWLILH SDU OH IDLW TXH OD I#8®RWpLQH
exprimée toute seule chéz coli. ' D X Wdahditions de purification de Hitlp seul sans
dégradatiorou en la limitansontdoncj WHVWHU SDU OD VXLWH SRXU VDV
Nous pourrions notammegbexprimer directement Hitlp avec [Bsb1Rvb2 ou produire

Hitlp avec une étiquette du type GST (Gloitat-S-Transférase).

La formation di complexeRvb1/Rvb2/Bcdlpa pu étrecaractérisépar la détermination des
parametres thermodynamiquesen ITQ VIDJLW GIXQH LQWietBrtdgnnB Q UHOTL
la gamme sumicromolaire de sa constante de dissociati@nombre de site estingstde 2

ce qui suggrerait la présence de deux Bcddans le complexe.

/ID GPWHUPLQDWLRQ GH OD VW°FKLRPpWQ@ ISHUBKHREMSGOHYHB 5
une de nos préoccupatmdans sa caractérisation. Pour cglsieurs échantillons ont été

envoyésa nos collaborateurs StrasbourdLSMBO) pour une analyse paresgtrométrie de

masse nativet par masse photométrique  HSHQGDQW OYDEVHQFH GH VLJQD(
pas permis de détermine @D VW°FKLRPpWULH GX FRPSOH[H

ITpWXGH G XRFRMREBHYBCAHpY 1HV W RaXdd Waxdctérisation structurgbar
cryo-microscopie électroniquau laboratoire d&hermd-isher Scientificau PaysBas Les

données obtenuete classification 3nt révélé une organisation quaternaire de Rvb1/Rvb2

en hétérododécamere pour la majorité des images aeabtsEertainementrecomplexe avec
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Bcdlp pour 30% des cas (conformation N°2JYH[SORLWDWLRQ GH FHV GRQQQp!
cours par notre collaboratrice Célia Plisstimastancau laboratoire de biologie moléculaire,

cellulaire et du développemeatToulouse$YDQW GYIHQ DUULYHU j XQ PRGgOH
du complexe, elleonsiste dans un premier temp$j Q O LG H QW buldsmositibrig) GH OD
de Bcdlp sur le complexe hétérododécamerique Rvb1l/Rvb2, ainsi que la détermination de la
VW °FKLR P p détetatihaBdd du 6@ohbre de proté&igrdl dans lecomplexe.

Ce changement conformationnel important du complexe Rvb1/Rvb2 en interaction
(hétérododécamerel pas(hétérohéxamerevec Bedlp, affecte la mesure de la constante de
dissociation(Kd) obtenuedans cette étude par ITICest a noter quke dégagement de chaleur

mesuré au cours des titrations par Bcd1lp sur Rvbl/Babg la celluleeprésente a la fois les
OLDLVRQV PLVHV HQ MHX SRXU OYfLQWHUDFWLW®WaQeuBH GHX]
domaines DI DLQVL TXH OHV OLDLVRQV SHap kbW WdoQpeéxed TLQWH
Rvb1/Rvb2.

8Q PRGqgOH GY{DVVHPEODJH H VRAYu®YRIiSIRrp eGsBrifdilemeniiedy H p W X
FKDQJHPHQWY VW°FKLRPpWULT X Hidte@actiorF GuRpSOaMddHBCBIYE 5 Y E
VHORQ OfpWDW vieX E€©OqoRMexeCR2TX &Urait pour réle la stabilisation de la
SURWpPLQH F°XU 1RS / 1 D \aveR FR2DPNOpBBR p&rHettldit- &nss la
GpSRVLWLRQ GH 1RS S DX][ pariduld RNB.ILR dissstRtibded fdct€urs O D

GI{DVVHPEODJH HW OD OLEpUDWLRQ GH OFiguzuyféskeXOH VQI
encore non caractérisée.

2. 8QH PXWDWLRQ SRQFWXHOOH ' $ VXU %ir@RNPaDbitdsV XUEH C
C/D chezla levure S. cerevisiae

I fTpPYROXWLRQ GHV RUJDQLVPHV HXFDU\RWdiadamatipmdesV X LY L}
mécanismes cellulaire, par une complexification des machineries moléculaire, permettant une
régulation plus fine des processus essentiels dans la cellfilB.V V lg& &0 Pparticules

snoRNPa boites C/D a été longtemps étudié, la difficulté de la compréhension de ces étapes
GYDVVHPEODJH YLHQW GX IDLW GH OD QpFHVVLWm@RNS&H SOXV
VXU OH SURFHVVXV G YD SovtHétiewdspddr 1@ plupsit BROYWL G D XWUH
machineries cellulaires différentdse complexe R2TP est un exemple parfait qui illustre cela.

La diversitéfonctionnele GH FH FRPSOH[H HVW HVVHQW Lddfac@HPL HQW S|

qui vont favorisesonrecrutement a des sites spécifiques dans la celalilp est un facteur
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Figure42 ORGgOH G 1D \eysHdREP DhbiesGC/et le cycle nucléotidique du complexe Rvb1/Rvb2/Bedlp

(A) /1$73 FRQWHQX GDQV OHV VIbIVRI/K2 BsEM/Ardlysés en AERIR/BAD H [liHération de Phosphate (RPB) Le recrutement de
Bcd1p surle complexe Rvbl/Rvii2Q SUpVHQFH GT$'3 G Dhddivpadddtiéllamevtiald débDamétication de ce dernig) Le mécanisme de
recyclage du complexe Rvb1l/Rvb2/Bcddst inconnu, il implique probablement la dissociation de Bcdlp du complexe Rvb1/Rvb2 et la divis
dodécamére en hexamé®) /H FRPSOH[H 5 73 DPqQH OD SURWpPLQH F°BtilprRcGutéelpXr[le\ctriuplexeé ReULIRVD
V 1 D V ®uRdnipléxe protéique de pesssemblage R2FNop58 induisant la dissociation de TakPihlp, cependant le mécanismeléculaire précis de
ce remaniement quaternaie complexe gissemblagfRvb1/Rvb2/Ndp58/Becdlp)UH VW H S R X WéDit] BedotriplekeYH B V SURIE jhrésnoRNP
(Snul3p/snoARN) assurant ainsi la déposition de Nop®Bp/ {1 DVVHPEODJH VH SRXUVXLW SDU OD GLVVRFLDWIL
RsalpHitlp et Bcdlp)et OH UHFUXWHPHQW GHV SURWPpPLQHV F°XU 1RS S HW 1RS S FRQVWLWXDQW DLQV
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HVVHQWLHO GDQV FH.\BM &bséhBel dffecefdpagtivjtiemMEnDIB drbissance des
OHYXUHV PDLV DXVVL OH UHFUXWHPHQW FRU Ulidrfisdu G D XW L
R2TP D X[ VLWHYV G Y DavoRMNPaEDOIRSIEIDG H V

1RXV DYRQV YX GDQV FH WUDY Déetvatmh devckrtpinsiadide§ andnds [L V W T
VXU OD SURWpPLQH %FG S DX FRXUV GH OfpYROXMGERQ SO
identifiée comme étant fonctionnellement suffisante chez la |&vwerevisiae La mutation

de seulement un acide aminé (Adpta 72 en Alanine) a montré un effet drastique sur

O YDV VH P EsddRrRBIFa BoHeg C/DEnN effet, OYTH[SUHVVLRQ GH FH PXWDQW
conduit a un fort ralentissement de la croissance des cetluteta malgrecO fH[SUHVVLRQ Gt
version endogéne

Une analyse plus approfondie de son effet sur le plan moléculaire ingiguperte de la

stabilité desnoARNa boites C/D, qui serait potentielleménta un assemblage incomplet et

abortif des particules ribonucléoprotéiques dans la cellfiep W de@é&imutant a également

pWp OH FHQWUH G 1 HQNgdyaONIsBadtrént[oO X LosHH ESHD L\Mn @GtfpH [SpU L H
de GSTpull downque Bcdlp D72A perd son interaction avec Snu@dposhnevis et al.,

2019) Par ailleurs O L Q Y H \d&wlilléeOGNH. RQHIITHW GH FH PXWDQW GDQV (
étudiée mis a part une baisse de la croissance des cellules

&HW HIIHW LPSRUWDQW VXU OD FURLVVDQFH GHV OHYXUHV
OHV DVVRFLDWLRQV SURWpPLTXHVY SHUWXUEpHY GDQV FH S
"'$ HQ VIDIIUDQFK Lcyrvildpdsu Gldntissedmdda/croissance des levures
(Kakihara et al., 2014Pour celason expression de fagon indude transitoire, permettrait

DLQVL VRQ LQWpJUDWLRQ G DSBORNPHIGitesVTID Bédiorr@soansaH PE O D J
cellule et donc leur caractérisatiparWesternBlot.

Untravail de thésenenéau laboratoirdPaul, 2018)P RQWUH TXfLO H[LVWH XQ OLH(
%FG HW OD SURW (Fa@,ROE)XDIRSHQFH GH %FG S GDQV OD
EORTXHU OD GpSRVLWLRQ GH 1RS S VXU OH VQR$51 j ERVW
de la future snoRNMans un premier tempsous avons voulu savoir sette association de la
SURWpPLQH RYecle SnBARNHVW pJDOHPHQW DIIHFWpH SDU OfH[SL
D72A.Les UpVXOWDWYV GITLPEBYQ@RBEUMEqQEBUMWRWLIRRE S QIfHVW S
recrutée sur BsnoARN a boites C/Dtestés De plus Bcdlp D72A perd également son
association avec s@RN. Il existerait donc un lien fonctionnel étroit entre Nop58p et Bcd1p
SRXU OD GpSRVLWLRQ GH 1RS <sSsroRNP\ bbitds \C/Ee% DeSNiddsP E O D J H
ont été obtermien analysant lesnoARNj ERVWHY & ' WUDQVFULWV.SDU 0¥«
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Cependanten ce qui concerne leas particulier duVQR$51 VQ5 WUDQVFULW S
polymérase llsa stabilité ne semble padfH DIIHFWpH SDU OfH[SUHVVLRQ GX
Par aileurs OfDVVRFLDWLRQ GX PXWDQW VXU OH VQ5 GLPLQXH
GpSRVLWLRQ GH OD SURWpPLQH F°X&H1B BV >SOWDOMWOWHX Y LRI X
GIXQ PpFDQQUWH. IDHDW RX S D UD O O grORNFa Hoieg O'D MettBriEEdD JH G+
jeu le seul transcrit ARN polymérase Il snRBRs travaux antérieurgalisésau laboratoire
PRQWUH TXTXQH DVVRFLDWLRQXJLWWW &9 \0 9 $i5%pE&R G\ P\ D
exactement avec la régiont€minale de Bcdlp. La mutation D72A sur Bcd1p ne semble donc
pasperturbercette associatigrqui va alors permettre un assemblage correct de la snoRNP
SNR52.7RXWHIRLVY FHWWH VQR513 Q Y HasWwodHibeWiorg cotelcts @@ WH SR X
$51U HW sSDU H[WHQVLRQ OYDVVHPEODJH GH ULERVRPH IR
levures. Cette hypothese est appuyée par le fait que des étudesnngicu® T1DEVHQFH GH ¢
VQR513 VQ5 QYDIIHFWH SDV GH IDoRQ @&WwRdskxketaD PRGLII
2007) Afin de confirmer cette ypothese LO HVW LPSRUWDQW GH V{DVVXUH
Bcdlp D72A et les sousnités de la polymérase Ill sont maintenues dans ces conditions. Ces
expériences seront réalisées au laboratoire par double hybride.

Nos résultats suggere@galement unperte i DVVRFLDWLRQ HQWUH 6QX S HW
D72A &HOD SRXUUDLW HQ SDUWLH H[$%GhoRARM DeOMdi&dsHQFH C
GI{DVVHPEODJH GH OD SDUWLFXOH VQR513 | rERdigMdiV & ' pV
T X § X Q-shoBNRzonstiuée essentiellement du snoARN, Snul3p (qui reconnait de facon
précoce l&K-turn des snoARN), Rsalp et Hitse forme dans un premier tempsdlp a donc

été proposée comme facteur assurant le lien entre cefpanpicule et le complexe protéique

ou IboSURWPLTXH TXL YpKLFXOH OPLS WRMIPHEREDHBSHWU3L RS S
favoriseraitdonc FH UDSSURFKHPHQW DX[ VLWHY GYDVVH®EODJHYV
confirmation de cette hypothese nécessite des résultats supplémeBtefést, nous ignorons

si OTLQW daJIn&1BpLeR Rsalp sur le snoARN sont maintenues quand le mutant Bcd1p
D72Aestexprimé ' HV UpVXOWDWY REWHQXV DX ODERUDWRLUH VX
de Bcdlp dans la cellule, Nop56p interagit de facon précoce avecdaqiR&P (SnoARN a
ERVWHV & ' HW 6QX S FHOD EORTXH OYDVVHPEODJH GH
perspetives de ce projet serait de tester si Nop56p est associée au snoARN en exprimant le
mutant Bcd1lp D72ADes souches ont été généraewt effeau laboratoire pour permettre de

répondre a ces questorts DU GHV H[SpULHQFHYV GNpufa&ouERae@F LSLWD'
YRXOX VDYRLU VL OfDVVRFLDWLRQ %FG S ' $ HW 1RS ¢
optimisations des immunoprécipitations sentorenécessaire@-igure 8).
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Figure43: ORGgqgOH GH EORFDJH GH Of{DVVHPEODJH GH VQR513 j
OfH[SUHVVLRQ GX PXW&aR terévisiaed S ' $

/T DVVHPEODJH VH FDUDFWpULVH SDU OTDUULYpH SUpFRFH GH 6C
structuration du Kurn. La présnoRNP (snoARN a boites C/D, Snul3p, Rsalp et Hitlp) a été
caractérisé précédemment au laboratoire comme étant stable biochimigimenitemtcependant nous
LIJIQRURQV VL FH FRPSOH[H $51 SURWpPLQH VH IRURHNUDKHoFRXUV G
D72A sur Bcdlp blogue son association au snoARN a boites C/D et a Snul3p. La caractérisation des
SDUWHQDLUHY SURWPpPLTXHVY GH FH PXWDQW QpFHVV-LWH G¢YC
LPPXQRSUpPpFLSLWDWLRQ 1RS S VHDARX R Mbhités G drbabBe@ceSld p FR FH
%FG S LO HVW LQWpUHVVDQW GH WHVWHU SDU 5,3 VL FHWWH DV
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3. &aDUDFWpULVDWLRQ GHikeQeRRIPSOH[H 5 73

Ce travail a débuté par la volongu laboratoirede caractérige fonctionnellement et
VWUXFWXUD O H P-i¢@Mal€l§ Id pygtdiperhuMame&RPARZaurizy et al., 2018)

En plus de RPAP3, le génome humain code pour deux protéines comprenant un domaine
RPAP3Cter : SPAGlet CCDC103 SPAGL1 estune protéine mukdomaine, connue pour

participer a l'assenfdige des bras de dynéine interne et extee®ecilscellulaires Ces bras

sont nécessaires au fonctionnement des cellules sensibles et mobiles. Avec RUVBL1, RUVBL2

et PIH1D2, SPAGL1 est un élément dleR2SP, un complexe protéique assistanéfgiement
guaternairele clients protéiques de facon tissu spécifique. Dans cette étude, NOUSEAIPEES

le réle des domaine§PR de SPAG1 dan recrutement deprotéineschaperon HSFO/

HSPO0. Premierement, nous proposons que seuls deux, des trois dofrie®nt capables

de recruter HSP70 et HSR96sdomainesTPR1 etTPR3pourlesquelda structure 3D a été
déterminégarRMN au laboratoire

La combinaison de plusieuapprochesG {1 RS W L P LV D W IlsRr@téiGue VN peTsErMeQrF H

web PROSSGoldenzweig et al., 201&vec dedechniquesstructurales et biophysiquesto

permisune analysavec une précision atomistiq@e@HV LQWHUIDFHYVY GILQWHUDFWL
TPR avec BxtrémitéC-terminale des protéines HSP70 et HSP90. daées aminédans les

séquences d&PRont été identifiés comme responsal#eessentisl au bon positionnement

des peptidedesHSPs. Malgré la grande similarité entre HSP70 et HSP90, leur recrutenment

les domainesTPR étudiés de SPAGZEst difféerent /fH[LVWHQFH GH FHV GHX]|
reconnaissance des HS#fnpécheait potentiellemente bocage totatle la fonction de SPAG1

par une molécule inhibitrice. Il est également suggéré que ces dewxpdiSEentse lier a

63%* GDQV OH EXW GYDSS RrRtdiwenlpluS Qrxnde duaRitéGes RlieQsV
protéiques approprié€es deux domainé&PR pourraient offrir une autre possibilité qui serait

XQ WUDQVIHUW GLUHFW HQWUH XQ FOLHQW GH +63 HW +63
R2SP.

De plus, és résultats de notre étusieggerentT XH 63%$* QH SRVVgQGH SDV G{DF\
SURSUHPHQW GLWH PDLV HOOH SDUWLELSIEE que OTDFWL
589%/ 589%/ TXL SRXUUDLHQW IDFLOLWHU OHXU U{OH C
complexes macromoléculairte®es mesures G I D WAL Rakigespourraient mettre en
PYLGHQFH OH U{OH GH 63%* GDQV OD UpJXODWLR& SUpFLYV
largescomplexas R2SP et R2SP/HSP.
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'‘pFU\SWDJH GHV PpFDQLVPHYV PROpFXODLUHV GTI

macromoléculaires ARNprotéine :
la snoRNP C/D comme modele de travail

Chez les eucaryotes la production de ribosomes fonctionnels implique une modification

IUpTXHQWH OD PpWK\ODWLR Q-ARNY. UhZem@exe/ ARN: PRIGIKEY G X S

FDWDO\VH FHWWH UpDFWLRQ QRPPp VQR513 j ERché&zHV & '
la levureS. cerevisiae(Snul3p, Nop58p, Nop56p, Noplp) avec son ARN guide (SnoARN a

ERVWHV &' IDLW LQWHUYHQLU GHV SURWPLQHYV GYDVVHI

chronologie finement régulée. La protéine Bcdlp est un facteur essntiet assemblage.

Elle a été identifié au laboratoire comme étant nécessauredépotcorrect de Nop58p sur le
snoARN a boites C/D. Durant ce travail de thése nous avons cherché a caractériser les
FRPSOH[HV WUDQVLWRLUHYV S U panRdghoiite Bcdl 2 vhediiReEi© D J H
ATPasique Rvb1/Rvb2 est étroitement liée au rble de Bcdlp. La caractérisation bioclkimique
structuraé du complexe Rvb1l/Rvb2/Bcdlp suggeéere une flexibilité conformationnelle
importante.

Mots clés: Bcd1lp, Assemblage des snoRNP a boites C/D, snoARN, Rvb1/Bvberevisiae

Deciphering the molecular mechanisms of the assembly of macromolecular
complexes the snoRNP as a working model

In eukaryotes, the production of functional ribosomes involvéequent modification, the
2'0OH methylation of the preRNA riboses An RNA/protein complex catalyzes this reaction,
termed the C/D box snoRNP. The assembly of its core proteins in theS/eestevisiae
(Snul3p, Nop58p, Nop56p, Noplp) with its guiddAR(snoRNA with C/D boxes), involves
assembly proteins in a transient manner, ensuring ardééatedchronology. The Bcdlp
protein is an essential factor in this assembblizas been identified in the laboratory as being
necessary for the correct defiimm of Nop58p on the C/D box snoRNA. During this thesis
work we sought to characterize the early transitional complexes of assembly, including the
Bcdl protein. The Rvbl/Rvb2 ATPase machinery is closely linked to the role of Bcdlp.
Structural biochemicatharacterization of the Rvb1/Rvb2/Bcd1lp complex suggests significant
conformational flexibility

Key words: Bcd1p, Box C/D snoRNP Assembly, snoRNA, Rvb1l/RWZ;erevisiae
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