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Ici est donné le sens des abréviations qui ne sont pas expliquées dans le texte

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ARN : Acide RiboNucléique

DTT : 1,4-DiThioThreitol

EDTA : Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid

GSH : Glutathione

GST : Glutathion-S-Transferase

HPLC : High Pressure Liquid Chromatography

HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy
NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

PBS : Phosphate Buffer Saline

PEG : Poly Ethylene Glycol

PMSF : PhenylMethylSulfonyl Fluoride

PVDF : PolyVinylidine DiFluoride

RMSD : Root Mean Square Deviation

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate-Poly Acrylamide Gel Electrophoresis
SH3 : Src-Homology 3

TAP(-Tag): Tandem Affinity Purification

TCEP : Tris(2-CarboxyEthyl)Phophine hydrochloride

TEV : Tobacco Etch Virus

TRIS : Tris(hydroxymethyl)amino methane

Ici sont données des définitions succinctes des termes anglais utilisés dans le texte

Cluster : regroupement de plusieurs éléments

Cross-linking : création d’un lien (lien covalent entre deux protéines)

Dot-blot : dépdt circulaire d’une protéine sur une membrane pour des études d’interaction
Far Western : méthode pour mettre en évidence une interaction entre une protéine sur une
membrane et une autre protéine en solution

Immunoblotting=Western blot : détection d’une protéine sur membrane avec des anticorps
dirigée contre cette protéine

Linker : chaine d’acides aminés entre deux domaines d’une protéine

Northwestern : méthode pour mettre en évidence une interaction entre une protéine sur une
membrane et un ARN en solution

Pull-down : capture par affinité de protéines

Slurry : suspension

Southwestern : méthode pour mettre en évidence une interaction entre une protéine sur une
membrane et un ADN en solution

Spliceosome : ensemble des complexes ribonucléoprotéiques assurant 1’épissage
Winged-helix : hélice ailée, sous-classe de la superfamille des domaines hélice-coude-hélice
de liaison a ’ADN

ZZ : domaine construit a partir de deux domaines de liaision IgG de la protéine A de
Staphylocoque
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Le cadre scientifique de la these

Les protéines sont les principaux acteurs du vivant, non seulement par leur quantité
(environ 70 % en masse des molécules constituant une cellule), mais surtout par la diversité
des fonctions qu'elles exercent, allant de la catalyse de réactions chimiques jusqu'a la
structuration de la matiére vivante, en passant par des roles de moteurs moléculaires ou encore
de communication entre cellules. Elles sont formées de longues chaines d'acides aminés, qui
se replient dans l'espace. La structure d'une protéine correspond a une conformation stable
mais modifiable en fonction de I'environnement puisqu'elle repose sur des interactions faibles.
Elle est a la base des fonctions assurées par la protéine. Connaitre la structure aux détails
atomiques pres, comprendre ses propriétés dynamiques, suivre les changements de
conformation d'une protéine en action, intégrer ces connaissances aux données
biochimiques et fonctionnelles constituent le cceur de la biologie structurale et permet
d'avancer considérablement dans la compréhension de la fonction des protéines.

Plusieurs techniques biophysiques peuvent étre utilisées lors de la détermination d’une
structure et chacune de ces techniques apporte une information différente : architecture
globale, détails atomiques, réarrangements structuraux, interactions avec les partenaires,
mécanismes enzymatiques. La cristallographie par rayons X, la RMN, la diffusion de neutrons
ou de rayons X et la microscopie électronique font partie de ces techniques. La
caractérisation structurale des protéines modulaires illustre bien la nécessité d'utiliser
des approches complémentaires. Ces protéines sont constituées de plusieurs modules
adoptant chacun une structure de maniere autonome. Cependant, les différents modules sont
reliés par des séquences flexibles, ce qui crée une hétérogénéité structurale a 1’échelle de la
protéine entiere. Les protéines modulaires ressemblent donc a des « lego » moléculaires qui
peuvent se restructurer en cours de réaction.

La compréhension des bases moléculaires de leurs fonctions biologiques repose au départ
sur une approche réductionniste, dans laquelle chaque fonction est disséquée au niveau
moléculaire et la structure de chaque domaine fonctionnel ainsi identifié est analysée. L'enjeu
est aussi d'aller plus loin, c’est-a-dire de remonter aux architectures supramoléculaires
présentes dans le contexte cellulaire, de comprendre les propriétés structurales et
dynamiques permettant I’assemblage des différents complexes, et de relier 1’évolution de ces
assemblages a leurs fonctions biologiques. Cela implique de pouvoir aborder des structures de
complexes de plus en plus larges et souvent transitoires dans le temps. De plus, les propriétés
dynamiques permettant les réarrangements structuraux nécessaires aux fonctions doivent étre
comprises.

La protéine KIN17 en quelques mots

Treés conservée, plus abondante dans les cellules en prolifération que dans les cellules
normales, stimulée par les rayonnements, corrélée aux dommages de I'ADN, autant de
caractéristiques qui ont suscité 'intérét pour 1’analyse structurale et fonctionnelle de la
protéine KIN17 afin de caractériser sa ou ses fonction(s) dans la cellule. La protéine KIN17 a
¢té particuliecrement étudiée in vitro et in vivo dans le laboratoire de J.Angulo
(LGR/DRR/CEA Fontenay-aux-Roses) (Masson et al. 2003; Miccoli et al. 2005) dans le cadre



du projet du laboratoire visant a évaluer les effets biologiques produits par les génotoxiques
physiques et chimiques sur les cellules de mammiféres in vitro et in vivo et a caractériser la
réponse des cellules de mammiféres aux radiations ionisantes au niveau moléculaire. Les
données de ce laboratoire nous invitent a préciser les roles éventuels de la protéine KIN17
dans les mécanismes de réplication de I’ADN, réparation de I’ADN et métabolisme de
I’ARN.

Le plan du manuscrit

La premiére partie (Introduction) présente les propriétés connues de la protéine KIN17 et
les implications possibles de cette protéine dans les différents mécanismes cellulaires. A partir
de 1a, nous présentons les objectifs du travail de thése mené sur la protéine humaine KIN17.

La seconde partie (Matériel et Méthodes) présente en détails les méthodes utilisées
pendant la thése ainsi que les procédures expérimentales.

La troisieme partie (Résultats) décrit (1) les résultats obtenus lors de la caractérisation
structurale de la protéine humaine KIN17, par cristallographie aux rayons X, RMN et SAXS
et (2) les résultats obtenus lors de la caractérisation fonctionnelle de la protéine, par des
¢tudes d’interaction avec des partenaires connus et par la recherche de partenaires associés a
I’un ou I’autre des domaines de la protéine.

La quatriéme partie (Discussion et Perspectives) présente une synthése des travaux
réalisés au cours de la thése et propose des perspectives a ce travail.
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1. LA PROTEINE KIN17

1.1. L’identification et les caractéristiques de la protéine KIN17

En 1991, le gene KIN17 de souris a été identifié sur la base de la réactivité croisée de la
protéine pour laquelle il code avec des anticorps dirigés contre la protéine RecA (Angulo et
al. 1991a). En effet, la protéine KIN17 de souris a une région limitée a 39 résidus qui est
homologue a 47% a une région située dans la partiec C-terminale de la protéine RecA d’E. coli
(Angulo et al. 1991b) et impliquée dans la liaison de la protéine RecA a ’ADN (Kurumizaka
et al. 1996). La protéine bactérienne RecA est impliquée dans la recombinaison homologue, la
réponse SOS et la réponse aux dommages de I’ADN induits par mutagénese (Cox 1999). Le
gene KIN17 humain a ensuite été identifi¢ sur le chromosome 10 (Kannouche et al. 2000). Ce
géne est exprimé de facon ubiquitaire dans les tissus humains (pancréas, rein, muscle
squelettique, foie, poumon, placenta, cerveau, coeur, rate, thymus, prostate, testicule, ovaire,
petit intestin, colon et leucocytes) bien que chaque tissu ait un niveau d’expression du géne
spécifique (Figure 1-1). Le coeur, le muscle squelettique et les testicules présentent les
niveaux d’ARNm de KIN17 les plus ¢élevés (Kannouche et al. 2000).
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Figure 1-1 : Expression de ’ARNm de KIN17 dans différents tissus humains. La bande a 1.8kb correspond a
I’ARN de KIN17 humain (Kannouche et al. 2000).

La protéine KIN17 humaine (hKIN17) codée par ce géne est une protéine de 45kDa, de
nature basique. La protéine est présente dans une grande diversité d’organismes eucaryotes
(animaux, plantes, champignons et protistes). Un alignement de toutes les séquences de
KIN17 décrites a ce jour est présenté en annexe 1. Sur la Figure 1-2, un alignement de
quelques séquences représentatives des séquences de KIN17 d’animaux, de plantes, de
parasites et de levures est donné.
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Figure 1-2: Conservation des protéines KIN17 au cours de 1’évolution. Alignement multiple de quelques
séquences de protéines KIN17 réalisé avec CLUSTAL W et optimisé avec MUSCLE. La numérotation des
acides aminés correspond a la séquence de la protéine KIN17 humaine. La région encadrée en rouge correspond
a une région conservée dans toutes les séquences de KIN17 et la région encadrée en vert correspond a une région
conservée chez les Eucaryotes Supérieurs seulement. Les fléches bleues pointent vers les résidus strictement
conservés entre toutes les espéces.

La région N-terminale de la protéine (jusqu’au résidu 125) est trés conservée entre toutes
les especes. La région centrale (région 126 a 267 environ) présente plus de variétés de
séquence et de longueur. La région C-terminale, encore trés conservée, est néanmoins absente
des séquences des KIN17 des levures. La trés forte conservation de la protéine dans
I’évolution suggere que KIN17 est une protéine essentielle et que certaines de ses fonctions
doivent également étre conservées entre les espéces.

La suppression du géne homologue chez la levure, rts2, rend les cellules non viables
(Giaever et al. 2002). Des interactions génétiques ont été observées entre rts2 et cdc40, et rts2
et rpsl7a (Davierwala et al. 2005) : cdc40 code pour un facteur d’épissage des ARN pré-
messagers qui interagit lui-méme avec de nombreux facteurs d’épissage, comme cela a été
montré par GST-pull-down (Hazbun et al. 2003) et TAP-Tag (Gavin et al. 2002), et qui joue
un réle dans la progression du cycle cellulaire (Kaplan et al. 2007) ; rpsl7a code pour la
protéine ribosomale S17-A de la sous unité¢ 40S. De plus, des expériences de TAP-Tag
menées sur environ 2000 protéines de levure ont montré que Rts2 appartient a un complexe

10



incluant la protéine ribosomale acide PO appartenant a la sous unit¢é 60S, le facteur
d’¢élongation 1 alpha et la sous-unité¢ B de I’ATP synthase de vacuole (Gavin et al. 2002).

La protéine hKIN17 est une protéine essentiellement nucléaire qui forme des foyers
intranucléaires dans les cellules en prolifération (Kannouche et al. 2000). Elle a également été
observée dans le cytoplasme des spermatides allongés (Pinon-Lataillade et al. 2004). Le géne
KIN17 est de manicre générale trés faiblement exprimé dans les cellules mais les cellules en
division rapide contiennent 3 fois plus d’ARNm KIN17 que les cellules au repos (Kannouche
et al. 1998). La concentration cellulaire de KIN17 est faible mais des plus hauts niveaux de
KIN17 sont observés dans certaines cellules tumorales. Des quantifications par ELISA du
niveau de protéine KIN17 endogene dans 16 lignées de cellules humaines ont montré une
grande gamme d’expression allant de 100 000 molécules par noyau dans les cellules H1299
(cellules cancéreuses du poumon) a 4 600 molécules par noyau dans les cellules MeWo
(mélanome) (Biard et al. 2003).

1.2. Les propriétés décrites pour la protéine KIN17

Comme cela est représenté schématiquement sur la page suivante, les propriétés de la
protéine KIN17 peuvent étre rattachées a trois grandes fonctions cellulaires : réplication de
I’ADN, réparation de I’ADN et métabolisme de I’ARN (transcription/épissage). Nous
détaillerons chacun des aspects dans le paragraphe suivant.

L’observation de structures discretes appelées "foyers intra-nucléaires" contenant la
protéine KIN17 dans les noyaux de cellules de mammiferes refléte la compartimentation de
transactions complexes impliquant les acides nucléiques comme la réplication, la réparation,
la transcription ou I'épissage. Ce type de répartition en foyers a également été observé pour
d'autres protéines comme par exemple la cycline A, PCNA, RPA, CAF-1, Rad51 et Brcal
(Newport et al. 1996). De maniere générale, I’ensemble des propriétés décrites pour la
protéine KIN17 suggére qu’elle est une protéine de la maintenance nucléaire.
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2. LAPROTEINE KIN17 ET LES DIFFERENTS
MECANISMES CELLULAIRES

2.1. Lerdble éventuel de KIN17 dans la réplication de I’ADN

2.1.1.Le niveau d’expression du gene KIN17 et la
prolifération cellulaire

Le niveau d’expression du geéne KIN17 est plus faible dans les cellules quiescentes,
confluentes ou différenciées par rapport a des cellules en prolifération (Biard et al. 1997;
Kannouche et al. 1998; Pinon-Lataillade et al. 2004). En particulier, une augmentation du
transcrit du géne KIN17 dans des cellules de souris en culture est observée au niveau de la
transition G1/S (Kannouche et al. 1998).

La sur-expression du géne KIN17 a un effet antiprolifératif (Biard et al. 1999; Kannouche
et al. 1999). Par ailleurs, I’extinction du géne humain KIN17 par interférence ARN dans des
cellules HeLa réduit considérablement leur croissance dans les deux mois qui suivent la
transfection (Despras et al. 2007). La croissance cellulaire est également affectée dans les
cellules RKO exprimant un transcrit antisens de I’ADNc du géne KIN17 (Biard et al. 2002).
Ces travaux montrent que I’expression du géne KIN17 doit étre strictement régulée pour
assurer la prolifération cellulaire.

2.1.2. L’'implication de la protéine KIN17 dans la réplication
de I’ADN

La sur-expression de la protéine KIN17 murine dans des cellules HeLa ayant un vecteur
doté d’une origine de réplication SV-40 (simian virus 40) intégré dans leur génome, inhibe la
réplication dépendant de I’antigéne T de I’origine SV-40 (Kannouche et al. 1999). La protéine
KIN17 pourrait donc avoir un réle au sein du cycle cellulaire, au niveau du point de controle
de la transition G1/S ou pendant la phase de syntheése de I’ADN.

Par ailleurs, la protéine hKIN17 est localisée aux sites de réplication de ’ADN (Biard et
al. 2003). La majorit¢ des foyers nucléaires de hKIN17 co-localisent avec les sites
d’incorporation de BrdU visualisés en microscopie €lectronique. Une étude récente a montré
que la protéine hKIN17 s’associe avec les origines de réplication (Miccoli et al. 2005). Elle
semble appartenir au complexe de réplication de I’ADN et la déplétion de cette protéine réduit
I’activité du complexe in vitro (Miccoli et al. 2005).
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2.2. Lerble éventuel de KIN17 dans la réparation de I’ADN

2.2.1.Les mécanismes de réparation de I’'ADN

Les mécanismes de réparation de ’ADN sont déclenchés pour faire face aux dommages
de I’ADN. En effet, ’ADN est intrinséquement instable et continuellement soumis a des
dégradations causées par des déficiences internes aux cellules ou par des perturbations
externes (radicaux libres, lumiere UV, agents alkylants ou radiations ionisantes).
L’accumulation de mutations génétiques dues a des défauts de réparation de I’ADN est la
cause principale du développement de tumeurs (Motoyama et al. 2004). La réponse cellulaire
aux dommages de I’ADN inclut les mécanismes de réparation de I’ADN et les mécanismes de
controle du cycle cellulaire. La réparation de I’ADN implique des protéines qui détectent le
dommage de I’ADN (senseurs), des protéines qui transmettent le signal du dommage et des
protéines capables de réparer le dommage. Chaque type de dommage de I’ADN est pris en
charge par une voie de réparation spécifique (Figure 2-1) (Hoeijmakers 2001). Le contrdle du
cycle cellulaire implique également des senseurs des dommages de I’ADN qui recrutent des
médiateurs et des enzymes chargés de transmettre le signal jusqu’aux régulateurs du cycle
cellulaire (Melo et al. 2001; Nyberg et al. 2002). Ainsi, le cycle cellulaire est interrompu
pendant la réparation et reprend lorsque le dommage est réparé (Figure 2-1).

I Agent de dommage |

Rayons - X Lumiere UV Arrét du
radicaux oxygene aromatique Rayons - X Erreurs de cycle cellulaire

agents alkylants polycyclique agc{'ctissf‘l;‘tt";}[‘&'g")aw réplication

et A (transitoire)
réactions spontanées hydrocarbones

Apoptose
- - (mort cellulaire)
Uracile (6-4)PP - Mésappariement A-G
Site abasique adduit Liaison cboyalente Mésappariement T-C
8-oxoguanine encombrant 1ntedr rg{s bri insertion
cassure simple brin ~ CPD cassure double-brin délétion
* \r * * Cancer
Réparation par ~ Réparation par Réparation par Réparation des vieillissement
excision de base  excision de recombinaison mésappariement Maladi
(BER) nucléotide (Recombinaison (MMR) chr somiques| alacies
(NER) homologue, chromosomiques congénitales

liaison des
extrémités)

Processus de réparation

Figure 2-1 : Dommages de I’ADN, mécanismes de réparation et conséquences au niveau cellulaire (Hoeijmakers
2001).

Les protéines impliquées dans la surveillance du génome sont souvent de grande taille,
possedent de larges régions non structurées et sont impliquées dans un grand nombre
d’interactions d’affinité généralement faibles. Des dysfonctionnements moléculaires dans ces
interactions provoquent des déficits dans les voies de réparation correspondantes et peuvent
ainsi conduire a des événements de carcinogenése.
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2.2.2.La protéine KIN17 est surexprimeée apres des
dommages de 'ADN

La propriété de la protéine KIN17 qui a suscité 1’intérét initial du laboratoire du Dr J.
Angulo pour une étude plus approfondie de cette protéine est qu’elle est activée par les
radiations ionisantes, les ultraviolets ou autres stress génotoxiques (Biard et al. 1997;
Kannouche et al. 1998; Masson et al. 2001) et semble ainsi constituer un facteur de réponse
aux stress. L’irradiation aux UVC de fibroblastes humains ou murins conduit a
I’augmentation du transcrit du gene KIN17 7 heures aprés irradiation, avec un maximum
atteint a 16 heures (Kannouche et al. 1998; Kannouche et al. 2000). La protéine KIN17
pourrait participer & un mécanisme, conservé chez les mammifeéres, permettant de prendre en
charge les 1ésions résiduelles de I’ADN.

En revanche, dans des cellules déficientes en protéines XPA et XPC, la régulation
positive de la protéine KIN17 apres irradiation aux UVC est inhibée (Masson et al. 2003).
Dans la lignée XP44RO issue d’une métastase testiculaire de mélanome d’un patient XP-C,
I’induction du géne KIN17 aprés UVC est restaurée par complémentation de la lignée avec un
vecteur rétroviral portant I’ADNc du géne XPC (Masson et al. 2003). Des résultats similaires
ont ét¢ observés chez la souris en comparant des fibroblastes normaux et XPA-- (Blattner et
al. 2000). Les protéines XPA et XPC, en dehors de leur réle dans le systéme de réparation
NER (Nucléotide Excision Repair), participent a une voie de signalisation des dommages
aboutissant notamment a 1’augmentation de I’expression de certains génes. L’activité des
protéines XPA et XPC est donc nécessaire a la réponse du gene KIN17 apres irradiation aux
UVC.

2.2.3.La protéine KIN17 est en partie associée a la chromatine

Une fraction de la protéine KIN17 enticre et endogéne des cellules HeLa se fixe
directement a la chromatine (Biard et al. 2002). Elle est associée aux structures
chromatiniennes a la fois dans les cellules en prolifération et dans les cellules arrétées en
phase G;-M, c¢’est-a-dire indépendamment du cycle cellulaire.

Suite a D’apparition de dommages de I’ADN causés par I’ajout de MNNG (agent
hautement mutageéne et monoalkylant), la fixation de la protéine KIN17 a la chromatine est
considérablement augmentée (Miccoli et al. 2003). Cette observation indique que la
régulation positive du géne KIN17 observée aprés la formation de dommages de ’ADN
conduit a une augmentation de la protéine liée a I’ADN chromatinien.

2.2.4.Le lien entre les mécanismes de réparation de I’ADN et
la chromatine

Une question majeure posée par I’étude des mécanismes de la réponse cellulaire aux
dommages de I’ADN est comment I’environnement structural complexe de la chromatine est
altéré en présence de lésions de I’ADN (Bakkenist et al. 2004; Peterson et al. 2004). L'unité
fondamentale de la chromatine est le nucléosome composé de 146 pb d'ADN enroulées autour
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d'un octameére protéique comprenant deux exemplaires de chacune des histones H3, H4, H2A
et H2B (Luger et al. 1997). L’ADN nuclé¢osomal est organisé de mani¢re dynamique avec
différents niveaux de compaction allant de fibres de 10nm a des structures telles que les
chromosomes mitotiques condensés. L’extraordinaire degré de compaction de ’ADN au sein
de la chromatine restreint 1’accés a ’ADN de protéines de régulation impliquées dans des
processus biologiques tels que la réplication, la transcription et la réparation de ’ADN. Pour
relacher cette compaction et rendre I’ADN accessible, la cellule utilise différents mécanismes
de remaniement et de modification de la structure de la chromatine : modifications des
histones, remodelage dépendant de I’ATP et incorporation de variants d’histones. En ce sens,
des études biochimiques suggerent que la structure de la chromatine est remodelée en
présence de cassures double-brin (DSBs) (Smerdon et al. 1978; Jaberaboansari et al. 1988;
Sidik et al. 1990). De méme, I’exposition des cellules a une irradiation UV semble relacher la
structure de la chromatine dans tout le noyau (Hittelman et al. 1984; Ljungman 1989; Rubbi
et al. 2003). En plus de ces changements globaux, des perturbations locales de la chromatine
et des modifications post-traductionnelles d’histones (acétylation, phosphorylation,
méthylation, ubiquitination, ADP-ribosylation, sumoylation, glycosylation ou biotinylation)
induites par des dommages de I’ADN peuvent créer des sites d’amarrage pour les protéines de
réponse a ces dommages (Peterson et al. 2004). Finalement, une combinaison de
modifications traduit un état particulier de la chromatine (de la Cruz et al. 2005) et la
reconnaissance de ces combinaisons par des facteurs spécifiques permet le recrutement de
protéines ou de complexes de protéines impliqués dans la régulation des différents processus
biologiques autour de I’ADN.

Dans ce cadre 13, le laboratoire s’intéresse a la caractérisation structurale et dynamique de
protéines de la réparation et de la signalisation des dommages de I’ADN capables de
reconnaitre les modifications d’histones, en identifiant les repliements de domaines proposés
comme interagissant avec la chromatine et en recherchant leurs motifs d’interaction avec les
histones. Le laboratoire s’est focalisé plus spécifiquement sur différentes protéines modulaires
contenant un domaine appartenant a la « royal family », une famille de domaines eucaryotes
dérivant probablement d’un ancétre commun unique (Maurer-Stroh et al. 2003). Les
domaines Tudor, Chromo, MBT et PWWP appartiennent a cette famille, ce qui suggere qu’ils
partagent certaines fonctions biologiques. Il a été montré récemment et plus particulierement
pendant ma thése que des domaines Tudor, Chromo et MBT reconnaissent des peptides
modifiés d’histones (Kim et al. 2006) ou d’autres protéines (Huang et al. 2007). Au cours de
ma thése, nous avons cherché a savoir si I’un des domaines de la protéine KIN17 humaine
dont la distribution des amas hydrophobes rappelle celle des domaines de la Royal Family
avait une fonction de reconnaissance de la chromatine modifiée.

2.3. Lerble éventuel de KIN17 dans le métabolisme de I'ARN

2.3.1.Lerble éventuel de la protéine KIN17 dans le contrble
de la transcription

La protéine KIN17 posséde plusieurs caractéristiques d’un facteur de transcription. En
effet, I’analyse de la séquence de la protéine KIN17, trés conservée entre les especes, montre
que la protéine posséde un domaine de liaison aux acides nucléiques (doigt de zinc en N-
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terminal) et un signal de localisation nucléaire dans sa région centrale qui peut permettre le
déplacement de la protéine vers le noyau apres sa synthése. Mais surtout, la protéine a la
propriété de lier ’ADN simple et double brin et elle a été observée associée a I’ADN
chromosomique dans des cellules humaines (Angulo et al. 1991b; Mazin et al. 1994a). De
plus, la protéine KIN17 de souris est capable de se substituer au facteur de transcription H-NS
(histone-like nucleoid-structuring) dans des bactéries déficientes pour ce facteur et d’activer
ou de réprimer la transcription de génes appartenant a 1’opéron H-NS (Timchenko et al.
1996).

2.3.2.Les mécanismes d’épissage des ARN pré-messagers

La plupart des geénes eucaryotes sont exprimés comme précurseurs d’ARNm (ARN pré-
messagers) qui sont convertis en ARNm lors de I’épissage, une étape essentielle de
I’expression des genes pendant laquelle les séquences non-codantes (introns) sont enlevées et
les séquences codantes (exons) sont liées ensemble (Yong et al. 2004; Will et al. 2005).
L’¢épissage des ARN pré-messagers nucléaires est réalis€ par une machinerie
macromoléculaire trés dynamique appelée le complexe d’épissage (spliceosome). En taille
(plusieurs megadaltons) et en complexité, le spliceosome est comparable au ribosome. Les
snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particules) sont les composants majeurs des
complexes de I’épissage des ARN pré-messagers dans le noyau des cellules eucaryotes. Elles
sont abondantes (par exemple, plus de 10° U1 snRNP dans les cellules HeLa). Elles ont été
purifiées a partir d’extraits de cellules humaines et leur composition en protéines a été
déterminée. Chacune des snRNPs (U1, U2, U4, U5 et U6) contient un petit ARN nucléaire
riche en uridine (snRNA, Ul, U2, U5 ou U4/U6) en association forte avec de multiples
protéines : les sept protéines Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F et G) et de nombreuses protéines
spécifiques a chaque snRNA. Plus de 50 protéines sont recrutées dans le spliceosome en tant
que composants stables des snRNPs. Un grand nombre de protéines non associées aux
snRNPs sont aussi associées au spliceosome.

La reconnaissance et 1’enlévement de chaque intron in vitro nécessitent un réassemblage
complet du spliceosome. Cet assemblage a lieu en une suite de différentes étapes distinctes,
définies par 1’addition et le relargage des snRNPs (Figure 2-2). L’assemblage du spliceosome
est initié par la reconnaissance du site d’épissage en 5’ de I’ARN pré-messager par UlsnRNP
pour former le complexe E. A cette étape, U2 snRNP est associé faiblement avec I’ARN pré-
messager. Ensuite, I’interaction de U2 snRNP avec ’ARN est stabilisée et conduit a la
formation du complexe A, aussi appelé prespliceosome. L’interaction de U4, U5 et U6
préassemblés en un tri-snRNP avec le complexe A conduit au complexe B. Ce complexe
contient ainsi tous les U snRNA dans un état précatalytique. Il subit ensuite des
réarrangements structuraux majeurs, incluant la déstabilisation et la perte de Ul et U4
snRNPs et le recrutement de facteurs protéiques additionnels conduisant & son activation
catalytique et a la formation du complexe B* (spliceosome activé). Ainsi la formation du
spliceosome activé est permise par des stabilisations et déstabilisations de multiples
interactions ARN-ARN, ARN-protéine et protéine-protéine. L’épissage est un mécanisme
catalytique en deux étapes. Pendant la premicre étape, le site 5° d’épissage est clivé et le
complexe C est formé. Dans la seconde étape, le site 3° d’épissage est clivé, I’intron est libéré
et les exons 5” et 3’ sont liés pour former I’ARN messager. A la dissociation du spliceosome,
les produits de 1’épissage de I’ARN pré-messager sont libérés et les différentes sous-unités du
spliceosome sont intégrées dans de nouveaux cycles d’épissage.
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Figure 2-2 : Différentes étapes de I’assemblage de 1’épissage dépendant de U2. Chez les eucaryotes, il existe un
autre épissage moins abondant (épissage dépendant de U12). Par souci de simplification, ne sont représentées
que les interactions des snRNPs. Les séquences d’exon et d’intron sont représentées par des rectangles et des
lignes respectivement (Will et al. 2005).

L’¢pissage des ARN pré-messager est spatialement et temporellement li¢ a d’autres
processus cellulaires, incluant la transcription, la polyadénylation et I’export des ARNm.

2.3.3. Lerble éventuel de la protéine KIN17 dans I'épissage

La protéine KIN17 de souris interagit avec I'ARN in vivo et les protéines KIN17 humaine
et murine interagissent directement avec différents types d’ARN in vitro (Pinon-Lataillade et
al. 2004).

De plus, trois analyses par protéomique du spliceosome humain (Makarov et al. 2002;
Rappsilber et al. 2002; Deckert et al. 2006) ont permis d’identifier la protéine hKIN17 dans
des complexes de 1’épissage. En particulier, la présence de la protéine a été détectée dans le
complexe B activé (B*) (Makarov et al. 2002). Dans une analyse en paralléle de quatre
purifications du complexe B (Deckert et al. 2006), la protéine hKIN17 a été détectée une
seule fois dans ce complexe B, suggérant qu’elle pourrait y étre faiblement associée ou que
puisqu’associée a d’autres complexes du spliceosome (complexe B* en particulier), elle
pourrait étre présente en tant que contaminant dans les préparations de complexe B. En
revanche, la protéine KIN17 n’est pas présente dans les complexes A (Hartmuth et al. 2002)
et C (Jurica et al. 2002). En outre, KIN17 n’a pas été retrouvée dans d’autres analyses a
grande échelle du spliceosome (Neubauer et al. 1998; Zhou et al. 2002; Chen et al. 2007a).
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Ghislaine Pinon-Lataillade du laboratoire LGR/DRR/CEA Fontenay-aux-Roses a montré
que plusieurs protéines impliquées dans 1’épissage des ARN prémessagers
coimmunoprécipitent avec KIN17 dans des cellules HeLa et dans des testicules de souris : il
s’agit des protéines U1-70K, ASF/SF2, hnRNPA1 et I’ARN polymérase II, des protéines Sm
et des ARN hélicases DDX1 et p68 (communication personnelle). De plus, elle a montré la
colocalisation partielle de KIN17 avec les protéines Sm, principaux composants des snRNPs,
et avec les protéines SC35 et ASF/SF2, protéines du compartiment nucléaire speckles,
suggerant qu’une fraction de la protéine KIN17 appartient a ces structures qui sont
considérées comme des sites de régulation du pool de facteurs protéiques nécessaires a la
transcription et a la maturation des ARN pre-messagers.

3. L’APPROCHE UTILISEE POUR L’ETUDE STRUCTURALE
ET FONCTIONNELLE DE LA PROTEINE HKIN17

Plusieurs propriétés ont été décrites pour la protéine KIN17, dans différents mécanismes
cellulaires (réplication de I’ADN, réparation de ’ADN, métabolisme de I’ARN) et elles sont
présentées de maniere exhaustive dans le paragraphe précédent. Cependant la ou les
activité(s) biochimique(s) de la protéine ne sont pas connue(s). Mon travail de thése s’inscrit
dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire LGR/DRR/CEA Fontenay-aux-Roses
dont I’objectif vise a préciser le role de la protéine KIN17. Alors que ce laboratoire a plutot
une approche de biologie cellulaire, dans notre laboratoire nous abordons plutdt cette
recherche d’un point de vue structural. Ainsi, cela permet de conjuguer des informations a
I’échelle de la cellule avec des données moléculaires.

Dans ce cadre 13, j’ai, au cours de ma these, cherché :
- a déterminer la structure de la protéine hKIN17 a I’aide de différentes méthodes
biophysiques (cristallographie aux rayons X, RMN et SAXS) ;
- a caractériser les interactions de la protéine hKIN17 avec ses partenaires biologiques
a I’aide de différentes méthodes biochimiques ;
- a localiser les surfaces fonctionnelles de la protéine en combinant des informations
structurales et fonctionnelles.

Je me suis attachée a donner un éclairage nouveau a la caractérisation fonctionnelle de la
protéine KIN17 humaine grace a [I’utilisation de méthodes structurales variées et
complémentaires. En parallele, la recherche de partenaires pour chacun des domaines
structuraux identifiés a permis d’apporter des informations concernant le réle global de la
protéine, tout en précisant le role de chacun des domaines au sein de la protéine.
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