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A. Introduction générale 

 
Les acides ribonucléiques (ARN) sont des molécules biologiques trouvées dans pratiquement 

tous les organismes vivants. Ils se présentent comme un enchaînement linéaire de nucléotides, 

chaque nucléotide étant constitué d'un groupement phosphate, d'un sucre (ribose) et d'une base 

azotée (adénine, guanine, cytosine et uracile). Les cellules vivantes les utilisent comme un support 

intermédiaire des gènes pour fabriquer les protéines dont elles ont besoin. Les ARN sont produits 

par transcription à partir de l'ADN support de l'information génétique et situé dans le noyau des 

cellules eucaryotes. Chaque ARN est une copie de l'un des brins d'une région d'ADN. Les ARN ainsi 

produits assurent trois grands types de fonctions, 1) ils peuvent être un support de l'information 

génétique d'un ou plusieurs gènes codant des protéines (ARN messagers), 2) ils peuvent adopter 

une structure secondaire et tertiaire stable pour accomplir des fonctions catalytiques et l'on parle 

alors de ribozymes (par exemple la ribonucléase P ou l'ARN ribosomique), 3) ils peuvent enfin 

intervenir dans la régulation de l'expression génique, soit en s'appariant directement à un ARNm 

cible dans le cas des petits ARN régulateurs et ARN antisens, soit en agissant après une étape de 

maturation par des facteurs multi-protéiques dans le cas des petits ARN interférents et des micro 

ARN (Berg et al. 2015). Des études sur la production cellulaire d’ARN ont montré que les cellules 

fabriquaient plus de molécules d’ARN qu’elles n’en accumulaient, suggérant l’existence de 

processus de dégradation (Houseley and Tollervey 2009). En général, ils sont détruits dès la fin de 

leur utilisation par la cellule. Les molécules d’ARN comportant des défauts d’épissage ou des 

problèmes de repliement seront détruites par la machinerie de surveillance. Comme la 

dégradation des ARN est un processus clé de la vie cellulaire, ce mécanisme doit être finement 

contrôlé afin d’identifier les ARN cibles. La voie de dégradation est largement contrôlée par 

l’action coordonnée et successive de complexes macromoléculaires multi-protéiques. 

 

Le complexe CCR4–NOT est une machine macromoléculaire multifonctionnelle extrêmement 

conservée et impliquée dans divers processus cellulaires, en particulier dans le contrôle du 

métabolisme des ARN messagers (Collart and Panasenko 2012). De nombreuses études menées, 

dans un première temps chez la levure et plus récemment chez les eucaryotes supérieurs, ont mis 

en évidence que le complexe régulait l’expression des gènes à de multiples niveaux ce qui influait 

sur l’initiation de la transcription, le contrôle de la taille de l’ARN messager par déadénylation qui 

provoque la dégradation de l’ARN messager, la traduction et même la dégradation des protéines. 



 

Les composants du complexe CCR4–NOT sont par ailleurs associés à diverses fonctions dans 

différentes espèces, soit dans le noyau, soit dans le cytoplasme. Ceci inclut en particulier la 

réparation de l’ADN et la méthylation des histones chez la levure, la régulation de la longueur des 

microtubules chez Caenorhabditis elegans et la spermatogénèse chez la souris (Chapat and Corbo 

2014). 

 

B. Découverte du complexe CCR4-NOT 

 
Le complexe CCR4-NOT a été découvert et étudié chez la levure. La majorité des composants 

de ce complexe a été identifié par une sélection génétique dont le but était de mettre en évidence 

des activateurs de la transcription. Il a été dans un premier temps présumé que le complexe était 

composé de deux sous-complexes indépendants : CCR4 et NOT. Le module CCR4 (Carbon 

Catabolite Repressor) est composé des protéines CCR4 et CAF1. CCR4 a été identifié comme un 

gène régulant les enzymes répressibles au glucose. CCR4 interagit avec la protéine CAF1 (CCR4-

associated factor 1). Les protéines NOT (Negative On TATA-less) ont été identifiées grâce à un 

criblage de gènes réprimant les promoteurs sans boîte TATA. En 1998, Clyde Denis et ses collègues 

ont publié une communication mettant en évidence que le cœur du complexe était composé des 

modules CCR4 et NOT. Cette étude était principalement basée sur des expériences de co-

immunoprécipitation et de spectrométrie de masse révélant un complexe chez la levure d'une 

taille allant de 0.9 à 1.2 MDa (Liu et al. 1998b). Au total, le complexe de levure est constitué de 

cinq protéines NOT (NOT1 à NOT5) et deux sous-unités catalytiques, CCR4 et CAF1. 

Le cœur du complexe CCR4–NOT a été extrêmement conservé au cours de l’évolution chez les 

organismes eucaryotes (Draper et al. 1994; Albert et al. 2000). Chez les mammifères, les protéines 

homologues forment aussi un complexe similaire qui a un rôle important dans la régulation de 

plusieurs processus cellulaires (Mahadevan and Struhl 1990; Collart et al. 1993; 1994; Oberholzer 

et al. 1998; Badarinarayana et al. 2000; Albert et al. 2002; Deluen et al. 2002; Lenssen et al. 2002; 

Maillet et al. 2002; Viswanathan et al. 2004). D’autres sous-unités périphériques ont été 

identifiées par la suite et se composent des protéines CNOT9, CAF130, NOT10 (CNOT10), C2orf29 

(CNOT11), and TAB182. Certaines de ces sous-unités sont espèces-spécifiques : par exemple 

CAF130 est spécifique à la levure (Collart and Panasenko 2012), alors que les protéines NOT10, 

C2orf29, et TAB182 se trouvent dans le complexe humain et sont absentes chez la levure. Par 

ailleurs, NOT10 and C2orf29 sont conservées chez les métazoaires (Bawankar et al. 2013; Mauxion

et al. 2013). 



 

 

C. Les fonctions biologiques du complexe CCR4-NOT  

C.1.  Le complexe CCR4-NOT est responsable de la déadénylation des ARN 

 

Ce complexe est responsable du processus de déadénylation, qui consiste à catalyser la 

dégradation de la queue poly(A) des ARN. Cet événement a pour conséquences de réprimer la 

traduction et de marquer l’ARN messager pour le processus de dégradation (Collart 2003). La 

déadénylation constitue un processus crucial notamment dans des événements impliquant 

l’expression des gènes et qui a un rôle dans des processus biologiques variés tel que le 

développement embryonnaire. Cette réaction de déadénylation est une étape biphasique 

(Yamashita et al. 2005; Wahle and Winkler 2013). La première phase est une réaction 

synchronisée par étape qui consiste à raccourcir la queue poly(A) de l’ARN messager d’une 

longueur avoisinant 110 nucléotides. Dans une seconde phase, déterminante dans le 

déclenchement de la dégradation de l’ARN, la queue devient plus hétérogène en longueur, 

pouvant varier d’une centaine à une vingtaine de ribonucléotides. Plusieurs travaux ont mis en 

évidence ce processus biphasique et l’hypothèse consensuelle avancée à ce jour propose que ce 

processus est le résultat d’une action séquentielle du complexe de déadénylation PAN2–PAN3 qui 

domine dans la première phase, alors que le complexe CCR4–NOT serait prédominant dans la 

seconde (Figure 1) (Yamashita et al. 2005; Zheng et al. 2008; Wahle and Winkler 2013). 

 

C.2.  Les activités biochimiques principales du complexe CCR4-NOT 

 
Deux activités biochimiques majeures sont associées au complexe CCR4-NOT, la déadénylation 

et l’activité E3 ubiquitine ligase. La première limite la vitesse de dégradation d’un ARN messager 

normal par les voies 5’--> 3’ ou 3’--> 5’. Des études chez la levure ont montré que le complexe 

CCR4-NOT était principalement responsable de cette activité in vivo (Tucker et al. 2002). Les 

protéines responsables de l’activité de déadénylation sont les protéines CCR4 et CAF1. CCR4 

appartient à la classe des exonucléases de type III qui possèdent une activité exoribonucléasique 

3’-5’ pour les ARNs poly(A) in vitro. CAF1 contient un domaine RNase D/DEDD et possède une 

activité 3’ exonucléasique (Arraiano et al. 2013). Bien que CCR4 et CAF1 soient requises pour 

atteindre des taux de déadénylation normaux chez la levure, il a été montré que CCR4 était le 

composé majoritairement actif du complexe (Chen et al. 2002; Tucker et al. 2002). En effet chez 

Saccharomyces cerevisiae, la protéine CAF1 a des acides aminés substitués en son site actif (Berg 



 

et al. 2015; Thore et al. 2003) qui sont indispensables à son activité, mais qui contribuent au 

recrutement de la protéine CCR4 sur le complexe. D’autres études plus récentes ont mis en 

évidence que chez les métazoaires les protéines CAF1 ont aussi conservé les acides aminés de la 

version de la levure. Les protéines CAF1 et CCR4 sont actives sous forme isolée in vitro (Houseley 

and Tollervey 2009; Chen et al. 2002; Thore et al. 2003; Bianchin et al. 2005; Clark et al. 2004) mais 

in vivo la déadénylation semble se produire dans le cadre du complexe où la protéine 

d’échafaudage Not1 est indispensable. L’identification d’homologues de ces protéines chez les 

métazoaires a démontré que la voie de dégradation des ARNs est un processus conservé au cours 

de l’évolution (Collart and Panasenko 2012; Bianchin et al. 2005; Bartlam and Yamamoto 2010; 

Denis et al. 2003; Dupressoir et al. 2001; Temme et al. 2004; Viswanathan et al. 2004). 



 

 

 

Figure 1 : Déadénylation d’un ARNm cytoplasmique, dégradation et contrôle qualité 
Adapté de Norbury, C. J. (2013).  
Un ARNm est représenté dans son état traductionnel et polyadénylé. Par souci de clarté, les 
facteurs d'initiation de la traduction autres que le complexe eIF4F ne sont pas représentés. Un 
raccourcissement de la queue poly(A) est d'abord effectué par le complexe PAN2-PAN3 qui est 
stimulé par PABP. La dégradation s'effectue ensuite par une déadénylation par le complexe CCR4-
NOT. Cette étape de déadénylation est soit suivie par la dégradation 3'-5' par le complexe 
Exosome ou alors plus fréquemment par le recrutement du complexe PAT1–LSM1–LSM7 qui 
stimule le décoiffage par les protéines (DCP1)–DCP2 et qui induit l'attaque exonucléasique de 



 

XRN1. L'absence de codon stop court-circuite cette voie de dégradation en stimulant la voie 3'-5' 
de dégradation par l'exosome (non stop decay) ou les ribosomes bloqués déclenchent le clivage 
endonucléotidique des ARNm (no-go-decay). La présence d'un codon stop prématuré conduit 
aussi au clivage endonucléotidique et à la déadénylation et au décoiffage (NMD:nonsense-
mediated decay). 
Cytoplasmic RNA: a case of the tail wagging the dog. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, 
14(10), 643–653. 

 

La seconde activité enzymatique liée au complexe décrite in vitro est l’ubiquitination. 

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle biochimique nécessitant plusieurs 

étapes de modifications successives par des ligases de type E pour aboutir à la fixation covalente 

d'une ou de plusieurs protéines d'ubiquitine (8 kDa) sur une ou plusieurs lysines acceptrices de la 

protéine substrat. Ces modifications biochimiques ont plusieurs fonctions dont la plus connue est 

la dégradation de la protéine ubiquitinée par le protéosome. La protéine NOT4 possède une 

activité ligase ubiquitine RING E3 conservée de la levure aux métazoaires (Draper et al. 1994; 

Albert et al. 2002; 2000; Mersman et al. 2009; Mulder et al. 2007). Les enzymes E2 qui 

fonctionnent avec la protéine NOT4, sont Ubc4 et Ubc5 (Mahadevan and Struhl 1990; Panasenko 

et al. 2012; Collart et al. 1993; 1994; Oberholzer et al. 1998; Badarinarayana et al. 2000; Albert et 

al. 2002; Deluen et al. 2002; Lenssen et al. 2002; Maillet et al. 2002; Viswanathan et al. 2004), 

deux enzymes de conjugaison de l’ubiquitine qui sont impliquées dans des processus 

d’ubiquitination. Peu de substrats de l’enzyme E4 ont été décrits, on retrouve parmi eux la 

protéine ribosomal Rps7A47 et le complexe protéine chaperonne NAC (Nascent-polypeptide 

associated complex) dont l’ubiquitination régule l’association au ribosome et au protéosome 

(Collart and Panasenko 2012; Panasenko et al. 2009). D’autres cibles d’ubiquitination ont pu être 

identifiées chez la levure en particulier une enzyme de déméthylation des histones, la protéine 

Jhd2. L’ubiquitination de cette enzyme de modification de la chromatine conduit à sa dégradation 

par le protéosome. Bien que l’homologue humain de Jhd2 (JARID1C) soit ubiquitiné in vitro par la 

protéine CNOT4, il reste à confirmer que ces cibles d’ubiquitination sont conservées chez les 

métazoaires. 

 

 

C.3.  Le complexe CCR4-NOT et la régulation de la transcription  

 

Le complexe CCR4-NOT a été décrit dans un premier temps comme étant un régulateur global 

de la transcription (Bawankar et al. 2013; Denis et al. 2003; Mauxion et al. 2013; Dupressoir et al. 



 

2001; Temme et al. 2004; Viswanathan et al. 2004; Albert et al. 2002; Mersman et al. 2009; 

Mulder et al. 2009; Collart 2003) où CCR4 influait sur l’activation de la transcription, bien que les 

protéines NOT semblaient être des facteurs répresseurs des promoteurs sans boîte TATA. Des 

expériences d’interactions génétiques, confirmées par des mesures d'interactions physiques ont 

pu mettre en évidence que les sous-unités du complexe CCR4-NOT interagissaient avec des 

facteurs régulant la transcription tels que TBP (TATA-binding protein) (Collart 2003; 

Badarinarayana et al. 2000) et ses cofacteurs TAF (TBP associated factors) (Yamashita et al. 2005; 

Lemaire et al. 2000; Wahle and Winkler 2013; Deluen et al. 2002; Sanders et al. 2002), le complexe 

SAGA agissant comme une acétyltransférase d’histone et enfin le complexe SRB/médiateur 

(Yamashita et al. 2005; Benson et al. 1998; Zheng et al. 2008; Wahle and Winkler 2013). Toutes ces 

données ont permis d’élaborer un modèle où le complexe CCR4-NOT régule l’initiation de la 

transcription en modulant la fonction des complexes TBP/TFIID. La participation des sous-unités 

du complexe CCR4-NOT dans la régulation de la transcription a fait l’objet de revues détaillées 

(Tucker et al. 2002; Collart and Panasenko 2012; Miller et al. 2012). Chez les métazoaires, 

l’interaction du complexe CCR4-NOT dans la modulation de la transcription a été mise en évidence 

principalement par des études focalisées sur la sous-unité CNOT3. En effet de part sa proximité 

avec le promoteur et son rôle dans la transcription, CNOT3 semble être un régulateur très 

important de fonctions biologiques telles que l’hémostase rétinienne, la physiologie du cœur ou le 

renouvellement des cellules souches (Arraiano et al. 2013; Neely et al. 2010; Venturini et al. 2012). 

De plus, il semblerait que le complexe CCR4-NOT par l’intermédiaire des récepteurs nucléaires 

hormonaux chez les mammifères influence la régulation de la transcription. En effet les sous-

unités CNOT6, CNOT9 et CNOT7 accroissent significativement l’activation de la transcription de 

nombreux récepteurs nucléaires, tels que RAR , RXR , TR  et Er  (Chen et al. 2002; Morel et al. 

2003; Tucker et al. 2002; Prévôt et al. 2001; Garapaty et al. 2008). Par ailleurs la sous-unité CNOT1 

réprime l’activation de la transcription du récepteur nucléaire Er , en interagissant directement 

avec ce dernier et en recrutant les autres sous-unités du complexe sur les promoteurs régulant les 

œstrogènes (Bardwell et al. 2006).  

Les protéines CNOT2 et CNOT3 possèdent également un domaine appelé NOT-box connu pour 

être un répresseur de la transcription. Le complexe de co-répression SMRT/NCoR-HDAC3 est 

suspecté d’agir sur la répression de la transcription en interagissant avec la sous-unité CNOT2. Le 

contrôle nucléaire de la transcription par le complexe CCR4-NOT a des répercutions indirectes au 

sein du cytoplasme. La délétion des protéines (NOT2, NOT5 et NOT4) chez la levure provoque 

l’accumulation de protéines agrégées dans la cellule (Berg et al. 2015; Halter et al. 2014). La perte 

de la protéine NOT4 qui exhibe une activité ubiquitine ligase E3 induit une accumulation 



 

significative des protéines nouvellement synthétisées ainsi que des protéines poly-ubiquitinées 

(Houseley and Tollervey 2009; Panasenko et al. 2012; Badarinarayana et al. 2000; Lemaire et al. 

2000; Deluen et al. 2002; Sanders et al. 2002; Benson et al. 1998; Neely et al. 2010; Venturini et al. 

2012; Prévôt et al. 2001; Garapaty et al. 2008). Il n’est pas prouvé que la machinerie de 

transcription soit directement affectée chez les mutants dépourvus des sous-unités NOT, mais le 

phénotype observé conforte l’idée que l’influence significative de l’action du complexe CCR4-NOT 

au sein du cytoplasme puisse jouer un rôle sur la transcription dans le noyau. Cette idée est 

renforcée par le fait que le complexe CCR4-NOT contrôle la transcription d’un pool de gène en 

ciblant le facteur de transcription STAT1, qui joue un rôle important dans la transmission du signal 

interféron de type I ( / ) et de type II ( ) (Collart and Panasenko 2012; Bromberg and Darnell 

2000) dans le cytoplasme (Draper et al. 1994; Chapat et al. 2013; Albert et al. 2000). La sous-unité 

humaine CAF1 interagit directement avec la fraction cytoplasmique de STAT1. Chez un mutant où 

a été supprimé hCAF1, on observe une activation de la transcription des gènes régulés par STAT1 

et une décondensation locale de la structure de la chromatine sur leurs promoteurs et sites 

d’accrochages (Mahadevan and Struhl 1990; Chapat et al. 2013; Collart et al. 1993; 1994; 

Oberholzer et al. 1998; Badarinarayana et al. 2000; Albert et al. 2002; Deluen et al. 2002; Lenssen 

et al. 2002; Maillet et al. 2002; Viswanathan et al. 2004). 

 

C.4.  Le complexe CCR4-NOT régule l’équilibre entre synthèse et dégradation des ARNs 

messagers 

 
Des études récentes ont démontré que la dégradation des ARN messagers dans le cytoplasme 

était coordonnée avec la transcription dans le noyau (Collart and Panasenko 2012; Dahan and 

Choder 2013). Le taux de synthèse et de dégradation des ARN messagers a évolué de manière 

inverse chez différentes espèces de levure (Bawankar et al. 2013; Dori-Bachash et al. 2011; 

Mauxion et al. 2013), comme le montre une étude où ont été mutés Rpb4 mais aussi certaines 

unités du complexe CCR4-NOT (NOT5, CCR4 et CAF1). L’existence de ce phénomène a été 

renforcée par une autre étude où la délétion des sous-unités responsables de la déadénylation 

augmente les taux de dégradation mais aussi décroit le taux de synthèse de l’ARN messager 

(Collart 2003; Sun et al. 2012). Ces données semblent indiquer que la synthèse et dégradation sont 

interconnectées par l’action de Rpb4 (sous unité de l’ARN polymérase II) et du complexe CCR4-

NOT, qui régule l’équilibre entre ces deux processus. En cohérence avec cette observation une 

autre étude a mis en évidence que Rpb4 en complexe avec Rpb7 formaient un module de 

dissociation de l’ ARN polymérase II (RNAPII) qui pourrait s’associer à l’ARNm nouvellement 



 

synthétisé contribuant à sa traduction et sa dégradation dans le cytoplasme (Yamashita et al. 

2005; Harel-Sharvit et al. 2010; Wahle and Winkler 2013; Lotan et al. 2005; Goler-Baron et al. 

2008). Il est donc probable que les modules Rpb4/7 et le complexe CCR4-NOT agissent de manière 

concertée. Il a été établit que le complexe CCR4-NOT est un facteur qui stimule l’élongation chez la 

levure en influant sur les complexes RNA polymérase II (RNAPII). Cette étude montre également 

que l’association de RNAPII et du complexe CCR4-NOT ne nécessite pas la présence de Rpb4b 

(Yamashita et al. 2005; Kruk et al. 2011; Zheng et al. 2008; Wahle and Winkler 2013). Dans ce cas, 

il est possible que la régulation de la synthèse et de la dégradation des ARN messagers fasse 

intervenir le complexe CCR4-NOT dans le transfert de Rpb4/7 des complexes d’élongation sur les 

ARN messagers. 

 

C.5.  Le complexe CCR4-NOT est un régulateur de la synthèse des ARN 

 
Parallèlement à l’activité de régulation de la transcription, le complexe semble être aussi 

impliqué dans des processus liés à la formation nucléaire ainsi qu’au contrôle qualité des 

particules ribonucléoprotéiques liées à l’ARN messager (mRNP). Une étude a ainsi montré que des 

mutations du complexe CCR4-NOT pouvaient mener à une accumulation de petits ARN nucléaires 

polyadénylés (Tucker et al. 2002; Azzouz et al. 2009). Ces transcrits se retrouvent normalement 

dégrader par les mécanismes de surveillance des ARN dont les acteurs principaux sont l’exosome 

et le complexe de polyadénylation (TRAMP) composé des protéines Mtr4/Trf4/Air2.  

Plus récemment, il a été démontré que le complexe CCR4-NOT jouait aussi un rôle dans la voie de 

transformation des ARN messagers nucléaires. Une approche protéomique dans un système 

utilisant des cellules HeLa exprimant des sous-unités CNOT a révélé l'existence d'interaction entre 

ces CNOT et des facteurs liés à la transcription et à la stabilité des ARN, mais aussi avec des 

facteurs impliqués dans la machinerie de traitement des ARN, tels que des facteurs d’épissage 

ainsi que des protéines du complexe du pore nucléaire (Arraiano et al. 2013; Kerr et al. 2011). Des 

liens physiques et fonctionnels entre le complexe CCR4-NOT et le complexe de pore nucléaire ont 

pu être confirmés par une autre étude chez la levure (Chen et al. 2002; Kerr et al. 2011; Tucker et 

al. 2002). Cependant les mutants CCR4-NOT n’ayant pas d’effets observables sur le transport des 

ARN, ce lien devra être confirmé. 

 



 

C.6.  Le complexe CCR4-NOT a un rôle capital dans la relation entre traduction et dégradation 

des ARN messagers 

 
Il est clairement établit que la protéine PAPB (poly A binding protein) se fixe sur la queue 

poly(A) des ARN messagers lors de leur transport dans le cytoplasme. PAPB a pour rôle de 

stabiliser les ARNm et de faciliter leur traduction. PAPB se fixe au facteur d’initiation de la 

traduction eIF4G, qui lui même se fixe sur eIF4E (complexe se fixant à la coiffe). La circularisation 

des messagers stimule la traduction et l’initiation (Thore et al. 2003; Kahvejian et al. 2001). De plus 

les ARN possédant des queues poly(A) plus courtes quittent les polysomes et se retrouvent 

ségrégués dans les P-Bodies (Decker and Parker 2012). Il est généralement accepté que la queue 

poly(A) doit contenir une taille de 250 à 300 adénosines afin de permettre la traduction (Chen et 

al. 2002; Weill et al. 2012; Thore et al. 2003; Bianchin et al. 2005; Clark et al. 2004). Il n’a pas 

encore été établit un lien strict entre la déadénylation de la queue poly(A) et le contrôle de la 

traduction, mais plusieurs indices suggèrent une implication du complexe CCR4-NOT dans la 

traduction sans intervention de sa fonction de déadénylation. 

 

C.7.  Rôle dans la répression de la traduction 

 
Il est maintenant fermement établit que le recrutement du complexe CCR4-NOT sur l’ARN 

messager provoque la déadénylation et la répression. Des tests de « tethering » ont mis en 

lumière une activité inattendue du complexe, l’impliquant dans la répression de la traduction. En 

effet dans un test où le complexe CCR4-NOT est recruté sur un ARN rapporteur sans queue 

poly(A), on observe un effet répressif. Ce phénomène a été décrit la première fois chez des 

oocytes de Xenopus laevis où la déadénylase CAF1 couplée artificiellement à un rapporteur d’ARN 

messager réprime la traduction (Temme et al. 2004). Cet événement est indépendant de l’activité 

de déadénylation, puisque l’inactivation de CAF1 n'empêche pas la répression de la traduction 

(Bianchin et al. 2005; COOK et al. 2012; Bartlam and Yamamoto 2010; Denis et al. 2003; 

Dupressoir et al. 2001; Viswanathan et al. 2004). Ces observations ont été complétées par la suite 

par d’autres études observant un effet similaire sur des micro ARN (Albert et al. 2002; Braun et al. 

2011; Mersman et al. 2009; Chekulaeva et al. 2011; Mulder et al. 2007). 

Bien que les observations convergent vers l’implication du complexe dans la répression de la 

traduction, le mode d’action reste à élucider. Une hypothèse est qu’un domaine de la protéine 

NOT1, domaine appelé MIF4G (middle domain of eukaryotic initiator factor 4G) et situé au centre 

de la protéine, pourrait jouer un rôle dans cette fonction de répression de la traduction. Ce 



 

domaine de 30kDa est retrouvé communément dans d’autres protéines impliquées dans la 

régulation de la traduction tels que eIF4G, CPP80 ou même PAIP1 (Panasenko et al. 2012; Lei et al. 

2011; Marcotrigiano et al. 2001; Mazza et al. 2001). Dans le cas d'eIF4G, le domaine MIF4G est 

impliqué dans l’interaction avec l’hélicase DEAD d'eIF4A. Dans ce contexte, notre laboratoire  a 

mis en évidence l’association du domaine MIF4G de CNOT1 avec DDX6, une hélicase qui est 

vraisemblablement impliquée dans l’activation des facteurs de décoiffage (Panasenko et al. 2009; 

Mathys et al. 2014). De plus nous avons montré que l’activité ATPasique de DDX6 était nécessaire 

à l'inhibition traductionnelle (silencing) par les micros ARN, et que par ailleurs cette activité était 

stimulée par CNOT1 (Denis et al. 2003; Mathys et al. 2014; Dupressoir et al. 2001; Temme et al. 

2004; Viswanathan et al. 2004; Albert et al. 2002; Mersman et al. 2009; Mulder et al. 2009; Collart 

2003). 

Une autre étude a montré que le recrutement du complexe CCR4-NOT par la protéine GW182 

induisait une dissociation de PABP de la queue poly(A) des ARNm en absence de déadénylation, ce 

qui provoquait leur circularisation et leur traduction (Badarinarayana et al. 2000; Zekri et al. 2013). 

Dans chaque cas le recrutement du complexe CCR4-NOT induit un remodelage des complexes 

protéines – ARN messager qui de ce fait, facilite la répression de leur traduction. 

 

C.8.  Rôle dans la fidélité de la traduction 

 
Dans le cadre d’expérience de fractionnement des polysomes, il a été montré que les sous-

unités du complexe CCR4-NOT pouvaient se retrouver dans des fractions de polysomes engagés 

dans la traduction. De plus une délétion des sous-unités NOT2, NOT4 et NOT5 induit d'importants 

changements sur le profil de fractionnement des polysomes, conduisant à de l’agrégation 

protéique (Lemaire et al. 2000; Panasenko et al. 2012; Deluen et al. 2002; Sanders et al. 2002). La 

contribution du complexe CCR4-NOT à la fonction ribosomale, principalement par son association 

à la chaperonne ribosomale NAC (Nascent-polypeptide-associated peptide), a également été 

démontrée (Benson et al. 1998; Panasenko and Collart 2011; Mulder et al. 2007; Hiraishi et al. 

2009). L’activité ligase E3 de NOT4 a été décrite comme pouvant renforcée l’interaction de la 

chaperonne NAC avec le ribosome et le protéosome (Collart and Panasenko 2012; Panasenko et al. 

2009; Miller et al. 2012). La proximité du complexe CCR4-NOT avec les ribosomes semble 

nécessaire au bon contrôle des événements de traduction. En effet, dans le cas où un ARN 

messager ne possède pas de codon de terminaison pouvant causer une traduction délétère de la 

queue poly(A) qui conduit à l’arrêt de la traduction, il a été montré que NOT4 était nécessaire pour 



 

effectuer la dégradation du peptide nouvellement synthétisé chez la levure (Neely et al. 2010; 

Dimitrova et al. 2009; Venturini et al. 2012).  

Des expériences de co-purification ont mis en évidence que le complexe CCR4-NOT pouvait se 

trouver associé avec la protéine SMG7, un facteur pouvant être recruté par le complexe de 

surveillance composé des protéines UPF1, UPF2 et UPF3 sur les ARN anormaux. Ce complexe 

s’associe autour d’un codon de terminaison prématuré (PTC) et active la voie de dégradation de 

type NMD (Non sense Mediated Decay). SMG7 en s’associant à la sous-unité CAF1 et, de par sa 

fonction de déadénylation, augmente la dégradation de l’ARN contenant un codon de terminaison 

prématuré (Morel et al. 2003; Loh et al. 2013; Prévôt et al. 2001; Garapaty et al. 2008). 

 

C.9. CCR4-NOT et réponse immunitaire innée 

 

C.9.1. Implication du complexe CCR4-NOT dans la régulation du signal en réponse aux 

interférons 

 
Comme indiqué plus haut, des études récentes ont mis en lumière l’implication du 

complexe CCR4-NOT dans la régulation négative du signal des interférons de type I et II, en 

influant sur la fonction de STAT1, un facteur clé de la réponse immunitaire innée (Bardwell et al. 

2006; Chapat et al. 2013). Les interférons (IFN) identifiés pour leurs activités antivirales, exercent 

aussi des activités immunomodulatrices anti-prolifératives et apoptotiques. Les IFN sont utilisés 

dans le traitement de certains cancers, de l’hépatite C et de la sclérose en plaque. Ils sont 

composés de trois types : I (IFN alpha, IFN béta, IFN oméga, IFN kappa), II (IFN gamma) et III (IFN 

lambda). Les IFN se fixent sur des récepteurs spécifiques et activent deux voies de signalisation 

dépendantes des protéines JAK/STAT, aboutissant à l’homo ou l’hétérodimérisation des STAT, qui 

déclenche leur translocation vers le noyau et provoque l’induction de gènes cibles. Les produits de 

ces gènes sont les médiateurs des effets biologiques des IFN. STAT1 est activée en réponse à une 

stimulation du IFN-gamma par la voie de transduction du signal JAK-STAT, au cours de laquelle les 

protéines kinases JAK et STAT sont activées par phosphorylation sur les résidus tyrosines par les 

kinases de la famille JAK. Cette phosphorylation entraine leur dimérisation et permet leur entrée 

dans le noyau où elles jouent un rôle de facteur de transcription. Il a été montré que la protéine 

CAF1 pouvait s’associer avec une forme dormante de STAT1 dans le cytoplasme de cellules 

latentes. Une stimulation de ces cellules par IFN gamma induit une dissociation de STAT1 et de 

CAF1, suggérant que cette dernière joue un rôle sur le contrôle du trafic de STAT1. De plus CAF1 



 

joue un rôle de par son activité déadénylase car elle participe à l’accélération de dégradation des 

ARNm codant pour STAT1, permettant de moduler la réponse immunitaire. Le rôle de CAF1 dans la 

signalisation des interférons a été confirmé dans des cellules n’exprimant pas CAF1, qui exhibent 

un meilleur niveau de résistance à l’infection virale (Chapat et al. 2013).  

 

C.9.2. Le complexe CCR4-NOT affecte le complexe majeur d’histocompatibilité 

 
D’autre part, un vaste criblage d'ARN interférents (ARNi) a mis en évidence que les sous-

unités du complexe CCR4-NOT affectaient le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), un 

système de reconnaissance du soi présent chez la plupart des vertébrés (Dorf 1981). Les molécules 

du CMH sont à la surface des cellules et assurent la présentation des antigènes aux lymphocytes T 

afin de les activer. Cette étude a montré que la répression de CNOT1 augmentait l’expression des 

gènes CMHC-II. Ces gènes sont eux-mêmes contrôlés par le signal des interférons. Ces résultats 

suggèrent que le complexe joue un rôle dans la présentation de l’antigène. De plus une autre 

étude a identifié la protéine CNOT4 comme interagissant et régulant la cascade JAK/STAT chez la 

drosophile et l’homme (Grönholm et al. 2012). 

 

C.10.  Mécanismes de sélection de l’ARN messager 

 
La vitesse de dégradation d’un ARN messager est principalement déterminée par les éléments de 

séquence capable de recruter des protéines responsables de la régulation de sa dégradation. 

Certaines de ces protéines ont été trouvées comme pouvant interagir avec les sous-unités du 

complexe CCR4-NOT. Par exemple, son recrutement sur l’ARN messager est conduit par l’action 

concertée de la protéine se liant à la queue poly(A) (PAPB) et des protéines TOB1&TOB2, en 

interaction avec la sous-unité CAF1 (Ezzeddine et al. 2007; Okochi et al. 2005). Par ailleurs d’autres

facteurs peuvent s’associer directement de manière spécifique aux protéines pouvant se lier à 

l’ARN. C'est la cas de la protéine Pumilio fem3 qui s’associe au complexe CCR4-NOT et induit la 

déadénylation et la répression de la traduction (Goldstrohm et al. 2007; 2006). D’autre part, la 

protéine tristétraproline (TTP) qui s’associe aux facteurs AREs (AU-rich éléments), peut interagir 

directement avec la sous-unité CNOT1 du complexe CCR4-NOT pour entrainer une augmentation 

rapide de la dégradation (Fabian et al. 2013; Sandler et al. 2011). De la même manière le complexe 

est recruté sur des ARNm spécifiques par l’action de facteurs que l’on retrouve aussi dans la 

répression des micros ARNs (Huntzinger and Izaurralde 2011). En effet les éléments CDE 

(constitutive decay element) adoptent une structure en tige/boucle et constituent un motif très 



 

conservé responsable de la dégradation des ARN. Ainsi il a été démontré qu’un de ces CDE, 

stimulant la dégradation à travers son association avec la protéine Roquin, pouvait recruter le 

complexe CCR4-NOT (Leppek et al. 2013).  

La localisation des ARN au sein de la cellule influe grandement sur leur propension à être dégradés 

plus ou moins rapidement. Les protéines mRNP qui s’associent avec les facteurs responsables de la 

dégradation et du décoiffage peuvent être séquestrées au sein des particules P-bodies (PB) 

(Eulalio et al. 2007; Parker and Sheth 2007). Dans ce contexte, il est intéressant de mentionner 

que les sous-unités CCR4 et CAF1 peuvent elles aussi y être retrouvées et que l'activité de 

déadénylation est indispensable à la formation de ces particules (Zheng et al. 2008). La 

séquestration des ARN messagers dans les PB, ainsi que des facteurs de dégradation associés 

constitue un moyen de les extraire de façon temporaire de la fraction disponible pour la 

traduction, ou de les conserver pour une utilisation ultérieure. 

 

Le complexe CCR4-NOT est organisé autour d’une protéine d’échafaudage de 240 kDa. Cette 

protéine NOT1 représente une surface étendue sur laquelle viennent s’ancrer les autres 

composants du complexe. Une étude de microscopie électronique a permis de révéler 

l’architecture globale du complexe (Nasertorabi et al. 2011). Les auteurs de cette étude ont placé 

les différentes sous unités du complexe dans l’enveloppe en fonction de leur taille respective mais 

sans validation expérimentale. Le complexe arbore une architecture en L. Notre laboratoire a 

contribué depuis 2012 à enrichir les connaissances sur l’architecture de ce complexe. Nous avons 

pu notamment apporter des détails sur la structure et la fonction des différents modules qui le 

composent (Module de Déadénylation, Module NOT, Module impliqué dans la répression de la 

traduction et Module d’ubiquitination). J’ai choisi dans cette partie de mon manuscrit de détailler 

les différentes découvertes des structures des composants du complexe CCR4-NOT et de les 

exposer dans l’ordre chronologique de leurs découvertes.  



 

 

Figure 2 : Composants du complexe CCR4-NOT chez l’humain et la levure. 
Dans le tableau de gauche sont détaillées les différentes protéines qui composent le complexe 
CCR4-NOT, leurs positions respectives sur la protéine d’échafaudage au sein du complexe, ainsi 
que les domaines structuraux qui les caractérisent. Le schéma de droite donne une représentation 
de l’organisation du complexe.  
 

D. Architecture et analyse structurale du complexe CCR4-NOT  et des sous unités qui le 

composent 

 

D.1. Les déadénylases du complexe CCR4-NOT 

 
Le complexe CCR4-NOT comporte deux enzymes de déadénylation qui appartiennent à deux 

types distincts. La protéine CAF1 appartient au type de nucléase DEDD, ainsi nommé à cause des 

acides aspartiques et glutamines conservés au sein du site actif. Par ailleurs la protéine CCR4 

appartient à la classe de l’exonucléase-endonucléase-phosphatase de type EEP. Le complexe de 

levure comporte ces deux enzymes qui sont toutes deux impliquées dans la dégradation des ARN 

messagers, bien que seule la nucléase CCR4 soit indispensable à cette fonction. Le complexe 

humain présente une composition similaire mais possède la particularité d’avoir deux orthologues 

de chaque enzyme de déadénylation. Dans le cas de CCR4 on retrouve les orthologues humains 

CNOT6 et CNOT6L, qui sont impliqués dans des fonctions distinctes. D’autre part, CNOT7 et CNOT8 

sont les orthologues humains de CAF1. Ils partagent une très forte homologie de séquence et 

jouent un rôle dans la prolifération cellulaire. Ces orthologues sont retrouvés de manière exclusive 

au sein du complexe, suggérant qu’ils partagent le même site de fixation. 

 

D.1.1. CAF1 : une déadénylase de type DEDD 

 



 

La première structure cristallographique de CAF1 a été déterminée chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae en 2003 (Thore et al. 2003). Deux études similaires chez 

Schizosaccharomyces Pombe en 2007, puis en 2008 (Jonstrup et al. 2007; Andersen et al. 2009) 

ont permis de compléter les informations structurales disponibles sur cette déadénylase. CAF1 

adopte une structure en forme de croissant composée de 13 hélices  et de 6 feuillets  (Figure 3). 

La comparaison de la structure de CAF1 avec les structures disponibles dans les bases de données 

a permis de la classifier comme faisant parti de la famille des nucléases de type DEDD qui adopte 

les repliements classiques de type DnaQ. La famille DEDD a pour caractéristique le fait d’arborer 

un site actif conservé qui comporte les acides aminés Asp-Glu-Asp-Asp. Bien que l’homologie de 

séquence soit très faible, CAF1 partage des caractéristiques structurales très proches de la sous-

unité - de l’ADN polymérase III et du domaine exonucléasique de l’ADN polymérase I. La 

détermination de la structure de CAF1 chez S. Pombe a apporté des détails qui contribuent à 

expliquer la sélectivité de ce type de déadénylase. Dans cette structure, deux ions divalents ont 

été localisés dans le site actif (appelés sites A et B), et des expériences de biochimie ont montré 

qu’ils étaient essentiels à son activité. Par ailleurs cette étude a montré que le site A était 

favorablement occupé par du zinc (Zn2+) et que le site B quant à lui favorisait l’occupation du 

manganèse (Mn2+). La composition de ces ions dans le site actif a une influence sur les cinétiques 

de déadénylation. Par exemple en présence d’ions Mg2+, Mn2+ et Zn2+, la déadénylation est très 

lente et non spécifique. En absence de Zn2+, CAF1 exhibe une activité très rapide et spécifique de 

substrat arborant une queue poly(A). Ce résultat conduit à l’hypothèse que les niveaux ioniques 

cellulaires contribuent à réguler le taux de dégradation des ARNm. Chez S. cerevisiae, le motif 

DEDD de CAF1 est substitué par un motif SEDQ. La perte de deux acides aminés catalytiques 

conservés explique que chez la levure CAF1 ait perdu sa fonction catalytique et que son rôle soit 

essentiellement structural. En effet, CAF1 contribue au recrutement de CCR4 sur le complexe 

CCR4-NOT. Il a été montré par des essais de dégradation in vitro que CAF1 était capable de 

dégrader des substrats ARN, poly(U), poly(C) et poly(A), avec une légère préférence pour ces 

derniers. Cette faible spécificité peut être expliquée par le fait que les interactions entre ces 

substrats ARN et l’enzyme sont principalement des interactions de type Van der Waals. La 

structure de CNOT7, l’orthologue humain de CAF1, a été résolue en présence de la protéine TOB, 

un facteur antiprolifératif (Horiuchi et al. 2009). La structure révèle un cœur catalytique 

caractéristique de la famille des ARNase D arborant le motif DEDD, comme dans le cas des 

protéines de levure. La Figure 3 montre une représentation du complexe ainsi qu’une vue détaillée 

du site actif.  



 

 

 

Figure 3 : Les déadénylases DEDD 
(A) Structure cristalline du Complexe humain CNOT7-Tob. 
(B) Structure cristalline de Caf1 de S.Pombe. 
(C) Zoom du site actif montrant le motif DEDD en représentation bâton avec les ions Mn2+ et Zn2+ 
représentés par des sphères. 

 

D.1.2. CCR4 : une déadénylase de type EEP 

 
CCR4 a été identifiée par plusieurs études comme principale responsable de l’activité de 

déadénylation chez la levure. La structure du domaine nucléase de la protéine humaine CNOT6, 

orthologue de CCR4 a été déterminée en 2010 (Wang et al. 2010). Le repliement de CNOT6 est 

caractérisé par un sandwich -  dans lequel deux feuillets  sont pris en sandwich entre deux 

couches d'hélices . Le site actif se situe au sommet de la molécule où se trouvent deux ions 

magnésium (Mg2+). Le Glutamate 240 est responsable de la coordination d’un des ions. La 

mutation de cet acide aminé ou l’absence de magnésium, abolit l’activité, suggérant que l’action 

de CNOT6 est dépendante du magnésium. L’autre ion magnésium est coordonné par l’action 

combinée des acides aminés Asp410, Asn412 et His529. Des essais de déadénylation ont montré 

que CNOT6 possédait une spécificité stricte pour les substrats poly(A). Deux structures de CNOT6 

en complexe soit avec un ADN poly(A) ou avec une molécule de AMP (adenosine 5’ 

monophosphate) permettent d’expliquer la spécificité de cette déadénylase. Dans le site actif de 

la structure avec l’ADN poly(A) on peut observer trois nucléotides. L’interaction est induite par des 

liaisons hydrogènes de l’ion magnésium et de l’ASN412 sur le phosphate de la deuxième base. 

L’adénine de la base A2 se cale entre la Phe484 et la Pro365. Les nucléotides A1 et A3 ne forment 

pas d’interaction particulière avec les résidus du site actif. Une seconde structure avec une 

molécule d'AMP confirme l’importance de ces résidus dans la reconnaissance du substrat. Une 

mutation des acides aminés Asn412 et Phe484 abolit l’activité. Les autres bases, de part leur 

spécificité chimique, ne pourraient pas être accommodées à l’intérieur du site actif. 



 

 

 
Figure 4 : Les déadénylases EEP 
(A) Structure cristalline du domaine nucléase humain de CCR4 (CNOT6L) en complexe avec un 
poly(A) ADN. Le ligand est représenté en bâton jaune et les ions Mg2+ sont représentés en 
sphères. 
(B) Substrat dans le site actif montrant le poly(A) ADN en bâtons jaunes et le rAMP en bâton vert 
pâle. Les résidus de CNOT6L sont représentés en bâton rose et les ions Mg2+ en sphères vertes. 
(C) Vue détaillée du site actif de CNOT6L montrant les résidus en bâton, les ions Mg2+ en sphères 
et les molécules d’eau en sphères rouges. 
 

D.2. Le module de déadénylation du complexe CCR4-NOT 

 
L’étude structurale que j’ai mené a permis d’élucider l'architecture du sous-complexe qui 

comprend les protéines CAF1/CCR4 et NOT1 de S. cerevisiae (Basquin et al. 2012). Ce complexe 

ternaire est situé à la fin de la première moitié de la protéine d’échafaudage NOT1. 

  

D.2.1. Le domaine NOT1 (754-1000) adopte un repliement MIF4G 

 
Le domaine NOT1 (754-1000) contient dix hélices antiparallèles. Cet arrangement est 

caractéristique de ce qui peut être observé pour les répétitions HEAT. Ces motifs sont formés par 

deux hélices antiparallèles (nommées hélice A et B) qui s’empilent l’une sur l’autre (Andrade et al. 



 

2001). Une recherche dans les bases de données structurales avec le logiciel DALI (Holm and 

Rosenström 2010) a permis d’identifier un domaine MIF4G (middle domain of eukaryotic initiator 

factor 4G) composé de répétitions HEAT. Les cinq répétitions HEAT de NOT1 (754-1000) peuvent 

être superposées avec les domaines MIF4G de eIF4G (Schütz et al. 2008) et UPF2 (Kadlec et al. 

2004) avec un écart quadratique moyen inferieur à 2.8 Angströms, sur soixante dix pour cent des 

atomes de carbone. De plus, NOT1 (754-1000) possède deux segments étendus aux extrémités N 

et C-terminale qui font partie intégrante du domaine MIF4G et s'associent aux répétitions HEAT 

par des interactions hydrophobes. Ce domaine est similaire dans les structures déterminées en 

l’absence ou en présence de CAF1 (écart quadratique moyen inférieur à 0,5 Å, sur l’ensemble des 

atomes de carbone). L’analyse structurale du domaine NOT1 (754-1000) met en évidence une 

surface concave composée d’une large région comprenant des résidus conservés sur les hélices B 

des répétitions HEAT 1-5. Une plus petite région de résidus conservés est aussi présente sur l’autre 

surface entre les boucles connectant les répétitions HEAT 3-5 et HEAT 4-5 (Figure 5). 

 

Figure 5 : Le domaine MIF4G de NOT1 
Sur le panneau de gauche sont représentées les interactions des segments N et C- terminales de 
NOT1 (754-1000) en cyan sur les hélices des répétitions HEAT. Les résidus conservés impliqués 
dans les interactions polaires et hydrophobes sont indiqués.  
Sur le panneau de droite sont représentés les différentes structures du domaine MIF4G de NOT1. 
En gris la structure isolée, en jaune en complexe avec CAF1 et en orange en complexe avec CAF1 
et CCR4 (Basquin et al. 2012). 
 

D.2.2. L’interaction du domaine NOT1 (754-1000) avec CAF1 implique des résidus 

conservés 

 
CAF1 est reconnue par une petite surface composée par des résidus conservés situés entre 

les boucles connectant les répétitions HEAT 3-5 et HEAT 4-5. Comme indiqué plus haut, CAF1 

adopte un repliement contenant un feuillet -  entouré d’hélices alpha, à l’exception d’une petite 

surface qui forme la cavité du site actif. Le site actif de CAF1 de S. cerevisiae possède les résidus 



 

Ser188-Glu190-Asp310-Gln394 (SEDQ) qui sont sub-optimaux comparé à la séquence canonique 

(DEDD) chez S. Pombe ou chez les orthologues humain. Dans le complexe CCR4-NOT, CAF1 

interagit dans une région diamétralement opposée au site actif. L’interaction entre CAF1 et NOT1 

(754-1000) est conduite par des résidus conservés, en particulier, par Met290, Met296 et Trp333 

chez CAF1 et Pro897, Phr938, Pro943 et Trp944 chez NOT1 (Figure 6). Au total, cette interface 

comprend seulement 8,4% de la surface de solvant accessible (230 Å2 pour CAF1 et 420 Å2 pour 

NOT1), laissant une large surface de résidus conservés sur la surface concave opposée libre et 

exposée au solvant. 

 

Figure 6 : Interface NOT1-CAF1 
Zoom montrant les résidus en bâtons à l’interface NOT1-CAF1  
 

D.2.3. L’interaction de CAF1 avec le domaine LRR de CCR4 forme un cœur hydrophobe 

 
Le site actif de CAF1 reste accessible dans le complexe car la fixation de CCR4 est conduite 

par le domaine LRR sur une surface adjacente. L’interaction de CAF1 avec le domaine LRR de CCR4 

forme un cœur hydrophobe continu. Le domaine LRR de CCR4 contient cinq répétitions riches en 

leucine (Leucine Rich Repeat) qui forment une structure en croissant. La surface convexe 

extérieure est formée par des hélices, alors que la surface concave est formée par des brins  

parallèles. La surface concave est souvent liée à des interactions intermoléculaires (Bella et al. 

2008). Chez CCR4 de levure, la surface concave du domaine LRR interagit intramoléculairement 

avec les hélices de la région N-terminale. La région de 70 acides aminés reliant la partie N-

terminale et le LRR est désordonnée. La partie ordonnée de la région N-terminale recouvre la 

surface hydrophobe du feuillet  du domaine LRR (entouré par les résidus Tyr363, Val384, Tyr407, 

Tyr409, Phe411 et Phe430). L’analyse structurale suggère que la région N terminale et le domaine 

LRR de CCR4 forme une unité structurale unique. Chez les vertébrés, CCR4 ne possède pas la 



 

région N-terminale et la surface concave du domaine LRR est polaire. Le domaine LRR de CCR4 

inclut deux hélices qui recouvrent les résidus leucines de la cinquième répétition et conduit 

directement au domaine nucléase (Figure 7). Le cœur hydrophobe de la première répétition du 

domaine LRR est recouvert par CAF1. CAF1 interagit avec CCR4 via une surface formée par une 

longue boucle (résidus 193-206 - Figure 7) et une hélice (résidus 207-219). Cette région de CAF1 

subit un changement de conformation, comparé à la structure de CAF1 isolée. Les résidus de CAF1 

197-199 forme un brin  qui étend le feuillet  de CCR4. Les résidus hydrophobes de la première 

répétition du domaine LRR contactent des chaînes latérales apolaires de CAF1 (Ala215 et Phe219). 

Les résidus responsables de l’interaction CAF1 - CCR4 sont conservés des champignons aux 

animaux, et la surface d’interaction a été confirmée par mutagénèse (Clark et al. 2004; Ohn et al. 

2007). 

 

Figure 7 : Interface CCR4-CAF1 
Zoom montrant les résidus en bâtons à l’interface CCR4-CAF1. 

 

D.2.4. Le domaine nucléase de CCR4 est adjacent au domaine LRR 

 
Le domaine nucléase de CCR4 est adjacent au domaine LRR. Une étude structurale 

précédente a montré que le domaine catalytique humain CNOT6, orthologue de CCR4, peut être 

classé parmi les membres de la famille de l’endonucléase-exonucléase-phosphatase (EEP) (Wang 

et al. 2010). Le repliement de CNOT6 est caractérisé par un sandwich -  constitué de deux 

feuillets  pris en sandwich entre deux couches d'hélices, formant un site actif proéminent. Dans 

deux molécules de l’unité asymétrique des cristaux du complexe NOT1 (754-1000), CAF1 et CCR4, 

les hélices de la moitié du domaine LRR interagissent avec le domaine nucléase, quand l’autre 



 

moitié est désordonnée. La partie ordonnée du domaine nucléase correspondant à l’orthologue 

humain de CNOT6 adopte la même conformation et peut être superposée avec un écart 

quadratique moyen inférieur à 1,1 Å, sur l’ensemble des atomes de carbone de la chaine 

principale. L’interaction entre les domaines nucléase et LRR recouvre une surface d’environ 400 

Å2. L’interface présente des contacts hydrophobes (entre Phe403 de la surface du feuillet  du 

domaine LRR et la Pro773 du domaine nucléase) et des contacts polaires (entre Asp460 de l’hélice 

C terminale du domaine LRR et la Ser528 de la nucléase). Bien que les interactions ioniques 

intramoléculaires de CCR4 soient de nature faibles et stabilisées par des contacts au niveau du 

réseau cristallin, elles sont conservées et forment une région continue de résidus conservés 

exposés au solvant (Tyr457 et Asn461 du domaine LRR et Trp529, Asp534 et Tyr535 du domaine 

nucléase). De plus ces interactions ont été précédemment suggérées par un criblage d’interaction 

double hybride chez la levure (Clark et al. 2004). L’arrangement relatif des deux domaines en 

forme de L est semblable à la région en L décrite par la structure du complexe CCR4 NOT chez 

S.cerevisiae déterminée par microcopie électronique en coloration négative (Nasertorabi et al. 

2011).

 

Figure 8 : Interface LRR-Nucléase de CCR4 
Zoom montrant les résidus en bâtons à l’interface LRR-Nucléase de CCR4. 
Les résidus hydrophobes à l’interface sont indiqués ainsi que les résidus conservés sur la surface. 



 

 

Figure 9 : Structure de complexe NOT1 (754-1000) CAF1-CCR4. 
Panneau A : Le complexe est représenté dans deux orientations tournées de 180  autour de l’axe 
vertical. NOT1 est en orange, CAF1 en bleu et CCR4 en rose. Sur la droite le complexe est 
représenté superposé à l’orthologue humain CNOT6L, en gris. 
Panneau B : Représentation de la surface du complexe dans une orientation identique au panneau 
A. La surface est colorée en fonction du niveau de conservation des résidus. 
 

D.2.5. Mutations entrainant la déstabilisation de NOT1-CAF1 et CAF1-CCR4 

 
Des mutations basées sur l’analyse structurale ont été introduites pour désorganiser les 

interactions des protéines NOT1-CAF1 et CAF1-CCR4. Afin de déstabiliser l’interface NOT1 (754-

1000) et CAF1 nous avons conçu un double mutant de CAF1 (M290K, M296K) et un double mutant 

de NOT1 (F938E, P943Y). Des expériences d’immunoprécipitation utilisant des protéines 

étiquetées ont montré que le mutant de CAF1 perdait l’interaction avec NOT1 tout en préservant 

celle avec CCR4. De même le mutant de NOT1 affecte l’interaction avec CAF1. 

Afin de déstabiliser l’interface entre CAF1 et CCR4, nous avons conçu un double mutant de CAF1 

(A215E et F219E) et un double mutant de CCR4 (L339E et L341E). Le mutant de CAF1 abolit 

l’interaction avec CCR4 dans des expériences d’immuno-précipitation et réduit légèrement 

l’interaction avec NOT1. Inversement le mutant de CCR4 abolit l’interaction avec CAF1 mais 

n’impacte pas l’interaction avec NOT1. Il est important de souligner que dans tous les cas les 



 

protéines mutantes sont produites à des niveaux normaux (Basquin et al. 2012). 

Bien que les déadénylases soient actives in vitro, les résultats des expériences in vivo confirment 

que l’incorporation de CCR4 et CAF1 au complexe CCR4-NOT est cruciale pour l’activité de 

déadénylation. En effet lorsque l’on perturbe l’interaction entre CAF1 et NOT1, les levures 

exhibent un phénotype de croissance perturbé à haute température. Par ailleurs, on observe 

l'accumulation d'intermédiaires de dégradation des ARNm. Ces observations ont été confortées 

par une étude où un mutant de la protéine CAF1 chez la drosophile qui empêche l’interaction avec 

NOT1 avait un large effet sur la dégradation des ARN messagers (Petit et al. 2012). 

Il est à noter que dans le même temps, une autre étude a confirmé cette structure chez l’humain 

avec un complexe binaire des protéines CNOT1 et CNOT7, qui sont les orthologues de NOT1 et 

CAF1 (Petit et al. 2012). 

  

D.3. Le domaine NOT1 (154-754) est une plateforme étendue de répétitions HEAT 

 
La structure du domaine de NOT1 (154-753) est entièrement composée d’hélices antiparallèles 

arrangées côte à côte qui forment une molécule allongée de 120 Å. L’analyse de la structure révèle 

13 épingles à cheveux hélicoïdales semblable à des répétitions HEAT. Les répétitions HEAT 1-9 

présentent un arrangement antiparallèle à l’exception d’une rotation inhabituelle entre les 

répétitions HEAT 4 et 5. Les répétitions HEAT 10-13 sont aussi organisées parallèlement mais cette 

région est tournée de 90 degrés par rapport aux répétitions HEAT 1-9. Une recherche de similarité 

structurale avec le logiciel DALI (Holm and Rosenström 2010) a identifié une similarité entre les 

répétitions HEAT 10-13 (résidus 571-746) et quatre répétitions HEAT de MIF4G1. Les répétitions 

HEAT 10-13 représentent la partie la plus conservée du domaine NOT1 (154-753). En effet les 

résidus situés sur les hélices A des répétitions HEAT 10-11 forment une région conservée au cours 

de l’évolution sur la surface extérieure de ce domaine. Ces surfaces conservées des domaines 

NOT1 (154-753) et NOT1 (754-1000) constituent des candidats de choix pour développer des 

interactions protéines-protéines soit dans le cadre du cœur du complexe CCR4-NOT, soit pour le 

recrutement d’autres facteurs. 



 

 

Figure 10 : NOT1 (154-753) est une plateforme de répétitions HEAT. 
Panneau A : Structure cristalline de NOT1 (154-753) représenté en ruban et coloré en rouge. Les 
répétitions HEAT sont numérotées. 
Panneau B : Représentation de la surface de NOT1 (154-753) dans une orientation identique au 
panneau A. La surface est colorée en fonction du niveau de conservation des résidus. 

 

D.4. Le module NOT 

 
Le module NOT est formé par l’association des protéines CNOT1, CNOT2 et CNOT3 chez l’humain 

et des protéines NOT1, NOT4 et, NOT5 ou NOT3, chez la levure. Dans le complexe de la levure, 

NOT2 est un orthologue de CNOT2, les protéines NOT5 et NOT3 sont orthologues de CNOT3. Les 

protéines NOT5 et NOT3 sont par ailleurs paralogues probablement issues d’un événement de 

duplication de gène. Ces deux protéines partagent la même partie N-terminale, mais se 

distinguent par leur partie C-terminale (Figure 11). Il a été démontré que NOT5 était indispensable 

pour la viabilité chez de la levure, tandis que NOT3 présentait un phénotype de croissance très 

léger (Oberholzer et al. 1998). La fonction du module NOT n’est pas très bien caractérisée, mais il 

semble qu'il soit impliqué dans la régulation de l’activité du complexe CCR4-NOT et de son 



 

recrutement sur des ARNm spécifiques. Ce module est par ailleurs impliqué dans diverses 

fonctions, par exemple la transcription. 

 

Figure 11 : Organisation et carte d’interaction des protéines NOT de levure.  
Les rectangles de couleur montrent les domaines structuraux connus. Les rectangles hachurés 
représentent des régions de basse complexité impliquées dans des interactions protéine-protéine. 
Les rectangles gris et blanc représentent des régions pour lesquelles il n’existe pas d’information 
structurale. 
 
Le complexe NOT1c (1567-2058), NOT2 et NOT5c (partie C terminale de NOT5) est organisé autour 

de la protéine NOT1. Celle-ci est composée entièrement d’hélices  arrangées antiparallèlement, 

formant ainsi une molécule allongée de 85 Å. La topologie de CNOT1c est typique de ce qui peut 

être observé dans les répétitions de types HEAT (décrites plus haut). Un enchainement de 

plusieurs répétitions HEAT forme une structure superhélicoïdale qui présente une surface convexe 

formée par les hélices de type A et une surface concave formée par les hélices B (Figure 12). 

NOT1c comporte dix motifs HEAT qui peuvent être divisés en deux groupes. Le premier groupe 

comprend les répétitions HEAT de 1 à 6 (résidus 1567-1849) et constitue une structure régulière 

qui se différencie des motifs habituellement retrouvés. Le second groupe formé par les répétitions 

HEAT de 7 à 10 (résidus 1888-2058) présente aussi une structure régulière à l’exception d’une 

longue structure beta en épingle à cheveux connectant les répétitions HEAT 7 à 8 et une hélice C-

terminale additionnelle (résidus 2059-2079). Par ailleurs, ce second groupe possède quatre des 

cinq répétitions HEAT qui sont caractéristiques d’un domaine MIF4G. Un segment de 40 résidus 

connecte les répétitions HEAT 6 à 7 et s’enroule autour afin de former une large région 

hydrophobe. Les deux groupes de répétitions HEAT se fixent l’un sur l’autre perpendiculairement 

afin de former une structure en T. Comme dans la structure du domaine N-terminal de NOT1 



 

(décrite plus haut), les domaines N et C-terminaux sont construits suivant des principes 

extrêmement similaires, bien que l’orientation de chacun de ces domaines diffère dans le détail.  

 

Figure 12 : Structure du complexe de levure NOT1c-NOT2-NOT5 
Panneau A : Représentation schématique de l’organisation des domaines des protéines S. 
cerevisiae NOT1c, NOT2 et NOT5. Les rectangles de couleur indiquent les domaines globulaires 
présents dans la structure (Jaune, NOT1 ; Magenta, NOT2 ; vert, NOT5). 
Panneau B : Structure du complexe NOT1c -NOT2-NOT5 représenté en ruban dans deux 
orientations. 
Le domaine de NOT2 se fixant à NOT1c peut être découpé en trois segments. Le premier segment 
(NOT2 résidus 5-13) se fixe au domaine MIF4G de NOT1c, principalement sur ces hélices A des 
répétitions HEAT 9 et 10. A cet endroit se trouve une poche hydrophobe dans laquelle s’enfonce la 
Leucine 9, un résidu conservé dont on a montré qu’il était important fonctionnellement in vivo 

(Russell et al. 2002). Le second segment (NOT2 résidus 31-64) se fixe à NOT1c sur une répétition 
HEAT adjacente, zigzagant entre les hélices B des répétitions HEAT 4-6. Ce segment de NOT2 
forme une hélice courte et une épingle à cheveux. L’hélice se fixe à des résidus hydrophobes de la 
surface conservée de la répétition HEAT 5, centrée sur les résidus Arg1811 et Leu1814. L’épingle à 
cheveux plonge dans un creux hydrophobe de résidus conservés des répétitions HEAT4-5 
(Phe1751 à Ile1812). Le troisième segment (NOT2 résidus 65-75) s’étend au-dessus de l’hélice B 
vers la répétition HEAT 3. Le domaine de NOT5 (298-560) se fixant à NOT1c peut être également 
découpé en trois segments. Le premier segment (NOT5 résidus 346-373) contient une hélice  et 
se fixe à l’hélice A de NOT1c au travers d’interactions hydrophobes. Le second segment (NOT5 



 

résidus 374-391) contient également une hélice alpha et se fixe sur le flanc de NOT1c formé par la 
connexion des répétitions HEAT 3-5 au travers d’interactions hydrophobes. Le troisième segment 
(NOT5 résidus 392-404) s’étend au-dessus des hélices B de NOT1c entre les répétitions HEAT 1-3 
formant des contacts polaires et apolaires. il interagit directement avec le troisième segment de 
NOT2 par le biais d’un pont salin (entre Asp393 et Arg65).  
Panneau C : Représentation de la surface du complexe dans les mêmes orientations que le 
panneau B. 
 

NOT2 et NOT5(298-560) contiennent des domaines globulaires similaires appelés NOT box qui 

sont précédés par des extensions N-terminales dont les résidus 5-75 de NOT2 et les résidus 346-

404 de NOT5(298-560) sont responsables de l’interaction avec NOT1. Ces régions N-terminales 

s'étendent sur de plus de 100 Å et couvrent une surface de 3700 Å2. Chacune de ces extensions 

peut être découpée en trois segments interagissant avec NOT1c principalement pour des 

interactions hydrophobes (Figure 13). L’analyse de la structure suggère que NOT2 et NOT5(298-

560) se fixent à NOT1c de façon synergique. Cette hypothèse a été vérifiée par des expériences de 

co-précipitation avec NOT1c ou des protéines NOT2 et NOT5 amputées de leur extrémité N-

terminale ne pouvait s’associer au sein du complexe. 

 

Figure 13 : NOT1 interagit avec les extensions de NOT2 et NOT5. 



 

Panneau A-E : Zoom des régions d’interactions de NOT1 avec NOT2 et NOT5 montrant les trois 
segments (I,II,III) des extensions N-terminale de NOT2 et NOT5 qui forment les interactions avec 
NOT1. Les résidus conservés responsables des interactions sont indiqués.  
 

Les domaines globulaires de NOT2 et NOT5 sont positionnés au-dessus des hélices B des 

répétitions HEAT 1-4 de NOT1, qui prennent en sandwich en partie les extensions N-terminales de 

NOT2 et NOT5. Ces domaines globulaires contiennent chacun une boîte NOT (NOT box). Celle de 

NOT2 (résidus 99-191) se compose de trois hélices et d’un feuillet beta formé par quatre brins 

beta antiparallèles. Le feuillet beta est extrêmement courbé, tandis que les brins  3 et  4 sont 

longs et incurvés avec un résidu glycine conservé (gly166) au point de pliure/courbure du brin  3. 

Une courte extension C terminale se fixe contre le brin  1 pour créer un petit tonneau beta.  

La boîte NOT de NOT5 (résidus 464-560) est très similaire structurellement à celle de NOT2. En 

effet, ces deux domaines peuvent être superposés avec un écart quadratique moyen inférieur à 

1,3 Å, sur l’ensemble des atomes de la chaîne principale (Figure 14). La différence principale réside 

dans le fait que les brins  de NOT5 sont plus courts, formant un feuillet  plus plat.  

Une recherche d’homologie de structure des boîtes NOT avec le serveur DALI a identifié les 

domaines Sm comme structures présentant la plus forte similarité. Les protéines Sm, constitutants 

du coeur du splicéosome, sont au nombre de sept et s'associent pour former un anneau 

heptamérique entourant un segment du snARN (Salgado-Garrido et al. 1999). Toutefois les boîtes 

NOT diffèrent des domaines canoniques Sm par plusieurs aspects. Tout d’abord, il manque les 

motifs Sm1 et Sm2 dans la séquence d’acides aminés. D’un point de vue structural, les boîtes NOT 

ne possèdent pas le cinquième brin beta responsable de la dimérisation des domaines et a fortiori 

de l’oligomérisation en structure en anneau (Törö et al. 2002; Khusial et al. 2005; Leung et al. 

2011). Les boîtes NOT utilisent un autre mode d’interaction, leur dimérisation s'opérant via leurs 

hélices  N-terminale. L’hélice  1 de la boîte NOT de NOT2 se fixe contre la base du feuillet  de 

NOT5 et vice et versa. Au centre de l'interaction, les hélices  2 de NOT2 et de NOT5 se fixent l’une 

à l’autre (Figure 14). L’interface de dimérisation est régie par des interactions multiples centrées 

sur les résidus conservés Phe114 et Leu115 de NOT2 et leurs correspondants chez NOT5 (Phe479 

et Ile480). Enfin les extensions N-terminales des domaines globulaires, les résidus 67-93 de NOT2 

s’enroulent autour de la boîte NOT de NOT5, et les résidus 408-427 de NOT5 s’enroulent autour 

de celle de NOT2 (Figure 14). Les extensions N-terminales quant à elles ancrent les boîtes NOT à 

NOT1, comme décrit plus haut. 

 



 

 

Figure 14 : Superposition et surface d'interaction des boîtes NOT de NOT2 et NOT5. 
Zoom des surfaces d’interaction entre les boîtes Not de NOT2 et NOT5. Les résidus conservés 
impliqués dans l’interaction sont indiqués. 

 

D.5. Structure CNOT9 et CNOT1 

 
Il a été montré chez l'homme que la sous-unité CNOT9 (homologue CAF40 chez la levure) du 

complexe CCR4-NOT interagissait avec la protéine CNOT1 par son domaine DUF3819 (Domain of 

Unkown Function), situé après (Bawankar et al. 2013). La structure de CNOT9 a été déterminée en 

2007 (Garces et al. 2007). Le repliement de CNOT9 en complexe avec CNOT1 est identique à celui 

de la protéine seule (Figure 15). CNOT9 se compose d’un tandem de six répétitions de type 

armadillo (ARM). Ces répétitions ARM sont chacunes formées par trois hélices (H1, H2 et H3) qui 

ensemble forment une structure en forme de croissant, avec une surface convexe délimitée par 

les hélices H1 et une surface concave délimitée par les hélices H2 et H3. Dans la structure de la 

protéine isolée, la surface convexe des répétitions ARM 2 et 3 fourni une interface pour la 

dimérisation. A contrario, dans le cadre du complexe CNOT9/CNOT1 (Mathys et al. 2014) cette 

surface est utilisée pour l’interaction avec CNOT1, qui se présente comme une molécule allongée 

articulée autour de trois longues hélices qui s’entrelacent. Cet ensemble est complété par deux 

segments avec des éléments hélicoïdaux. Dans la partie N-terminale se trouve un segment de 35 

acides aminés formant une région hydrophobe à l’extrémité de la molécule. Dans la partie C-

terminale se trouve un segment de 50 acides aminés qui s’enroule autour de l’autre extrémité de 

CNOT1 et de la première répétition ARM de CNOT9.  

D’autre part il a été démontré que la protéine GW182, protéine d’échafaudage pouvant 

s’associer aux ARN messagers et stockée dans les P bodies (Braun et al. 2011; Zielezinski and 

Karlowski 2015), au travers de son domaine CED, interagissait avec la partie CNOT9 au travers des 

résidus tryptophanes (Braun et al. 2011; Chekulaeva et al. 2011; Fabian et al. 2011). Une 

expérience de trempage des cristaux du complexe CNOT9-CNOT1 dans une solution de 



 

tryptophane a permis de résoudre la structure du complexe en présence de tryptophane. En effet, 

la molécule de tryptophane a pu être modélisée dans la surface concave entre les répétitions 

ARM5 et ARM6. Le groupement indole du tryptophane s’enfonce dans une poche hydrophobe 

formée par les résidus Tyr203, Phe206 et Ala248. La chaîne principale du tryptophane est exposée 

au solvant dans une position compatible avec une géométrie de la chaîne polypeptidique étendue 

de GW182. Une molécule de MES, issue du tampon de cristallisation, a pu être modélisée dans 

une poche située entre les répétitions ARM5 et ARM6. Cette seconde poche est également 

compatible avec l’interaction d’une molécule de tryptophane. Des mutants conçus pour perturber 

les poches d’interactions des tryptophanes bloquent totalement l’interaction de CNOT9 avec le 

domaine CED de GW182, prouvant ainsi que les deux poches étaient occupées synergiquement 

par les résidus tryptophanes de GW182 (Mathys et al. 2014)  

 

Figure 15 : Structure du complexe CNOT1 et CNOT9. 
Panneau A : Structure de CNOT9 (en gris avec les 6 répétitions ARM numérotées) et CNOT1 (les 
différents éléments sont colorés de rouge à bleu). La structure est représentée selon deux
orientations, avec la densité électronique pour les petites molécules (Trp et MES). 
Panneau B : Zoom des deux poches d’interaction contenant les petites molécules (Trp et MES). 
 

D.6. Le domaine central de CNOT1 interagit directement avec la protéine DDX6 à boîte DEAD 

 

Le domaine central MIF4G (se liant à CAF1) de CNOT1 interagit via une petite région de résidus 



 

conservés dans sa surface convexe (Basquin et al. 2012; Petit et al. 2012), bien que la surface la 

plus conservée se trouve sur la surface concave de CNOT1. D’autres études structurales ont pu 

mettre en évidence que les domaines MIF4G de plusieurs protéines interagissaient avec des 

hélicaces/ATPases ARN dépendantes de la famille à boîte DEAD via leur surface concave, tels que 

eIF4A–eIF4G (Schütz et al. 2008), Gle1-Dbp5 (Montpetit et al. 2011), et CWC22-eIF4AIII (Buchwald 

et al. 2013). Nous avons émis l’hypothèse que CNOT1 pouvait interagir de façon similaire avec une 

protéine à boîte DEAD. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons exprimé une construction 

de la protéine humaine GST-NOT1 dans des cellules HEK293, effectué une purification d’affinité et 

analysé les interactants par spectrométrie de masse. Cette expérience a identifié DDX6, une 

ATPase/hélicase membre de la famille à boîte DEAA. DDX6 est un inhibiteur de la traduction et un 

activateur du décoiffage des ARNs et est aussi impliqué dans la répression des micro ARNs (Chu et 

Rana 2006, Su et al 2011), comme le complexe CCR4-NOT chez la levure (Maillet et al. 2002). Nous 

avons pu sur-exprimer les protéines CNOT1 et DDX6 et formé un complexe stable en 

chromatographie d'exclusion de taille. Il a été ensuite possible d’obtenir des cristaux qui ont 

abouti à la résolution de la structure tridimensionnelle (Mathys et al. 2014). 

 

D.6.1. La structure du complexe CNOT1 MIF4G DDX6 explique le mode d’interaction 

spécifique et conservé 

 
DDX6 possède un repliement caractéristique des protéines à boîte DEAD, avec deux 

domaines RecA contenant les résidus interagissant avec l’ARN et l’ATP (Henn et al. 2012). Nous 

avons dans premier temps résolu la structure de DDX6 sous forme isolée où les deux domaines se 

calent l’un contre l’autre adoptant une conformation très compacte impliquant de nombreux 

contacts intramoléculaires. Il est à noter que cette conformation est différente de celle observée 

chez l’orthologue de levure DDH1 (Cheng et al. 2005). Nous avons ensuite déterminé la structure 

de DDX6 en complexe avec le domaine MIG4G de CNOT1. Au sein du complexe les domaines RecA 

adoptent une configuration différente et contactent le domaine MIF4G de CNOT 1 par sa surface 

concave. L’extension N-terminale du domaine MIF4G contribue à l’interaction avec le domaine 

RecA2. Les répétitions HEAT 1 et 2 du domaine MIF4G interagissent avec le domaine RecA2 de 

DDX6, et la répétition HEAT 5 interagit avec le domaine RecA1. Nous avons pu identifier trois 

régions conservées d’interactions (Figure 16). La première est centrée autour des résidus Phe1101, 

Asn1105 et Lys 1114 de CNOT1, la deuxième autour des résidus Glu1142, Asn1144 et Phe1145 de 

CNOT1. Ces deux régions se situent à l’interface d’interaction avec le domaine RecA2. La troisième 

région contactant le domaine RecA1 est formé par les résidus Phe1281, Glu1284 et Lys1276 de 



 

CNOT1. Ces interactions impliquent les résidus Arg105 et Phe112 du domaine RecA1 de DDX6 et 

les résidus Arg331, Gln333 et Asn335 du domaine RecA2.  

 
Figure 16 : Structure de DDX6 en complexe avec le domaine MIF4G de CNOT1(1069-1309). 
Panneau A : Structure de DDX6 sous forme isolée avec ses deux domaines RecA. 
Panneau B : Structure de DDX6 en bleu interagissant avec le domaine MIF4G de CNOT1. Les cinq 
répétitions HEAT sont colorées en orange et la partie N-terminale en rouge. 
Panneau C : Régions d’interactions entre les deux protéines. 
 

D.7. Structure de TTP en complexe avec CNOT1 

 
La tristetraproline (TTP), protéine à répétitions de proline, peut se lier à l’ARN et interagir avec le 

complexe CCR4-NOT afin de réprimer l’expression des gènes. TTP est capable d’interagir avec les 

éléments riches en AU (AREs) se trouvant dans la région 3’ de la séquence non codante des ARN 

messagers et d’induire ainsi leur déadénylation. Une étude structurale a identifié un motif 



 

conservé dans la partie C terminale de TTP pouvant se lier à la protéine CNOT1 (Fabian et al. 

2013). La structure révèle qu’un peptide de 14 acides aminés de TTP interagit avec une cavité 

hydrophobe conservée des hélices  1 et  3 du domaine MIF4G de CNOT1. La partie centrale du 

peptide forme deux tours d’hélice  qui interagissent avec la cavité, et sa partie C-terminale 

interagit électrostatiquement avec les résidus chargés de CNOT1. Des essais de déadénylation in 

vitro ont, par ailleurs, montré qu’un mutant de TTP, abolissant l’interaction avec CNOT1, affectait 

de façon significative l’activité déadénylase. 

 

Figure 17 : Structure cristalline du complexe TTP-CNOT1 (adapté de (Fabian et al. 2013)). 
Panneau A : Représentation de CNOT1 (820-999) en gris avec un peptide TTP en violet. 
Panneau B : Représentation de la surface de CNOT1 avec le peptide TTP. 
Panneau C : Interface d’interaction entre CNOT1 et le peptide de TTP. 
 

D.8. Structure de NOT4 

 
NOT4 a été identifiée par un criblage génétique comme étant un régulateur de la transcription 

(Liu et al. 1998; Collart et al. 1994). La structure du domaine RING de CNOT4 (orthologue humain 

de NOT4) a été déterminée par résonance magnétique nucléaire (RMN) (Hanzawa et al. 2001). 

Cette structure a révélé un nouveau motif C4C4 qui coordonne deux ions zincs de manière 

diagonale. Il a été montré que le domaine RING de CNOT4 possédait une activité ligase ubiquitine 

E3 avec UbcH5. Les résidus à l’interface de CNOT4-UbcH5 ont été identifiés par une approche 

combinée de RMN, de mutagénèse et un modèle théorique a été proposé (Albert et al. 2002; 

Winkler et al. 2004). Une seconde étude a mis évidence par purification d’affinité en tandem (TAP-

tag) que Ubc4/Ubc5 (homologue de UbcH5 chez la levure) interagissaient avec le complexe CCR4-

NOT (Mulder et al. 2007).  

Le domaine RING de NOT4 régule de nombreuses voies cellulaires en ubiquitinant des substrats 

variés tels que le facteur de transcription Yap1, la Cycline C, la déméthylase d’histone Jhd2 et des 

facteurs s’associant aux ribosomes comme les facteurs de transcription NAC (Gulshan et al. 2012; 



 

Laribee et al. 2007; Mulder et al. 2007; Cooper et al. 2012; Mersman et al. 2009). On pense que le 

domaine RING de NOT4 joue un rôle essentiel dans le maintien du niveau d’ubiquitine libre dans la 

cellule pour faciliter l’assemblage du protéosome (Panasenko and Collart 2011). D’autre part, une 

autre étude a révélé que NOT4 pouvait stimuler la voie de transduction du signal JAK/STAT 

(Grönholm et al. 2012). 

Le domaine RING de NOT4 possède une hélice centrale qui est entourée de chaque côté par deux 

boucles coordonnées par deux ions zinc. Le domaine RING de NOT4 est très similaire à celui de 

CNOT4 (écart quadratique moyen inférieur à 1 Å). De même le repliement de Ubc4 en complexe 

avec le domaine RING de NOT4 est très similaire à la structure de Ubc4 isolé, avec une hélice N 

terminale suivie d’un feuillet  central, composé de 4 brins , et de trois hélices C-terminales 

(COOK et al. 1993).  

L’interface du complexe NOT4 (RING)-Ubc4 est principalement formée par les interactions des 

deux ions zinc coordonnant les boucles de NOT4 avec l’hélice 1, ainsi que deux régions de Ubc4 

formant une boucle connectant le troisième et quatrième brin  et une boucle connectant le 

quatrième brin  à l’hélice 2 (Figure 18). La structure du complexe NOT4 (RING)-Ubc4 est très 

similaire au modèle théorique précédemment proposé (Albert et al. 2002; Mulder et al. 2007), à 

l’exception de différences subtiles qui incluent un mouvement modéré de l’hélice alpha de NOT4 

et de l’hélice 1 de Ubc4.  

 

Figure 18 : Structure cristalline du complexe NOT4 (RING)-Ubc4. 
Panneau A : Représentation du complexe NOT4 (RING)-Ubc4. NOT4 est coloré en bleu pale et 
Ubc4 est coloré en violet. 
Panneau B : Zoom des différents segments de NOT4 interagissant avec Ubc4. 
Le centre de l’interaction est formé par l’insertion de la Phe63 de Ubc4 dans une poche 
hydrophobe formée par Leu35, Iso37, Iso56, Cys60, Asn63, Ile64, Pro75 de NOT4 et Asp60, Pro62 
et Pro95 de Ubc4. Cette région hydrophobe est entourée de chaque côté par deux interactions de 
type pont cristallin. Le premier pont salin est formé par la Lys5 de Ubc4 et la Glu38 de NOT4. Le 
deuxième pont salin implique la lys64 de Ubc4 et le Glu69 de NOT4. D’autres liaisons hydrogènes 
impliquant Arg78 de NOT4 et Gln93 de Ubc4 sont présentes à la périphérie de l’interface. 



 

 

L’analyse de la structure du complexe NOT4 (RING)-Ubc4 et sa comparaison avec les autres 

structures E2-E3 indique que la spécificité est principalement conférée par les trois interactions 

électrostatiques situées à la périphérie de la poche hydrophobe conservée. Tous les résidus 

impliqués dans cette interaction sont conservés uniquement chez les homologues de Ubc4/Ubc5, 

indiquant que Ubc4/Ubc5 serait la seule protéine qui agirait comme enzyme de type E2 pour 

NOT4. 

 

D.9. Structure de NOT1 en complexe avec NOT4 

 
L’architecture de NOT1c(1541-2093) en complexe avec la partie C-terminale de NOT4 ou 

NOT4c(418-477) est très similaire à la structure de NOT1c-NOT2-NOT5c (Bhaskar et al. 2013). Le 

premier résidu de NOT1 visible dans cette structure est la Val1567. La plupart des résidus de 

NOT1c sont bien représentés dans la carte de densité électronique, à l’exception des régions entre 

les acides aminés 1791 à 1800, et, 2065 à 2071. Une différence notable par rapport à la structure 

NOT1c-NOT2-NOT5c est un changement de conformation dans la région entre les résidus 1917 à 

1930, qui est prédite comme n’étant pas structurée et qui connecte les répétitions HEAT 7 et 8. 

Dans la structure précédente, cette région adopte une conformation en épingle à cheveux , qui 

implique un contact cristallin, mais dans la structure NOT1c-NOT4c cette région est déstructurée 

et contacte la molécule adjacente dans le cristal.  

 

Figure 19 : Structure cristalline du complexe NOT1c(1541-2093)-NOT4c(418-477). 



 

Panneau A : Représentation du complexe NOT1c-NOT4c. NOT4c est coloré en bleu pale et NOT1c 
est coloré en jaune. 
Panneau B : Zoom des différents segments de NOT4c interagissant avec NOT1c. 

 

D.9.1. NOT4c entoure les répétitions HEAT N-terminales de NOT1c 

 
NOT4c entoure les trois premières répétitions HEAT de NOT1c (partie C-terminale de 

NOT1), s’étirant sur une longueur de presque 100 Å et couvrant une surface de 3020 Å2. Ces 

importants contacts entre NOT4c et NOT1c peuvent être divisés en trois segments. Le premier 

segment implique une région composée d’une hélice et d’une boucle où l’hélice  de NOT4c 

(résidus 428-439) se cale contre les hélices  de la seconde et de la troisième répétition de NOT1c. 

Cette interface est principalement caractérisée par des interactions hydrophobes impliquant les 

résidus Leu430, Leu434 et Leu437 de NOT4c et les résidus Leu1613, Leu1671, Leu1674 et Val1675 

de NOT1C. Le second segment se compose des régions entre les résidus 442-452 de NOT4, qui 

interagissent avec deux boucles de NOT1c, la première connectant les répétitions HEAT 1 et 2 et la 

seconde connectant les répétitions HEAT 3 et 4. Une partie de ce segment interagit aussi avec 

l’hélice B de la première répétition HEAT de NOT1c. Cette interface est principalement dominée 

par des interactions polaires et implique également un nombre réduit de contacts hydrophobes. 

Le troisième segment de NOT4c (résidus 462-469) est très structuré et se cale entre les hélices A et 

B de la première répétition HEAT de NOT1c. Cette région de NOT4c se compose de résidus 

hydrophobes et aromatiques tels que Val1575, Phe1596, Leu1600 et Val1605 de NOT1c. La 

structure suggère que NOT4c contacte NOT1c à travers deux régions d’interactions majeures, la 

région N-terminale de NOT4c (résidus 428-439) et la région C-terminale de NOT4c (résidus 462-

469) formant un motif décomposé en deux parties. Afin de tester l’implication des différentes 

interfaces nous avons généré deux mutants de troncation GST-NOT4442-477 (GST-NOT4c-

GST-NOT4418-462 (GST-NOT4c-

d’interaction. La GST a été utilisé comme témoin négatif et GST-NOT4c comme contrôle positif. 

Alors que GST-NOT4c- -NOT4c, GST-NOT4c-

pas capable d’interagir avec NOT1c. Puisque seule la région C-terminale de NOT4 abolit 

l’interaction avec NOT1c, nous concluons que cette région est indispensable pour l’association 

avec NOT1 et les deux autres segments sont des surfaces d’interactions additionnelles.  

 



 

E. Contribution de mon travail de thèse 

Les différents travaux sur lesquels j’ai eu l’occasion de travailler depuis 2010 ont conduit à la 

résolution des structures des différents modules du complexe CCR4-NOT. Mon travail a contribué 

à élucider l’organisation générale du complexe ainsi que de révéler des détails structuraux qui ont 

permit de contribuer à comprendre et confirmer certaines des fonctions biologiques du complexe. 

D’autre part, mon travail a aussi permis de mettre en lumière la connexion du complexe CCR4-

NOT avec la répression de la traduction. Ces travaux apportent des données précieuses pour les 

chercheurs dont l’intérêt est focalisé sur la dégradation des ARN et plus généralement sur la 

régulation de l’expression des gènes. Les travaux qui sont présentés dans ce manuscrit, en dépit 

de leurs relatives nouveautés, ont déjà été cités à de nombreuses reprises.  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etudes fonctionnelles et structurales du module 
nucléase du complexe CCR4-NOT



 

 

E.1. Etudes fonctionnelles et structurales du module nucléase du complexe CCR4-NOT 

 

E.1.1. Contexte et objectifs du projet  

 
Le complexe CCR4-NOT est un des complexes majeurs de la dégradation des ARN. Ce complexe est 

étudié depuis de nombreuses années, mais très peu d’informations sur sa structure étaient 

connues lors de l’initiation de ce projet par notre laboratoire. Comme ce complexe, de par sa taille 

ainsi que par son organisation multi-modulaire, représente un véritable défi pour une approche 

par cristallographie aux rayons X, nous avons décidé de mettre en place une stratégie de 

résolution des structures des différents modules de ce complexe.  

E.1.2.  Approches expérimentales  

 
Identification de la région de NOT1 s’associant à la déadénylase CCR4-NOT 

La protéine NOT1 de levure (S.cerevisiae) se compose de 2108 acides aminés. Des expériences de 

double hybride ont montré que la région de NOT1 interagissant avec les protéines CCR4 et CAF1 se 

situait entre les résidus 667 à 1152. Afin d’identifier de manière plus précise cette région de NOT1, 

j’ai utilisé une méthode combinant les approches bioinformatique et expérimentale. L’analyse de 

séquences a mis en évidence une large région structurée se situant dans les premiers 1000 résidus 

de NOT1, ce qui m'a conduit à sur-exprimer et purifier une construction de NOT1(1-1000). Afin 

d’identifier des domaines, j’ai utilisé la protéolyse ménagée qui a mis en évidence l’existence deux 

larges fragments : NOT1(154-753) et NOT1(754-1000). Ces fragments ont ensuite été sur-exprimés 

et purifiés individuellement.  

Résolution par étape des structures cristallines du module de déadénylation du complexe CCR4-

NOT  

Pour les études structurales, il est nécessaire de surproduire et de purifier la protéine d’intérêt 

avec un haut degré de pureté (>95%). Les différentes constructions de NOT1 ont été sous-clonées 

dans un vecteur plasmidique de type pET codant pour une étiquette His-Sumo clivable positionnée 

à l’extrémité N-terminale, ce qui a permis de sur-exprimer les protéines NOT1 dans E.coli et de les 

purifier de façon optimale et efficace par chromatographie d'affinité. Le complexe CCR4-(résidus 

110-837)-CAF1(résidus 146-433) a été cloné dans un vecteur pFastBac DUAL vector (Système 

Baculovirus Invitrogen) qui a été utilisé pour générer des bacmides et des virus pour l’infection de 



 

cellules d’insectes de type SF9.  

Des expériences de chromatographie d'exclusion de taille m’ont permis d’identifier le fragment de 

NOT1 pouvant s’associer de façon stable à la protéine CAF1. Finalement, j'ai pu reconstituer un 

complexe ternaire stœchiométrique tout d’abord en mixant les protéines CAF1, CCR4 (exprimées 

dans les cellules d’insectes) et le fragment 754–1000 de la protéine NOT1 (exprimée dans E.coli) 

en léger excès, puis en purifiant le complexe sur une colonne de chromatographie d'exclusion de 

taille.  

 

 

Afin de caractériser ces interactions de manière précise, j'ai entrepris de cristalliser les différents 

composés du complexe et de résoudre leurs structures tridimensionnelles  par cristallographie aux 

rayons X. 

Pour la recherche des conditions de cristallisation de ce projet, j’ai utilisé de manière systématique 

quatre matrices clairsemées : Magic I suite (inhouse), Magic II suite (inhouse), Index (Hampton 

Research), PEGs suite (Qiagen). Pour ces expériences, j’ai utilisé la technique de diffusion de 

vapeur en gouttes assises, sur des plaques 96 puits contenant 1 réservoir. Cette approche m’a 

permis de tester 384 conditions de cristallisation et a été réalisée grâce à un robot « Phoenix», sur 

la plateforme de cristallisation de l’institut Max-Planck de biochimie. J’ai isolé plusieurs conditions 



 

de cristallisation, et travaillé en optimisation manuelle pour obtenir des cristaux de taille 

compatible (100 m3) avec les expériences de diffraction des rayons X.  

Il a été possible de cristalliser et de résoudre les structures cristallines des deux fragments N-

terminaux de la protéine NOT1 (NOT1154–753 et NOT1754–1000). Ces deux structures ont été 

déterminées après l’obtention de phases expérimentales. Pour le domaine NOT1754–1000, le 

signal anomal de l’iode contenu dans la solution de cristallisation a été utilisé. Les cristaux du 

fragment 154–753 ont été trempés dans une solution de KAu(CN)2. J’ai ensuite réussi à cristalliser 

un complexe binaire composé du fragment NOT1754–1000 et de la protéine CAF1. J'ai finalement 

pu reconstituer un complexe ternaire composé des protéines CCR4, CAF1 et du domaine 

NOT1754–1000. Ce complexe a été cristallisé et sa structure a été résolue par remplacement 

moléculaire.  

 



 

 

 



 

E.1.3.  Résumé de l’étude 

 
Cette étude structurale a permis de mettre en évidence que la partie N terminale de NOT1 était 

composée de répétitions HEAT qui sont caractéristiques de domaines adoptant le repliement 

MIF4G. Un domaine MIF4G est positionné dans la partie centrale de NOT1 qui est responsable de 

l’interaction avec la protéine CAF1, qui à son tour, contacte le domaine LRR de la protéine CCR4 

qui recrute le domaine nucléase. Les interactions qui forment le module de déadénylation du 

complexe sont conservées à travers l’évolution. La perturbation de ces interactions agit sur la 

viabilité cellulaire et sur la déadénylation des ARN messagers in vivo chez la levure. La partie N-

terminale de NOT1 forme une plateforme étendue caractéristique des protéines d’échafaudage et 

place le module de déadénylation dans une position pivot au centre de complexe CCR4-NOT1. 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 
 

 
 



 

 
 

 

Détermination de la structure du module  
NOT1-NOT2-NOT5 du complexe CCR4-NOT de 

levure. 

 



 

 

E.2. Détermination de la structure du module NOT1-NOT2-NOT5 du complexe Ccr4-Not de

levure 

 

E.2.1. Contexte et objectifs du projet  

 
Le complexe CCR4-NOT est impliqué dans différents aspects de l’expression des gènes incluant la 

dégradation des ARN, la répression de la traduction et la transcription. Notre laboratoire a conduit 

une étude structurale qui a mené à la résolution de la structure d’un sous complexe de 120 KD, 

nommé module NOT, du complexe CCR4-NOT de S. ceverisiae. Ce module comprend la partie C 

terminale de NOT1 complexée avec les protéines NOT2 et NOT5.  

 

E.2.2.  Approches expérimentales 

 
Production du complexe NOT1-NOT2-NOT5 

J'ai commencé par sous-cloner dans des vecteurs de surexpression chez E.coli un complexe 

comprenant les 750 derniers résidus de NOT1 et les protéines NOT2 et NOT5 individuellement. Le 

complexe a été reconstitué en mélangeant les protéines séparément purifiées, puis le mélange a 

été purifié sur une colonne de d'exclusion de taille. Ce complexe a été soumis à une étude de 

protéolyse ménagée où la protéase élastase a permis d’identifier un complexe plus compact 

composé des fragments NOT1 (1541–2093), NOT2 FL and NOT5 (298–560). Cette approche s'est 

révélée particulièrement fructueuse. Elle est désormais utilisée en routine dans notre laboratoire 

afin de générer des complexes plus compacts, meilleurs candidats pour des essais de 

cristallisation. Le gel ci dessous illustre cette approche.  



 

 

 

Approche rationnelle de sélection des atomes lourds 

Il a été ensuite possible de produire et d’optimiser des cristaux compatibles avec des analyses de 

cristallographie aux rayons X. Comme il n’existait pas de modèle permettant une approche de 

résolution de structures par remplacement moléculaire, il a été nécessaire de déterminer un jeu 

de phases expérimentales. Nous avons tenté de produire des protéines sélénométhioninées mais 

le faible rendement de production était insuffisant pour la production de cristaux. Afin de 

contourner ce problème, nous avons décidé de mettre en place une approche rationnelle de 

dérivatisation des cristaux avec des métaux lourds. En effet, cette étape nécessite très souvent un 

criblage long et aléatoire par la technique de trempage des cristaux dans des solutions de métaux 

lourds. Nous avons procédé à un criblage en mélangeant la solution de notre complexe avec 

diffèrent métaux lourds. Après un échange de tampon, chacun de ces mélanges a été analysé par 

spectrométrie de masse. Cette stratégie nous a permis d’identifier un dérivé mercurique et de 

déterminer le nombre de sites de liaison du mercure à notre complexe. Nous avons ensuite réalisé 



 

une co-cristallisation de notre complexe avec une stœchiométrie calculée en considérant le 

nombre de sites présents sur notre complexe. Cette stratégie a permis de générer les cristaux 

nécessaires à l’enregistrement de plusieurs jeux de données anomales. Un modèle initial a été 

tracé dans une carte expérimentale à 3,2 Å et le modèle final a été affiné à partir d’un jeu de 

données natif à une résolution de 2,2 Å. 

 

E.2.3.  Résumé de l'étude 

 
NOT1 est une protéine d’échafaudage composée de répétitions HEAT. Les protéines NOT2 et 

NOT5 adoptent un repliement caractéristique des protéines Sm formant un domaine globulaire 

appelé Boîte Not. Ces deux domaines interagissent entre eux pour former une interface de 

dimérisation atypique. L’introduction de mutation sur cette interface conduit à des défauts 

sévères de croissance chez la levure. De plus NOT2 et NOT5 arborent des extensions N-terminales 

étendues qui viennent s’ancrer sur la protéine NOT1. Le complexe ternaire forme une surface 

composite capable de se lier à l’ARN in vitro. L’ensemble des résultats de cette étude nous a 

conduit à proposer que le complexe du module NOT forme une plateforme favorisant les 

interactions macromoléculaires. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 



 

 

 
Methods 
 
Protein purification. 



 

 

All the proteins were cloned and expressed individually in E. coli BL21(DE3) pLysS cells (Stratagene) in TB medium with 
IPTG induction overnight at 18 °C. Not11541–2093 (Not1c), Not5 FL and Not5298–560 (Not5c) were expressed with an 
N-terminal His-SUMO tag (cleavable with the Senp2 protease). The Not1 C-terminal arm (starting at 1348), Not2 FL 
and Not5460–560 (Not5 Not box) were expressed with an N-terminal His-Z tag (cleavable with TEV protease). 
Not3685–800 (Not3 Not box) was expressed with an N-terminal His tag (cleavable with TEV protease). The cells were 
lysed in buffer A (50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5, 250 mM NaCl and 20 mM imidazole) by sonication. The 
lysates were cleared by centrifugation and were loaded on a 5-ml His-trap column (GE Healthcare). The column was 
washed with buffer B (50 mM phosphate buffer, pH 6.5, 1 M NaCl, 20 mM imidazole, 50 mM KCl, 10 mM MgSO4 and 2 
mM ATP) and with buffer A. The proteins were eluted by a gradient of buffer A and buffer C (buffer A supplemented 
with 500 mM imidazole). Except for the Not5 Not box and Not2, all other proteins were dialyzed overnight in gel-
filtration buffer (without DTT) in the presence of TEV or Senp2 proteases and were then applied to the His-trap 
column to remove the cleaved tag (second affinity step). The proteins were further purified by size-exclusion 
chromatography in the gel-filtration buffer (20 mM Tris-Cl buffer, pH 7.5, 250 mM NaCl and 2 mM DTT). The complex 
of Not1c–Not2–Not5c was formed by mixing the purified protein in a 1:1.25:1 molar ratio and was incubated with TEV 
protease overnight at 4 °C to cleave the N-terminal His-Z tag of Not2. The complex was applied onto the 5-ml His-trap 
column (GE Healthcare) to remove the cleaved tag and was purified by gel filtration (Superdex 200 16/60, GE 
Healthcare) in the gel-filtration buffer. 
For the pulldown assays, Not5c, Not5- N and Not2- N were expressed as N-terminal His-GST fusion proteins, whose 
tags were cleavable with 3C protease. Not2, Not5c and Not5- N were affinity purified with a 5-ml His-trap column (GE 
Healthcare) as described above. Not2- N was affinity purified at a pH of 8.5 (with buffer A and C at pH 8.5) instead of 
pH 7.5. Not2–Not5c, Not2- N–Not5c and Not2–Not5- N complexes were formed by mixing a 1:1.5 molar ratio of the 
larger to smaller protein and dialyzed in gel-filtration buffer (without 2 mM DTT) in the presence of 3C protease and 
TEV protease. The dialyzed proteins were subjected to a second His-affinity purification with a 5-ml His-trap column 
(GE Healthcare) and subsequent incubation with glutathione-agarose beads (Protino) for 2 h at 4 °C to remove the 
GST-tag contamination. The proteins were then purified by gel filtration (Superdex 75 10/30, GE Healthcare) in gel-
filtration buffer. Not1c-GST was affinity purified as described above. The protein was dialyzed against heparin buffer A 
(20 mM Tris, pH 7.5, and 100 mM NaCl), applied onto the 5-ml heparin column (GE Healthcare) and purified with a 
gradient elution with heparin buffer A and heparin buffer A supplemented with 1 M NaCl. Not1c-GST was further 
purified by gel filtration (Superdex 200 10/30, GE Healthcare). The Not3 Not box was expressed as TEV protease–
cleavable His6 fusion protein and purified in a similar way as mentioned above. 
For the RNA-binding experiments, Not2 and Not5c were expressed and purified as individual proteins as described 
above. The Not2–Not5c complex was formed by mixing the proteins in a 1.25:1 molar ratio and subsequent overnight 
incubation with TEV protease. The cleaved protein was subjected to His-affinity purification to remove the cleaved tag 
and a subsequent heparin-column purification. The complex was further purified by gel filtration (Superdex 200 16/60, 
GE Healthcare). Not1c was expressed and purified as above, with an additional step of heparin purification included 
after the second His-affinity step. Not1c–Not2–Not5c was purified by mixing Not1c and Not2–Not5c in a 1:1.25 molar 
ratio and subsequent gel filtration (Superdex 200 16/60, GE Healthcare). 
 

Limited proteolysis experiment. 

 

0.6 mg/ml of the Not1 1347–Not2–Not5 complex was incubated with elastase (Roche) at a 1:10 (w/w) 
enzyme/protein ratio for 30 min on ice. The products of the proteolysis were identified by N-terminal sequencing and 
MS analysis. The interacting core complex was identified by size-exclusion chromatography of the proteolyzed sample. 
 

Crystallization and structure solution. 

 

The Not1c–Not2–Not5c complex was concentrated to 16 mg/ml and crystallized at room temperature in 8.5% (w/v) 
PEG 8000, 100 mM MES, pH 6.5, and 200 mM calcium acetate. The mercury derivative was prepared by 
cocrystallization of a solution of Not1c–Not2–Not5c with ethyl mercury phosphate (EMP) at 0.55 mM final 
concentration. The crystals were frozen in the presence of 20% glycerol as cryoprotectant. X-ray data were collected 
at 100 K at the SLS synchrotron (PXII and PXIII beamlines), with tuning of the wavelength at the Hg edge in the case of 
the EMP-containing crystals for SAD data collection. The data were processed with XDS55. The crystals belong to a 
monoclinic space group (P21) with two molecules per asymmetric unit. We used PHENIX.autosol56 for phasing and 
Buccaneer57 for the initial automatic model building. We completed the model with iterative rounds of manual model 
building with Coot58 and restrained refinement with PHENIX56. The final model has 97.3% residues in the most-favored 
regions of the Ramachandran plot, as calculated with MolProbity59. 
 

Pulldown assays. 

 

For the experiments in Figure 2f, 50 pmol of bait (GST or GST-Not1c) were incubated with 100 pmol of prey (Not2–
Not5c, Not2- N–Not5c and Not2–Not5- N) for 1 h at 4 °C in 40 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 12.5% (v/v) 



 

glycerol and 0.1% (w/v) NP-40 (binding buffer). The protein mix was incubated with 20 l of GSH-agarose beads 
(Protino) for 1 h with gentle rocking at 4 °C. The resin was washed three times with the binding buffer, and the 
proteins were eluted in 15 l of binding buffer containing 100 mM glutathione. Input and precipitates were mixed 
with SDS loading dye, resolved on 4–12% Bis-Tris NuPAGE gel (Invitrogen) with MES as running buffer, and visualized 
by Coomassie-blue staining. A similar protocol was used for the GST pulldown assays in Figure 4d with 40 mM Tris, pH 
8.5, 100 mM NaCl, 2 mM DTT and 12.5% (v/v) glycerol as binding buffer. 
 
Sequence alignments and superpositions. 

 

All the sequence alignments were done with ClustalW60 and ALINE61, and the structural superpositions were done with 
SSM in Coot58. The r.m.s. deviations reported are from the output of Coot. Structure-based sequence alignment was 
done in STRAP62 with the Aligner3D method and manually edited in ALINE. 
 
Yeast strains. 

 

Yeast strains used in this study are all derivatives of W303 (ade2-1, can1-100, leu2-3,112, his3-11,15, ura3-1, trp1-1). 

Genes differing from W303 are as follows: T26N28 (MATa, trp1, NOT1 HIS3 pFL 38 (NOT1)), BSY1110 (MATa, trp1, 

not2 HISMX6), BSY1111 (MATa, trp1, not3 HISMX6), BSY1230 (MATa, trp1, NOT3-VSV, NOT2-3HA hisMX6), 

BSY1231 (MATa, trp1, POP2-VSV, NOT2-3HA hisMX6), BSY1240 (MATa, trp1, NOT3-TAP TRP1Kl, POP2-VSV, NOT4-

HA hisMX6) and BSY1242 (MATa, trp1, NOT3-TAP TRP1Kl, POP2-VSV, NOT2-HA hisMX6). 

 
Coprecipitation assays. 

 

Protein extract preparation and coimmunoprecipitation were performed as described previously28. 
 
Mutant analyses. 

 

Mutations in Not1, Not2 and Not3 were constructed in plasmids pBS4806 (ref. 28) (Not1-TAP), pBS4968 (Not2-VSV) 
and pBS4975 (Not3-VSV) by one or multiple rounds of site-directed mutagenesis. The presence of the desired 
mutation was ascertained by sequencing. The resulting plasmids were introduced into yeast strains with the lithium 
acetate transformation procedure. Plasmid shuffling, growth assays, protein extraction and western blot analyses 
were performed with standard procedures as previously described28. 
 
Electrophoretic mobility shift assays. 

 

Proteins at 3, 10, 13 and 20 M concentration (30, 100, 130 and 200 pmol, respectively) were incubated with 50 nM 
(0.5 pmol) of 5 -labeled RNA (A15 or U15) at 4 °C overnight in 20 mM HEPES, pH 7.5, 5 mM EDTA, 0.1% NP-40 and 2 
mM DTT (EMSA buffer). The reaction mixtures were complemented with gel-filtration buffer to a final NaCl 
concentration of 54 mM, resolved on a 6% (w/v) native PAGE and visualized by phosphorimaging. 
 
RNA cross-linking. 

 

200 pmol (20 M) of Not1–Not2–Not5c complex were incubated with 2.5 pmol (250 nM) of body-labeled U20 RNA 
overnight in EMSA buffer at 4 °C. The cross-linking was performed by irradiation of the mix at a wavelength of 254 nm 
for 5 min on ice. The mixture was then treated with 1% SDS and 0.5 l of RNase A/T1 mixture at 37 °C for 5 min. The 
samples were heated with SDS loading dye at 70 °C for 2 min, separated on 13.5% (w/v) SDS-PAGE gel and visualized 
by phosphorimaging and Coomassie-blue staining. 
 

Mass spectrometry. 

 

UV-induced protein-RNA cross-linking and enrichment of cross-linked peptides. UV cross-linking and enrichment of 
cross-linked peptides was performed according to the established protocols described in ref. 63. Briefly, 1 nmol of the 
single-stranded U15 RNA oligonucleotide and 1 nmol of Not1c–Not2–Not5c complex were mixed in a 1:1 molar ratio, 
and the total reaction volume was brought to 100 l in 20 mM HEPES, pH 7.5, 50 mM NaCl, 2 mM DTT and 5 mM 
EDTA. The mixture was incubated on ice overnight for complex formation. The samples were then transferred to black 
polypropylene microplates (Greiner Bio-One) and irradiated at 254 nm for 10 min. After ethanol precipitation, the 
samples were denatured in 4 M urea and 50 mM Tris-HCl, pH 7.9, and digested for 2 h at 52 °C with 1 g RNase A 
(Ambion, Applied Biosystems). After RNA digestion, proteolysis with trypsin (Promega) was performed overnight at 37 
°C. The sample was desalted on an in-house–prepared C18 (Dr. Maisch GmbH) column, and the cross-linked peptides 
were enriched on an in-house–prepared TiO2 (GL Sciences) column with the protocol described in ref. 63. The samples 



 

were dried and then resuspended in 10 l sample solvent (5% v/v ACN and 1% v/v FA) for MS analysis. 
Nano–liquid chromatography and MS analysis. 5 L of the above sample was injected onto a nano–liquid 
chromatography system (Agilent 1100 series, Agilent Technologies) including a C18 trapping column of length ~2 cm 
and inner diameter 150 m, in line with a C18 analytical column of length ~15 cm and inner diameter 75 m (both 
packed in house; C18 AQ 120 Å 5 m, Dr. Maisch GmbH). Analytes were loaded on the trapping column at a flow rate 
of 10 L/min in buffer A (0.1% v/v FA) and subsequently eluted and separated on the analytical column with a 
gradient of 7–38% buffer B (95% v/v acetonitrile and 0.1% v/v FA) with an elution time of 33 min (0.87%/min) and a 
flow rate of 300 nL/min. Online ESI-MS was performed with an LTQ-Orbitrap Velos instrument (Thermo Scientific), 
operated in data-dependent mode with a TOP10 method. MS scans were recorded in the m/z range of 350–1,600 and 
for subsequent MS/MS the top ten most-intense ions were selected. Both precursor ions as well as fragment ions 
were scanned in the Orbitrap. Fragment ions were generated by higher-energy collision dissociation (HCD) activation 
(normalized collision energy = 40) and recorded from m/z = 100. As precursor ions as well as fragment ions were 
scanned in the Orbitrap, the resulting spectra were measured with high accuracy (<5 p.p.m.), both in the MS and 
MS/MS level. 
 
 

 

Data analysis. 

 

The MS .raw files were converted into the .mzML format with msconvert64. Protein-RNA cross-links were analyzed 
with OpenMS65, 66 and OMSSA67 as a search engine. Data-analysis workflows were assembled as described11. The high-
scoring cross-linked peptides were manually annotated for confirmation. Protein-RNA interactions between the 
complex and poly(U) RNA were analyzed with UV-induced protein-RNA cross-linking followed by MS. Peptide 
RCGNDFVYNEEDFEKL in Not5 (position 545–560) was observed carrying an additional mass of 476.0338 Da 
corresponding to U nucleoside with an adduct of 152. The y-ion series could be observed from 1 to 10, unshifted. In 
contrast, b ions from b3 until b8 were observed with a mass shift corresponding to U-H3PO4 and 152 adduct (Fig. 5c). 
Also, the b ions from b5 until b8 were observed with a mass shift corresponding to U and 152. We have always 
observed that the 152 adduct is observed as a shift associated with cysteine, which could be the amino acid that is 
cross-linked. In the corresponding figure (Fig. 5c), the b ions that were observed with a mass shift corresponding to U-
H3PO4 + 152 and to U + 152 are shown with an asterisk (*) and hash (#), respectively, and the immonium ions with 
IM. 
 
RNase protection assays. 

 

100, 150 and 200 pmol (10, 15 and 20 M) of Not1c–Not2–Not5c complex were incubated with 0.5 pmol (50 nM) of 
U20 RNA in the EMSA buffer overnight at 4 °C. The reaction mixtures were treated with 0.5 l of RNase A/T1 mix for 
30 min at 4 °C. RNA was purified with phenol/chloroform/isoamyl alcohol extraction and ethanol precipitation. The 
purified RNA was 5  labeled with [ -32P]ATP with T4 polynucleotide kinase, repurified by phenol/chloroform/isoamyl 
alcohol extraction and ethanol precipitation, separated on 22% (w/v) denaturing PAGE with 5 M urea and visualized 
by phosphorimaging. 
 
Fluorescence anisotropy. 

 

5 -6-carboxy-fluorescein (6-FAM)-labeled U15 RNA was used in fluorescence anisotropy measurements at 20 °C with 
Genios Pro (Tecan). RNA was 9.1 nM at final concentration and was incubated with varying concentrations of Not1c–
Not2–Not5c complex in the gel-filtration buffer supplemented with 10 mM EDTA. We used 250 mM NaCl in the buffer 
for the measurement because the protein was not stable at 100 or 150 mM salt in such high concentration at 20 °C. 
The excitation and emission wavelengths were 485 nm and 535 nm, respectively. Each titration point was measured 
three times with ten reads with an integration time of 40 sec. The data were analyzed by nonlinear regression fitting 
with Origin (OriginLab; http://www.originlab.com/). 
Accession codes. 

Coordinates and structural factors have been deposited in the Protein Data Bank under accession code 4BY6. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Caractérisation biochimique et structurale du 
rôle du complexe CCR4-NOT et ATPase DDX6 

dans la répression des microARN 



 

 
 

E.3. Caractérisation biochimique et structurale du rôle du complexe CCR4-NOT et ATPase 

DDX6 dans la répression des microARN. 

 

E.3.1.  Contexte et objectif de l'étude 

 
L'objectif de cette étude était de caractériser le rôle de deux régions de CNOT1, à savoir CN9BD et 

MIF4G, toutes deux impliquées dans l’activité inhibitrice des protéines GW182. Ces dernières sont 

des médiateurs importants de la répression des microARN. D’autre part le domaine MIF4G de 

CNOT1 recrute la protéine DEAD box DDX6, un inhibiteur de la traduction. Nous avons entrepris de 

comprendre le rôle de ces deux domaines de la protéine NOT1 en caractérisant ses interactions 

avec les protéines CNOT9 et DDX6. 

 

E.3.2.  Approches expérimentales 

 
Notre laboratoire s’est concentré sur l’aspect structural de l’étude en combinant une nouvelle fois 

les approches biochimique et structurale. Il a été possible de mettre en évidence par des 

expériences d’interaction in vitro que le domaine CN9DB de NOT1 interagissait avec la protéine 

CNOT9. Nous avons focalisé nos efforts sur le complexe CNOT1 et CAF40 (homologue chez S. 

cerivisiae de CNOT9). Les protéines NOT1(1071-1282) et CAF40 ont été sous-clonées dans des 

vecteurs plasmidiques d’expression de type pET et sur-exprimées séparément afin de reconstituer 

le complexe. Une expérience de protéolyse ménagée avec la trypsine a permis d’isoler un 

complexe plus compact comprenant le domaine CN9BD de NOT1 et CAF40. Il a été possible de 

produire un échantillon suffisant pour les essais de cristallisation en réalisant cette procédure à 

plus grande échelle. Il a ainsi été permis de produire et d’optimiser des cristaux de ce complexe en 

vue de l'analyse par cristallographie aux rayons X. Plusieurs jeux de données ont été collectés à 

une résolution maximale de 3,8 Å. Un modèle de l’homologue humain de CAF40 (CNOT9) a été 

utilisé pour le remplacement moléculaire, ce qui a permis de résoudre une partie de la structure 

mais celle correspondant à CNOT1 n’était pas assez définie pour envisager une reconstruction à 

partir de cette carte de densité électronique. J’ai donc dérivatisé des cristaux avec un cluster de 

tantale de brome, collecté des données anomales et déterminé des phases expérimentales à basse 

résolution. Il m'a été ensuite possible de résoudre la structure en combinant remplacement 



 

moléculaire et phases expérimentales. La carte de densité électronique ainsi obtenue était de 

qualité suffisante pour permettre le traçage de la plus grande partie du modèle. Cet aspect du 

projet a représenté la plus grande difficulté d’un point de vue cristallographique. En effet, 

l’interprétation de la carte et la construction du modèle ont nécessité un grand nombre de cycles 

de construction et d’affinement.  

J’ai ensuite entrepris de produire les homologues humains CNOT1 et CNOT9 afin d’en résoudre 

également la structure. Cette démarche a été motivée par la possibilité d’obtenir une structure à 

plus haute résolution en changeant d’espèces. J’ai opté pour la même stratégie que celle utilisée 

pour le complexe de la levure en sur-exprimant une construction de CNOT1 (1054-1601) et 

CNOT9. Ce complexe a été protéolysé avec de la trypsine, puis purifié par chromatographie 

d'exclusion de taille et soumis à des essais de cristallisation. J'ai obtenu des cristaux de bonne 

qualité et la structure de ce complexe a été résolue par remplacement moléculaire à 2,1 Å en 

utilisant le modèle du complexe de la levure précédemment résolu. Comme les résidus 

tryptophanes du domaine CED de la protéine GW182 sont essentiels pour l’interaction avec 

CNOT9, nous avons réalisé une expérience de trempage de nos cristaux du complexe CNOT1 

CN9BD-CNOT9 dans une solution contenant du tryptophane. Plusieurs jeux de données ont été 

collectés révélant deux sites d’interactions pour cet acide aminé ; l’un étant occupé par une 

molécule de tryptophane, l’autre étant occupé par une molécule de MES provenant du tampon de 

cristallisation. L’identification de ces sites nous a permis de générer des mutants de CNOT9 pour 

valider ces sites d’interactions. 

 



 

Nous nous sommes ensuite aussi intéressés à l’ATPase DDX6. Des études d’interactions ont 

montré que cette protéine interagissait avec le domaine central MIF4G de la protéine NOT1. Il a 

été possible de surproduire la protéine DDX6 dans E. coli et de la purifier à une qualité compatible 

avec des essais de cristallisation. Il a été ensuite possible d'isoler un complexe stœchiométrique de 

la protéine DDX6 et du domaine MIF4G de la protéine NOT1 par chromatographie de perméation 

de gel, ainsi que de cristalliser à la fois la protéine DXX6 et le complexe DDX6-CNOT1(MIF4G). Les 

structures de ces deux complexes ont été réalisées par remplacement moléculaire à 3,0 et 2,3 Å 

respectivement.  

L’analyse de ces deux structures nous a montré que la protéine DDX6 subissait un large 

changement de conformation entre la forme libre et la forme complexée à la protéine CNOT1. 

Cette analyse nous a conduit à émettre l’hypothèse que l’activité ATPase de la protéine DDX6 

pouvait être stimulée par ce changement de conformation. Des essais biochimiques d’ATPase ont 

permis de confirmer cette hypothèse. 

 

E.3.3.  Résumé de l'étude 

 
Le domaine CN9BD de CNOT1 interagit directement avec la sous-unité CNOT9 du complexe CCR4-

NOT, qui elle même contacte la région répressive SD/CED de la protéine GW182, médiateur 

important de la répression des microARN, par un motif à tryptophane. Le domaine MIF4G de 

CNOT1 recrute la protéine DEAD box DDX6, un inhibiteur de la traduction, en stimulant son 

activité enzymatique. L’activité de DDX6 est importante pour la répression des microARN. 

 

 



 

 



 

 



 



 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 



 

 



 

 



 

 



 

 



 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Architecture du module d’ubiquitination du 
complexe CCR4-NOT 



 

 

 

E.4. Architecture du module d’ubiquitination du complexe CCR4-NOT 

 

E.4.1.  Contexte et objectif de l'étude 

 
Dans cette étude, nous avons étudié le module d’ubiquitination du complexe CCR4-NOT. L’objectif 

était de comprendre le mécanisme de recrutement des ligases E2 et E3 sur le complexe Ccr4-Not 

et de déterminer si cette interaction était compatible avec les autres modules du complexe.   

 

E.4.2.  Approches expérimentales 

 
Le domaine N-terminal RING de NOT4 (30-83) chez S. cerivisiae peut interagir directement avec 

Ubc4. Afin d’obtenir des cristaux de ce complexe, nous avons décidé de suivre une procédure 

précédemment décrite pour un complexe E3-E2 ligase. Ces deux protéines ont été clonées dans un 

même vecteur d’expression E. coli et ont été fusionnées via un segment de 10 résidus. Il a été 

possible de surproduire la protéine chimérique et de la purifier à un degré de pureté compatible 

avec des essais de cristallisation. Un scan de fluorescence multi-longueurs d’onde réalisé au 

synchrotron a révélé la présence de zinc dans les cristaux. Nous avons donc collecté des données 

au pic d’absorption du zinc. La structure a été résolue en combinant une approche de 

remplacement moléculaire et de diffusion anomale à une résolution de 2,8 Å.  

 

 



 

 

Il a été montré que le domaine C-terminal de S. cerevisiae NOT4 interagissait avec le domaine C-

terminal de NOT1 par des expériences de double hybride et de co-immunoprécipitation. Dans le 

but de produire un complexe NOT1-NOT4 et de s’assurer d’inclure les extrémités nécessaires à 

l’interaction nous avons aussi effectué une analyse de prédiction de structure secondaire afin de 

produire des fragments plus larges que ceux prédit par les études de co-immunoprécipitation. 

Nous avons réussi à produire un complexe de NOT1 (1348-2093) et NOT4 (418-587). L'approche de 

protéolyse ménagée (voir chapitre 2) a permis de générer un complexe plus compact comprenant 

les résidus 1541 à 2093 de NOT1, et les résidus 418 à 477 de NOT4. Ce complexe a ensuite été 

cloné dans des vecteurs d’expressions plasmidiques et il a été possible de surproduire ces deux 

nouvelles constructions. Le complexe a été formé par chromatographie d’exclusion de taille. Les 

cristaux obtenus à partir de ce complexe ont diffracté à 3,6 Å et la structure a été résolue par 

remplacement moléculaire en utilisant comme modèle la partie C-terminale de NOT1 

précédemment résolue. Cette structure a mis en évidence une région étendue de NOT4 qui 

s’enroulait autour d’une des répétitions HEAT de NOT1 et prouve que NOT1 peut incorporer 

simultanément le module d’ubiquitination et le module NOT2 et NOT5 au sein du complexe CCR4-

NOT. 

 
 
 

E.4.3.  Résumé de l’étude  

 
Dans cette étude, nous avons étudié le module d’ubiquitination du complexe CCR4-NOT et ainsi 

révélé, comment la ligase E3 contactait la ligase E2 et était recrutée sur le complexe CCR4-NOT. 

Nous avons déterminé la structure du domaine RING de NOT4 en complexe avec Ubc4. Cette 

structure nous a permis de déterminer les interactions des domaines E2-E3 de ce complexe. Nous 

avons également déterminé la structure du domaine C-terminal de NOT4 en complexe avec la 

protéine NOT1. Cette seconde structure a mis en évidence une région étendue de NOT4 qui 

s’enroulait autour d’une des répétitions HEAT de NOT1. Cette partie C-terminale n’est que 

partiellement conservée chez les métazoaires, ce qui peut expliquer son interaction faible avec 

NOT1. Cette étude structurale prouve en outre que NOT1 peut incorporer simultanément le 

module d’ubiquitination et le module NOT2 et NOT5 au sein du complexe CCR4-NOT. 

 

 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 

 

F. Conclusions et perspectives  

 



 

Depuis quelques années, de nombreux travaux ont permis d’établir que le complexe CCR4-

NOT n’était pas uniquement impliqué dans la dégradation des ARN, mais que bien au contraire il 

était un important acteur du contrôle de l’intégrité des programmes de régulation des gènes. Ces 

nouvelles connaissances ont permis de mieux comprendre la biologie du complexe CCR4-NOT. 

Toutes ces nouvelles données impliquant le complexe, aussi bien chez la levure que chez les 

eucaryotes supérieurs prouvent que le complexe CCR4-NOT est impliqué dans le contrôle des 

gènes à différents niveaux. Ce complexe intervient dans des processus cellulaires variés, tels que la 

réparation de l’ADN (Gaillard et al. 2009), le contrôle de la longueur de microtubules (DeBella et 

al. 2006) ou la méthylation des histones (Lau et al. 2009). Il interagit directement avec les facteurs 

de transcription et la polymérase II dans le noyau, mais aussi avec les ribosomes dans le 

cytoplasme. Sa présence dans différents compartiments cellulaires fait penser qu’il jouerait un 

rôle dans le contrôle de la qualité cellulaire. A ce titre, il peut contrôler la structure de la 

chromatine, et dans le cas d’un événement de transcription avorté, il agit sur l’élongation de la 

transcription en recrutant l’ubiquitine ligase NOT4 sur la chromatine (Reese 2013). Le complexe 

joue aussi un rôle sur les ribosomes dans le cas d’une traduction erratique et est capable de 

corriger les erreurs en jouant sur la répression de la traduction et la dégradation des ARN 

messagers suivis d’une terminaison anormale de la traduction en utilisant respectivement deux 

activités enzymatiques distinctes, l’ubiquitine ligase et la déadénylase (Reese 2013). 

Des expériences chez des souris génétiquement modifiées ont mis en évidence les fonctions 

intégrées de ce complexe au sein de différents organes et tissus, intervenant par exemple dans la 

fonction cardiaque (Morita et al. 2007), la spermatogenèse (Nakamura et al. 2004) et le contrôle 

du renouvellement des cellules souches (Zheng et al. 2012). Il est vraisemblable que, puisque que 

le complexe est impliqué dans ces grandes fonctions régulatrices, il soit un acteur principal de la 

régulation et de la coordination des programmes d’expression des gènes. 

Les organismes vivants sont en permanence exposés à des agressions diverses, comme celles de 

pathogènes, des oncogènes ou encore des réponses inflammatoires. Dans ces conditions, il est 

crucial que la machinerie cellulaire soit capable de réagir très rapidement en réponse à ces signaux 

afin de garantir une bonne maintenance cellulaire pour assurer la viabilité des organismes. Chacun 

de ces signaux déclenchent des événements en cascade impliquant de nombreuses interactions 

dans les différents chemins de transmission du signal. Une étude a montré que le complexe CCR4-

NOT est impliqué dans la régulation du signal TNF et suggère qu’il peut agir comme plateforme 

chaperonne régulatrice (Collart and Timmers 2004). De plus le complexe CCR4-NOT peut adapter 

l’expression des gènes en réponse aux stimuli et aux changements cellulaires. La réponse du 



 

système immunitaire innée est enclenchée par une phase d’induction pour répondre rapidement à 

une agression extérieure, suivie d’une répression de cette réponse. Comme le complexe CCR4-

NOT agit sur les niveaux contrôlant l’expression des gènes, de la transcription à la dégradation des 

ARN, il permet une rapide adaptation des cellules aux agressions extérieures. Il serait très 

intéressant de comprendre les mécanismes moléculaires qui coordonnent le complexe CCR4-NOT, 

à la fois sur la synthèse des ARN messagers et sur leur dégradation. 

Des progrès significatifs ont été accomplis ces quatre dernières années afin d’élucider la structure 

tridimensionnelle du complexe CCR4-NOT. Les interactions des différentes sous-unités ont pu être 

mises en évidence et les structures tridimensionnelles sont disponibles pour le module de 

déadénylation et le module NOT. Plus récemment, il a été possible de déterminer la structure 

d’autres facteurs interagissant directement avec le complexe CCR4-NOT (DDX6, TTP). En 

combinant toutes les structures déterminées par cristallographie aux rayons X et la structure du 

complexe déterminée par microscopie électronique en coloration négative, il est possible de 

proposer un modèle présentant le complexe dans sa totalité. Ce modèle devra être confirmé par 

une structure à plus haute résolution, probablement par cryo-microscopie électronique. De plus, 

d’autres études devront être menées afin de mieux comprendre les rôles fonctionnels du 

complexe, en particulier des modules déadénylase et NOT et leurs relations éventuelles. Pourquoi 

le complexe contient deux enzymes de déadénylation (CAF1 et CCR4) est une autre question 

intrigante qu’il reste à élucider. En effet, il n’a pas encore été déterminé si ces enzymes 

coopéraient ou avaient une fonction redondante (Winkler et al. 2013). Ces deux enzymes ont des 

préférences pour les substrats poly(A) mais il est à noter que chez la levure S.cerevisiae, le site 

actif est suboptimale et n’est probablement pas actif in vivo, servant uniquement à recruter CCR4 

sur le complexe (Basquin et al. 2012). De plus chez le complexe humain, il n’est pas clair pourquoi 

il existe deux paralogues pour CCR4 (CNOT6, CNOT6L) et pour CAF1 (CNOT7, CNOT8). 

Enfin, il n’a pas encore été identifié comment le complexe CCR4-NOT cible des ARN messagers 

spécifiques, ce qui doit impliquer des facteurs extérieurs pouvant se fixer sur le complexe, tels que 

la protéine PABP (poly(A)-binding protein), des facteurs de traduction ou des protéines pouvant se 

lier à l’ARN (Collart and Panasenko 2012). D’autres études structurales pourront se montrer très 

utiles afin de mieux définir ces interactions et à terme comprendre leurs rôles dans les grandes 

fonctions biologiques. 
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Résumé 

Le recyclage des ARN débute par un étape de déadenylation ou la queue poly (A) est 
enzymatiquement clivée. La deadenylation est l’étape limitante dans le processus de 
dégradation des ARN. In vivo la deadenylation s’effectue successivement par les 
complexes multi-protéiques Pan2-Pan3 et Ccr4-Not. Le complexe Ccr4-not est conserve 
chez les eucaryote et considéré comme le complexe prédominant responsable de 
l’activité de déadenylation dans la cellule. Le complexe est compose de neuf protéines 
organisées autour de la protéine d’échafaudage Not1. Le complexe comprend quatre 
modules distincts ; le module de déadenylation, la module Caf40, le module N-terminal et 
le module C-terminal. Mon mémoire de thèse regroupe les études structurales qui ont 
contribues a caractériser les structures des différents modules à la fois chez la levure et 
chez l’humain  

 

Complexe Ccr4-Not-Cristallographie aux rayons X -Caractérisation biochimique 

 

 

Résumé en anglais 

mRNA turnover begins with deadenylation wherein the poly(A) tail at the 3’ end of the 
mRNA is removed. Deadenylation is the rate-limiting step of the decay pathway. In vivo, 
deadenylation is carried out by two major macromolecular complexes, the Pan2-Pan3 
complex and the Ccr4-Not complex. The Ccr4-Not complex is a multi-protein complex that 
is evolutionarily conserved in all eukaryotes and is considered to be the major 
deadenylase complex in the cell. In S. cerevisiae, the Ccr4-Not complex is composed of 
nine subunits and is built around the scaffolding protein Not1. Structurally, the Ccr4-Not 
complex assembles into four separate modules with distinct domains of Not1 acting as a 
scaffold for individual modules. The four modules include the N-terminal module, the 
deadenylase module, the Caf40 module and the C-terminal module. With the exception of 
the C-terminal module, the architecture and biochemical role of all other modules of the 
yeast Ccr4-Not complex has been characterized. My doctoral thesis is focused on the 
elucidation of the architecture of the human of the yeast Ccr4-Not complex 
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