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p/CIP P300/CBP colntegrator associated Protein
PABP1 Poly-A Binding Protein 1

PABC Poly-A Binding protein Carboxy-terminal domain
PADI4 Peptidyl Arginine Delminase 4

PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase

PHD Plant Homeo Domain

PHRMT10 Plant Histone aRginine MethylTransferase 10
plIClIn Protein Inducing ChLoride Nucleotide-sensitive current
PIWI P-element Induced Wimpy testis

Pol B ADN POLymérase B

PR Progesterone Receptor

PRMT Protein aRginine MethylTransferase

PWWP Pro-Trp-Trp-Pro motif

RAC3 RAR-Associated Coactivator 3

RAR Retinoic Acid Receptor

RioK1 RIO Kinase 1

Rmt2 ARginine MethylTransferase 2

RNPsn RiboNucléoProtéine « Small Nuclear »

rpS2 Ribosomal Protein S2

RRM RNA Recognition Motif

RXR 9-cis Retinoic acid Receptor

SAH S-Adénosyl-Homocystéine

SAM S-Adénosyl-L-Méthionine

Sam68 SRC substrate Associated during Mitosis
SAP49 Spliceosome-Associated Protein 49

SET Su(var)3-9, E(z) and Trx related domain

Sir2 SIRtuin protein 2

SKP1 S-phase Kinase-associated Protein 1

SLM Sam68-Like Mammalian protein

SMN Survival Motor Neuron

SRC Steroid Receptor Coactivator

SPT5 SPaTula protein 5

SUMO Small Ubiquitin-like MOdifier

SWI/SNF SWitch defective/Sucrose Non-Fermenter
TARPP Thymocyte cyclic AMP-Regulated PhosphoProtein
TDRD TuDoR Domain containing protein

TFIID Transcription Factor I D

TIF2 Transcriptional Intermediary Factor 2

TNF-a Tumor Necrosis Factor a

TPR TetratricoPeptide Repeat

TR Thyroid hormone Receptor

TRAM-1 Thyroid Receptor Activator Molecule 1
UDP-GIcNAc Uridine DiPhosphate N-ACetylGLuCosamine
VDR Vitamin D Receptor

VIH Virus d’Immunodéficience Humaine
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Etude structurale de I’histone-méthyltransférase « CARM1 »
et de ses complexes biologiquement significatifs

Des structures 3D vers la conception rationnelle de
COMPOSESs a action pharmacologique






PREAMBULE

L'une des thématiques de recherche de I'équipe « Biologie structurale des cibles
épigénétiques », dirigée par le Professeur Jean Cavarelli, porte sur la compréhension au niveau
structural des mécanismes de reconnaissances biologiques impliquant les protéine arginine
méthyltransférases (PRMT). Ces protéines sont impliquées dans de nombreux processus
cellulaires comme la transcription, la traduction, la transduction du signal, la maturation et le
transport des ARN, la réparation de I'ADN et I'apoptose. Les PRMT constituent aussi une des
nouvelles cibles potentielles en chimiothérapie car de nombreux travaux ont montré que des
dérégulations des processus cellulaires impliquant les PRMT peuvent induire certains cancers.
La découverte de modulateurs spécifiques de I'activité des PRMT pourrait donc ouvrir des
voies thérapeutiques nouvelles. La compréhension a I’échelle atomique du mode d’action des
PRMT s’avere donc cruciale a la fois au niveau fondamental et pour des applications

pharmacologiques.

Les PRMT utilisent la S-adénosyl-méthionine (SAM) comme donneur de méthyle et
sont divisées en quatre classes, selon la nature chimique des arginines modifiées produites.
Les deux classes principales sont les PRMT de type | et les PRMT de type Il, catalysant
respectivement la formation d’arginines diméthylées asymétriques et symétriques. Les PRMT
sont des protéines modulaires construites autour d’'un domaine catalytique commun auquel
des modules additionnels idiosyncratiques a chaque PRMT sont parfois ajoutés. Au moins 9
PRMT (notées de PRMT1 a PRMT9) ont été identifiées chez ’'Homme. Bien que plusieurs
structures tridimensionnelles de PRMT soient connues et en dépit de nombreux travaux dans
un domaine tres compétitif & I’échelle internationale, trés peu de connaissances structurales
sont disponibles pour comprendre le mode de reconnaissance et de fixation d’un peptide
substrat. Cela est probablement di a la faible stabilité de ces complexes ou au comportement

oligomérique des PRMT en solution qui complique les études structurales.

La premiére cible étudiée par I’équipe a été la protéine PRMT4 aussi connue sous le
nom de « Coactivator-Associated aRginine Methyltransferase 1 » (CARM1). PRMT4/CARM1 est
recrutée par les coactivateurs primaires de la transcription, ceux-ci interagissant directement,
de facon ligand-dépendante, avec les récepteurs nucléaires et avec plusieurs autres
coactivateurs provoquant ainsi un remodelage de la chromatine nécessaire a I’activation de la
transcription. Avant mon arrivée dans I’équipe, plusieurs structures de domaines isolés de
CARM1 avaient été déterminées. D’autre part, plusieurs inhibiteurs de PRMT, et en particulier
de PRMT1, avaient déja été abondamment décrits mais leur affinité semble étre relativement
faible avec CARM1.



Mes travaux de théses ont porté sur cette thématique avec deux objectifs scientifiques
majeurs : (i) révéler a I’échelle atomique les liens de coopérativité liant I'activité de méthylation
et les reconnaissances macromoléculaires dans lesquelles la protéine CARM1 est impliquée ;
(i) découvrir des modulateurs de CARM1 pouvant donner lieu aux développements
d’inhibiteurs spécifiques. Ces travaux ont comporté deux aspects : des études structurales par
diffraction des rayons X sur des monocristaux et des études biophysiques sur les interactions
entre les PRMT et leurs substrats (ou analogues de substrat). Les travaux développés sur
PRMT4 ont pu étre étendus a PRMT5 et PRMT6.

La stratégie utilisée pour résoudre les difficultés actuelles d’identification et de
visualisation de complexes peu stables a été de synthétiser des composés covalents
analogues de I'état de transition de la réaction de méthylation. Ces travaux s’appuient sur une
collaboration étroite avec I'équipe de chimistes dirigée par Alain Wagner, Directeur du
laboratoire de « Synthése bio-organique » de Strasbourg. En utilisant des approches
complémentaires, des analogues et des mimes de I'état de transition de la réaction de
méthylation, ou un substrat/produit est lié a un analogue du cofacteur SAM, ont été concgus et
synthétisés. Dans d’autre cas, un pontage covalent d’'un substrat a un cofacteur s’est avéré
comme une stratégie efficace pour capturer et caractériser des complexes enzyme-substrat
peu stables. La stratégie développée dans I'équipe s’est appuyée sur les structures
tridimensionnelles de CARM1 pour synthétiser ces analogues et mimes de I’état de transition.
Une stratégie induite étant que ces analogues ou mimes pourraient servir de base a la
conception de nouveaux inhibiteurs spécifiques ou sélectifs d’une famille de PRMT donnée.
Un processus itératif combinant synthése chimique, modélisation moléculaire et structure 3D
de complexes a été utilisé pour améliorer la spécificité et la sélectivité des composés. Les
tests de fixation des composés sur les PRMT ont été réalisés par 2 méthodes biophysiques
(Thermofluor® et microcalorimétrie), ainsi que par des tests d’inhibition compétitive pour
déterminer I'lCso des composés, puisqu’ils entrent en compétition avec le cofacteur. Afin

d’analyser la sélectivité de ces composés, ceux-ci ont également été testés sur PRMT1.

Un autre aspect de mon travail de thése a été de caractériser I'interaction entre
CARM1 et certains de ses peptides substrats. Lors de précédents travaux portant sur
différentes constructions et différents mutants ponctuels de CARM1 (travaux de thése de
Pierre Hassenboehler), plusieurs résidus essentiels a I’activité catalytique de la protéine ont été
identifiés. Des tests d’activités approfondis nous ont permis de déterminer les valeurs des
constantes cinétiques (Km et de Kcat) pour chaque mutant, et ainsi de montrer I'implication du
résidu muté dans le mécanisme catalytique, dans la fixation du cofacteur, ou dans la
reconnaissance du substrat. En paralléle, une collaboration avec I’équipe de « Biophotonique

des interactions moléculaires et cellulaires » dirigée par Yves Mély a été mise en place, afin de
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développer des méthodes portant sur I'étude des mécanismes de reconnaissance de CARM1
pour ses substrats. Deux méthodes ont été utilisées : I'anisotropie de fluorescence et la
spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS). Ces deux techniques nous ont permis
d’étudier et de caractériser I'interaction de différents peptides substrats avec différentes

constructions et différents mutants ponctuels de CARM1.

Afin d’appliquer la stratégie développée pour CARM1 a d’autres membres de la famille
des PRMT, notre équipe a également travaillé sur PRMT5 et PRMT6. Contrairement a CARM1,
PRMTS5 est une PRMT de type Il, catalysant la formation d’arginine diméthylée symétrique. La
résolution de sa structure permettrait donc de mettre en évidence ce qui la différencie des
PRMT de type I. PRMT5 fait partie d’'un complexe protéique appelé méthylosome. Dans ce
complexe, PRMT5 est associée a la protéine MEP50, et a un autre partenaire variable
gouvernant la spécificité de substrat de PRMT5. Comme CARM1, PRMT6 est une PRMT de
type I. Cependant, ces deux enzymes possédent des substrats distincts, et ont donc des

mécanismes de reconnaissance différents.

Ce manuscrit commence par un chapitre introductif, présentant les PRMT, et plus
spécifiquement la protéine CARM1, dans leur contexte biologique. Aprés une breve
présentation portant sur I’épigénétique, la famille des PRMT est décrite fonctionnellement et
structuralement. La fin de ce chapitre est consacrée a I'implication des PRMT dans certaines

pathologies, ainsi qu’aux inhibiteurs ayant déja été décrits.

Aprés un deuxiéme chapitre décrivant les méthodes et techniques utilisées pour
I’étude fonctionnelle et structurale de CARM1, les différents résultats obtenus durant cette
theése sont détaillés en 3 chapitres. Dans un premier temps, I'étude structurale de CARM1 en
complexe avec des analogues de substrats est présentée (chapitre lll), suivie de la
caractérisation en solution des interactions entre CARM1 et différents substrats (chapitre 1V).
Enfin, le chapitre V est consacré au modéle mécanistique de la reconnaissance et de la
méthylation par CARM1 qui peut étre déduit des résultats présentés auparavant. Les résultats
obtenus pour PRMT5 et PRMT6 sont rapidement présentés dans le chapitre VI, avant de

terminer par les conclusions et perspectives ouvertes par ces travaux.
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Introduction






CHAPITRE | - INTRODUCTION

A. L’EPIGENETIQUE : « AU-DELA DE LA GENETIQUE »

La fin du siécle dernier a été marquée par le lancement d’un projet d’'une grande
ampleur et d’'une importance considérable pour la communauté scientifique : le séquencage
du génome humain. Ce projet avait pour but d'obtenir une séquence trés précise de la partie
« active » du génome humain, qui pourrait par la suite servir de base solide pour la recherche
biomédicale. Au début des années 2000, la collaboration entre les 20 équipes du Consortium
International de Séquencage du Génome Humain (IHGSC) porta ses fruits, et la séquence du
génome humain fut dévoilée [1, 2]. La connaissance du génome humain est importante pour la
recherche fondamentale biomédicale, car elle est a I'origine du développement de nouvelles

meéthodes de diagnostic et de nouvelles thérapies.

Cependant, au-dela de I'information génétique, codée par I’ADN, il existe un autre type
d’information : P'information épigénétique [3]. Linformation épigénétique est définie comme
étant responsable des changements stables et transmissibles de I'expression génique, et donc
du phénotype, sans que la séquence d'ADN génomique ne soit modifiée. Il a été observé que
de nombreuses maladies se développent lorsque I'information épigénétique incorporée est
erronée [4], montrant que cette derniére est importante pour le bon déroulement du
développement. Ainsi, I'épigénétique est devenue I'un des domaines de recherches en

expansion ces 10 derniéres années (Figure 1).
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Figure 1 - Evolution du nombre de publications sur I’'épigénétique au cours des 20 derniéres années.
Pour chaque année, le nombre de publications correspond au résultat d’'une recherche PubMed a partir des termes
« epigenetic » ou « epigenetics ».

Dans nos cellules, comme dans toute autre cellule eucaryote, les 3 milliards de paires
de bases portant I'information génétique sont stockées dans le noyau sous forme de
chromosomes, dont I’élément constitutif est la chromatine. Mise en évidence en 1880 par

Walther Flemming [5], I'organisation de la chromatine a été décrite de plus en plus précisément
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au cours du sieécle dernier, grace a I’évolution des technologies [6]. La chromatine possede
différents niveaux de compaction (Figure 2), dont le plus élevé est le chromosome
métaphasique. L'élément de base de la chromatine est le nucléosome. Décrit pour la premiere
fois en 1974 [7-9], le nucléosome est composé d’un octamere de protéines, appelées histones,
autour desquelles est enroulé ’ADN (en moyenne 147 paires de base), comme le montre la
premiére structure obtenue en 1997 par Luger, Mader et collaborateurs [10], ou celle a plus
haute résolution de 2002 [11] (Figure 2). Le nucléosome est une structure globulaire, de
laquelle dépasse les queues des histones qui restent accessibles. Une 5° protéine, I'histone
H1, aide a garder la structure du nucléosome fermée, en se placant au niveau du point
d’entrée/sortie de I’ADN [12, 13], et permet ainsi de garder la structure rigide hélicoidale de la

chromatine, pour former un solénoide de 30 nm de diameétre [14-16].
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Figure 2 - Organisation structurale de la chromatine.

Adaptation de « Polygamous DNA » [3]. La partie gauche de la figure montre les différents niveaux de compaction de la
chromatine, du chromosome au nucléosome. La partie droite correspond a la structure cristallographique du
nucléosome a 1,9 A de résolution [11], ou I'on peut voir la double hélice d’ADN enroulée autour de I'octamére
d’histones, comportant deux dimeres H2A/H2B associés a deux diméres H3/H4, avec les queues des histones
dégagées vers I'extérieur.

Les différents niveaux de compaction de la chromatine permettent de réguler
I’accessibilité aux genes. La chromatine est ainsi caractérisée de 2 manieres : on distingue
I’euchromatine, correspondant a la chromatine dite « active », qui est peu compacte et dont les
genes sont accessibles, et I'hétérochromatine, qui est au contraire trés compacte et dont
’ADN n’est pas accessible a la machinerie cellulaire, comme le montrent différentes
expériences de digestion de la chromatine a la DNase [17-19]. Depuis les années 1980, il est
connu que ces différentes régions de la chromatine possédent des caractéristiques
particulieres, comme la présence de I'’histone H1 au niveau des nucléosomes de
I’hétérochromatine [20], ou encore la forte acétylation des histones H3 et H4 des nucléosomes
de I'euchromatine [21]. C’est grace a ce genre de modifications que les différents états de la

chromatine sont modulés, pour que des événements tels que la transcription, la réplication ou
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encore la réparation de I’ADN puissent avoir lieu, et ce, de fagon organisée. Différents
mécanismes participant a la régulation de I’état de compaction de la chromatine ont été mis en
évidence : I'action de facteurs de remodelage de la chromatine, I'insertion de variants

d’histones, et enfin, la modification covalente de la chromatine.

B. CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTS ETATS DE LA CHROMATINE

Depuis les travaux d’Allfrey dans les années 1960, il est évident que différentes
modifications au niveau de la chromatine permettent de réguler les différents états de
compaction, et ainsi de contrdler I'accessibilité a I’ADN [22]. Différents types de modifications
covalentes de la chromatine ont été observés, a la fois sur I’ADN et sur les histones. On leur
donne le nom de « marques épigénétiques ». Contrairement a I’ADN qui ne peut étre « que »
méthylé, les histones peuvent étre soumises a différentes modifications post-traductionnelles,
influencant différemment les mécanismes cellulaires liés a ’ADN, tels que la transcription, la

réplication, la réparation ou encore la recombinaison.

1. METHYLATION DE L’ADN

Pendant les années 1970, la méthylation de ’ADN a été caractérisée comme marque
épigénétique [23, 24]. Chez les animaux, elle est restreinte a la modification des cytosines
présentes dans les dinucléotides CpG, et chez les mammiféres, environ 70 % de I'ensemble
de ces CpG sont méthylés. Au niveau de la chromatine, les régions méthylées de I’ADN se
situent principalement dans I’hétérochromatine [17], ce qui est en adéquation avec I'implication
de la méthylation de ’ADN dans la répression de la transcription [25-27]. Il a été montré que
I'inhibition de la transcription n’est pas directement due a la méthylation de I’ADN, mais a

I'influence de la méthylation sur ’'assemblage de la chromatine [28, 29].

Chez les vertébrés, plus de la moitié des génes possédent des séquences de 500 a
2000 paires de bases riches en CpG, appelées flots CpG, alors que ce motif est quasiment
absent dans le reste du génome. La plupart des flots CpG demeurent non méthylés dans les
cellules somatiques [30] et sont dénudés de nucléosomes [31]. On les retrouve principalement
au niveau des promoteurs des génes gardiens (« housekeeping genes ») et de geénes
spécifiques de certains tissus. Il y a une corrélation importante entre la présence d’ADN
méthylé au niveau des promoteurs des génes et la répression de la transcription de ces
mémes génes [32-34]. Un bon exemple est Iinactivation du chromosome X chez les femmes,

ou ’ensemble des flots CpG sont méthylés [35].

L’hyperméthylation des régions répétées telles que les centroméres est importante

pour la stabilité chromosomique, comme lors de la ségrégation des chromosomes, pendant la
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mitose [36]. Elle est également susceptible de supprimer I'expression des éléments

transposables et ainsi de jouer un réle dans la stabilité du génome.

La méthylation de ’ADN est une modification dynamique, mise en place par les ADN
méthyltransférases (DNMT), et dont la suppression nécessite I'excision de la base modifiée et
la réparation de I’ADN [37, 38]. Les DNMTs présentent une partie amino-terminale capable
d’interagir avec I'ADN ainsi qu’avec d'autres protéines, et une partie carboxy-terminale portant
I'activité catalytique [39]. La S-adénosyl-L-méthionine (SAM) est utilisée comme donneur de
méthyle, qui est transféré sur le carbone C5 des cytosines, cette réaction relarguant de la S-

adénosyl-L-homocystéine (SAH) [40].

La méthylation de I’ADN réprime la transcription par l'intermédiaire de protéines
reconnaissant les CpG méthylés (MeCP) [41, 42]. Ces protéines sont capables de recruter
d’autres facteurs, comme les histones déacétylases, capables de répercuter le signal de

répression au niveau du nucléosome [43].

2. MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DES HISTONES

La résolution de la structure du nucléosome a permis de montrer que les extrémités
amino-terminales des histones dépassent du cceur de la molécule, leur permettant ainsi
d’interagir avec les nucléosomes voisins [10]. Des modifications au niveau des queues
d’histones seraient alors capables d’affecter ces interactions entre les nucléosomes, et ainsi
perturber la structure globale de la chromatine. De plus, de telles modifications peuvent
également affecter les interactions avec d’autres protéines, comme des facteurs de la
transcription, ou encore des enzymes pouvant apporter de nouvelles modifications aux

histones [44].

Plus d’une soixantaine de sites différents sur les histones ont été identifiéss comme
cibles de modifications spécifiques (Figure 3). Un nouveau terme, le « code histone », a été
défini il y a un peu plus d’une dizaine d’année, décrivant I’action séquentielle ou combinatoire
de plusieurs modifications distinctes des histones, permettant ainsi de réguler des événements
biologiques uniques, par le biais d’autres protéines capables de reconnaitre ces modifications
[45].

Différents types de modifications post-traductionnelles ont été identifiés au niveau des
histones. L'acétylation des lysines est la premiere modification a avoir été mise en évidence et
est réalisée par les histones acétyltransférases (HAT). Ces enzymes catalysent le transfert d’un
groupement acétyle provenant de I'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) sur I'amine € de la chaine

latérale des lysines. Les histones déacétylases (HDAC) s’opposent aux effets des HAT et
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effacent les marques déposées sur les lysines, rétablissant ainsi leur charge positive. Une autre
modification post-traductionnelle courante des histones est la méthylation. Cette modification
peut avoir lieu soit sur les lysines, soit sur les arginines. La méthylation des lysines sur les
histones est réalisées par les histones lysine méthyltransférases (HKMT) et cette marque peut
étre effacée par les lysines déméthylases. La méthylation des arginines est quant a elle réalisée
par les protéine arginine méthyltransférases (PRMT), et a I’heure actuelle aucune enzyme
antagoniste n’a été identifiée. D’autres modifications post-traductionnelles ont également été
mise en évidence au niveau des histones, comme la désamination, la phosphorylation,
I’'ubiquitylation, la sumoylation, ’ADP-ribosylation, I'isomérisation des prolines, ou encore la B-

N-acétylglucosamination.
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Figure 3 - Vue schématique du nucléosome et des modifications post-traductionnelles des histones [4, 46, 47]
Les histones sont les cibles de modifications post-traductionnelles, particulierement aux niveaux de leurs queues
amino-terminales qui dépassent du domaine globulaire et qui sont donc plus facilement accessibles. Les modifications
les plus courantes sont représentées ainsi pour chaque site : A acétylation, B méthylation, ® phosphorylation,
U ubiquitylation, aM acétylation ou méthylation, &u acétylation ou ubiquitylation, #u méthylation ou ubiquitylation. La
position des sites soumis aux modifications est notée en gris sous le résidu concerné.

C. LAFAMILLE DES PRMT : « PROTEIN ARGININE
METHYLTRANSFERASES »

La méthylation des arginines n’a pas seulement lieu sur les histones, mais aussi au
niveau d’autres protéines, impliquées dans différents mécanismes, comme la traduction, la
maturation et le transport de I’ARN, la transduction du signal, la réparation de I’ADN et la
différenciation cellulaire [48-51]. Cette place centrale qu’occupent les PRMT dans le
fonctionnement cellulaire explique pourquoi leur dérégulation provoque des troubles tels que
cancers, maladies auto-immunes, maladies pulmonaires ou encore altérations du systéme

nerveux [48, 50]. Limplication des PRMT dans de telles maladies en a fait un sujet de
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recherche important, puisqu’une meilleure compréhension de leur fonctionnement aiderait au

développement de nouveaux médicaments.

1. GENERALITES SUR LES PRMT

Les PRMT peuvent étre séparées en 4 classes, selon le type de méthylarginine qu’elles
produisent. En effet, les arginines possédent 3 atomes d’azote susceptibles d’étre méthylés :
deux a I'extrémité de leur chaine latérale, appelés « w », pouvant étre mono- ou diméthylés, et
un a lintérieur de leur chaine latérale, appelé « & », qui peut étre uniguement monométhylé
(Figure 5). Les PRMT de type |, Il et Ill catalysent toutes la formation d’w-monométhylarginine
(wWMMA) (Figure 5), alors que les PRMT de type IV catalysent elles la formation de 6-
monométhylarginine (6MMA) (Figure 5). Les PRMT de type lll et IV se limitent a la formation de
monométhylarginine, tandis que les PRMT de type | et Il catalysent également la formation
d’w-diméthylarginine, asymétrique (WADMA) pour les PRMT de type | (Figure 5) et symétrique
(wWADMS) pour les PRMT de type |l (Figure 5). La molécule fournissant le groupement méthyle
au cours de ces réactions est la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) (Figure 4), qui est transformée
en S-adénosyl-L-homocystéine (SAH) (Figure 4). La majorité des PRMT sont des PRMT de
type | (PRMT1, PRMT2, PRMT3, PRMT4/CARM1, PRMT6, PRMT8 et PRMT10), et seulement
quelques-unes sont de type Il (PRMT5, PRMT7), de type lll (PRMT7) ou de type IV (RMT2 de

levure).
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Figure 4 - Représentation développée du SAM et du SAH

La S-adénosyl-L-méthionine (SAM) est le cofacteur donneur de méthyle lors de la réaction de méthylation par les
PRMT. La S-adénosyl-L-homocystéine (SAH) est le produit secondaire obtenu lors de cette réaction. Le groupement
méthyle partant du SAM est entouré en bleu.

Les PRMT se caractérisent par une homologie structurale. En effet, toutes les PRMT
sont organisées autour d’'un domaine central d’environ 300 acides aminés portant I'activité
arginine-méthyltransférase. Les alignements de séquences mettent en évidence la présence de
4 motifs conservés (Figures 78 a 81 en annexes) au sein de ce domaine catalytique, impliqués
dans la fixation du cofacteur SAM ainsi que dans la réaction de méthylation. Les différentes
PRMT peuvent cependant étre distinguées par la présence de domaines additionnels a leurs

extrémités amino- et/ou carboxy-terminales, responsables de leur spécificité (Figure 6) [52].
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Figure 5 - Réactions de méthylation catalysées par les PRMT

Les PRMT sont séparées en 4 types, en fonction de la réaction de méthylation catalysée et du produit formé. Les
PRMT de type IV catalysent la formation de 6-monométhylarginine (SMMA), les PRMT de type |, Il et Ill la formation de
w-monométhylarginine (WOMMA). Les PRMT de type | et Il catalysent une 2° réaction de méthylation permettant
respectivement la formation de w-diméthylarginine asymétrique (WADMA) et de w-diméthylarginine symétrique
(wADMS). PRMT7 est marquée d’un astérisque, car elle a été caractérisée a la fois de type Il et de type Ill.
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Figure 6 - Organisation structurale des PRMT

Les PRMT sont organisées autour d’'un domaine catalytique central, présentant 4 motifs conservés (notés de | a IV).
Chaque PRMT est ensuite caractérisée par I’existence (ou non) d’extensions amino- et carboxy-terminales. Les seules
exceptions sont les protéines FBXO11 et FBXO10, dont I'organisation est totalement différente et qui ne posséedent
que le motif Il. Leur appartenance a la famille des PRMT doit encore étre confirmée. Toutes les PRMT représentées
sont les protéines humaines, a I'exception de PRMT10, spécifique des plantes, et qui est ici la protéine chez
Arabidopsis thaliana.
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Toutes les PRMT ne sont pas présentes chez tous les eucaryotes (Tableau 1). Le

génome des mammiféres code pour 9 PRMT (PRMT 1 a 9), alors que le génome de la levure

Saccharomyces cerevisiae ne code que pour 3 PRMT (HMT1, HSL7 et RMT2). Le cas des

plantes est également particulier : sur ces 9 PRMT, seulement 6 sont présentes (PRMT1 et les

PRMT 3 a 7), et il existe parfois deux versions d’une méme PRMT, comme par exemple chez

Arabidopsis thaliana, dont le génome code pour 2 versions de PRMT1 (PRMT1A/B) ainsi que
pour 2 versions de PRMT4/CARM1 (CARM1A/B). Chez les plantes, une autre PRMT a

également été mise en évidence, qui n’est présente dans aucun autre organisme : PRMT10.

PRMT1 PRMT2 PRMT3 PRMT4 PRMT5 PRMT6 PRMT7 PRMTS8 PRMT9 PRMT10 Rmt2

H. sapiens 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% - -
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

M. musculus 99% 82% 89% 98% 98% 89% 85% 98% 86% - -
(100%) (89%) (93%) (98%) (99%) (92%) (93%) (99%) (93%)

g. gallus 80% - 74% - 76% - 68% 94% 73% - -
(92%) (86%) (86%) (82%) (96%) (85%)

A. carolinensis 96% - 2% 93% 84% - 69% 90% 70% - -
(98%) (84%) (96%) (91%) (82%) (95%) (82%)

X. tropicalis 95% 55% 65% 87% 84% 58% 63% 88% 60% - -
(98%) (72%) (79%) (92%) (93%) (75%) (77%) (94%) (76%)

D. rerio 90% 55% 62% 85% 78% 54% 63% 82% 56% - -
(96%) (73%) (76%) (92%) (87%) (74%) (76%) (89%) (71%)

C. intestinalis 76% - 45% 63% 51% 47% 43% - 29% - -
(90%) (60%) (78%) (67%) (68%) (60%) 47%)

B. floridae 78% 47% 53% 55% 61% 51% 45% - 37% - -
(92%) (64%) (71%) (71%) (76%) (69%) (61%) (58%)

S. purpuratus 73% 46% 46% 58% 49% 1% 46% - - - -
(85%) (66%) (63%) (71%) (65%) (58%) (67%)

D. melanogaster 68% - 40% 59% 40% - 36% - - - -
(84%) (60%) (76%) (58%) (55%)

C. elegans 67% - - - 34% - 32% - 24% - -
(82%) (48%) (47%) (40%)

N. vectensis 2% 47% 51% - 53% - - - 33% - -
(83%) (63%) (66%) (68%) (52%)

S. pombe 59% - 37% - 37% - - - - - 29%
(75%) (54%) (55%) (45%)

S. cerevisiae 52% - - - 27% - - - - - 100%
(70%) (45%) (100%)

A. thaliana 58% - 32% 47% 47% 45% 32% - - 100% -
(76%) (51%) (65%) (64%) (59%) (49%) (100%)

Tableau 1 - Homologie de séquence des PRMT chez les eucaryotes.

Données adaptées de Wang et Li 2012 [53]. La premiére valeur correspond au pourcentage d’identité de séquence par
rapport a la protéine de référence (protéine humaine pour les PRMT 1 a 9, protéine d’Arabidopsis thaliana pour
PRMT10, et la protéine de Saccharomyces cerevisiae pour Rmt2). La deuxiéme valeur entre parenthése correspond au
pourcentage de similarité de séquence par rapport a la protéine de référence. Les alignements correspondants pour
PRMT4, PRMT5 et PRMT6 sont disponibles en annexes (Figures 78 a 81).
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2. PRMT DE TYPE |

a. PRMT1

PRMT1 est le premier membre de la famille des PRMT a avoir été mis en évidence
chez les mammiféeres en 1996 [54]. C’est la PRMT de type | la plus conservée et la plus
exprimée (Tableau 1), puisqu’elle est responsable de plus de 85% de I'activité arginine-
méthyltransférase chez la souris [55]. Cette protéine est retrouvée a la fois dans le noyau et
dans le cytoplasme [56], et posséde une grande diversité de substrats. Une telle palette de
substrats peut étre expliquée par le fait que la méthylation par PRMT1 a principalement lieu au

niveau de séquences riches en glycines et en arginines (motifs GAR) [57].

L’'un des principaux substrats de PRMT1 est I’histone H4, qui est méthylée par PRMT1
au niveau de l'arginine 3 (H4R3), permettant I’activation de la transcription, et impliquant ainsi
PRMT1 dans la régulation de ce mécanisme [58, 59]. Concernant également la régulation de la
transcription, il a été montré que PRMT1 est capable de méthyler la protéine SPT5 (« SPaTula
protein 5 »), contrdlant I’élongation de la transcription en modulant la processivité de 'ARN
polymérase Il. La méthylation par PRMT1 a pour effet d’inhiber son interaction avec ’ARN

polymérase I, influencant ainsi de maniére négative I’élongation de la transcription [60].

De plus, il a été montré que PRMT1 est impliquée dans I'épissage des ARN, grace a sa
capacité a méthyler la protéine Sam68 (« SRC substrate Associated during Mitosis »), ainsi que
ses protéines homologues SLM (« Sam68-Like Mammalian protein »), responsable de I'export
des ARN non-épissés du virus d’immunodéficience humaine (VIH) [61]. Ces protéines
possedent des motifs GAR, ou a lieu la méthylation par PRMT1. Sans méthylation, Sam68
s’accumule dans le cytoplasme. La méthylation a également pour effet d’inhiber la fixation des

ARN, et ainsi d’empécher leur export [61, 62].

PRMT1 est également responsable de la méthylation d’autres protéines, impliquées
dans la réparation de I’ADN. Par exemple, il a été montré que PRMT1 est responsable de la
méthylation de p53BP1 (« p53 binding protein 1 »), protéine participant a la réparation des
cassures d’ADN double brin et contrélant la recombinaison homologue spontanée [63]. PRMT1
méthyle p53BP1 au niveau de motifs GAR, impliqués dans la liaison a I’ADN, et empéche donc
sGrement cette interaction. De plus, PRMT1 méthyle la protéine MRE11, appartenant au
complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1) participant a la réponse aux dommages de I’ADN
pendant la phase intra-S. La méthylation de MRE11 n’influence pas la formation du complexe,

mais régule de fagon positive son activité exonucléase [64].

Il a aussi été montré que PRMT1 est impliquée dans la transduction du signal,

interagissant avec les récepteurs membranaires, comme les récepteurs des interférons-a,B, ou
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encore avec le récepteur de I'insuline [65, 66]. Dans les deux cas, la méthylation de protéines
spécifiques par PRMT1 semble complémenter la phosphorylation des récepteurs, modulant

ainsi leur voie de signalisation.

PRMT1 participe également au transport des protéines, comme dans le cas des
protéines Sam68 et SLM [61], ou MRE11 [67], ou la méthylation de ces protéines par PRMT1

permet de réguler leur recrutement aux niveaux de sites cibles.

b. PRMT2

La protéine PRMT2 a été identifiée grace a son homologie de séquence avec PRMT1
[68], et se retrouve aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau des cellules. Dans un
premier temps, il a été montré que PRMT2 est un coactivateur des récepteurs aux cestrogenes
[68], puis plus tard il a été montré que c’était également un coactivateur des récepteurs aux
androgénes [69]. Cette protéine participe donc a la régulation de la transcription, d’autant plus
que PRMT2 est responsable de la méthylation de I’arginine 8 de I’histone H3, marque
épigénétique caractérisant l'activation de la transcription [70]. Cette protéine n’est pas
retrouvée chez tous les organismes eucaryotes (Tableau 1), étant sans doute impliquée dans
des fonctions spécifiques des animaux, comme le suggére son expression tissu-spécifique

chez ceux-ci [71].

c. PRMT3

La protéine PRMT3 est I'une des PRMT de type | a étre fortement exprimée chez
I’humain [72]. Elle a initialement été identifiée comme protéine interagissant avec PRMT1 par
un crible double-hybride, mais ce dimere ne semble pas significatif, puisque PRMT1 et PRMT3
ne sont pas co-éluées en chromatographie d’exclusion moléculaire [73]. PRMT3 n’est pas
aussi bien conservée que PRMT1 au sein des eucaryotes, car on ne la retrouve pas dans tous
les organismes, comme chez Saccharomyces cerevisiae ou encore Caenorhabditis elegans
(Tableau 1). PRMTS3 est retrouvée dans le cytoplasme, et se distingue des autres PRMT par la
présence d’un doigt de zinc en amont du site catalytique. Le premier substrat physiologique
de PRMT3 a avoir été identifiée est la protéine ribosomique S2 (rpS2), appartenant a la sous-
unité 40S du ribosome. La méthylation de la protéine rpS2 au niveau de plusieurs arginines a
un effet positif sur la régulation de I'association de celui-ci. L'implication de PRMT3 dans la
méthylation de rpS2 est conservée au cours de I’évolution, ce qui montre I'importance de

PRMTS3 dans la régulation de la formation du ribosome chez les eucaryotes.
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d. CARM1 : « Coactivator-Associated aRginine Methyltransferase 1 »

La protéine PRMT4 a initialement été identifiée par crible double-hybride, comme
interagissant avec GRIP1, une protéine de la famille p160, coactivateur primaire de la
transcription par les récepteurs nucléaires [74]. Elle fut alors appelée CARM1, pour
« Coactivator-associated arginine methyltransferase 1 », nom associant ses deux fonctions
principales : celle de coactivateur secondaire des récepteurs nucléaires hormonaux, et celle de
PRMT.

% Coactivateur secondaire des récepteurs nucléaires hormonaux

La transcription des genes ayant les récepteurs nucléaires hormonaux (NR) pour
médiateurs est un assemblage ordonné et progressif de facteurs de transcription et de
coactivateurs (Figure 7) [75]. Les récepteurs nucléaires forment une superfamille d’activateurs
de la transcription régulés par des hormones spécifigues comprenant, entre autres, les
récepteurs aux cestrogénes (ER), aux progestagénes (PR), aux glucocorticoides (GR), aux
minéralocorticoides (MR), aux androgénes (AR), a la vitamine D (VDR), a I’lhormone thyroide
(TR), a I'acide rétinoique (RAR), et a I'acide rétinoique 9-cis (RXR) [76]. Une fois activés par la
fixation d’une hormone spécifique, les récepteurs nucléaires peuvent se lier a une séquence
d’ADN appelée élément de réponse hormonale (HRE) sous forme d’homo- ou d’hétérodimeéres
et activer la transcription d’un gene en cis [77]. Grace a leurs fonctions d’activation (AF-1 et
AF-2), les récepteurs nucléaires sont capables d’interagir avec la machinerie transcriptionnelle,
mais aussi de recruter des complexes coactivateurs participant a la régulation de la
transcription. Ces coactivateurs peuvent servir de pont entre les récepteurs et la machinerie
transcriptionnelle, modifier la chromatine au niveau du promoteur et des régions
amplificatrices, ou encore recruter des coactivateurs secondaires qui modifieront également la
chromatine, afin de favoriser la fixation de protéines activatrices et de facteurs généraux de la
transcription. Les coactivateurs recrutés au niveau des récepteurs nucléaires agissent comme
médiateurs dans toutes les étapes de la transcription, y compris I’élongation, I'épissage de

I’ARN et la terminaison [78].

La famille de coactivateurs primaires p160 comprends 3 membres, SRC1 (NCoA1),
SRC2 (GRIP1, TIF2, NCoA2), et SRC3 (p/CIP, RAC3, ACTR, AIB1, TRAM-1), et ont tous une
taille d’environ 160 kDa. lIs interagissent avec de nombreux récepteurs nucléaires de maniére
ligand-dépendante et augmentent significativement la transcription NR-dépendante [79]. Leur
domaine AD1 est responsable du recrutement de CBP/p300, qui acétyle les histones dans la
région environnante [80], alors que leur domaine AD2 est reconnu par CARM1 et PRMT1, qui
méthylent respectivement I'histone H3 et I'histone H4 [45, 59, 74]. Ces différentes
modifications des histones fonctionnent en synergie, puisqu’il a été montré que la méthylation
de H4R3 par PRMT1 facilite I'acétylation par CBP/p300, et que I'acétylation de H3K18 par
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cette méme enzyme est pré-requise pour que CARM1 puisse méthyler H3R17 [81, 82]. Le
domaine AD3 situé a I’extrémité amino-terminale des protéines SRC permet le recrutement
d’une diversité de coactivateurs, comme CoCoA (« CQiled-coil COActivator ») qui fait office de
pont entre le complexe formé par les récepteurs nucléaires et la machinerie transcriptionnelle
via TFIID, ou encore BAF57, une sous-unité du complexe de remodelage de la chromatine
SWI/SNF [83, 84].
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Figure 7 - Mécanisme de coactivation des récepteurs nucléaires par la famille p160

Dans un premier temps, les récepteurs nucléaires (RN), activés par une hormone spécifique, se lient a un élément de
réponse hormonale (HRE) au niveau de I’ADN. Par la suite, différents complexes de coactivation sont recrutés afin de
remodeler la chromatine et ponter le complexe formé par les récepteurs nucléaires et ses coactivateurs a la machinerie
transcriptionnelle générale [75].

< Méthylation de substrats divers

Outre I'histone H3, que CARM1 est capable de méthyler au niveau de I'arginine 17,
mais aussi plus faiblement au niveau des arginines 2 et 26 [85], CARM1 est capable de
méthyler un ensemble d’autres protéines, impliquées dans différents mécanismes, placant

CARM1 au cceur de la vie cellulaire (Figure 8).

Toujours dans le contexte de la transcription, il a été montré que CARM1 est capable
de méthyler les coactivateurs secondaires CBP/p300, le coactivateur primaire SRC3, mais
aussi, au niveau de la machinerie transcriptionnelle, ’ARN polymérase Il. Concernant CBP/

p300, CARM1 méthyle ces 2 protéines au niveau de plusieurs arginines situées dans des
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domaines différents. Un de ces sites de méthylation se trouve dans le domaine KIX de CBP/
p300 (R600 chez CBP, correspondant a R580 chez p300), qui est le domaine d’interaction avec
la protéine CREB (« CRE Binding protein »). La méthylation du domaine KIX bloque I’activation
de CREB en empéchant I'interaction entre les deux protéines, et réprime ainsi la voie de
signalisation de I’adénosine monophosphate (AMP) cyclique [86]. Les autres sites de
méthylation de CBP/p300 sont situés en aval du domaine KIX (R714, R742 et R768 chez CBP,
correspondant a R705, R728 et R754 chez p300), et influent également sur les interactions de
CBP/p300 avec d’autres protéines. Dans le contexte de I'activation de la transcription, la
méthylation de ces sites empéche la fixation de CBP/p300 au niveau du domaine AF-1 des
protéines SRC, permettant ainsi la modulation de I'activité de ce coactivateur [87]. Cependant,
dans le contexte de l'activation des genes induite par le suppresseur de tumeur p53, la
méthylation de CBP/p300 au niveau de I'arginine 754 favorise I'interaction avec le coactivateur
BRCA1 (« BReast CAncer 1 »), et permet ainsi I'induction de génes cibles en réponse aux

dommages de I’ADN [88].
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Figure 8 - Implication de CARM1 dans de nombreux mécanismes essentiels a la vie cellulaire

En outre, CARM1 méthyle également le coactivateur primaire SRC3 (R1171, R1177 et
R1225), au niveau de leur région d’interaction, provoquant la dissociation du complexe [89].
CARM1 est donc un coactivateur avec 2 fonctions opposées : elle permet I'activation de la
transcription en méthylant I'histone H3, mais elle est aussi responsable de mettre fin a la
signalisation hormonale en déclenchant le désassemblage du complexe de coactivation.
CARM1 est aussi responsable de la méthylation de I'arginine 1810 de I’ARN polymérase I,
favorisant I’expression de petits ARN nucléaires et nucléolaires [90]. La méthylation de I’ARN
polymérase Il serait donc un moyen de sélectionner la machinerie transcriptionnelle devant étre

recrutée au niveau de types de génes distincts.
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Au-dela du contexte de la transcription, il a été montré que CARM1 méthyle un certain
nombre de protéines stabilisant les ARNm, ainsi que des facteurs d’épissage, impliquant
CARM1 dans les mécanismes de maturation de ’ARN [91-93]. En effet, CARM1 méthyle les
protéines de liaisons a 'ARN HuD et HuR, qui stabilisent les ARNm labiles portant des
éléments instables riches en dinucléotides AU [91, 92]. La méthylation de ces 2 protéines
semblerait fragiliser leur interaction avec ces ARNm, et ainsi favoriser la dégradation de ceux-
ci, impliqguant CARM1 dans la régulation post-transcriptionnelle de la régulation des génes.
CARM1 méthyle également plusieurs facteurs d’épissage : CA150, SAP49, SmB et U1C. Cette
méthylation leur permet d’étre reconnues par le domaine Tudor de certaines protéines, comme

la protéine SMN.

CARM1 méthyle également une autre protéine se liant a 'ARN : la « Poly-A Binding
Protein 1 » (PABP1) [94]. PABP1 est un médiateur de circularisation des ARNm, qui interagit a
la fois avec la queue poly-A de ’ARNm grace a ses motifs de reconnaissance de ’ARN (RRM),
et avec le facteur elF4F du complexe d’initiation de la traduction via son domaine PABC
(« Poly-A Binding protein Carboxy-terminal domain »). CARM1 méthyle les arginines 455 et 460
de PABP1, situées entre les domaines RRM et PABC. Bien que I'effet de la méthylation soit
encore inconnue, elle pourrait influencer les capacités de transport de PABP1, ou encore jouer
sur son efficacité de liaison avec ses partenaires. La diversité de substrats de CARM1 lui
permet d’étre impliquée dans la régulation de I’expression des génes a différentes étapes, de

I’activation de la transcription a I'initiation de la traduction.

Un autre substrat de CARM1 est la protéine TARPP (« Thymocyte cyclic AMP-
Regulated PhosphoProtein »), que CARM1 méthyle au niveau de I’arginine 650 [95]. TARPP est
exclusivement retrouvée dans les thymocytes immatures et, bien que sa fonction exacte n’ait
pas encore été caractérisée, la méthylation de cette protéine par CARM1 est nécessaire a la

différenciation de ces cellules.

D’un point de vu général, CARM1 se distingue des autres PRMT par la diversité de ses
substrats, qui ne possédent pas de motifs GAR, et dont le mode de reconnaissance reste pour

I'instant inconnu.

e. PRMTG6

La protéine PRMT6 a été identifiée lors de la recherche de nouvelles PRMT lorsque le
génome humain a été séquencé et assemblé [96]. Elle se distingue des autres PRMT par
I’absence d’introns au sein de son gene. PRMT6 est retrouvée principalement dans le noyau
cellulaire, et est impliquée dans les mécanismes liés a I’ADN. Il est intéressant de noter qu’elle

est a la fois impliquée dans I’activation ainsi que dans la répression de la transcription. En
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effet, il a été montré que PRMTG6 est responsable de la méthylation le I'arginine 2 de I'histone
H3 (H3R2), qui est une marque de l'activation de la transcription [97, 98], mais également
I’arginine 29 de I'histone H2A (H2AR29), qui est une marque de la répression de la transcription
[99]. En plus d’étre impliquée dans la régulation de la transcription, PRMT6 est également
impliquée dans les mécanismes de réparation de I’ADN, capable de stimuler ’ADN polymérase
B (Pol B) en la méthylant aux arginines 83 et 152 [100], mais également dans I'immunité contre
I'infection du virus d’immunodéficience humaine 1 (HIV1), puisqu’il a été montré que PRMT6
méthyle les protéine virales Tat, Rev, ainsi que la protéine de la nucléocapside, limitant ainsi la

production et la réplication virale [101-103].

f. PRMT8

La protéine PRMT8 a été identifiée dans le génome humain en 2005, par homologie
aux autres PRMT [104]. Elle est particulierement proche de PRMT1, mais differe par son
domaine amino-terminal, qui contient un motif de myristoylation. Lorsque la glycine a
I’extrémité amino-terminale de PRMT8 est associée a un acide myristique, PRMT8 est
incorporée a la membrane plasmique [104]. Ceci est une caractéristique unique au sein des
PRMT. De méme que I'expression tissu-spécifique de PRMTB8, qui est principalement retrouvée
dans le cerveau [104]. L'extrémité amino-terminale de PRMT8 semble réguler son activité, et
contient un site de reconnaissance par les protéines SH3 [105]. A I'heure actuelle, le seul
substrat connu de la protéine PRMT8 est la proto-oncoprotéine EWS (« Ewing sarcoma

protein »), responsable du sarcome d’Ewing.

g. PRMT10

La protéine PRMT10 a été mise en évidence en 2007 chez le chou-fleur lors de la
recherche de protéines méthylant spécifiquement ’histone H4 [106]. La particularité de cette
PRMT est qu’elle n’est retrouvée que chez les plantes, d’ou le nom qui lui a été initialement
donné, PHRMT10, pour « Plant Histone aRginine MethylTransferase 10 ». PRMT10 a ensuite
été étudiée chez Arabidopsis thaliana, ou il a été montré qu’elle méthyle I'arginine 3 de
I’histone H4, et participe au mécanisme de floraison des plantes, via la régulation de

I’expression du locus de floraison C (FLC).

3. PRMT pe TYPEII, Il ET IV

a. PRMT5

La protéine PRMT5 est 'une des PRMT les plus conservées et les plus largement
exprimées chez les eucaryotes pluricellulaires [53, 72]. Elle a été identifiée par crible double-

hybride comme protéine interagissant avec la tyrosine kinase Jak2 (« JAnus Kinase 2 »), d’ou le
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nom qui lui a initialement été donné : « JAk Binding Protein1 » (JABP1) [107]. Sa
caractérisation en tant que PRMT a été faite grace a son homologie de séquence avec la
protéine Hsl7 de Saccharomyces cerevisiae, et c’est la premiére PRMT de type Il a avoir été
mise en évidence [108]. PRMT5 est principalement présente dans le cytoplasme, mais elle est
également retrouvée dans le noyau [109]. Elle est capable de méthyler une grande variété de

substrats, ceux-ci présentant généralement des motifs GAR.

PRMTS5 fait partie d’'un complexe appelé méthylosome, dans lequel elle est associée a
la protéine MEP50 (« MEthylosome Protein 50 ») qui régule son activité méthyltransférase [110].
Dans les cas du néoplasme myéloprolifératif, cette interaction est inhibée par phosphorylation
du domaine amino-terminal de PRMT5 par la protéine Jak2 mutante [111]. A la particule cosur
formée par PRMT5 et MEP50 vient s’associer une 3° protéine, dont le role est de moduler la
spécificité de substrat de PRMT5. Deux partenaires différents ont été mis en évidence a ce
jour : pICIn (« Protein Inducing ChLoride Nucleotide-sensitive current ») et RioK1 (« RIO Kinase
1 »). De son co6té, la protéine pICIn recrute les protéines SmD1 et SmD3, impliquées dans
I’épissage des ARNm, et les apportent au méthylosome ou elles peuvent étre méthylées par
PRMT5 [112]. Une fois méthylées, ces protéines sont reconnues par la protéine SMN
(« Survival Motor Neuron »), qui facilite 'assemblage de 7 protéines Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F
et G) en anneau autour de 4 ARNsn (pour « Small Nuclear »), de maniére a former la particule
ribonucléoprotéique (RNPsn) centrale du spliceosome [113, 114]. Par contre, la protéine RioK1
recrute elle la nucléoline, impliquée dans la synthése et la maturation des ribosomes, pour
qu’elle soit méthylée par PRMT5 [115]. Cette modification module son interaction avec ’ARN

et influe sur la biogenése du ribosome [116].

PRMT5 a également été retrouvée associée a MEP50 dans le cadre de la méthylation
des histones libres au cours des étapes du développement précoce. En effet, a ce stade, la
chromatine embryonnaire pluripotente est établie, et les histones sont synthétisées péle-méle
et associées a des protéines chaperonnes, comme la nucléoplasmine, en attente d’étre
déposeés sur la chromatine. Il a été montré qu’un motif GAR de la nucléoplasmine est méthylé
par PRMT5, cette modification permettant a la nucléoplasmine de stimuler la méthylation de
I’arginine 3 des histones H2A et H4 (H2AR3 et H4R3) [117]. La méthylation de H4R3 avait déja
été mise en évidence auparavant dans différentes études [118-120]. Dans le noyau, PRMT5 est
associée a la protéine COPR5 (« COoperator of PRMT5 ») qui la mobilise au niveau de genes
cibles, et module son activité envers I'arginine 3 de I'histone H4 appartenant au nucléosome
[121]. La diméthylation symétrique de H4R3 est une marque répressive, reconnue par I’ADN-
méthyltransférase DNMT3A, via son motif PHD (« Plant Homeo Domain »), qui peut a son tour

méthyler ’ADN environnant afin de contréler la structure de la chromatine [122].
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Appuyant le role de répresseur de PRMT5 dans le contexte de la transcription, tout
comme PRMT1, PRMT5 est capable de méthyler la protéine SPT5, impliquant ainsi PRMT5
dans la répression de I’élongation de la transcription. [60]. Cependant, PRMT5 participe parfois
a l'activation de la transcription, comme lorsqu’elle méthyle la protéine MBD2 (« Methyl-DNA-
Binding Domain protein 2 ») ou encore HOXA9 (« HOmeoboX A9 »). La protéine MBD2
reconnait ’ADN méthylé et recrute des histones déacétylases (HDAC) ainsi que d’autres
facteurs de répression de la transcription sur la chromatine. La méthylation par PRMT5 des
motifs GAR situés a I'extrémité amino-terminale de MBD2 a pour effet de diminuer la fixation
de ’ADN méthylé, ainsi que les HDAC, et compromet ainsi son réle de répresseur [123]. La
protéine HOXA9 est un facteur de transcription important pour I'induction de la sélectine E
dans le contexte de la réponse inflammatoire. La méthylation de I’arginine 140 de HOXA9 par
PRMTS5, dépendante du facteur de nécrose tumorale a (TNF-a), est essentielle a cette fonction,

et PRMT5 a donc un réle critique dans la coactivation de la transcription par le complexe
HOXA9 [124].

PRMT5 posséde également d’autres substrats dans des contextes cellulaires
différents, comme les protéines PIWI (« P-element Induced Wimpy testis ») [125]. Dans les
cellules germinales, les protéines PIWI interagissent avec une classe spécifique d’ARN non-
codants, les ARNpi (pour « PIWI-Interacting »). Ensemble, ils ouvrent une voie permettant
I'inactivation des éléments transposables et sécurisant ainsi le génome des cellules
germinales. La méthylation des protéines PIWI permet le recrutement d’une protéine a
domaine Tudor (chez la souris, la protéine TDRD1, pour « TuDoR Domain containing protein
1 »), dont le réle est de contrdler la conformité des ARNpi s’associant aux protéines PIWI [126,
127]. Parmi les substrats de PRMTS5, il faut aussi compter la protéine ribosomale S10 (RPS10),
dont la méthylation est nécessaire a 'assemblage du ribosome, et la protéine de Golgi GM130,
dont la méthylation est critique pour la structuration de I'appareil de Golgi. Une telle implication

de PRMT5 dans tant de mécanismes explique sa conservation au cours de I’évolution.

b. PRMT7

La protéine PRMT7 a été mise en évidence en 2003 lors d’une étude visant a identifier
les genes contrdlant la réponse aux agents cytotoxiques [128]. Il y a toujours une polémique
quant au type de PRMT auquel PRMT7 appartient : certaines données soutiennent le fait que
ce serait une PRMT de type I, catalysant la formation de diméthylarginine symétrique [128],
alors que d’autres données sont en faveur du fait que PRMT7 serait une PRMT de type Ill, ne
permettant que la catalyse d’arginine monométhylée [129, 130]. La nature de PRMT7 reste
donc a étre confirmée. L'autre caractéristique de PRMT7 est qu’elle semble provenir d’'une

duplication de gene, puisqu’elle possede 2 domaines catalytiques potentiels. Pris séparément,
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ces deux domaines seraient inactifs, et semblent donc tous deux nécessaires a I'activité

catalytique [129].

PRMT7 semblerait fonctionner de maniére complémentaire a PRMT5. En effet, il a été
montré que, comme PRMT5, PRMT7 méthyle certaines protéines Sm, mais ce, de fagon non-
redondante [131, 132]. Tout comme PRMT5, PRMT7 est capable de diméthyler I'arginine 3 de
I’histone H4 (H4R3), et ainsi de réprimer I’expression de génes cibles [133, 134]. La méthylation
de H4R3 par PRMT7 a été observée au niveau des cellules germinales, ainsi que des cellules
embryonnaires, montrant que PRMT7 est impliquée dans la transmission du patrimoine
épigénétique, ainsi que dans le maintien de la pluripotence des cellules [134, 135]. Dés sa
découverte, I'implication de PRMT7 dans la cytotoxicité a été reconnue [128, 136, 137], et plus
récemment il a été montré que PRMT7 était responsable de la méthylation de H4R3 au niveau
de genes impliqués dans la réparation de I’ADN, induisant ainsi leur répression [138]. Tout
comme PRMT5, PRMT7 méthyle également I'arginine 2 de I’histone H3 (H3R2), marque de
I’activation de la transcription [139]. PRMT7 est également capable de méthyler le facteur
d’élongation de la traduction eucaryotique eEF2, et ce mécanisme serait réguler par
coordination avec PRMT5 et la protéine bFGF (« Basic Fibroblast Growth Factor ») [140].

c. Rmt2

La protéine Rmt2 est la seule PRMT de type IV identifiée a ce jour. Elle a d’abord été
mise en évidence chez la levure [141], et semblerait exister uniguement chez les champignons
et les plantes [142]. Rmt2 catalyse la & -N-monométhylation d’arginines situées dans des
chaines polypeptidiques naissantes, et tous les substrats de Rmt2 existeraient donc dans les
cellules comme des espéces entierement méthylées. Il est intéressant de noter que Rmt2
posséde une identité de séquence de 27% avec la guanidinoacétate N-méthyltransférase
(GAMT) de mammifére au niveau d’une région de 138 acides aminés [141]. La protéine GAMT
est responsable de la méthylation de I'azote & des petites molécules de guanidinoacétate, ou
glycocyamine, métabolite de nombreux acides aminés, dont I'arginine. Il semblerait donc que
la fonction portée par Rmt2 chez les champignons et les plantes soit compensée par celle de

GAMT chez les animaux.

Au niveau de la cellule, Rmt2 est située a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau
[143]. Dans le cytoplasme, il a été montré que Rmt2 méthyle l'arginine 67 de la protéine
ribosomale L12, impliquant ainsi Rmt2 dans la biogenése du ribosome [144]. Dans le noyau,
Rmt2 est associée a des nucléoporines (Nup49, Nup57 et Nup100), mélant Rmt2 a la formation

des pores nucléaires [143].
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4. PRMT NON-CLASSEES

a. PRMT9

La protéine PRMT9 a été identifiée au locus 4931 du génome humain, grace a son
homologie aux PRMT, en méme temps que PRMT8 [104]. Comme PRMT7, PRMT9 possede
deux domaines catalytiques potentiels, le second paraissant inactif. En effet, au sein du 2¢
domaine catalytique, les résidus formant le site actif ainsi que le site de fixation de la SAM sont
trés peu conservés, et les résidus de I'extrémité carboxy-terminale du 22 tonneau 3 manquent
[145]. PRMT9 posséde également un domaine amino-terminal additionnel de 141 acides
aminés, comportant 2 répétitions tétratricopeptide (TPR), motif généralement impliqué dans
des interactions protéine-protéine [146, 147]. Aucune activité catalytique n’a pour le moment
été détectée [145], mais il semblerait pourtant que PRMT9 soit relativement bien exprimée
[104].

b. FBXO11

La protéine FBXO11 a été caractérisée comme membre potentiel de la famille des
PRMT par analyse de séquence a partir du motif Il des PRMT (GxGxG) [148]. A I'issue de cette
découverte, elle fut nommée PRMT9, mais pour éviter toute confusion avec la protéine PRMT9
décrite précédemment, son nom initial FBXO11 (« E-BoX Only protein 11 ») sera utilisé dans ce
manuscrit. FBXO11 est retrouvée a la fois dans le cytoplasme ainsi que dans le noyau, et serait
capable de méthyler symétriquement les histones H2A, H4 [148]. Contrairement a PRMT5 et a
PRMT7, la méthylation par FBXO11 ne semble pas efficace au niveau des motifs GAR, ce qui

ferait d’elle un nouveau genre de PRMT de type Il [148].

Quatre variants d’épissage ont été décrits pour FBXO11. Le plus long, I'isoforme 1,
comprend 843 acides aminés, avec un domaine F-box a son extrémité amino-terminale, un
domaine central composé de 8 répétitions en tandem d’environ 45 acides aminés ou se situe
le motif GxGxG, et un doigt de zinc a son extrémité carboxy-terminale [145, 148]. Les
protéines F-box s’associent a SKP1 (« S-phase Kinase-associated Protein 1 ») ainsi qu’au
complexe ubiquitine ligase, lui permettant ainsi de recruter des protéines substrats spécifiques
[149]. Le doigt de zinc de la protéine FBXO11 pourrait servir de médiateur dans les interactions
protéine-protéine nécessaires a ce recrutement, impliquant ainsi FBXO11 dans la régulation de

la dégradation protéique par le complexe d’ubiquitination.

FBXO11 est unique parmi les PRMT, puisque sa séquence ne ressemble pas a celle
des autres membres de la famille. Malgré cette faible homologie, FBXO11 aurait acquis des

motifs ainsi qu’une activité caractéristique des PRMT, suggérant un événement d’évolution
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convergente [148]. Mais cette activité doit encore étre confirmée, puisque d’autres études ont

montré I'absence d’activité arginine méthyltransférase chez FBXO11 in vitro [150].

c. FBXO10

La protéine FBXO10 a été identifiée lors de la recherche d’homologues de la protéine
FBXO11 [145, 148]. FBXO10 est une protéine de 962 acides aminés, possédant un motif F-box
a son extrémité amino-terminale, un domaine central composé de 8 répétitions en tandem
d’environ 45 acides aminés avec un motif GxGxG, et une extrémité carboxy-terminale de 100
acides aminés sans homologie avec aucune protéine connue [145]. Peu d’études ont été
réalisées sur cette protéine, et I'existence d’une activité arginine méthyltransférase doit encore

étre déterminée.

5. STRUCTURES DES PRMT

A I'heure actuelle, cing structures de PRMT ont été résolues : celles de PRMT1 [151],
PRMTS3 [152], CARM1 (qui fut résolue par I’équipe) [153, 154], PRMT5 [155, 156] et PRMT10
[157]. Chacune de ces structures met bien en évidence le domaine conservé des PRMT

portant I'activité arginine méthyltransférase.

a. Structure de la protéine CARM1

CARM1 est une protéine de 608 acides aminés (chez I’'Homme et la souris), organisée
en 3 domaines distincts (Figure 9) : un domaine catalytique central (résidus 130 a 497 chez la
souris), entourée par deux domaines additionnels a ses extrémités amino- et carboxy-
terminales. Les 4 motifs caractéristiques des PRMT impliqués dans la formation du site
catalytique sont retrouvés au niveau du domaine central : le motif | YFxxY, le motif Il
DVGxGxG, le motif Il SEXMGxxLxXExM, et enfin le motif IV situé dans le tonneau B THWxQ
(Figure 9).

La structure du domaine catalytique a été résolue en présence et en absence de
cofacteur a partir de la construction 140-480 de la protéine de souris (MCARM1140-480). Le
domaine catalytique de CARM1 est composé de 2 structures distinctes : un repliement de type
Rossmann fold du cété amino-terminal, et un tonneau B du c6té carboxy-terminal (Figure 10A).
Ces deux domaines sont connectés par un résidu cis-proline conservé (P288). Le repliement
de type Rossmann fold est classique des domaines de fixations de nucléotides [158], et
correspond a la région du domaine catalytique responsable de la fixation du cofacteur SAM.
Deux hélices a amino-terminales y sont associées : I'hélice aX et I’hélice aY (Figure 10A). Un
bras de quatre hélices a est quant a lui ajouté au repliement de type tonneau B, et a été

caractérisé comme étant impliqué dans la dimérisation des PRMT (Figure 10B). Le domaine
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catalytique est retrouvé sous forme de dimere, stabilisé par des interactions entre le bras de
dimérisation d’'un monomere, et les hélices aY, aZ, aA et aB au niveau du repliement de type
Rossmann fold de 'autre (Figure 10B). Ces interactions induisent une possible communication

entre I'interface de dimérisation et le site actif.
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Figure 9 - Représentation schématique de I'organisation structurale de la protéine CARM1 (de souris)

La protéine CARM1 est divisée en 3 domaines : () un domaine amino-terminal adoptant un repliement de type
« Plextrin homology » (PH) (en orange), (i) un domaine catalytique central (en jaune et vert) portant les 4 motifs
caractéristiques des PRMT (en rouge), (iii) un domaine carboxy-terminal de fonction inconnue (en bleu).

Figure 10 - Structure du domaine catalytique de la protéine CARM1 de souris (PDB : 3B3F) [153]

(A) Le domaine catalytigue de CARM1 de souris est divisé en 4 régions : (i) un repliement de type Rossmann fold
(résidus 166 a 287) (en jaune) constitué de 4 hélices a (aA, aB, aD, aZ et aZ’) et de 5 brins B (31 a B5), (ii) un repliement
en tonneau B (résidus 290 a 299, et 339 a 478) (en vert) composé de 11 brins B (36 a B16) et de 6 hélices a (aE, aF, aG,
aG’, aH et al), (iii) 2 hélices aX (résidus 144 a 154) et aY (résidus 157 a 164) (en rose) associées a I'extrémité amino-
terminale du repliement de type Rossmann fold, (iv) un bras de dimérisation (résidus 300 a 338) (en bleu) greffé sur le
tonneau B. Les 4 motifs caractéristiques des PRMT (en rouge) sont répartis entre les deux régions principales du
domaine catalytique. Le brin B16 du tonneau B (en orange) est spécifique de CARM1 et n’est pas retrouvé chez les
autres PRMT.

(B) Les interactions entre le bras de dimérisation du 1¢" monomere et les hélices aY, aZ, aA et aB du 2¢ monomere
mettent en évidence une voie de communication potentielle permettant la transmission de modifications du site actif
(délimité par les hélices aX et aY d’un cété, I'hélice aZ et la boucle du motif IV sur le dessus, et par le brin B16 de
I'autre coté) a I'interface du dimére.

Les études fonctionnelles menées sur CARM1 pendant la thése de Pierre

Hassenboehler [159] ont montré que les extrémités du domaine catalytique sont cruciales pour
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avoir une activité de méthylation maximale. La conception et la résolution de la structure de
deux nouvelles constructions ont permis d’identifier de nouvelles zones ordonnées
structuralement. La résolution de la structure de la construction 130-490 de la protéine de
souris (MCARM1130-490) @ permis de mettre en évidence une hélice a supplémentaire (aX’) a
I’extrémité amino-terminale du domaine catalytique, refermant le site actif (Figure 11A). Cette
hélice a supplémentaire a également été montrée par Sack et collaborateurs [160]. Du cété
carboxy-terminal, la résolution de la structure de la construction 130-507 de la protéine de
souris (NMCARM1130.507) @ permis de mettre en évidence la structuration des résidus 478 a 497.
Alors que les résidus 478 a 485 sont repliés sur le tonneau B, les résidus 486 a 497 eux

s’éloignent du domaine catalytique et vont interagir avec un monomere du dimére voisin dans

le cristal (Figure 11B).

Figure 11 - Modéle « chimére » du domaine catalytique étendu de la protéine CARM1 de souris

Le modéle « chimére » du domaine catalytique de la protéine CARM1 de souris a été obtenu par combinaison de deux
structures précédemment obtenues a partir des constructions mMCARM1130-490 €t MCARM1 130-507.

(A) Mise en évidence des nouvelles zones ordonnées structuralement (en bleu-gris) au niveau du monomere.

(B) Mise en évidence de l'interaction entre I’extension carboxy-terminale du domaine catalytique avec un monomere
du dimere voisin au sein de I'octameére observé dans le cristal.

Dans le domaine catalytique, le cofacteur est enfoui dans une poche formée par
I’extrémité carboxy-terminale des brins B1, B2 et B4 du repliement de type Rossmann fold, et
les hélices aX et aY de I'extrémité amino-terminale du domaine catalytique (Figure 12A). Le
cofacteur est entouré des 4 motifs caractéristiques des PRMT et les résidus impliqués peuvent

étre classés en fonction de la partie du cofacteur avec laquelle ils interagissent : (i) la partie
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méthionine, (i) la partie ribose, (iii) la partie adénine (Figure 12B). Le cofacteur est maintenu

enfoui par 3 des 4 cycles aromatiques du motif I.

Figure 12 - Structure du site de fixation du SAH de la protéine CARM1 de souris

(A) Le site de fixation du SAH de la protéine CARM1 de souris est formé par I'extrémité carboxy-terminale des brins
31, B2 et B4 du repliement de type Rossmann fold, et les hélices aX et aY de I'extrémité amino-terminale du domaine
catalytique.

(B) Différents résidus participent a la stabilisation des 3 parties du SAH (en blanc) : (i) les résidus R169, E258, G193 et
D191 (en vert) interagissent avec la partie méthionine, (i) le résidu E215 (en rose) interagit avec la partie ribose, (iii) les
résidus R141, E244, S272 et V243 (en violet) interagissent avec la partie adénine. Le SAH est également fermement
maintenu enfoui par un certain nombre de résidus hydrophobes (en cyan) : F138, Y150, F151, Y154.

En absence de cofacteur, les résidus 144 a 154 de I’hélice aX n’apparaissent pas dans
la carte de densité électronique, indiquant que ceux-ci sont probablement désordonnés. La
fixation du cofacteur induit une transition désordre-ordre, permettant le repliement de I’hélice
aX et la formation du site catalytique. D’autres changements structuraux sont aussi induits par
la fixation du cofacteur : le changement de conformation de certains résidus du motif Il (G195
et S196) et de la boucle entre les hélices aF et aG’ du bras de dimérisation, ainsi que le
réarrangement des chaines latérales de résidus impliqués dans la reconnaissance de la partie

méthionine du cofacteur (R169, E258, Q160 et M269).

La structure du domaine amino-terminal de CARM1 a été résolue a partir de la
construction 28-140 de la protéine de souris (NCARM12s.140) [153]. Ce domaine est trés
similaire a la famille de domaine EVH1 (« Drosophila-Enabled/Vasodilator-stimulated
phosphoprotein Homology 1 »), qui appartient a la superfamille de repliements de type
« Plextrin Homology domain » (PH). Ce repliement est caractérisé par la formation d’un
tonneau B ouvert par deux feuillets B antiparalléles perpendiculaires, et recouvert par une
hélice a amphipatique a I'extrémité carboxy-terminale (Figure 13A). Ces domaines sont
impliqués dans des interactions protéine-protéine, se liant spécifiquement a des séquences
riches en résidus proline avec une faible affinité mais une grande spécificité [161]. Il n’est pas
surprenant de retrouver un tel domaine chez CARM1, puisqu’il a été montré que CARM1
interagit avec un ensemble de protéines, et qu’elle est impliquée dans de nombreux

complexes protéiques contrélant I'expression des génes. Cependant, dans la structure, ce
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domaine est retrouvé sous forme dimérique (Figure 13B). Si le dimére formé par le domaine
amino-terminal de CARM1 n’est pas biologiquement significatif, alors il se peut qu’il
interagisse avec un partenaire qui, a I’heure actuelle, n’est pas connu. La résolution de la
structure de la construction 28-507 de la protéine de souris (INCARM12s.507) comprenant les
deux domaines amino-terminal et catalytique, n’a permis de visualiser que le domaine
catalytique, montrant que ces deux domaines sont connectés par un lien flexible et agissent
indépendamment. Cependant, ils coopéerent peut-étre lors de la fixation de protéines, comme

lors de la coactivation de la transcription.

A

Figure 13 - Structure du domaine amino-terminal de la protéine CARM1 de souris
(A) Le domaine amino-terminal de la protéine CARM1 de souris adopte un repliement en sandwich B comprenant 2
feuillets B orthogonaux formés par 7 brins B antiparalleles (31 a B7), recouvert par une hélice a amphipatique (at,
résidus 115 a 128) a I’extrémité carboxy-terminale. Le premier feuillet B est composé des brins B1 (résidus 31 a 42), B2
(résidus 46 a 63), B3 (résidus 67 a 73) et B4 (79 a 86), tandis que le deuxiéme feuillet B est composé des brins B5
(résidus 90 a 94), B6 (résidus 98 a 103) et B7 (résidus 106 a 111). Les brins B1 et B2 sont a cheval sur les deux feuillets,
ce qui donne une allure de tonneau ouvert a la structure.
(B) Dans la structure, le domaine amino-terminal de la protéine CARM1 de souris est retrouvé sous forme dimérique,
dont I'interface est formé par les brins B85 a B7 du deuxieme feuillet B.

Concernant le domaine carboxy-terminal de CARM1, les analyses de séquences et le
fait que celui-ci soit sujet a la protéolyse conforte I'idée qu’il est principalement désordonné
sous sa forme libre. Une transition désordre-ordre doit sans doute avoir lieu lors de la fixation

de partenaires.

b. Comparaison avec d’autres structures de PRMT connues

De maniére générale, le domaine catalytique central des PRMT est trés bien conservé
en séquence [145, 162], et il n’est donc pas surprenant que leurs structures soient tres
similaires. Cependant, a ce domaine catalytique central s’ajoutent éventuellement des
domaines additionnels aux extrémités amino- et carboxy-terminales (Figure 6), souvent

impliqués dans la fonction spécifique et responsables de la spécificité de substrat de la PRMT
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concernée. Par exemple, PRMT3 posséde un doigt de zinc dans son domaine amino-terminal
nécessaire a la reconnaissance de cibles associées a I’ARN [163], et le domaine PH de CARM1

est trés certainement impliqué dans des interactions avec des partenaires protéiques.

Le domaine catalytique de CARM1 differe des autres structures de PRMT connues en
3 points : (i) son extrémité amino-terminale, (ii) son extrémité carboxy-terminale, (iii) son bras
de dimérisation. En effet, il y a une transition désordre-ordre de I'extrémité amino-terminale du
domaine catalytique de CARM1 lors de la fixation du cofacteur qui n’a pas été observée pour
les autres PRMT. Concernant I'extrémité carboxy-terminale, le brin 816 du tonneau B est

spécifique a la protéine CARM1 et n’est retrouvée chez aucune autre PRMT.

Figure 14 - Comparaison des différents dimeres de PRMT connus

Pour chaque PRMT, le dimére correspondant a I'association de 2 domaines catalytiques (le premier en bleu clair et le
second en rose) est représenté.

(A) Organisation générale du dimére de la protéine PRMT1 de rat, reconstitué par symétrie. Figure issue de la structure
10RI (PDB).

(B) Organisation générale du dimére de la protéine PRMT3 de rat, reconstitué par symétrie. Figure issue de la structure
1F3L (PDB).

(C) Organisation générale du dimére de la protéine CARM1 de souris, retrouvé dans 'unité asymétrique. Figure issue
de la structure 3B3F (PDB).

(D) Organisation générale du dimere de la protéine PRMT10 d’A. thaliana, retrouvé dans I'unité asymétrique. Figure
issue de la structure 3R0Q (PDB).

La dimérisation est une caractéristique conservée des PRMT. Il a été montré qu’elle est
essentielle a I'activité de méthylation des PRMT, puisqu’elle faciliterait la fixation du SAH [151,

152, 157]. Un point de variabilité important du domaine catalytique des PRMT se situe au
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niveau de leur bras de dimérisation. En effet, la longueur du bras de dimérisation et Ia taille de
la boucle au bout de ce bras varient d’'une PRMT a l'autre. Par exemple, chez la protéine
PRMT10 d’Arabidopsis thaliana (AtPRMT10), il est trés long (41 A), alors qu’il est beaucoup
plus court chez les autres PRMT dont la structure est connue : 22 A pour PRMT1 et PRMT3 de
rat (respectivement rPRMT1 et rPRMT3), 34 A pour CARM1 de souris (NCARM1) (Figure 14)
[157]. La taille de la boucle au bout du bras de dimérisation varie également, ce qui influe sur la
taille de la cavité entre les deux monoméres. Par exemple, la cavité d’AtPRMT10 (15 A x 13 A)
est significativement plus grande que celle des autres PRMT : 8 A x12 A pour rPRMT1, 8 A
x 13 A pour rPRMT3 et 8 A x 11 A pour mCARMT1 (Figure 14). Malgré un bras de dimérisation
plus long, MCARM1 posséde une cavité de taille comparable a rPRMT1 et rPRMT3 puisque la
boucle terminale de son bras comporte une dizaine de résidus en plus. L'orientation relative
des deux monomeres au sein du dimeére et la taille de la cavité centrale influent sur
I’accessibilité du substrat au site actif des PRMT. mCARM1 posséde donc un site beaucoup

moins accessible que rPRMT3 et rPRMT1, et encore moins que AtPRMT10 (Figure 14) [157].

c. Comparaison avec d’autres structures de méthyltransférases connues

La méthylation est une réaction au centre de la biochimie cellulaire. Bien que plusieurs
classes de méthyltransférases soient connues, la majorité des réactions de méthylation est
catalysée par des enzymes utilisant le SAM comme molécule donneuse de méthyle. Le
groupement méthyle du SAM est lié a un atome de soufre chargé, qui déstabilise
thermodynamiquement la molécule et rend le groupement méthylthiol de la partie méthionine
tres actif envers les nucléophiles polarisables, comme les atomes d’azote, d’oxygene et de
soufre, mais aussi envers les atomes de carbone activés, comme les carbanions. Les
méthyltransférases SAM-dépendantes (SAM-MT) agissent sur une grande variété de molécules
cibles, comme I’ADN, ARN, les protéines, les poly-saccharides, les lipides, et des petites
molécules. A I'heure actuelle, plus de 300 membres de la famille des SAM-MT ont pu étre
identifiés et classés en fonction de leur spécificité de substrat et de I'atome ciblé pour la
méthylation [164, 165].

A ce jour, 5 classes (I a V) de SAM-MT caractérisées par des repliements structuraux
spécifiques ont été identifiées, bien que la majorité des SAM-MT connues soient des SAM-MT
de classe | [166]. Les SAM-MT de classe | sont organisées autour d’un module central de type
Rossmann fold. En plus de cette structure centrale, la plupart des SAM-MT possédent des
domaines additionnels participant a la reconnaissance du substrat ou a une fonction séparée
spécifique de I’enzyme [164]. Le module central des SAM-MT est formé d’un feuillet B mixte a
7 brins (33T B2T B1T B4T B5T B7. B6T) bordé par 3 hélices a d’un cété (aZ, aA et aB), et 3
hélices a de I'autre (aC, aD et aE) (Figure 15). Ce module peut-étre séparé en 2 régions de

fonctions distinctes : la région de fixation du cofacteur SAM, et la région de reconnaissance du
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substrat. Le SAM est reconnu par la partie amino-terminale du feuillet B, plus particuli€rement
par les résidus des boucles suivant les brins B1, B2 et B3 (Figure 15). La région de fixation du
substrat, qui est responsable de la sélectivité des différentes SAM-MT, est située dans la partie

carboxy-terminale du feuillet B (Figure 15).

Substrate

it

Figure 15 - Organisation structurale des méthyltransférases SAM-dépendantes de classe |
Figure tirée de Martin et McMillan 2002 [165].

Ce module central peut cependant varier d’une sous-classe de SAM-MT a une autre.
En effet, certaines modifications sont particulieres d’un type de SAM-MT. Par exemple, les
SAM-MT ciblant des protéines, dont les PRMT, ne possédent pas d’hélicea C et sont
caractérisées par des extensions a I’extrémité amino-terminales, comme les hélices aX et aY
qui sont retrouvées chez les PRMT [152, 165]. En plus de ces modifications de I'extrémité
amino-terminale du module central, les SAM-MT ciblant les protéines possédent également
des modifications au niveau de I’extrémité carboxy-terminale, probablement nécessaires a leur
spécificité de substrat. Par exemple, les PRMT sont dépourvues de I'épingle a cheveux formée

par les 2 brins antiparalleles 36 et 37 [152].

Bien que le SAM soit fixé par les SAM-MT a partir de la méme région du repliement,
les résidus impliqués dans la liaison du cofacteur ne sont pas conservés, et la chimie de
I'interaction SAM-enzyme varie énormément [165]. Seuls quelques résidus sont conservés
d’une sous-famille de SAM-MT a l'autre, mais d’autres conservations peuvent étre retrouvées
spécifiguement au sein d’'une méme sous-famille. De maniére générale, les seuls résidus
conservés chez les SAM-MT sont retrouvés au niveau d’une séquence riche en résidus glycine
E/DxGxGxG, appelée motif |, située entre le brin B1 et I’hélice aA interagissant avec la partie
méthionine du SAM (correspondant au motif Il des PRMT), ainsi qu’une boucle acide entre le
brin B2 et I’'hélice aB appelée motif Il qui interagit avec les groupements hydroxyle de la partie
ribose du SAM. Ces deux régions doivent étre essentielles pour la fixation du cofacteur,

puisque ce sont les 2 seules régions du repliement qui ne tolérent pas d’insertions [165].

Cependant, ce repliement de type Rossmann fold est présent uniquement chez les
SAM-MT de classe |. Les SAM-MT de classe Il a V possédent des domaines différents. Par

exemple, I'activité catalytique des lysines méthyltransférases a domaine SET est portée par un
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module en feuillet B de topologie tres différente du repliement des SAM-MT de classe | [167].
De plus, certaines ARN-méthyltransférases possédent également un repliement qui diverge de
celui des SAM-MT de classe | [168, 169]. De maniére intéressante, ces 2 repliements

possédent un « nceud » participant a la formation du site actif.

6. LES PRMT : DES CIBLES THERAPEUTIQUES POTENTIELLES

a. Implication des PRMT dans certains cancers

L’'altération des modifications post-traductionnelles de certaines protéines, comme les
protéines histones ou encore les protéines issues d’oncogenes ou de genes suppresseurs de
tumeur, peuvent contribuer a I'apparition de cancers. Certains cancers sont caractérisés par
une expression aberrante des PRMT, responsables de la méthylation d’'un ensemble de
substrats, dont les protéines histones, mais aussi des protéines issues d’oncogénes et de

génes suppresseurs de tumeur [170].

Différentes preuves de I'implication de PRMT1 dans certains cancers ont déja été
mises en évidence. Par exemple, le niveau de diméthylation de H4R3, marque déposée par
PRMTH1, est corrélé au grade du cancer de la prostate, montrant une implication de PRMT1
dans cette maladie [171]. De plus, une expression inhabituelle de PRMT1 est également
observée dans le cancer du colon [172], le cancer de la vessie et le cancer du poumon [173]. Il
a également été montré que PRMT1 est responsable de la méthylation du récepteur aux
cestrogénes a (ER a), lui donnant de nouvelles fonctions extra-nucléaires, et bien que cette
modification ait lieu dans les cellules normales, ERa est méthylé de maniére aberrante dans
certains cancers du sein [174]. PRMT1 est également un composant essentiel du complexe de
transcription oncogénique MLL (« Mixed Lineage Leukaemia »), montrant le role de cette

protéine dans le développement des leucémies myéloides et lymphoides [175].

Le r6le de CARM1 dans le développement de cancers reste un sujet a controverse. La
majorité des études montre que CARM1 est surexprimée dans un certain nombre de cancers
hormono-dépendants, comme le cancer de la prostate [176, 177] et le cancer du sein [178],
mais aussi dans d’autres cancers, comme le cancer du colon [179]. Selon une étude de Frietze
et collaborateurs, CARM1 est responsable de la coactivation du facteur de transcription E2F1,
un régulateur positif du cycle cellulaire participant a la prolifération des cellules cancéreuses
cestrogéne-dépendantes [180]. Cependant, dans une une étude précédente, il a été montré
que la surexpression de CARM1 inhibe la croissance cellulaire cestrogéne-dépendante par
stimulation de I'expression de p21°P! et p21XP, qui sont eux des régulateurs négatifs du cycle
cellulaires [181]. Le role de CARM1 dans le développement de cancers doit donc encore étre

élucidé.
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L'implication d’une autre PRMT, PRMT5, dans le développement de cancers a
également bien été étudiée. PRMT5 étant surexprimée dans la leucémie lymphoide [182], il a
été proposé que PRMT5 participe a la carcinogenése. En effet, des études antérieures ont
montré que la diméthylation symétrique de H3R8, marque répressive déposée par PRMTS5,
était retrouvée au niveau des promoteurs de ST7 et NM23, des genes suppresseurs de
tumeurs [120]. H3R8 étant hyperméthylée chez les patients atteints de leucémie lymphoide, et
la délétion de PRMT5 conduisant a une diminution de la prolifération des cellules cancéreuses
lymphoides [182], il semblerait bien que PRMT5 soit impliquée dans le développement de

cancers.

Concernant PRMT®, il a été montré qu’elle était surexprimée dans plusieurs cancers,
comme le cancer de la vessie, du poumon, du sein, ou encore de la prostate [173]. La méme
étude a montré que la répression de PRMT6 diminuait la croissance de certaines cellules
cancéreuses, probablement d( a [I'effet répressif d’'un grand nombre d’autres geénes,

normalement régulés positivement par PRMT6.

De maniére générale, la méthylation aberrante de protéines histones ou non-histones
due a une dérégulation de I'activité méthyltransférase des PRMT conduit a une altération des
modifications épigénétiques de la chromatine. Comme ces modifications contrdlent
notamment I'expression de génes suppresseurs de tumeurs et d’oncogenes, leur perturbation
favorise le développement de cancers [170]. Les PRMT sont donc devenues des cibles

thérapeutiques émergentes.

b. Inhibiteurs décrits des PRMT

Les premiers inhibiteurs de méthyltransférases a avoir été utilisés sont des analogues
du SAM, tels que le SAH, produit secondaire de la réaction de méthylation [183], la 5’-
méthylthioadénosine (MTA), produit de la dégradation du SAM [184], et la sinéfungine (SFG),
antibiotique antifongique nucléosidique inhibiteur naturel des méthyltransférases [185, 186].
Bien que ces inhibiteurs soient efficaces, ils ciblent toutes les enzymes ayant le SAM comme

cofacteur et ne sont donc pas sélectifs (Tableau 2).
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Tableau 2 - Inhibiteurs naturels et non sélectifs des PRMT.
[a] Inhibition.

Ce n’est qu’en 2004 que les premiers inhibiteurs des PRMT non-analogues du SAM
firent leur apparition. Le criblage a haut débit d’une banque de composés chimiques
(ChemBridge) a permis de mettre en évidence 9 inhibiteurs de PRMT1 (AMI, pour « Arginine
Methyltransferase Inhibitor »), ainsi que 2 activateurs (AMA, pour « Arginine Methyltransferase
Activator ») [187]. Les AMI ont des ICso pour PRMT1 variant entre 0,19 pM et 16,29 yM, alors
que les AMA stimulent I'activité méthyltransférase jusqu’a 3 fois. Cependant, la plupart des
AMI ne sont pas sélectifs des PRMT et inhibe également les lysines méthyltransférases. Seules
2 molécules ciblent spécifiquement les PRMT : AMI1 et AMI6 (Tableau 3). L’existence de
composeés similaires aux xénoestrogénes au sein des AMI poussa Bedford et collaborateurs a
tester I'efficacité de ces molécules sur les PRMT. Il a ainsi été montré que les xénoestrogénes
inhibent modérément les PRMT, tout particulierement CARM1, in vitro et in vivo (Tableau 3)
[188]. Plusieurs groupes identifierent de nouveaux inhibiteurs dérivés des AMI1, AMI5 et AMIG.
Ces composés montrent une efficacité inférieure ou similaire aux AMI originaux, et leur

structure suppose de mauvaises propriétés pharmacocinétiques (Tableau 3) [189-191].

Afin de trouver de nouveaux composés, mieux disposés au développement de
médicaments, différentes études de criblage virtuel de banques de molécules ont permis
d’identifier de nouveaux inhibiteurs des PRMT se distinguant des AMI [192, 193]. 2 composés
intéressants ressortir de ces études : la stilbamidine et I'allantodapsone, dont I'lCso envers
PRMT1 est respectivement de 56,9 uM et 1,7 uM (Tableau 4). Bien que la structure de ces
composés soit plus prometteuse quant aux propriétés pharmacocinétiques, un dérivé, le

composé 2e montre une importante cytotoxicité (Tableau 4) [194].
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ICs0 in vitro

Composé . Ic?o Propri(_étés_ Références
PRMT4 CARM1 SET? in vivo pharmacocinétiques

AMI1 8,81 uM |lal Pl NDdI Supposées mauvaises [187]

AMI5 1,41 pM 12l &l NDUI Supposées mauvaises [187]

AMI6 - 5,11 pM 2l MIEo] NDI Supposées mauvaises [187]
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2 O s .
r i -+
et [ s
i o
e —r
Composé 7g > 667 uM 8,6 yM > 667 uM 3puM Cytotoxique a partir [191]
1 de 8 uM
- 'T\[:;q:]“t
Tableau 3 - Inhibiteurs de la famille des AMI.
[a] Inhibition.
[b] Moyenne inhibition.
[c] Pas d’inhibition.
[d] Non défini.
ICs0 in vitro P
Composé . Ic?o Propm_etgs_ Références
PRMT4 CARM1 SET? in vivo pharmacocinétiques

Stilbamidine 56,9 M NDIl Fllal NDIe! «Drug-like» [192]
Allantodapsone 1,7 uM NDe! Fltal NDIe! «Drug-like» [192]
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Tableau 4 - Inhibiteurs issus de criblages virtuels.
[a] Faible inhibition.

[b] Pas d’inhibition.

[c] Non défini.
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Des composés dérivés du pyrazole et de I'imidazole furent également développé afin

de définir des inhibiteurs spécifiques de CARM1 [195-199]. Dans I'’ensemble ces composés

montrent une bonne spécificité pour CARM1, comme par exemple le composé 7f dont I'lCso
est 600 fois supérieur pour PRMT1 (0,04 uM pour CARM1 et > 25 uM pour PRMT1) (Tableau 5)

[196]. Cependant, bien que ces composés montrent une bonne perméabilité, I'inhibition in vivo,

est beaucoup plus faible que I'inhibition in vitro, comme le montre les tests d’inhibition du

composé 12, qui malgré un ICso de 0,2 uM in vitro ne montre pas d’inhibition in vivo (Tableau 5)

[198]. Les structures cristallographiques de 2 composés (CMPD1 et CMPD2) en complexe

avec la protéine CARM1 ont été résolue, montrant qu’en présence de SAH ces composés

occupent la poche de fixation du substrat [160].

ICso in vitro e
Composé 1Cs0 h Propriétés Références
PRMT1 CARM1 SET7 in vivo pharmacocinétiques
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Tableau 5 - Inhibiteurs dérivés du pyrazole et de I'imidazole.
[a] Pas d’inhibition.

[b] Non défini.
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Plus récemment, des inhibiteurs analogues du SAM spécifiques de PRMT1 furent

publiés [200, 201]. Bien que ces composés inhibent correctement PRMT1 (ICso entre 2,9 uM et

14,5 pM) et que cette inhibition soit spécifique (pas d’inhibition observé pour CARM1 et SET7),

aucune information sur leur activité in vivo ne permet de définir I'applicabilité de ces composés

(Tableau 6).

Globalement, bien que de nombreuses petites molécules spécifiques des PRMT avec

un grand potentiel in vitro aient été identifiées, aucune molécule régulant I'activité des PRMT in

vivo n’est encore disponible. L'implication des PRMT dans le cancer étant de plus en plus

notoire, le développement de molécules spécifiques des PRMT actives in vivo devrait

s’accélérer [170].
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Tableau 6 - Inhibiteurs analogues du cofacteur SAM.

[a] Pas d’inhibition.
[b] Non défini.
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D. CONCLUSION

CARM1 est impliqguée dans de nombreux mécanismes biologiques, a différents
niveaux de la vie cellulaire. Son implication indéniable dans certains cancers font d’elle une
cible thérapeutique importante. Cependant, afin de développer des composés a action
pharmacologique ciblant spécifiquement CARM1, ses mécanismes, tels que la méthylation et

la reconnaissance de ses substrats, doivent étre mieux compris.
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CHAPITRE Il - MATERIEL ET METHODES

A. EXPRESSIONS ET PURIFICATIONS PROTEIQUES

1. EXPRESSION ET PURIFICATION DE LA PROTEINE CARM1 DE SOURIS

Les travaux qui vont étre présentés par la suite ont généralement été réalisés sur la
protéine CARM1 de souris (MCARM?1), dont le clone original a été donné par le laboratoire du
Pr. Michael R. Stallcup (University of Southern California, Los Angeles) [74]. La protéine
mMCARM1 est trés proche de son homologue humain (hCARM1) : elles possédent toutes deux
608 acides aminés et montrent une identité de séquence de plus de 98% (Figure 79 en
annexes). La différence principale entre mCARM1 et hCARM1 est l'insertion d’un résidu
thréonine a I'extrémité amino-terminale chez la souris, provoquant un décalage de la
numérotation entre les deux protéines. Ce décalage est rattrapé au niveau du domaine
carboxy-terminal, ou il y a cette fois-ci une insertion chez la protéine humaine. Les résidus 7 a
569 de hCARM1 correspondent ainsi aux résidus 8 a 570 de mCARM1 (alignements en

annexes).

a. Clonage et expression en cellules d’insecte (systéme baculovirus)

A mon arrivée dans I’équipe, I'expression et la purification de la protéine CARM1 de
souris étaient déja maitrisées. Les différentes constructions ainsi que les différents mutants du
domaine catalytique de mMCARM1 ont été amplifiées par PCR depuis la construction originale
GST-CARM1 [74]. Elles ont ensuite été clonées dans les vecteurs d’expression pDEST™20
(Invitrogen™) ou pGGWA [202] en utilisant la technologie Gateway® (Invitrogen™). Ces vecteurs
permettent I’expression de la protéine d’intérét en fusion avec la gluthation S-transférase (GST)
a son extrémité amino-terminale. Les deux protéines sont séparées par un site de coupure a la
TEV, permettant d’éliminer la partie GST au cours de la purification. Des baculovirus
recombinants ont ensuite été obtenus par la technique Bac-to-Bac® (Invitrogen™), et ont servi
a infecter des cellules d’insectes Sf9. Celles-ci ont été cultivées en suspension dans du milieu
de Grace (Sigma®) complémenté avec 10% de sérum bovin foetal et 28 ug.ml ' de
gentamycine. 48 heures apres infection, les cellules ont été récoltées par centrifugation a 350 g

pendant 20 minutes et les culots stockés a -80°C ou utilisés directement.

b. Purification de la protéine exprimée

Le méme protocole de purification a été appliqué pour toutes les constructions et tous

les mutants de mCARM1 utilisés dans les études décrites ici. Celui-ci est séparé en 3 étapes :
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(i) une chromatographie d’affinité au glutathion, (i) une chromatographie échangeuse d’anions

et enfin (iii) une chromatographie d’exclusion moléculaire (GF).

< Chromatographie d’affinité au glutathion

Pour chaque litre de culture, les culots cellulaires ont été remis en suspension dans
40 ml de tampon de lyse, contenant 50 mM TrisHCI pH8,5, 300 mM NaCl, 5% (v/v) Glycérol, et
5 mM B-mercaptoéthanol. Aprés lyse des cellules par sonication, I’extrait total a été centrifugé
a 30000 g pendant 45 minutes a 4°C pour éliminer les débris cellulaires et les éléments
insolubles. Afin d’isoler la protéine de fusion GST-mCARM1, I'extrait brut a ensuite été incubé
avec 1,5 ml de billes glutathion-sépharose (« Glutathion Sepharose 4B » de GE Healthcare®)
sous agitation douce pendant 1 heure a 4°C. Apres centrifugation de la suspension a 500 g
pendant 2 minutes a 4°C, les billes ont été réservées et le surnageant incubé une nouvelle fois
avec 1,5 ml de billes glutathion-sépharose sous agitation douce pendant 1 heure a 4°C. Aprés
centrifugation, les billes des deux incubations ont été rassemblées et déposées sur colonne.
Elles ont ensuite été lavées a deux reprises avec 10 ml de tampon de lyse. Aprés re-
suspension dans 1,5 ml de ce méme tampon, les billes ont été incubées avec 2500 unités de
TEV pendant 3 heures a 30°C afin de couper I'étiquette GST. Le surnageant contenant la
protéine MCARM1 coupée a ensuite été élué, et 5 élutions supplémentaires ont été réalisées
avec du tampon de lyse afin de récupérer la protéine coupée ayant pu rester collée sur la
résine. Afin de déterminer les fractions dans lesquelles la protéine mCARM?1 est présente et de
vérifier que I'étiquette GST est bien coupée, les différentes fractions ont été analysées par
migration sur gel d’acrylamide 10% en conditions dénaturantes (SDS-PAGE 10%) et

I’absorbance mesurée a 280 nm (Figure 16A).

% Chromatographie échangeuse d’anions

Les fractions d’élution contenant la protéine CARM1 ont été rassemblées et la
concentration en NaCl ajustée a 40 mM avec un tampon sans sels (50 mM TrisHCI pH 8,5,
5 mM B-mercaptoéthanol). L’échantillon ainsi dilué a été chargé sur une colonne échangeuse
d’anions (HiTrap Q-HP 5 ml de GE Healthcare®) équiliorée avec du tampon A a faible
concentration saline (50 mM TrisHCI pH 8,5, 40 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol). L’élution
a été faite par gradient de sels, en augmentant la proportion de tampon B (50 mM TrisHCI
pH 8,5, 1 M NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol) a raison de 1%.ml" et 5 ml.minute! (Figure 16B).
Les fractions d’élution ont été analysées par SDS-PAGE 10% afin de déterminer celles ou la

protéine MCARM1 est présente et si des contaminants persistent (Figure 16B).

% Chromatographie d’exclusion moléculaire

Les fractions contenant la protéine CARM1 les plus pures ont été rassemblées et

concentrées sur Amicon Ultra (Millipore®) avec une limite d'exclusion de 30 kDa (Amicon
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Ultra 30) jusqu’a un volume de 1,5 ml. L'échantillon ainsi concentré a été injecté sur une
colonne GF HilLoad 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare®) équilibrée avec un tampon
contenant 20 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM NaCl et 5 mM B-mercaptoéthanol. Aprés élution
avec ce méme tampon, les fractions ont été analysées par SDS-PAGE 10% (Figure 16C).
Celles dont la pureté était satisfaisante ont été rassemblées et concentrées sur Amicon Ultra
30, en ne dépassant jamais la limite de 8 mg.ml'. Pour 1 litre de culture, 0,8 a 1 mg de

protéine mMCARM1 pure étaient généralement obtenus.

A 5 pi8-nizoozsd

$B5003885688

sgxE P O

9 “wee-

o
|

Figure 16 - Gels et chromatogrammes pour les différentes étapes de purification de mCARM1130-507

(A) Gel SDS-PAGE 10% de la chromatographie d’affinité au glutathion : ET, Extrait total ; I, Fraction insoluble ;
EB, Extrait brut ; NR1-NR2, Fractions non-retenues sur résine apres les incubations 1 et 2 ; L1-L2, Lavages 1 et 2 ;
BAL, Billes apres lavage ; E1-E5, Fractions d’élution 1 a 5 ; BAE, Billes aprés élution.

(B) Gel SDS-PAGE 10% et chromatogramme de la chromatographie échangeuse d’anions : Q, Echantillon chargé sur
HiTrap Q-HP 5 ml ; NR1-NR2, Fractions non-retenues sur résine 1 et 2 ; B11-B4, Fractions d’élution.

(C) Gel SDS-PAGE 10% et chromatogramme de la chromatographie d’exclusion moléculaire : NR, Fraction non-
retenue lors de la concentration sur Amicon Ultra ; GF, Echantillon injecté sur GF HiLoad 16/60 Superdex S200 ; C1-
C9, Fractions d’élution.

2. EXPRESSION ET PURIFICATION DE LA PROTEINE CARM1 DE MOUSTIQUE

Pour les expériences nécessitant que la protéine CARM1 soit concentrée a plus de
8 mg.ml', 'homologue chez le moustique Anopheles gambiae (AgCARM1), comportant sous
sa forme entiére 622 acides aminés, a été utilisé (62% d’identité de séquence avec la protéine

humaine). En plus de pouvoir étre concentrée plus fortement que mCARM1, la protéine de
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moustique est exprimée de maniere soluble chez E. coli, et sa production est donc moins
colteuse. Le clone original nous a été donné par le laboratoire du Dr Wei Xu (University of
Wisconsin, Madison). Celui-ci correspond au vecteur d’expression pET21a (Novagen®), codant
pour le fragment 1 a 509 de la protéine AQCARM1, c’est-a-dire les domaines amino-terminal et

catalytique, associé a une étiquette poly-histidine a I'extrémité carboxy-terminale.

a. Expression dans E. coli

La protéine AgCARM11.500 a été produite dans la souche BL21DE3 d’E. coli
transformée avec le vecteur d’expression recombinant décrit auparavant. Du milieu LB
complémenté avec 0,1 mg.ml ' d’ampiciline a été ensemencé avec une pré-culture de
bactéries transformées, puis incubé a 37°C. Lorsque les cultures avaient atteint une densité
optique de 0,5, I'expression d’AgCARM11.509 a été induite par ajout de 0,5 mM d’'IPTG. Aprés
20 heures d’incubation a 20°C, les cellules ont été récoltées par centrifugation a 4000 g

pendant 20 minutes et les culots stockés a -80°C ou utilisés directement.

b. Purification de la protéine exprimée

La purification de la protéine AQCARM1 est similaire a celle de mCARM1, a la seule
différence prés que la premiere étape est une chromatographie d’affinité métallique. Pour
chaque litre de culture, les culots cellulaires ont été re-suspendus dans 40 ml de tampon de
lyse, contenant 50 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM KCI, 20 mM Imidazole pH 8,0. Apres lyse des
cellules par sonication, I'extrait total a été centrifugé a 30 000 g pendant 45 minutes a 4°C
pour éliminer les débris cellulaires et les éléments insolubles. Afin d’isoler la protéine de fusion
AgCARM11.509-Hise, I'extrait brut a ensuite été incubé avec 6 ml de résine NiNTA superflow
(Qiagen®) sous agitation douce pendant 2 heures a 4°C. Aprés centrifugation de la suspension
a 500 g pendant 2 minutes a 4°C, les billes ont été déposées sur colonne. Elles ont ensuite été
lavées avec 10 ml de tampon de lyse, puis avec 10 ml de tampon de lavage contenant 50 mM
TrisHCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazole pH 8,0. Aprés lavage, la protéine a été éluée
avec 50 mM TrisHCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 350 mM Imidazole pH 8,0. Afin de déterminer les
fractions dans lesquelles la protéine AQCARM14.500 est présente, les différentes fractions ont

été analysées par SDS-PAGE 10% et I’'absorbance a 280 nm mesurée (Figure 17A).

Le reste de la purification s’est ensuite déroulée comme pour la protéine mCARM1.
Les fractions d’élution contenant la protéine AgCARM11.500 ont été rassemblées et la
concentration en NaCl ajustée a 100 mM avec un tampon sans sels (50 mM TrisHCI pH 8,0).
L’échantillon ainsi dilué a ensuite été purifié sur une colonne échangeuse d’anions en utilisant
les tampons A (50 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM NaCl) et B (50 mM TrisHCI pH 8,0, 1 M NaCl)
comme tampons d’élution. Les fractions d’élution ont été analysées par SDS-PAGE 10% afin

de déterminer celles ou la protéine AQCARM11-500 est présente et si des contaminants sont
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toujours présents (Figure 17B). Aprés concentration des fractions les plus pures sur Amicon
Ultra une limite d'exclusion de 50 kDa (Amicon Ultra 50), celles-ci ont été injectées sur une
colonne d’exclusion moléculaire, et la protéine a été éluée avec un tampon contenant 50 mM
TrisHCI pH 8,0 et 80 mM NaCl). Les fractions ont ensuite été analysées par SDS-PAGE 10%
(Figure 17C), et celles dont la pureté était satisfaisante ont été rassemblées et concentrées sur
Amicon Ultra 50. Habituellement, 5 a 8 mg de protéine AQCARM11.509 pure ont pu étre ainsi

obtenus par litre de culture.
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Figure 17 - Gels et chromatogrammes pour les différentes étapes de purification de AGQCARM11.509

(A) Gel SDS-PAGE 10% de la chromatographie d’affinité métallique : ET, Extrait total ; I, Fraction insoluble ; EB, Extrait
brut ; NR, Fraction non-retenue sur résine aprés incubation ; L1-L2, Lavages 1 et 2 ; BAL, Billes aprés lavage ; E1-
EB6, Fractions d’élution 1 a 6 ; BAE, Billes apres élution.

(B) Gel SDS-PAGE 10% et chromatogramme de la chromatographie échangeuse d’anions : Q, Echantillon chargé sur
HiTrap Q-HP 5 ml ; NR, Fraction non-retenue sur résine ; A9-C4, Fractions d’élution.

(C) Gel SDS-PAGE 10% et chromatogramme de la chromatographie d’exclusion moléculaire : NR, Fraction non-
retenue lors de la concentration sur Amicon Ultra ; GF, Echantillon injecté sur GF HiLoad 16/60 Superdex S200 ; B5-
C7, Fractions d’élution.

3. EXPRESSION ET PURIFICATION DU TETRAMERE D’HISTONES (H3H4)2

Des cellules BL21(DE3) d’E. coli transformées avec un plasmide d’expression codant
pour I’histone H4 associé a une étiquette poly-histidine et I’histone H3 [203] ont été cultivées
dans 3 x 1 litre de milieu « Terrific Broth » complémenté avec 100 pg.ml-! d'ampicilline a 37°C
jusqu’a atteindre une densité optique a 600 nm de 0,6. La co-expression des histones H3 et

H4 a ensuite été induite avec 0,2 mM d’IPTG pendant 2 heures a 37°C. Les cellules ont été

61



récoltées par centrifugation a 4000 g pendant 20 minutes. Aprés re-suspension dans du
tampon de lyse (50 mM TrisHCI pH 8,2, 2 M NaCl, 0,1% PMSF), elles ont ensuite été lysées
par sonication. Le lysat a été clarifié par centrifugation a 25000 g pendant 30 minutes et
chargé sur une colonne de 1,5 ml de résine NiNTA superflow (Qiagen®). Les hétérotétraméres
(H3H4)2 ont été élués avec du tampon contenant 50 mM TrisHCI pH 8,0, 2 M NaCl et 200 mM
Imidazole pH 8,0. Les fractions contenant (H3H4)> ont été concentrées sur Amicon Ultra 30 et
ont été injectées sur une colonne GF HiLoad 16/60 Superdex 200 équilibrée avec 50 mM
TrisHCI pH 8,0, 2 M NaCl, 0,5 mM EDTA et 0,5 mM DTT. Le tétramére (H3H4). purifié a ensuite

été concentré sur Amicon Ultra 30 jusqu’a une concentration d’environ 9 mg.ml-'.

4. EXPRESSION ET PURIFICATION D’UN FRAGMENT DE LA PROTEINE PABP1

La séquence nucléotidique correspondant aux résidus 437 a 488 de la protéine PABP1
humaine a été insérée dans un vecteur pGEX a la suite de la séquence codant pour la GST et
le site de clivage de la thrombine. La souche BL21(DE3) transformée par le plasmide résultant
a été cultivée a 37°C en milieu LB contenant 0,1 mg.ml-! d'ampicilline jusqu'a une densité
optique de 0,6. L'expression de la protéine de fusion a été induite par addition de 0,5 mM
d'IPTG. La culture a été poursuivie a 20°C pendant 20 heures, puis les bactéries ont été
récoltées par centrifugation a 4000 g pendant 20 minutes. Les cellules ont été remises en
suspension dans le tampon de lyse (/20 du volume de culture) contenant 50 mM TrisHCI
pH 8,5 et 200 mM NaCl, et stockées a -20°C.

Apres décongélation, les cellules ont été lysées par sonication, puis I'extrait total a été
centrifugé a 30000 g pendant 45 minutes a 4°C. Le surnageant a été déposé sur une colonne
de 2 ml de glutathion-sépharose (« Glutathion Sepharose 4B » de GE Healthcare®). Aprés 3
lavages de la résine par 5 ml de tampon contenant 50 mM TrisHCI pH 8,5, 200 mM NaCl, la
protéine de fusion a été éluée a I'aide de 4 ml du tampon précédent additionné de 50 mM de
glutathion réduit. La protéine a été concentrée sur Amicon Ultra avec une limite d'exclusion de
10 kDa (Amicon Ultra 10) jusqu'a 5 mg.ml-! dans le tampon final contenant 50 mM TrisHCI
pH 8,5, 200 mM NaCl, 0,5 mM DTT.

B. CARACTERISATION BIOPHYSIQUE

1. THERMOFLUOR®

Le ThermoFluor®, aussi appelé en anglais « Thermal shift assay », est une technique
mise au point pendant les années 1990 permettant de caractériser la stabilité thermique d’une
protéine [204]. Son principe repose sur la détection de la fluorescence émise par une sonde,

par exemple le SYPRO® Orange [205], interagissant spécifiguement avec les régions
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hydrophobes des protéines. Classiquement, lorsqu’elle est mélangée a une solution protéique,
la sonde exposée a I'environnement aqueux émet une fluorescence faible. Sous I'influence de
la température, la protéine en solution se dénature, exposant ses régions hydrophobes, avec
lesquelles le SYPRO® Orange peut désormais interagir et ainsi émettre une fluorescence plus
importante. Le Thermofluor® permet donc de suivre la dénaturation d’une protéine sous I'effet

de la température et de déterminer sa température de fusion (Tm) (Figure 18).

Intanaité de

20 Bt ady 50 & Fii] BO S
Tempdratone “C
mhnmf“ = ""I‘E-"HHHJE_W\W r"l“:-"'mhm_m]' W
apa SAM 250 pMt B4 2 mM

Figure 18 - Caractérisation de I'effet du SAH sur la stabilité thermique de mCARM1130.507 WT

L’observation de la fluorescence émise par le SYPRO® Orange permet de caractériser la stabilité thermique d’une
protéine, ainsi que I'effet de la fixation d’un ligand sur celle-ci. Par exemple ici, les mesures de ThermoFluor® en
absence et en présence de SAH montrent que ce dernier a un effet stabilisateur sur la protéine mCARM1430-507,
permettant une augmentation du Tm de plusieurs degrés.

Les mesures de ThermoFluor® ont été réalisées grace a un appareil classique de PCR
en temps réel (Bio-Rad® MiniOpticon Real-Time PCR Detection System). Cette machine
permet de faire jusqu’a 48 mesures en paralléle (1 blanc + 47 échantillons). Chaque mesure a
été réalisée sur un échantillon de 30 pl contenant au moins 5 pg de protéine et 7 pyl de SYPRO
Orange (dilué 200 fois) dans les conditions de tampons désirées. En plus de ces composants
essentiels, des additifs (cofacteur, inhibiteur ou autre ligand) ont pu étre ajoutés, afin de
déterminer leur effet sur la stabilité de la protéine (Figure 18). Le protocole qui a été suivi
consiste en un gradient de température allant de 20°C a 95°C, avec une mesure d’intensité de
fluorescence tous les 0,5°C. Le contrble de I’expérience et I'analyse de données de

fluorescence ont été réalisés grace au logiciel fourni avec I'appareil (Opticon Monitor).

2. MICROCALORIMETRIE (ITC)

La microcalorimétrie ou « Isothermal Titration Calorimetry » (ITC) est une méthode
permettant de caractériser thermodynamiquement les interactions entre des molécules en
solution. Son principe est basé sur la mesure des échanges de chaleur (émission ou
absorption) générés par une interaction. Elle permet ainsi de déterminer directement certains

parametres thermodynamiques, comme la stoechiométrie N, la constante d’association K, et la
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variation d’enthalpie AH. Les autres parametres thermodynamiques comme la constante de
dissociation Ky, ainsi que les variations d’énergie libre AG et d’entropie AS, peuvent ensuite étre

déterminés a partir du K, et de AH grace aux relations :

AG =-RT x In(K,) = AH - TAS

ou R est la constante des gaz parfaits, et T la température en degrés Kelvin.

Les mesures d’'ITC ont dans un premier temps été réalisées a I'Institut de Biologie
Moléculaire et Cellulaire (IBMC) de Strasbourg, avec I’aide du Dr. Eric Ennifar, puis de maniére
autonome a 'IlGBMC. Dans les deux cas, les expériences ont été réalisées sur un systéme
iTC200 Microcal® (GE Healthcare®). Cet appareil est constitué de deux cellules, une cellule
échantillon et une cellule de référence, placées dans une enceinte adiabatique et accessibles
par des tubes étroits (Figure 19). Une seringue rotative est utilisée pour injecter des petits
volumes de ligand dans la cellule échantillon et permet également d’homogénéiser le milieu
réactionnel (Figure 19). La différence de température entre les deux cellules est gardée
constante par apport ou par retrait de chaleur (en fonction des cas) a la cellule échantillon.
Lorsqu’une réaction chimique a lieu dans la cellule échantillon, de la chaleur est émise ou
absorbée. La puissance nécessaire pour conserver la différence de température constante
entre les deux cellules suite a cette réaction permet de déterminer la quantité totale de chaleur

émise ou absorbée par le systéme étudié.
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Figure 19 - Systéme iTC200 Microcal®
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Dans une expérience d’ITC classique, une solution contenant une molécule biologique
(protéine, ADN...), est titrée par une solution contenant un partenaire d’interaction (cofacteur,
substrat, inhibiteur). La chaleur émise ou absorbée au moment de linteraction (AH) est
mesurée au cours du temps (Figure 20A). Chaque pic correspond a une variation de chaleur
associée a I'injection d’un petit volume de ligand dans la cellule échantillon, permettant de
déterminer la proportion de ligand lié. Au fur et a mesure que le systéme se rapproche de la
saturation, les échanges de chaleurs deviennent moins importants, jusqu’a ce que les
variations ne soient plus dues qu’a l'effet de la dilution de I'échantillon. Une courbe
d’interaction en fonction du rapport ligand/molécule biologique peut ensuite étre déduite a
partir des variations de chaleur au fil des injections (Figure 20B). Aprés analyse de la courbe
d’interaction avec le modéle approprié, les parametres de I'interaction N, K, et AH peuvent étre

déterminés.
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Figure 20 - Courbes d’ITC classiques
(A) Données brutes correspondant aux variations de chaleur pour chaque injection de ligand au cours du temps.
(B) Courbe d’interaction obtenu par intégration des données brutes en fonction du rapport molaire ligand/molécule
biologique.

L'ITC nécessitant une quantité importante de protéine et de ligand, la majorité des
expériences ont été réalisées sur AQCARM11.500 qui peut étre produite en plus grande quantité
que n’importe quelle construction de mCARM1. 300 pl d’une solution contenant la protéine

CARM1 a une concentration comprise entre 75 uM et 150 uM (soit 4,4 mg.ml-" a 70 mg.ml")
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ont été placés dans la cuve échantillon, tandis que le ligand en solution (dans des conditions
de tampon identiques a celui de la protéine) a tester était chargé dans la seringue a une
concentration variant de 500 pM a 2 mM. Celui-ci a été injecté dans la cellule échantillon en
20 injections allant de 0,5 pl a 2 pl. Chaque injection était espacée de la précédente de 180
secondes pour permettre au systeme de se rééquilibrer. Afin d’avoir un bon signal, les
premiéres expériences ont été réalisées a 37°C. Par la suite, ayant remarqué que la protéine
s’agrégeait au cours de I'’expérience, différentes températures ont été testées, variant entre

30°C et 4°C. Cependant, ceci n’a pas permis de résoudre le probléeme d’agrégation.

3. ANISOTROPIE DE FLUORESCENCE

L’anisotropie de fluorescence est une technique consistant a observer le mouvement
de rotation d’une sonde fluorescente en solution. Une petite molécule, dont le mouvement est
rapide, sera caractérisée par une valeur d’anisotropie basse, tandis qu’une molécule de taille
plus importante, dont le mouvement est plus lent, sera caractérisée par une valeur
d’anisotropie plus haute. Il est ainsi possible d’observer la formation d’'un complexe en

marquant I'un des membres avec une sonde fluorescente.

Généralement, lorsque des molécules fluorescentes sont excitées par une lumiére
polarisée, la fluorescence émise par ces molécules est également polarisée. Le degré de
polarisation de I’émission est décrite en termes d’anisotropie r. L'origine de I'anisotropie est
I’existence de moments de transition pour I'absorption et I’émission se trouvant le long de
directions spécifiques a I'intérieur de la structure du fluorophore. Dans une solution homogeéne,
les fluorophores a I'état fondamental sont orientés aléatoirement. Lorsqu’ils sont exposés a
une lumiére polarisée, les fluorophores dont les moments de transition de I'absorption sont
orientés dans la méme direction que la lumiére incidente sont préférentiellement excités. La

population a I'état excité est donc partiellement orientée.

Les mesures d’anisotropie décrivent le déplacement angulaire moyen d’un fluorophore
ayant lieu entre I’'absorption et I’émission conséquente d’un photon. Ce déplacement angulaire
dépend de la vitesse et de I'étendue de la diffusion de rotation pendant le temps de vie de
I’état excité. La vitesse de la diffusion de rotation dépend de la viscosité du solvant ainsi que
de la taille et de la forme de la molécule. Pour des molécules biologiques, I’anisotropie dépend
a la fois de leur diffusion de rotation et de leur flexibilité. Les mesures d’anisotropie de
fluorescence peuvent étre utilisées pour quantifier I'association d’une protéine avec d’autres

macromolécules, qui change la vitesse de rotation globale.

Au cours des expériences d’anisotropie de fluorescence, I’échantillon est excité par

une lumiére polarisée, et 'intensité d’émission est mesurée a travers un polariseur. Lorsque le

66



polariseur d’émission est orienté parallelement a la direction de la lumiére d’excitation,
I'intensité mesurée est appelée I,. De la méme maniére, lorsque le polariseur est
perpendiculaire a I'excitation, I'intensité mesurée est appelée I,. Ces valeurs d’intensité sont
utilisées pour calculer I'anisotropie [206] :

_ h-IL
r= I||+2IJ_

L'anisotropie est une quantité sans dimension indépendante de l'intensité totale de
I’échantillon. En effet, la différence (I; - I.) est normalisée par I'intensité totale (I + 2I,). En

I’absence d’artefact, I’'anisotropie est donc indépendante de la concentration en fluorophore.

Lorsque l’intensité du fluorophore ne varie pas entre sa forme libre et sa forme liée,
alors la fraction de fluorophore lié fiis peut étre déterminée a partir des valeurs d’anisotropie du

fluorophore libre riipr. €t du fluorophore lié r; [207, 208] :

[Liié] tor F - Fiipre

Jiie= (Llor — Tiie - Tiibre

L'anisotropie peut donc étre exprimée ainsi :

[Llié ] tot

I =Tlipre T (rlié - rlihre) [(Llior
0

Lorsque I'on considére la formation du complexe PL = P + L correspondant la fixation
d’un ligand L par une protéine P, la constante d’association apparente K', peut étre définie

par :

[Lii¢] 100
[Liivre Lior X [Pribre] o1

K\, =

En combinant les deux derniéres équations, la courbe d’anisotropie obtenue pour la

formation d’un tel complexe peut étre modélisée par I’équation :

1 1 V2
_ (i + Tiipre) (1+ Ky x (n X [L]ior + [Plior)) - '\/(1 + Ky x (nx[Ly + [P]tot))2 -4xnx Ky X [Llior X [Plior
rE e T 2x Ky XLl

ou [Llir et [Pl sont respectivement les concentrations totales en ligand en en

protéine, et n la stcechiométrie du complexe. La valeur K';, peut ainsi étre déterminée, et la

constante de dissociation apparente K'; en étre déduite par :
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L’ensemble des mesures d’anisotropie a été réalisé a 20°C dans une cuve en quartz
dont le puits mesure 1 mm par 1 cm. Tous les peptides testés étant marqués a la fluorescéine,
la longueur d’onde d’excitation utilisée pour I’ensemble des expériences est de 470 nm, et la

fluorescence émise sélectionnée grace a un filtre jaune (495 nm).

Dans un premier temps, 200 pl d’une solution contenant uniquement du peptide
fluorescent et du SAH (respectivement a 5 pM et 2 mM) dans les conditions de tampon de la
protéine sont déposés dans la cuve, et une premiére mesure est réalisée afin de caractériser
I’anisotropie du peptide en absence de CARM1 ri.. Par la suite, des volumes précis d’une
solution protéique concentrée contenant également du peptide fluorescent et du SAH
(respectivement a 5 pM et 2 mM) sont ajoutés pour incrémenter de 10 uM la concentration en
CARM1 dans la cuve. Aprés chaque ajout, le mélange CARM1/SAH/peptide est laissé a

incuber pendant 5 minutes a 20°C, et une nouvelle mesure d’anisotropie est ensuite réalisée.

L’ensemble des mesures d’anisotropie sont ensuite compilées pour obtenir une courbe
représentant la variation de I'anisotropie en fonction de la concentration en protéine. Ces
données ont été ajustées a I'’équation décrite précédemment grace au logiciel Origin® afin de
déterminer la valeur de K'y, en considérant une stcechiométrie de 0,5 (un seul peptide par

dimeére).

4. SPECTROSCOPIE DE CORRELATION DE FLUORESCENCE (FCS)

Le principe de la FCS est d’observer le mouvement de diffusion d’une sonde
fluorescente en solution. Une petite molécule, dont le mouvement est rapide, sera caractérisée
par un temps de diffusion court, tandis qu’une molécule de taille plus importante, dont le
mouvement est plus lent, sera caractérisée par un temps de diffusion plus long. Il est ainsi
possible d’observer la formation d’un complexe en marquant I'un des membres avec une

sonde fluorescente.

La spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) a été décrite pour la premiére
fois dans les années 1970 [209-212]. La FCS est basée sur I'analyse des fluctuations
d’intensité lumineuse au cours du temps résultant généralement de la diffusion d’un
fluorophore au travers d’un petit volume. Ce dernier est défini par un faisceau laser focalisé et
une ouverture confocale. Lorsqu’un fluorophore diffuse a I'intérieur du faisceau lumineux
focalisé, un jet de photons est émis di aux multiples cycles d’excitation/émission du méme
fluorophore. Si le fluorophore diffuse rapidement en dehors du volume, le jet de photons est de

courte durée. Si le fluorophore diffuse plus lentement, ce dernier dure plus longtemps.
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L'analyse de la corrélation entre les variations d’émissions lumineuses et le temps permet de

déterminer le coefficient de diffusion du fluorophore [213].

Contrairement aux mesures d’intensité, ou il est plus facile de faire des mesures sur
des solutions concentrées en fluorophore, les mesures de FCS sont de meilleure qualité
lorsqu’un petit nombre de fluorophore est observé. Pour détecter un petit nombre de
fluorophore avec un faisceau laser focalisé, I’échantillon doit donc étre dilué. Les échantillons
étant dilués, le bruit de fond di aux impuretés fluorescentes et a la dispersion de la lumiere

doit étre supprimé par des éléments d’optique confocaux et un filtrage efficace.

Les mesures de FCS ont été réalisées sur un appareillage configuré par le laboratoire
de « Biophotonique des interactions moléculaires et cellulaires » dirigé par Yves Mély [214,
215]. Celui-ci comprend un microscope inversé (Olympus® IX70) associé a un laser Ti:Sapphire
a modes synchronisés, procurant une excitation deux-photons a 800 nm. Les photons émis
sont détectés par une photodiode Avalanche (PerkinElmer Optoelectronis® APD SPCM-
AQR-14-FC), et la fonction d’auto-corrélation normalisée G(t) est directement calculée par un
corrélateur ALV-5000E (ALV, Allemagne).

Les mesures ont été réalisées dans des plaques 96 puits noire a fond en verre
(Porvair), en utilisant un volume de 50 pl par puits et avec un point focal réglé environ 100 pm
au dessus du fond du puits. 100 collectes de FCS [216] d’une courte durée (5 secondes) ont
été réalisées pour chaque échantillon contenant 300 nM de peptide marqué a la fluorescéine
complétés par 9,7 pM du méme peptide non-marqué, en présence ou non de protéine
(concentrations croissantes) et de SFG (2 mM). La puissance d’excitation était d’environ de
2,5 mW au niveau des échantillons. Cette condition a été montrée comme procurant le rapport
signal/bruit optimal et minimisant le photoblanchiment de la sonde fluorescente [217]. Le
volume d’excitation était d’environ 0,4 fl et le rapport des rayons axial/latéral d’environ 3. La
fonction de corrélation G(t) calculée a partir des fluctuations de fluorescence, a été modélisée
par les équations suivantes (correspondant respectivement au modeles de diffusion a une et

deux especes) :

2 1 1 1
2 2
G(r) = N1><B1+N2><Bz) x 9 [Ny x B . X : +|Ny x B> . X
1+ — 1+ 1+ — 1

S X Tpp
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ou 7 est le retard de temps ; p, Tp; et Tp2 sont les temps de résidence moyens des
especes fluorescentes dans le volume focal ; N, N;, et N> sont le nombre moyen d’espéces
fluorescentes diffusant au travers du volume d’excitation ; B; et B, sont la brillance des

especes fluorescentes ; s est le rapport des rayons axial/latéral du volume d’excitation.

Les constantes de diffusion du peptide libre Dje.ice €t du peptide lieé a la protéine

Dcomplexe ONt €té calculées a partir de I'équation :

TD, TMR
D peptide = Dryg X ]
Tp, peptide
TD, TMR
Dcomple xe = Drmg X
TD, comple xe

ou Drur est la constante de diffusion de la tétraméthyl-rhodamine (TMR), égale a
421 pm2.s71 [218] ; TD, TMR est le temps de diffusion moyen de la TMR dans le volume focal
d’une solution aqueuse a 50 NM ; p, pepride €t Tp, compiexe SONt respectivement les temps de

diffusion moyens dans le volume focal du peptide seul et lié a la protéine en solution.

Le diamétre hydrodynamique R des particules en complexe a été calculé a partir de
I’équation de Stokes-Einstein :

_ kxT
T 6axnyxD

ou k est la constante de Boltzmann ; T est la température ; 7 est la viscosité du solvant.

Le rayon est relié a la masse moléculaire MW de la molécule avec une gravité spécifique v par :

_3 3x MW x v
- V%4

montrant que le coefficient de diffusion est faiblement dépendant de la masse
moléculaire. Enfin, le rapport entre les masses moléculaires du peptide lié a la protéine et du

peptide libre est estimé par I'’équation [219] :

M Wcomplexe ( Dcomplexe )3

M Wpeptide D peptide

Pour chaque expérience, une série de mesure a été réalisée pour le peptide seul, ainsi
que pour le peptide en présence de différentes concentrations de protéine. Pour chaque
échantillon, la proportion de peptide en complexe a été estimée grace de la fonction d’auto-

corrélation correspondant au modele de diffusion a deux espéces. Afin de déterminer une
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valeur de Ky, I’ensemble des données pour les différentes concentrations en protéine a ensuite
été traité gréce au logiciel libre R [220], en modélisant les données expérimentales par

I’équation dérivée de celle de Michaelis-Menten :

fracmax X [Peptidel;;
K, + [Peptide),,;

frac; =

ou frac; est la fraction de complexe ; frac..x €st la fraction de complexe maximale,
mesurée pour une concentration saturante en protéine, soit 1 ; [Peptide).: est la concentration

totale en peptide.

C. CARACTERISATION FONCTIONNELLE

1. CARACTERISATION DE « L’EFFICACITE » D’UNE ENZYME : DETERMINATION DE
Kw ET DE Kcar

Afin de déterminer les paramétres cinétiques de différentes constructions et mutants
de CARM1 envers PABP1 et le SAM, des tests d’activité ont été réalisés. Cette technique
consiste en la quantification de substrat ['*C]-méthylé formé lors de la réaction de méthylation
par CARM1 a partir de SAM radioactif. Les réactions ont été réalisées a 25°C en présence de
200 nM de CARM1, 10 ug.ml-! d’albumine de sérum bovin (BSA) dans un tampon contenant
25 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM NacCl, 0,25 mM EDTA et 0,25 mM B-mercaptoéthanol. Pour les
tests d’activité visant a caractériser les paramétres cinétiques envers PABP1, les expériences
ont été réalisées en présence de 21 pM de ['*C]-SAM mCi.mmol-! (Perkin Elmer®) pour des
concentrations en protéine de fusion GST-PABP1 allant de 0,2 uM a 140 yM afin d’assurer une
accumulation linéaire de produit le temps de la réaction de méthylation. De la méme maniere,
pour les tests d’activité visant a caractériser les parametres cinétiques pour le SAM, les
expériences ont été réalisées en présence de 50 uM de protéine de fusion GST-PABP1 pour
des concentrations en SAM radioactif variant de 1 pM a 40 pM. La réaction a été initiée par
ajout de I'enzyme CARM1 au milieu réactionnel, et a été arrétée par addition de tampon de
charge SDS-PAGE aprés 2, 5, 8 et 12 minutes pour chaque concentration en peptide ou SAM
radioactif. Aprés séparation des différents composants du milieu réactionnel sur gel de
polyacrylamide dénaturant 12%, le gel a été coloré avec du bleu de Coomassie, décoloré,
séché sur du papier Whatman 3MM et exposé pendant 1 a 5 jours contre une plague au
phosphore activé GP2025 (Kodak). La quantité de radioactivité incorporée spécifiquement par
la protéine GST-PABP1 a été quantifiée par analyse au « phosphorimager » (Typhoon™ 2000,
Molecular dynamics®). Les valeurs V.. et K, ont été déterminées en modélisant I’équation de

Michaelis-Menten sur les données expérimentales grace au logiciel libre R [220] :
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Vimax X [S]

"T K +1S]

ou [S] est la concentration en substrat (PABP1 ou ['*C]-SAM en fonction des cas). En
effet, méme si nous sommes dans le cas d’une réaction a deux substrats (A et B) a fixation
aléatoire (Figure 5), I'expression de la vitesse de réaction peut-étre simplifiée en considérant
que dans les conditions de I’expérience la concentration d’un des deux substrats est toujours
saturante. En effet, dans le cas d’une réaction a deux substrats a fixation aléatoire, la vitesse

réactionnelle peut étre exprimée comme suit :

mex mex
Ky Ky Kaxks = Ka Ky kaxKp
ATt tTaxm VY TAT Y Bt TATx (B

Figure 21 - Schéma de la cinétique d’une réaction a deux substrats a fixation aléatoire

avec ka et kp les constantes d’association des complexes EA et EB, k’s et k'p les

constantes de dissociation. Si la concentration en substrat B est saturante, alors I’expression

se simplifie :
_ Vmax _ Vmaxx[A]
V= L Ra T R TAl
* 1A
avec .
Ka=K)

La constante catalytique k... peut ensuite étre déterminée grace a la relation :

Vmax
kear = [E]

ou [E] est la concentration en enzyme (CARM1).
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2. CARACTERISATION DU POUVOIR INHIBITEUR D’UN LIGAND : DETERMINATION
D’ICso

Le pouvoir inhibiteur des composés développés a été déterminé a l'aide de tests
d’activité. 7,5 pM du tétrameére d’histone (H3H4)2, 10 pg.ml-' de BSA et 200 nM de CARM1 ou
PRMT1 ont été pré-incubés pendant 30 minutes a température ambiante avec des
concentrations croissantes de composés (de 0,5 uM a 2 mM) en présence de tampon
contenant 50 mM TrisHCI pH 8,0, 200 mM NacCl, 0,5 mM EDTA et 0,5 mM B-mercaptoéthanol.
Les échantillons ont ensuite été centrifugés 1 minute a 17000 g afin d’éliminer la protéine ayant
pu précipiter. Puis la réaction a été initiée par I'ajout de 10 pM de *C-SAM a 50 mGCi.mmol-"
(Perkin Elmer®). Aprés 20 minutes d’incubation a 25°C, la réaction a été stoppée par addition
de 3 yl de tampon de charge SDS-PAGE et les échantillons analysés sur gel de polyacrylamide
dénaturant 12%. Le gel a ensuite été coloré avec du bleu de Coomassie, décoloré, séché sur
du papier Whatman 3MM, puis exposé 1 a 5 jours contre une plaque au phosphore activé
GP2025 (Kodak). La quantité de radioactivité incorporée spécifiquement par les protéines H3
ou H4 a été quantifiée par analyse au « phosphorimager » (Typhoon™ 2000, Molecular
dynamics®). Les valeurs d’ICso ont été déterminées en modélisant une courbe de réponse

dose-dépendante sigmoide sur les données expérimentales grace au logiciel libre R [220].

D. CARACTERISATION STRUCTURALE PAR DIFFRACTION DE CRISTAUX
AU RAYONS X

Pour la cristallisation, les échantillons du domaine catalytique de mMCARM1
(constructions 130-507, 130-497 ou 130-487) ont été préparés a 2 mg.ml-! dans les conditions
de tampon suivantes : 100 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol. Dans
le cas de la co-cristallisation avec des ligands, ceux-ci ont tout d’abord été dissous dans I'eau,
et leurs concentrations déterminées par mesure de la densité optique a 260 nm
(e = 15400 M-'.cm™). Les ligands ainsi préparés ont ensuite été ajoutés a la solution protéique
a des concentrations variant entre 500 pM et 2 mM. Afin d’éliminer la protéine instable pouvant
se trouver en solution, les échantillons ont été incubés 1 heure a 37°C, puis centrifugés a

10000 g pendant 10 minutes.

Le domaine catalytique de mCARM1 a été cristallisé par la technique de diffusion de
vapeur en gouttes suspendues. Cette technique consiste a mélanger sur une lamelle une
goutte de protéine purifiée a une goutte de réservoir, contenant un agent précipitant et
éventuellement des additifs. La lamelle est ensuite retournée au-dessus du réservoir,
I’environnement étant fermé hermétiquement grace a un anneau de paraffine liquide. Des
échanges de vapeur entre la goutte et le réservoir permettent d’atteindre un équilibre entre les

deux. Un état de sursaturation de la protéine dans la goutte sera progressivement atteint, la
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nucléation sera ainsi favorisée. A mon arrivée dans I’équipe, la cristallisation du domaine
catalytique de mCARM1 était déja maitrisée. Au cours de ce projet, différentes constructions
du domaine catalytique de CARM1 (mCARM1130-507, MCARM1130-497, MCARM1130-487),
sauvages ou mutantes, ont été co-cristallisées avec différents ligands (cofacteur ou analogue
de substrat). Différentes conditions de cristallisation ont été testées, en faisant varier la nature
du tampon (TrisHCI, HEPES, BTP), la nature et la concentration de I’agent précipitant
(PEG1500, PEG2000MME, PEG3350) ainsi que la concentration en sels (NaCl) autour d’une
condition initiale contenant 100 mM TrisHCI pH8,0, 19% (w/v) PEG2000MME, 167 mM NaCl.
Les gouttes ont été réalisées en mélangeant 1 pl de solution protéique a 2,0 mg.ml' et
contenant 1 a 2 mM de ligand, a 1 pl de la condition de cristallisation. Les gouttes et réservoirs
ont ensuite été laissés a équilibrer a 17°C ou 24°C. Des cristaux sont généralement apparus au

bout de quelques jours, avec une forme typique de « livre ouvert » (Figure 22).

Figure 22 - Cristaux classiques de mMCARM1130.487
(A) Vue « a plat » des cristaux obtenus classiquement pour mCARM1130-487.
(B) Vue « de coté » des cristaux obtenus classiqguement pour mMCARM1 130-487.

La collecte des données de diffraction aux rayons X étant réalisée sous flux d’azote
gazeux a -180°C afin de minimiser les dommages dus aux rayonnements X, les cristaux ont
été congelés au préalable par trempage dans I'azote liquide. Pour éviter la formation de
cristaux de glace, les cristaux ont auparavant été transférés dans une solution de réservoir
additionnée par 20% (v/v) PEG400, ce dernier étant cryo-protecteur a cette concentration.
Etant donné la faible intensité de diffraction des cristaux obtenus pour le domaine catalytique
de mCARM1 sur la source de rayons X du laboratoire, les données de diffraction ont di étre
collectées sur des sources de rayonnement synchrotron, comme a I’ESRF (Grenoble) ou a
SOLEIL (Gif-sur-Yvette). Etant donné la mauvaise qualité de diffraction des cristaux du
domaine catalytique de CARM1, il était en général nécessaire de tester une dizaine de cristaux
pour pouvoir collecter un jeu de données dont la résolution était inférieure a 3,0 A. Larrivée de
la nouvelle génération de détecteurs PILATUS 6M (Dectris) a révolutionné la collecte de

données de diffraction en cristallographie. Ces détecteurs, qui exploitent une technologie dite
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« hybride-pixel » ou les photons X sont directement convertis en signal électrique, marie une
trées grande dynamique et un trés faible bruit de fond, avec un temps de lecture de I'ordre de
quelques milli-secondes. Les statistiques de collectes de données pour les différentes

structures qui seront présentées par la suite sont disponibles en annexes.

Les données de diffraction ont été soit indexées, intégrées et mises a I’échelle avec le
logiciel HKL-2000 [221], soit indexées et intégrées avec XDS [222] en utilisant la suite
autoPROC, et dans ce cas, la mise a I’échelle a été réalisée a I'aide du programme SCALA de
la suite CCP4 [223]. En fonction des cristaux, les jeux de données pour le domaine catalytique
de mCARM1 peuvent appartenir au groupe d’espace 1222, au groupe d’espace P21212, ou
encore au groupe d’espace P21, avec des parameétres de maille proches de a = 75 A b=99 A
et c= 206 A. Dans le cas du groupe d’espace 1222, un dimére est retrouvé dans I'unité
asymeétrique, alors qu’un tétrameére ou encore un octamere sont respectivement retrouvés dans
le cas des groupes d’espace P21212 et P21. Toutes les structures de CARM1 présentées par la
suite ont été résolues par la méthode de remplacement moléculaire, en prenant comme
référence la meilleure structure de CARM1 précédemment obtenue grace au programme
PHENIX [224]. Plusieurs cycles d’affinements ont ensuite été réalisés soit en utilisant Refmac
[225] dans le cas des premiers jeux de données, soit grace aux logiciels PHENIX [224] ou
Buster [226]. Les cartes de densité électronique présentées dans I’ensemble du document
sont toutes de type 12mFops - DFpodell (@brégé « 2Fo-Fc ») [227]. Les statistiques de traitement et
d’affinement des différentes structures qui seront présentées par la suite sont décrites en

annexes.
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Etudes structurales de complexes
CARMH1-analogues de substrats






CHAPITRE Ill - ETUDES STRUCTURALES DE COMPLEXES
CARM1-ANALOGUES DE SUBSTRATS

A. STRATEGIE

Bien que plusieurs structures tridimensionnelles de PRMT soient connues et en dépit
de nombreux travaux dans un domaine trés compétitif a I’échelle internationale, trés peu de
connaissances structurales sont disponibles pour comprendre le mode de reconnaissance et
de fixation d’un peptide substrat. Malgré les efforts fournis par notre équipe, aucune structure
de CARM1 en complexe avec un substrat n’a pu étre obtenue par cristallographie aux rayons
X, que ce soit pour des substrats entiers ou sous forme de peptides courts ou long [159]. Cela
est probablement d a la faible stabilité de ces complexes ou au comportement oligomérique

de CARM1 en solution, qui compliquent les études structurales.

Pour résoudre les difficultés d’identification et de visualisation de complexes CARM1/
substrat, une nouvelle approche a été initiée, consistant a liée de facon covalente un substrat
peptidiqgue a une molécule analogue du cofacteur. Cette approche permettrait d’ancrer le
substrat a la surface de CARM1 et ainsi de stabiliser le complexe, afin de faciliter les études
structurales. Dans d’autres cas, un pontage covalent d’un substrat a un cofacteur s’est avéré
comme une stratégie efficace pour capturer et caractériser des complexes enzyme-substrat
peu stables. Ces molécules hamecons sont dérivées du SAM, puisque comme le montrent les
structures de CARM1, la fixation du cofacteur induit une transition désordre/ordre, nécessaire

a la structuration de la poche de fixation de I'arginine substrat [153].

En utilisant des approches complémentaires, des analogues et des mimes de I'état de
transition de la réaction de méthylation, ou un substrat/produit est lié a un analogue du
cofacteur SAM, ont été congus et synthétisés. La stratégie développée dans I'’équipe s’est
appuyée sur les structures tridimensionnelles de CARM1 pour définir les analogues et mimes
de I'état de transition a synthétiser. L'approche a été structurée en 3 grandes phases
correspondant a 3 classes de ligands : (i) des analogues du SAM (classe A), (ii) des analogues
de I'état de transition de la réaction de méthylation entre le SAM et une arginine (classe B), (iii)
des analogues hybrides du SAM lié a un peptide substrat (classe C) (Figure 23). Ces travaux
sont le fruit d’'une collaboration étroite avec I'équipe de chimistes dirigée par Alain Wagner,

Directeur du laboratoire de « Synthése bio-organique » de Strasbourg.
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Figure 23 - Classes de ligands développées dans 'optique d’explorer les différentes poches de fixation des
substrats de CARM1

(1A) et (1B) Trois régions du site actif peuvent étre définies : (i) la poche du groupement sulfonium du SAM (en rouge),
(ii) la poche de I'arginine substrat (en bleu), (jii) la surface d’interaction avec le substrat (en violet).

(2) Afin d’explorer ces 3 poches, 3 types de ligands ont été développés : (A) des analogues du SAM, permettant
I’exploration de la poche du sulfonium, (B) des mimiques de I’état de transition SAM/Arginine permettant I'exploration
de la poche de I'arginine, (C) des mimiques de I'état de transition SAM/Peptide permettant I'exploration de la surface
d’interaction avec le substrat.
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Cette approche comporte deux obijectifs scientifiques majeurs : (i) révéler a I’échelle
atomique les liens de coopérativité liant I'activité de méthylation et les reconnaissances
macromoléculaires dans lesquelles la protéine CARM1 est impliquée ; (i) découvrir des
modulateurs de CARM1 pouvant donner lieu aux développements d’inhibiteurs spécifiques. En
effet, I'implication des PRMT dans plusieurs cancers devient de plus en plus évidente [170], et
méme si de nombreuses études sont menées sur le développement d’inhibiteurs spécifiques
des PRMT, aucune molécule montrant une efficacité in vivo n’a encore été trouvée. Les
analogues et mimes qui ont été développés entrent en compétition avec le cofacteur SAM et
pourraient ainsi servir de base pour la conception de nouveaux inhibiteurs spécifiques ou

sélectifs d’une famille de PRMT donnée.

Un processus itératif combinant synthése chimique, modélisation moléculaire et
structure 3D de complexes a été utilisé pour améliorer la spécificité et la sélectivité des
composeés (Figure 24). Aprés leur synthése, les composés ont d’abord été évalués par des
méthodes biophysiques (Thermofluor® et microcalorimétrie), ainsi que par des tests d’inhibition
compétitive. Les composés étant des analogues du cofacteur SAM, ils entrent en compétition
avec ce dernier. La détermination de leur ICsp a permis d’estimer leur affinité pour I'enzyme.
Afin de déterminer leur sélectivité, ces tests d’inhibition compétitive ont également été réalisés
sur PRMT1. Le produit secondaire de la réaction de méthylation SAH et 'inhibiteur naturel SFG
ont été utilisés comme références, étant des inhibiteurs non-sélectifs des méthyltransférases
connus. Les meilleurs composés ont ensuite été co-cristallisés avec CARM1, afin de
caractériser structuralement le complexe CARM1/ligand. Les structures obtenues ont permis
d’apprécier les modifications a apporter pour améliorer la fixation du ligand, et ainsi décider

des nouvelles molécules a synthétiser.

_______ . Nouveau R Synthese |

: ligand ' chimigque -

: N— — |

l |

l :

: Y

| : Evaluation
Modilications m----------- 1 Dﬁtn mﬁf‘t_j.lr?g‘;?d === ===y E?Epmﬁﬂ
'_F e i

Ty -4

Figure 24 - Processus itératif d’amélioration de ligands

Une fois un nouveau ligand synthétisé, celui-ci est évalué par différentes méthodes biophysiques et biochimiques. Afin
de caractériser précisément l'interaction entre le ligand et la protéine, la structure tridimensionnelle du complexe est
résolue. Cette structure permet également de définir les modifications potentielles a apporter au ligand, afin
d’améliorer son affinité et sa spécificité, étape clé du processus d’amélioration de ligands.
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Ce chapitre est structuré selon les classes de ligands qui ont été développées. Dans
un premier temps, les analogues du SAM seront présentés, suivi des mimes de I'état de
transition SAM-arginine, et pour finir les mimes SAM-peptide. Pour chaque classe, les résultats
des tests d’inhibition compétitives seront détaillés, et les structures cristallographiques des
ligands en complexe avec CARM1 qui ont pu étre résolues seront analysées. Un tableau
récapitulatif reprenant tous les ligands congus au cours de cette thése est disponible en

annexes.

B. ANALOGUES bu SAM

Les composés analogues du SAM ont été développés afin d’explorer la poche de
fixation du groupement sulfonium du cofacteur SAM (Figure 25A), ainsi que le haut de la poche
de fixation de [larginine substrat (Figure 25A), ou a lieu la réaction de méthylation.

L’organisation structurale de cette poche est connue, grice aux structures de CARM1

précédemment résolue en présence de SAH ou de SFG (Figure 25B).

Figure 25 - Organisation structurale de la poche de fixation du cofacteur

(A) Situation de la poche du fixation du SAM et de I'arginine substrat.

(B) Organisation structurale de la poche de fixation du cofacteur. Le SAH es représenté en cyan, tandis que les résidus
du site catalytique de CARM1 sont représentés en blanc. Figure issue de la structure CARM1_SAH (statistiques en
annexes).

Les molécules analogues du SAM sont elles-mémes séparées en deux types : (i) des
molécules ou seules des variations autour de I'atome de soufre sont réalisées, comme la
modification du degré d’oxydation de celui-ci ou encore des modifications isostériques, (i) une
série d’analogues azotés, dont I'incorporation d’une petite extension, comme une chaine
hydrophobe/hydrophile ou encore un hétérocycle permettra I’'exploration du haut de la poche

de fixation de I'arginine substrat ou a lieu la réaction de méthylation.
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1. EXPLORATION DE LA POCHE DE FIXATION DU GROUPEMENT SULFONIUM

Afin de trouver la meilleure « base » pour le développement de ligands analogues du
SAM ramifiés, différentes modifications du groupement sulfonium du SAM ont été évaluées. En
effet, pour des questions de stabilité, I'atome de soufre ne peut pas étre utilisé tel quel pour le
développement de composés ramifiés. Il n’est pas non plus possible d’utiliser un atome de
carbone comme dans la SFG, car cela pose probleme pour la synthése chimique. Les
composeés entrant en compétition avec le cofacteur SAM, leurs capacités d’inhibition ont donc
été évaluées afin d’estimer leurs affinités et ainsi déterminer quel composé serait la meilleure

base pour les étapes suivantes.

Deux types de modifications ont été réalisées : (i) des modifications du degré
d’oxydation de I'atome de soufre (composés SA379 et SA505), (i) des modifications
isostériques, ou I’'atome de soufre est remplacé par un atome d’oxygéne (composé SA377) ou
de sélénium (composé SA372), ou encore par un atome d’azote (composés SA106, SA107,
SA221, SA227, SA270 et SA920). L’ensemble de ces composés sont capables de se lier a la
protéine CARM1, avec des constantes d’inhibition allant de 16 uM a plus de 1 mM (Tableau 7).

La mauvaise affinité de certains composés (ICsp > 200 uM), peut étre expliquée soit par
la présence probable de contacts stériques avec des résidus de la poche de fixation (comme
pour le groupement carbonyle du composé SA106), soit par une mauvaise accommodation de
I’'atome substitué au soufre du SAM dans la poche de fixation (comme pour les composés
SA372 et SA377, ou I'atome de soufre du SAM est respectivement substitué par un atome de

sélénium et d’oxygene).

Les composés dont le degré d’oxydation du soufre a été modifié (composés SA379 et
SA505) montrent de mauvaises propriétés inhibitrices (ICso > 200 pM). Ce résultat est étonnant,
puisque des composés sont des inhibiteurs potentiels des ADN méthyltransférases et des
phosphatidyléthanolamine méthylases SAM-dépendantes [228]. Le dernier type de composés,
les composés portant une fonction amide, ont tous des constantes d’inhibition de I'ordre du
UM, a 'exception du composé SA106. Il est a noter que le composé SA107 est un inhibiteur
potentiel de CARM1 et de PRMT1 (ICso de 37 pM et 31 pM respectivement), alors que de
précédentes études ont montré qu’il n’affectait pas fortement I'activité des catéchol-O-
méthyltransférases et des ARNt méthyltransférases (ICso > 1 mM) [229]. Ensemble, ces deux
résultats mettent en évidence que méme si les méthyltransférases SAM-dépendantes utilisent
le méme cofacteur et présentent une forte conservation en séquence, il est tout de méme

possible d’obtenir des inhibiteurs spécifiques en apportant de petites modifications au SAM.
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ICs0 = DS (uM)=Ik] ICs0 = DS (uM)L=Ib]

. PRMT1/ 5 PRMT1/
Composé CARM1 Composé CARM1
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Tableau 7 - Capacité d’inhibition (ICs0) des analogues du SAM occupant la poche de fixation du groupement
sulfonium pour CARM1 et PRMT1

[a] Le tétramére d’histone (H3H4)2 a été utilisé comme substrat et du SAM “C comme donneur de méthyle.

[b] Les valeurs présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation
standard (DS) correspondante.

[c] Non déterminé. Lorsque I'inhibition vis-a-vis de CARM1 était moyenne, les tests d’inhibition compétitive n’ont pas
été réalisés pour PRMT1.

De fagon surprenante, le composé SA920, qui est similaire a un produit de dégradation
du SAM [230], est le composé possédant la meilleure affinité pour CARM1 (ICs0 = 16 pM). |l est
d’autant plus surprenant que cette affinité n’est pas aussi bonne pour PRMT1 (ICso = 380 pM).
Cependant, c’est le composé SA221, dont I'affinité pour CARM1 est relativement correcte
(ICs0 = 158 uM), qui a été sélectionné comme molécule de base pour le développement de

nouvelles molécules visant a explorer la poche de fixation de I'arginine substrat, cette molécule
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étant celle offrant le plus de possibilités en terme de stratégie de synthése (comparativement
aux composés SA107, SA227, SA270 et SA920).

2. EXPLORATION DE LA POCHE DE FIXATION DU GROUPEMENT GUANIDINIUM DE
L’ARGININE SUBSTRAT

A partir du composé SA221, deux types de ligands possédant une ramification
supplémentaire au niveau de I'atome d’azote furent synthétisés : (i) des composés a chaine
hydrophobe ou hydrophile, (ii) des ligands a hétérocycle. Ces ligands ont ensuite pu étre triés
en 4 classes, en fonction de leur capacité et spécificité d’inhibition envers CARM1 (Tableau 8) :
(i) des ligands ayant un fort pouvoir inhibiteur spécifique de CARM1 (composés SA268, SA435
et SA580), (ii) des ligands ayant une inhibition moyenne envers CARM1, mais dont la spécificité
est conservée (composés SA269, SA275, SA599 et SA930), (iii) des ligands ayant une bonne
inhibition pour CARM1 mais également pour PRMT1 (composés SA678 et SA707), (iv) des
ligands dont I'inhibition envers CARM1 est faible (composés SA814, SA838 et SA842). Il faut
noter que dans une étude précédente [201], le composé SA707 n’inhibait pas CARM1, alors
que selon nos travaux c’est au contraire un assez bon inhibiteur de CARM1 (ICso = 30 pM).
L’évaluation de la cytotoxicité de I'ensemble de ces composés sur des lignées cellulaires de
cancer du sein (MCF7) a montré que ceux-ci n’avait pas d’effet cytotoxique (viabilité de 90% a

250 uM pour tous les composés) (Travaux réalisés par Phytodia).
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1Cs0 + DS (uM)Lelb] ICs0 = DS (uM)L=I]

p PRMT1/ p PRMT1/
Composé CARM1 Composé CARM1
CARM1 PRMT1 CARM1 PRMT1
Références
SAH 0,9 1,34+0,3 1,5 SFG 0,7+0,3 0,6+0,3 0,9
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Moyenne inhibition de CARM1 (50 pM < ICso < 200pM) et mauvaise inhibition de PRMT1 (ICso > 200puM)
SA275 76 = 11 290 + 50 4,5 SA599 115+ 14 757 + 38 6,6
-, -,
: 0 r 0
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'3 L -'I_I'\.
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- aa oy
SA930 187 +5 260 +13 1,8
15
:-'I o
Bonne inhibition de CARM1 et de PRMT1 (ICso < 50puM)
SA678 51 22+7 4,4 SA707 30+ 10 324 1,1

e 73

Tableau 8 - Capacité d’inhibition (ICs0) des analogues du SAM occupant la poche de fixation du groupement
guanidinium pour CARM1 et PRMT1

[a] Le tétrameére d’histone (H3H4): a été utilisé comme substrat et du SAM “C comme donneur de méthyle.

[b] Les valeurs présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation
standard (DS) correspondante.

[c] Non déterminé. Lorsque I'inhibition vis-a-vis de CARM1 était moyenne, les tests d’inhibition compétitive n’ont pas
été réalisés pour PRMT1.
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ICs0 = DS (uM)=Ik] ICs0 = DS (uM)=I]

PRMT1/ 5
CARM1 Composé
CARM1 PRMT1 CARM1 PRMT1

PRMT1/

Composé CARM1

Moyenne ou mauvaise inhibition de CARM1 (ICso > 50uM)

SA269 120 + 22 NDIe! - SA814 703 + 80 NDe!
E =
= L.
& 1] F _{J‘-
- % _H.F. 2 .!I i 1|ij
— B
P [
SA838 621 + 50 NDIe! - SA842 409 + 40 NDe!
- -

L ~

Tableau 8 - Capacité d’inhibition (ICs0) des analogues du SAM occupant la poche de fixation du groupement
guanidinium pour CARM1 et PRMT1 (suite)

Ces ligands ramifiés ont permis de mettre en évidence que la poche ou a lieu la
méthylation du groupement guanidinium de l'arginine substrat offre un environnement assez
contraint, avec peu de libertés. Comme le montre la structure de CARM1, cette poche est
relativement polaire, avec des charges négatives apportées par les 2 résidus glutamate du
motif Ill conservés au sein des PRMT (E258 et E267 chez mCARM1) et de 2 groupements
carbonyle de la chaine principale (E258 et M260) (Figure 26A). Cette caractéristique de la
poche explique les différences d’affinité observées entre les composés SA580, SA599 et
SA930. Ces composeés se distinguent par le nombre d’atomes d’oxygéene présents au niveau
de leur ramification, qui peuvent étre substitués par des atomes d’azote (nombre d’atomes
d’azote : SA930 (0) < SA599 (1) < SA580 (2)). La substitution d’un atome d’oxygéne par un
atome d’azote permet d’apporter un donneur de liaison hydrogéne supplémentaire, ce qui
favorise les contacts avec la poche de fixation de I’arginine de CARM1, et améliore I'affinité du
composé (ICsp : SA580 (20 pM) < SA599 (115 uM) < SA930 (137 uM)) (Tableau 8). La méme
observation peut étre faite pour les composés SA275 et SA707 : la substitution de I’'atome
d’oxygene terminal de la ramification du composé SA275 par un atome d’azote dans le
composé SA707 permet d’améliorer I'affinité de ce dernier (ICso respectifs de 76 pM et 30 pM)
(Tableau 8). L’étroitesse de la poche de fixation de I'arginine impose également des contraintes
stériques importantes, ce qui explique la mauvaise inhibition des composés possédant des
hétérocycles (SA838 et SA842).
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Figure 26 - Modéle de la poche de fixation du groupement guanidinium chez CARM1 et PRMT1

La poche de fixation du groupement guanidinium de I’arginine substrat (en violet) débouche sur I’'atome de soufre du
SAH (en cyan). Les résidus du site catalytique sont représentés en blanc.

(A) Poche de fixation du groupement guanidinium chez CARM1. Seuls les résidus se situant & moins de 3,5 A de la
proline P259 sont représentés.

(B) Poche de fixation du groupement guanidinium chez PRMT1. Seuls les résidus se situant & moins de 3,5 A du
tryptophane W145 sont représentés.

Les composés dont I'affinité est bonne pour CARM1 (ICso < 50 pM) mais mauvaise
pour PRMT1 (ICsp > 200 uM) ont permis de mettre en évidence que la relativement bonne
conservation des résidus de la poche de fixation de I'arginine n’empéche pas d’avoir des
ligands spécifiques. Une des différences majeures des 2 poches se situe au niveau du motif lll,
ou le résidu proline de CARM1 (P259) est remplacé par un résidu tryptophane chez PRMT1
(W145) ainsi que chez les autres PRMT (Figure 26B) (alignements de séquences en annexes).
Cette proline impose une organisation particuliere de la 2° couche de résidus de la poche.
L’environnement autour de cette proline dans CARM1 et son équivalent autour du tryptophane
dans PRMT1 varie significativement. La structure de CARM1 semble capable d’accommoder
des composés tels que le SA435 (ICso = 43 pM) et le SA580 (ICso = 20 uM), alors que PRMT1
posséde un environnement plus rigide et moins prompt a former un réseau de liaisons
hydrogéne adéquat (ICso des composés SA435 et SA580 respectivement de 294 uM et

757 UM).

3. CARACTERISATION BIOPHYSIQUE

En plus des tests d’inhibition compétitive, 2 autres méthodes biophysiques ont été
utilisées pour caractériser I’affinité de CARM1 pour les composés synthétisés : le Thermofluor®

et la microcalorimétrie (ITC). Le Thermofluor® permet de définir I'effet de la fixation d’un ligand
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sur la stabilité thermique d’une protéine, alors que la microcalorimétrie permet de définir
précisément les paramétres thermodynamiques de la fixation, tels que la constante

d’association (Ka), la steechiométrie (n) et I’enthalpie (AH).

a. Thermofluor®

Le Thermofluor® a été envisagé comme méthode de criblage rapide des différents
composeés synthétisés, afin de déterminer les molécules les plus efficaces. Il a été montré que
la fixation d’'une molécule au niveau d’une protéine se traduisait généralement par une
augmentation de la stabilité thermique de la protéine [231]. Cette augmentation devrait étre
augmenter avec I'affinité de la protéine pour le composé. Ceci a été vérifié avec les molécules
de référence (SAH et SFG) qui ont un effet positif sur la stabilité de CARM1 (Tm de
I’apoprotéine : 56°C), comme le montre I'augmentation du Tm (respectivement +4,7°C et
+9,0°C) (Tableau 9). La quasi-totalité des ligands présentés auparavant a été testée avec la
protéine CARM1, afin de voir I'effet de leur fixation sur la stabilité de la protéine. Les résultats
obtenus en Thermofluor® sont assez difficiles a interpréter. En effet, des composés montrant
une bonne capacité d’inhibition (ICso < 50 M) n’ont pas pour autant un effet positif sur la

stabilité de la protéine, certains ayant méme plutét tendance a la déstabiliser (Tableau 9).

Effet sur la Effet sur la
c . ICso + DS stabilité de la c . ICso £ DS stabilité de la
ompose (uM) [l protéine ompose (uM) [allb] protéine
(Variation du Tm) (Variation du Tm)
Références
SAH 0,9 Stabilisation SFG 0,7+0,3 Forte
E +4,7°Ca E stabilisation
o l,.'-I: 2,0 mM) _ .r"]: - (+9,0°Ca
1 g : g 2,0 mM)
_'ﬁ""-."'-H'T. f __n__.-\___.-\.\,T .
=i - gl
Modification du degré d’oxydation du soufre
SA379 350 + 33 Forte SA505 250 + 50 Forte
™ déstabilisation = déstabilisation
,--]:'b (75Ca i (-60°Ca
o Syt 2,0 mM) 'l k -._1 - 2,0 mM)
_.ﬁ._,.-'-...-HT-' rl g e o
H | T
8 g | A

Tableau 9 - Effet de la fixation d’analogues du SAM sur la stabilité thermique de la protéine CARM1

[a] Le tétramére d’histone (H3H4): a été utilisé comme substrat et du SAM “C comme donneur de méthyle.

[b] Les valeurs présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation
standard (DS) correspondante.

[c] Non déterminé.
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Tableau 9 - Effet de la fixation d’analogues du SAM sur la stabilité thermique de la protéine CARM1 (suite)
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Tableau 9 - Effet de la fixation d’analogues du SAM sur la stabilité thermique de la protéine CARM1 (suite)

Aucune des molécules analogues du SAM testées en Thermofluor® ne semble
posséder la capacité de stabilisation du SAH ou de la SFG, puisque celles-ci ont un effet
neutre ou négatif sur la stabilité de CARM1 (variation de Tm allant de +1,0°C a -24°C)
(Tableau 9). La fixation d’un ligand déstabilisant la protéine n’est pas décrite dans la littérature.
Ce que nous observons peut donc étre la conséquence soit d’une contamination par une
molécule dénaturante, soit d’un mécanisme de reconnaissance plus complexe, impliquant une

réorganisation du site de fixation.

Pour les composés ayant une mauvaise capacité d’inhibition (ICso > 200 pM), cette
observation est compréhensible. Comme il a été expliqué auparavant, le site catalytique de
CARM1 offre un environnement trés contraint. La présence de groupements volumineux ou
chargés négativement sur les ligands n’est pas compatible avec cet environnement et doit
donc déstabiliser la protéine lorsqu’ils se fixent. Cependant, pour les composés dont la
capacité d’inhibition est bonne (ICso < 50 pM), il est plus difficile d’expliquer cette absence de
stabilisation de CARM1 (composés SA435, SA580 et SA707). Ces composés possedent des
groupements amine, interagissant avec les charges négatives du site actif, et leur conférant
ainsi une bonne capacité d’inhibition en comparaison aux autres composés. Cependant, en
comparaison aux références SAH et SFG, I'addition d’une extension (cycle ou chaine

carbonée) doit étre a I'origine d’une réorganisation partielle du site catalytique. Cette
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réorganisation serait a I'origine d’une certaine déstabilisation de la protéine, pouvant étre plus
ou moins compensée par I'effet positif des groupements amine présents dans I’extension du

composeé.

Nous espérions pouvoir utiliser le Thermofluor® comme méthode de criblage rapide
des composés, mais la difficulté d’interprétation des résultats ne le permet malheureusement

pas.

b. Microcalorimétrie (ITC)

En complément des tests d’inhibition qui permettent de définir des valeurs d’'ICso pour
les composés, nous nous sommes intéressés a la microcalorimétrie (ITC), qui nous aurait
permis de définir les constantes de dissociation (Kq) correspondantes. L'ITC est une technique
permettant de mesurer directement la constante d’association (Ka), la stcechiométrie (n) et
I’enthalpie (AH) associées a la réaction d’association d’'un complexe. Le Kq, I’énergie libre (AG)

et I'’entropie (AS) peuvent ensuite en étre déduits.

Des tests préliminaires ont été réalisés sur des molécules de référence (SAM, SAH et
SFG). Les courbes obtenues pour I'ensemble des expériences ne correspondent pas a la
courbe en « S » classique de ce type d’interaction (Tableau 10). Les valeurs de Kq calculées
pour ces ligands sont moyennes en comparaison avec ce qui a pu étre publié (de I'ordre de la
dizaine de pM dans nos expériences alors qu’elles sont de I'ordre du uM dans la littérature)
(Tableau 10) [160]. Ceci peut étre expliqué par I'absence du premier plateau, ce qui entraine
une incertitude sur la détermination des paramétres thermodynamiques. Hormis les valeurs de
Kq, les valeurs de stcechiométrie sont également problématiques : elles varient d’un cas a
I’autre et sont toujours inférieures a 1 (0,23 pour le SAM, 0,44 pour le SAH et 0,78 pour la SFG)
(Tableau 10).

Deux explications aux erreurs de mesure peuvent étre proposées : (i) les
concentrations de CARM1 et de ligands utilisées sont fausses, (i) I’échantillon est de mauvaise
qualité (agrégé, mal purifié). Dans notre cas, il semblerait que I’échantillon soit sensible aux
conditions expérimentales (1 heure a 24°C sous agitation), car en fin d’expérience du précipité
était toujours retrouvé dans la cellule de mesure. Plusieurs températures ayant été testées, il
semblerait que ce soit I'agitation constante pendant le temps de I’expérience qui soit a
I’'origine de cette agrégation. D’autres raisons, spécifiques a CARM1, pourraient également
expliquer I'erreur sur les mesures : (i) malgré la saturation en ligand, tous les sites de CARM1
ne sont pas occupés, (i) du SAM ou SAH endogéne est toujours présent dans certains sites de
la protéine apres purification, (i) CARM1 étant organisée sous forme d’oligomeéres, les

différents sites ne sont pas équivalents et fixent différemment le cofacteur. Cette hypothese est
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soutenue par les analyses en spectrométrie de masse qui montrent une organisation

tétramérique de CARM1, au sein duquel I'occupation des sites catalytiques est trés variable.

SAM SAH SFG
Protéine
utilisée AgCARM1 1500 WT MCARM1130-507 WT AgCARM1 1500 WT
Tarmgm Frani Terrip rin] Earraei ik}
0 30 40 &0 B 00 o | | o W o M 40 B0 @
[ ] ¥ a !
Courbe 3 = - :
expérimentale w5 L] & .2 {
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& 4 |
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- & L 1
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Courbe aprés W i "
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g[b] 3 _: i 4 - !
1. | 13 |
1 % 3 »
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- - L # (]
Foe] 13 =
o 1 b 3 5 ' ] i 2 03 L .5 ) A
Fuaiis miclsirs PR L Flatic, malaies
N 0,262 + 0,007 sites de fixation 0,444 + 0,008 sites de fixation 0,478 + 0,019 sites de fixation
Ka 22900 + 410 M 49300 + 2060 M- 77390 + 11370 M-
Ka 43,7 + 0,8 pM 20,3 + 0,8 pM 12,92 + 1,90 yM
AG -2626 + 47 cal.mol! -2827 + 118 cal.mol! -3013 + 443 cal.mol!
AH -45480 + 1306 cal.mol! -15920 + 375 cal.mol! -34770 + 1858 cal.mol!
AS -141,4 + 4,0 cal.mol'.deg™ -43,2 + 1,1 cal.mol'.deg™" -102,4 + 6,2 cal.mol'.deg™"

Tableau 10 - Caractérisation de I’'association de CARM1 avec différents ligands par ITC.

Pour les cofacteurs testés (SAH et SFG), la courbe expérimentalel® ainsi que la courbe des données aprés
intégration! sont représentées. Les constantes cinétiques déterminées directement (stoechiométrie N, constante
d’association Ka et enthalpie AH) ou indirectement (constante de dissociation Kq, énergie libre AG et entropie AS) a
partir des données expérimentales sont détaillées en dessous.

[a] Courbe de mesure expérimentale. Chaque pic correspond a une injection de cofacteur dans la cuve échantillon
contenant CARM1.

[b] Courbe des données aprés intégration.

Bien que nous ayons testé différentes conditions expérimentales, en variant le tampon
de la protéine, la température et la vitesse d’agitation au cours de I'expérience, du précipité
était toujours retrouvé dans la cellule de mesure en fin d’expérience. Les courbes

expérimentales ne nous permettant pas de caractériser correctement I’affinité des différentes
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molécules de référence, nous n’avons finalement pas utilisé cette méthode pour les différents

composeés synthétiques.

4. CARACTERISATION STRUCTURALE

Sur les 22 composés analogues du SAM, 14 composés ont été co-cristallisés avec
CARM1. Comme indiqué dans le chapitre « Matériel et méthodes », les essais de co-
cristallisation du domaine catalytique de mCARM1 ont été réalisés avec 1 & 2 mM de
composé. Etant donné la faible qualité de diffraction des cristaux du domaine catalytique de
mCARM1, les données de diffraction aux rayons X ont été collectées aux synchrotrons SOLEIL
(Gif-sur-Yvette) ou a 'ESRF (Grenoble). Dans un premier temps, les cartes de densité ont été
affinées a partir d’'un modéle de mCARM1 sans cofacteur, afin de ne pas biaiser I'affinement.
La structure de seulement 5 analogues du SAM a ainsi pu étre résolue. Dans les structures de
mCARM1, I'occupation des sites étant différente d’une sous-unité a 'autre, les structures qui
vont étre présentées par la suite correspondent a la sous-unité ou le composé est le mieux

défini.

L’'un de ces composés est le ligand SA920, mimant un produit de dégradation du SAM
(Figure 27). La structure (résolution : 2,7 A ; Riee : 23,0% ; statistiques en annexes) montre que
ce composé s’adapte parfaitement a la poche de fixation de I'adénosine de cofacteur :
I’adénine est stabilisée de maniére habituelle par les résidus E244 et S272, tandis que le
ribose, en plus d’interagir avec le résidu E215, est stabilisé davantage par une molécule d’eau
se trouvant dans le site actif. Au vu des données cristallographique, il est compréhensible que

le composé SA920 ait une bonne affinité pour CARM1 (ICso = 16 pM).

Les structures de 3 composés a chaine hydrophobe ou hydrophile ont également pu
étre résolue : (i) le composé SA678 dont la ramification comporte 2 atomes de carbone suivis
d’'un groupement amine terminal, (i) le composé SA707 dont la ramification comporte 3
atomes de carbone suivis d’un groupement amine terminal, (i) le composé SA269 dont la
ramification est constituée de 4 atomes de carbone. La structure du composé SA678
(résolution : 2,25 A ; Riree : 24,8% ; statistiques en annexes) est parfaitement définie dans le
site catalytique (Figure 28). La partie SAM est bien ancrée dans la poche : les résidus E244,
S272 et E215 stabilisent I’adénosine, tandis que les résidus D191 et R169 interagissent avec
I'extrémité de la partie acide aminé. La ramification de ce composé est également bien
stabilisée, grace a un réseau de liaisons hydrogéne émanant du groupement amine terminal et
impliquant des molécules d’eau. L’extrémité de la ramification est ainsi solidement ancrée par
les résidus E258, E267, Y150, Y154 et W416.
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Figure 27 - Structure du composé SA920 dans le site catalytique de CARM1

L’environnement du composé SA920 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il ou Ill (en
saumon), ou plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de
3,5 A du composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé) avec un
contourage a 1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA920 (statistiques en annexes).

Figure 28 - Structure du composé SA678 dans le site catalytique de CARM1

L’environnement du composé SA678 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il, Ill ou IV (en
saumon), ou plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de
3,5 A du composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé) avec un
contourage a 1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA678 (statistiques en annexes).

De maniere intéressante, ce réseau de liaisons hydrogéne n’est pas retrouvé dans la

structure du composé SA707 (résolution : 2,4 A ; Reee : 22,1% ; statistiques en annexes), dont
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la ramification comporte un atome de carbone de plus (Figure 29). Bien que la ramification soit
bien définie dans la structure, le groupement amine terminal est ancré grace une unique liaison
hydrogéne avec le résidu W416 par le biais d’une molécule d’eau. En effet, I'ajout d’'un atome
de carbone supplémentaire a la ramification pousse le groupement amine terminal vers la
sortie de la poche, I'éloignant ainsi des autres résidus avec lesquels il ne peut plus interagir.
Cette différence permet d’expliquer I'écart d’ICso entre les composés SA678 et SA707
(respectivement 5 uM et 30 pM).

Figure 29 - Structure du composé SA707 dans le site catalytique de CARM1

L’environnement du composé SA707 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il, Il ou IV (en
saumon), mais aussi par des résidus appartenant aux hélices amino-terminales aY (en rose) et aX’ (en bleu-vert), ou
plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de 3,5 A du
composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a
1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA707 (statistiques en annexes).

La 3° structure est celle du composé SA269 (résolution : 2,4 A Riee 1 26,1% ;
statistiques en annexes), dont la ramification est de longueur similaire a celle du composé
SA707, mais qui se termine cette fois-ci par un groupement méthyle (et non pas par un
groupement amine). La densité électronique de ce composé n’est pas compléte, et seule la
partie adénosine est bien définie (Figure 30). Seules les extrémités de la partie méthionine et de
la ramification sont visibles dans la densité. Ceci peut étre expliqué par une flexibilité interne

des chaines, ou taux d’occupation du site trop faible.

Le composé SA435 est le seul dont la structure est parfaitement définie dans la poche
de CARM1 (résolution : 2,0 A ; Riee : 22,7% ; statistiques en annexes) (Figure 31). Son
extension, composée d’un groupement imidazole, est stabilisée par des liaisons hydrogenes

entre les azotes de I'hétérocycle et les glutamates E258 et E267, ainsi que par la tyrosine
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Y154. La superposition de la structure de PRMT1 permet de mettre en évidence I'importance
de la proline P259 dans la fixation spécifique de certains composés. En effet, la présence de
cette proline permet une certaine plasticité de la poche. Chez PRMT1, la présence d’un
tryptophane (W153) a la place de cette proline (Figure 26) impose des contraintes stériques

supplémentaires, expliquant la mauvaise affinité du composé SA435 pour PRMT1.

Figure 30 - Structure du composé SA269 dans le site catalytique de CARM1

L’environnement du composé SA269 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il ou lll (en
saumon), ou plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de
3,5 A du composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé) avec un
contourage a 1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA269 (statistiques en annexes).

i

Figure 31 - Structure du composé SA435 dans le site catalytique de CARM1

L'environnement du composé SA435 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il ou Ill (en
saumon), mais aussi par des résidus appartenant a I’hélice amino-terminale aY (en rose), ou plus généralement
localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant 4 moins de 3,5 A du composé sont
représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a 1,0 o. Figure
issue de la structure CARM1_SA435 (statistiques en annexes).
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C. MOLECULES MIMANT L’ INTERMEDIAIRE DE REACTION SAM/
ARGININE

De précédentes études structurales ont montré que la fixation du cofacteur était a
I'origine d’une structuration supplémentaire du site catalytique de CARM1, nécessaire a la
formation de la poche de fixation de I'arginine substrat [153]. Afin d’explorer cette poche, des
composés mimant l'intermédiaire de réaction de méthylation SAM/Arginine ont été
développés. Son organisation structurale en présence d’une arginine a préalablement été

modeélisée a partir des structures de CARM1 en présence de SAH ou de SFG (Figure 32).

Figure 32 - Modéle de la poche de fixation du guanidinium de I’arginine substrat.

La poche de fixation de I'arginine substrat (en violet) débouche sur I'atome de soufre du SAH (en blanc). Elle est
formée par différents résidus des motifs |, Ill et IV (en saumon), mais aussi par des résidus appartenant a I'hélice
amino-terminale aY (en rose). Seuls les résidus se situant 2 moins de 3,5 A de I’arginine sont représentés.

1. CARACTERISATION DE L’AFFINITE ET DU POUVOIR INHIBITEUR

6 analogues de I'état de transition ont été synthétisés et testés afin d’explorer la poche
de fixation de I'arginine substrat. La moitié d’entre eux possede une chaine carbonée a 2
carbones, avec soit un groupement guanidine simple en bout de chaine (SA684), soit un
groupement guanidine mono- ou diméthylé (respectivement SA714 et SA757) (Tableau 11).
L’autre moitié des composés correspond a des analogues de I’état de transition comportant un
bras espaceur a trois carbones, se terminant également avec un groupement guanidine simple
(SA649), ou un groupement guanidine mono- ou diméthylé (respectivement SA752 et SA760)
(Tableau 11).
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De maniére générale, les analogues de I'état de transition semble étre de meilleurs
inhibiteurs que les analogues du SAM qui se limitaient a la poche de fixation du groupement
sulfonium. En effet, les valeurs d’ICso varient entre 2,1 uM et 10,0 pM pour les analogues de
I’état de transition (Tableau 11), alors que le meilleur analogue du SAM (composé SA920) avait
un ICso de 16 uM (Tableau 7).

ICso + DS (uM)=l] PRMT1/ ICso + DS (pM)ll! PRMT1/
Composé CARM1 Composé CARM1
CARM1 PRMT1 CARM1 PRMT1
Références
SAH 0,9 1,34 +0,3 1,5 SFG 0,7+0,3 0,6 +0,3 0,9
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Tableau 11 - Capacité d’inhibition (ICs0) des analogues de I’état de transition SAM/Arginine pour CARM1 et
PRMT1

[a] Le tétramére d’histone (H3H4)2 a été utilisé comme substrat et du SAM “C comme donneur de méthyle.

[b] Les valeurs présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation
standard (DS) correspondante.

Bien que la longueur de la chaine carbonée n’ait pas I'air d’affecter énormément la
fixation des composés chez CARM1, un effet indéniable peut étre observé pour PRMT1. En
effet, les valeurs d’ICso sont 4 a 9 fois supérieures pour les composés dont le bras espaceur
comporte 2 carbones en comparaison aux mémes composés avec 1 carbone de plus

(Tableau 11). La longueur de la chaine carbonée peut donc étre utilisée comme élément sélectif
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entre les différentes PRMT. Ces résultats concordent avec ceux obtenus précédemment par

Dowden et collaborateurs [201].

Alors que I'état de méthylation des analogues de I'état de transition avec une chaine a
3 atomes de carbone ne semble pas affecter réellement la fixation de ces composés chez
CARM1 (0 groupement méthyle : 8,2+ 0,3 pM ; 1 groupement méthyle : 10+ 1 uM ; 2
groupements méthyle : 15 + 6 uM), un effet plus flagrant peut étre observé pour les analogues
de l'état de transition avec une chaine a 2 atomes de carbone (0 groupement méthyle :
2,5+ 1,2 uyM ; 1 groupement méthyle : 9 + 2 uM ; 2 groupements méthyle : 12 + 5 uM). Cette
différence traduit peut-étre une rigidité plus importante du haut de la poche de fixation de
I’arginine. La résolution de structures en présence de ces composés permettrait de confirmer

cette hypothéese.

2. CARACTERISATION STRUCTURALE

Bien que les 6 analogues de I'état de transition SAM/Arginine aient été testés en co-
cristallisation avec CARM1, la structure de seulement 3 d’entre eux a pu étre résolue : (i) le
composé SAB49, dont le groupement guanidinium est relié a la partie analogue au SAM par
une chaine a 3 atomes de carbone, (i) le composé SA684, dont le groupement guanidinium est
relié a la partie analogue au SAM par une chaine a 2 atomes de carbone, (jiii) le composé
SA714, dérivé du composé SA684 possédant un groupement méthyle supplémentaire sur un

des atomes d’azote terminaux de la fonction guanidinium.

Dans la structure obtenue par co-cristallisation avec CARM1 (résolution : 2,6 A ; Reee :
24,5% ; statistiques en annexes), la stabilisation du groupement guanidinium du composé
SA684 est tres similaire a celle du groupement guanidinium de l'arginine substrat décrite
précédemment dans le modéle (Figure 32). En effet, le groupement guanidinium du composé
SA684 est ancré dans la poche par les glutamate E257 et E258 avec qui il forme des liaisons
hydrogene (Figure 33). Il est possible que I'histidine H415 du motif IV participe également a

cette stabilisation.
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Figure 33 - Structure du composé SA684 dans le site catalytique de CARM1

L’environnement du composé SA684 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, II, lll ou IV (en
saumon), mais aussi par des résidus appartenant aux hélices amino-terminales aY (en rose) et aX’ (en bleu-vert), ou
plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant & moins de 3,5 A du
composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a
1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA684 (statistiques en annexes).

En comparaison, le composé SA649 (résolution : 2,1 A ; Riee : 23,1% ; statistiques en
annexes), dont la ramification posséde un atome de carbone supplémentaire, s’adapte moins
bien a la poche de fixation de I’arginine substrat (Figure 34). En effet, la structure montre que la
chaine carbonée est « comprimée » dans le haut de la poche afin d'accommoder le
groupement guanidinium entre les deux acides glutamiques. Cependant, ceci apporte un
encombrement stérique important et provoque une légére réorganisation de I’environnement
local : le glutamate E258 est poussé vers I'arginine R169, ce qui a pour conséquence une
moins bonne stabilisation du groupement guanidinium par le glutamate E258, ainsi qu’une
moins bonne stabilisation du groupement carboxyle de la partie acide aminé du composé par
I'arginine R169. Ces observations sont en adéquation avec les mesures d’ICso présentées
auparavant, montrant que le composé SA684 était un meilleur inhibiteur que le composé

SAB49 (ICso respectifs de 2,5 uM et 8,2 uM).
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Figure 34 - Structure du composé SA649 dans le site catalytique de CARM1

L'environnement du composé SA649 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il, Ill ou IV (en
saumon), mais aussi par des résidus appartenant aux hélices amino-terminales aY (en rose) et aX’ (en bleu-vert), ou
plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de 3,5 A du
composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a
1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA649 (statistiques en annexes).

La structure du composé SA714 (résolution : 2,5 A ; Riee : 23,1% ; statistiques en
annexes) ne permet cependant pas d’expliquer la différence d’ICso avec le composé SA684
(ICs0 respectifs de 9,0 uM et 2,5 uM). En effet, I'ajout d’un groupement méthyle au bout de la
ramification ne semble pas structuralement perturber la stabilisation du groupement

guanidinium par les glutamates E258 et E267 (Figure 35).

Wais

Figure 35 - Structure du composé SA714 dans le site catalytique de CARM1

L'environnement du composé SA714 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il, Il ou IV (en
saumon), mais aussi par des résidus appartenant a I’hélice amino-terminale aX’ (en bleu-vert), ou plus généralement
localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant & moins de 3,5 A du composé sont
représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a 1,0 o. Figure
issue de la structure CARM1_SA714 (statistiques en annexes).
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D. MOLECULES MIMANT L’ INTERMEDIAIRE DE REACTION SAM/PEPTIDE

La 3° partie du projet a consisté a utiliser des molécules analogues du SAM réactives
capables de réagir avec un peptide naturel ou modifié, afin d’obtenir un composé covalent
SAM/peptide favorisant la stabilisation du complexe CARM1/substrat. Il est essentiel d’utiliser
un analogue du cofacteur comme « ancre », puisque sa fixation est nécessaire a la formation
de la poche de fixation de I'arginine substrat [153]. Les analogues réactifs du SAM ont été
concus a partir des connaissances que nous avions déja acquises avec les analogues du SAM

non-réactifs et des mimes SAM-arginine décrits précédemment.

Dans un premier temps, des analogues réactifs du SAM ont été caractérisés seuls, afin
de déterminer les candidats les plus compatibles avec I’environnement du site catalytique de
CARM1. 2 types de molécules réactives ont été utilisées : (i) des dérivés du SAM électrophiles,
(i) des dérivés du SAM a fonction azoture. Ces composés sont respectivement capables de
réagir soit avec des acides aminés naturels nucléophiles, soit avec un acide aminé synthétique
portant une fonction alcyne. Quelque soit la chimie utilisée, le produit de la réaction entre un
analogue du SAM réactif et un peptide substrat peut étre obtenu soit par catalyse chimique in

vitro, soit par rapprochement des 2 réactifs dans le site catalytique de CARM1 in situ.

1. DERIVES ELECTROPHILES DU SAM

Au total, 17 composés électrophiles ont été synthétisés. Ces analogues sont capables
de réagir avec une arginine, qui est un nucléophile naturel, mais ils peuvent également réagir
avec d’autres acides aminés nucléophiles, tels qu’une cystéine ou une lysine. Ces deux acides
aminés ont d’ailleurs un pouvoir nucléophile supérieur a celui d’une arginine (Arg < Lys < Cys).
En fonction de la longueur de la ramification des analogues réactifs du SAM, I'un ou I'autre
acide aminé sera utilisé : une cystéine sera plutét utilisée dans le cas d’analogues du SAM
possédant une ramification longue, alors qu’une lysine ou une arginine pourra étre utilisée pour

les analogues du SAM possédant une ramification courte.

a. Caractérisation de I'affinité et du pouvoir inhibiteur

La majorité des dérivés électrophiles du SAM a été testée sur CARM1. Les valeurs
d’ICsp varient entre 13,3 uM et 863,8 uM (Tableau 12). La médiocrité de I'affinité de certains de
ces composés peut-étre expliquée soit par les charges négatives portées par la chaine
latérale, soit par une rigidité de celle-ci, imposée par certains groupements. Ces
caractéristiques ne sont malheureusement pas compatibles avec I'environnement restreint et

chargé négativement de la poche de fixation de I’arginine chez CARM1.
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Tableau 12 - Capacité d’inhibition (ICso) des dérivés électrophiles du SAM pour CARM1 et PRMT1

[a] Le tétramére d’histone (H3H4)2 a été utilisé comme substrat et du SAM “C comme donneur de méthyle.

[b] Les valeurs présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation
standard (DS) correspondante.

[c] Non déterminé.
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Tableau 12 - Capacité d’inhibition (ICso0) des dérivés électrophiles du SAM pour CARM1 et PRMT1 (suite)

L'un des meilleurs dérivés électrophiles du SAM est le composé SA751, qui est dérivé
des analogues de I'état de transition SAM/Arginine décrits précédemment. Il est caractérisé
par un groupement guanidinium, relié a la partie analogue au SAM par une chaine a 2 atomes
de carbone, prolongée d’'une extension a 2 atomes de carbone terminée par un atome de
brome réactif. Etant donné sa chaine latérale, ce composé est plutét desting a réagir avec une
cystéine. Comme nous avons pu I'observer avec la structure du composé SA684, dont la
chaine comporte 2 atomes de carbone comme le réactif SA751, le groupement guanidinium du
produit de la réaction (Figure 36) devrait se positionner au méme endroit du site catalytique de
CARM1 que le groupement guanidinium d’une arginine. Le reste de la ramification devrait
permettre de sortir de la poche de I'arginine, pour accéder au sillon de fixation du peptide

substrat de I'enzyme.
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Figure 36 - Réaction de substitution nucléophile in situ entre le composé SA751 et une cystéine

Le composé SA751 a été dessiné pour se fixer dans la poche du cofacteur et réagir avec un peptide dont I’arginine
substrat aura été substituée par une cystéine. Le lien covalent ainsi formé permettra I’ancrage du peptide a la surface
de la protéine.

Un autre composé intéressant est le composé SA765, donc I'lCso est le plus bas au
sein des dérivés électrophiles du SAM (13,3 pM). |l est caractérisé par un aziridium réactif. Ce
groupement étant petit, le composé SA765 est plutdt destiné a réagir avec une arginine. Le
produit de réaction ainsi obtenu ressemblerait fort a celui décrit précédemment, avec un
groupement guanidinium relié a la partie analogue au SAM par une chaine a 2 atomes de

carbone (Figure37).
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Figure 37 - Réaction de condensation in situ entre le composé SA765 et une arginine

Le composé SA765 a été dessiné pour se fixer dans la poche du cofacteur et réagir avec un peptide non-modifié. Le
lien covalent ainsi formé entre le composé réactif et I'arginine permettra I’'ancrage du peptide a la surface de la
protéine.

b. Caractérisation structurale

Dans un premier temps, des essais de co-cristallisation ont été réalisés avec CARM1
et les dérivés électrophiles, afin de déterminer les candidats les plus compatibles avec
I’environnement du site catalytique de CARM1. Des essais de co-cristallisation en présence de
peptides ont par la suite été réalisés avec les composés électrophiles les plus prometteurs.
Des peptides de tailles différentes correspondant a I’extrémité amino-terminale de I’histone H3
ont été synthétisés, dont certains avec I'arginine R18 remplacée par une lysine ou une cystéine
(Tableau 13). Sur I’ensemble des composés électrophiles, 14 ont été testés en co-cristallisation
avec CARM1 avec ou sans peptide. Des essais de co-cristallisation ont également été réalisés

en utilisant des acides aminés libres, tels qu’une arginine, une arginine mono-méthylée, une
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cystéine ou encore une lysine. Bien que différentes conditions de cristallisation et d’incubation
(préalable a la cristallisation) aient été testées, aucune structure de CARM1 en complexe avec
un produit de la réaction électrophile/peptide n’a pu étre obtenue. Dans les structures qui ont
pu étre résolues, seuls les dérivés réactifs du SAM étaient visibles. La structure de 5 d’entre
eux a ainsi pu étre résolue (SA271, SA592, SA751, SA765, SA491).

Nom

Séquence

Peptides arginine

H31.34 K18ac

H31.41 K18ac

H31.41 R17me1 K18ac

ARTKQTARKS TGGKAPRK..QL ATKAARKSAP ATGG
1 1718 34

ARTKQTARKS TGGKAPRK..QL ATKAARKSAP ATGGVKKPHR Y
1 1718 41

ARTKQTARKS TGGKAPRme1K..QL ATKAARKSAP ATGGVKKPHR Y
1 a1

17 18
H313.18 R17C K18ac GKAPRKac
13 1718
H313.18 R17C K18ac GKAPRme1Kac
13 17 18
PABP1439-484 AQ GARPHPFQNM PGAIRPAAPR PPFSTMRPAS SQVPRVMSTQ RVAN
439 455 460 484
Peptides lysine
H313.18 R17K K18ac GKAPKK ¢
13 1718
Peptides cystéine
H315.19 R17C K18ac APCK..Q
1517 19
H313.18 R17C K18ac GKAPCKac
13 1718

Tableau 13 - Liste des peptides synthétisés pour la co-cristallisation avec CARM1 et des dérivés électrophiles
du SAM

Les acides aminés devant réagir avec les composés électrophiles in situ sont représentés en violet tandis que les
autres résidus pouvant porter des modifications post-traductionnelles sont représentés en bleu.

Le composé SA271, caractérisé par une ramification a 2 atomes de carbone et
terminée par un atome de chlore, est correctement stabilisée dans la poche de CARM1
(Figure 38). La structure (résolution : 2,7 A ; Riee : 28,3% ; statistiques en annexes) met en
évidence les diverses interactions nécessaires a I’ancrage de la partie analogue au SAM du

composeé, ainsi qu’une stabilisation de I'atome de chlore terminal par le résidu E258.
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Figure 38 - Structure du composé SA271 dans le site catalytique de CARM1

L’environnement du composé SA271 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs Ill (en saumon), mais
aussi par des résidus appartenant a I’hélice amino-terminale aY (en rose), ou plus généralement localisés dans le
Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant & moins de 3,5 A du composé sont représentés. La densité
électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a 1,0 o. Figure issue de la structure
CARM1_SA271 (statistiques en annexes).

En comparaison, les structures des composés SA491 (résolution : 2,6 A ; Riee : 25,0%)
et SA592 (résolution : 2,6 A ; Reee : 24,7%) sont moins bien définies (Figures 39) (statistiques en
annexes). En effet, bien que la chaine carbonée de la ramification soit plutdt bien visible au
niveau de la densité électronique, les groupements carbonyle qui y sont greffés ne sont pas
définis. Ceci est probablement di a I’environnement riche en charges négatives de la poche de
fixation de I'arginine substrat, qui ne permet pas d’ancrer la ramification qui a donc plusieurs
conformations possibles. Ces observations sont en adéquation avec les valeurs d’ICso
moyennes qui ont été mesurées pour ces deux composés (respectivement 131,7 pM et

309,7 pM).
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Figure 39 - Structures des composés SA491 et SA592 dans le site catalytique de CARM1

L'environnement des composés SA491 et SA592 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il, Il ou
IV (en saumon), mais aussi par des résidus appartenant aux hélices amino-terminales aY (en rose) et aX’ (en bleu-vert),
ou plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de 3,5 A des
composés sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a
1,0 0.

(A) Structure du composé SA491. Figure issue de la structure CARM1_SA491 (statistiques en annexes).

(B) Structure du composé SA592. Figure issue de la structure CARM1_SA592 (statistiques en annexes).

Des données de diffraction ont également pu étre obtenues pour le composé SA751
(résolution : 2,7 A Riee : 24,4% ; statistiques en annexes), caractérisé par une ramification a 2
atomes de carbone portant un groupement guanidinium et un atome de brome réactif.

Cependant, la densité électronique n’est pas compléte au niveau de la ramification du
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composeé (Figure 40). En effet, le groupement guanidinium est mal défini, ce qui suppose qu’il
n‘est pas stabilisé aussi efficacement que pour les composés SAM-Arginine analogues
présentés précédemment. Cette instabilité peut étre expliquée par la présence de I'extension
portant I’'atome réactif de brome, qui doit probablement apporter un certain encombrement

stérique nuisant au positionnement correct du groupement guanidinium.

E216

Figure 40 - Structure du composé SA751 dans le site catalytique de CARM1

L'environnement du composé SA751 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il ou Ill (en
saumon), mais aussi par des résidus appartenant aux hélices amino-terminales aY (en rose) et aX’ (en bleu-vert), ou
plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de 3,5 A du
composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a
1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA751 (statistiques en annexes).

La structure du composé a fonction aziridium SA765 a également été résolue
(résolution : 2,15 A ; Riree : 22,5% ; statistiques en annexes). Les données structurales montrent
une organisation de la poche du cofacteur similaire a celle observée en présence de SAH ou
de SFG : la partie adénine est stabilisée par les résidus E244, S272 et R141, le ribose par le
résidu E215, et enfin la partie acide aminé par les résidus D191, S196, R169 et Q160
(Figure 41). Ces observations concordent avec la bonne valeur d’ICso obtenue pour ce

composé (13,3 uM).
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Figure 41 - Structure du composé SA765 dans le site catalytique de CARM1

L’environnement du composé SA765 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il ou lll (en
saumon), mais aussi par des résidus appartenant aux hélices amino-terminales aY (en rose) et aX’ (en bleu-vert), ou
plus généralement localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant & moins de 3,5 A du
composé sont représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour du composé avec un contourage a
1,0 o. Figure issue de la structure CARM1_SA765 (statistiques en annexes).

2. DERIVES DU SAM A FONCTION AZOTURE

La 2¢ classe de composés réactifs sont des analogues du SAM a fonction azoture. Les
molécules portant une fonction azoture sont capables de réagir par cycloaddition 1,3-dipolaire
de Huisgen avec un groupement alcyne, conduisant a la formation de deux isoméres de cycles
triazole différents (Figure 42). Cette réaction a déja été décrite dans la littérature [232, 233], et il
a été montré qu’une enzyme peut remplacer un catalyseur chimique dans le cas d’une réaction
de click in situ (Figure 43), comme dans le cas de 'acétylcholine estérase [234, 235], ou encore
de la protéase VIH-1 [236].

ma S, M Sy
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Triagois 1.4 Triaross 1.5
Figure 42 - Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire azoture/alcyne de Huisgen
La cycloaddition entre une fonction azoture et un groupement alcyne conduit & un mélange d’isomeres 1,4 et 1,5 de

cycles triazoles.
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Figure 43 - Réaction de cycloaddition in situ entre le résidu SA401 et un acide aminé a fonction alcyne

a. Caractérisation de I’affinité et du pouvoir inhibiteur

Deux molécules hamegon a fonction azoture caractérisées par des longueurs de
chaine différentes ont été synthétisées : le composé SA401, dont la chaine latérale comporte 3
atomes de carbone, et le composé SA705, dont la chaine latérale comporte 2 atomes de
carbone (Tableau 15). Ces composés sont capables de réagir par réaction de cycloaddition
avec un groupement alcyne, qui dans notre cas a été greffé au bout de la chaine latérale d’un
acide aminé synthétique (Figure 43). Les différents produits de réaction pouvant étre obtenus
par réaction des composés SA401 et SA705 avec un acide aminé a fonction alcyne ont
également été synthétisés chimiquement, afin de voir si I’hétérocycle produit au cours de la
réaction était compatible avec I'environnement du site de fixation de I'arginine de CARM1
(Tableau 15).

Un peptide dérivé de I'extrémité amino-terminale de I'histone H3 comportant le résidu
alcyne a la place de I'arginine substrat a été synthétisé pour étre testé avec les composés
azoture SA401 et SA705 (Tableau 14). Comme pour I'acide aminé alcyne libre, différents

produits de réaction ont été synthétisés chimiquement (SA528 et SA1114) (Tableau 15).
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Nom Séquence

Peptides alcyne

H312.20 R17X K18aclal GGKAPXK..QLAT
12 1718 22

Tableau 14 - Peptide synthétisé pour la co-cristallisation avec CARM1 et des dérivés du SAM a fonction
azoture.

Les acides aminés devant réagir avec les composés azoture in situ sont représentés en violet tandis que les autres
résidus pouvant porter des modifications post-traductionnelles sont représentés en bleu.

[a] L'arginine devant étre normalement méthylée par CARM1 a été substituée par un acide aminé synthétique X
contenant une fonction alcyne.

ICs0 + DS (pM)Lelbl PRMT1/ ICs0 + DS (pM)L=Ibl PRMT1/
Composé CARM1 Composé CARM1
CARM1 PRMT1 CARM1 PRMT1
Références
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Tableau 15 - Capacité d’inhibition (ICs0) des dérivés du SAM a fonction azoture et des différents produits de
cycloaddition pour CARM1 et PRMT1

[a] Le tétramére d’histone (H3H4)2 a été utilisé comme substrat et du SAM “C comme donneur de méthyle.

[b] Les valeurs présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation
standard correspondante.

[c] Non déterminé.
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Composé

CARM1 CARM1
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Tableau 15 - Capacité d’inhibition (ICso) des dérivés du SAM a fonction azoture et des différents produits de
cycloaddition pour CARM1 et PRMT1 (suite)

En regardant les capacités d’inhibition des différents composés, les composés avec
une chaine a 3 atomes de carbone semblent convenir mieux a CARM1 que les composés avec
une chaine a 2 atomes de carbone. Cela est visible pour les réactifs (SA401, 3 atomes de
carbone : 14 uM ; SA705, 2 atomes de carbone : 199 uM), mais également pour les produits de
la réaction de cycloaddition (SA870, triazole 1,5 a 3 atomes de carbone : 13 uM ; SA770,
triazole 1,5 a 2 atomes de carbone : 208 pyM). De plus, les produits triazoles 1,4 semblent
clairement moins bons que les produits triazoles 1,5 dans le cas des composés avec une
chaine a 3 atomes de carbone (SA870, triazole 1,5 : 13 uyM ; SA375, triazole 1,4 : 70 uM), mais
I'effet inverse est observé pour les composés avec une chaine a seulement 2 atomes de
carbone (SA770, triazole 1,5 : 208 pM ; SA769, triazole 1,4 : 55 pM).

Deux produits de cycloaddition formés a partir d’'un acide aminé alcyne protégé ont

été synthétisés car nous pensions que les fonctions amine et carboxylate libres du résidu
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pourraient perturber la fixation des composés. Cependant, les valeurs d’ICso montrent le
contraire : I'addition de protection aux extrémités amino- et carboxy-terminales du résidu a
plutét un effet négatif sur la fixation (SA870, triazole 1,5 a 3 atomes de carbone non-protégé :

13 uM ; SA1056 , triazole 1,5 a 3 atomes de carbone protégé : 145 uM).

De méme, nous pensions que I'intégration du résidu alcyne a un peptide issu de
I’histone H3, substrat spécifique de CARM1, permettrait d’augmenter I'affinité du composé,
mais I'utilisation d’un peptide semble perturber la fixation du produit de cycloaddition (SA870,
triazole 1,5 a 3 atomes de carbone « libre » : 13 pM ; SA1114 , triazole 1,5 a 3 atomes de

carbone intégré a un peptide : 56 uM).

Concernant la sélectivité des composés, ces derniers ne semblent pas spécifiques de
CARM1, car des valeurs d’lCso équivalentes sont retrouvées chez CARM1 et PRMT1 pour tous
les composés. Etonnamment, les capacités d’inhibition des produits de cycloaddition
comprenant un peptide sont également comparables chez CARM1 et PRMT1 (respectivement
56 uM et 46 M pour le composé SA1114). En effet, ce peptide est issu de I'histone H3, qui est
un substrat spécifigue de CARM1 et non pas de PRMT1. La résolution de la structure de
CARM1 avec différents composés pourraient permetire d’expliquer ces différentes

observations.

b. Caractérisation structurale

Les 2 dérivés du SAM a fonction azoture ont été testés en co-cristallisation avec
CARMT1 et le peptide PJ207 comprenant un résidu alcyne. Bien que différentes conditions de
cristallisation et d’incubation (préalable a la cristallisation) furent testées, aucune structure de
CARM1 en complexe avec un produit de la réaction de cycloaddition n’a pu étre obtenue.
Dans les structures qui ont pu étre résolues, seuls les dérivés réactifs du SAM étaient visibles.
Les structures des composés SA401 (résolution : 2,4 A ; Riree : 21,4%) et SA705 (résolution :
2,2 A Riee : 21,3%) ont cependant pu étre résolues (Figure 44) (statistiques en annexes). Les
données structurales mettent en avant la rigidité de la ramification apportée par la fonction
azoture terminale. Peu d’interactions sont cependant visibles au niveau de cette ramification, la
fonction azoture offrant peu de possibilités. La fonction azoture du composé SA401 (dont la
ramification comporte 3 atomes de carbone) est stabilisée par deux liaisons hydrogéne : la
premiére entre I'atome d’azote neutre de la fonction azoture et le résidu Y154 du motif I, et la
deuxieme entre I'atome d’azote terminal de la fonction azoture chargé négativement et le
résidu W416 du motif IV (Figure 44A). En revanche, la fonction azoture du composé SA705
(dont la ramification ne comporte que 2 atomes de carbone) est retenue plus haut dans la
poche, et en conséquence n’est stabilisée que par une seule liaison hydrogéne entre son azote

terminal chargé négativement et le résidu E267 (Figure 44B). Cette différence dans la
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stabilisation du groupement azoture est probablement I’'explication a la différence d’ICso entre

les composés SA401 et SA705 (respectivement 14 pM et 199 pM).

A

Figure 44 - Structures des composés a fonction azoture dans le site catalytique de CARM1

L’environnement des composés SA401 et SA705 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, II, Il ou
IV (en saumon), mais aussi par des résidus appartenant a I’hélice amino-terminales aY (en rose), ou plus généralement
localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de 3,5 A des composés sont
représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour des composés avec un contourage a 1,0 o.

(A) Structure du composé SA401. Figure issue de la structure CARM1_SA401 (statistiques en annexes).

(B) Structure du composé SA705. Figure issue de la structure CARM1_SA705 (statistiques en annexes).

Les essais de cycloaddition in situ au cours de la cristallisation n’ayant pas été

concluants, les différents produits de la réaction présentés précédemment furent testé en co-
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cristallisation avec CARM1. Différentes structures ont été obtenues pour ces composés, mais
les plus intéressantes sont celles des composés SA375 (résolution : 2,3 A ; Riree : 22,1%) et
SA870 (résolution : 2,4 A ; Riee : 22,4%) qui permettent d’expliquer leur différence d’ICso
(statistiques en annexes). La ramification du composé SA375, caractérisé par un cycle triazole
1,4, est allongée dans la poche de I'arginine substrat, et I’hétérocycle est stabilisé par une
liaison hydrogéne entre I'azote N2 et le résidu E258 (Figure 45A). Les fonctions amine et
carboxylate pointent ainsi vers I'extérieur de la poche, et sont respectivement stabilisées par
les résidus Y262 et N266. En opposition, la ramification du composé SA870, caractérisée par
un cycle triazole 1,5, est recroquevillée dans la poche de I'arginine substrat, et I’hétérocycle est
stabilisé par une liaison hydrogene entre I'azote N3 et le résidu E258 (Figure 45B).
Contrairement au composé SA375, les fonctions amine et carboxylate terminales ne sortent
pas de la poche, mais sont cependant plus efficacement stabilisées par les résidus E267,
N266 et W416. Cette différence dans la stabilisation des fonctions amine et carboxylate
terminales explique pourquoi le composé SA870 a un meilleur ICso que le composé SA375

(respectivement 13,3 uM et 70 uM).

Cependant, les structures mettent en avant un point important : bien que le composé
SA870 ait un meilleur ICsp grace a son cycle triazole 1,5, cette configuration ne permet pas
d’atteindre la sortie de la poche. Malgré une valeur d’ICsp plus forte, le cycle triazole 1,4 du
composé SA375 permet lui de sortir de la poche de I'arginine substrat. Afin de poursuivre le
développement de ces composés, deux options sont donc possibles : (i) continuer le
développement des molécules a partir du composé SA375 et son cycle triazole 1,4, (ii)
continuer le développement des molécules en utilisant comme réactifs le composé SA401 et
un acide modifié alcyne avec une chaine carbonée plus longue, afin de pouvoir atteindre la

sortie de la poche avec un cycle triazole 1,5.
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Figure 45 - Structures de 2 composés a cycle triazole dans le site catalytique de CARM1

L’environnement des composés SA375 et SA870 (en blanc) est formé par des résidus appartenant aux motifs I, Il, Ill ou
IV (en saumon), mais aussi par des résidus appartenant a I’hélice amino-terminales aY (en rose), ou plus généralement
localisés dans le Rossmann fold (en jaune). Seuls les résidus se situant a moins de 3,5 A des composés sont
représentés. La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour des deux cystéines (C53 et C232) avec un
contourage a 1,0 o.

(A) Structure du composé SA375. Figure issue de la structure CARM1_SA375 (statistiques en annexes).

(B) Structure du composé SA870. Figure issue de la structure CARM1_SA870 (statistiques en annexes).
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Etude fonctionnelle de la protéine CARM1

Comprendre les mécanismes de reconnaissance et de
méthylation du substrat






CHAPITRE IV - ETUDE FONCTIONNELLE DE LA PROTEINE
CARM1 : COMPRENDRE LES ,MECANISMES DE
RECONNAISSANCE ET DE METHYLATION DU SUBSTRAT

En complément aux études structurales, des études fonctionnelles ont été menées afin
de mieux comprendre les mécanismes de reconnaissance et de méthylation du substrat par
CARM1. Ces études ont été réalisées sur différents peptides substrats ainsi que sur différents
mutants de CARM1, pour identifier les résidus essentiels a ce mécanisme au niveau de

CARM1 ainsi qu’au niveau du substrat.

A. CARACTERISATION DE L'INTERACTION ENTRE CARM1 ET
DIFFERENTS PEPTIDES SUBSTRATS
Afin de caractériser I'interaction entre CARM1 et ses substrats, différents peptides
dérivés de I'histone H3 et de PABP1 ont été étudiés. Deux méthodes ont été utilisées dans ce
but : l'anisotropie de fluorescence et la spectroscopie de corrélation de fluorescence. Ces
deux techniques consistent a observer un substrat (ici un peptide) marqué par une sonde
fluorescente, afin de caractériser la formation d’un complexe avec une molécule partenaire

(pour nous CARM1).

1. CARACTERISATION PAR ANISOTROPIE DE FLUORESCENCE

Les premiers essais de caractérisation de l'interaction entre CARM1 et des peptides
substrats ont été réalisés par anisotropie de fluorescence. L'ensemble de ces expériences a
été réalisé en collaboration avec le laboratoire de « Biophotonique des interactions
moléculaires et cellulaires » dirigé par Yves Mély. L'anisotropie de fluorescence est une
technique consistant a observer le mouvement de rotation d’'une sonde fluorescente en
solution. Une petite molécule, dont le mouvement est rapide, sera caractérisée par une valeur
d’anisotropie basse, tandis qu’une molécule de taille plus importante, dont le mouvement est
plus lent, sera caractérisée par une valeur d’anisotropie plus haute. Il est ainsi possible
d’observer la formation d’'un complexe en marquant I'un des membres avec une sonde

fluorescente.

Dans notre cas, nous avons utilisé des peptides marqués a la fluorescéine a leur
extrémité amino-terminale pour observer leur fixation a la protéine CARM1 en présence de
SAH. A I'état libre, le peptide fluorescent est caractérisé par une valeur d’anisotropie basale.
L’augmentation de la concentration de CARM1, favorisant la formation d’un complexe, entraine

une augmentation de I'anisotropie, jusqu’a atteindre un plateau. Ce plateau correspond a I'état
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ou tout le peptide en solution est lié¢ a CARM1, qui est en excés. La courbe obtenue permet
ensuite de déduire une constante de dissociation en fonction de la stcechiométrie estimée.
Dans le cas de CARM1, une stoechiométrie de 0,5 a été utilisée. En effet, les structures
cristallographiques montrent que I'espace entre les deux monomeres est restreint au sein du
dimére. |l parait donc peu probable que chague monomeére puisse recruter un peptide. Les
données obtenues ont donc été évaluées pour un modeéle ou un seul peptide serait fixé par
dimere de CARM1.

L'ensemble des expériences d’anisotropie a été réalisé sur une construction de la
protéine CARM1 de moustique Anopheles gambiae (622 acides aminés pour la forme entiere),
correspondant au domaine amino-terminal et au domaine catalytique (AgCARM11.509). En effet,
ces expériences nécessitent une importante quantité de protéine, et la protéine AQCARM1 1509,
dont I'activité a été vérifiée in vitro, s’exprime convenablement dans E. coli et est facile a
purifier, contrairement a la protéine de souris qui doit étre exprimée grace au systeme
baculovirus. De plus, pour ces expériences il est nécessaire que la solution stock de protéine
soit trés concentrée (> 15 mg.ml-'), ce que nous n’arrivons pas a faire pour la protéine de

souris qui s’agrége au-dela de 8 mg.mil-*.

Deux peptides issus de I'histone H3 ont été testés par anisotropie de fluorescence
(Tableau 16). Le premier peptide, correspondant aux résidus 1 a 34 de la queue de I'histone
H3, posséde I'arginine 17 en position centrale. Le deuxieme quant a lui, correspondant aux
résidus 1 a 41 de lhistone H3, représente I'intégralité de I'extrémité amino-terminale non-
structurée a I’état libre de I’histone H3. Ces deux peptides ont été synthétisés avec la lysine 18
acétylée, puisque cette modification a été montrée comme pré-requise pour la méthylation de
I’histone H3 par la protéine CARM1 [81]. Pour les expériences d’anisotropie de fluorescence,

ces 2 peptides ont été marqués a leur extrémité amino-terminale avec de la fluorescéine.

Nom Séquence

*H31.34 K18ac ARTKQTARKS TGGKAPRK..QL ATKAARKSAP ATGG
1 1718 34

*H31.41 K18ac ARTKQTARKS TGGKAPRK..QL ATKAARKSAP ATGGVKKPHR Y
1 1718 41

Tableau 16 - Peptides utilisés pour les expériences d’anisotropie de fluorescence
Les noms de peptides précédés d’une étoile * correspondent a des peptides marqués a la fluorescéine. Ce marquage
est représenté par une étoile jaune au début ou a la fin de la séquence, en fonction de la localisation de la sonde
fluorescente (respectivement a I'extrémité amino- ou carboxy-terminale). L'arginine 17 qui est méthylée par CARM1 est
représentée en violet tandis que la lysine 18 acétylée est représentée en bleu.

Les résultats obtenus lors des expériences d’anisotropie de fluorescence montrent que
le peptide court H3134 Ki18ac a moins d’affinité que le peptide long H31.41 K18ac

(respectivement 85 uM et 24 uM) (Tableau 17). La délétion des résidus 35 a 41 provoque une
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chute de plus de 70% de I’efficacité de fixation du peptide issu de I'histone H3. Les résidus 35
a 41 étant situés assez loin du site principal de méthylation (R17), cette différence d’affinité
entre le peptide H3134 K18ac et le peptide H3141 Ki18ac met en évidence I'existence
d’interactions a longue distance (par rapport au site de méthylation) entre le substrat et la
protéine CARM1.

*H31.34 K18ac *H34.41 K18ac
[Peptide] 5uM 5uM
[SAH] 2mM 2mM
[AgCARM1 1.500] 0-120 pM 0-120 uM
Courbe
expérimentale
e
Fiibre 0,056 + 0,001 0,062 + 0,001
Tii¢ 0,125 + 0,005 0,130 + 0,001
n 0,5 0,5
Ka 11821 £ 1789 M 42253 + 3150 M-
Ka 85+ 13 uyM 24 +2uM

Tableau 17 - Estimation du Kq pour CARM1 de peptides dérivés de ’histone H3 par anisotropie de fluorescence
Les mesures d’anisotropie ont été réalisées dans les conditions indiquées dans la partie « Matériel et méthodes ». Les
données expérimentales ont été modélisées par I'équation qui y est décrite en ne fixant que la stcechiométrie.
Cependant, les courbes expérimentales obtenues ne permettent pas de définir une
valeur de Kq fiable. En effet, une courbe classique d’observation de la formation d’'un complexe
en anisotropie présente un plateau lorsque le ligand en saturé en protéine. Au cours des
différentes expériences d’anisotropie qui ont été réalisées avec CARM1, il n’a jamais été
possible d’atteindre un tel plateau. Méme en augmentant la concentration en protéine a plus
de 200 pM, I’anisotropie en solution continue d’augmenter. Ceci est peut-étre da a I’agrégation
de la protéine au cours de I'expérience. En effet, I’échantillon reste a 20°C (température de
I’expérience) pendant plus de 2 heures, le temps que les mesures soient faites pour les
différentes concentrations de CARM1. Les Kgq calculés a partir des données expérimentales

sont donc certainement sur-estimés.

Les conditions expérimentales d’anisotropie n’étant sans doute pas optimales pour la

protéine CARM1, nous nous sommes tournés vers une autre méthode pour caractériser
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Iinteraction entre CARM1 et des peptides substrats : la spectroscopie de corrélation de

fluorescence, qui permet d’utiliser des concentrations en protéine plus basses.

2. CARACTERISATION PAR SPECTROSCOPIE DE CORRELATION DE
FLUORESCENCE

Les expériences de spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) ont également
été réalisées en collaboration avec le laboratoire de « Biophotonique des interactions
moléculaires et cellulaires » dirigé par Yves Mély. Le principe de la FCS est d’observer le
mouvement de diffusion d’une sonde fluorescente en solution. Une petite molécule, dont le
mouvement est rapide, sera caractérisée par un temps de diffusion court, tandis qu’une
molécule de taille plus importante, dont le mouvement est plus lent, sera caractérisée par un
temps de diffusion plus long. Il est ainsi possible d’observer la formation d’un complexe en

marquant I'un des membres avec une sonde fluorescente.

Comme pour I"anisotropie de fluorescence, nous avons utilisé des peptides marqués a
la fluorescéine a leur extrémité amino-terminale. Cependant, la concentration en fluorophore
ne devant pas étre trés élevée pour les mesures de FCS, des versions non-marquées de ces
peptides ont été utilisées pour complémenter la concentration de peptide en solution. A I'état
libre, la fraction de peptide fluorescent est caractérisé par un temps de diffusion assez bas. En
augmentant la concentration de CARM1, augmentant ainsi la proportion de complexe, ce
temps de diffusion augmente, jusqu’a atteindre un plateau lorsque tout le peptide en solution

est lié a la protéine. La courbe obtenue permet ensuite de déduire une valeur de Ka.

Contrairement a I'anisotropie de fluorescence, la FCS ne nécessite pas autant de
protéine (60 nmol par expérience d’anisotropie de fluorescence contre 30 nmol en FCS), et la
solution stock ne doit pas étre aussi concentrée (290 uM en anisotropie de fluorescence contre
180 pM en FCS). L'ensemble des expériences de FCS a donc été réalisé sur la protéine

mMCARM1430-507, correspondant au domaine catalytique de la protéine CARM1 de souris.

En plus des 2 peptides déja testés en anisotropie de fluorescence, 3 autres peptides
issus de I’histone H3 ainsi qu’un peptide issu d’un autre substrat de CARM1, PABP1, ont été
testés en FCS (Tableau 18). Les 3 nouveaux peptides issus de I’histone H3 ont été synthétisés
afin de déterminer I'effet de modifications post-traductionnelles sur la reconnaissance du
substrat par CARM1, comme la mono- et la diméthylation de I'arginine 17, ou encore
I’acétylation de la lysine 18 [81]. Le peptide issu de PABP1 a quant a lui été synthétisé pour
étudier la difféerence d’affinité entre différents substrats. Pour les mesures de FCS, I'ensemble

de ces peptides a été synthétisé sous forme marquée et non-marquée.
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Constante

Nom [ Séquence ! de diffusion

*H34.34 K18ac /1\RTKQTARKS TGGKAP1R7 G QL ATKAARKSAP ATG§4 133 + 2,9 pm2.st
*H3,.41 K18ac /1\RTKQTARKS TGGKAP1R7 G QL ATKAARKSAP ATGGVKKPHR 11 184 + - pm2.s”
*H34.41 /1\RTKQTARKS TGGKAP1R7 19_ ATKAARKSAP ATGGVKKPHRL 135 + - pm2.s”

*H34.41 R17me1 K18ac /1\RTKQTARKS TGGKAPR1n71e1 s QL ATKAARKSAP ATGGVKKPHRL 127 £ 2,9 pm2.s™!
*H34.41 R17me2 K18ac /1\RTKQTARKS TGGKAPR1n71e2 s QL ATKAARKSAP ATGGVKKPHRL 138 + - pm2.s™!

*PABP1439-484 g(g) GARPHPFQNM PGAAI‘ ?;AAF;Z!OPPFSTMRPAS SQVPRVMSTQ F{V,L\Ar;i4 141 £ 2,5 pm2.s™!

Tableau 18 - Peptides fluorescents utilisés pour les expériences de spectroscopie de corrélation de
fluorescence

[a] Les noms de peptides précédés d’une étoile * correspondent a des peptides marqués a la fluorescéine.

[b] Le marquage a la fluorescéine est représenté par une étoile jaune au début ou a la fin de la séquence, en
fonction de la localisation de la sonde fluorescente (respectivement a I’extrémité amino- ou carboxy-terminale). Les
arginines devant étre méthylées par CARM1 sont représentées en violet tandis que les autres résidus pouvant porter
des modifications post-traductionnelles sont représentés en bleu.

[c] Les constantes de diffusion ont été déterminées en prenant la TMR comme référence.

La constante de diffusion des peptides a été déterminée a partir de la constante de
diffusion de la tétraméthyl-rhodamine (TMR), par comparaison de leurs temps de diffusion
(Tableau 18) (voir « Matériel et méthodes »). Pour chaque expérience, la constante de diffusion
du complexe CARM1/peptide a été déterminée de la méme facon, en prenant comme temps
de diffusion la valeur moyenne du plateau. Les valeurs des constantes de diffusion étant
stables d’une expérience a I'autre, lorsque I’affinité entre CARM1 et le peptide était trop basse
pour atteindre une saturation du peptide, la constante de diffusion du complexe CARM1/
peptide a été estimée en prenant les expériences avec le peptide H31.41 K18ac comme

référence.

La comparaison des Kg mesurés pour les peptides H3132 K18ac et H31.41 K18ac
montre que la délétion des résidus 35 a 41 provoque une diminution importante de I'affinité (Kq
respectifs de 39,8 uM et 4,40 pM) (Figure 46). Les mesures de FCS confirment donc ce qui
avait été observé précédemment en anisotropie de fluorescence : la reconnaissance du
substrat nécessite des interactions impliquant des résidus éloignés du site de méthylation
(R17). Cependant, I'effet observé pour la délétion des résidus 35 a 41 est plus important que
celui observé en anisotropie : le Kq du peptide H31-34 K18ac étant 9 fois supérieur a celui du

peptide H31.41 K18ac (contre 3 fois en anisotropie de fluorescence).
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Figure 46 - Mise en évidence d’interactions a longues distances entre CARM1 et I’histone H3 par FCS

Les mesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 uM de peptide (300 nM de peptide marqué
complété par 9,7 yM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations croissantes de
MCARM1130-507 WT.

Dans le cas du peptide non-acétylé (H31-41), I’affinité pour le substrat est 4,5 fois moins
importante que pour le peptide acétylé (respectivement 19,72 uM et 4,40 uM) (Figure 47). Ces
résultats mettent en avant I'importance de I’acétylation de la lysine 18 pour la reconnaissance
de I'histone H3 par la protéine CARM1. Cela soutient les études de Daujat et collaborateurs qui
ont montré que I'acétylation de la lysine 18 est pré-requise pour la méthylation de I’histone H3

par CARM1 [81].

¥ H3,.4q K1Bac W H3q_g1
Figure 47 - Caractérisation de I'effet de I’acétylation de la lysine 18 sur I'interaction entre CARM1 et I’histone H3
par FCS
Les mesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 uM de peptide (300 nM de peptide marqué
complété par 9,7 uM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations croissantes de
mMCARM1130-507 WT.

Il est intéressant de noter que le Kq du peptide monométhylé (H31-41 R17me1/K18ac)
est presque 3 fois supérieur a celui du peptide non-méthylé (H31.41 K18ac) (respectivement
12,47 uM et 4,40 pM) (Figure 48). La présence d’un groupement méthyle sur I'arginine 17
perturbe donc la fixation du peptide. Ce résultat suggere un mécanisme de diméthylation dans

lequel le substrat ne serait pas libéré par la protéine aprées la premiere étape de méthylation. En
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effet, si celui-ci était relaché, il y aurait peu de chance pour que la deuxieme étape de
méthylation ait lieu, puisque CARM1 se lierait préférentiellement a un substrat non-méthylé.
Des études sur PRMT1 ont montré que dans le cas ou le substrat monométhylé a moins
d’affinité que le substrat non-méthylé, la réaction de méthylation est plus rapide envers le
substrat monométhylé, pour que la diméthylation puisse avoir lieu [237]. Quoigu’il en soit, le Kqg
du peptide diméthylé (H31.41 R17me2/K18ac) est largement supérieur a ceux des peptides
non- ou monométhylé (25,9 uM) (Figure 48), ce qui est cohérent avec le fait que ce soit le

produit final de la réaction.

30
20
g
= |
1u .
,— N
.'H-E-'_.” Ki1Bac u H34.41 R1Tme1/K18ac L H31.41 R1Tme2/K18ac

Figure 48 - Caractérisation de I'effet du degré de méthylation sur P’interaction entre CARM1 et I’histone H3 par
FCS

Les mesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 uM de peptide (300 nM de peptide marqué
complété par 9,7 uM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations croissantes de
mMCARM1430-507 WT.
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B H34_ 419 K1Bac .PﬁEF1qag_4gq_
Figure 49 - Caractérisation de l’interaction entre CARM1 et différents substrats par FCS
Les mesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 pM de peptide (300 nM de peptide marqué
complété par 9,7 uM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations croissantes de
mCARM1130-507 WT.
Le peptide dérivé de PABP1 (PABP1439.484) @ été congu autour des deux arginines étant
méthylées par CARM1, afin qu’il soit de longueur comparable au peptide long issu de I'histone

H3 (H34-41 K18ac). Son affinité semble 2 fois moins bonne que pour H31.41 K18ac (K4 respectifs
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de 8,32 uM et 4,40 uM) (Figure 49), ce qui met en évidence une reconnaissance préférentielle

de CARM1 pour I'histone H3.

B. ETUDES DE DIFFERENTES CONSTRUCTIONS DE CARM1 ET DE
MUTANTS PONCTUELS

L'effet d’'une mutation sur I'activité catalytique peut-étre expliqué de 4 maniéres : (i) le

résidu est essentiel a la stabilité de ’enzyme, (ii) le résidu participe au mécanisme catalytique,

(iii) le résidu est impliqué dans la fixation du cofacteur, (iv) le résidu est impliqué dans la fixation

du substrat. Différents mutants ont été testés en FCS et par des tests d’affinité afin de

caractériser le réle des résidus correspondants dans la fonction de méthylation de CARM1

(Tableau 19).

Mutant

Caractéristiques Référence

Références

mCARM1130-507 WT

Domaine catalytique -
Activité de méthylation maximale (comparable a I'activité de la protéine entiere)

Constructions plus courtes

mCARM1130-480 WT

mMCARM1140-480 WT

Domaine catalytique tronqué a I'extrémité carboxy-terminale -
Activité de méthylation faible

Domaine catalytique tronqué aux extrémités amino- et carboxy-terminales -
Activité de méthylation nulle

Mutants ponctuels

mCARM1130-507 R141A

mCARM1130-507 Q160N

MCARM1130-507 N162A

mCARM1130-507 R169A

mCARM1 130507 N266A/H/Q

mCARM1130-s07 H415A/F/W

MCARM1 130.507 S448E

Rossmann fold - Hélice aX’ -
Stabilisation de la partie adénine du SAM

Rossmann fold - Hélice aY -
Stabilisation du groupement sulfonium du SAM

Rossmann fold - Hélice aY -
Conservation chez CARM1, mais pas au sein des autres PRMT

Rossmann fold - Hélice aZ [151, 250]
Stabilisation du groupement carboxylate du SAM

Rossmann fold - Motif llI -
Conservation chez CARM1, mais pas au sein des autres PRMT

Tonneau B - Motif IV -
Conservation au sein des PRMT

Tonneau B - Brin B14 [238]
Site de phosphorylation

Tableau 19 - Constructions et mutants de la protéine CARM1

1. CARACTERISATION DE L’ INTERACTION AVEC LE PEPTIDE H3 1-41 K18AC

Linteraction de la protéine CARM1 avec lhistone H3 a été caractérisée par des

mesures de FCS de différents mutants du site catalytique. Le peptide H341.41 K18ac a été utilisé
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comme substrat, puisqu’il a précédemment été caractérisé comme ayant la meilleure affinité
parmi tous les peptides testés. La fixation du cofacteur étant nécessaire a la formation de la
poche de fixation de l'arginine substrat [153], I’ensemble des mesures a été réalisé en
présence d’un large excés de cofacteur (2 mM SFG). Pour un mutant donné, l'effet de la
mutation sur la fixation du cofacteur (ici, en I'occurrence I'inhibiteur SFG) est ainsi minimisé,
ainsi que l'effet indirect sur la reconnaissance du substrat qui en découle. Leffet direct de la
mutation sur la fixation du peptide peut ainsi étre observée de maniere optimale. La
construction mMCARM1130.507 WT a été utilisée comme référence, puisqu’elle a précédemment

été montrée comme suffisante pour avoir une activité de méthylation maximale [159].

De précédentes études ont montré I'importance des extrémités amino- et carboxy-
terminales du domaine catalytique pour I'activité de méthylation [159]. Alors que la
construction MCARM1140-480 WT est totalement inactive (kobs < 0,001 min-'), I'utilisation d’une
construction comportant les résidus 481 a 507 (MCARM1140-507 WT) permet de retrouver un
peu d’activité (kobs = 0,004 min™ ; mMCARM1130-507 WT kobs = 0,18 min'). Ceci a permis de
mettre en évidence I'importance des résidus 130 a 139 ainsi que des résidus 481 a 507 pour la
fonction de méthylation de CARM1. Les mesures de FCS corroborent ces résultats, puisque
les résidus 481 a 507 semblent nécessaires a la fixation du peptide, la suppression de
I’extrémité carboxy-terminale du site catalytique provoquant une augmentation de presque 2
fois du Kg (MCARM1130-507 WT : 4,40 uM ; mMCARM1130-480 WT : 8,27 pM) (Figure 50). En plus de
I'implication évidente des résidus 130 a 139 dans la fixation du cofacteur [153, 159], les
mesures de FCS ont permis de mettre en évidence l'importance de ces résidus dans la
reconnaissance du substrat, puisque la suppression de I'extrémité amino-terminale du site
catalytique provoque elle aussi une augmentation de presque 2 fois du Kq en présence d’un
fort excés de cofacteur (IMCARM1130-4s0 WT : 8,27 pM ; mCARM1140-480 WT : 15,63 pM)
(Figure 50).

N |

ﬂ'ﬂ:.ﬁ..HM'l-lmlm?-m rnC.ﬂ.FlM113,j~m1.ln m:‘.nﬁr-.nun“sm'.ﬁ"r

Figure 50 - Caractérisation de I'interaction entre différentes constructions de CARM1 et I'histone H3 par FCS
Les mesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 uM de peptide H31-41 K18ac (300 nM de peptide
marqué complété par 9,7 uM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations
croissantes de mMCARM1.
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Un certain nombre de mutants ponctuels (R141A, Q160N et R169A) est impliqué dans
la stabilisation du cofacteur. Bien que les mesures de FCS soient réalisées en présence d’un
large excés de SFG, un effet sur la fixation du peptide est toujours visible. L’effet le plus
important est celui de la mutation R169A, dont le Kq4 est presque 19 fois supérieur a celui de la
protéine sauvage (MCARM1430.507 WT : 4,40 uM ; mCARM1 130.507 R169A : 82,5 pM) (Figure 51).
Le Kq pour ce mutant a également été mesuré en absence de SFG, et le fait qu’il soit du méme
ordre de grandeur laisse supposer que ce dernier est totalement incapable de fixer la SFG.
Concernant les deux autres mutants, la variation de Ky observée est certainement due a une
réorganisation locale du site catalytique suite aux mutations. En effet, comme le montre le
modele de CARM1 en complexe avec un peptide, ces résidus ne sont pas en contact direct

avec le substrat.
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Figure 51 - Caractérisation de I'interaction entre différents mutants de la poche de fixation du cofacteur par
Egssmesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 uM de peptide H31.41 K18ac (300 nM de peptide
marqué complété par 9,7 uM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations
croissantes de mCARM1.

[a] Mesures de FCS réalisées en absence de SFG.

Concernant les autres mutants (H415F, N266A et S448E), ceux-ci sont plutdt situés au
niveau de la poche de fixation de I'arginine substrat, ou encore de la surface potentielle de
reconnaissance du peptide (Figure 53). L'augmentation de 5 a 15 fois du Kq observée par
rapport au Kq de la protéine sauvage montre que ces résidus participent a la fixation du
substrat (NCARM1130-507 WT : 4,40 pM ; mCARM1130.507 H415F : 53,1 uM ; mCARM1430.507
N266A : 67,3 uM ; mMCARM1130.507 S448E : 22,6 uM). La substitution du résidu S448 par un
glutamate mime la phosphorylation de la sérine, de par la charge et ’encombrement stérique
apportés. La phosphorylation du résidu S448 a été montré comme étant nécessaire a
I‘interaction avec le récepteur ERa dans le cadre de I’activation de la transcription hormone-

indépendante [238]. Le fait que cette substitution influence négativement la reconnaissance de
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I’histone H3 montre que cette phosphorylation n’est cependant pas nécessaire pour la fixation

du substrat au cours de I'activité de méthylation.

Ky (M)
e
=}

mGARMI yap.507 WT | MCARM 4 30.507 NE2GEA
mGARMT 30507 HA15F mGARM1 30507 S448E

Figure 53 - Caractérisation de I'interaction entre différents mutants de la reconnaissance du substrat et
I’histone H3 par FCS
Les mesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 uM de peptide H31.41 K18ac (300 nM de peptide
marqué complété par 9,7 uM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations
croissantes de mMCARM1.

En regardant de plus prés les mesures de Kq obtenues en absence de cofacteur
(Figure 54), les valeur obtenues pour mCARM1130-507 WT en présence et en absence de SFG
semblent proches (Kq respectifs de 4,40 pM et 9,25 pM). En effet, pour des constructions ou
mutants fixant mal le cofacteur, comme MCARM1140-480 WT ou encore mCARM1130-507 R169A,
la valeur de Kq en absence de SFG est plus de 15 fois supérieure a la valeur de Kq pour
mMCARM1430.507 WT en présence de SFG. Bien qu’un effet direct de la modification apportée a
CARM1 sur la fixation du peptide n’est pas a exclure, il semblerait que la valeur de Kqg en
absence de SFG pour mCARM1430.507 WT soit surestimée. Ceci peut étre di a la présence
résiduelle de SAM ou SAH endogene, de maniere culture-dépendante. En effet, en fonction
des lots de CARM1 produite en cellules d’insecte, il est parfois possible d’observer un Iéger
décalage du pic d’absorbance de la protéine entre 280 nm et 260 nm, méme aprés la derniere
étape de purification (ratio Azeo nm/A2s0 nm de 0,62). Ce décalage peut étre expliqué par la
présence de SAM ou de SAH dans la protéine, dont la partie adénosine absorbe a 260 nm. Ce
phénoméne n’est pas observé pour la construction MCARM1140.480 WT et le mutant
MCARM1430.507 R169A qui fixent mal le cofacteur (ratios A2so nm/A2so nm respectifs de 0,54 et
0,55). Il serait dont plus juste de prendre la valeur de Kq du mutant R169A pour caractériser

I’affinité du peptide en absence de cofacteur.
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Figure 54 - Caractérisation de I'interaction entre CARM1 et I’histone H3 en absence de cofacteur par FCS

Les mesures de FCS ont été réalisées sur des solutions contenant 10 uM de peptide H31-41 K18ac (300 nM de peptide
marqué complété par 9,7 uM de peptide non-marqué), en présence de 2 mM de SFG, pour des concentrations
croissantes de mCARM1.

2. TESTS D’ACTIVITE

En plus des mesures de Kg réalisées grace aux expériences de FCS, des tests
d’activité ont été réalisés afin de caractériser le rble de différents acides aminés dans la
reconnaissance du cofacteur SAM et du substrat ainsi que dans le mécanisme catalytique.
Ceux-ci ont été réalisés en utilisant la protéine PABP1 comme substrat, et du SAM “C comme
cofacteur. Des concentrations variables en substrat et en cofacteur ont été utilisées, afin de
définir les constantes cinétiques dépendant de ces derniers. Pour chaque mutant, des valeurs
de Km et de kcat pour PABP1 et le SAM ont ainsi pu étre calculées. Le Kn est une constante
définissant I'affinité « apparente » de I'’enzyme pour le substrat, alors que le kcat est une
constante cinétique caractérisant le « turnover » de I'enzyme. Le rapport entre ces deux
parametres permet ainsi de définir I'efficacité catalytique globale. Comme pour les mesures de
FCS, la construction mCARM1130.507 WT a été utilisée comme référence, puisqu’il a
précédemment été montré que cette construction est suffisante pour avoir une activité de

méthylation maximale [159].

L'analyse des données expérimentales pour la construction mMCARM1140-480 WT montre
que la délétion des résidus 130 a 139 a un effet plus important sur la reconnaissance du
substrat que sur la fixation du cofacteur (Km pour PABP1 35,7 fois supérieur au Km de
référence, en comparaison au Km pour le SAM qui est seulement 4,9 fois supérieur au Km de
référence) (Figure 55). Cependant, la réaction est plus rapide, avec un Kcat 2,4 fois supérieur au
kcat de référence (Figure 55). L'échange de molécules au niveau du site réactionnel est donc
facilité lorsque I'extrémité amino-terminale du domaine catalytique est absente, possiblement

gréce a une diminution des contraintes stériques a cet endroit. Cependant, le gain en rapidité
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de réaction ne permet pas de compenser la perte d’affinité pour le substrat, I'efficacité de la
protéine MCARM1440.480 WT étant toujours plus de 14 fois supérieure a la protéine de référence
(ratio keat/Km respectifs de 2,07.10* M-*.min"" et 3,04.105 M-".min"").
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Figure 55 - Constantes cinétiques pour la construction mCARM1140-40 WT

Caractérisation des constantes cinétiques pour PABP1 (substrat) : mesures réalisées en présence de 21 yM de SAM
14C pour différentes concentrations en PABP1. Caractérisation des constantes cinétiques pour le SAM (donneur de
méthyle) : mesures réalisées en présence de 50 uM de PABP1 pour différentes concentrations en SAM “C. Les valeurs
présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation standard
correspondante.

Concernant le mutant R169A, aucune activité n’a pu étre observée, quelle que soit les
concentrations en PABP1 et en SAM utilisées (Figure 56). Ceci confirme donc I'incapacité de
ce mutant a fixer le cofacteur. Pour les autres mutants de la poche de fixation du SAM (Q160N
et N162A), les constantes cinétiques Km et kcat sont toujours de I'ordre de grandeur de celles
de la protéine sauvage de référence, montrant que ces mutations n’ont pas d’influence

significative sur les mécanismes de reconnaissance du substrat et catalytiques (Figure 56).
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Figure 56 - Constantes cinétiques pour les mutants de la poche de fixation du SAM

Caractérisation des constantes cinétiques pour PABP1 (substrat) : mesures réalisées en présence de 21 pM de SAM
14C pour différentes concentrations en PABP1. Caractérisation des constantes cinétiques pour le SAM (donneur de
méthyle) : mesures réalisées en présence de 50 uM de PABP1 pour différentes concentrations en SAM 4C. Les valeurs
présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation standard
correspondante.

[a] Non-fonctionnel.

[b] Non-déterminé.

Le mutant H415F, situé au niveau de la poche de fixation de I'arginine substrat, montre
un Km pour PABP1 significativement supérieur a celui de la protéine sauvage (Km respectifs de
17,2 uM et 1,68 pM) (Figure 57), mais I'effet de la mutation est principalement visible au niveau
de la vitesse de réaction. En effet, le kcat de la protéine mutante est plus de 20 fois supérieur a
celui de la protéine sauvage (kcat respectifs de 0,022 min~' et 0,51 min-') (Figure 57). Ces
résultats traduisent donc une implication du résidu H415 & la fois dans la reconnaissance du
substrat et dans le mécanisme catalytique. La mutation de ce méme résidu en tryptophane a

un effet similaire mais moins important (Figure 57).
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Figure 57 - Constantes cinétiques pour les mutants de I’histidine H415

Caractérisation des constantes cinétiques pour PABP1 (substrat) : mesures réalisées en présence de 21 pM de SAM
14C pour différentes concentrations en PABP1. Caractérisation des constantes cinétiques pour le SAM (donneur de
méthyle) : mesures réalisées en présence de 50 uM de PABP1 pour différentes concentrations en SAM 4C. Les valeurs
présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation standard
correspondante.

[b] Non-déterminé.

La mutation du résidu N266 en alanine semble quant a elle influencer I’ensemble des
constantes cinétiques : le Km pour PABP1 est plus de 20 fois supérieur a celui de la protéine
sauvage, celui pour le SAM plus de 10 fois supérieur, et il en est de méme pour les valeurs de
keat (Figure 58). Etant donné la distance séparant ce résidu de la poche de fixation du
cofacteur, il se peut que la variation de Kn observée pour le SAM soit due a I'importante
perturbation de la reconnaissance du substrat. En effet, si I'affinité du mutant N266A pour
PABP1 est aussi mauvaise que ce qui a été montré pour I'’histone H3 en FCS, alors la
concentration en substrat utilisée pour les mesures de constantes cinétiques du SAM n’était
peut-étre pas suffisamment élevée pour saturer la protéine en substrat. Le méme effet n’est
pas observé pour les mutations N266H et N266Q (Figure 58). Alors que la mutation N266H est
une mutation conservatrice (conservation de la position de I'atome d’azote), la mutation
N266Q augmente les contraintes stériques (la chaine latérale d’une glutamine contient 1
carbone de plus que la chaine latérale d’une asparagine). L’absence d’effet de ces mutations

montre que I'importance de I'asparagine N266 est liée a son groupement amine terminal.
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Figure 58 - Constantes cinétiques pour les mutants de I’asparagine N266

Caractérisation des constantes cinétiques pour PABP1 (substrat) : mesures réalisées en présence de 21 pM de SAM
14C pour différentes concentrations en PABP1. Caractérisation des constantes cinétiques pour le SAM (donneur de
méthyle) : mesures réalisées en présence de 50 uM de PABP1 pour différentes concentrations en SAM 4C. Les valeurs
présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation standard
correspondante.

[b] Non-déterminé.

Concernant la mutation mimant la phosphorylation de la sérine S448 (S448E), le méme
effet de perturbation de la reconnaissance du substrat est observé que pour les mesures de
FCS (Km pour PABP1 16,5 fois supérieur a celui de référence) (Figure 59). Au-dela de cet effet
sur la fixation de PABP1, cette mutation semble également affecter la vitesse de méthylation
(kcat 10 fois supérieur a celui de la protéine sauvage) (Figure 59), traduisant sans doute une
réorganisation de I’environnement autour de ce résidu. La triple mutation Y262F/Y417F/Y477F
ne semble quant a elle pas perturber de maniere significative le mécanisme catalytique de

CARM1 (Figure 7).
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Figure 59 - Constantes cinétiques pour les mutants de la surface de reconnaissance du substrat

Caractérisation des constantes cinétiques pour PABP1 (substrat) : mesures réalisées en présence de 21 yM de SAM
14C pour différentes concentrations en PABP1. Caractérisation des constantes cinétiques pour le SAM (donneur de
méthyle) : mesures réalisées en présence de 50 uM de PABP1 pour différentes concentrations en SAM 4C. Les valeurs
présentées sont les résultats moyens d’au moins 2 expériences avec comme erreur la déviation standard
correspondante.

[b] Non-déterminé.

3. CARACTERISATION STRUCTURALE

Afin de vérifier que I'effet de la mutation N266A sur I'ensemble des constantes
cinétiques n’est pas di a une compléte déstabilisation de CARM1, la structure de la protéine
mutante a été résolue. Cette structure a permis de mettre en évidence I'importance de ce
résidu dans la formation de la poche de fixation de l'arginine. En effet, 'asparagine 266
stabilise la position du glutamate E267 par le biais d’'une molécule d’eau (Figure 60A). Lorsque
ce résidu est muté en alanine, et qu’il ne peut donc pas former de liaison hydrogéne avec une
molécule d’eau, la chaine latérale du glutamate est décalée vers la sortie de la poche de
fixation de I'arginine substrat (Figure 60A). Cependant, étant donné I'effet drastique de la
mutation N266A sur la fixation du peptide H3 (Ka 15 fois supérieur a celui de la protéine
sauvage), il est possible que la chaine latérale de ce résidu soit également impliquée dans des
interactions avec le peptide substrat, éventuellement avec I'extrémité de la chaine latérale de

la lysine acétylée (Figure 60B).
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Figure 60 - Importance du résidu N266 pour les mécanismes de reconnaissance et de méthylation du substrat
Dans ces figures, le SAH est représenté en blanc et les résidus de CARM1 en saumon.

(A) Effet de la mutation N266A sur I'organisation de la poche de fixation de I’arginine substrat (résidus variants de la
structure du mutant couleur blé). Figure issue des structures CARM1_SAH (sauvage) et CARM1_M266A (mutant
N266A) (statistiques en annexes).

(B) Modele de reconnaissance du résidu K18ac de I'histone H3 (en violet) par I'asparagine 266
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CHAPITRE V - MODELE MECANISTIQUE DE LA
RECONNAISSANCE ET DE LA METHYLATION PAR CARM1

A. ORDRE DE LA FIXATION ET DE LA LIBERATION DU COFACTEUR ET DU
SUBSTRAT
Différentes études ont déja été menées, visant a élucider le mécanisme de méthylation
catalysé par les PRMT. En 2008, I'équipe de Thompson, dans une étude sur PRMT1, a
proposé un mécanisme aléatoire, ou I'ordre de fixation cofacteur/substrat ne serait pas
important [239] : la fixation du substrat et du SAM, ainsi que la libération du peptide méthylé et
du SAH se produiraient sans ordre déterminant. Cependant, la méme année, I'équipe de
Frankel, dans une étude sur PRMTG6 cette fois-ci, a proposé un mécanisme de type séquentiel,
ou la fixation du SAM précéderait la fixation du substrat [240]. Ces résultats sont appuyés par
les travaux de Zheng et collaborateurs, dont I’étude sur PRMT1 a montré que cette enzyme
serait aussi impliguée dans un mécanisme séquentiel, ou le peptide serait éjecté du site

catalytique apres la réaction de méthylation [241].

Les données structurales de CARM1 soutiennent ce mécanisme séquentiel. En effet,
les structures publiées en 2007 ont mis en évidence une transition désordre-ordre lors de la
fixation du cofacteur, nécessaire a la formation de la poche de fixation de I'arginine substrat
[153]. Cette caractéristique soutient donc ’hypothése que le SAM vienne se fixer avant le
substrat. De son c6té, I'organisation des PRMT sous forme de dimeres permettrait de ne pas
avoir a libérer le substrat apres I’étape de monométhylation, I'étape de diméthylation pouvant
avoir lieu dans le deuxieme site actif du dimére. En effet, le modéle réalisé pour CARM1 en
présence d’un peptide montre que I’étroitesse de la cavité du dimere permet un retournement
du peptide autour de la position de I'arginine méthylée d’'un monomeére a l'autre, tout en
restant en contact par ses extrémités avec le premier monomére. Ces mécanismes ne sont

pour I'instant que des hypothéses devant étre confirmées.

Une structure a récemment été résolue au sein de I'équipe, présentant une forme
décarboxylée du SAH. Il faut noter que le SAH dégradé n’adopte pas la conformation
habituelle du cofacteur dans le site catalytique de CARM1. En effet, la partie méthionine, a
laquelle il manque ici le groupement carboxyle, est logée dans la poche de fixation de
I’arginine. De maniére générale, cette conformation particuliere n’induit pas de changement
drastique dans l'organisation du site catalytique de CARM1 (Figure 61). La seule différence
flagrante concerne le glutamate E258 qui, au lieu d’étre orienté vers la poche de fixation de
I'arginine (Figure 61A), est retournée vers la poche ou se trouve normalement la partie

méthionine du cofacteur (Figure 61B). Cependant, cette conformation est peu concevable
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pour une molécule de SAM non dégradé. En effet, le groupement carboxyle de la partie
méthionine du cofacteur serait en conflit avec les charges négatives présentes dans la poche
de fixation de l'arginine de I'enzyme. Cette structure montre que le site catalytique peut
accommoder plusieurs conformations possibles de la partie méthionine du SAM, pouvant

éventuellement correspondre a un chemin pour I’entrée/sortie du cofacteur.

Figure 61 - Mouvement du résidu E258 pour des conformations différentes du SAH

Les résidus de mCARM1 formant le site actif sont représentés en blanc, tandis que le SAH (integre et décarboxylé) est
représenté en cyan. La densité électronique 2F.-F¢ est représentée autour du SAH (intégre et décarboxylé) avec un
contourage a 1,0 .

(A) Site catalytigue de CARM1 en présence de SAH. Figure issue de la structure CARM1_SAH résolue a 1,77 A avec
un Riree de 21,0% (statistiques en annexes).

(B) Site catalytique de CARM1 en présence de SAH décarboxylé. Figure issue de la structure SAH_décarboxylé
résolue a 2,3 A avec un Rree de 25,72% (statistiques en annexes).

B. MECANISME CATALYTIQUE DE LA REACTION DE METHYLATION

Le modele CARM1/peptide réalisé a partir des structures cristallographiques de
CARM1 montre que les deux résidus glutamate E258 et E267 du site actif stabilisent le
groupement guanidinium plan de I'arginine substrat grace a des liaisons hydrogéne (Figure 62).
L’implication de ces résidus dans le mécanisme catalytique a été confirmée par des études de
mutagenése, montrant que la mutation en glutamine de ces 2 résidus provoque une perte

d’activité, chez PRMT1 comme chez CARM1 [151, 152, 242].
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Figure 62 - Stabilisation potentielle du groupement guanidinium de I’arginine substrat par 2 glutamates du site
actif de CARM1

Modeéle de peptide docké dans le site catalytigue de CARM1. Le SAH est représenté en cyan, I’arginine en violet et les
résidus du site catalytique de CARM1 en blanc.

De fagon intéressante, la guanidinoacétate méthyltransférase (GAMT), catalysant le
transfert du groupement méthyle du SAM sur I'azote Ne d’un guanidinoacétate pour former la
créatine, posséde un mécanisme d’ancrage du substrat dans son site actif similaire a celui des
PRMT. En effet, les structures de GAMT montrent que le groupement guanidinium du substrat
est stabilisé par le glutamate E45 d’un coté, et I'aspartate D134 de I'autre (Figure 63) [243]. Un
mécanisme réactionnel basé sur les données structurales de la GAMT fut proposé par la suite
[244, 245]. Alors que le groupement guanidinium est maintenu par le glutamate E45, 'aspartate
D134 capte le proton de I'azote Ne de la guanidinoacétate permettant a cet atome de
récupérer le groupement méthyle du soufre positivement chargé appartenant au SAM. Les
simulations thermodynamiques soutiennent un mécanisme concerté, ou le transfert du proton
aurait lieu simultanément au transfert du groupement méthyle (Figure 65), plutét qu’un
mécanisme progressif, ou il y aurait d’abord transfert du proton, et seulement ensuite transfert

du groupement méthyle (Figure 64) [244, 245].
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Figure 63 - Stabilisation du groupement guanidinium du guanidinoacétate par 2 résidus acides du site actif de
la GAMT

Le SAH est représenté en cyan, le guanidinoacétate en violet et les résidus du site catalytique de la protéine GAMT en
blanc. Figure issue de la structure 1XCJ (PDB) [243].
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Figure 64 - Modéle mécanistique progressif pour la réaction de méthylation par la GAMT

(A) Ancrage du groupement guanidinium du guanidinoacétate par le glutamate E45 et déprotonation par I'aspartate
D134.

(B) Attaque nucléophile de I’'azote déprotoné sur le groupement méthyle du SAM.

(C) Production de créatine et de SAH.
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Figure 65 - Modéle mécanistique concerté pour la réaction de méthylation par la GAMT

(A) Ancrage du groupement guanidinium du guanidinoacétate par le glutamate E45, et transfert simultané du proton
vers I’aspartate D134 et du groupement méthyle depuis le SAM vers le guanidinoacétate.

(B) Intermédiaire réactionnel. La liaison soufre-méthyle du SAM s’allonge proportionnellement a la liaison azote-
hydrogene du guanidinoacétate.

(C) Production de créatine et de SAH.
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Le méme genre de modéle mécanistique peut étre imaginé pour CARM1, ou le
glutamate E267 permettrait d’ancrer I’arginine substrat dans le site actif, tandis que le
glutamate E258 servirait de « pompe a proton » (Figure 66A). Ainsi, I'azote du groupement
guanidinium de I’arginine substrat pourrait arracher le groupement méthyle du cofacteur SAM,
tout en cédant son proton au glutamate E258 (Figure 66B), afin de former une arginine
monométhylée (Figure 66C). Une fois la réaction de monométhylation réalisée, I'arginine
substrat peut étre transférée vers le 2¢ site catalytique du dimere, afin que la 2° réaction de
méthylation puisse avoir lieu. La deuxieme étape de méthylation se déroulerait de fagon
identique a la premiére, avec le glutamate E267 qui ancre I'arginine substrat monométhylée
dans le site actif, et le glutamate E258 qui fait office de pompe a proton (Figure 66D). Ainsi,
I’azote du groupement guanidinium monométhylé pourrait arracher le groupement méthyle du
cofacteur SAM, tout en cédant son 22 proton au glutamate E258 (Figure 66E), afin de former
une arginine diméthylée asymétrique (Figure 66F). La position de la méthionine M269 impose
des contraintes stériques obligeant I’arginine monométhylée a se placer de fagon a ce que son
groupement méthyle soit dirigé vers I'histidine H415. C’est ce qui assure une diméthylation

asymétrique. Une fois I'arginine diméthylée, le substrat est finalement libéré du dimeére.
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Figure 66 - Modéle mécanistique pour la réaction de méthylation par CARM1

La réaction de monométhylation (étapes A, B et C) a lieu dans un monomeére, tandis que la réaction de diméthylation
(étapes D, E et F) a lieu dans I’autre monomere.

(A) Ancrage du groupement guanidinium de I’arginine substrat par le résidu E267 et déprotonation par le résidu E258.
(B) Attaque nucléophile de I'azote déprotoné sur le groupement méthyle du SAM.

(C) Production d’arginine monométhylée et de SAH.

(D) Ancrage du groupement guanidinium de I'arginine substrat monométhylée par le résidu E267 et déprotonation par
le résidu E258.

(E) Attaque nucléophile de I’'azote déprotoné sur le groupement méthyle du SAM.

(F) Production d’arginine diméthylée et de SAH.
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CHAPITRE VI - OUVERTURE AUX AUTRES PRMT

Afin d’appliquer la stratégie développée pour CARM1 a d’autres PRMT, notre équipe a
démarré I’étude de deux autres membres de la famille : PRMT5 qui est une PRMT de type I, et
PRMT6 qui est une PRMT de type | [53]. Au début du projet, les structures de ces protéines
étaient encore inconnues. Les travaux réalisés sur ces deux PRMT ont permis la détermination
a moyenne résolution (3,3 A et 4,3 A) de la structure de PRMT5 seule et en complexe avec un
de ses partenaires (MEP50), ainsi que la détermination a trés haute résolution (de 1,34 A a
2,19 A) de la structure de PRMTS.

A. PRMT5

Contrairement a CARM1, PRMT5 est une PRMT de type I, et catalyse la formation
d’arginine diméthylée symétrique. La résolution de sa structure pourrait donc permettre de
mettre en évidence ce qui différencie les PRMT de type | des PRMT de type Il. Dans son
contexte biologique, PRMT5 fait partie d’un complexe protéique appelé méthylosome, dans
lequel PRMT5 est associée a la protéine MEP50, ainsi qu’a un autre partenaire variable
gouvernant sa spécificité de substrat [110, 112, 115]. Nous avons donc poussé les études

structurales dans ce sens, afin de caractériser 'interaction entre PRMT5 et ses partenaires.

Il a été montré que chez les plantes PRMT5 participe a la floraison et est nécessaire au
passage de la phase végétative a la phase reproductive des végétaux. En plus de la protéine
PRMT5 humaine, nous nous sommes donc également intéressés a la protéine PRMT5 chez
Arabidopsis thaliana. Contrairement a la protéine PRMT5 humaine dont I'activité est faible en
absence de MEP50 [156], il a été montré que la protéine PRMT5 d’A. thaliana est totalement
active seule [246]. La résolution de la structure de la protéine PRMT5 d’A. thaliana pourrait

donc permettre d’expliquer la différence de fonctionnement entre ces deux homologues.

1. CARACTERISATION STRUCTURALE DE LA PROTEINE PRMT5 D’ARABIDOPSIS
THALIANA

a. Matériel et méthodes
% Clonage, expression et purification

La protéine PRMT5 d’A. thaliana (AtPRMT5) a été produite dans des cellules de la
souche BL21(DE3) d’E. coli sous forme de fusion avec une étiquette poly-histidine et un site de
coupure TEV a son extrémité amino-terminale. L'expression de la protéine a été induite
18 heures a 18°C avec 1 ng.ml-' d’IPTG dans du milieu LB. Les cellules ont ensuite été

récoltées par centrifugation a 4000 g et re-suspendues dans du tampon de lyse contenant
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50 mM TrisHCI pH8,0, 300 mM NaCl, 5% Glycérol, 0,01% NP40. Aprés sonication et
centrifugation a 30000 g pendant 45 minutes, le surnageant a été incubé 2 heures a 4°C avec
3 ml de résine NiNTA superflow (Qiagen®), puis chargé sur une colonne Econo (Bio-Rad®).
Apres lavage avec 10 ml de tampon de lyse, les billes ont été re-suspendues dans 2 ml de ce
méme tampon et incubées pendant 16 heures a température ambiante avec 10000 unités de
TEV. Apres élution de la protéine coupée avec du tampon de lyse, les fractions contenant la
protéine ont été identifiées par mesure de I'absorbance a 280 nm et rassemblées, afin d’étre
chargée sur une colonne échangeuse d’anions HiTrap Q-HP 5 ml (GE Healthcare®)
préalablement équilibrée avec du tampon A (20 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 5%
Glycérol, 2 mM TCEP). Une fois la protéine éluée par gradient de sels, les fractions contenant
AtPRMT5 ont été rassemblées et concentrées afin d’étre injectées sur une colonne HiLoad
16/60 Superdex 200 (GE Healthcare®) équilibrée auparavant avec du tampon contenant 20 mM
TrisHCI pH 8,0, 100 mM NaCl et 2 mM TCEP. Enfin, les fractions contenant la protéine ont été
rassemblées et concentrées sur Amicon Ultra avec une limite d’exclusion de 50 kDa (Amicon

Ultra 50) (Millipore®) jusqu’a une concentration de 4,5 mg.ml-.

< Cristallisation

Le criblage des conditions de co-cristallisation avec 1 mM SFG (Sigma-Aldrich®) a été
réalisé par diffusion de vapeur en goutte assise. Les gouttes ont été préparées en mélangeant
des volumes équivalents (200 nl + 200 nl) des solutions protéiques et de cristallisation grace a
un robot Mosquito (TTP Labtech). Les premiers essais de cristallisation ont été réalisés en
utilisant des matrices commerciales de 96 solutions d'agents précipitants (Classics, Index,
JCSG, The Pegs et Wizard). Des pistes ont rapidement été obtenues dans différents PEG. Les
boites de cristallisation ont été placées dans une enceinte de stockage Rock Imager
(Formulatrix) tempérée a 20°C, permettant une observation périodique des gouttes de
cristallisation. Les hits initiaux ont été affinés par diffusion de vapeur en gouttes suspendues
(1 pl + 1 pl) en faisant varier la nature des PEG, les sels et les tampons. Des cristaux de taille
intéressante ont été obtenus dans des gouttes dont la solution de cristallisation contenait
100 mM MES pH 6,5, 200 mM Na-citrate, 10-14% PEG20000 et 5% Glycérol.

% Collecte des données de diffraction aux rayons X et résolution de la structure

En préparation a la collecte de données, les cristaux ont été congelés dans I'azote
liquide. Malgré des soucis dus a la valeur élevée d’un des paramétres de maille, un jeu de
données a pu étre collecté a 3,3 A au synchrotron SLS (Villigen, Suisse) & partir d’un cristal
orienté de maniére a ce que la rotation au cours de la collecte se fasse autour du grand axe.
Les données de diffraction collectées ont été traitées avec le programme HKL2000 [221]. Le
cristal appartient au groupe d’espace P3121 (a= 107,9 A, b= 107,9 A, ¢ =287,0 A), avec 2

molécules d’AtPRMT5 dans I'unité asymétrique. Peu apres I'obtention du jeu de données, la
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structure de PRMT5 de Caenorhabditis elegans (CePRMTS5) a été publiée par une autre équipe
[155]. La structure d’AtPRMT5 a donc été résolue par remplacement moléculaire a partir de
cette structure (PDB : 3UA3). Les différents cycles de construction du modele et d’affinement
ont été réalisés grace aux logiciels COOT [247] et PHENIX [224]. Les statistiques de cette

structure sont décrites en annexes.

b. Structure de la protéine PRMT5 d’Arabidopsis thaliana a moyenne résolution

En plus du domaine catalytique classique des PRMT, la structure d’AtPRMT5
comporte un domaine amino-terminal additionnel adoptant un repliement de type « TIM-
barrel » (Figure 67A). Le dimere observé pour AtPRMT5 dans I'unité asymétrique est stabilisé
par I'interaction entre le TIM-barrel d’un monomere et le repliement de type « Rossmann fold »
de I'autre monomere (Figure 67B). L'organisation dimérique de PRMT5 est donc différente de
celle précédemment observée pour les autres PRMT, puisqu’elle n’implique pas le bras de
dimérisation. Dans la structure de C. elegans publiée par Sun et collaborateurs [155], la boucle
du bras de dimérisation est beaucoup plus longue, les deux bras viennent donc interagir entre
eux, obturant la cavité centrale du dimeére (Figure 68A). Des interactions supplémentaires
peuvent également étre observées entre le bras de dimérisation d’'un monomere et le TIM-

barrel de I'autre monomere (Figure 68B).

Figure 67 - Structure de la protéine PRMT5 d’Arabidopsis thaliana (3,3 A)

Figures issues de la structure AtPRMTS5 résolue a 3,3 A avec un Ryee de 23,9% (statistiques présentées en annexes).
Les motifs I, I, lll et IV caractéristiques des PRMT sont représentés en rouge, les hélices amino-terminales en rose, le
Rossmann fold en jaune, le tonneau B en vert et le bras de dimérisation en bleu. Le domaine amino-terminal est
représenté en cyan et la SFG en blanc.

(A) Organisation générale du monomere.

(B) Organisation générale du dimeére, retrouvé dans |'unité asymétrique.
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Figure 68 - Structure de la protéine PRMT5 de Caenorhabditis elegans [155]

Figures issues de la structure 3UA3 (PDB). Les motifs |, Il, Il et IV caractéristiques des PRMT sont représentés en
rouge, les hélices amino-terminales en rose, le Rossmann fold en jaune, le tonneau B en vert et le bras de dimérisation
en bleu. Le domaine amino-terminal est représenté en cyan et la SAH en blanc.

(A) Organisation générale du monomere.

(B) Organisation générale du dimére, retrouvé dans I'unité asymétrique.

Alors que I'organisation sous forme de dimére peut étre observée dans I'unité
asymétrique, il est possible de reconstituer un tétramere par symétrie, consistant en
I’empilement de 2 dimeres. La formation du tétramére implique de nombreuses interactions
polaires et hydrophobes entre les TIM-barrel et les domaines catalytiques des monomeres
adjacents le long des axes a et b. Peu d’interactions participent a I’empilement des dimeres le
long de I'axe ¢, ce qui explique les problemes de collecte auxquels nous avons dd faire face :
les faibles interactions entre les molécules le long du grand axe rendent les cristaux fragiles a

ce niveau.

Malgré un domaine amino-terminal supplémentaire et une organisation en dimére
différente, le repliement global et le positionnement relatif du Rossmann fold et du tonneau B
formant le domaine catalytique d’AtPRMT5 sont similaires a ceux des PRMT de type | dont la
structure a déja été résolue. L'hélice aY et la boucle qui la précéde sont positionnée de
maniére a emprisonner le cofacteur (ou ici la SFG) : la partie adénosine est stabilisée par des
interactions avec I'acide aspartique D426, tandis que les groupements hydroxyle de la partie
ribose forment des liaisons hydrogénes avec I'acide glutamique E398 et la tyrosine Y330. De
son cété, la partie méthionine est stabilisée par son groupement carboxylate grace a la
tyrosine Y340 et a la lysine K339 (Figure 69). Alors que les acides glutamiques responsables de
la stabilisation de I’arginine substrat (E442 et E451) sont également retrouvés chez les PRMT
de type |, certains résidus spécifiques aux PRMT de type Il peuvent étre observés (F333, K339,
S446, S583, respectivement substitués par M, R, Y et H chez les PRMT de type I). Dans leurs
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travaux sur CePRMT5, Sun et collaborateurs ont montré que la mutation de la phénylalanine
F379 (équivalente de F333 chez AtPRMT5) en méthionine (retrouvée chez les PRMT de type |)
permet a I'enzyme de catalyser a la fois la formation d’arginine diméthylée symétrique et
asymétrique [155]. Ces résidus spécifiques aux PRMT de type Il sont donc probablement
responsables de la spécificité de réaction de diméthylation. Cependant, des études
supplémentaires sont nécessaires pour comprendre ce qui différencie précisément les PRMT
de type | des PRMT de type Il.

Figure 69 - Site catalytique de la protéine PRMT5 d’Arabidopsis thaliana occupé par de la SFG
Figure issue de la structure AtPRMT5 résolue a 3,3 A avec un Riee de 23,9% (statistiques présentées en annexes). Les
résidus d’AtPRMT5 formant le site actif sont représentés en blanc, tandis que la SFG est représentée en cyan.

2. CARACTERISATION STRUCTURALE DU COMPLEXE PRMT5/MEP50 HUMAIN

a. Matériel et méthodes
< Clonage, expression et purification

La protéine PRMT5 humaine (hPRMT5) a été co-exprimée avec son partenaire MEP50
(hMEP50) en cellules d’insecte Sf21 grace au systeme baculovirus sous forme de fusion avec
la GST et un site de coupure TEV a son extrémité amino-terminale. Les cellules ont été
récoltées 48 heures apres infection par centrifugation a 350 g et re-suspendues dans du
tampon de lyse contenant 50 mM TrisHCI pH 8,5, 300 mM NaCl, 5% Glycérol, 10 mM DTT et

0,01% NP40. Aprés sonication et centrifugation a 30000 g pendant 30 minutes, le surnageant
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a été incubé 2 heures a 4°C avec 2 ml de résine glutathion-sépharose (« Glutathion Sepharose
4B » de GE Healthcare®), puis chargé sur une colonne Econo (Bio-Rad). Aprés 2 lavages
consécutifs avec 10 ml de tampon de lyse, les billes ont été re-suspendues dans 2 ml de ce
méme tampon et incubées pendant 16 heures a température ambiante avec 4000 unités de
TEV. Apres élution de la protéine coupée avec du tampon de lyse, les fractions contenant la
protéine ont été identifiées par mesure de I'absorbance a 280 nm et rassemblées, afin d’étre
chargée sur une colonne échangeuse d’anion HiTrap Q-HP 5 ml (GE Healthcare®)
préalablement équilibrée avec du tampon A (20 mM TrisHCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 5%
Glycérol, 10 mM DTT). Une fois la protéine éluée par gradient de sels, les fractions contenant le
complexe hPRMT5/hMEP50 ont été rassemblées et concentrées afin d’étre injectées sur une
colonne GF Superose 6 (GE Healthcare®) équilibrée auparavant avec du tampon contenant
20 mM TrisHCI pH 8,0, 200 mM NaCl 5% Glycérol et 10 mM DTT. Enfin, les fractions contenant
la protéine ont été rassemblées et concentrées sur Amicon Ultra 50 (Millipore®) jusqu’a une

concentration de 3,25 mg.ml-".

< Cristallisation

Le criblage des conditions de co-cristallisation avec 0,5 mM SAH (Sigma-Aldrich®) a
été réalisé par diffusion de vapeur en goutte assise. Les gouttes ont été préparées en
mélangeant des volumes équivalents (200 nl + 200 nl) des solutions protéiques et de
cristallisation grace a un robot Mosquito (TTP Labtech®). Les boites de cristallisation ont été
placées dans une enceinte de stockage Rock Imager (Formulatrix®) tempérée a 20°C,
permettant une observation périodique des gouttes de cristallisation. Les premiers essais de
cristallisation ont été réalisés sur le complexe purifié en utilisant des matrices commerciales de
96 solutions d'agents précipitants (Classics, Index, JCSG), ainsi que des cribles systématiques
de concentrations croissantes en différents PEG (PEG 1500, PEG 3350 et PEG 8000), a des pH
différents (6, 7, 8 et 9) et a des concentrations croissantes en NaCl. Un grand nombre d'essais
a da étre effectué avant que des microcristaux aient pu étre obtenus en PEG 3350 a pH 7,0 en
présence de 200 mM de NaCl. Les hits initiaux ont été affinés par diffusion de vapeur en
gouttes suspendues (1 ul + 1 pl) en variant la température de cristallisation, ainsi qu’en ajoutant
divers additifs et en modifiant la concentration en protéine. Des cristaux de taille intéressante
ont été obtenus dans des gouttes dont la solution de cristallisation contenait 100 mM BTP
pH 7,0, 200 mM NaCl, 13% PEG3350, 5% Glycérol et 20 mM TCEP.

% Collecte des données de diffraction aux rayons X et résolution de la structure

En préparation a la collecte de données, les cristaux ont été congelés dans I'azote
liquide apres avoir été trempés dans la solution de cristallisation complémentée par 15%
PEG400 comme agent cryo-protecteur. Un jeu de données a pu étre collecté a 4,3 A a 'ESRF

(Grenoble) sur la ligne de lumiere ID29, et les données de diffraction ont été traitées avec le
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programme HKL2000 [221]. Le cristal appartient au groupe d’espace H32 (a= 190,9 A,
b=190,9 A, c= 3948 A), avec une molécule du complexe hPRMT5/hMEP50 dans I'unité
asymeétrique. La structure du complexe a été résolue par remplacement moléculaire a partir de
modeles des domaines amino-terminal et catalytique de la protéine hPRMT5, définis a partir
de la structure précédemment résolue de CePRMT5. Des essais de remplacements
moléculaires ont également été réalisés avec un modele de hMEP50, défini a partir d’un
domaine WDR (« WD-repeat »), mais ceux-ci ont été peu concluant. Les différents cycles de
construction du modéle et d’affinement ont été réalisés grace aux logiciels COOT [247] et
PHENIX [224]. Les statistiques pour les différents jeux sont décrites en annexes. Entre le début
des essais de cristallisation et la résolution de la structure du complexe hPRMT5/hMEP50,
celle-ci a été publiée a plus haute résolution (2,06 A) par une autre équipe [156]. Lutilisation de
la structure publiée comme modeéle (PDB : 4GQB) a permis de nettement améliorer les cartes
de densité électronique. Notre structure du complexe hPRMT5/hMEP50 montre une

organisation identique a celle de la structure publiée par Antonysamy et collaborateurs.

b. Structure du complexe PRMT5/MEP50 humain a moyenne résolution

Comme pour AtPRMT5 et CePRMT5, une organisation en tétramere, impliquant 2
dimeres, est retrouvée par symétrie pour le complexe hPRMT5/hMEP50, avec MEP50 disposé
au niveau de la surface extérieure du tétramere (Figure 70A et 70B). En plus des interactions
entre le TIM-barrel d’'un monomere et le domaine catalytique d’un autre monomere
(Figure 70C), le dimere de hPRMTS5 est stabilisé par des ponts salins entre I’arginine R488 d’un
monomere, et 'aspartate D491 de I'autre monomére (Figure 70D). Ainsi, les boucles d’un
dimere s’empilent avec les boucles équivalentes de l'autre dimére adjacent, au cceur du

tétramere (Figure 70C).
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Figure 70 - Oligomérisation du complexe PRMT5/MEP50 humain

Figures issues de la structure hPRMT5/hMEP50 résolue a 4,3 A avec un Reee de 39,5% (statistiques en annexes).

(A) Tétramere reconstitué par symétrie, vu de face. Cette orientation met en évidence la formation du tétramere a partir
de 2 dimeres empilés. Pour chaque dimeére, un monomeére est représenté en bleu (domaine catalytique en bleu clair,
domaine amino-terminal en bleu marine, MEP50 en bleu foncé) et I'autre en violet (domaine catalytique en rose,
domaine amino-terminal en pourpre, MEP50 en violet).

(B) Tétrameére reconstitué par symétrie, vu de coté. Cette orientation met en évidence les contacts entre monomeres
équivalents des deux dimeres, retournés dos-a-dos.

(C) Dimére reconstitué par symétrie.

(D) Ponts salins entre I'arginine R488 de la boucle du bras de dimérisation d’un monomeére et 'aspartate D491 de
I'autre.

La protéine MEP50 adopte la structure classique des domaines WDR en forme de « B-
propeller », composée de 6 feuillets a 4 brins B antiparalleles et d’un dernier feuillet comportant
seulement 3 brins. MEP50 interagit avec les boucles situées entre le brin B2 et I’hélice a2, ainsi
qu’entre le brin B5 et I'nélice a5 du TIM-barrel par la face ou se situent les boucles liants les
brins extérieurs des feuillets aux brins intérieurs des feuillets suivants (Figure 71). Dans la

structure d’AtPRMT5, ou MEP50 est absent, la boucle B5-a5 du TIM-barrel n’est pas définie et

la boucle B2-a2 interagit elle avec I'autre monomere.
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Figure 71 - Structure du complexe PRMT5/MEP50 humain (4,3 A)

Figure issue de la structure hPRMT5/hMEP50 résolue a 4,3 A avec un Riee de 39,5% (statistiques en annexes). Les
motifs I, Il, Il et IV caractéristiques des PRMT sont représentés en rouge, les hélices amino-terminales en rose, le
Rossmann fold en jaune, le tonneau B en vert et le bras de dimérisation en bleu. Le domaine amino-terminal est
représenté en cyan, MEP50 en violet et la SFG en blanc.

Au niveau du site catalytique, le cofacteur est ancré de la méme maniere que pour
AtPRMTS5 : la partie adénine est stabilisé par I'aspartate D419, la partie ribose par le glutamate
E392 et la tyrosine Y324, et enfin la partie méthionine par la tyrosine Y334 (Figure 72B). La
structure publiée par Antonysamy et collaborateurs [156] présente également un peptide dérivé
de I'extrémité amino-terminale de I'histone H4 li¢ au complexe PRMT5/MEP50 (Figure 72A).
Cette structure met en évidence un sillon a la surface du tonneau B du site catalytique de
hPRMT5 ou vient se loger le peptide. La majeure partie des interactions entre le peptide
substrat et hPRMT5 se fait par des liaisons hydrogene entre les groupements carbonyle et les
groupements amine des chaines principales. La chaine latérale de I'arginine substrat pénétre
elle dans un tunnel étroit donnant accés au site actif, dont I’entrée est formée par la leucine
L312, la phénylalanine F327 et le tryptophane W579 (Figure 72B). Des liaisons hydrogene entre
les acides glutamiques E435 et E444 et le groupement guanidinium de I'arginine permettent de
positionner cette derniére correctement pour que le transfert du groupement méthyle depuis le
cofacteur puisse avoir lieu (Figure 72B). La présence de la phénylalanine F327 restreint
I’espace autour de I'atome d’azote devant étre déprotoné par le glutamate E435, empéchant la
présence a cet endroit d’'un azote méthylé, et favorisant ainsi la formation d’arginine
diméthylée symétrique. Ces données confirment le modéle mécanistique de la méthylation

présenté précédemment pour CARM1.
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Figure 72 - Reconnaissance d’un peptide substrat issu de I’histone H4 par le complexe PRMT5/MEP50 humain
[156]

Figures issues de la structure 4GQB (PDB) [156].

(A) Structure du complexe hPRMT5/hMEP50/peptide. Les motifs |, Il, Ill et IV caractéristiques des PRMT sont
représentés en rouge, les hélices amino-terminales en rose, le Rossmann fold en jaune, le tonneau B en vert et le bras
de dimérisation en bleu. Le domaine amino-terminal est représenté en cyan, MEP50 en violet, le peptide dérivé de
I’extrémité amino-terminale de I’histone H4 en magenta et le composé A9145C (analogue de la SFG) en blanc.

(B) Les résidus de hPRMT5 formant le site actif sont représentés en blanc, tandis que le composé A9145C est
représenté en cyan et I'arginine substrat en magenta.

La structure de PRMT5 en complexe avec MEP50 ne permet pas d’expliquer pourquoi
PRMT5 est plus active en présence de son partenaire [156]. En effet, I'organisation structurale
de PRMT5 est la méme dans les structures d’AtPRMT5 et CePRMT5 seuls et de hPRMT5 en
complexe avec hMEPS50. Il est possible que MEP50 ne soit pas impliqué dans la structuration

du domaine catalytique, mais plutét au niveau du recrutement du substrat ou de partenaires

additionnels.
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B. ETUDE STRUCTURALE DE LA PROTEINE PRMT6

1. MATERIEL ET METHODES

a. Clonage, expression et purification

Le gene de la protéine PRMT6 de souris (MPRMT6) a été cloné dans un vecteur pnEA-
vHis [248] et utilisé pour transformer des cellules de la souche BL21(DE3)-pRARE2 d’E. coli.
L'expression de la protéine a été induite pendant 4 heures a 37°C avec 0,1 mM d’IPTG dans du
milieu LB. Les cellules ont été récoltées par centrifugation et re-suspendues dans du tampon
de lyse contenant 50 mM TrisHCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 2 mM B-mercaptoéthanol et 20 mM
Imidazole pH 8,0, complémenté avec 1 mM PMSF. Aprés sonication, le lysat a été centrifugé a
40000 g pendant 25 minutes a 4°C. Pour chaque litre de culture, le surnageant a été incubé
1 heure a 4°C avec 0,5 ml de résine NiNTA superflow (Qiagen®), puis chargé sur une colonne
Econo (Bio-Rad®). Aprés lavage avec 10 volumes colonne de tampon de lyse, la protéine liée a
été éluée avec 5 volumes colonne de tampon de lyse complémenté par 500 mM Imidazole
pH 8,0. Les fractions contenant la protéine recombinante ont été identifiées par la méthode de
Bradford, rassemblées et complémentées avec de la TEV. L’échantillon a été dialysé avec une
membrane de limite d’exclusion 12-14 kDa (Spectrum®) dans 1 litre de tampon contenant
50 mM TrisHCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 7 mM B-mercaptoéthanol et 1 mM EDTA pendant
16 heures a 4°C. L’échantillon dialysé a ensuite été chargé sur une colonne HiLoad 16/60
Superdex 200 (GE Healthcare®) préalablement équilibrée avec du tampon contenant 20 mM
TrisHCI pH 8,0, 150 mM NaCl et 1 mM DTT. Pour finir, la protéine a été concentrée sur Amicon
Ultra avec une limite d’exclusion de 10 kDa (Amicon Ultra 10) (Millipore®) jusqu’a une
concentration de 5 mg.ml-'. Les échantillons ont soit été utilisés directement, soit congelés

dans I'azote liquide par aliquotes de 25 pl et stockés a -80°C.

b. Cristallisation

Le criblage des conditions de cristallisation a été réalisé par diffusion de vapeur en
goutte assise. Les gouttes ont été préparées en mélangeant des volumes équivalents (200 nl +
200 nl) des solutions protéiques et de cristallisation grace a un robot Mosquito (TTP Labtech®).
Les boites de cristallisation ont été placées dans une enceinte de stockage Rock Imager
(Formulatrix®) tempérée a 20°C, permettant une observation périodique des gouttes de
cristallisation. Les hits initiaux ont été affinés par diffusion de vapeur en gouttes suspendues
(1 pl + 1 pl). De gros cristaux (0,4 x 0,2 x 0,2 mm?3) ont été obtenus au bout de 3 semaines dans
des gouttes dont la solution de cristallisation contenait soit 100 mM TrisHCI pH 7,5 soit
100 mM HEPES-NaOH pH 8,0 comme tampon, 200 mM MgCl2> ou CaCl. comme sel, et 20%
PEG1500, PEG3350 ou PEG6000 comme agent précipitant. Des essais de co-cristallisation
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ont été réalisés avec du SAH et de la SFG (Sigma Aldrich) pour des concentrations finales en
ligand de 1 mM. Pour obtenir la structure de la forme réduite de PRMTS, la concentration en

DTT de la solution protéique a été augmentée jusqu’a 5 mM.

c. Collecte des données de diffraction aux rayons X et résolution de la structure

En préparation a la collecte de données, les cristaux ont été trempés dans la solution
de cristallisation complémentée par 15% PEG400 comme agent cryo-protecteur et congelés
dans I'azote liquide. Les jeux de données ont été collectés soit sur la ligne Proxima1 a SOLEIL
(Gif-sur-Yvette) équipée d’un détecteur PILATUS 6M (Dectris), soit sur la ligne ID23-2 a I'ESRF
(Grenoble) équipée d’'un détecteur MAR CCD-225 (Mar Research), et traités avec le
programme autoPROC [249]. Les cristaux appartiennent au groupe d’espace 141, avec une
molécule de PRMT6 par unité asymétrique lorsqu’un pont disulfure est présent, ou au groupe
d’espace P21212 avec 2 molécules de PRMT6 dans I'unité asymétrique pour la forme réduite.
Les structures ont été résolues par remplacement moléculaire a partir de la structure de
CARM1 (PDB : 3B3F) privée de son bras de dimérisation. Les différents cycles de construction
du modele et d’affinement ont été réalisés grace aux logiciels COOT [247] et PHENIX [224].

Les statistiques pour les différents jeux sont décrites en annexes.

2. STRUCTURE DE LA PROTEINE PRMT6 DE SOURIS A TRES HAUTE
RESOLUTION

Différentes structures de la protéine PRMT6 de souris entiére ont pu étre résolues,
seule ou en complexe avec du SAH ou de la SFG (statistiques en annexes). La séquence de la
protéine de souris est trés proche de la séquence de la protéine humaine, avec 91,5%
d’identité. Dans toutes les structures résolues, les résidus 1 a 41 ne sont pas visibles
(Figures 73A et 74A), car I'extrémité amino-terminale se dégrade spontanément. Ceci a été
confirmé par I'analyse d’une digestion partielle en spectrométrie de masse, qui a mis en
évidence un fragment stable correspondant aux résidus 42 a 378 de PRMT®6. Les structures de
PRMT®6 révélent une organisation du domaine catalytique similaire a celle des autres PRMT :
un domaine de type Rossmann-fold a I'extrémité amino-terminale, suivi d’un tonneau B
associé a un bras de dimérisation d’une soixantaine de résidu, inséré entre les brins 36 et 37

du tonneau B (Figures 73A et 74A).

Dans la majorité des structures, I'association de PRMT6 sous forme de dimére peut
étre reconstituée par symétrie (Figure 73B). Ce dimére présente un pont disulfure entre la
cystéine C53 du domaine de type Rossmann-fold d’'un monomeére, et la cystéine C232 du bras
de dimérisation de I'autre monomére (Figure 73C), empéchant la formation de I'hélice aX

(Figure 73A). Lorsque la concentration en agent réducteur est augmentée, le pont disulfure ne
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se forme pas et I’hélice aX vient se replier sur la poche de fixation du cofacteur (Figure 74A).
Ceci n’empéche pas pour autant I'association de PRMT6 sous forme de dimeére (Figure 74B).
Pour la forme réduite de PRMT®6, le dimére est par ailleurs directement visible dans I'unité

asymeétrique.

Figure 73 - Structure de la forme non-réduite la protéine PRMT6 de souris 1,6 A

Figures issues de la structure PRMT6_SFG résolue & 1,6 A avec un Ries de 18,6% (statistiques en annexes). Les motifs
I, II, 1l et IV caractéristiques des PRMT sont représentés en rouge, les hélices amino-terminales en rose, le Rossmann
fold en jaune, le tonneau B en vert et le bras de dimérisation en bleu. La SFG est représentée en cyan.

(A) Organisation générale du monomere.

(B) Organisation générale du dimére, reconstitué par symétrie.

(C) Mise en évidence du pont disulfure stabilisant le dimére entre I’hélice aX d’un monomere et I’'hélice aG de I'autre.
La densité électronique 2Fo-Fc est représentée autour des deux cystéines (C53 et C232) avec un contourage a 1,0 o.

Figure 74 - Structure de la forme réduite la protéine PRMT6 de souris (1,6 A)

Figures issues de la structure PRMT6_SFG_réduite résolue a 1,6 A avec un Riee de 20,3% (statistiques en annexes).
Les motifs I, I, lll et IV caractéristiques des PRMT sont représentés en rouge, les hélices amino-terminales en rose, le
Rossmann fold en jaune, le tonneau B en vert et le bras de dimérisation en bleu. La SFG est représentée en cyan.

(A) Organisation générale du monomere.

(B) Organisation générale du dimére, retrouvé dans I'unité asymétrique.
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En absence de pont disulfure, les tyrosines Y50 et Y54 de I’'hélice aX permettent de
stabiliser le glutamate E167 et de I'orienter vers la poche de fixation de I'arginine substrat
(Figure 75A). Dans le cas des structures ou le pont disulfure entre I'hélice aY et le bras de
dimérisation est présent, I'hélice aX n’est pas présente et la stabilisation du glutamate E167
par les tyrosines Y50 et Y54 ne peut pas se faire (Figure 75B). L'orientation du glutamate E167
étant essentielle au mécanisme catalytique, ceci montre que la formation du pont disulfure

induit une conformation non-physiologique.

.?

Figure 75 - Importance de ’hélice aX pour la formation de la poche de I’arginine substrat

Les résidus de PRMTG6 formant le site actif sont représentés en blanc, tandis que la SFG est représentée en cyan.

(A) Organisation du site catalytique de la forme réduite de PRMT6 en présence de SFG. Figure issue de la structure
PRMT6_SFG_réduite résolue a 1,6 A avec un Rres de 20,3% (statistiques en annexes).

(B) Organisation du site catalytique de la forme non-réduite de PRMT6 en présence de SFG. Figure issue de la
structure PRMT6_SFG résolue a 1,6 A avec un Riee de 18,6% (statistiques en annexes).

De maniére intéressante, en absence de cofacteur (SFG ou SAH), un atome de calcium
ou de magnésium (en fonction des conditions de cristallisation) totalement hydraté vient se

placer au niveau du glutamate E158 et permet de stabiliser le site catalytique (Figure 76).

Figure 76 - Stabilisation de mPRMT6 sous sa forme apo par un ion magnésium hydraté

Les résidus de PRMT6 formant le site actif sont représentés en blanc, tandis que I'ion magnésium et les molécules
d’eau qui I'entourent sont respectivement représentés en vert et rouge. Figure issue de la structure PRMT6_apo
résolue a 1,6 A avec un Riee de 19,5% (statistiques en annexes).
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En comparaison aux autres PRMT, le dimére de PRMT6 semble assez « ouvert », avec
une cavité centrale large (Figure 77A). Contrairement a PRMT10, dont la largeur de la cavité
centrale est due a la longueur de son bras de dimérisation, il semblerait que pour PRMT6
I’ouverture du dimere soit plutét due a I’orientation de ce bras, qui s’écarte beaucoup plus du

coeur catalytique en comparaison aux autres PRMT (Figure 77B).

Figure 77 - Cavité dimérique importante de PRMT6 due a I'orientation de son bras de dimérisation

(A) Organisation générale du dimére, retrouvé dans I'unité asymétrique.

(B) La superposition des domaines catalytiques des différentes PRMT dont la structure a été résolue met en évidence
une orientation variable du bras de dimérisation d’'une PRMT a I'autre. Figure issue des structure 10RI pour rPRMT1
(en jaune), 1F3L pour rPRMTS3 (en rose clair), 3B3F pour mCARM1 (en bleu clair), 4GQB pour hPRMT5 (en rose foncé),
PRMT6_SFG_réduite pour PRMT6 (en orange) et 3ROQ pour PRMT10 (en vert clair).

Les travaux qui ont été menés sur PRMT6 ont permis la résolution de la structure de
souris a tres haute résolution, seule ou en complexe avec différents ligands, comme le SAH et
la SFG. Ces données a haute résolution pourront servir de modéle pour le développement
rationnel de nouveaux inhibiteurs, visant spécifiquement PRMT6. Etant donné la facilité de
cristallisation de la protéine et les données a haute résolution gu’il est possible d’obtenir, le
développement de nouveaux ligands pourra également étre réalisé par criblage de banques de
petits fragments, afin d’explorer d’autres poches de la protéine que celles fixant le cofacteur et

I’arginine substrat.
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Conclusions et perspectives






CHAPITRE VIl - CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les PRMT sont impliquées dans divers processus biologiques, comme la transcription,
la traduction, la transduction du signal, I’épissage des ARNm ou encore la réparation de I’ADN.
La dérégulation de ces mécanismes a été impliquée dans un ensemble de maladies telles que
certains cancers, la compréhension a I’échelle atomique du mode d’action des PRMT est
importante a la fois au niveau fondamental, mais également a des fins pharmacologiques. Bien
que les PRMT soient au cceur de nombreuses études, et que plusieurs structures de PRMT
aient été résolues par diffraction aux rayons X, le mode de reconnaissance et de méthylation
des substrats a été peu caractérisé au niveau structural. La faible stabilité des complexes
impliquant ces enzymes et leurs substrats et le comportement des PRMT sous forme de gros

oligomeéres en solution est probablement a I'origine de ces difficultés.

Mes travaux de thése ont comporté deux objectifs scientifiques majeurs : (i) révéler a
I’échelle atomique les liens de coopérativité liant I'activité de méthylation et les
reconnaissances macromoléculaires dans lesquelles la protéine CARM1 est impliquée, (ii)
découvrir des modulateurs de CARM1 pouvant donner lieu au développement d’inhibiteurs
spécifiques. Dans ce but, mes travaux ont comporté deux aspects : des études structurales
par diffraction des rayons X sur des monocristaux et des études biophysiques sur les
interactions entre CARM1 et ses substrats (ou analogues de substrats). Afin d’étendre les
travaux développés pour CARM1 a d’autres PRMT, nous avons également étudié les protéines
PRMT5 et PRMT6.

Afin de palier au probleme de faible affinité des complexes PRMT/substrat, notre
approche a été de concevoir et synthétiser des analogues du SAM et des mimes de I'état de
transition, ou un substrat est li¢ de maniere covalente a un analogue du cofacteur SAM, en
combinant chimie, modélisation moléculaire et cristallographie aux rayons X. Trois classes de
ligands ont ainsi été synthétisés et testés : (i) des analogues du SAM, (i) des mimes SAM-
arginine, (iii) des mimes SAM-peptide. Au cours de ces études, un total de 56 composé a été
congu et synthétisé, 51 ont été caractérisés fonctionnellement sur CARM1 (et dans certains
cas PRMT1), 28 ont été poussés jusqu’a I’étape de co-cristallisation avec CARM1, permettant
I'obtention de la structure de 13 d’entre eux (résolutions allant de 2,0 A & 2,7 A). Seulement la
moitié des composés co-cristallisés ont pu aboutir a une structure car nous avons été
confrontés a deux probléemes. Le premier concerne la qualité globalement médiocre des
cristaux de CARM1. Pour tous les cristaux produits, les expériences de diffraction nécessitent
I'utilisation systématique du rayonnement synchrotron car la limite de diffraction est mauvaise

avec la source de rayons X de notre laboratoire. Méme avec un rayonnement synchrotron
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(ESRF (Grenoble), SOLEIL (Paris)), seuls 5 a 10 % des cristaux permettent la collecte de
données utiles a une résolution atomique. Pour un essai donné, il a fallu tester de trés
nombreux cristaux. Nous avons aussi été confrontés a des problémes de dégradation des

composeés.

Les structures de CARM1 en complexe avec des analogues du SAM qui ont pu étre
résolues nous ont permis de définir quelle était la meilleure « base » pour la conception de
mimes SAM-arginine ou SAM-peptide. Les composés développés entrant en compétition avec
le cofacteur SAM, leur affinité a été évaluée par mesure de leur capacité d’inhibition envers
I'activité de méthylation de CARM1 et de PRMT1. Grace a ces expériences, nous avons
montré que I'ajout de petites modifications chimiques aux analogues du SAM suffisent a
favoriser la sélectivité envers CARM1 plutét que PRMT1. Ces composés ont donc permis de

mettre en évidence des propriétés de reconnaissance différentes d’une PRMT a I'autre.

Afin de définir I’environnement du groupement guanidinium de I'arginine substrat dans
le site catalytique de CARM1, et ainsi de mieux comprendre la réaction de méthylation, des
mimes de I'état de transition SAM-arginine ont été concus a partir des analogues du SAM
décrits précédemment, synthétisés et caractérisés fonctionnellement et structuralement avec
CARM1. Les structures qui ont pu étre résolues mettent en évidence une stabilisation du
groupement guanidinium de la chaine latérale de I’arginine substrat par les glutamates E258 et
E267 du site catalytique de CARM1.

Pour caractériser les interactions entre CARM1 et un substrat au niveau du site de
méthylation, une 3¢ classe de ligands, les mimes SAM-peptides, a été développée. Des
analogues du SAM comportant une extrémité réactive ont été congus a partir des
connaissances que nous avions déja acquises grace aux analogues du SAM non-réactifs et
des mimes SAM-arginine. Ces analogues du SAM réactifs ont été synthétisés et caractérisés
fonctionnellement et structuralement avec CARM1. Deux types d’analogues du SAM réactifs
ont été développés : (i) des analogues du SAM électrophiles, capables de réagir avec un
arginine naturelle, ou encore une lysine ou une cystéine (qui sont aussi nucléophiles), (ii) des
analogues du SAM a fonction azoture, capables de réagir avec un acide aminé modifié portant
une fonction alcyne. Les structures qui ont été résolues nous ont permis de définir les

candidats les plus compatibles avec I’environnement du site catalytique de CARM1.

Des essais de co-cristallisation avec de petits peptides ou des acides aminés libres
ont ensuite été réalisés pour les composés réactifs ayant le meilleur potentiel. Cependant, ces
essais n‘ont pas été productifs, puisqu’aucune structure de CARM1 en complexe avec un
produit de la réaction SAM-peptide n’a pu étre résolue, soit parce qu’aucun cristal n’a pu étre

obtenu pour certains cas, soit parce que la diffraction des cristaux n’était pas de qualité
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suffisante (résolution supérieure & 3 A), ou encore parce que le peptide était absent dans les

structures obtenues.

Un ensemble de produits de la réaction entre un analogue du SAM a fonction azoture
et un peptide ou acide aminé modifié portant une fonction alcyne ont été synthétisés
chimiqguement et caractérisés fonctionnellement et structuralement avec CARM1, afin de
déterminer leur compatibilité avec I’environnement du site catalytique. La structure de deux de
ces produits de la réaction en complexe avec CARM1 a ainsi pu étre obtenue (résolutions
allant de 2,3 A a 2,4 A). Ces structures montrent que le groupement triazole des mimes SAM-
peptide vient se placer au niveau des deux glutamates E258 et E267 de CARM1. Ces
composés sont donc compatibles avec I’environnement du site catalytique. Cependant, la
ramification ajoutée a la partie SAM des composés n’est pas suffisamment longue pour sortir
de la poche de fixation de I'arginine substrat. De nouveaux essais devraient donc étre réalisés
a partir d’acides aminés modifiés a fonction alcyne avec une chaine carbonée plus longue, afin

de pouvoir atteindre la sortie de la poche.

Des expériences d’anisotropie de fluorescence et de spectroscopie de corrélation de
fluorescence (FCS) ont montré que CARM1 avait moins d’affinité pour un peptide
correspondant aux résidus 1 a 34 de I'histone H3 (H31-34 K18ac), plutét que pour un peptide
comprenant les résidus 1 a 41 (H31-41 Ki18ac). Ceci a permis de mettre en évidence
I'implication des résidus 35 a 41 de I'histone H3 dans la reconnaissance par CARM1. Ces
résultats révélent donc I’existence d’interactions a longue distance, impliquant des résidus du

substrat éloignés du site de méthylation dans la stabilisation du complexe CARM1/substrat.

Les études fonctionnelles sur CARM1 nous ont permis d’élargir nos connaissances
quant aux mécanismes de reconnaissance et de méthylation du substrat. Certains résidus de
CARM1 semblent cruciaux pour la reconnaissance du substrat. Par exemple, la mutation de
I’asparagine N266 provoque une chute de I'affinité de CARM1 pour le substrat. D’aprés les
modeéles construits a partir des structures cristallographiques de CARM1, ce résidu est
vraisemblablement impliqué dans la reconnaissance de la lysine K18 acétylée de I'histone H3,
dont la modification post-traductionnelle a été montrée comme pré-requise pour que la
méthylation de 'arginine R17 puisse avoir lieu. D’autre part, nos études de FCS montrent que
la mutation de Il'arginine R169, résidu essentiel a la fixation du cofacteur, diminue
drastiquement l'affinit¢ de CARM1 pour le substrat, indiquant que le cofacteur SAM doit se
fixer préalablement a celui-ci. Ces expériences corroborent les études réalisées précédemment
au sein de notre équipe, révélant que la fixation du cofacteur SAM est nécessaire a la

formation de la poche de fixation de I’arginine substrat.
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Concernant le mécanisme de méthylation, les travaux réalisés pendant la these de
Pierre Hassenboehler, ont mis en évidence I'implication des glutamates E258 et E267 dans la
réaction de méthylation. Les différentes structures obtenues pour les mimes SAM-arginine
confirment ceci, puisque les deux résidus participent a la stabilisation du groupement
guanidinium de I'arginine substrat. En s’appuyant sur les études publiées sur la
guanidinoacétate méthyltransférase (GAMT), un mécanisme de méthylation propre a CARM1
peut étre proposé, ou le glutamate E267 permet d’ancrer le groupement guanidinium de
I’arginine, alors que le glutamate E258 sert lui de « pompe a proton », captant I'atome
d’hydrogéne de l'azote méthylé. Concernant la 2° étape de méthylation, qui permet la
production d’arginine diméthylée asymétrique, les expériences de FCS ont révélé que CARM1
avait une moins bonne affinité pour un substrat monométhylé que pour un substrat non-
méthylé. Ces données favorisent un mécanisme de diméthylation ou le substrat ne serait pas
libéré aprés la monométhylation. La 2° réaction de méthylation nécessitant une nouvelle
molécule de SAM ainsi qu’un glutamate E258 déprotoné, et I'unité biologique de CARM1 étant
un dimere, ceci suggere que la 2° réaction de méthylation doit vraisemblablement avoir lieu

dans la 2¢ sous-unité de CARM1.

En réunissant '’ensemble des connaissances que nous avons acquis sur CARM1, nous
avons proposé un nouveau modeéle mécanistique de la reconnaissance et de la méthylation du
substrat par CARM1. Dans un premier temps, le cofacteur SAM se lierait a CARM1, permettant
une structuration supplémentaire de I’enzyme nécessaire a la formation de la poche de fixation
de larginine substrat. Le substrat peut ensuite étre recruté, grace a des interactions
spécifiques telles que la reconnaissance de la lysine K18 acétylée de I’histone H3 par
I’'asparagine N266. Une fois le substrat fixé, le transfert du premier groupement méthyle depuis
le cofacteur SAM sur I'arginine substrat peut avoir lieu dans le site catalytique du premier
monomere, catalysé par les glutamates E258 et E267. L’arginine substrat est ensuite
« transférée » vers le site catalytique du 2° monomeére pour y étre diméthylée. Apres le transfert

du 2e groupement méthyle sur I'arginine, le substrat est finalement libéré.

En plus de la protéine CARM1, les structures d’autres PRMT ont été résolues au sein
de notre équipe : PRMT5 et PRMT6. Contrairement a CARM1, PRMT5 est une PRMT de type |l
catalysant la formation d’arginine diméthylée symétrique. De plus, PRMT5 fait partie d’un
complexe appelé méthylosome, au sein duquel il est associé a la protéine MEP50, ainsi qu’a
un autre partenaire variable gouvernant sa spécificité de substrat. Nos travaux ont permis de
déterminer la structure de deux homologues de PRMT5 (chez I’humain et chez Arabidopsis
thaliana) & moyenne résolution (entre 3,3 A et 4,3 A), seule ou en complexe avec son partenaire
MEP50. Ces structures montrent un site catalytique plus contraint que celui des PRMT de type

I, ce qui explique en partie la capacité de PRMT5 a catalyser la formation d’arginine diméthylée
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symeétrique et non pas asymétrique. La résolution de la structure du complexe binaire PRMT5/
MEP50 est une premiéere étape vers la résolution de complexes impliquant PRMT5 et d’autres
protéines régulatrices. Parallélement aux études par diffraction des rayons X, des études de
microscopie ont également été réalisées. L’enveloppe du complexe obtenue (8 A) concorde
avec les données cristallographiques. Des études de complexes comprenant PRMT5 et
MEP50 qu’un ou plusieurs autres partenaires sont déja en cours, a la fois par microscopie

électronique et par cristallographie.

Plusieurs structures de la protéine PRMT6 de souris ont pu étre obtenues a haute
résolution (de 1,34 A-1.7A). PRMT6 pouvant étre produite dans E. coli, et les données de
diffraction étant de meilleure qualité que pour CARM1, PRMT6 semblerait étre un meilleur
modele d’étude que CARM1. En effet, le développement de ligands nécessite de grandes
quantités de protéine, a la fois pour la caractérisation en solution et pour la caractérisation
structurale. En comparaison a la production en cellules d’insectes par le systéme baculovirus,
la production dans E. coli est moins «demandeuse» mais également moins colteuse. De plus,
le développement de ligands nécessite une bonne qualité de données de diffraction, afin de
pouvoir déterminer les interactions participant a la stabilisation du composé, entre autre par le
biais des molécules d’eau. La stratégie et les outils qui ont été développés sur CARM1 va donc
étre étendue a PRMT6. La haute résolution des structures obtenues pour PRMT6 ouvre
également la porte au criblage de banques de petits fragments, qui nous permettra d’explorer
d’autres poches de la protéine que celles fixant le cofacteur et I'arginine substrat dans le cadre

du développement d’inhibiteurs.

Pour pallier a la nature transitoire des interactions entre les PRMT et leurs substrats, la
caractérisation structurale des interactions a longue distance pourrait étre facilitée par un
double-ancrage du peptide étudié. En plus d’étre lié de fagcon covalente a un analogue du
SAM, le peptide substrat serait également lié de fagon covalente a I’enzyme, permettant de
stabiliser doublement le complexe. Des expériences de FCS ainsi que des tests d’activité ont
également permis de montrer I'implication dans la reconnaissance et la fixation du substrat de
régions de CARM1 éloignées du centre catalytique. Une fois le double-ancrage maitrisé pour
des peptides, cette méthode pourrait étre appliquée a des substrats entiers, afin de
caractériser les interactions a « trés longue » distance, vraisemblablement nécessaires a la
spécificité de méthylation des PRMT. Cette technique pourrait permettre de caractériser I'effet
des différentes modifications post-traductionnelles auxquelles sont soumis les substrats des
PRMT (comme les histones), afin de définir la dynamique de ces modifications au cours des

processus cellulaires dans lesquels les PRMT sont impliquées.

En plus de PRMT5 et PRMT®, trois autres PRMT ont récemment commencé a étre

étudiées au sein de I'équipe : PRMT2 et PRMT8 qui sont des PRMT de type | trés proche de
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PRMT1, et PRMT7 qui est soit une PRMT de type Il ou de type lll et dont le domaine
catalytique est double. La résolution des structures de ces protéines, qui restent pour I'instant
inconnues, permettra d’avoir une image plus compléte de la famille des PRMT et de

comprendre les origines structurales de la spécificité et de la sélectivité des PRMT.
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Figure 78 - Alignement structural de plusieurs PRMT

Mis a part AQCARM1, les séquences de I'alignement sont issues des PRMT dont la structure est connue : [CaePRMT5]
protéine PRMT5 de Caenorhabditis elegans (PDB : 3UA3), [yeast_rm_1g6q] protéine HMT1 de levure (PDB : 1G6Q),
[rat_prmt1-1orh] protéine PRMT1 de rat (PDB : 10RH), [rat_prmt3_1f3l] protéine PRMT3 de rat (PDB : 1F3L),
[hnrnp_2fyt] protéine PRMT3 humaine (PDB : 2FYT), [aPRMT10] protéine PRMT10 d’Arabidopsis thaliana (PDB :
3R0Q), [NPRMTB6] protéine PRMT6 de souris dont la structure a été résolue dans notre équipe, [AgCARM1] protéine
CARM1 d’Anopheles gambiae dont la structure n’a pas été résolue, [NCARM1] protéine CARM1 de souris dont la
structure a été résolue au sein de notre équipe En-dessous des alignements la numérotation ainsi que la structure
secondaire de mCARM1 sont indiquées.
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Figure 78 - Alignement structural de plusieurs PRMT (suite)
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Figure 79 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine CARM1

Chaque séquence est identifiée par le nom de la protéine (CARM1), précédé d’une ou deux lettres codant pour
I'organisme a laquelle elle appartient : [h] Homo sapiens (humain), [m] Mus musculus (souris), [Ac] Anolis carolinensis
(lézard), [Xt] Xenopus tropicalis (grenouille), [Dr] Danio rerio (poisson zebre), [Ci] Ciona intestinalis (ascidie), [Bf]
Branchiostoma floridae (amphioxiforme), [Sp] Strongylocentrotus purpuratus (oursin), [Dm] Drosophila melanogaster
(drosophile), [At] Arabidopsis thaliana (arabette des dames). Dans le cas ou plusieurs versions de la protéine sont
présentes chez un méme organisme, celles-ci sont différenciées par une lettre a la fin de leur identifiant (typiquement A
et B).
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Figure 79 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine CARM1 (suite)
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Figure 79 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine CARM1 (suite)
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Figure 80 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine PRMT5

Chaque séquence est identifiée par le nom de la protéine (PRMT5), précédé d’une ou deux lettres codant pour
'organisme a laquelle elle appartient : [h] Homo sapiens (humain), [m] Mus musculus (souris), [Gg] Gallus gallus
(poulet), [Ac] Anolis carolinensis (Iézard), [Xt] Xenopus tropicalis (grenouille), [Dr] Danio rerio (poisson zébre), [Ci] Ciona
intestinalis (ascidie), [Bf] Branchiostoma floridae (amphioxiforme), [Sp] Strongylocentrotus purpuratus (oursin), [Dm]
Drosophila melanogaster (drosophile), [Ce] Caenorhabditis elegans (ascaris), [Nm] Nematostella vectensis (anémone de
mer), [fy] Schizosaccharomyces pombe (levure « a fission »), [by] Saccharomyces cerevisiae (levure « bourgeonnante »),
[At] Arabidopsis thaliana (arabette des dames).
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Figure 80 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine PRMT5 (suite)
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Figure 80 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine PRMT5 (suite)
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Figure 80 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine PRMT5 (suite)
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Figure 81 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine PRMT6

Chaque séquence est identifiée par le nom de la protéine (PRMT6), précédé d’une ou deux lettres codant pour
I'organisme a laquelle elle appartient : [h] Homo sapiens (humain), [m] Mus musculus (souris), [Xt] Xenopus tropicalis
(grenouille), [Dr] Danio rerio (poisson zébre), [Ci] Ciona intestinalis (ascidie), [Bf] Branchiostoma floridae
(amphioxiforme), [Sp] Strongylocentrotus purpuratus (oursin), [At] Arabidopsis thaliana (arabette des dames).
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Figure 81 - Alignement de séquences correspondants aux différents homologues de la protéine PRMT®6 (suite)
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Références
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Analogues du SAM
SA106 SA107 SA221
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SA227

SA270

SA377
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SA268

SA275

SA580

SA269

SA372

SA435

Tableau 20 - Récapitulatif des analogues du SAM et des mimes SAM/Arginine ou SAM/Peptide
Les composés sont classés en fonction de leur classe et par ordre alphabétique. Les noms accordés aux composés

sont arbitraires.
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Tableau 20 - Récapitulatif des analogues du SAM et des mimes SAM/Arginine ou SAM/Peptide (suite)
Les composés sont classés en fonction de leur classe et par ordre alphabétique. Les noms accordés aux composés

sont arbitraires.
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Analogues du SAM électrophiles
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Tableau 20 - Récapitulatif des analogues du SAM et des mimes SAM/Arginine ou SAM/Peptide (suite)
Les composés sont classés en fonction de leur classe et par ordre alphabétique. Les noms accordés aux composés

sont arbitraires.
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Tableau 20 - Récapitulatif des analogues du SAM et des mimes SAM/Arginine ou SAM/Peptide (suite)
Les composés sont classés en fonction de leur classe et par ordre alphabétique. Les noms accordés aux composés
sont arbitraires.
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Produits de la réaction de cycloaddition avec un acide aminé ou un peptide a fonction alcyne
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Tableau 20 - Récapitulatif des analogues du SAM et des mimes SAM/Arginine ou SAM/Peptide (suite)
Les composés sont classés en fonction de leur classe et par ordre alphabétique. Les noms accordés aux composés
sont arbitraires.
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CARM1_SA920

CARM1_SA678

CARM1_SA707

Echantillons Protéine mCARM1 130487 WT MCARM1130-467 WT mMCARM1130-457 WT
2,0 mg.ml 2,0 mg.ml-! 2,0 mg.ml-!
Cofacteur/Inhibiteur 1 mM SA920 2 mM SA678 250 uM SA707
Substrat - - -
Cristallisation Réservoir 100 mM TrisHCI pH8,0 100 mM BTP pH7,5 100 mM TrisHCI pH8,0

67 mM NaCl
16% PEG2000MME

50 mM NaCl
25% PEG2000MME

150 mM NaCl
22% PEG2000MME

Température (°C) 24 24 24
Collecte Ligne de lumiére SOLEIL Proxima1 ESRF ID23-1 SOLEIL Proximai
Détecteur CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r
Longueur d’onde (A) 0,9801 1,276 0,9801
Distance du détecteur (mm) 413,9 231,5 359,6
#lmages 600 360 385
Oscillations (°) 0,3 0,5 0,3
Temps d’exposition (s) 0,9 0,8 0,5
Traitement Groupe d’espace P21212 P21242 P21212
Paramétres a-b-c(4) 74,7 - 98,5 - 207,1 74,9 - 98,0 - 206,9 74,7 - 98,2 - 205,1
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 8,3 (32,5) 8,9 (44,1) 5,7 (26,9)
o 13,4 (3,9) 14,8 (5,3) 19,2 (5,6)
Complétude (%) 98,9 (98,4) 99,8 (100) 99,6 (99,3)
Redondance 5,0(5,1) 6,3 (6,5) 5,3(4,7)
Affinement Résolution (A) 2,7 2,25 2,4
#Réflexions 39440 73731 57651
Ruwork (%)P! 17,3 (23,6) 20,4 (25,0) 17,7 (22,0)
Riree (%) 23,0 (35,0) 24,8 (28,3) 22,1 (26,5)
#Atomes Protéine 11004 10919 11012
Ligand 76 116 120
Solvant 100 500 351
Facteur B moyen (A2) 54,6 42,2 40
Validation RMSD Longueur (4) 0,014 0,014 0,013
Angles (°) 1,88 1,81 1,84
Ramachandran favorables (%) 96 96 97
Ramachandran hors-limite (%) 0,37 0,15 0,22

Tableau 21 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mCARM1 sauvage en présence d’analogues du SAM.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.

191



CARM1_SA269

CARM1_SA435

Echantillons Protéine mCARM1 130487 WT mMCARM1130-457 WT
2,0 mg.ml-! 2,0 mg.ml!
Cofacteur/Inhibiteur 1 mM SA269 1 mM SA435
Substrat - -
Cristallisation Réservoir 100 mM TrisHCI pH8,0 100 mM TrisHCI pH8,0

Température (°C)

133 mM NaCl
22% PEG2000MME

24

133 mM NaCl
19% PEG2000MME

24

Collecte Ligne de lumiére SOLEIL Proximai SOLEIL Proxima1
Détecteur CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r
Longueur d’onde (A) 0,9801 0,9801
Distance du détecteur (mm) 363,0 293,4
#lmages 600 360
Oscillations (°) 0,3 0,5
Temps d’exposition (s) 0,3 0,3
Traitement Groupe d’espace 1222 P21212
Paramétres  a-b-c (A) 73,9 - 97,2 - 206,9 74,4 - 98,1 - 205,7
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 6,5 (29,5) 6,7 (37,9)
/o 18,6 (6,7) 27,4 (4,7)
Complétude (%) 99,1 (100) 99,9 (100)
Redondance 5,6 (5,4) 6,7 (6,5)
Affinement Résolution (A) 2,4 2,0
#Réflexions 29801 102792
Ruwork (%)! 21,4 (26,9) 19,5 (22,8)
Riree (%) 26,1 (28,7) 22,7 (26,9)
#Atomes Protéine 5241 10997
Ligand 60 128
Solvant 83 873
Facteur B moyen (A2) 57,7 31
Validation RMSD Longueur (A) 0,014 0,013
Angles (°) 1,88 1,57
Ramachandran favorables (%) 96 96
Ramachandran hors-limite (%) 0,31 0,073

Tableau 21 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mCARM1 sauvage en présence d’analogues du SAM (suite).

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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CARM1_SA684

CARM1_SA649

CARM1_SA714

Echantillons Protéine mCARM1 130497 WT MCARM1130-457 WT mMCARM1130-457 WT
2,0 mg.ml 2,0 mg.ml-! 2,0 mg.ml-!
Cofacteur/Inhibiteur 2 mM SA684 1 mM SA649 2 mM SA714
Substrat - - -
Cristallisation Réservoir 100 mM BTP pH7,5 100 mM TrisHCI pH8,0 100 mM BTP pH7,5

30% PEG1500

133 mM NaCl
15% PEG2000MME

25% PEG3350

Température (°C) 24 24 24
Collecte Ligne de lumiére ESRF ID14-4 SOLEIL Proxima1 ESRF ID14-4
Détecteur CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r
Longueur d’onde (A) 0,954 0,9801 0,954
Distance du détecteur (mm) 387,3 309 334,9
#lmages 360 720 360
Oscillations (°) 0,5 0,25 0,5
Temps d’exposition (s) 0,5 0,3 0,5
Traitement Groupe d’espace P21212 P21242 P21212
Paramétres a-b-c(4) 74,6 - 98,2 - 206,5 74,7 - 98,3 - 206,2 74,9 - 98,4 - 206,4
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 8,4 (42,1) 7,7 (30,7) 8,2 (38,9)
o 18,4 (5,0) 24,4 (4,9) 20,4 (7,1)
Complétude (%) 99,9 (100) 97,9 (91,6) 99,9 (100)
Redondance 7,0(7,1) 6,2 (5,6) 7,0(7,1)
Affinement Résolution (A) 2,6 2,1 25
#Réflexions 47402 87780 52821
Ruwork (%)P! 19,3 (23,1) 19,4 (23,5) 18,2 (22,1)
Riree (%) 24,5 (28,2) 23,1 (28,0) 23,1(29,7)
#Atomes Protéine 11274 10985 11274
Ligand 128 132 132
Solvant 244 626 340
Facteur B moyen (A2) 51,3 30,7 39,5
Validation RMSD Longueur {A) 0,014 0,012 0,014
Angles (°) 1,91 1,34 1,88
Ramachandran favorables (%) 96 96 96
Ramachandran hors-limite (%) 0,64 0,29 0,5

Tableau 22 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mMCARM1 sauvage en présence de mimes SAM/Arginine.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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CARM1_SA271 CARM1_SA491 CARM1_SA592
Echantillons Protéine mCARM1 130507 WT MCARM1130-457 WT mMCARM1130-457 WT
2,0 mg.ml 2,2 mg.ml-! 2,2 mg.ml-!
Cofacteur/Inhibiteur 2 mM SA271 2 mM SA491 2 mM SA592
Substrat 1 mM H31.34 K18ac 2 mM H312-22 R17C/K18ac 2 mM H312-22 R17C/K18ac
Cristallisation Réservoir 100 mM BTP pH7,5 100 mM TrisHCI pH8,0 100 mM TrisHCI pH8,0

15% PEG3350

19% PEG2000MME

133 mM NaCl
19% PEG2000MME

Température (°C) 17 17 17
Collecte Ligne de lumiére ESRF 1D23-1 SOLEIL Proxima1 SOLEIL Proximai
Détecteur CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r
Longueur d’onde (A) 0,970 0,9790 0,9184
Distance du détecteur (mm) 376,3 379,1 406,7
#lmages 900 720 720
Oscillations (°) 0,2 0,25 0,25
Temps d’exposition (s) 0,8 0,4 0,3
Traitement Groupe d’espace P21212 P21242 P21212
Paramétres a-b-c(4) 74,5 - 98,6 - 207,5 79,1-101,0-211,3 74,6 - 98,4 - 205,8
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 10,2 (25,4) 9,5 (48,6) 8,2 (37,9)
o 11,4 4,7) 14,5 (4,1) 16,7 (4,3)
Complétude (%) 93,8 (94,4) 88,1(78,7) 99,4 (98,5)
Redondance 3,3(3,4) 5,5(5,1) 6,4 (5,8)
Affinement Résolution (A) 2,7 2,6 26
#Réflexions 39282 47351 47067
Ruwork (%)P! 22,8 (29,7) 21,1(28,2) 19,6 (23,8)
Riree (%) 28,3 (35,7) 25,0 (35,1) 24,7 (30,1)
#Atomes Protéine 10779 11004 11004
Ligand 116 124 136
Solvant 134 223 207
Facteur B moyen (A2) 58,5 53,3 51,9
Validation RMSD Longueur {A) 0,014 0,014 0,014
Angles (°) 1,92 1,82 1,92
Ramachandran favorables (%) 92 96 96
Ramachandran hors-limite (%) 0,9 0,15 0,51

Tableau 23 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mMCARM1 sauvage en présence d’analogues du SAM électrophiles.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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CARM1_SA751

CARM1_SA765

Echantillons Protéine mMCARM1130-497 WT mMCARM1130-457 WT
1,4 mg.ml-! 2,0 mg.ml!
Cofacteur/Inhibiteur 2 mM SA751 1 mM SA765
Substrat - 1 mM Arginine
Cristallisation Réservoir 100 mM TrisHCI pH7,5 100 mM TrisHCI pH8,0

Température (°C)

19% PEG2000MME

17

67 mM NaCl
17% PEG2000MME

24

Collecte Ligne de lumiére SOLEIL Proximai SOLEIL Proxima1
Détecteur CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r
Longueur d’onde (A) 0,9801 0,9801
Distance du détecteur (mm) 343 320
#lmages 360 600
Oscillations (°) 0,5 0,3
Temps d’exposition (s) 0,6 0,4
Traitement Groupe d’espace P21212 P21212
Paramétres a-b-c(A) 74,5 - 97,8 - 206,3 74,7 - 98,4 - 206,8
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 9,2 (35,9) 8,3 (35,6)
/o 16,5 (5,1) 14,6 (5,4)
Complétude (%) 99,8 (99,9) 99,8 (99,7)
Redondance 6,8 (7,0) 4,3 (4,0)
Affinement Résolution (A) 2,7 2,15
#Réflexions 41720 83186
Ruwork (%)! 18,7 (22,6) 18,4 (21,8)
Riree (%) 24,4 (28,5) 22,5 (29,7)
#Atomes Protéine 11274 11004
Ligand 140 112
Solvant 120 837
Facteur B moyen (A2) 55 30,3
Validation RMSD Longueur (A) 0,014 0,014
Angles (°) 1,91 1,81
Ramachandran favorables (%) 95 96
Ramachandran hors-limite (%) 0,64 0,37

Tableau 23 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mCARM1 sauvage en présence d’analogues du SAM électrophiles (suite).

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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CARM1_SA401

CARM1_SA705

Echantillons Protéine mCARM11350-490 WT mMCARM1130-457 WT
1,6 mg.ml-! 2,0 mg.ml!
Cofacteur/Inhibiteur 1,2 mM SA401 2 mM SA705
Substrat 2 mM H312-22 R17X/K18Ac -
Cristallisation Réservoir 100 mM MIB pH7,0 100 mM TrisHCI pH8,0

100 mM NaCl
17,5% PEG1500

167 mM NaCl
10% PEG2000MME

Température (°C) 17 24
Collecte Ligne de lumiére ESRF ID14-2 SOLEIL Proxima1
Détecteur CCD ADSC Q4 PILATUS 6M
Longueur d’onde (A) 0,933 0,979
Distance du détecteur (mm) 225 416,7
#lmages 315 1800
Oscillations (°) 0,5 0,1
Temps d’exposition (s) 30 0,1
Traitement Groupe d’espace P21212 P21212
Paramétres  a-b-c (A) 74,5 - 98,4 - 205,8 74,7 - 98,1 - 206,7
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 6,1(28,5) 9,2 (28,9)
/o 22,2 (7,0) 10,9 (3,6)
Complétude (%) 97,2 (92,5) 98,7 (98,3)
Redondance 5,2 (4,6) 4,4 (4,1)
Affinement Résolution (A) 2,4 2,2
#Réflexions 58240 73706
Ruwork (%)! 15,7 (18,3) 16,7 (18,8)
Riree (%) 21,4 (25,5) 21,3 (24,8)
#Atomes Protéine 11004 11004
Ligand 128 124
Solvant 335 318
Facteur B moyen (A2) 33,5 49,7
Validation RMSD Longueur A) 0,008 0,008
Angles (°) 1,11 1,12
Ramachandran favorables (%) 97 97
Ramachandran hors-limite (%) 0 0

Tableau 24 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mMCARM1 sauvage en présence d’analogues du SAM a fonction azoture.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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CARM1_SA375

CARM1_SA870

Echantillons Protéine mCARM1 130487 WT mMCARM1130-457 WT
2,0 mg.ml-! 2,0 mg.ml!
Cofacteur/Inhibiteur 2 mM SA375 1 mM SA870
Substrat - -
Cristallisation Réservoir 100 mM TrisHCI pH8,0 100 mM BTP pH7,5

Température (°C)

100 mM NaCl
13% PEG2000MME

24

100 mM NaCl
16% PEG2000MME

24

Collecte Ligne de lumiére SOLEIL Proximai SOLEIL Proxima1
Détecteur PILATUS 6M CCD ADSC Q315r
Longueur d’onde (A) 0,979 0,9801
Distance du détecteur (mm) 418,3 327
#lmages 1800 300
Oscillations (°) 0,1 0,6
Temps d’exposition (s) 0,1 0,5
Traitement Groupe d’espace P21212 P21212
Paramétres a-b-c(A) 74,9 - 98,4 - 206,9 74,7 - 98,3 - 206,1
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 9,1 (27,5) 8,1(37,3)
/o 12,2 (4,7) 18,5 (4,7)
Complétude (%) 99,7 (99,7) 98,8 (98,3)
Redondance 4,4 (4,2) 6,8 (6,8)
Affinement Résolution (A) 2,3 2,4
#Réflexions 64297 59219
Ruwork (%)! 16,3 (18,9) 16,8 (19,6)
Riree (%) 22,1(27,6) 22,4 (26,2)
#Atomes Protéine 11004 11004
Ligand 160 160
Solvant 510 424
Facteur B moyen (A2) 33,6 35,6
Validation RMSD Longueur A) 0,008 0,028
Angles (°) 1,17 1,20
Ramachandran favorables (%) 97 96
Ramachandran hors-limite (%) 0,073 0,073

Tableau 25 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mCARM1 sauvage en présence de produits de click.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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CARM1_SAH CARM1_N266A CARM1_SAH_décarboxylé
Echantillons Protéine mCARM1 130487 WT mCARM1130-507 N266A mMCARM1130-487 WT
2,0 mg.ml 2,0 mg.ml-! 2,0 mg.ml-!
Cofacteur/Inhibiteur 2 mM SAH 1 mM SAH 2 mM SAH

Substrat

2 mM Guanidine-me1

Cristallisation

Réservoir

100 mM TrisHCI pH8,0
167 mM NaCl
19% PEG2000MME

100 mM BTP pH7,5
300 mM NaCl
23% PEG3350

100 mM TrisHCI pH8,0
167 mM NaCl
25% PEG2000MME

Température (°C) 24 17 24
Collecte Ligne de lumiére ESRF ID14-4 ESRF ID23-2 SOLEIL Proximai
Détecteur CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q4 PILATUS 6M
Longueur d’onde (A) 0,9304 0,8726 0,9840
Distance du détecteur (mm) 240,5 305,5 437,9
#lmages 900 600 900
Oscillations (°) 0,2 0,3 0,2
Temps d’exposition (s) 0,1 3,3 0,2
Traitement Groupe d’espace P21212 P21242 P21212
Paramétres a-b-c(4) 74,6 - 97,9 - 205,0 74,9 - 98,4 - 206,3 74,5 -99,0 - 206,9
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 12,9 (139,8) 10,4 (58,1) 8,6 (199)
o 11,2(1,5) 20,4 (3,1) 10,2 (0,9)
Complétude (%) 99,9 (98,6) 99,9 (100) 99,6 (95,9)
Redondance 7,3(6,8) 7,1(6,6) 6,4 (6,1)
Affinement Résolution (A) 1,77 2,6 2,3
#Réflexions 146548 48185 69753
Ruwork (%)P! 19,2 (30,4) 20,2 (26,2) 23,1 (34,7)
Riree (%) 21,0(31,7) 23,5(29,9) 25,7 (35,9)
#Atomes Protéine 10989 11273 10965
Ligand 104 104 92
Solvant 981 188 202
Facteur B moyen (A2) 26,9 55,2 75,9
Validation RMSD Longueur (4) 0,026 0,014 0,014
Angles (°) 1,64 1,81 1,82
Ramachandran favorables (%) 97 98 96
Ramachandran hors-limite (%) 0,3 0 0,44

Tableau 26 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mCARM1 sauvage ou mutant en présence de SAH ou de SAH décarboxylé.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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AtPRMT5_SFG

hPRMT5/hMEP50_SAH

Echantillons Protéine AtPRMT5 WT hPRMT5/hMEP50 WT
2,0 mg.ml-! 2,0 mg.ml!
Cofacteur/Inhibiteur 1 mM SFG 500 pM SAH
Substrat - -
Cristallisation Réservoir 100 mM MES pH6,5 100 mM BTP pH7,0
200 mM Na-Citrate 200 mM NaCl
10% PEG20000, 5% Glycérol 13% PEG3350, 5% Glycérol
20 mM TCEP
Température (°C) 17 17
Collecte Ligne de lumiére SLS ESRF D29
Détecteur PILATUS 6M CCD ADSC Q4
Longueur d’onde (A) 1,000 0,976
Distance du détecteur (mm) 200,0 610,7
#lmages 1800 1800
Oscillations (°) 0,1 0,1
Temps d’exposition (s) 0,25 0,1
Traitement Groupe d’espace P3121 H32
Paramétres a-b-c(A) 107,9-107,9 - 287,0 190,9 - 190,9 - 349,8
de maille
a-B-y() 90-90-120 90-90-120
Rmerge (%) 11,7 (94,1) 16,1 (299)
/o 6,6 (1,3) 9,8 (0,8)
Complétude (%) 99,7 (99,1) 99,9 (100)
Redondance 2,7 () 10,1 (8,4)
Affinement Résolution (A) 3,3 43
#Réflexions 29918 16963
Ruwork (%)! 18,8 (33,6) 29,8 (32,4)
Riree (%) 23,9 (40,0) 39,5 (36,8)
#Atomes Protéine - -
Ligand - -
Solvant 0 0
Facteur B moyen (42) 85,5 91,9
Validation RMSD Longueur A) 0,010 0,006
Angles (°) 1,17 1,16
Ramachandran favorables (%) 94 90
Ramachandran hors-limite (%) 0,42 1

Tableau 27 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de PRMT5.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = Y| - D)3, ou I et ) sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[b] R-factor = }||Fo| - | Fc|l/3]Fo|, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et F. le facteur de
structure calculé a partir du modeéle. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree @ partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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PRMT6_SFG PRMT6_SFG_réduite PRMT6_apo

Echantillons Protéine mPRMT61-378 mPRMT61-378 mPRMT61-378
2,5 mg.ml 5 mg.ml-! 5 mg.ml-!
Cofacteur/Inhibiteur 900 uM SFG 900 uM SFG 970 yM SA1056
Substrat - - -
Cristallisation Réservoir 100 mM HEPES pH7,0 100 mM HEPES pH7,0 100 mM TrisHCI pH8,0
200 mM MgClI? 200 mM MgCP? 200 mM MgCI?
20% PEG3350 20% PEG1500 20% PEG6000
Température (°C) 24 16 16
Collecte Ligne de lumiére SOLEIL Proxima1 SOLEIL Proxima1 ESRF ID23-2
Détecteur PILATUS 6M PILATUS 6M CCD ADSC Q4
Longueur d’onde (A) 0,9801 0,9537 0,8726
Distance du détecteur (mm) 270,0 331,7 195,8
#lmages 700 900 200
Oscillations (°) 0,2 0,2 1,0
Temps d’exposition (s) 0,2 0,2 0,9
Traitement Groupe d’espace 144 P21242 144
Paramétres a-b-c(4) 78,8-78,8-118,5 118,4-143,0- 41,8 79,8-79,8-118,9
de maille
a-B8-y() 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Rmerge (%) 6,0 (83,9) 11,7 (104,1) 8,9 (185,6)
o 14,8 (2,1) 8,7 (1,1) 17,3 (1,1)
Complétude (%) 99,6 (97,9) 99,2 (95,0) 98,5 (90,6)
Redondance 5,2 6,3 8,2
Affinement Résolution (A) 1,6 1,6 1,6
#Réflexions 256857 616469 393362
Ruwork (%)P! 16,5 (25,1) 18,3 (30,4) 17,1 (31,1)
Riree (%) 18,6 (30,9) 20,3 (33,0) 19,5 (33,2)
#Atomes Protéine 2647 5358 2931
Ligand 27 54 1
Solvant 186 307 328
Facteur B moyen (A2) 26,0 24,2 26,8
Validation RMSD Longueur A) 0,006 0,006 0,007
Angles (°) 1,13 1,08 1,08
Ramachandran favorables (%) 98,5 98,5 98,2
Ramachandran hors-limite (%) 0 0 0

Tableau 28 - Statistiques de collecte, de traitement et d’affinement des données de diffraction aux rayons X des
cristaux de mPRMT®6 en présence ou non de différents cofacteurs.

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux données dans la tranche de plus haute résolution

[a] Rmerge = D)l - D)2y, ou | et Iy sont les intensités mesurées et moyenne de plusieurs mesures d’une méme
réflexion. La somme est faite sur I’ensemble des réflexions observées.

[o] R-factor = 3||Fo| - | Fcll/2]Fol, oU Fo représente I'amplitude du facteur de structure observé et Fc le facteur de
structure calculé a partir du modele. Rwork @ été calculé a partir des données de diffraction utilisées au cours de
I’affinement, et Rree a partir de 10% des données de diffraction non-inclues dans I’affinement choisis aléatoirement.
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Etude structurale de I’histone-
méthyltransférase « CARM1 » et de ses
complexes biologiquement significatifs

Résumé

Les protéine arginine méthyltransférases (PRMT) sont impliquées dans de
nombreux processus cellulaires : transcription, maturation et transport des
ARN, traduction, transduction du signal, réplication et réparation de I'ADN, et
apoptose. Différents travaux ont montré que des dérégulations de ces
mécanismes impliquant les PRMT peuvent induire certains cancers, faisant de
ces enzymes de nouvelles cibles potentielles en chimiothérapie. Il s’avere donc
crucial de comprendre le mode d’action des PRMT a I’échelle atomique, a la
fois au niveau fondamental et pour le développement de nouveaux
médicaments. Les travaux décrits ici s’intéressent a la protéine PRMT4/
CARM1 et s’appuient sur des études structurales par bio-cristallographie, pour
comprendre les mécanismes de la réaction de méthylation catalysée par
CARM1 et découvrir des inhibiteurs spécifiques, mais aussi sur des études en
solution, pour caractériser I'interaction entre CARM1 et ses substrats.

Mots clés : CARM1 ; « coactivator-associated arginine methyltransferase 1 » ;
coactivateurs des récepteurs nucléaires ; PRMT ; biologie structurale.

Summary

Protein arginine methyltransferases (PRMTs) are involved in several cellular
mechanisms: transcription, RNA maturation and transport, translation, signal
transduction, DNA replication and repair, and apoptosis. Different studies
showed that deregulation of those mechanisms involving PRMTs can induce
some cancers, making these enzymes new potential targets for chemotherapy.
It is therefore crucial to understand the mode of action of PRMTs at the atomic
scale, both at the fundamental level and for the development of new drugs.
The studies described here focus on PRMT4/CARM1 and rely on structural
studies by bio-crystallography, in order to understand the methylation
mechanisms catalyzed by CARM1 and to discover specific inhibitors, but also
on in vitro studies, to characterize the interaction between CARM1 and its
substrates.
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nuclear receptor coactivator ; PRMT ; structural biology.






