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PREFACE

L’ARN polymérase Il permet la synthése d’ARNs messagers codants (ARNm) et
d’ARNs non codants comme les snRNAs et les snoRNAs. Directement apres leur synthese,
les pré-ARNm sont maturés pour former les ARNm matures. Cette maturation est étroitement
liée aux étapes de synthese et est considérée comme une modification co-transcriptionnelle.
La maturation du pré-ARNm englobe la maturation de 1’extrémité 5°, caractérisé par 1’ajout
d’une coiffe, 1’¢limination des introns non codants lors de I’épissage et 1’ajout d’une queue
poly(A) a extrémité 3°.

Ce projet de thése a été réalisé au sein de 1’équipe du Dr L. Minvielle-Sébastia qui
s’intéresse a la maturation de I’extrémité 3’ et au complexe protéique permettant cette
modification. L’ajout de la queue poly(A) est une étape essentielle pour la terminaison de
transcription et participe a la régulation qualitative et quantitative de ’expression d’un
gene, permettant la régulation de la stabilit¢ du transcrit, de son export ainsi que la
traduction du message génétique. Deux projets sont décrits dans ce manuscrit ; le premier
s’intéresse a une sous-unité du complexe de polyadénylation et le second traite du complexe
dans son ensemble et a la régulation éventuelle de ce complexe par phosphorylation. Le
premier chapitre de ce manuscrit s’intéresse plus spécifiquement a Pcfll. Pcfll est une
protéine essentielle pour la maturation de Pextrémité 3’ ainsi que la terminaison de
transcription des ARNs codants et non codants (snoRNAs). L’objectif est d’essayer de
comprendre la fonction de deux sous-domaines de cette protéine — le 2" NTD et les motifs
ZF — dont ’organisation et la structure restent, pour 1’instant, inconnues. Pour répondre a
cette question, une analyse par génétique inverse chez Saccharomyces cerevisiae a été mise
en place, par délétion et par mutation ponctuelle. Le second chapitre est basé sur des résultats
préliminaires obtenus au laboratoire ayant permis de montrer qu’une activité Kinase co-
purifiait spécifiquement lors de la purification des facteurs du complexe de polyadénylation.

Dans I’introduction, apres une partie détaillant chaque étape de synthése par I’ARN
polymérase II, trois parties sont développées: 1’organisation de chaque sous-unit¢ du
complexe de polyadénylation chez la levure et chez les eucaryotes supérieurs, la terminaison
de transcription des ARNs codants et non codants et enfin le réle des modification post-
traductionnelles sur I’activité et I’organisation du complexe. Chaque chapitre est ensuite traité

indépendamment.
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shelf ( Rpk\)SfR‘p'BG‘ \.\)
et Rpb1)

Figure 1.01: Organisation de I'ARN polymérase Il chez S.cerevisiae. (A.) Représentation
schématique des douze sous-unités formant le core enzyme de 'ARN polymérase II. Rpb1l et Rpb2
sont les plus grandes sous-unités du complexe et forme le domaine catalytique. Rpb3, Rpb10, Rpb11
et Rpb12 sont des protéines d’architecture et permettent I'assemblage du complexe. Les sous-unités
Rpb4 et Rpb7 ne sont pas nécessaires pour les activités de transcription. (B.) Structure des dix sous-
unités nécessaires pour la transcription. Trois éléments mobiles peuvent étre distingués : le module
« jaw-lobe » (Rpb1/Rpb9 et Rpb2), le module «shelf» (Rpb5/Rpb6 et une partie de Rpb1) et le
module « clamp » (Rpb1/Rpb2). Le CTD de Rpb1 s’étend vers 'extérieur au niveau de Rpb6. D’apres
Braberg et al.,, 2013 et Cramer et al, 2001.
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A. MATURATION DES PRECURSEURS DES ARNM

A.1.Généralités

A.1.1. ARN Polymérase 11

Dans les cellules eucaryotes, le génome est transcrit par trois complexes protéiques :
I’ARN polymérase Pol I (précurseur des ARNs ribosomiques), ’ARN polymérase Pol II
(précurseur des ARNs codants et non codants) et I’ARN polymérase Pol III (précurseur des
ARNSs de transferts et des autres petits ARNs). L’ARN Polymérase II permet la synthése des
ARNs codants et des ARNs non codants : « small nuclear RNAs » (snRNAs), «small
nucleolar RNAs » (snoRNAs), « microRNAs » (miRNA), « cryptic unstable transcripts »
(CUTs) et « stable unannotated transcripts » (SUTs). L’ARN polymérase II est composée
de 12 sous-unités codées par les génes RPBI a RPBI2 chez la levure. Sa structure et
I’organisation des douze sous-unités formant le « core enzyme » sont présentées dans la
Figure 1.01 (Braberg et al., 2013). Cette unit¢ enzymatique de plus de 500kDa est
remarquablement conservée dans tout le régne eucaryote. La plus grande des sous-unités,
Rpbl porte en partie 1’activité catalytique et présente a son extrémité C-terminale une
structure désordonnée, le CTD (« Carboxy-terminal domain »). L’activité¢ de 1’enzyme est
modulée par des cycles dynamiques de phosphorylations/déphosphorylations au niveau de
cette plate-forme, et ce tout au long du processus de transcription. L’ARN polymérase Pol II
est au centre d’une machinerie complexe, dont la composition varie durant la transcription des

genes.

Traditionnellement, la synthése par I’ARN polymérase Pol II peut étre divisée en
plusieurs étapes, que I’on sait étroitement liées physiquement et fonctionnellement. Dans un
premier temps, durant I’initiation de la transcription, la Pol II est recrutée au niveau du
promoteur en présence des facteurs généraux de transcription (GTFs) — TFIIA, TFIIB, TFIID,
TFIIE, TFIIF et TFIIH. Le core enzyme et les facteurs généraux de transcription forment le
complexe de pré-initiation (ou PIC — « pre-initiation complex »). Le « mediator » est un
complexe de 25 sous-unités chez la levure qui transmet les signaux régulateurs a la

polymérase II, permettant de stimuler I’activation de la transcription ainsi que la
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phosphorylation du CTD de I’ARN polymérase II par 'une des sous-unité du complexe
TFIIH (Boube et al., 2002). Le PIC permet I'ouverture, le déroulement des deux brins d’ADN
et la synthése des premiers nucléotides du pré-ARNm naissant. Lorsque la chaine d’ARN
atteint la taille de 10 nucléotides, la bulle de transcription se déplace, permet le démarrage de
la transcription et la libération de la Pol II du complexe de pré-initiation (Holstege et al.,
1997). La libération de la Pol II du PIC est favorisée par la phosphorylation du CTD sur la
SERINE 5 ce qui permet de dissocier des GTFs, le « mediator » et le recrutement des facteurs
d’¢longation. Au cours de 1’¢longation, la nature des modifications du CTD varie — la
séquentialit¢ de ces modifications sont abordés dans le Paragraphe B.1.3. La bulle de
transcription, qui correspond a I’ouverture de la molécule d’ADN sur 12 a 15 paires de bases,
se déplace vers la région 3° UTR du geéne. La Pol II synthétise alors 1500 a 2000
ribonucléotides par minute. La terminaison de transcription est caractérisée par une pause de
la polymérase, le relargage du pré-ARNm et le recyclage de I’ARN polymérase Pol II
(Proudfoot and O'Sullivan, 2002). Plusieurs mécanismes de terminaison de transcription

peuvent étre utilisés et seront décrits dans ce manuscrit.

Au cours de la synthése, le pré-ARNm naissant subit différentes modifications
permettant sa maturation. Il est modifi¢ a son extrémité 5’ par 1’ajout d’une coiffe, les introns
sont ¢liminés lors de I’épissage, et le pré-ARNm est modifié a son extrémité 3’ par 1’ajout
d’une queue poly(A) (Figure 1.02). L’ARNmM mature est ensuite exporté vers le cytoplasme.
L’ensemble de ces réactions biochimiques est étroitement 1i€é a la transcription. Le
recrutement des facteurs impliqués est synchronisé par le CTD de I’ARN polymérase Pol 11
en fonction de son état de phosphorylation (Bartkowiak et al., 2011; Egloff and Murphy,
2008; Napolitano et al., 2014; Phatnani and Greenleaf, 2006). Un défaut de I'une de ces
¢tapes de maturation entrave la progression des autres étapes, illustrant leur interdépendance

(Nino et al., 2013).

A.1.2. Maturation de ’extrémité 5’

La premicre ¢étape de maturation du pré-ARNm est ’ajout d’une coiffe a
I’extrémité 5°. Cette étape est conservée dans le régne eucaryote et chez les virus, mais n’est
pas retrouvée dans le régne des procaryotes — les enzymes impliquées n’étant pas présentes
(Shuman, 2002). L’ajout de la coiffe, ou m’GpppN, se fait dés la synthése de 30 nucléotides

par I’ARN polymérase II, par réaction séquentielle faisant intervenir trois enzymes. Dans un
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est une modification réversible. Dans un
premier temps, I’ARN triphosphatase (en
rouge) permet I’hydrolyse du phosphate y
du premier nucléotide en 5. L’ARN
guanylyltransférase (en bleu) permet
ensuite le transfert de GMP sur le
diphosphate de I’ARN a partir de GTP et la
libération de PPi. La derniere étape est
I'ajout d’'un groupement méthyle sur la
guanine en position N7, permise par 'ARN
guanine-N7-méthyltransférase (en
vert). Le groupement méthyle est fourni
par le coenzyme, la S-adenosylméthionine
ou AdoMet. La structure formée est une
structure de base appelée «Cap 0» ou
coiffe 0. Chez certains eucaryotes, comme
les trypanosomes, I'extrémité 5’ peut subir
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4.

D’apres Ghosh et Lima, 2010.
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premier temps, le phosphate y de I’extrémité 5° est hydrolysé par ’ARN triphosphatase
(Cetl chez S. cerevisiae). Une guanine monophosphate est ensuite transférée sur le
5’ diphosphate de I’ARN par PARN guanylyltransférase (Cegl chez S. cerevisiae). Une
derni¢ére ¢étape de méthylation de la guanine en position N7 par ’ARN guanine-N7-
méthyltransférase (Abdl chez S. cerevisiae) permet de terminer la réaction de maturation de
I’extrémité 5° (Figure 1.03) (Ghosh and Lima, 2010; Li and Kiledjian, 2010). Ces étapes sont
conservées, seule 1’organisation génétique des enzymes et les mécanismes catalytiques varient

dans le régne eucaryote.

Chez S. cerevisiae, ’ARN triphosphatase (Cetl) fait partie de la famille des TTM —
« Triphosphate Tunnel Métaloenzyme » — et utilise le manganése comme cofacteurs (Lima et
al., 1999). L’ARN guanylyltransférase Cegl permet le transfert de GMP sur le diphosphate
de DI’ARN, en présence d’ion magnésium. Cegl est formée d’'un domaine
nucléotidyltransférase a I’extrémité N-terminale et d’un domaine OB (Oligosaccharide
Binding) dans la région C-terminale. L’analyse par sédimentation a permis de montrer que
Cegl et Cetl fonctionnent sous la forme d’un complexe 1 : 2 via une région linker fournie par
Cetl. Cela permet de stabiliser la fonction guanylyltransférase et le recrutement de Cetl par
interaction avec Cegl. L’ARN guanine-N7-méthyltransférase Abdl permet la méthylation
de la guanine en position N7 et est dépendante de la présence d’un coenzyme, le S-
adénosylméthionine (SAM).

Les enzymes nécessaires a 1’ajout de la coiffe a I’extrémité 5’ sont recrutées lors de
I’initiation, par interaction avec la SER” phosphorylée du CTD de Rpbl, sous-unité de I’ARN
polymérase Il (Figure 1.04) (McCracken et al., 1997)

L’ajout de la coiffe présente un role majeur dans le devenir de I’ARN. Il permet tout
d’abord de maintenir la stabilit¢ de ’ARNm, en le protégeant de la dégradation par des
exonucléases comme Xrnl chez S. cerevisiae. La coiffe joue un role dans I’épissage des
ARNmMm en participant au recrutement des snRNPs. L’ajout de la coiffe joue également un role
important dans 1’export des mRNPs et dans la traduction de I’ARNm, via le recrutement de la

sous-unité 40S du ribosome (Varani, 1997).

La maturation 5’ est une modification réversible, permettant de controler la demi-vie
des ARNm. L’¢élimination de la coiffe ou « decapping » intervient dans les voies de
dégradation 5’ et 3° permettant de libérer un mono-phosphate a I’extrémité 5’ (Gu and Lima,

2005). Ces enzymes de « decapping » interviennent apreés un raccourcissement de la queue
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sous la forme d'un dimere. Cetl permet l'interaction avec I’ARN naissant. La région flexible de Cet1
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CTD de I'ARN polymérase Il sous sa forme P-SER>. Abd1, 'ARN guanine-N7-léthyltransférase est
recrutée indépendamment des autres activités enzymatiques, également par interaction avec la
forme P-SER® du CTD. D’aprés Ghosh et Lima, 2010.
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poly(A). Dcp2 intervient dans la voie de dégradation en 5°. C’est une protéine liant I’ARN de
la famille des hydrolases NUDIX, qui va cliver la coiffe en présence de manganése ou de
forte quantité d’ion magnésium. Dcp2 n’est actif que sur les ARNs de plus de 25 nucléotides.
L’ARN monophosphate est ensuite dégradé par I’exonucléase Xrnl (Sinturel et al., 2012).
Dans la voie de dégradation en 3°, DspS, nucléotide hydrolase de la famille des HIT
(« Histidine Triad ») intervient en fin de réaction et permet la dégradation de la coiffe des

ARNSs de moins de 10 nucléotides.

A.1.3. Epissage

La réaction d’épissage est un événement co-transcriptionnel, réalisé en deux réactions
de trans-estérification : I’excision de I’intron non codant et la liaison de deux exons (Figure
1.05) (Ruby and Abelson, 1991). Chez S. cerevisiae, seuls 5% des genes contiennent des
régions introniques (=250 genes) et la majorité d’entre eux ne contiennent qu’un seul intron,
proche de I’extrémité 5° du gene (Lopez and Seraphin, 1999). YRAI, RPL30 ou encore ACT1
présente des régions introniques, généralement de grande taille. La majorit¢ des genes
contenant un intron code pour des protéines ribosomiques chez S. cerevisiae. L’épissage reste
donc un mécanisme relativement fréquent. Aucun épissage alternatif (jonction entre exons
¢loignés ou ¢€limination d’un exon) n’est connu a ce jour chez S. cerevisiae. L’épissage de
certaine protéine, comme Yral, constitue un systeme de boucle de régulation négative —
I’expression de YRAI est contrélée par la présence d’un intron (Preker and Guthrie, 2006;

Preker et al., 2002).

Tout d’abord, une attaque nucléophilique par le 2’-OH du ribose de I’adénosine du
« point de branchement » (BP) a lieu sur le phosphate de la jonction exon-intron en 5°. Cela
permet la formation d’une extrémité libre en 3’ de I’exon 1 et d’une structure en boucle
(« lariat ») correspondant a I’intron, toujours liée au 5’ de 1’exon 2. Apres cette coupure, le
3’-OH libéré au niveau de I’exon 1 situé en amont établit une liaison avec le phosphate de la
jonction intron-exon 2 en aval. Les produits obtenus sont les deux exons ligaturés et 1’intron
intermédiaire sous forme de lariat (Figure 1.05A) (Jurica and Moore, 2003; Ruby and
Abelson, 1991).

De la méme maniére que pour la maturation de I’extrémité 3°, cette réaction requiert
des ¢léments positionnés en cis (« cis-acting element ») et des facteurs protéiques agissant en

trans (« trans-acting factors ») (Will and Luhrmann, 2011). Chez S. cerevisiae, les éléments
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cis sont fortement conservés en comparaison du systtme mammifére. Le site d’épissage de
I’exon 5’ présente la séquence consensus GUAUGU. La séquence au niveau de la boite de
branchement est fortement conservée et correspond a la séquence UACUAAC — le A en
position 6 correspond au A donneur lors de 1’attaque nucléophile. La séquence d’épissage de
I’exon en 3’ est moins conservée et est définie par PyAG (Kuhn and Kaufer, 2003) (Figure
1.05B). Les facteurs en trans sont regroupés dans un complexe de 1MDa, le « spliceosome ».
Sa composition, son assemblage et son fonctionnement sont fortement conservés de la levure
aux eucaryotes supérieurs et varient durant les différentes étapes de 1’épissage (Figure 1.06).
Contrairement au systéme mammifere, 1’épissage est indépendant du CTD de I’ARN

polymérase Il chez S. cerevisiae (Leipe et al., 2002).

A.1.4. Export

Les étapes de synthése et de maturation des ARNs messagers sont physiquement
séparées de la traduction par la membrane nucléaire, régulant les échanges entre les deux
compartiments. L’export des ARNm vers le cytoplasme est ATP dépendant mais ne requiert
pas de protéines de type importine / karyophérine B, contrairement aux ARNt ou au ARMmi
reconnus respectivement par les exportines t et 5. Les mRNPs (« mRNA RiboNucléoProteins
Particules ») (Batisse et al., 2009; Daneholt, 2001) formées de I’ARNm mature et des
protéines accessoires, sont libérées du site de transcription puis prises en charge par les
protéines, Mex67/Mtr2 chez S. cerevisiae (TAP/NXTI1 chez ’homme). L’organisation de
Mex67 est présentée dans la Figure 1.07A. Elles sont ensuite exportées vers le cytoplasme
via les pores nucléaires. Les pores nucléaires (ou NPC) sont des structures complexes,
fortement conservées, de 40 a 60MDa formées de 400 a 500 nucléoporines (ou nups) chez
S. cerevisiae (Nino et al., 2013) (Figure 1.08). Les nucléoporines sont regroupées en fonction
de leur localisation, et permettent d’ancrer la structure dans la membrane et s’ouvrent sous la
forme d’un panier nucléaire et de filaments cytoplasmiques. Les nucléoporines-FG présentent
une région répétée, riche en résidus phénylalanines et glycines, et sont situées au niveau du
panier nucléaire, formant un maillage sélectif. Mex67 permet le cheminement des mRNPs a
travers le pore nucléaire par des interactions séquentielles spécifiques avec les nucléoporines-
FG (Zenklusen and Stutz, 2001). Mtr2 est requis pour une interaction optimale entre Mex67 et
le pore nucléaire ; Mtr2 permettrait de maintenir la conformation du domaine d’interaction de
Mex67 pour permettre I’interaction avec les nucléoporines-FG (Fribourg and Conti, 2003).

Une fois au niveau des filaments cytoplasmiques, la conformation des ARNm est modifi¢e
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Figure 1.07 : Organisation des protéines impliquées dans '’export des mRNPs. Chaque protéine est

représentée a l'échelle, en fonction de sa taille en aminoacides. Les régions impliquées dans les
interactions avec d’autres facteurs d’export sont indiquées en dessous de chaque protéine. D’apres Nino
etal, 2013.

(A.) Mex67 est formée de quatre régions : une région N-terminal (1-162), un domaine riche en résidus
Leucines (LRR - 162-372), un domaine d’organisation proche du récepteur d'import NTF-2 (NTF-2 like
- 372-542), un domaine UBA (« ubiquitin associated domain » - 542-599). Le domaine UBA est formé de
trois hélices o et d’'une quatriéme hélice o appelée H4 permettant de prévenir les interactions non
spécifiques.

(B.) Yral est formée d'une région centrale (77-167), encadré par des régions N-terminale et C-
terminale fortement conservées (N, C), et des régions variables caractérisées par la présence de résidus
glycine et asparagine (N-var et C-var). L'interaction avec Pcfl1 fait intervenir les résidus 1-66 et 167-
226 (Johnson et al, 2009).

(C.) Nab2 est formée cinq régions: la région N-terminale formée d'un domaine PWI-like (Proline-
Tryptophane-Isoleucine - 1-100) suivi d’une région riche en glutamine (motif QQQP - 100-180), d’'une
région centrale formée d'un domaine RGG (riche en arginines et glycines - 180-261), de sept motifs en
doigt de zinc de type CCCH (291-415 et 415-473) et d‘une région C-terminale (473-525).

(D.) Npl3 est formée d’une région N-terminale contenant des répétitions PQE (proline, glutamine et
acide glutamique - 1-126), de deux domaines centraux liant 'ARN (126-197 et 197-277) et d'une
région C-terminale formée d'un domaine RGG (277-414).
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par I’action de protéines contenues dans les mRNPs et de protéines liées au NPC — Dbp5
(ARN hélicase ATP dépendante), Nup159 (impliquée dans la localisation de Dbp5) et Glel
(permettrait 1’activation de Dbp5). Cela permet la dissociation ATP dépendante des mRNPs,
de manicre irréversible et la libération de ’ARNm dans le cytoplasme. Les protéines

impliquées dans I’export sont réimportées vers le noyau.

Le dimere Mex67/Mtr2 présente une faible affinit¢ pour I’ARNm (Braun et al., 1999).
L’interaction est indirecte et nécessite le recrutement d’adaptateurs durant la transcription par
I’ARN polymérase II (Lei et al., 2001). Les adaptateurs sont impliqués dans les différentes
¢tapes de biogéneése des ARNm. Les adaptateurs THO/TREX et TREX2 permettent le
recrutement de Mex67/Mtr2 et la formation de mRNPs compétents pour I’export mais ne sont
pas impliqués dans le transport a travers les NPC.

Yral (Aly/REF chez ’homme) est 1’adaptateur le mieux caractérisé. Cette protéine
de 25kDa est codée par un gene essentiel chez S. cerevisiae et appartient a la famille des
« REF binding protein » (« RNA and Export Factor »). L’organisation de Yral est présentée
dans la Figure 1.07B. Yral est recrutée lors de 1’¢longation via son interaction avec Pcfl1
(Johnson et al., 2011) et par interaction avec la forme P-SER?/ P-SER’ du CTD de ’ARN
polymérase II (MacKellar and Greenleaf, 2011). Lorsque la polymérase atteint la région
3’UTR du géne, l'interaction entre Yral et Pcfll serait abolie par I’interaction avec Clpl
(Johnson et al., 2009). Cela permettrait alors 1’assemblage du complexe CF IA, le clivage,
I’ajout de la queue poly(A) et le relargage de mRNPs nouvellement synthétisées. Le transfert
de Yral au niveau des mRNPs, et ainsi I’interaction avec Mex67 est permise par interaction
avec Sub2 (Johnson et al., 2009; Strasser and Hurt, 2001). Yral est dissociée des mRNPs
avant leur translocation dans la partie cytoplasmique du NPC. Yral et Sub2 sont également
recrutés au niveau de certains ARNs non codants (CUTs, SUTs, snoRNAs et ARNt) et
pourraient jouer un role dans leur export vers le cytoplasme (Johnson et al., 2011).

Une surexpression de Nab2 permet de compenser la délétion de YRA/ (Iglesias et al.,
2010). Nab2 (pour « nuclear polyadenylated RNA-binding protein ») permet, avec Yral, le
recrutement de Mex67 sous la forme d’un trimére. Contrairement a Yral, Nab2 reste associée
au mRNPs, lors de I’export et est relarguée au niveau de la face cytoplasmique du pore
nucléaire. Des mutations de son homologue chez I’homme conduisent a des troubles
neurologiques (Park et al., 2011). Nab2 est retrouvée impliquée dans la régulation de la taille
de la queue poly(A); son organisation (Figure 1.07C) et sa fonction seront discutées en

détails plus loin dans ce manuscrit.
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Figure 1.08: Organisation et composition des pores nucléaires ou NPC chez S. cerevisiae. Les pores
nucléaires sont des structures complexes, fortement conservées, de 40 a 60MDa formées de 400 a 500
nucléoporines ou Nups. Le pore nucléaire est formé de différentes nucléoporines d’architecture

permettant 'ancrage a la membrane. Il s’ouvre dans le noyau sous la forme d’un panier nucléaire (en
vert vers le bas) et vers le cytoplasme sous la forme de filaments cytoplasmiques (en rouge vers le
haut) formés des FG-nups. Les FG-nups centrales (en marron) forment un maillage sélectif permettant
I'interaction avec les différents facteurs d’export. D’aprés Nino et al., 2013.
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Le complexe THO/TREX a récemment été identifié comme impliqué dans 1’export
(Katahira, 2012). Le complexe THO est un complexe tétramérique, formé de Hprl, Tho2,
Thp2 et Mftl, faiblement conservé dans le régne eucaryote (Katahira, 2012). Tex1, Yral et
son partenaire Sub2 interagissent avec le complexe THO formant le complexe TREX. Le
complexe TREX est recruté durant les différentes étapes de synthése par I’ARN polymérase
I, interagi avec de nombreux cofacteurs (maturation de I’extrémité 5°, épissage) et permet le
recrutement des protéines d’export. En plus de permettre un recrutement précoce de Mex67
au niveau des mRNPs, THO/TREX jouerait un role dans le maintien de la stabilité¢ du génome
en prévenant les événements de recombinaison (Chavez et al., 2000).

Le complexe TREX2 a ¢té¢ identifi¢ par recherche de 1étalité¢ synthétique avec un
mutant du gene YRAI, yral ARRM (Fischer et al., 2002). Ce complexe est formé de cinq
protéines : Sac3, Thpl, Susl, Cdc31 et Sem1 et est localis¢ dans la partie nucléaire interne du
NPC. De la méme maniere que le complexe TREX, TREX2 prévient la formation de duplexes
ADN/ARN.

Npl3 est une protéine codée par un gene essentiel, liant I’ARN et de la famille des
protéines SR (riche en Sérine / Arginine). L’organisation de Npl3 est présentée dans la
Figure 1.07D. De la méme maniére que Nab2, Npl3 est une protéine navette entre le noyau et
le cytoplasme. Son activité et sa localisation sont régulées par le biais de modifications post-
traductionnelles au niveau de la région C-terminale. Npl3 sous sa forme phosphorylée, via la
kinase Skyl, est adressée au noyau et est recrutée trés tot par interaction avec SER® du CTD
(Gilbert et al., 2001; Lei et al., 2001). Dans le noyau, aprés libération des mRNPs et
dissociation du complexe de polyadénylation, Npl3 est déphosphorylée par Glc7, permettant
I’interaction avec les mRNPs et le recrutement de Mex67 (Gilbert and Guthrie, 2004; Gilbert
et al., 2001). La phosphorylation de Npl3 diminue son affinit¢ pour I’ARN et pour I’ARN

polymérase II. Sous sa forme déphosphorylé, Npl3 est adressée vers le cytoplasme.

Ces adaptateurs permettent [’interaction entre I’ARNm et Mex67/Mtr2 chez
S. cerevisiae et ainsi I’export vers le cytoplasme, via les NPC. Cette derni¢re étape d’export
est fortement régulée, tant au niveau de la formation et de la « qualité » des mRNPs que du
transport en lui-méme. Un défaut dans les mécanismes d’export des ARNm — mutations des
facteurs d’exports ou de maturation — peut conduire au développement de cancers
(modifications du complexe THO/TREX) (Siddiqui and Borden, 2012) ainsi que des
pathologies plus graves comme la maladie des os de verre ou ostéogénése imparfaite de

type 1 ou encore de pathologies neuro-dégénératives (Arthrogrypose ou « Lethal congenital
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contracture syndrome [ ») liées a la rétention d’ARNm aberrants dans le noyau (Hurt and

Silver, 2008).

A.2.Maturation de 1’extrémité 3’

A I’exception des génes codants pour les histones chez les métazoaires (Dominski and
Marzluff, 2007), tous les ARNs messagers sont maturés a I’extrémité 3’ par un méme
mécanisme, permettant 1’ajout d’une queue poly(A) a I’extrémité 3’ de chaque transcrit. La
queue poly(A) peut étre de différentes tailles (60 a 250 nt) selon 1’organisme et I’ARNm
(Sachs and Wabhle, 1993).

La maturation de I’extrémité 3’ est nucléaire, et regroupe deux réactions indissociables
in vivo : le clivage du pré-ARNm au niveau du site de clivage et 1’ajout de résidus adénosine
au niveau de la nouvelle extrémité 3’ formée, correspondant a la queue poly(A) (Wahle and
Kuhn, 1997). In vitro, ces réactions peuvent étre découplées, pour I’analyse du clivage, de la
polyadénylation de transcrits synthétiques, comme CYC/ (Butler and Platt, 1988). La
premicre étape de la formation de I’extrémité 3’ est la reconnaissance des éléments cis
présents sur le pré-ARNm et le clivage par I’endonucléase. Cette dernieére, Yshl chez
S. cerevisiae, est une hydrolase zinc-dépendante de la super famille des métallo-p-lactamases.
La réaction correspond a I’attaque nucléophile d’un hydroxyde conservé sur un groupement
phosphate du substrat ARN en interaction avec des atomes de zinc. Une fois le transcrit clivé,
la poly(A) polymérase catalyse 1’ajout de 70 a 90 résidus adénosines. La poly(A) polymérase,
Papl chez S. cerevisiae, est une poly(A) polymérase matrice indépendante (Lingner et al.,
1991), dont le site actif est fortement conservé contrairement a la surface de la protéine, en
comparaison aux autres polymérases identifiées. Le domaine catalytique est formé¢ d’un
domaine « helix turn» caractéristique de la superfamille des ADN polymérases p.
L’enchainement entre les deux étapes reste a ce jour peu connu. Une fois synthétisée, la queue
poly(A) est raccourcie par différentes dé-adénylases, comme les complexes CCR4/NOT ou
PAN (« Pabl-dependant poly(A) nuclease »). Cela permet de maturer la taille de la queue
poly(A) entre 50 et 90 nucléotides. L’action du complexe PAN est nécessaire au bon devenir
des ARNm. Une inactivation de PAN2 et PAN3, sous-unités du complexe PAN chez
S. cerevisiae conduit a I’accumulation de messagers anormalement longs - 90 a 200
nucléotides A (Brown and Sachs, 1998). Le complexe CCR4/NOT est la dé-adénylase

majeure chez la levure et est formé de 9 sous-unités dont Ccr4 et Pop2/Cafl qui portent les
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activités enzymatiques. Ce complexe est requis pour la maturation de la taille de la queue
poly(A) ainsi que pour le furnover des ARNm (Collart and Panasenko, 2012). Chez
S. cerevisiae, la formation de la queue poly(A) et le contrdle de sa taille nécessitent la fixation
de deux protéines Pabl et/ou Nab2 (Amrani et al., 1997a; Dheur et al., 2005; Hector et al.,
2002).

Malgré I’apparente simplicité de la réaction, la maturation de I'extrémité 3’ fait
intervenir un ensemble d’éléments positionnés en cis (« cis-acting element ») et des facteurs
protéiques agissant en trans (« trans-acting factors »), regroupés en un complexe de plus de
1 MDa, le complexe de polyadénylation. Chez S. cerevisiae, ce dernier regroupe vingt
protéines ; chez les métazoaires, le complexe de polyadénylation est formé d’environ 85 sous-

unités (Shi et al., 2009). La machinerie est détaillée dans le paragraphe B.

La maturation de I’extrémité 3’ est fortement connectée avec la transcription,
puisqu’une terminaison de transcription correcte requiert un signal de polyadénylation
fonctionnel (Proudfoot, 1989). Cette interdépendance sera abordée en détail dans le reste du
manuscrit. La queue poly(A) et les protéines associées sont impliquées dans des événements
postérieurs comme la traduction — la queue poly(A) interagit avec elF-4G, facteurs
d’initiation de la traduction — ou la dégradation de I’ARNm dans le cytoplasme. La
maturation en 3’ joue un rdle dans la terminaison de la transcription, confére sa stabilité a
I’ARNm et facilite 1’export.

Le role de la polyadénylation dans la stabilité de I’ARNm a ¢été identifi¢ en 1975, par
Huez et al. (Huez et al.,, 1975). La queue poly(A) permet de protéger ’ARN de la
dégradation. En effet, la dépolymérisation de 5 a 15 résidus conduit a 1’activation de deux
voies de dégradation des ARNm — 5°- 3’ via I’activation de Dcp2 et de I’exonucléase Xrnl
ou 3’- 5’ via P’activation de I’exosome (Mitchell et al., 1997) puis I’élimination de la coiffe
par DcpS.

L’interconnexion entre la polyadénylation et I’export vers le cytoplasme des ARNm

peut étre illustrée par différents exemples, comme le recrutement de Nab2 ou de Yral.

A.3.Les autres mécanismes de maturation de 1’extrémité 3’

A.3.1. ARNm codants pour les histones

Tous les ARNm sont maturés par 1’ajout d’une queue poly(A) a I’exception des ARNs

codant pour les histones, chez les métazoaires. Les ARNm codants pour les histones sont
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Figure 1.09 : Organisation des éléments cis des génes codants pour les histones (A.) en présence
du snRNA U7 (B.) - modéle murin. Les éléments cis de ’ARN (en rouge) nécessaire a la maturation
des genes codants pour les histones sont: la structure tige boucle (formée d’'une séquence double

brin de 6 nucléotides et d'une boucle de 4 nucléotides) le site de clivage représenté par une fleche (4
a 5 nucléotides de la structure tige boucle) et de I'élément HDE, complémentaire au snRNA U7 (en
bleu). Le snRNA U7, maturé a I'extrémité 5’ (en vert) permet le recrutement de protéines Sm au
niveau du site Sm. D’apres Dominski et Marzluff, 2007.

Figure 1.10: Modéle d’organisation des éléments cis et des facteurs trans pour la maturation des ARN
histones. Le site de clivage est représenté par le di-nucléotide CA. Le snRNA U7 permet le recrutement
des autres facteurs, notamment les protéines Sm. CPSF-73 est I'endonucléase permettant le clivage.
ZFP100 et SLBP permettent le maintien du complexe. L’organisation de CPSF-100 et la Simplekine sont
hypothétiques. D’aprés Dominski et Marzluff, 2007.
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clivés et polyadénylés chez S. cerevisiae. La majorité des protéines formant les histones sont
codées par une série de genes dont I’expression est réplication-dépendante ; ils ne sont
exprimés que lors de la phase S du cycle cellulaire (Dominski and Marzluft, 2007). Certains
variants, comme les sous-unités H3.3, H2aZ, H1, H3-cid et macroH2a sont codées par des
ARNm polyadénylés. Les ARMm codant pour les cinq des protéines histones canoniques se
terminent par une structure tige-boucle fortement conservée. Cette extrémité 3’ est formée par
le biais d’une machinerie spécialisée, qui reconnait deux €léments cis présents sur le pré-
ARNm : la structure tige-boucle elle-méme et une séquence riche en résidus purine (A ou
C), appelée HDE (« Histone Downstream Element ») (Dominski and Marzluff, 2007) (Figure
1.09). Le pré-ARNm est clivé entre ces deux éléments. Puisque les ARNm codants pour les
histones ne présentent pas de séquences introniques, le clivage permet la formation d’ARNm

mature. Ces ARNm sont ensuite exportés vers le cytoplasme pour y étre traduits.

Le premier €lément cis est la structure tige-boucle, fortement conservée, formée
d’une séquence double brin de 6 nucléotides et d’une boucle de 4 nucléotides. Les ARNm ne
présentant pas de structures tige-boucle a I’extrémité 3° sont dégradés. Le second élément cis
est le HDE, dont la séquence est variable chez les eucaryotes, et qui est situé¢ de 15 a 20
nucléotides en 3’ de la structure tige-boucle. Chez D. melanogaster et C. elegans, la séquence
consensus est ACCA ; ACCCA chez les vertébrés. La distance entre les deux éléments est
importante puisqu’un décalage induit une diminution de la maturation (Scharl and Steitz,
1994). Le clivage a lieu entre ces deux éléments, en 3° du 4™ ou 5™ nucléotide chez les
vertébrés. L’extrémité 3’ de I’ARNm mature est formée d’une structure tige-boucle suivie

d’une courte séquence simple brin.

L’un des premiers facteurs trans identifié comme nécessaire pour la maturation de ces
ARNm est le snRNA U7 (Dominski et al., 2003). Le snRNA U7 est le plus petit transcrit de
I’ARN polymérase II, formé de 57 a 71 nucléotides en fonction des espéces (57 nucléotides
chez les oursins, 63 nucléotides chez les mammiféres et 71 nucléotides chez
D. melanogaster). La région 5’ est déstructurée et est complémentaire a la séquence HDE.
Les mutations de la séquence HDE peuvent étre compensées par les mutations du snRNA. La
région 3’ est formée d’une structure tige-boucle de séquence variable en fonction des
organismes, et n’est pas nécessaire pour les activités de maturation (Gilmartin et al., 1988).
Elle jouerait un role dans la stabilisation du complexe. La région centrale est formée d’une

région d’interaction avec les protéines Sm, fortement conservée et de séquence
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AAUUUGUCUAG. Le snRNA U7 permet le recrutement de sept protéines Sm — cinq (SmE,
SmF, SmG, SmB et SmD3) appartenant au spliceosome et deux (Lsml0 et Lsmll)
spécifiques de cette étape de maturation. Le snRNA U7 forme une plate-forme de recrutement
pour le reste de la machinerie.

Le second facteur trans nécessaire pour la maturation des ARNm codants pour les
histones est une protéine interagissant spécifiquement avec la structure tige-boucle de
I’ARNm — SLBP ou Stem-Loop Binding Protein (Lanzotti et al., 2002). Les SLBP
contiennent un domaine central d’interaction avec I’ARN. Cette interaction avec la structure
tige boucle permet de stabiliser I’interaction du snRNA U7 avec le HDE (Dominski and
Marzluff, 1999). Cette protéine reste associée a la structure tige boucle de I’ARNm mature.
Cela permet de stimuler la traduction des ARNm codants pour les histones lors de la phase S
du cycle cellulaire puis leur dégradation lors de la transition vers la phase G2.

ZFP100 est une protéine de 100kDa, possédant 18 motifs en doigt de zinc type
Cys;His; ou chaque motif ont une fonction indépendante. ZFP100 jouerait un rdle de
protéine d’architecture, par interaction avec la SLBP, le snRNA U7 et les protéines Sm.
L’endonucléase permettant le clivage est I’homologue de Yshl/Brr5, CPSF-73. La réaction
de clivage requiert le recrutement de CPSF-100 (homologue de Ydh1/Cft2) et de Simplekin
(homologue de Ptal). Ces deux protéines du complexe de clivage et polyadénylation
permettraient (i) le recrutement de 1’endonucléase, (ii) le maintien de I’organisation des
différents facteurs trans et (iii) pourraient jouer un role de régulation, en régulant le

recrutement de 1’endonucléase.

Un modéle d’organisation des ¢éléments cis et des facteurs trans a été proposé par

Dominski et Marzluff (Dominski and Marzluff, 2007) (Figure 1.10).

A.3.2. Maturation des snoRNAs et snRNAs

L’ARN polymérase II est permet la synthése de transcrits codants mais également de
nombreux transcrits non codants comme les snoRNAs ou les snRNAs. Les snRNAs sont
impliqués dans les réactions d’épissage et les 24 snRNAs chez S. cerevisiae sont codés par
des geénes uniques (Bernstein and Toth, 2012). Les snoRNAs forment un groupe d’ARNs non
codants, de taille variable (80 a 1000 nucléotides chez S. cerevisiae) impliqués dans la
maturation des ARNr, transcrits par I’ARN polymérase 1. Certains sont impliqués dans le

clivage de ’ARN 35S mais la majorit¢ d’entre eux permettent de guider les modifications
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post-transcriptionnelles des ARNr. Chez la levure, 80 snoRNAs ont été identifiés (Piekna-
Przybylska et al., 2007) et la plupart proviennent d’unités transcriptionnelles mono ou
polycistroniques (72/80) et une minorité est codée au sein des introns (8/80) (Kiss, 2002). Une
¢tude menée par Kishore et al., (Kishore et al., 2013) a montré par PAR-CLIP qu’il existerait
un grand nombre de snoRNAs chez ’Homme, d’expression plus variable en comparaison a
ceux identifiés. Les snoRNAs peuvent étre séparés en deux classes, en fonction d’¢éléments de
séquence conservés, dont I’organisation est présentée Figure 1.11A (Filipowicz and Pogacic,
2002). Chaque classe de snoRNAs posséde une structure secondaire bien définie et s’associe
trés tot avec un ensemble de protéines spécifiques pour former les snoRNPs correspondantes
(Filipowicz and Pogacic, 2002).

- les snoRNAs a boite C/D sont requis pour les méthylation sur le 2’-O-ribose des
ARNTr. Ils présentent au minimum un motif C (RUGAUGA) et un motif D (UCUGA) et des
motif moins conservés, C’ et D’. Les snoRNAs a boite C/D interagissent avec Nop56, Nop58,
Fibrillarin et une protéine de 15,5kDa.

- les snoRNAs a boite H/ACA sont requis pour la modification des uridines en
pseudouridines des ARNr. Contrairement aux snoRNAs a boite C/D, ils ne présentent pas de
motif consensus. Ils sont caractérisés par deux régions de séquences variables mais dont la
position est conservée : H (ANANNA) et ACA. Leur structure secondaire — deux tiges-
boucles — est conservée. Les snoRNAs a boite A/ACA interagissent avec Nhp2, Nop10, Garl
et Dyskerin/Cbf5.

Bien que synthétisés par I’ARN polymérase II, les snoRNAs et snRNAs sont maturés
par un mécanisme indépendant de la voie de polyadénylation utilisée pour les ARNs codants.
Ils ne présentent pas d’¢léments cis en aval des unités de transcription comme décrit
précédemment. De plus, la présence d’une queue poly(A) interfére avec leur maturation
(Fatica et al., 2000). Cette derniere fait intervenir plusieurs voies basées sur le méme mode
d’action : le précurseur contenant le snoRNA ou le snRNA est progressivement raccourci par

des exocucléases (Figure 1.11B) (Brown et al., 2008).

Chez S. cerevisiae, les pré-snoRNAs sont tout d’abord clivés par Rntl - orthologue de
la RNase III, possédant une activité¢ d’endonucléase. Cela permet 1’¢limination de la coiffe a
I’extrémité 5° et forme un point d’entrée pour d’autres exonucléases. Pour les pré-snoRNAs
présents dans les régions introniques, on parle de « debranching ». Les précurseurs seraient

ensuite individuellement dégradés par Ratl et Xrnl, dans le sens 5°-3’ (Tollervey, 2004) et
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par Rrp6, sous-unité de 1’exosome, dans le sens 3’-5’ (Allmang et al., 1999). Les pré-snRNAs
sont clivés par Rntl mais nécessitent 1’action de 1’hélicase Dobl (Allmang et al., 1999) et
sont ensuite dégradés par Ratl, Xrnl et Rrp6. L’action des exonucléases est arrétée lorsque

celles-ci rencontrent les protéines formant les snoRNPs et snRNPs.

La maturation des snoRNAs et snRNAs est poly(A) indépendante mais fait intervenir
un mécanisme similaire : la présence d’éléments cis et 'utilisation de facteurs trans. Le
clivage avec Rntl nécessite la définition d’un site de clivage, qui se fait via trois ¢léments cis
situés dans la région en amont du snoRNA entourant le site de clivage (région de 150 a 200
nucléotides). On distingue la séquence UGUAAAAU, une répétition d’¢léments CUU
(uniquement pour les précurseurs des boites C/D) et le site de clivage, défini par le
dinucléotide AA ou AG. La coupure est réalisée en 3’ du premier résidu A.

Plusieurs facteurs trans sont également nécessaires pour la maturation des snRNAs et
des snoRNAs. C’est le cas de Nrdl (qui interagit avec la séquence UGUAAA), I’hélicase
Senl qui interagit avec Rntl (Ursic et al., 2004), Nab3, la kinase Ctk1 et le CTD de ’ARN
polymérase II (Steinmetz et al., 2001) ou encore des composants du complexe de
polyadénylation pour la formation de I’extrémité 3° (Dheur et al., 2003; Morlando et al.,
2002). En effet, de nombreux mutants des sous-unités - Ptil, Ref2, Pcfl1, Clpl, Ptal, Swd2,
Glc7 et Ssu72 (Nedea et al., 2008) - présentent des défauts de terminaison de transcription des
snoRNAs. Nrdl permettrait également de prévenir les interférences entre la transcription des

snoRNAs/snRNAs et des ARNm au niveau des unités de transcription.

A.4.Polyadénylation alternative et sélection du site de polyA

Le choix du site de polyadénylation au niveau des ARNm est défini par I’affinité des
¢léments du complexe de polyadénylation avec les ¢€léments cis de I’ARNm. Une
modification des €¢léments cis ou une modification de 1’expression des facteurs trans peut
conduire a la sélection d’autres sites de polyadénylation. Des études récentes indiquent que la
majorité des genes présente plusieurs sites de polyadénylation (2,1 par géne), conduisant a la
synthése de plusieurs isoformes d’un méme ARNm (Ozsolak et al., 2010). HIS3 chez
S. cerevisiae présenterait treize sites de polyadénylation potentiels (Mahadevan et al., 1997).
Ces isoformes peuvent présenter une région codante différente et/ou une région 3’-UTR de
taille variable (Figure 1.12). Cette polyadénylation alternative (APA pour « Alternative

PolyAdenylation ») peut modifier le profil d’épissage et modifier I’accessibilité des séquences
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régulatrices, modifiant ainsi la stabilité, la localisation et 1’expression d’un ARNm. Chez
I’Homme, on estime que 50% des transcrits présentent une polyadénylation alternative,
augmentant considérablement le potentiel codant du génome (Tian et al.,, 2005). Cette
polyadénylation alternative est également tres présente chez D. melanogester ou C. elegans,
touchant plus de 50% des genes. L’APA peut étre tissu-spécifique, liée a un stade de

différentiation ou stimulée par des signaux extracellulaires (Tian and Manley, 2013).

La polyadénylation alternative, en modifiant la taille de la région 3’-UTR, peut
modifier la localisation et I’expression d’'un ARNm. Les isoformes obtenues ont une séquence
codante identique mais une région 3’-UTR de taille variable (Figure 1.12A). C’est le cas pour
de nombreux ARNm impliqués dans le développement neuronal, comme le facteur
neurotrophique issu du cerveau ou BDNF. L’isoforme courte est localisée dans le corps
cellulaire des neurones, et I’isoforme longue est localisée au niveau des dendrites. Cette
différence de localisation modifie I’efficacité de traduction, et module les fonctions
synaptiques au niveau de I’hippocampe.

La région 3’-UTR est également la cible de nombreux facteurs protéiques liant
I’ARNm et de nombreux ARNmi (50% des ARNmi chez I’Homme). Les cellules exprimant
majoritairement 1’isoforme court des génes /IGF2BPI1 (« insulin-like growth factor 2 mRNA
binding protein 1 ») ou CCND2 (« proto-oncogenes cyclin D2 ») ne posseédent pas la zone
d’interaction pour miR15/16. Ces cellules sont plus sujettes a une prolifération non contrlée
et ont un potentiel oncogénique plus important que les cellules exprimant 1’isoforme longue
(Ueno et al., 1989). L’étude de la taille de la région 3°’UTR dans certains cancers est utilisée
comme marqueur de diagnostic.

L’APA peut également modifier la séquence codante d’un geéne en permettant
I’exclusion ou non d’un exon (Figure 1.12B). L’exemple le plus connu est le cas de chaines
lourdes d’immunoglobulines M ou IgM. Durant la différenciation des cellules B, ’utilisation
d’un site de polyadénylation proximal au dépend du site distal conduit a la production de
d’IgM libres au dépend d’IgM transmembranaires. Les protéines produites ont une séquence
N-terminale commune et varient uniquement par 1’exon C-terminal inclus : S pour les IgM

libres et M1/M2 pour les IgM transmembranaires (Takagaki et al., 1996).

D’un point de vu mécanistique, I’APA reste trés peu connue. Cependant, on sait que
les facteurs du complexe de polyadénylation ont un réle important dans ce mécanisme,

comme PABPNI, CstF-64 ou hFipl chez I’Homme. CstF-64 est une sous-unité du complexe
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de polyadénylation qui interagit avec 1’élément cis riche en GU. Lorsque CstF-64 est en
quantit¢ limitante, le site de polyadénylation proximal ne serait pas reconnu, et les IgM
transmembranaires, incluant les exons MI1/M2 seraient majoritairement synthétisées
(Takagaki et al., 1996). Une expression plus importante de CstF-64 lors de la différenciation
des cellules B permettrait la reconnaissance du site de polyadénylation proximal, I’inclusion
de I’exon S et la production d’IgM libre (Takagaki and Manley, 1998). Une diminution de son
expression est ¢galement observée lors de I’infection par des adénovirus, forgant I’expression
des ARNSs viraux. Récemment, hFipl a ét¢ montrée comme nécessaire pour I’APA (Lackford
et al., 2014). La polyadénylation alternative pourrait également étre régulée par 1’organisation
de la chromatine, et les modifications post-traductionnelles des histones. L ’homologue de
Pcfll chez A. thaliana, PCFS4 a ¢été décrit comme impliqué dans la polyadénylation
alternative de I’ARNm FCA, impliqué dans la transition entre état végétatif et développement

reproductif (Xing et al., 2008).

Chez S. cerevisiae, il existe peu d’exemples de genes dont I’expression est régulée par
polyadénylation alternative. L’APA est observée en cas de changement de conditions de
croissance — changement de sources de carbone — et formerait un mécanisme d’adaptation.
C’est le cas de CBP1, SIRI ou encore RNA14, codant pour une sous-unit¢ du complexe de
polyadénylation (Sparks and Dieckmann, 1998). L induction de la respiration conduirait a une
augmentation de 1’activit¢ du complexe de polyadénylation, et une augmentation de la
reconnaissance de sites de polyadénylation proximaux, plus faibles. Cela entrainerait la
production d’isoformes de RNAI4 non traduits et une diminution du niveau général
d’expression de RNA 14 — formant une boucle de régulation négative. L’activité du complexe
de polyadénylation est diminuée, ce qui conduit & une diminution de la capacité de croissance
des cellules et I’adaptation au milieu. Le choix du site de polyadénylation peut étre également
influencé par des facteurs trans, comme Hrpl (Kim Guisbert et al., 2007), qui permet de
« fixer » la machinerie au niveau d’un site de polyadénylation (Minvielle-Sebastia et al.,
1998) ou encore Npl3. Il a ét¢ montré que Npl3 entrait en compétition avec Rnal5 pour
I’interaction avec I’ARN (Gross and Moore, 2001b). Dé¢s lors, I’hypothese proposée (Bucheli
et al., 2007) est que Npl3 permet de réguler le choix du site de clivage, en masquant les sites
de clivage plus faibles. Cela permet de moduler la réaction de maturation de I’extrémité 3’
mais également la terminaison de transcription et le devenir de I’ARNm. De plus, Ptal
et Pcfl1 ont été décrit comme impliqué dans la polyadénylation alternative de certains ARN

messagers (Seoane et al., 2009).
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A.5.La polyadénylation chez les procaryotes

Malgré la découverte de la premiere poly(A) polymérase (PAP) chez E. coli en 1962
(August et al., 1962), la polyadénylation des ARNs chez les organismes procaryotes reste tres
peu étudiée. De plus, la majorité des données obtenues proviennent d’études sur E. coli
(Nakazato et al., 1975). Des études récentes s’intéressent a la polyadénylation chez Bacillus
subtilis (B. subtilis) ou encore Streptomyces coelicolor (Mohanty and Kushner, 2011). Chez
B. subtilis, 1l est estimé que 15 a 25% des ARNSs totaux sont polyadénylés, contre 2% chez
E. coli. Cependant, des études récentes indiquent que la polyadénylation serait un mécanisme
plus fréquent — prés de 90% des transcrits seraient modifiés a ’extrémité 3°, par 1’ajout de

quelques résidus ou la formation de queue poly(A) de 15 a 30 nucléotides.

Deux enzymes ont ¢été¢ identifiées comme présentant des activités de polymérase
(Figure 1.13). Contrairement au systéme eucaryote, ces enzymes ne sont pas nécessaires pour
la viabilité cellulaire bien que la délétion du geéne codant pour PAP I (pcnB) chez E. coli
entraine une diminution de la rapidité¢ de croissance. La PAP I (pour « Polyribonucleotide
Adenylyl Transférase ») est codée par le géne pcnB et permettrait la polyadénylation de pres
de 90% des ARNSs chez E. coli. Elle permet I’ajout de 15 a 30 nucléotides en utilisant I’ATP
comme substrat, sans spécificité quant a la nature de ’ARN (ARNm, ARNr). La PAP I
permet également 1’ajout d’une queue poly(A) sur les ARNt et ARNr mais d’une taille moins
importante, de 6 a 8 résidus (August et al., 1962). Une surexpression de PAP I est toxique
pour la bactérie (Cao and Sarkar, 1992). Elle conduirait a la polyadénylation d’ARNs qui ne
sont pas les substrats naturels de PAP I comme des ARNt ou des snRNAs, modifiant leur
conformation et leur activité. L’étude du mutant pcnB montre qu’il existe une autre activité de
modification de I’extrémité 3° chez E. coli. Mohanty et Kushner (Mohanty and Kushner,
2000) ont permis d’attribuer cette activité a la PNPase. La PNPase est codée par le geéne pnp
et permet 1’ajout d’une queue polynucléotidique poly(N), d’environ 40 résidus, contenant
~50% de résidus adénosines. En présence de PAP I, la PNPase permet 1’ajout de résidus
préférentiellement C et U; en absence de PAP I, les résidus guanines prévalent. Chez
B. subtilis, I’analyse des ARNSs totaux a permis de mettre en évidence des activités de PAP et
¢galement de PNPase. Cette derniere est codée avec le gene pnpA (Condon, 2003) ; le gene
codant pour la PAP reste a ce jour inconnu. Une polyadénylation PNPase dépendante a
également ¢t¢ mise en évidence dans 1I’embranchement des Cyanobactéries, ancétre des

chloroplastes (Rott et al., 2003).
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Contrairement a la polyadénylation des ARNm chez les eucaryotes, il n’existe pas de
signaux de polyadénylation a proprement parler. L’ajout de la queue poly(A), chez E. coli,
dépendrait de la terminaison de transcription Rho-dépendante ou Rho indépendante
(autrement appelée terminaison intrinseéque) (Yehudai-Resheff and Schuster, 2000). Dans la
terminaison Rho-dépendante, le facteur Rho, hélicase ATP dépendante migre le long de la
chaine d’ARN permettant le décrochage de ’ARN polymérase. Dans la terminaison Rho-
indépendante, ’ARN polymérase est décrochée par reconnaissance d’une séquence
palindromique riche en AT ou terminateur intrinséque. PAP 1 reconnaitrait des séquences
simples brin de 2 a 6 nucléotides laissées a I’extrémité 3’ par une terminaison Rho-
indépendante (72% des transcrits Rho-indépendant sont polyadénylés). Les transcrits Rho-
dépendant présentent majoritairement des queues poly(N) ajoutées par la PNPase. De plus, il
n’existerait pas de complexe de polyadénylation, comme chez les eucaryotes. En 2004,
Mohanty et al., (Mohanty et al., 2004) ont suggéré que la protéine Hfq, protéine liant I’ARN
et apparentée a la famille des protéines Sm, jouerait le réle d’adaptateur pour PAP I ; Hfq
faciliterait 1’interaction entre PAP I et son substrat en compétition avec la PNPase plus

abondante.

La polyadénylation chez les procaryotes est faiblement utilisée et ne dépend pas de la
quantit¢ d’ARNs. De plus, la fréquence varie pour chaque famille de transcrits. Plusieurs
parameétres sont a prendre en compte pour expliquer la faible polyadénylation des ARNs chez
E. coli. PAP 1 est présent en faible quantité dans la cellule - 32 a 50 molécules par cellule — ce
qui est da a la présence d’un promoteur faible et d’un codon d’initiation non canonique faible.
De plus, la localisation de PAP I est controlée durant le cycle cellulaire au niveau de la
membrane. La fonction de ces modifications de 1’extrémité 3’ chez les organismes
procaryotes reste peu ¢tudiée. Cependant, des études suggerent que 1’ajout de queues poly(A)
ou poly(N) permettrait de stimuler la dégradation des ARNs en déstabilisant les structures
secondaires et en servant de controle qualité (O'Hara et al., 1995; Ryan et al., 2003). Selon le
modele proposé par Blum et al. (Blum et al., 1999), I’ajout d’une séquence nucléotidique
simple brin a I’extrémité 3’ permettrait d’initier ’action du dégradosome, dont fait partie
la PNPase. Cependant, 1’¢tude de la demi-vie de certains ARNm ne semble pas montrer de
variation importante quant a leur stabilité dans les souches sauvages et 4pcnB. De maniére
générale, 1’ajout d’une queue poly(A) ou poly(N) permettrait de faciliter la dégradation et
I’identification des ARNs a dégrader, permettant la fixation des PNPase, RNase II et RNase

R, principales exoribonucléases chez E. coli ; on parle de « docking plateforme ».
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A.6.TRAMP et Polyadénylation de dégradation

Dans le régne eucaryote, la polyadénylation est une étape indispensable permettant la
maturation des ARNm. Les ARNm « défectueux » et les produits intermédiaires de réactions
de maturation (régions introniques par exemple) sont dégradés par des machineries de
dégradation, intervenant dans les voies de surveillance. Chez S. cerevisiae, deux grandes
voies de dégradation sont décrites : la dégradation 5°-3°, via Ratl et la dégradation 3°-5’, via
I’exosome (Bernstein and Toth, 2012). Ce complexe est formé de dix sous-unités dans sa
forme nucléaire (Mitchell et al., 1997) et d’un ensemble de cofacteurs permettant d’augmenter
I’affinité¢ de I’exosome pour I’ARN cible, comme Mpp6, Nop53, Nrd1/Nab3 ou Mtr4. Ces
cofacteurs permettent le recrutement du cofacteur majeur de 1’exosome, le complexe
TRAMP. La dégradation par 1’exosome fait intervenir une polyadénylation dite de
dégradation, permise par les poly(A) polymérases non canonicales du complexe TRAMP. Le
role de cette polyadénylation par TRAMP est donc opposé a la polyadénylation par Papl, et
est proche de la fonction supposée de polyadénylation dans le régne procaryote (Mohanty and

Kushner, 2011).

Trf4 et Trf5 sont des protéines nucléaires, présentant une activité de
poly(A)polymérase non canonicales (PAPnc). La délétion de TRF4 peut étre complémentée
par la surexpression de TRF5 (Castano et al., 1996). L’alignement de séquence en
comparaison avec la Papl met en évidence des similarités de structures: le domaine
catalytique est situé¢ en N-terminal de la protéine, possédant trois résidus aspartates conserves
et un domaine central conservé. In vivo, Trf4 et Trf5 font partie d’'un complexe, capable de
polyadényler les ARNs codants ou non codants (Vanacova et al., 2005). Cette
polyadénylation, de 3 a 30 résidus, permet d’induire la dégradation des ARNs par 1’exosome.
Les PAPnc ont une faible affinité pour ’ARN, et acquierent leur activité poly(A)polymérase
en présence de Airl et Air2, zinc knuckle protéines de type CCHC, qui interagissent avec
I’ARN. Ce complexe, formé de Trf4/5, Airl/2, interagit physiquement et fonctionnellement
avec Mtr4, hélicase ARN ATP-dépendante SF2 de la sous-famille des hélicases a boite
DExH, décrite comme cofacteur de I’exosome. Mtr4 permettrait d’amener le complexe de
dégradation 3°-5’ au complexe initi¢ par Trf4/5 et d’engager la dégradation (Losh et al.,
2015). Mtr4 n’est pas fortement associ¢ au complexe (dissociation en présence de S00mM
NaCl (Bernstein and Toth, 2012)) ce qui suggere que cette protéine serait impliquée dans

d’autres fonctions. Le complexe formé est appel¢é TRAMP4 (Trf4, Airl/Air2, Mtr4) ou
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Figure 1.14: Représentation des trois fonctions les mieux caractérisées du complexe TRAMP4/5. Le
complexe TRAMP est formé de TRF4/5 (en bleu), Airl/Air2 (en rouge) et Mtr4 (en blanc) et permet
une polyadénylation de dégradation par recrutement de 'exosome (en vert). D’apres Bernstein et Toth,
2012.

(A.) Le complexe TRAMP permet la régulation de I'expression de NABZ2 (en violet). En condition
normale, 'ARNm codant pour Nab2 est maturé et exprimé (« processing »). Lorsque Nab2 est en exces,
Nab2 se fixe sur son propre ARNm, en amont du site du site de polyadénylation, au niveau d'une
répétition de 26 résidus A (Azs). Cela permet le recrutement du complexe TRAMP, et la dégradation de
I’ARN initiée par le complexe TRAMP (« degradation »).

(B.) Le complexe TRAMP est impliqué dans la surveillance des ARNt (en ). Certains ARNt
nécessitent la méthylation d’'un résidu pour acquérir une conformation correcte (« modified »).
L’absence de méthylation (« unmodified ») et le défaut de conformation permettent le recrutement du
complexe TRAMP, et la polyadénylation de I’ARNt. L’exosome est ensuite recruté et 'ARNt dégradé.

(C.) Le complexe TRAMP est impliqué dans la dégradation des ARN non codants comme les CUTs. Le
recrutement et la dégradation se font co-transcriptionnellement lors de la synthese par I’ARN
polymérase Il (en ).
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TRAMPS (Trf5, Airl/Air2, Mtrd) ; le complexe TRAMP4 est supposé plus abondant que le
complexe TRAMPS.

Le complexe TRAMP4/5 a ét¢ impliqué dans la polyadénylation de dégradation de
nombreux ARNs : pré-ARNr, ARNt, ARNnc, snoRNAs, ainsi que les CUTs ou encore les
ARNm (Figure 1.14C). Chaque complexe présente une spécificit¢ d’action. Le TRAMP4
permet la polyadénylation des ARNm (absence du codon stop), des snoRNAs, des ARNt et
des CUTs. Le complexe TRAMPS permet la polyadénylation des pré-ARNr et des ARNnc
(Porrua and Libri, 2015b). Le complexe TRAMP4 discrimine spécifiquement les ARNt hypo-

méthylés et de conformation incorrecte, produit par I’ ARN polymérase III (ARNM*

) (Figure
1.14B). Certains ARNt, comme ARNM®" nécessitent la méthylation d’un résidu (A58) pour
acquérir une conformation native. L’absence de méthylation modifie I’architecture de I’ ARNT,
alors moins compacte, et les structures tige-boucles sont reconnues par les éléments du
complexe capable de lier ’ARN, Airl et Air2. Cette hypothése, développée par Vanacova
et al. (Vanacova et al., 2005), se vérifie en étudiant les ARN™"® dont la conformation ne
dépend pas de modifications post-transcriptionnelles et dont les formes non modifiées ou
matures sont des substrats trés faibles de Trf4. Le complexe TRAMP est également impliqué
dans des fonctions indépendantes de son activité de poly(A) polymérase, comme la régulation
de I’adaptateur d’export Nab2 (Figure 1.14A). Il interagit avec une répétition de 26 résidus A

situés dans la région 3’-UTR de Nab2, en aval du site de clivage, permettant le recrutement de

I’exosome et la dégradation des ARNm codants (Roth et al., 2009).

Les complexes TRAMP sont fortement régulés, pour éviter une utilisation excessive
de I’ATP et une polyadénylation non spécifique, conduisant a la dégradation des transcrits.
Une étude récente (Jia et al., 2011) montre que Mtr4 est un régulateur du complexe TRAMP
via une activité de senseur des résidus adénosines. Lors des étapes initiales, 1’ajout de résidus
adénosine est rapide, puis la progression des PAPnc est ralentie aprés 1’ajout de cinq résidus.
Mtrd « détecte » la taille de la queue poly(A) par interaction et permet de diminuer 1’affinité
de la PAPnc pour I’ATP et I’ARN, conduisant a un ralentissement de la synthése de la queue

poly(A). La rdle de régulateur de Mtr4 est indépendant de sa fonction d’hélicase.
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A.7.Les maladies associées

La maturation de DP’extrémité 3’ est un processus biochimique complexe faisant
intervenir de nombreux éléments de séquences et protéiques. Comme toute étape d’expression
du génome, un défaut de maturation en 3’ entrave la progression des autres étapes, et peut

affecter la viabilité cellulaire, la croissance ou le développement.

La mutation d’un élément cis est notamment responsable de 1’a-thalassémie. Chez
I’Homme cette maladie est caractérisée par une faible production de globine a, indispensable
pour ’assemblage de I’hémoglobine et 1’érythropoiése. La mutation du signal AAUAAA en
AAUAAG conduisant a un défaut de reconnaissance, et un défaut de maturation en 3’ ; les
ARNm obtenus sont faiblement traduits (Higgs and Weatherall, 1983). La mutation des
¢léments cis peut également conduire a I’inhibition totale de I’expression d’un géne, comme
c’est le cas pour gene GalA-a, conduisant a I’accumulation de sphingolipides et au
développement de la maladie de Fabry (Danckwardt et al, 2008). A [linverse, la
thrombophilie est une prédisposition génétique au développement de thromboses, causée par
une mutation au niveau du site de clivage de I’ARN codant pour un facteur de coagulation.
Cela permet d’augmenter 1’efficacité de la maturation en 3’ et I’expression de ce geéne. Enfin
comme décrit dans le paragraphe A.4., une modification dans la sélection du site de
polyadénylation — lors de la polyadénylation alternative — de facteurs oncogéniques peut
modifier leur régulation, et ainsi favoriser la prolifération cellulaire et conduire du

développement de cancers (Ueno et al., 1989).

Une dérégulation touchant les facteurs trans peut également étre a [’origine de
différentes pathologies. Dans les cellules humaines, une délétion de CstF-64 conduit a un
arrét du cycle cellulaire et ’apoptose de cellules (Takagaki and Manley, 1998). Une
modification a la hausse de 1’expression de la poly(A) polymérase PAP est également reli¢e
au développement de cancers du sein, cancers du colon ou du pancréas (Pendurthi et al.,
1997), ainsi que des leucémies. La surexpression de PAP est indirecte et serait due a la
fixation du facteur TF (« Tissue factor ») ai niveau de récepteur cellulaire entrainant
I’activation d’une cascade de signalisation activant les facteurs Vlla (« clotting factor ») et
Vllla (« binding factor »), qui induirait a leur tour une modification de 1’expression de
certains genes dont PAP. Le taux de surexpression de I’enzyme est directement reli¢ a
I’agressivité de la pathologie et sert de bio-marqueurs de pronostiques. BARDI interagit avec

CstF-50, en réponse a une altération de I’ADN, permettant de bloquer la polyadénylation et la
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Figure 1.15: Organisation du complexe de polyadénylation chez S.cerevisiae. Le complexe de
polyadénylation fait intervenir des éléments cis au niveau de I'’ARN (carrés noirs) et des facteurs trans.
Ces derniers sont regroupés en trois sous-complexes: le complexe CF IA (« Cleavage Factor 1A » -
Rnal4; Rnal5, Clp1, Pcf11), le complexe CPF (« Cleavage and Polyadenylation Factor ») et le complexe
CF IB (« Cleavage Factor IB » - Hrp1/Nab4). Le site de clivage/polyadénylation est défini par la séquence
Y(A)n. Les sous-unités présentant des homologues avec le systeme mammifére sont représentés en
couleur. D’aprés Millevoi et Vagner, 2010.
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maturation d’ARN de ce locus. La progression de certaines tumeurs est directement li¢e a la
mutation du facteur BARDI. Cela permet I’expression de zones endommagées de I’ADN et
conduit a une dérégulation du transcriptome de la cellule (Kleiman and Manley, 2001). Des
maladies génétiques sont également imputées a des mutations des facteurs trans de la
maturation de I’extrémité 3’ comme la dystrophie musculaire oculo-pharyngée (OPMD), ou la
mutation de PABPNI1 conduit a son auto-association et la formation d’agrégat dans les

muscles squelettiques.

B. COMPOSITION DU COMPLEXE DE POLYADENYLATION

B.1.Saccharomyces cerevisiae.

Le complexe de polyadénylation, présentant les €léments cis et les facteurs trans, chez

S. cerevisiae est présenté dans la Figure 1.15 (Millevoi and Vagner, 2010).

B.1.1. Eléments cis
Les ¢éléments cis sont des séquences retrouvées dans la région 3’-UTR du pré-ARNm,
comprenant le site de clivage, permettant de guider et de positionner la machinerie

(Proudfoot, 1976). Ces éléments sont retrouvés sur I’ensemble des pré-ARNm polyadénylés, a

I’exception des pré-ARNm codants pour les histones. Chez S. cerevisiae, les €léments cis sont

moins conservés en comparaison au systeme mammifére, et différent par la séquence et

I’organisation sur le pré-ARNm. L’organisation des ¢léments cis et la machinerie des deux

systemes sont comparées dans le paragraphe B2.2. On peut cependant distinguer des

séquences consensus, ce qui traduit une pression de sélection importante (Proudfoot and

Brownlee, 1976).

- L’«efficiency element » ou EE (ou AU-rich) est situé¢ a une distance variable (24 a 40
nucléotides jusqu’a 75) en amont du site de clivage. Par analyse bioinformatique et par
mutagénese sur prés de 1300 genes, il a été permis de définir ’hexameére UAUAUA
comme séquence consensus — 52% des cas (Guo and Sherman, 1996). Les séquences
UACAUA et UAUGUA sont également fortement distribuées. Les U en positions 1 et 5
sont les plus conservées (Graber et al., 1999). L’efficiency element permet 1’interaction

avec Hrpl et stimule la réaction.
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Figure 1.16: Le sous-complexe CPF peut-étre divisé en trois sous-parties en fonction de leurs
interactions. CF II (« Cleavage Factor Il ») porte l'activité de clivage - Ydh1/Cft2, Yhh1/Cft1, Ysh1/Brr5
et Ptal (Zhao et al, 1997). PF I (« Polyadenylation Factor I») porte 'activité de clivage, de poly(A)
polymérase et les facteurs associés a sa régulation - Mpel, Yth1, Fip1, Pfs2, Papl + CFII (Chen and
Moore, 1992). APT (« Associated with PTal ») regroupe les protéines interagissant avec Ptal, protéine
d’architecture - Ssu72, Sycl, Ptil, Ref2, Swd2 et Glc7 (Nedea et al, 2003). Certains facteurs

appartiennent aux complexes CF II ou PFI, qui forment une unité fonctionnelle in vivo (Ohnacker et al.,
2000).
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Figure 1.17: Représentation des interactions entre les sous-unités du complexe CPF. Les interactions
directes protéine-protéine, décrites dans la littérature sont représentées en bleu. L'appartenance pour
chacune des sous-parties est représentée par un code couleur : CF II, PF I et APT. Le diameétre de chaque

cercle est proportionnel a la taille des protéines, donnée en kDa. Les sous-unités interagissant avec
I’ARN sont représentées en pointillées.
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- Le «positioning element » ou PE est situé de 10 a 30 nucléotides en amont du site de
clivage. C’est une séquence riche en A (Russo et al., 1991) ; les séquences UUAAGAAC,
AAUAAA et AAAAAA sont les plus conservées (Graber et al.,, 1999). L’hexamere
AAUAAA confere la meilleure efficacité de réaction in vitro. La majorité¢ des mutations du
PE ne modifie pas I’efficacité de la maturation en 3’ mais restreint la localisation du site de
clivage. Le PE permet I’interaction avec Rnal5, sous-unité du sous-complexe CFIA (Gross
and Moore, 2001b). Les PE et EE sont indissociables.

- le site de clivage est généralement défini par une séquence contenant un résidu pyrimidine
Y suivi d’une répétition de A : Y(A), (Graber et al., 1999). Le clivage par 1’endonucléase
Ysh1/Brr5 intervient en 3” d’un résidu adénosine.

- les ¢éléments riche en U (UUE — Upstream U-rich Element - et DUE — Downstream U-rich
Element) sont situés immédiatement (10 nucléotides ou moins) en amont et en aval du site

de clivage. Ils participent a I’efficacité du clivage (Dichtl and Keller, 2001)

B.1.2. Facteurs trans

Les études génétiques et biochimiques, ainsi que 1’étude a partir d’extraits nucléaires
(Butler and Platt, 1988) suggerent qu’un grand nombre de protéines sont nécessaires pour les
activités de maturation en 3°. Chez S. cerevisiae, le complexe de polyadénylation regroupe
vingt protéines recrutées en partie des le début de la transcription (CF IA, CF IB et PFI), a
I’extrémité 5° du gene (Licatalosi et al., 2002). Toutes les protéines sont nécessaires pour le
clivage et la polyadénylation, mais peuvent avoir un effet sur d’autres mécanismes comme
I’épissage (Yshl/BrrS), I’initiation (Glc7, Ssu72) ou la terminaison de la transcription
(Yhh1/Cftl, Swd2, Ptal, Ref2 ...). La machinerie peut étre divisée, chez la levure, en trois
sous-complexes : CPF (« Cleavage and Polyadenylation Factor »), CF IA (« Cleavage
Factor I4 ») et CF IB (« Cleavage Factor IB »).

B.1.2.1. CPF
Le CPF regroupe la majorité des composants du complexe de polyadénylation et porte
les activités de clivage (I’endonucléase Ysh1/BrrS) et de polyadénylation (Papl). Le CPF peut
étre sépar¢ en trois sous-complexes : CF I (« Cleavage Factor Il »), PF 1 (« Polyadenylation
Factor I ») et APT (« Associated with PTal ») (Nedea et al., 2003) (Figure 1.16). A ce jour,
les sous-unités Ref2, Swd2, Ssu72, Sycl et Ptil ne présentent pas d’homologues nécessaires

aux activités du complexe de polyadénylation, chez les métazoaires. Un homologue
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fonctionnel a pu étre identifié pour les sous-unités Pfs2, Glc7 et Mpel, mais leur fonction
reste peu caractérisée (Shi et al., 2009). Les sous-unités du CPF interagissent spécifiquement

formant un réseau d’interactions complexe résumé dans la Figure 1.17.

B.1.2.1.1. Yhhl/Cfil

Yhh1/Cftl est une protéine de 153kDa, codée par un géne essentiel chez S. cerevisiae.
Stumpf et Domdey ont identifi¢ ce facteur en 1996 (Stumpf and Domdey, 1996) par
homologie avec CPSF-160 chez les mammiféres. Yhh1/Cftl présente 24% d’identité et 51%
de similarité¢ avec CPSF-160. Elle joue un role dans le clivage et la polyadénylation, puisque
I’immuno-déplétion dans des extraits totaux abolit ces deux étapes (Stumpf and Domdey,
1996). Cependant I’analyse de la distribution globale de la taille de la queue poly(A) suggere
que Yhh1/Cftl serait impliquée dans la définition de site poly(A) (Dichtl et al., 2002b), par
son interaction avec les régions riches en U du pré-ARNm. Yhh1/Cftl permettrait de
renforcer 1’interaction du complexe de polyadénylation au niveau du site de clivage et ainsi la
polyadénylation des ARNm présentant une reconnaissance moins spécifique du site de
poly(A). Yhh1/Cftl serait également impliquée dans la terminaison de transcription par
I’ARN polymérase II, via ’interaction avec le CTD de Rpbl. Yhh1/Cftl interagit avec des
sous-unités de CPF (Ydhl et Swd2) et également avec des sous-unités de CF IA (Rnal4 et
Pcfl1) (Cheng et al., 2004; Kyburz et al., 2003). Récemment, il a ét¢ montré que la
reconnaissance de la séquence AAUAAA ¢était permise par WDR33 et non par CPSF-160, son
homologue chez I’Homme (Chan et al., 2014; Schonemann et al., 2014).

B.1.2.1.2. Yshi/Brrs

Ysh1/Brr5 est une protéine de 88kDa codée par un géne essentiel chez S. cerevisiae
(Chanfreau et al., 1996). Ysh1 est I’endonucléase responsable du clivage, métallo-p-lactamase
de la famille des B-CASP — « metallo-B-lactamase associated CPSF Artemis SNM1/PSO2 »
(Callebaut et al., 2002) — identifiée par homologie de séquence avec CPSF-73 dans le
systeme mammifere (Goffeau et al., 1996). La majorité des protéines B-CASP sont impliquées
dans des interactions avec des acides nucléiques ou des étapes de maturation. La région C-
terminale de la protéine présente une forte homologie de séquence (38%) avec une autre sous-
unité¢ du complexe CPF, Sycl, et est essentielle pour la viabilité cellulaire (Zhelkovsky et al.,
2006). La plupart des données fonctionnelles sont obtenues par étude de son homologue

CPSF-73. La structure de ce dernier, résolue par Mandel et al. (Mandel et al., 2006),
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confirme 1’appartenance a la famille des B-CASP et I’interaction de CPSF-73 avec le site de
clivage, par interaction spécifique avec I’hexamere AAUAAA. L’analyse du site actif
confirme I’interaction avec deux atomes de zinc, requis pour les réactions de clivage (Ryan et
al., 2004). Ysh1/BrrS semble ¢galement impliquée dans 1’épissage bien que les mécanismes
ne soient pas connus (Chanfreau et al., 1996). Yshl interagit avec Clp1, Pcfl1, Ydhl (Kyburz
et al., 2003), Ptal, Fipl, Sycl (Zhelkovsky et al., 2006), Yth1l (Barabino et al., 2000) et Pfs2
(Ohnacker et al., 2000).

B.1.2.1.3. Ydhl/Cfi2

Ydh1/Cft2 est une protéine de 105kDa, codée par un gene essentiel chez S. cerevisiae
(Preker et al., 1997), caractérisée par Zhao et al., en 1997 (Zhao et al., 1997). Les mutations
conditionnelles de cette protéine (ydhli-1, ydhi-2 et ydhi-3) modifient le clivage et I’ajout de
la queue poly(A). Ydh1 est requis pour les étapes de clivage et de polyadénylation in vitro, et
permet €galement la reconnaissance du site de clivage du pré-ARNm (Dichtl and Keller,
2001; Kyburz et al., 2003). Ydh1/Cftl possede 24,4% d’identité et 43% de similarité avec le
facteur CPSF-100. La structure obtenue par Mandel ef al.,, (Mandel et al., 2006) présente des
similarités avec I’endonucléase Yshl/Brr5. Cependant, le motif B-métallo-lactamase ne
présente pas de motifs liant le zinc ce qui ne permet pas une activité du méme type que
Ysh1/Brr5. Ydh1/Cft2 peut s’auto-assembler via la région C-terminale et interagit avec
Yhh1/Cftl, Ysh1/BrrS, Ptal, Pfs2, Ssu72, Pcfl1 ainsi que le CTD de I’ARN polymérase 11
(Kyburz et al., 2003). Le profil de phosphorylation du CTD nécessaire pour I’interaction avec
Ydh1/Cft2 n’est pas connu. Ydhl/Cft2 présente de nombreuses sérines/thréonines
potentiellement phosphorylables, ainsi que deux séquences potentielles de localisation

nucléaire (Zhao et al., 1997).

B.1.2.14. Ythi
Ythl est une des plus petites sous-unités du CPF (26kDa) identifiée en 1997 par
Barabino et al. (Barabino et al., 1997), codée par un geéne essentiel et présentant 40%
d’identité avec son homologue chez les mammiféres, CPSF-30. Bien que certaines études
(Murthy and Manley, 1992) aient suggéré que CPSF-30 n’était pas requise pour la maturation
de P’extrémité 3°, des études récentes sur CPSF-30 (Chan et al., 2014) ainsi que I’analyse de
mutants conditionnels (ythl-7, ythi-8 et ythi1-4) montrent que Yth1 est requise pour le clivage

et la polyadénylation (Barabino et al., 2000) et interagit préférentiellement avec les séquences
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ARNSs riches en U. Ythl contient cinq motifs liant le zinc de type CCCH impliqués dans
I’interaction avec le pré-ARNm (ZF2 et ZF4) et dans des interactions protéines-protéines
(Fipl — ZF4 et ZF5, Papl et Yshl - ZF1 et ZF4). Les motifs ZF1 et ZF2 sont requis pour
I’activité de clivage et les motifs ZF2, ZF4 et ZF5 sont nécessaires pour la polyadénylation
(Barabino et al., 1997; Tacahashi et al., 2003). L’homologue de Ythl chez les eucaryotes
supérieurs présente ¢galement un motif CCHC qui permettrait d’améliorer d’interaction avec

I’ARN (Chan et al., 2014).

B.1.2.1.5. Fipl

Fip1 est une phosphoprotéine de 36kDa — cible de CK2 (Zielinski et al., 2006) —
possédant 48% d’identité et 72% de similarité avec la sous-unité hFip1 (66kDa — Kaufmann
et al., 2004). Fipl est plus petit que son homologue hFipl de part I’absence du segment RD —
alternance de résidus arginine et acide aspartique. Cette protéine a ¢été identifiée en 1995,
grace a son interaction avec la polymérase Papl et permettrait d’amener la polymérase au
complexe CPF et au site de polyadénylation (Ezeokonkwo et al., 2011; Preker et al., 1995).
L hypothése développée par Helming et al. (Helmling et al., 2001) est que ’activité de Papl
est régulée par son interaction avec Fipl. La région C-terminale de Fip1 (résidus 80 a 105) est
complémentaire d’un domaine d’interaction a I’ARN de Papl. L’interaction régulerait son
affinité, permettant de réguler son activit¢ (Zhelkovsky et al., 1998). La déplétion de Glc7
conduit a une accumulation de formes phosphorylées de Fipl, et a sa désolidarisation partielle
du complexe CPF (He and Moore, 2005). Fip1 interagit avec Papl et Rnal4 (Preker et al.,
1995) et avec Ythl, Pfs2, Ysh1/Brr5, Ptal et Mpel (Barabino et al., 2000; Gavin et al., 2002;
Ohnacker et al., 2000).

B.1.2.1.6. Papl

Papl est une protéine de 65kDa, formée de trois domaines globulaires, requise
uniquement pour 1’étape de polyadénylation chez S. cerevisiae (Bard et al., 2000). Les 450
premiers résidus comprenant le domaine catalytique sont fortement conservés dans le régne
eucaryote — 47% d’identité avec PAP — la région C-terminale n’est pas conservée (Martin and
Keller, 1996). L’activité catalytique est portée par la région N-terminale de la protéine. La
région C-terminale centrale interagit avec le pré-ARNm. Papl catalyse 1’ajout, a
I’extrémité 3” de I’ARN clivé, de queues poly-adénosines sur la majorité des pré-ARNm. Son

activité est améliorée lorsque 1’ion Mg”" est remplacé par un ion Mn®" (Lingner et al., 1991).
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Papl1 est active en absence des autres partenaires du complexe CPF (activité non spécifique).
Son activité est régulée par I’interaction avec le domaine C-terminal de Fipl, qui permet de
controler son acces au substrat ARN (acquisition de sa spécificité) et ainsi I’ajout de résidus
adénosines — mode distributif, plus lent et moins efficace. La structure de Pap1 en présence
de MgATP et d’une séquence oligo(A) a permis de montrer que seul les trois derniers résidus
du pré-ARNm interagissent avec 1’enzyme. Papl est phosphorylée et ubiquitinée durant le
cycle cellulaire (Mizrahi and Moore, 2000). Papl interagit avec Ythl et Fipl (Preker et al.,
1995).

B.1.2.1.7. Ptal

Ptal est une protéine de 88kDa, codée par un géne essentiel, identifiée comme facteur
essentiel pour I’épissage des ARNt ; la mutation ptal-I conduit a I’accumulation d’ARNt
contenant des régions introniques (O'Connor and Peebles, 1992). Ptal présente une faible
homologie avec la Simplekin chez les mammiferes - 17% identit¢ et 31% similarité
(Takagaki and Manley, 2000). Elle présente cependant une fonction similaire dans
I’architecture du complexe CPF. En présence de mutations conditionnelles de PTAI,
Zhao et al., (Zhao et al., 1999b) décrivent un recrutement moins important des protéines de
CF II (Ydh1/Cft2, Yhh1/Cftl et Ysh1/BrrS) en présence des alleles ptal-1 et ptal-2. Ptal
interagit également avec Glc7, Ptil (He and Moore, 2005), Sycl (Zhelkovsky et al., 2006),
Fipl, Ssu72 (Ghazy et al., 2009), Pcfll et Clpl (Zhelkovsky et al., 2006). La région C-
terminale de la protéine est impliquée dans les activités de polyadénylation (Preker et al.,
1997) et de clivage (Zhao et al., 1999b). Ces activités sont modulées par des cycles de
phosphorylation / déphosphorylation par CK2 et Glc7 (He and Moore, 2005). En 2009, la
région N-terminale de Ptal a été décrite comme nécessaire pour la terminaison de
transcription des snoRNAs, et la déphosphorylation de la SERINE 5 du CTD par Ssu72.
L’absence de Ptal («degron strain ») diminue la quantit¢ de Ssu72 et conduit a une
augmentation de la phosphorylation de SERINE 5 (Ghazy et al., 2009). Ptal, avec Pcfll est
impliquée dans la polyadénylation alternative de certains ARNs messagers (Seoane et al.,

2009).

B.1.2.1.8. Glc7
Glc7 est une protéine de petite taille (36kDa), codée par un géne essentiel, impliquée
dans la régulation de nombreux processus biologiques, de par son activité de sérine/thréonine

phosphatase et sa faible spécificité (Feng et al., 1991; Stark, 1996). Une déplétion in vivo de
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Glc7 conduit a une raccourcissement de la taille des queues poly(A) (He and Moore, 2005).
Récemment, Schreieck et al. (Schreieck et al., 2014) ont montré que Glc7 était responsable de
la déphosphorylation de TyrR' du CTD lorsque la Pol II atteint la région 3’-UTR du géne,
permettant la transition entre ¢longation et terminaison (Nedea et al., 2008). L’absence de
Glce7 («degron strain ») induit un défaut de terminaison de transcription des snoRNAs
(snR13 — Nedea et al., 2008). Glc7 est également impliquée dans D’export, par
déphosphorylation de Npl3, adaptateur de la protéine Mex67. La déplétion de Glc7 conduit a
I’accumulation de Npl3 dans le noyau et une accumulation de Rnal5 sur I’ARNm
polyadénylé (Gilbert and Guthrie, 2004). Glc7 participe €galement a la régulation
I’endocytose, la sporulation, la méiose, le maintien de I’intégrité de la paroi, le métabolisme
du glycogéne... Son activité est régulée par Ypil et Sds22 (Garcia-Gimeno et al., 2003;
Pedelini et al., 2007). L’activité¢ de son homologue chez I’Homme, une PP1 sérine/thréonine
phosphatase a récemment €t¢ montrée comme nécessaire pour la maturation de 1’extrémité 3’
(Shi et al., 2009). En plus d’interagir spécifiquement avec Ptal (He and Moore, 2005), Glc7
interagit avec Ptil, Ref2 (Walsh et al., 2002), Swd2 (Nedea et al., 2008), Yhh1, Ydhl et Yshl
(Nedea et al., 2003). La délétion de Gle7 conduit a la dissociation de Ref2 et Swd2 du
complexe CPF et inversement (Nedea et al., 2008).

B.1.2.1.9. Mpel

Mpel est une zinc knuckle protéine de 50kDa (Krishna et al., 2003), codée par un geéne
essentiel, et suppresseur des mutations thermosensibles de Pcf11 (Vo et al., 2001). Mpel est
formée de trois domaines, liés par des séquences non structurées : un domaine ubiquitine-like
(ou UBL) en N-terminal, un domaine zinc knuckle dans la région centrale, et un domaine
RING finger en C-terminal (Lee and Moore, 2014). Cette organisation laisse supposer que
Mpel est une protéine multifonctionnelle. L’interaction avec ’ARN est permise par les
domaines RING finger et zinc knuckle. Mpel est nécessaire pour le clivage et la
polyadénylation, et permet une sélection du site de clivage. Récemment, Lee et Moore (Lee
and Moore, 2014) ont propos¢ Mpel comme médiateur de 1’ubiquitination de Papl.
L’analyse du complexe de maturation de 1’extrémité 3’ chez ’homme (Shi et al., 2009) a
permis d’identifier Rbbp6/PACT comme homologue de Mpel, mais son rdle dans le
complexe de polyadénylation reste inconnu. Rbbp6/PACT interagit avec p53 et pourrait
permettre de lier maturation de I’extrémité 3’ et régulation de la croissance cellulaire. Mpel

est retrouvé faiblement associ¢ au complexe CPF, via son domaine ubiquitine-like, par
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interaction avec Pfs2 et Fipl (Gavin et al., 2002). Mpel interagirait ¢galement avec le sous-

complexe CF IA (Lee and Moore, 2014).

B.1.2.1.10. Pfs2

Pfs2 est une protéine de 53kDa qui, de la méme manicre que Swd2, présente sept
répétitions WD-40 entre les résidus 90 a 380, caractéristiques des protéines retrouvées dans
des complexes multimoléculaires (Ohnacker et al., 2000). Pfs2 est une protéine essentielle
(Ohnacker et al., 2000; Wang et al., 2005). En accord avec sa structure, Pfs2 est retrouvée
comme essentielle pour I’interaction entre les complexes CF IA et CPF — interaction avec
Rnal4, Clpl, Ssu72, Ysh1/Brr5, Ydh1/Cft2, Mpel et Fipl (Ohnacker et al., 2000). De plus,
Pfs2 est nécessaire pour les activités de clivage et de polyadénylation (Wang et al., 2005).
Son homologue dans le systtme mammifere, WDR33 (Shi et al., 2009), a récemment été
montré comme faisant partie du complexe CPSF. WDR33 interagit spécifiquement avec

I’hexamére AAUAAA (Chan et al., 2014; Schonemann et al., 2014).

B.1.2.1.11. Swd2

Swd2 est une protéine de 37kDa, présentant sept répétions WD-40 et qui possede 35%
d’identité¢ avec WDRS2, protéine de fonction inconnue. Swd2 appartient indépendamment a
deux complexes de fonctions distinctes : CPF et le complexe SET1IC (ou COMPASS),
permettant la méthylation de la lysine 4 de I’histone 3 (Nedea et al., 2008; Dichtl et al., 2004).
Swd?2 serait nécessaire pour la diméthylation et la triméthylation de la lysine 4 de I’histone 3
et permettrait I’assemblage et la stabilit¢ du complexe SETIC. Swd2 n’est pas essentielle
pour les activités de clivage et de polyadénylation mais permettrait de lier les complexes CPF
et CF IA - interaction avec Yhhl, Yshl, Ptal, Pfs2, Ref2, Ssu72, Glc7, Ptil et Pcfl1 (Dichtl
et al., 2004). Swd2 est impliquée dans la terminaison de transcription des snoRNAs (Cheng et
al., 2004) et I’export, participant a la régulation de 1’ubiquitination de H2B (Dichtl et al.,
2004; Vitaliano-Prunier et al., 2012).

B.1.2.1.12.  Ssu72
Avec Glc7, Ssu72 (23kDa) est la seconde phosphatase (motif CXsRS) retrouvée
associ¢ée au complexe CPF (Krishnamurthy et al., 2004). Elle permet la transition entre

I’initiation et I’élongation de la transcription, par déphosphorylation du résidu SER’ du CTD
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de I’ARN polymérase I (Ghazy et al., 2009; Meinhart et al., 2003; Rosado-Lugo and
Hampsey, 2014). Son activité serait augmentée en présence de Essl/Pinl impliqué dans
I’isomérisation des résidus prolines du CTD. Initialement, Ssu72 a ¢été identifiée par son
interaction génétique avec le facteur de transcription TFIIB et est impliquée dans la sélection
du site d’initiation (Sun and Hampsey, 1996). Grace a son interaction avec le facteur CPF,
Ssu72 est impliquée dans le clivage du pré-ARNm, mais ne I’est pas dans I’ajout de la queue
poly(A) (He et al., 2003). L’all¢le ssu72-2 présente un défaut de terminaison des certains
ARNm et snoRNAs (Dichtl et al., 2002a; Ganem et al., 2003). Indépendamment de sa
fonction de phosphatase, Ssu72 permet la maturation de I’extrémité 3’ et le lien entre le
facteur CPF, ’ARN polymérase II (via son interaction avec Rpb2 — (Dichtl et al., 2002a)) et
TFIIB lors de la formation du PIC. Ssu72 interagit avec Ptal, Pcfl1, Pfs2, Ydh1Cft2 et
Yshl1/Brr5 (He et al., 2003). Son homologue chez I’ Homme, hSsu72 présente une activité de
phosphatase et interagit avec TFIIB.

B.1.2.1.13.  Sycl

Sycl est la plus petite sous-unité du CPF (21kDa) et présente une forte homologie
avec la région C-terminale de Yshl1/BrrS5. Sycl n’est pas essentielle pour la maturation de
I’extrémité¢ 3’ (Nedea et al., 2003). In vitro, la délétion de SYCI permet de restaurer
partiellement le phénotype de thermosensibilité ainsi que le défaut de polyadénylation induit
par la délétion de YSHI/BRRS5 et PTAI. Sycl est présentée par Zhelkovsky et al. (Zhelkovsky
et al.,, 2006) comme un régulateur potentiel de 1’endonucléase — par compétition avec
I’extrémité C-terminale. Sycl est faiblement associée au CPF et interagit avec Ysh1/Brr5 et

Ptal.

B.1.2.1.14.  Ref2

Ref2 est une protéine de 60kDa, riche en lysine et sérine, nécessaire pour la viabilité
cellulaire dans certains fonds génétiques (Dheur et al., 2003) et pour une croissance normale
dans d’autres (Russnak et al., 1995). Ref2 permet de stimuler le clivage des pré-ARNm
présentant un faible signal de polyadénylation par interaction avec le pré-ARNm ; cela permet
I’ancrage du complexe. Ref2 est également impliquée dans la terminaison de transcription des
snoRNAs. Ref2 interagit avec Swd2 (Cheng et al., 2004) et Glc7 (Nedea et al., 2003). La
délétion de Ref2 (et/ou Swd2) peut étre secourue par la surexpression de Senl (Nedea et al.,

2008).
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B.1.2.1.15. Ptil

Ptil est une protéine de 47kDa, présentant une forte homologie de séquence avec
Rnal5 et identifiée comme suppresseur multicopie de mutations de Pcfl1 (Dheur et al.,
2003). Cette protéine présente un domaine d’interaction a I’ARN et plusieurs sites potentiels
de phosphorylation. De la méme maniére que Ref2, Ptil n’est pas nécessaire aux activités de
clivage et de polyadénylation, cependant une surexpression de Ptil inhibe la polyadénylation
(Dheur et al., 2003). Ptil serait impliquée dans la terminaison de transcription des snoRNAs,
par inhibition de la polyadénylation. Ptil interagit génétiquement avec CTKI1, I'une des
protéines kinases ciblant le résidu SER® du CTD lors de I’élongation (Skaar and Greenleaf,
2002). Ptil interagit avec Ptal, Swd2 et Glc7 (Kyburz et al., 2003). Ptil est supposée, avec
Ptal, permettre le recrutement de Glc7. Ptil serait un régulateur négatif de Glc7 et Ptal un

régulateur positif (He and Moore, 2005).

B.1.2.2.  Protéines liant I’ARN
La régulation de I’ajout de la queue poly(A) requiert, en plus de la machinerie de
polyadénylation, le recrutement de protéines spécifiques, interagissant avec les séquences

poly(A). Deux protéines sont proposées comme régulant la taille de la queue poly(A).

B.1.2.2.1. Pabl

Pabl (64kDa) est impliquée dans (i) I’initiation de la traduction (interaction avec
elF4G et circularisation de I’ARN mature), (i1) 1’¢limination de la coiffe, et (iii) la diminution
de la taille de la queue poly(A), par stimulation du complexe PAN (Caponigro and Parker,
1996; Dheur et al., 2005). Pab1 est relativement abondante (190 000 copies par cellule) et est
située dans le cytoplasme (Ghaemmaghami et al., 2003). Dans sa partie N-terminale, Pab1 est
formée de quatre domaines liant ’ARN (« RNA Recognition Motifs » ou « RRMs »). La
région C-terminale est formée d’un domaine riche en glutamines et prolines ainsi que d’une
série d’hélices a conservées. La région C-terminale permet des interactions protéines-
protéines. Pabl est retrouvée associée aux ARNm matures dans le noyau et le cytoplasme et
contribue au recrutement de la sous-unité 40S du ribosome (Setyono and Greenberg, 1981).
Cependant, lors de la purification du complexe CF IA (Minvielle-Sebastia et al., 1997), Pab1
est retrouvée associée au complexe, via son interaction avec Rnal5 (Amrani et al., 1997a).
Les analyses de mutants thermosensibles ou par immuno-déplétion indiquent que I’absence de

Pab1 conduit a la polyadénylation de transcrits de maniére aberrante (110 a 200 résidus). A
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I’inverse, un exces de Pabl peut conduire a une inhibition de la synthése. Pab1 est utilisée
pour la reconstitution des activités de maturation de I’extrémité 3’ in vitro ( Minvielle-

Sebastia et al., 1997; Amrani et al., 1997a).

B.1.2.2.2. Nab2

Nab2 (pour «nuclear polyAdenylated RNA-binding protein ») est une protéine
de 58kDa, située dans le noyau et vingt fois moins abondante que Pabl (Anderson et al.,
1993; Ghaemmaghami et al., 2003). La partie N-terminale de la protéine est nécessaire pour
son export, suivie d’une région riche en glutamine (répétition de onze glutamines et d’une
répétition du motif QQQP) (Grant et al., 2008). La région centrale constitue le NLS et est
formée d’un domaine RGG - riche en arginines et glycines. Dans la région C-terminale, se
trouvent sept motifs en doigt de zinc de type CCCH, permettant 1’interaction avec I’ARN
(lors de I’export ou de I’interaction avec la séquence poly(A)). Nab2 est un adaptateur de
Mex67, protéine permettant 1I’export des mRNPs (Green et al., 2002) et est retrouvée associée
au mRNPs dans le cytoplasme (Hanada et al., 2013). Contrairement a Pab1l, Nab2 n’est pas
retrouvée associée aux complexes CF IA ou CPF. L’inactivation de I’expression de NAB2
conduit a I’accumulation de transcrits hyperadénylés — supérieur a 170 résidus (Hector et al.,
2002). La surexpression de Pabl permet de restaurer le défaut d’export mais ne permet pas de
restaurer la taille physiologique des queues poly(A). De la méme maniére que le complexe

TREX2, Nab2 aurait un effet sur la stabilité du génome (Jimeno et al., 2002).

B.1.2.3. CF IB - Hrpl

Le sous-complexe CF IB est formé d’une seule protéine, Hrp1/Nab4 identifi¢ée par
Kessler et al., en 1996, et qui ne présente pas d’homologue dans le systtme mammifere
(Kessler et al., 1996). Hrpl est une protéine de 73kDa, présentant une structure proche des
hnRNPs (« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein ») de type A/B. Hrpl comporte deux
domaines liant I’ARN (RRMs) dont la structure est résolue dans sa région centrale (Figure
1.20E) (Leeper et al., 2010; Perez-Canadillas, 2006). Bien que décrit comme nécessaire pour
les activités de clivage et de polyadénylation (Kessler et al., 1997), Hrp1 n’est impliquée que
dans I’étape de clivage et permet la reconnaissance spécifique de I’efficiency element (EE)
(Minvielle-Sebastia et al., 1998; Perez-Canadillas, 2006). Chacun des RRMs permet de
reconnaitre I’hexamere riche en AU, permettant la sélection du site de clivage, en supprimant

I’utilisation des sites alternatifs. L’interaction de Hrpl avec Rnal5 par I’intermédiaire de
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Figure 1.18: Modeéle d’organisation hétéro-
hexamérique du complexe CF 1A - CF IB.

Le complexe CF IA est asymétrique, formé d’un
hétéro-dimére Pcf11/Clpl (en bleu/vert) et
d’'un hétéro-tétramére Rnal4/Rnal5 (en
rouge/orange). Hprl (en blanc) interagit avec
une copie de I'hétéro-dimere Rnal4/Rnals.
Rnal5 interagit avec la séquence UAUAUA et
Hprl interagit avec le PE, AAUAAA. L’ARN est
représenté en bleu. L’organisation du

complexe a été obtenue a partir de protéines
exprimées dans un systéme bactérien.
D’apres Gordon et al, 2011.
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Figure 1.19: Représentation des interactions entre les sous-unités des complexes CF IA et CF IB. Les

interactions directes protéine-protéine, décrites dans la littérature sont représentées en bleu.

L’appartenance pour chacune des sous-parties est représentée par un code couleur: CF IA et CF IB. Le

diametre de chaque cercle est proportionnel a la taille des protéines, donnée en kDa. Les sous-unités
interagissant avec 'ARN sont représentées en pointillées. Pcf11 et Rnal4 interagissent avec le CTD de
I’ARN polymérase II. L’étoile rouge symbolise 'ATP interagissant au niveau du domaine « P-loop »

Walker A de Clp1.
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Rnal4 augmente I’efficacité de reconnaissance de la séquence d’ARN (Barnwal et al., 2012;
Gross and Moore, 2001b; Noble et al., 2004). Hrp1 est ¢galement impliquée dans 1’export des
ARNm (Xu and Henry, 2004) et dans une de voie de dégradation des ARNm (Gonzalez et al.,
2000).

B.1.24. CFIA

Le complexe CF IA est nécessaire aux activités de clivage et de polyadénylation et est
compos¢ de quatre protéines (Kessler et al., 1996) : Rnal5, Rnal4, Pcfl1 et Clpl. Rnal4 et
Rnal$5 sont les premiers composants du CF TA identifiés, et sont impliqués dans la stabilité
des ARNm et 1’ajout de la queue poly(A) (Bonneaud et al., 1994; Minvielle-Sebastia et al.,
1994; Minvielle-Sebastia et al., 1991). Dans le systéme mammifere, les homologues de Rnal4
et Rnal5 appartiennent au complexe CstF alors que les homologues de Pcfll et Clpl sont
regroupés dans le complexe CFII,, (de Vries et al., 2000). La steechiométrie du complexe
proposée par Gordon et al., en 2011 (Gordon et al., 2011) est présentée dans la Figure 1.18 —
2 :2 Rnal4/Rnal5 et 1:1 Pcfl1/Clpl. Les interactions entre les différentes sous-unités du
complexe CF IA et CF IB sont représentées dans la Figure 1.19. Les complexes CF IA et
CF IB reconnaissent les ¢léments PE (Rnal5) et EE (Hrpl) du pré-ARNm (Leeper et al.,
2010). Des ¢études récentes suggerent ¢galement que le complexe CF IA serait impliqué dans
la ré-initiation de I’ARN polymérase II (Al Husini et al., 2013) ainsi que dans certaines voies

de réparation de réparation de I’ADN (Gaillard and Aguilera, 2014).

B.1.2.4.1. Rnal5

Rnal5 est la plus petite sous-unité du complexe CF IA (36kDa), codée par un geéne
essentiel et présentant 43% d’identité avec CstF-64, homologue dans le systeme mammifére
(Perez Canadillas and Varani, 2003). Les données structurales ont été obtenues par
cristallisation des différents domaines isolés (Figure 1.20C). RnalS5 est la seule protéine du
complexe CF TA décrite comme liant ’ARN (Noble et al., 2004) via un RRM situ¢ dans la
région N-terminale de la protéine. /n vivo, RnalS est décrit comme interagissant avec
I’¢lément PE (Gross and Moore, 2001b) bien que in vitro, son affinité soit plus importante
pour des séquences riches en U. La spécificité d’interaction entre Rnal5 et la séquence PE du
pré-ARNm est augmentée en présence de Hrpl et de Rnal4, par une modification du site
reconnaissant I’ARN (Gross and Moore, 2001b; Leeper et al., 2010). Le domaine central de la

protéine, ou région charni¢re « hinge » identifiée chez CstF-64, permet 1’interaction avec
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Figure 1.20: Représentation schématique des différentes sous-unités du complexe CF 1A et CF IB.
Chaque protéine est représentée a l’échelle, en fonction de sa taille en aminoacides.

(A.) Pcf11 est formée de sept régions : le domaine d’interaction avec le CTD (CID - 1-141) et le 2nd NTD
(141-233) dans la partie N-terminale de la protéine, une répétition de 20 glutamines (Qz0) et les
domaines d’interaction avec Rnal4/Rnal5 et Clp1 (Rnal5/Rnal5 ID - 288-400 - et Clp1 ID - 460-499)
dans la partie C-terminale. Le domaine d’interaction avec Clp1 est encadré de deux régions contenant
des motifs en doigt de zinc (420-450 ; 560-610).

(B.) ClIp1 est formée de trois régions : un domaine N-terminal (1-101), une région centrale (102-342)
formée du domaine d’'interaction avec Pcf11 (Pcf11 ID), d’'un domaine « P-loop » Walker A d’interaction
avec I'ATP et de deux motifs Switch (switch 1 - DxxQ - et switch Il - DTPS). La région C-terminale (342-
445) forment un domaine globulaire de feuillets 8 et d’hélices a.

(C.) Rnal5 interagit avec '’ARN via un RRM situé dans la région N-terminale de la protéine (1-96).
L’interaction avec Rnal4 est permise par la région centrale (96-243) de la protéine (Rnal4 ID - 127-
232). La région C-terminale est fortement conservées et permet les activités de maturation de
I'extrémité 3’ et l'interaction avec Pcf11 (243-296). Elle est formée de deux hélices a (quatre tours)
connectées par une hélice a plus petite (deux tours).

(D.) Rna14 est formée d'un domaine HAT-N (1-140 - motifs HATs 1 a 5) et d'un domaine HAT-C (241-
549 - motifs HAT 6 a 12) impliqués dans sa dimérisation. Le domaine C-terminal (626-677) permet

I'interaction avec Rnal5 (Rnal5 ID). La région de liaison entre le domaine HAT-C et le domaine C-
terminal (546-626) est une région flexible, accessible aux protéases (Paulson et Ton, 2012)

(E.) Hpr1l est formée d'une région N-terminale (1-158), d’'un domaine central d’interaction avec '’ARN
ou RBD (160-317) formé de deux RRMs (« RNA Recognition Motifs ») et d’une région C-terminale (321-
534).

D’apres Barnwal et al, 2012, Amrani et al., 1997 et Holbein et al, 2011.
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Rnal4 (Barnwal et al., 2012; Moreno-Morcillo et al., 2011; Noble et al., 2004). La région C-
terminale - 50 acides aminés - est plus conservée et est nécessaire pour les activités de
maturation de I’extrémité 3°. Elle est formée de trois hélices a permettant 1’interaction avec
une autre protéine du CF IA, Pcfll (Gross and Moore, 2001a; Qu et al., 2007). En plus
d’interagir avec les autres partenaires de CF IA et CF IB, RnalS5 interagit avec Pabl (Amrani
et al., 1997a). Rnal5 permet ¢galement le recrutement de Yral, nécessaire pour I’export des
mRNPs mais I’interaction est moins robuste qu’entre Pcf11 et Yral (Johnson et al., 2009; Lei

and Silver, 2002).

B.1.2.4.2. Rnal4

Rnal4 est une protéine de 80kDa, codée par un geéne essentiel et identifiée avec
Rnal$, pour son role dans les activités de clivage et de polyadénylation(Minvielle-Sebastia et
al., 1994; Minvielle-Sebastia et al.,, 1991). Comme son homologue dans le systeme
mammifere, CstF-77, Rnal4 présente des répétitions, a partir de I’extrémité N-terminale, de
douze motifs HAT (séquence de 34 acides aminés - Half a TRP) impliqués dans des
interactions protéine-protéine (Preker and Keller, 1998). Cette protéine est organisée en
dimere, via la région HAT-C (HAT 6 a 12 — résidus 241 a 349) et formerait un
hétérotétramere avec Rnal5 via son domaine C-terminal (Noble et al., 2004) (Figure 1.20D).
La structure de Rnal4 en présence de la région charniére de Rnal5 a été décrite (Paulson and
Tong, 2012). Rnal4 interagit avec différentes sous-unités des complexes CF IA, CPF et CF
IB — Rnal5 (Kessler et al., 1996; Minvielle-Sebastia et al., 1994), Hrpl (Barnwal et al., 2012;
Kessler et al., 1997), Pabl (Amrani et al., 1997a), Fipl (Preker et al., 1995), Pfs2 (Ohnacker
et al., 2000), Yhh1l (Kyburz et al., 2003) et Pcfl1 (Amrani et al., 1997b). Rnal4 interagit
¢galement avec le CTD de I’ARN polymérase II, préférentiellement lorsqu’il est phosphorylé
(Sadowski et al., 2003). Cependant, la zone d’interaction n’est pas encore identifiée — Rnal4
ne présente pas de domaine similaire aux CID connus. Rnal4 est considérée comme une

protéine d’architecture.

B.1.2.4.3. Cipl
Clpl est une protéine de 50kDa, codée par un geéne essentiel, qui interagit
exclusivement avec Pcfl1 dans le complexe CF IA (Noble et al., 2007). Elle est I’homologue
de hClpl — 26% d’identité - et présente un motif de liaison a I’ATP de type Walker A

relativement conservé (de Vries et al., 2000). Clp1 est la derni¢re sous-unit¢ du complexe
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CF IA a avoir ét¢ identifiée (Minvielle-Sebastia et al., 1997), mais est la sous-unité la mieux
caractérisée d’un point de vue structural. Clp1 contribue a maintenir I’intégrité du complexe
CF IA. Elle est impliquée dans les étapes de maturation de D'extrémité 3° et dans la
terminaison de transcription des ARNm et des snoRNAs (Haddad et al., 2012; Holbein et al.,
2011). La structure de Clpl, en présence d’une molécule d’ATP et de la région minimale
d’interaction avec Pcfll a été décrite en 2007 (Noble et al.,, 2007). Son organisation,
présentée dans la Figure 1.20B, montre une forte similitude en comparaison a d’autres
ATPases. Chez la levure, des mutants perturbant la liaison a I’ATP sont déléteres pour la
maturation 3’ (Ghazy et al., 2012; Haddad et al., 2012). La fonction de ’ATP ainsi que celle
attribuée a son homologue hClp1l seront abordées dans le Chapitre 2. Clp1 interagit avec
Yhh1/Cftl, Ysh1/Brr5, Ssu72, Pfs2 (Ghazy et al., 2012) et faiblement Ydh1/Cft2 (Holbein et
al., 2011; Kyburz et al., 2003). Clpl interagit ¢galement avec Rpb2, sous-unit¢ de I’ARN
polymérase II (Pearson and Moore, 2014).

B.1.2.4.4. Pcfl1

Pcf11 est une protéine de 72kDa, codée par un géne essentiel, et identifiée en 1997,
par Amrani et al. (Amrani et al., 1997b). Pefll est une protéine multifonctionnelle ; elle
possede un role structural, un réle dans la maturation de 1’extrémité 3°, ainsi que dans la
terminaison de transcription et I’export. Pcfl1 interagit spécifiquement avec Clpl (Haddad et
al., 2012) et I’hétérotétrameére Rnal4 et Rnal5, permettant I’assemblage du complexe CF 1A
(Amrani et al., 1997b). Pcfll permet également de lier CF 1A au complexe CPF, par
interaction avec les sous-unités Ptal, Ydh1/Cft2, Yhh1/Cftl (Kyburz et al., 2003), Mpel (Vo
et al., 2001), Ysh1/Brr5 et Swd2 (Cheng et al., 2004). D’un point de vue fonctionnel, la
région C-terminale de la protéine a ¢té décrite comme nécessaire et suffisante pour la
maturation de I’extrémité 3° — clivage et polyadénylation (Amrani et al., 1997b). La région N-
terminale de la protéine a été décrite comme interagissant avec la forme P-SER? du CTD de
I’ARN polymérase II (Barilla et al., 2001; Licatalosi et al., 2002) et nécessaire dans la
terminaison de transcription par I’ARN polymérase II (Grzechnik et al., 2015; Sadowski et
al., 2003). Le domaines d’interaction avec le CTD de I’ARN polymérase 11 (ou CID) de Pcf11
permet également D’interaction avec le pré-ARNm (Hollingworth et al., 2006). Cette
interaction a été décrite par Zhang et al., en 2005 (Zhang et al., 2005), et a permis de proposer
un réle de Pcfl1 dans le désassemblage de la polymérase II en fin d’élongation. Pefl1 est

également impliqué dans I’export des mRNPs, via son interaction avec Yral (Johnson et al.,
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2011). Son homologue chez ’Homme, hPcfll, est une protéine d’un poids moléculaire
apparent de 130kDa a 200kDa (de Vries et al., 2000) impliquée dans la terminaison de
transcription et la dégradation de I’ARN en 3’ du site de clivage, par interaction avec Xrn2
(West and Proudfoot, 2008).

Les différentes fonctions de Pcfl1 ainsi que son organisation (Figure 1.20A) seront

étudiées et discutées en détails dans le Chapitre 1.

B.1.3. CTD de I’ARN polymérase 11

Depuis que la plupart des facteurs impliqués dans la polyadénylation des ARNm sont
impliqués dans d’autres mécanismes — export, terminaison de transcription, épissage, ou
encore traduction — leur recrutement tout au long de la transcription nécessite une
coordination précise et spécifique. Ceci est permis par le domaine C-terminal de la plus
grande sous-unité¢, Rpbl, de ’ARN polymérase II — ou CTD de I’ARN polymérase II. La
délétion d’une partie du CTD conduit a 1’accumulation d’ARMm instables, rapidement

dégradés par Xrnl chez S. cerevisiae (Licatalosi et al., 2002).

Le CTD de ’ARN polymérase II est une extension non structurée (Cramer et al.,
2001), indépendante de la fonction catalytique in vitro, mais nécessaire pour la viabilité
cellulaire in vivo — la délétion des 2/3 du CTD n’est pas viable (Zehring et al., 1988). Le CTD
est formé de la répétition d’un heptapeptide conservé TYR'-SER’-PRO’-THR'-SER’-PRO®-
SER” ; les répétitions varient de 26 chez S. cerevisiae a 52 chez ’Homme. L’augmentation du
nombre de répétitions est corrélée avec des déviations dans la séquence consensus. Chez
I’Homme, les 26 répétitions N-terminale sont strictement conservées alors que la sérine en
position 7 est progressivement remplacée par des résidus arginine ou lysine vers I’extrémité
C-terminale (Bartkowiak et al., 2011). Ces variations permettent de complexifier les
modifications post-traductionnelles du CTD (méthylation du résidu R1810 par CARMI1 chez
I’Homme). Les positions 1 et 6 restent strictement conservées (Napolitano et al., 2014). Le
CTD est une plateforme sélective et stable permettant de coupler la transcription avec les
étapes de maturations, de maniére temporelle (Hsin and Manley, 2012). Le recrutement est
permis par une sé€rie de modifications post-traductionnelles des résidus du CTD, de maniére
indépendante et dynamique, tout au long de la transcription. Toutes les positions sont
potentiellement modifiables par phosphorylation, méthylation, ubiquitination, glycosylation

ou isomérisation. L’ensemble des possibilités de modifications forme le « code CTD » — 128"
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Figure 1.21: Représentation des modifications du CTD durant la transcription d'un ARN codant par
I’ARN polymérase II. (A.) et (B.). L’état phosphorylation des différents résidus Tyr1, Ser2, Thr4, Ser5 et
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CTD. (cAb1) est 'homologue chez les mammiféres. Cette figure est réalisée a partir des résultats de

différentes études disponibles dans la littérature.
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ou n est le nombre de répétitions de I’heptapeptide. Le profil des modifications est variable en
fonction des geénes transcrits (Kim et al., 2010). L’ensemble des modifications par
phosphorylation est regroupé dans la Figure 1.21 (Bartkowiak et al., 2011; Egloff and
Murphy, 2008; Napolitano et al., 2014; Phatnani and Greenleaf, 2006). La glycosylation du
CTD chez les eucaryotes supérieurs a lieu sur les résidus SER, THR”, SER” et SER”. Seules les
roles des phosphorylation et isomérisation sont connues. La méthylation, la glycosylation et la
phosphorylation semblent étre mutuelles exclusives et pourrait former un mécanisme de

régulation en particulier lors du recrutement de la polymérase.

Lors du recrutement de la polymérase au niveau de la séquence promotrice du gene, le
CTD est sous sa forme hypo-phosphorylée. Cela permet la formation du PIC (« Pre-Initiation
Complex ») et le recrutement des différents facteurs généraux de transcription et notamment
TFIIH. TFIIH est un complexe formé de dix sous-unités, impliqué dans la transcription, le
controle du cycle cellulaire et la réparation de I’ADN. Parmi ses dix sous-unités, se distingue
Kin28/Ccll (CDK7/Cycline H chez I’homme — (Feaver et al., 1994)), protéine kinase, qui va
phosphoryler les sérines des positions 5 et 7 du CTD — P-SER” et P-SER’ (Komarnitsky et al.,
2000). Cela favorise la libération de I’ARN pol II du promoteur et permettrait le début de
I’¢longation. Stb10 (CDKS) cible également les positions 5 et 7, mais son rdle reste moins
étudié ; Kin28 est la kinase dominante.

P-SER’ conduit au recrutement des enzymes d’addition de la coiffe (Cegl et Abdl -
McCracken et al., 1997), de modifications des histones (Setl pour la triméthylation H3K4ou
Dotl pour la triméthylation H3K79) et le recrutement du facteur de terminaison de
transcription Nrd1 (Gudipati et al., 2008). SER’ est progressivement déphosphorylé par Rtrl et
Ssu72 jusqu’en fin d’élongation (Krishnamurthy et al., 2004; Mosley et al., 2009; Rosado-
Lugo and Hampsey, 2014) (Figure 1.21). SER’ peut étre déphosphorylé par Fepl in vitro.

SER” est phosphorylé par Kin28 (kinase primaire) et Burl jusqu’en fin d’élongation
puis est déphosphorylé par Ssu72 (RPABP2) lorsque I’ARN pol II atteint I’extrémité 3’ du
géne (Krishnamurthy et al., 2004). La déphosphorylation de SER” pourrait faire intervenir une
autre phosphatase, puisque la déphosphorylation par Ssu72 est 4000 fois moins efficace que la
déphosphorylation de P-SER’ (Xiang et al., 2012). P-SER’ joue un réle important dans la
transcription des snRNAs — non ¢€pissés et non polyadénylés — la mutation Ser > Ala affecte
leur transcription chez I’ Homme.

La phosphorylation de la tyrosine en position 1 (P-TYR') est permise par c-Abl chez

I’homme (Mayer et al., 2012a) et apparait dés I’initiation de la transcription, puis chute avant
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le site de polyadénylation par I’action de Glc7 (Schreieck et al., 2014) (Figure 1.21). P-TYR'
contribue au recrutement du facteur d’¢élongation Spt6, au relargage de Nrdl et prévient le
recrutement des facteurs de terminaison de transcription Pcfll et Rtt103 induit par le
marquage P-SER?/P-SER’ (Mayer et al., 2012a). La mutation de cette position est 1étale chez
S. pombe (Schwer and Shuman, 2011).

Lors de 1’¢longation, le résidu SER® est progressivement phosphorylé par CTDK1
et Burl/Bur2 considérée comme kinase «interne» qui « prime » le CTD pour CTDKI
(CDKY9/Cycline T et CDK12/Cycline K), pour atteindre son maximum en fin de transcription
(Ahn et al., 2004; Skaar and Greenleaf, 2002). La déphosphorylation de P-SER” par Fepl a
lieu des le passage de la polymérase au niveau du site de polyadénylation et contribue a la ré-
initiation de la polymérase (Figure 1.21). La déphosphorylation de P-SER” est permise
également permise par la dissociation de la kinase par dé-ubiquitination de certains histones.
Le CTD reste parfois phosphorylé 4 cette position jusque lors de la traduction. P-SER” joue un
role dans la maturation de I’extrémité 3’ et la terminaison de transcription (Park et al., 2004).
Les phosphorylations des positions 5 et 2 sont inversement proportionnelles et sont d’égale
intensit¢ a 450pb du TSS («transcription start signal ») (Kim et al.,, 2010). La
déphosphorylation de SER’ serait un prérequis pour la phosphorylation de SER’. Le double
marquage P-SER?/ P-SER’ contribue au recrutement des facteurs d’épissage comme Prp40
(Bird et al., 2004) et des facteurs d’export comme Yral ou Npl3 (Bartkowiak et al., 2011;
Nino et al, 2013). P-SER?/ P-SER5 permet également de recruter le facteur Set2,
méthyltranstérase lysine 36 de 1’histone H3, et qui va inhiber la transcription au niveau de
promoteur cryptique et la formation de CUTs (Gudipati et al., 2008).

Le résidu THR” est phosphorylé lors de 1’élongation. Hsin et al., en 2011 (Hsin et al.,
2011) ont montré un enrichissement de P-THR" au niveau de la région codante du géne, puis
une chute aprés le site de polyadénylation (Figure 1.21). A ce jour, les protéines kinases et

phosphatases impliquées sont inconnues.

Le complexe de polyadénylation est recruté progressivement, par la déphosphorylation
de TYR' et la phosphorylation de SER* (Lunde et al., 2010; Mayer et al., 2012a; Mayer et al.,
2012b). Le CTD n’est pas essentiel pour les activités de maturation de I’extrémité 3’ mais son
absence conduit a une réduction importante des activités de clivage et de polyadénylation
(Hirose and Manley, 1998; Licatalosi et al., 2002). Le CTD interagit avec Yhh1, Ydhl, Pcfl1
et Rnal4 (Barilla et al., 2001; Dichtl et al., 2002b; Kyburz et al., 2003; Licatalosi et al., 2002;
Zhang and Gilmour, 2006).
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Figure 1.22: Comparaison du complexe de polyadénylation chez S.cerevisiae et chez les mammiféres.
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nouvellement identifiés (WDR33, Rrrpb6 et PP1) sont positionnés selon les données préliminaires
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Les résidus proline en position 3 et 6 - PRO’ et PRO® - peuvent également étre
modifiées par isomérisation, via 1’action de peptidyl-prolyl cis/trans isomérases comme Ess1
chez la levure (Myers et al., 2001) (Pinl chez I’Homme). Cela permet d’induire une
variabilité conformationnelle au sein du CTD (Noble et al., 2005). Ce changement de
conformation ne modifierait pas le recrutement des différents facteurs impliqués dans la
traduction mais permettrait de moduler le recrutement des protéines kinases du CTD (Egloff
and Murphy, 2008). L’activité de Ssu72 serait modulée par la présence de Essl/Pinl. Des
mutations au niveau de Essl induisent un défaut de maturation en 3’ (Hani et al., 1999). Des
données suggerent que Pcfll reconnaitrait préférentiellement les conformations trans des

résidus prolines (Noble et al., 2005).

B.2. Comparaison systéme levure et mammifeéres

B.2.1. Machinerie mammiféres

De la méme manicre que chez S. cerevisiae, le clivage et la polyadénylation ainsi que
le bon positionnement de la machinerie font intervenir des éléments cis et des facteurs trans

(Millevoi and Vagner, 2010) (Figure 1.22).

B.2.1.1.  Eléments cis
Les séquences cis regroupent trois ¢léments permettant de définir le site de clivage et
deux ¢éléments auxiliaires permettant de réguler 1’interaction. Ces éléments sont généralement
uniques et plus conservés en comparaison a ceux décrits chez S. cerevisiae.

- Le PAS ou signal de polyadénylation est la premicre séquence identifiée (Proudfoot,
1976). La séquence consensus AAUAAA est retrouvée dans pres de 90% des pré-ARNm.
L’hexamére AUUAAA est retrouvé dans pres de 10% des pré-ARNm. Le PAS est retrouveé
entre 10 et 30 nucléotides en amont du site de clivage. Un raccourcissement de cette
séquence invalide le site de clivage. La mutation du dernier nucléotide de cet hexamere (A
en G) peut conduire au développement de pathologies comme la thalassémie a ou J,
caractérisée par un niveau bas d’ARMm (Higgs and Weatherall, 1983).

- Le DSE pour « Downstream Sequence Element » est une séquence moins conservée, située
a 30 nucléotides en aval du site de clivage. Cet ¢lément se caractérise par une richesse en

U et en GU (Zhao et al., 1999a). Les mutations des nucléotides ont un impact moindre sur
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le maturation 3’, en comparaison a sa délétion. Il joue un role important dans la
positionnement de la machinerie, par son interaction avec le sous-complexe CstF.

- Le site de clivage est positionné entre le PAS et le DSE. Le site de clivage est
essentiellement constitué d’une séquence CA. Le second nucléotide peut également étre un
U,un Couun G (A >U>C > Q) (Zhao et al., 1999a). Le clivage a lieu entre les deux
nucléotides. La séquence entourant le site de clivage n’est pas conservée.

- Les séquences auxiliaires regroupent le USE pour « Upstream Sequence Element » situé en
amont du PAS — riche en U permettant de stimuler la maturation, de séquence UUUU,
UGUA ou UAUA- et le DSE, séquence riche en G, moins bien définie et dont le role reste

a déterminer.

B.2.1.2.  Facteurs trans

Chez les métazoaires, le complexe de polyadénylation est formé de quatorze sous-
unités et sont regroupés en quatre sous-complexes : CPSF (« Cleavage and Polyadenylation
Specificity Factor »), CstF (« Cleavage stimulation Factor »), CF I, (« Cleavage Factor I »)
et CF Il,, (« Cleavage Factor Il ») (Mandel et al., 2008; Takagaki and Manley, 2000). La
PAP, PABP et la Simplekin viennent compléter le complexe (Figure 1.22 et T4BLEAU 1.1).
La purification du complexe chez ’homme, par Shi et al., en 2009 (Shi et al., 2009), suggere
cependant que le complexe de polyadénylation interagirait avec plus de 50 protéines,
impliquées dans des fonctions autour de la transcription par I’ARN polymérase 11 — épissage,
traduction, réponse aux endommagements de I’ADN.

Le sous-complexe CPSF est formé de six sous-unités nécessaires pour les activités de
clivage et de polyadénylation. On retrouve : CPSF-30, CPSF-100, CPSF-160, I’endonucléase
CPSF-73, hFipl et WDR33. CPSF-160, CPSF30, hFipl et WDR33 sont nécessaires et
suffisants pour la reconnaissance du sous-complexe CPSF avec ’hexamere AAUAAA et la
polyadénylation (Schonemann et al., 2014). hFipl et CPSF-160 permettent le recrutement de
la poly(A) polymérase. Le sous-complexe CstF est formé de trois sous-unités : CstF-64,
homologue de Rnal5 qui interagit avec la région riche en GU de ’ARN, CstF-77 homologue
de Rnal4 et CstF-50 (Perez Canadillas and Varani, 2003; Takagaki et al., 1992). Le sous-
complexe CF I, regroupe trois sous-unités (25kDa, 59kDa et 68kDa) nécessaires pour le
clivage et permettant la reconnaissance et le positionnement de la machinerie au niveau du
signal de polyadénylation. Le complexe CF I, est particuli¢rement important pour les ARNm

ne présentant pas le PAS canonique. Le sous-complexe CF II,, est formé de deux protéines
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(hClp1 et hPcf11) identifiées par homologie avec les protéines chez S. cerevisiae (de Vries et

al., 2000).

Récemment (Shi et al., 2009), la purification du complexe de maturation de
I’extrémité 3’ chez I’ Homme a permis de mettre en évidence le réle important de trois autres
sous-unités : WDR33, Rbbp6/PACT et PP1.

- WDR33 est ’homologue de Pfs2 (Ohnacker et al., 2000), contenant des régions répétées
WD-40, et est nécessaire pour les activités de clivage et de polyadénylation. WDR33 co-
purifie avec le complexe CPSF et migre a un poids moléculaire comparable a celui de
CPSF-160. WDR33 interagit spécifiquement avec la séquence AAUAAA (Chan et al.,
2014; Schonemann et al., 2014).

- Rbbp6/PACT est ’homologue de Mpel (Vo et al., 2001). Rbbp6 a une organisation
proche de celle de Mpel — motif riche en R/S — et est impliquée dans la régulation de p53.
Sa fonction dans la maturation de I’extrémité 3’ reste pour le moment inconnue.

- PP1 est une sérine/thréonine phosphatase, homologue de Glc7 (He and Moore, 2005) et

serait impliquée dans la polyadénylation uniquement.

B.2.2. Comparaison

Les ¢léments cis et les facteurs frans sont relativement conservés entre la levure et les
eucaryotes supé€rieurs, ce qui permet une comparaison entre les deux systémes.

(i) Si on compare tout d’abord les éléments cis chez S. cerevisiae et chez les
mammifeére, on remarque que le signal de polyadénylation minimal est formé de trois
¢léments composés d’une séquence riche en A, un ¢élément riche en U et un site de clivage,
commun a tous les eucaryotes. (ii) Cependant, I’élément PAS est unique, hautement conservé
chez les mammiferes et strictement nécessaire pour la maturation en 3’ ; chez S. cerevisiae, le
PE est nécessaire au positionnement de la machinerie, est moins conservé et fréquemment
dupliqué. (iii) La machinerie de polyadénylation est positionnée par interaction avec le PE
(riche en A) chez la levure, et par interaction avec DSE (riche en U) chez les mammifeéres.
(iv) Chez les mammiferes, les séquences riches en U sont situées en aval du site de clivage,
rarement dupliquées et essentielles ; chez la levure, ces ¢léments sont situé¢s amont du site de
clivage et sont fréquemment dupliqués. (v) Le clivage par I’endonucléase a lieu

préférentiellement sur un site CA chez les mammifere et sur un site Y(A), chez les levures.

50



Introduction

De maniere générale, de par leur conservation moins importante, les éléments cis
semblent plus complexes chez S. cerevisiae que chez les mammiféres ou ils sont hautement

conserves.

Bien que trés conservées, les différentes sous-unités du complexe ne présentent pas la
méme organisation chez les mammiferes et les levures. Par exemple, (i) chez la levure, le
complexe CF IA est formé de quatre sous-unités (Rnal4, Rnal5, Pcfll et Clpl) et est
impliqué dans le clivage et la polyadénylation, via la reconnaissance du PE. Les homologues
chez les mammiféres sont répartis dans deux sous-complexes : CstF (CstF-77 et CstF-64) et
CF I1,, (hPcf11 et hClpl) et reconnaissent 1’¢lément DSE en aval du site de clivage. (ii) La
séquence PE est reconnue par le complexe CF IA (Rnal5) chez la levure et par le complexe
CPSF (WDR33) chez les mammiferes. (iii) De méme, le complexe CF IB permet chez la
levure, la reconnaissance de 1’élément riche en U. Chez les mammiféres, cette reconnaissance
est permise par le complexe CF I, qui regroupe trois protéines. (iv) Les complexes CstF,
CF I, et CF II,, regroupent des protéines impliquées dans la reconnaissance des ¢léments cis
et la stabilisation du complexe, et qui ne sont impliquées que dans le clivage. Chez la levure,
la majorit¢ des composants du complexe de polyadénylation sont impliqués dans les deux
¢tapes de maturation de I’extrémité 3’. (v) La machinerie de polyadénylation chez levure
regroupe un plus grand nombre de protéines, étroitement liées ; seul Ref2, Mpel et Sycl
n’interagissent qu’avec deux sous-unités du complexe. Le complexe de polyadénylation chez
la levure présente une organisation plus compacte. La machinerie chez les mammiféres est
plus relachée, ce qui permettrait des interactions plus importantes avec d’autres facteurs
impliqués dans d’autres processus cellulaire, comme le suggere les résultats obtenus par
I’é¢tude du complexe chez I’lhomme — ou le complexe de polyadénylation est retrouvé comme

interagissant avec plus de 50 « autres » protéines (Shi et al., 2009).

C. TERMINAISON TRANSCRIPTION

Le controle de I’initiation de la transcription par I’ARN polymérase II est faible dans
la cellule. La transcription a donc lieu dans tout le génome, sans tenir compte des régions
annotées et des régions codantes (sens, anti-sens, a I’intérieur ou a ’extérieur des genes...).

On parle de « pervasive transcription ». En considérant la taille du génome, le nombre
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d’ARNSs potentiellement produits est important. Cependant, ces événements ne sont pas ou
peu détectables, les produits ARNs étant rapidement dégradés. Cela entraine la production de
différentes especes d’ARNs, comme les CUTs, les XUTs ou les SUTs, dont la fonction reste
inconnue mais qui pourrait jouer un réle dans des mécanismes de régulation. La transcription
pervasive est régulée post-transcriptionnellement, via la terminaison de transcription et la
dégradation des ARNSs produits.

La terminaison de transcription est la dernieére étape de synthése par la polymérase.
Elle est définie par la dissociation de I’ARN et de I’ARN polymérase II apreés un événement
de transcription. Cela permet de cloisonner et de définir les limites des unités de transcription.
Une terminaison trop tot ou trop tard peut modifier le devenir de I’ARN et moduler
I’expression du geéne correspondant. De plus, la terminaison de transcription peut interférer
avec I’expression de genes codants — « transcritpional collision » (Prescott and Proudfoot,
2002). Les acteurs de la terminaison de transcription sont recrutés tout au long de
I’¢longation, par interaction avec le CTD de la Pol II (McCracken et al., 1997). On distingue
deux voies : la voie dépendante du complexe de clivage et de polyadénylation permettant la
terminaison des ARNs codants et la voie dépendante du complexe NNS, permettant la
terminaison des ARNs non codants (Kim et al., 2006). Des facteurs, comme Pcfll, sont
impliqués dans les deux voies de terminaison. D’autres voies sont également décrites chez
S. cerevisiae, permettant le strict maintien des limites des unités de transcription.

La mise en place de ces différentes voies de controle présente un coup énergétique
pour la cellule. La plupart des protéines impliquées dans ces voies sont donc impliqués dans

d’autres mécanismes.

C.1. Terminaison des ARNs messagers chez la levure

C.1.1. Mécanisme général

La terminaison de transcription des ARNs codants permet la libération d’'un ARNm
mature qui sera ensuite exporté vers le cytoplasme. Cette voie de terminaison est utilisée pour
les ARNs codants et pour les ARNs non codants de plus de 1kB. La terminaison de
transcription dépend du complexe de polyadénylation puisque de nombreuses mutations des
différentes sous-unités affectent la terminaison de transcription (Birse et al., 1998). Des
signaux de polyadénylation effectifs sont requis pour la terminaison (Proudfoot, 1989). Le
recrutement de ces facteurs permet la libération de I’ARN naissant qui est clivé et

polyadénylé. L’ARN polymérase II continue la synthése d’environ 150 nucléotides avant
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Figure 1.23: Terminaison des ARNs codants par la voie dépendante du complexe de polyadénylation.

La terminaison de transcription des ARNs codants est dépendante du complexe de polyadénylation
(CPF, CF IA et CF IB), recruté progressivement jusqu’en fin d’élongation. Les différentes sous-unités
permettent la reconnaissance des signaux de terminaison sur '’ARNm naissant et I'interaction avec la
polymérase. Pcf11, sous-unité du complexe CF IA, interagit via son CID avec le CTD de 'ARN polymérase
I. Le clivage et la polyadénylation permettent la formation d'un ARNm mature. Deux modéles ont été
décrits comme permettant le décrochage de la polymérase. Dans le modeéle allostérique (ou clivage-
indépendant), le recrutement des facteurs de terminaison et le décrochage des facteurs d’élongation
conduisent a un changement de conformation de la polymérase et son décrochage. Dans le modéle
torpédo (ou clivage-dépendant), le clivage par I'endonucléase Ysh1/Brr5 confére un point d’entrée a
Rat1l/Rail, recrutée via Rtt103, qui va dégradé I’ARN naissant et permettre le décrochage de 'enzyme.

D’apres Porrua et Libri, 2015.
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d’étre décrochée par un mécanisme discuté plus loin dans ce paragraphe. Les différentes sous-
unités des sous-complexes CF IA, CF IB et CPF sont impliquées, notamment dans la
reconnaissance des signaux de terminaison sur I’ARNm naissant ou I’interaction avec la
polymérase - Rnal5, Yhh1/Cftl, Ydh1/Cft2, Ythl, Mpel ou encore Hrpl (Minvielle-Sebastia
et al., 1997). Clp1l et Ssu72 interagissent avec la sous-unité Rpb2 de I’ARN polymérase II
(Pearson and Moore, 2014). Pcfl1, sous-unit¢ du complexe CF IA est fortement impliquée
dans la terminaison de transcription des ARNm, via son domaine d’interaction avec le CTD
de la Pol II (Barilla et al., 2001; Mann et al., 2002; Sadowski et al., 2003).

Le clivage est une ¢étape nécessaire pour la terminaison de transcription. Une étude
globale de la localisation de la Pol II sur le génome par PAR-CLIP révele un défaut de
terminaison des ARNm apres délétion de I’endonucléase (Schaughency et al., 2014). Deux
modeles peuvent €tre proposés pour la voie dépendante du complexe de clivage et de
polyadénylation. La différence entre ces deux modeles est que le clivage n’est pas requis pour
le décrochage de I’ARN polymérase dans le cas du modéle allostérique. Dans le cas du
modele torpedo c’est une étape obligatoire pour la terminaison de transcription (Figure 1.23).
Enfin, un modé¢le couplant la terminaison dépendante du complexe de polyadénylation et le

recrutement d’une exonucléase peut étre proposé ; on parle d’un modele allostérique/torpédo.

C.1.2. Allostérique — clivage indépendant

Dans le cas du modele allostérique (ou anti-terminateur), la transcription des signaux
de polyadénylation induit une modification du complexe d’élongation de la polymérase. Cela
permet une pause de la synthese par la Pol II (Park et al., 2004), le décrochage des facteurs
d’¢longation et/ou facteurs d’anti-terminaison et le recrutement de facteurs de terminaison,
comme Pcfl1. A terme, cela conduit au décrochage de I’ARN polymérase II. Le clivage n’est
donc pas requis pour la terminaison. De nombreux parall¢les peuvent Etre établis entre le
modele allostérique et la terminaison de transcription Rho-dépendante décrite chez E. coli. Le
facteur Rho est une ATPase ARN dépendante, présentant une activit¢ ADN : ARN hélicase.
L hypothése développée par Epshtein ef al., en 2010 (Epshtein et al., 2010) suggere que la
polymérase est décrochée de I’ARN, par un changement de conformation induit par
I’interaction avec le facteur Rho (Washburn and Gottesman, 2015).

Plusieurs études illustrent ce modele. (i) Tout d’abord, I’indépendance de la
terminaison vis-a-vis des facteurs de maturation en 3’ est suggérée par I’étude de mutants,

présentant un défaut de terminaison de transcription mais pas de maturation (pcfl1-13,
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(Sadowski et al., 2003) ou Yhhl (Dichtl et al.,, 2002b)) et inversement: un défaut de
maturation 3’ n’induit pas un défaut de terminaison. (ii) Kim ef al., en 2004 (Kim et al.,
2004a) ont montré, par ChIP que la plupart des facteurs d’¢longation étaient dissociés apres le
passage du site de polyadénylation (complexe Paf, Rad26...) et que les sous-unités du
complexe de polyadénylation ou facteurs de terminaison étaient recrutées en fin d’¢longation
(Fipl, Ptal...), notamment Rnal4, Rnal5 et Pcfl1. (iii) Zhang et al., en 2005 (Zhang et al.,
2005) ont montré que cette derniére sous-unité était capable de déstabiliser le complexe de
polyadénylation in vitro — systémes S. cerevisiae et D. melanogaster. Pcf11 seul interagit avec
le CTD de la Pol II et ’ARN, conduisant a un changement de conformation et son
décrochage. Ce modele d’action de Pcfl1 est proche de celui observé chez les procaryotes
(terminaison rho-dépendante) mais ne requiert pas 1’hydrolyse d’ATP. (iv) De plus, I’activité
des facteurs impliqués dans la terminaison peut étre modulée par interaction avec des facteurs
d’¢longation. C’est le cas de Rnal5 et le co-activateur, Subl (Aranda and Proudfoot, 2001;
Calvo and Manley, 2003). Subl est considérée comme un anti-terminateur, qui interagit avec
le domaine C-terminal de Rnal5, permettant une inhibition de son activité. En fin
d’¢longation, Subl est décrochée, permettant 1’action de Rnal5 et la terminaison de
transcription. (v) Enfin, une des sous-unités du complexe CPF, Ssu72, joue un role dans la
modulation de la capacité¢ d’¢longation de la polymérase. Ssu72 permet la pause de la
polymérase en aval de signaux de polyadénylation — accumulation de Pol II dans le mutant
ssu72-2 (Dichtl et al., 2002a).

Récemment, Zhang et al. (Zhang et al., 2015) ont décrit un argument supplémentaire
en faveur du mode¢le indépendant du clivage, dans un systéme mammifere. Ils ont analysé¢ la
localisation de I’ARN polymérase avant et apres le site de clivage, en utilisant deux substrats
ADN, sauvage et mutant au niveau du site de clivage (AATAAA et AAGTAC). Le
décrochage de la polymérase se fait, in vitro, indépendamment du site de clivage et de la

réaction de clivage.

C.1.3. Torpedo — clivage dépendant

Le mode¢le torpedo est un modele dépendant de la maturation en 3’ (Connelly and
Manley, 1988). Le clivage par I’endonucléase confere un point d’entrée a une exonucléase 5’-
3’ - Ratl chez S. cerevisiae et Xrn2 chez ’'Homme. La rencontre de 1’exonucléase avec la
polymérase II induit sa déstabilisation et le décrochage de I’enzyme. Ce mod¢le expliquerait

les résultats obtenus pour les différents mutants ou I’inhibition du clivage et de la
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polyadénylation est corrélée avec un défaut de terminaison de transcription (Barilla et al.,
2001; Birse et al., 1998).

De la méme maniére que pour le modele allostérique, plusieurs études sont en faveur
de cette hypothese. Tout d’abord, Kim et al., en 2004 (Kim et al., 2004b) ont montré que
I’inactivation de Ratl (rat/-1) conduisait a une accumulation de transcrits plus long, illustrant
un défaut de terminaison. Cependant, la dégradation par Ratl ou par Xrnl (homologue
de Ratl, exonucléase 5°-3’ située principalement dans le cytoplasme) ne permet pas le
décrochage de I’enzyme (Luo et al., 2006). Ratl, en présence de son cofacteur Rail, est
recrutée par le biais de Rtt103, protéine interagissant avec le CTD de I’ARN polymérase II.
Ratl est une exonucléase hautement processive, qui va dégrader I’ARN situé en aval du site
de clivage, et va «rattraper » la polymérase permettant son décrochage (Tollervey, 2004).
Teixeira et al., en 2004 (Teixeira et al., 2004) et West ef al., en 2004 (West et al., 2004) ont

décrit un systeéme similaire chez I’ Homme, via Xrn2, argumentant en faveur de ce mode¢le.

C.1.4. Allostérique/Torpedo

Ce modele est basé sur le recrutement coopératif, mutuel des deux facteurs de
terminaison, Pcfl1 et Rtt103 (Lunde et al., 2010). Pcfll et Rtt103 sont deux protéines
interagissant avec le CTD de I’ARN polymérase II, principalement la forme P-SER® du CTD,
caractéristique de la fin d’¢longation. Cela permet leur recrutement uniquement quand la
polymérase atteint le site de polyadénylation et prévient d’une terminaison précoce. La
fixation simultanée de Pcfl1 et Rtt103 contribue au recrutement du reste de la machinerie de
polyadénylation et permet le recrutement de Ratl/Rail et le décrochage de la polymérase, par
changement de conformation (Lunde et al., 2010). La dégradation par Ratl (ou Xrnl) n’est
pas systématiquement induite par la terminaison de transcription et n’est pas suffisante pour
initier le décrochage de I’enzyme. Les analyses par ChIP montrent que le recrutement de Ratl
est fortement réduit dans le mutant pcf1/-2 et inversement — Pcfl1 et Rnal5 sont moins

efficacement recrutées dans le mutant rat/-1 (Luo et al., 2006).

C.2. Terminaison des ARNs non codants chez la levure

L’ARN polymérase permet la synthése d’un grand nombre d’ARNs non codants. On
distingue les snRNAs (impliqués dans I’épissage des pré-ARNm), les snoRNA (impliqués
dans la maturation des ARNT), ou encore des ARNs non codants, produits de la transcription

pervasive, détectables lorsque les voies de dégradation sont inactivées. Cela regroupe :
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Figure 1.24: Représentation schématique de l'organisation des sous-unités du complexe NNS. Les
protéines ne sont pas représentées a I'échelle ; leur taille est indiquée en aminoacides. D’aprées Arndt et
Reines, 2015.

(A.)) Nab3 est formée d'un domaine N-terminal (1-204) riche en acides aminés D et E (acides
aspartiques et glutamiques), d'un domaine d’interaction avec Nrd1 (Nrd1 ID - 204-248) et d’'un domaine
d’interaction avec I’ARN (RRM - 327-403). La région C-terminale est formée d’'une séquence riche en P
et Q (Q/P rich - prolines et glutamines - 565-794).

(B.) La région N-terminale de Nrd1 permet l'interaction avec le CTD de ’ARN polymérase II (CID, huit
hélices a - 6-151) et avec le NIM (« Nrd1 Interaction Motif ») de Trf4. Le CID est immédiatement suivi
d’'un domaine d’interaction avec Nab3 (NabID, 151-214). La région C-terminale de la protéine est formée
d’'un domaine d’interaction avec 'ARN (RRM - 332-398) et d’'un domaine riche en P et Q (Q/P rich -
516-575).

(C.) Sen1 est une hélicase ADN/ARN de 253kDa, dont deux domaines ont été caractérisés : le domaine
ATPase/hélicase (ATPase-HD - 1146-1869) et une séquence de localisation nucléaire (NLS - 1907-
1929). La partie N-terminale de la protéine n’est pas nécessaire pour la croissance et interagit avec
I’ARN polymérase II, Rntl et Rad2 (endonucléase de la voie NER). La partie C-terminale de la protéine
contient le domaine hélicase, le NLS et la domaine d’interaction avec Glc7.
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les CUTs pour «cryptic unstable transcripts» (potentiellement impliqués dans des
mécanismes de régulation et de «silencing »), les SUTs pour « stable unannotated
transcripts » (fonction inconnues pouvant étre proche de celles des CUTs) ou encore
les XUTs pour « Xrnl-dependant unstable transcripts » (van Dijk et al., 2011) et les RUTs

« Rebl-dependent unstable transcripts ».

C.2.1. Mécanisme dépendant du NNS

Chez S. cerevisiae, le complexe NNS permet la terminaison de la transcription des
snoRNAs, des snRNAs et des CUTs (Arigo et al., 2006). Certains ARNm de moins de 1kB,
comme CYCI sont également terminés par cette voie indépendante du complexe de
polyadénylation (Steinmetz et al., 2006).

Le complexe NNS est recruté par interaction avec la forme P-SErR’ du CTD et est
formé par : Nrd1l, Nab3 et Senl dont I’organisation est présentée dans la Figure 1.24 . Nrdl
est une protéine liant I’ARN présentant un CID en N-terminal. Le domaine CID de Nrdl
interagit également avec le motif NIM (« Nrdl Interaction Motif») de la PAPnc Trf4 du
complexe TRAMP (Tudek et al., 2014). Comme Nrdl, Nab3 est une protéine interagissant
avec ’ARN, et qui interagit génétiquement avec Ctkl — phosphorylation des SER® du CTD
(Conrad et al., 2000). Senl est une protéine de 253kDa, codée par un gene essentiel et
présente en faible quantité dans le noyau (=125 copies/cellule) (Ghaemmaghami et al., 2003).
Senl posséde une activité ADN/ARN hélicase de la superfamille 1 capable d’initier seule la
terminaison de transcription in vitro, et dont I’activité requiert la présence d’ATP et la
reconnaissance du transcrit (Martin-Tumasz and Brow, 2015; Porrua and Libri, 2013).
L’activité de Senl est proche de celle observée pour le facteur Rho chez les procaryotes.
L’analyse par PAR-CLIP a permis de définir les séquences consensus d’interaction de Nrdl et
Nab3 sur I’ARN — UGUAG/A et GNUCUUGU respectivement (Steinmetz et al., 2006). Nrd1
est recrutée tres tot lors de 1’initiation de la transcription et son recrutement est impliqué dans
la terminaison précoce de certains ARNs, par reconnaissance de 1’état de phosphorylation du
CTD (Lunde et al., 2010). Cette terminaison précoce est utilisée en cas de réponse au stress,

comme la floculation (Singh et al., 2015).
Le modele général proposé est que Nrdl et Nab3 jouent le role d’adaptateurs, et

reconnaissent les séquences terminatrices sur I’ARN et permettent le recrutement et la

translocation de Senl (Steinmetz et al., 2001). Senl va dérouler les hybrides ADN/ARN
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Figure 1.25: Deux types de complexe NNS sont impliqués dans la terminaison de transcription des
ARNs non codants. (A.) Le complexe NNS de terminaison (Nrd1l, Nab3 et Senl) est recruté par
interaction avec la forme P-Ser5 du CTD de '’ARN polymérase II (RNAPII). L’activité hélicase de Sen1l
permet le décrochage de I’ARN pol II. (B.) L'interaction entre le CTD et le CID de Nrd1 est modifiée par le
recrutement de Pcf11. Le CID de Nrd1 est libéré et interagit avec Trf4 (domaine NIM) permettant le
recrutement du complexe TRAMP. On parle de complexe NNS de dégradation. (C.) Le complexe TRAMP
permet la polyadénylation de 'ARN non codant et le recrutement de 'exosome, et ainsi la dégradation
de 'ARN non codant. D’apres Tudek et al, 2014.




Introduction

formés entre I’ARN naissant et le brin d’ADN complémentaire, ce qui va déstabiliser la
polymérase par interaction avec Rpbl. L’action de Senl requiert la phosphorylation des
résidus SER’ du CTD (Chinchilla et al., 2012) Cependant, les études récentes menées

contribuent a complexifier le modéle propos¢, en fonction des ARNs cibles.

Les CUTs n’ont pas de fonctions biologiques connues. Ils sont rapidement dégradés
par les différentes voies cellulaires aprés leur terminaison par le complexe NNS, via le
complexe TRAMP et I’exosome. Cela suggére une association étroite entre le complexe NNS
et le complexe TRAMP/Exosome. Tudek et, en 2014 (Tudek et al., 2014) ont décrit un
modele comprenant deux formes du complexe NNS, en fonction du partenaire du CID de
Nrdl (Figure 1.25). Ces complexes sont formés de maniere séquentielle et permettent le
décrochage de I’enzyme et la dégradation des transcrits produits. Un premier, comprenant
Nrd1/Nab3/Senl ou CID-Nrdl interagit avec le CTD de I’ARN polymérase II, permet le
décrochage de I’ARN polymérase II par action de Senl. Un second, formé de
Nrd1/Nab3/Senl ou CID-Nrdl interagit avec le complexe TRAMP, via Trf4, permet la
polyadénylation de dégradation des transcrits et leur ¢limination par I’exosome.

De nombreuses études ont précédemment décrit la terminaison de transcription des
snoRNAs comme dépendante de Pcf11 (Sadowski et al., 2003). Une étude récente (Grzechnik
et al., 2015) a défini la sous-unité Pcf11 comme nécessaire pour la terminaison des snoRNAs,
des snRNAs, des CUTs et de certains SUTs/XUTs. Nrdl est recrutée en début de transcription
via la forme P-SER’ du CTD. Pcfl1 est recrutée en fin de transcription, via la forme P-SER” du
CTD. L’interaction de Nrdl stimule le recrutement de Pcfll et inversement ; cela permet
d’abolir I’interaction entre Nrd1 et le CTD. Ce mécanisme d’interactions séquentielles permet
de prévenir 1’¢longation et d’induire la pause de la polymérase II. Le recrutement de Pcfl1
permettrait de restreindre le recrutement de Nrdl dans les régions plus en amont. Son
recrutement permet également d’améliorer la phosphorylation du P-SER® du CTD,
indispensable pour 1’action de Senl. Senl peut ensuite dérouler les hybrides ADN/ARN et
déstabiliser la polymérase. Enfin, Pcfl1 permettrait le désassemblage de la polymérase en fin

de réaction (Zhang and Gilmour, 2006).

Un second modele général peut ainsi €tre proposé, plus détaillé. Le complexe NNS est
recruté lors de ’initiation de la transcription, par interaction avec la forme P-SEr” du CTD.
Lors de la phosphorylation du résidu SER’ du CTD, Pcfll est recrutée, permettant la
libération du CID de Nrdl. L’interaction du CTD avec Pcfl1 permet de protéger le CTD de
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’action de Fcpl, P-SER’ phosphatase. Cela conduit: (i) au recrutement du complexe
TRAMP/Exosome, via le CID de Nrdl et (ii) I’action hélicase de Senl sur les hybrides
ADN/ARN et le décrochage de la polymérase. Le recrutement du complexe
TRAMP/Exosome permet la dégradation des ARNnc de types CUTs et la maturation des
snoRNAs et des snRNAs.

C.2.2. Autres mécanismes de terminaison des ARNnc chez la levure

L’analyse globale décrite par Grzechnik et al., en 2015 (Grzechnik et al., 2015) a
permis de montrer que la terminaison de transcription de la majorité des ARNs non codants
¢tait réalisée par le complexe NNS — Pcfl1 dépendant ou Nrd1 dépendant - snoRNAs (74%
et 85%), CUTs (66% et 69%), SUTs (70% et 32%) et XUTs (72% et 33%).

La terminaison de transcription de SUTs et XUTs a été décrite comme dépendant du

complexe de polyadénylation (Marquardt et al., 2011; Tudek et al., 2015; Tudek et al., 2014).

C.3. Autres mécanismes de terminaison de transcription chez S. cerevisiae

Deux autres mécanismes de terminaison de transcription des ARNs codants et non
codants ont été décrits chez S. cerevisiae. Ces voies sont mises en jeu en cas de défauts de la
voie dépendante du complexe de polyadénylation.

La premiere voie Rntl dépendante est une variation du modele torpedo et permet de
prévenir un défaut de celle-ci — site de clivage faible ou mutations de Ratl (Rondon et al.,
2009). La voie dépendante de Rntl permet également la terminaison « naturelle » de certains
genes, comme NPL3 et la régulation de son expression. Rntl (homologue de la RNAse III,
impliquée dans la maturation des snoRNAs et des snRNAs) joue le réle de ’endonucléase
Yshl1/Brr5 et permet de former un point d’entrée pour Ratl. Rntl interagit avec Senl, qui
faciliterait la terminaison dépendante de Rntl, en s’assurant que I’ARN naissant est
correctement replié¢ (Ursic et al., 2004). Le devenir de I’ARN terminé par la voie dépendante
de Rntl dépend de la présence d’un signal de polyadénylation. En présence d’un site de
clivage faible, ’ARN est polyadénylé puis exporté vers le cytoplasme. L’absence de sites de
clivage conduit a sa dégradation par la voie TRAMP.

Récemment, une seconde voie de terminaison fait intervenir Rebl chez S. cerevisiae,
protéine liant le double brin d’ADN, a ¢ét¢ décrite (Colin et al., 2014), selon un mod¢le proche
de celui décrit pour la terminaison de transcription de I’ARN polymérase 1. Reb1 reconnait la

séquence GCCGGGGTAA, et permet de bloquer la progression de I’ARN polymérase II dans
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les zones NFRs (« Nucleosome Free Regions ») (Reeder and Lang, 1994). Le décrochage de
la polymérase est permis par I’action de deux ubiquitine-ligases, Rsp5 et Elc1/Cul3. Les
ARNS transcrits par cette voie sont dégradés via le complexe TRAMP et I’ARN polymérase 11

est dégradée par le protéasome.

C.4. Interaction fonctionnelle entre les deux mécanismes

Afin de permettre une terminaison de transcription correcte, et le maintien des limites
des unités de transcription, les voies de terminaisons principales — dépendante du complexe de
polyadénylation et dépendante du complexe NNS — doivent étre correctement définies et

connectées. L une assurant la terminaison en cas de défaut de I’autre (Rondon et al., 2009).

La spécificité de chacune des voies est définie par la reconnaissance des éléments cis
(UGUAG/A et GNUCUUGU pour la voie NNS et les ¢léments cis de polyadénylation pour la
voie dépendante du complexe de polyadénylation) et par le recrutement des facteurs trans, via
le CTD de la polymérase II. Leur recrutement est strictement dépendant de 1’état de
phosphorylation du CTD (Gudipati et al., 2008). Les facteurs de la terminaison dépendante du
NNS sont recrutés par reconnaissance de la forme P-SErR’ du CTD. Cela permet la
terminaison d’ARNs codants ou non codants de moins de 1kB. Les facteurs de la terminaison
dépendante du complexe de polyadénylation sont recrutés progressivement durant
1’élongation, majoritairement par reconnaissance de la forme P-SER” du CTD. Le recrutement
des facteurs de terminaison est inhibé par la phosphorylation du résidu TYR'. Cela permet la
terminaison d’ARNs de plus de 1kB. La phosphorylation de SER” et la distance par rapport au
site d’initiation apparaissent comme cruciales pour le choix entre les différentes voies.
P-SER”/P-SER” sont d’égales intensités a 450pB du TSS et cette zone est considérée comme la
zone de transition entre les deux voies principales. De plus, 1’inhibition de la phosphorylation
de SER” permet la terminaison dépendante du complexe NNS d’ARNs de plus de 1kB
(Gudipati et al., 2008). Lors de I’initiation et durant I’¢élongation, la transcription peut étre a
tout moment terminée par la voie dépendante du NNS, mais dés la fin de 1’¢élongation, la voie
dépendante du complexe de polyadénylation prédomine. Chez S. cerevisiae, les snoRNAs
présentent des €éléments cis pour la voie NNS et les éléments cis de polyadénylation. Leur
transcription est terminée majoritairement par la voie dépendante du complexe NNS

(Grzechnik et al., 2015). En cas de défaut de cette voie, la transcription continue jusqu’au site
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de clivage permettant d’activer la voie dépendante du complexe de polyadénylation (Kim et
al., 2000).

Certains facteurs frans peuvent étre impliqués dans les deux voies. C’est le cas de
Ssu72 qui a ¢ét¢ montré comme impliquée dans la voie de terminaison dépendante du
complexe de polyadénylation et dans celle dépendante du complexe NNS (Steinmetz and
Brow, 2003). Pcfl1 est ¢galement un exemple de I’interdépendance des voies, puisque un
défaut de I'interaction avec le CTD conduit a un défaut de terminaison des ARNs codants et

des ARNSs non codants de type snoRNAs.

Nrdl et Nab3 ont ét¢ montrés comme jouant le réle de régulateur de I’expression
canoniques et cryptiques. C’est le cas par exemple de 1’expression de NRDI (Figure 1.26).
Lorsque Nrdl est présente en forte quantité¢ dans la cellule, le complexe NNS se fixe au
niveau des ¢€léments cis présent dans la région promotrice du géne. Cela conduit a une
terminaison précoce et une baisse de 1I’expression de NRDI. En cas de faible quantité de Nrd1
dans la cellule, le complexe NNS n’est pas retrouvé comme interagissant avec la région 5’ et
I’expression n’est pas inhibée.

Le choix entre chacune des voies de terminaison permet également de controler
I’expression de certains génes chez S. cerevisiae comme la protéine ribosomique RPLIB
(Gudipati et al., 2012). L’ARN codant est terminé par la voie dépendante du complexe de
polyadénylation, ce qui permet la formation d’un ARNm fonctionnel, exporté puis traduit.
Lorsque RPLY est en exces, la structure tige-boucle situé¢ sur I’ARN naissant a proximité du
site de polyadénylation — 150 a 200 nucléotides de la fin de I’ORF — permet la fixation de
RPLI. Le site de clivage est inaccessible et le complexe NNS peut terminer la transcription
(Figure 1.27). L’ARN produit n’est pas fonctionnel et est dégradé par les complexes
TRAMP/Exosome. L’expression de NPL3 est également régulée par une sélection des voies
de terminaison. NPL3 est naturellement terminé par la voie dépendante du complexe de
polyadénylation. La présence de Npl3 en forte quantité dans la cellule, conduit a sa fixation
au niveau du site de clivage, le rendant inaccessible. La transcription est terminée par la voie

Rnt1-dépendante (Rondon et al., 2009).
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C.5. Terminaison de la transcription chez les métazoaires

De la méme manieére que chez S. cerevisiae, plusieurs voies de terminaison de
transcription sont décrites, mais ne sont pas pleinement connues. La terminaison est associée
a la pause de I’ARN polymeérase en fin d’élongation (Gromak et al., 2006).

Pour les ARNs codants, comme chez S. cerevisiae deux modeles prédominent,
dépendant du complexe de polyadénylation : un modele allostérique (le clivage n’est pas
requis pour la terminaison, et la polymérase est décrochée par un changement de
conformation) et un mode¢le forpedo (le clivage fourni un point d’entrée pour I’exonucléase
Xrn2 qui va déstabiliser I’ARN polymérase). Dans le modele torpedo, I’action de Xrn2 est
dépendante du recrutement de I’homologue de Senl, la senataxine (SETX), qui déstabilise les
hybrides ADN/ARN (Kim et al., 2004; Kuehner et al., 2011) (Figure 1.28). Zhang et al.
(Zhang et al., 2015) suggerent que le choix entre ces deux voies dépend de la « force » du site
de clivage ; un signal plus faible conduisant a une terminaison selon le mode¢le torpedo. Le
cas particulier des ARNs codants pour les histones, réplication-dépendant, est décrit dans le
Paragraphe A.3.2.

Il n’existe pas d’homologue de Nrdl et Nab3 chez les métazoaires et la transcription
des snRNAs est terminée par un modele proche du modéle forpedo. Lors de 1’élongation des
snRNAs, la phosphorylation de SER’ prédomine, permettant le recrutement du complexe
« Integrator ». Les snRNAs sont clivés par action de deux sous-unités homologues de
CPSF73 et CPSF100. La polymérase est décrochée par 1’action de I’homologue de Senl, la
senataxine et de Xrn2 (Skourti-Stathaki et al., 2011). Le sous-complexe de polyadénylation
CFII,, et le complexe CBC/ARS2 sont également impliqués (Hallais et al., 2013). Les
snoRNAs sont majoritairement présents dans les régions introniques et sont maturés apres

I’épissage.

C.6. Terminaison de transcription et réparation de I’ADN

Une cellule eucaryote subit prés de 10° événements de lésions spontanés de 1I’ADN par
jour. Ces altérations peuvent étre provoquées par la réplication de I’ADN lors du cycle
cellulaire (mauvaise incorporation ou dé-purination) ou par des agents environnementaux
(chimiques ou physiques). Pour maintenir I’intégrité du génome et permettre la transmission
fidele du message génétique, une voie de signalisation est mise en place, la « DNA Damage
Response » ou DDR. Chaque type de 1ésions est réparé par une voie spécifique (Ciccia and

Elledge, 2010). Les Iésions simples, mauvaise incorporation ou altération chimique, sont
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réparées par les voies MMR (« MisMatch Repair ») et BER (« Base Excision Repair »). Les
Iésions plus complexes produites lors de la réplication et la transcription de I’ADN sont
réparées par la voie NER (« Nucleotide Excision Repair »). Cette voie permet 1’élimination
d’un oligonucléotide de 30 pb contenant la région endommagée. On distingue deux voies : la
voie GG-NER (« Global Genome Repair ») qui permet 1’¢limination des Iésions sur n’importe
quelle zone du génome et la voie TC-NER (« Transcription-Coupled Repair ») qui permet
I’élimination de I€sions au niveau du brin transcrit d’une région active. La réparation des
coupures simples brins et double brins sont permises par respectivement les voies SSBR
(« Single-Strand Break Repair ») et NHEJ/HR (« NonHomologous end joining » /
« Homologous Recombination »). Un défaut de I'une de ces voies peut conduire a une
augmentation de la sensibilité a des agents chimiques. Un défaut dans la synthése de I’ARN,
I’assemblage des mRNPs ou dans I’export vers le cytoplasme (complexe THO/TREX

et TREX2) conduit a une augmentation de I’instabilité du génome.

Gaillard et Aguilera, en 2014 (Gaillard and Aguilera, 2014) ont montré que les sous-
complexes CF IA et CF IB sont impliqués dans la DDR. Ces deux sous-complexes sont
impliqués dans la polyadénylation des ARNm et également dans le décrochage de la
polymérase et de ’ARN naissant lors de la terminaison de transcription. Rnal5 et Hrpl
seraient impliquées dans la voie GG-NER. Rnal4 serait impliquée dans les voies de
réparation NER, NHEJ, HR et MMR. Cette étude suggere un rdle important des sous-
complexes CF IA et CF IB dans la coordination de la terminaison de transcription, la
réplication et la réponse aux altérations de I’ADN.

Rtt103 est un facteur de terminaison de transcription permettant le recrutement du
dimere Ratl/Rail. Srividya et al., en 2012 (Srividya et al., 2012) ont montré que Rtt103 serait
associée aux lésions de I’ADN (cinq fois plus présente au niveau des l€sions) et ainsi serait
impliquée dans la réparation des coupures double brins de I’ADN, via la voie HR. Rtt103 ne
serait cependant pas directement impliquée dans la cascade de signalisation HR. Son role dans
cette voie de réparation reste a ce jour mal caractérisé.

De la méme maniere, Senl a ét¢ décrit comme impliquée dans le maintien de
I’intégrité¢ du génome (Mischo et al., 2011; Ursic et al., 2004). Senl, comme son homologue
chez I’homme SETX, prévient les événements de recombinaison pouvant conduire a une
instabilité¢ du génome, en limitant la formation des hybrides ADN/ARN (ou « R-loop ») entre
I’ADN de la boucle de réplication et le transcrit naissant, lors de la transcription (Alzu et al.,

2012). La formation de « R-loop » interfeére avec la réplication de I’ADN et conduit a des
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coupures simples brins. Senl interagirait avec Rad2, endonucléase impliquée dans la voie
NER (Ursic et al., 2004). Récemment, Hatchi et al., en 2015 (Hatchi et al., 2015) ont montré
que SETX était recrutée au niveau du site de pause de I’ARN polymérase II, via BRCAI.
Cela préviendrait la formation de lésions de I’ADN li¢ a la formation de « R-loop ». La
mutation de BRCA1 est associée a I’augmentation des risques de développement de cancers
du sein et des ovaires. Cette mutation conduit a une augmentation des éveénements

d’insertions/délétions au niveau de sites de terminaison normalement régulé par BRCAI.

D. MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DE LA MACHINERIE DE POLYADENYLATION

La modification de I’extrémité 3 est une étape conservée, permettant la formation de
tous les ARNm matures, a I’exception des ARNs codant pour les histones chez les
métazoaires maturés par 1’action endo/exonucléases. Cette étape est fortement régulée par la
sélection et la reconnaissance des éléments cis, le recrutement et la fixation des facteurs trans
et ¢galement par le biais de modifications post-traductionnelles (ou P7TMs). Ces PTMs
contribuent a moduler 1’activité, la localisation intracellulaire, la capacité d’interaction et/ou
la stabilité des facteurs et régulateurs de la polyadénylation. Plusieurs types de modifications
post-traductionnelles (Ryan and Bauer, 2008) sont décrits dans la littérature, chez
S. cerevisiae ou dans le systtme mammifeére, et contribuent a la régulation de la
polyadénylation des ARNm. La majorité des mécanismes de régulation décrits ciblent,
directement ou indirectement, les poly(A)polymérases Papl et PAP.

- la phosphorylation de résidus Sérines/Thréonines/Tyrosines
- la méthylation

- Dacétylation de résidus Lysines

- la sumoylation de résidus Lysines

- I’ubiquitination

D.1.Phosphorylation

La phosphorylation est la modification post-traductionnelle la plus commune dans les
cellules eucaryotes (30% du protéome); c’est donc naturellement la plus étudiée. La
phosphorylation est une modification réversible faisant intervenir deux types enzymes :

kinases et phosphatases (Stark, 1996). Les kinases sont des enzymes du groupe des
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transférases qui catalysent I’addition d'un groupement phosphate sur un substrat. Plusieurs
mécanismes de régulation de la maturation en 3’ sont décrits dans les systémes levures et

mammiferes.

L’exemple de la régulation de la capacité d’interaction par phosphorylation le plus
connu et le mieux décrit est le cycle de phosphorylation/déphosphorylation du CTD durant la
transcription ou « code CTD ». Cela permet le recrutement et le décrochage des différentes
protéines nécessaires aux réactions. Il a également été montré que 1’assemblage du complexe
CPF chez S. cerevisiae pouvait étre modulé par phosphorylation (Figure 1.29). La déplétion
de Glc7 conduit a I’accumulation de formes phosphorylées de Ptal, protéine d’architecture,
modifiant les interactions avec ses différents partenaires. Ptal, sous sa forme phosphorylée,
permettrait le recrutement de Glc7, et ainsi sa déphosphorylation. Ptal déphosphorylée
interagit avec ses partenaires du complexe CPF. Ptil est proposée comme régulateur négatif
du recrutement de Glc7 par interaction protéine-protéine (He and Moore, 2005; Kyburz et al.,
2003).

De nombreuses études ont montré que la phosphorylation permettait de réguler
I’activité de polyadénylation, portée par Papl chez S. cerevisiae. Plusieurs mécanismes
entrent en jeu. Tout d’abord, Pap1 elle-méme est la cible de phosphorylation durant le cycle
cellulaire (Mizrahi and Moore, 2000). La phosphorylation d’une partie du pool de Papl en
phase S et G2 conduit a une diminution ’activité¢ globale de maturation. Cela permettrait la
régulation de ’expression de geénes, non requis en phase de synthése — génes codants pour les
histones. Ensuite, 1’activité de Papl peut étre régulée indirectement, par phosphorylation de
ces partenaires du complexe CPF (Figure 1.29). Papl est amenée au complexe CPF par
interaction avec Fipl. L’interaction de Fipl avec Papl a un effet inhibiteur sur son activité.
La phosphorylation de Fipl par CK2 augmente son affinit¢ pour Papl, ce qui va
diminuer/inhiber son activité (Zielinski et al., 2006). He et Moore (He and Moore, 2005) ont
également montré qu’une accumulation de la forme phosphorylée de Fipl — par déplétion
de Glc7 — diminue son association avec le complexe CPF et conduit & une diminution de la
polyadénylation. Glc7 régule indirectement la polyadénylation, en permettant I’association de
Papl avec le complexe CPF et en régulant son activité, par déphosphorylation de Fipl. La
régulation de I’activité de Papl pourrait former un point de contrdle entre le clivage et la
polyadénylation.

La phosphorylation peut également influencer la localisation intracellulaire, comme

c’est le cas pour le facteur d’export Npl3. Sous sa forme phosphorylée, Npl3 est adressée au
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noyau. La déphosphorylation par Glc7 permet son export vers le cytoplasme pour un nouveau
cycle d’export. Une accumulation de la forme phosphorylée de Npl3 conduit a I’accumulation
de Rnal5 sur le pré-ARNm, pouvant modifier I'une ou I’autre des étapes de maturation en 3’

(He and Moore, 2005).

Différentes études ont également illustré le réle de la phosphorylation dans le systeme
mammifere. De la méme maniére que Papl, la poly(A)polymérase PAP est régulée par des
cycles de phosphorylation/déphosphorylation pendant le cycle cellulaire. En phase de mitose,
PAP est hyper-phosphorylée par action de la kinase cdc2/cycline B ; cela permet 1’inhibition
de son activité. Cette régulation est supposée faciliter la condensation des chromosomes et
leur ségrégation (Colgan and Manley, 1997). PABPNI, protéine interagissant avec la queue
poly(A) est également une cible de phosphorylation (Amanchy et al., 2005). L’interaction
entre CF [;,-25 et PAP est également régulée par phosphorylation de CF I;,-25 au niveau de
quatre résidus ce qui va conduire a un changement de conformation de cette protéine (Ryan

and Bauer, 2008).

D.2.Ubiquitination

L’ubiquitination fait intervenir trois activités enzymatiques différentes (portées par
trois familles d’enzymes E1, E2 et E3) et correspond a la fixation covalente d’une ou
plusieurs protéines d’ubiquitines (8,5kDa) sur des résidus Lysines. L ubiquitination est une
modification réversible, par action des DUBs - déubiquitinases. Généralement, cette PTM
permet la dégradation de la protéine par le protéasome et la régulation de la demi-vie.
L’ubiquitination des protéines peut aussi conduire a des procédes indépendants de la
protéolyse. Elle permet également la régulation de la localisation intracellulaire, de 1’activité
d’une protéine, de I’interaction d’une protéine avec ses différents partenaires, des voies de
signalisation, ou encore le remodelage de la chromatine. Plusieurs études ont décrit des

mécanismes de régulation de I’export par ubiquitination (Iglesias et al., 2010).

Plusieurs sous-unités du complexe de polyadénylation ont ét¢ impliquées dans des
mécanismes d’ubiquitination. Chez S. cerevisiae, 1’activité de Papl est directement régulée
lors du cycle cellulaire par phosphorylation mais également par ubiquitination, en phase S et
G2 (Mizrahi and Moore, 2000). Cela permettrait de diminuer la quantité de Papl présente

dans la cellule, pour réduire les activités de maturation. Papl peut étre dégradée par le
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protéasome ou I’activité peut étre modulée par des protéines liant spécifiquement ces PTMs,
comme Ufdl (del Olmo et al., 1997). Récemment, Mpel a été montrée comme impliquée
indirectement dans les processus d’ubiquitination — la mutation de Mpel induit une

diminution de ’association d’ubiquitine avec Papl (Lee and Moore, 2014).

Une étude, publi¢e en 2012 (Vitaliano-Prunier et al., 2012) a permis de montrer que
I’export et de maturation de I’extrémité 3’ était interconnectés, notamment par ubiquitination
(Gwizdek et al., 2006). Il a été montré que 1’ubiquitination de Swd2 par Brel, induite par
ubiquitination de H2B, faciliterait le recrutement de Yral et Nab2 et I’assemblage des mRNPs
(Figure 1.30).

Il est également important de noter que Rpbl est ubiquitinée par 1’action de Rsp5.
Cela permet la régulation des complexes ARN polymérases pouvant présenter des défauts

d’assemblage et permet de contrdler le niveau d’expression intracellulaire.

D.3.Sumoylation

La sumoylation correspond a la liaison covalente d’une ou plusieurs protéines SUMO
— pour «small ubiquitin-like modifier », protéine de 12kDa, structuralement proche de
I’ubiquitine — sur un résidu Lysine. De la méme maniére que 1’ubiquitination, cette PTM fait
intervenir trois types d’enzymes, E1-SUMO, E2-SUMO et E3-SUMO. C’est une modification
réversible, par I’action de protéases de la famille des SENP. La sumoylation permet de

modifier les propriétés biochimiques d’une protéine.

Dans la maturation en 3°, CPSF-73 ou la Simplekin ont été¢ décrits comme cibles pour
la sumoylation, par SUMO-2/3 (Vethantham et al., 2007). Cette ¢étude montre que la
sumoylation de la Simplekin est essentielle pour assurer la viabilité cellulaire — 1’ajout de
protéines non sumolyées ne permet pas de complémenter la délétion de la Simplekin. Les
mécanismes sous-jacents ne sont pas identifi€s, mais la sumoylation de ces deux protéines est
impliquée dans les activités de maturation 3’ in vitro. Vethantham et al., (Vethantham et al.,
2008) ont décrit un role de la sumoylation dans la régulation de I’activité¢ de PAP, par SUMO-
2/3. In vitro, I’activité de PAP est diminuée par ajout de protéines SUMO. La sumoylation de
PAP permet également d’augmenter la stabilité de la protéine et de réguler sa localisation. La
mutation des sites de sumoylation ou la surexpression de SENP1 conduit a une rétention de

PAP dans le cytoplasme. La localisation nucléaire de PAP est SUMO-dépendante.
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Chez S. cerevisiae, de nombreuses protéines comme Ref2 ou Ydh1/Cft2 (Panse et al.,
2004) ont ¢été identifiées comme substrat potentiel de sumoylation. Papl a été montrée comme
interagissant avec Uba2, E1-SUMO (del Olmo et al., 1997). Cependant aucune régulation de

la polyadénylation, chez la levure, par sumoylation n’est pour I’instant décrite.

D.4. Acétylation / Méthylation

Chez les métazoaires, 1’acétylation (ajout d’un groupement —CO-CHj3) est
généralement impliquée dans la régulation de la transcription, en modifiant 1’état de
condensation de la chromatine. L’acétylation est étroitement liée a 1’ubiquitination, pouvant
présenter des fonctions antagonistes ou coopérer pour assurer une méme fonction cellulaire.

Dans le cas de la maturation en 3°, des ¢études ont montré que 1’acétylation de la PAP
modifie son interaction avec les importines o/ et conduit a sa rétention nucléaire. Cela
modifie également son interaction avec CF I;,-25, impliquée dans sa stabilisation au niveau du

complexe de polyadénylation (Ryan and Bauer, 2008).

La méthylation (ajout d’un groupement méthyle -CH3) peut aussi bien cibler I’ADN,
I’ARN que les protéines, au niveau des résidus Arginines. La méthylation de ’ADN est un
processus €pigénétique permettant notamment la régulation de 1’expression des geénes. La
méthylation d’une région promotrice conduit a 1’inhibition de I’expression du geéne en aval.
Dans le systéeme murin, la méthylation de I’ADN permet 1’expression sélective des alléles
parentaux, et la modification du choix du site de polyadénylation (Wood et al., 2008).

Le méthylation de ’ARN au niveau des résidus adénosines — N°-méthyladensine
ou m°A — est la modification de I’ARN la plus fréquente, retrouvée dans les régions 3°-UTR.
Depuis quelques années, cette modification de ’ARN est proposée comme permettant la
régulation post-transcriptionnelle des ARNs, par recrutement de protéines adaptatrices et a
terme la modulation de I’expression des protéines (Fu et al., 2014; Yue et al., 2015). Chez
S. cerevisiae, la m°A n’est retrouvée que lors de la phase S et de la phase G2 du cycle
cellulaire.

Lee et Bedford, en 2002 (Lee and Bedford, 2002) ont montré que PABP1, homologue
de Pabl, était le substrat de D’arginine méthyltransférase CARMI. L’impact de cette

modification sur I’interaction avec le queue poly(A) reste inconnue.
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MATERIELS ET METHODES

A. LEVURES : SOUCHES UTILISEES, VECTEURS ET MILIEUX DE CULTURE

A.1.Souches utilisées

Le nom, le génotype et 1’origine des souches de Saccharomyces cerevisiae utilisées

dans cette étude sont répertoriés dans le TABLEAU 4. 1.

A.2.Vecteurs

Les caractéristiques et I’origine des vecteurs utilisés sont répertoriées dans le TABLEAU 4.2.

A.3.Milieux de cultures

Les milieux sous forme solide contiennent 2% d’agar.
- YPD(A) : 1% (p/v) Extrait de levures, 2% bactopeptone, 2% glucose 2%, 20mg/L adénine.
- SC (Milieu synthétique) : 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o a.a., 2% glucose, 10% Drop-out

10X. Le milieu peut étre supplémenté par +/- 20mg/L d’adénine, +/- 20mg/L de L-histidine,
+/- 20mg/L. de L-tryptophane, +/- 20mg/L d’uracile ou +/- 30mg/L de L-leucine. Un ou
plusieurs de ces cinq composants sont omis lors des tests de sélection basés sur un ou
plusieurs marqueurs d’auxotrophie. Un milieu SC sans leucine sera not¢ SC-L et un milieu
sans ces cinq composants sera not¢ SC —ALWUH.

- SC + GAL: 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o a.a., 2% galactose, 10% Drop-out 10X. De la
méme manicre, le milieu peut étre supplémenté par +/- 20mg/L d’adénine, +/- 20mg/L de L-
histidine, +/- 20mg/L de L-tryptophane, +/- 20mg/L d’uracile ou +/- 30mg/L de L-leucine.

- Drop-out 10X : 20 mg/L L-arginine, 20 mg/L L-méthionine, 30 mg/L L-tyrosine, 30 mg/L
L-isoleucine, 30 mg/L L-lysine, 50 mg/L L-phénylalanine, 150 mg/L L-valine, 200 mg/L L-
thréonine, 400 mg/L L-sérine, 100 mg/L acide L-glutamique, et 100 mg/L acide L-aspartique.
- SC - 5-FOA : 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o a.a., 2% glucose, 0,1% 5-FOA (acide 5-
Fluoro-orotique), 20mg/mL uracile, 0.025M KH,PO,.

- Milieu de sporulation : 1% acétate de potassium, 0,1% extrait de levures, 0,05% glucose,
2,5% Drop-out 10X.

- Milieu de conservation a -80% : YPD(A) + 15% glycérol.
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TABLEAU 4.1 : Souches de S. cerevisiae utilisées dans cette étude.

CONSTRUCTION SOUCHES GENOTYPES ORIGINE
. Baudin-

BMAG64-1A | MATa, ade2-1 leu2-3,112 ura3-1 trplA his3-11,15 canl-100 GAL+ Baillieu (1997)
. Baudin-

BMAG64-1B | MATa, ade2-1 leu2-3,112 ura3-1 trplA his3-11,15 cani-100 GAL+ Baillieu (1997)

YSD10 MATa, ade2 leu2 ura3 trpIA his3, [pNOP1]-TAP.:FIP1-TRPI-KI S. Dheur

YSDI12 MATa, ade2 leu2 ura3 trpIA his3, [pNOP1]-TAP.:RNAI15-TRP1-KI S. Dheur

vsp3o | MATa, [pNOPI]-TAP::RNAIS-URA3, [pNOPI]J-TAP::FIPI-TRPI dans| ¢ o

BMA64
YLM206 ade2-1 leu2-3,112 ura3-1 trplA his3-11,15 canl-100 GAL+, clpl::LEU2, L. Minvielle-
pASZ11-clpl-15, [pNOP1]-TAP::RNA15-URA3 Sébastia
MATa, [pNOPI1]-TAP::RNAI15-URA3, [pNOPI1]-TAP::FIPI-TRP1 dans| L. Minvielle-
YLM39-3 , )
BMA64 Sébastia
MATa, [pNOP1]-TAP::FIPI-TRPI-KI, [pNOPI1]-ProtA::RNAI15-URA3-KI| L. Minvielle-
YLM219-12 , )
dans BMA64 Sébastia
MATa, [pNOPI1]-TAP::FIPI-TRPI-KI, [pNOPI]-ProtA::RNAI15-URA3-KI| L. Minvielle-
YLM219-21 , )
dans BMA64 Sébastia
YLM221 | MATa, [pNOP1]-TAP::RNAIS5-TRP1-KI dans BMA64 L. ggg:s‘tffe
YLM232 MATa/a, ade2-1/ade2-1 leu2-3,112/leu2-3,112 ura3-1/ura3-1 trpl-1/trpi4| L. Minvielle-
his3-11,15/his3-11,15 canl-100 GAL+, pcf11::HIS3/pFL38-PCF11 Sébastia
YLM233 | MATa, pcfl1::HIS3, pFL38-PCF11 dans BMAG4 L. ggg:s‘tffe

YJG35 MATa, ade2 leu2 ura3 trpIA his3, rnal5-1, [pNOP1]-TAP::FIP1-TRP1-KI Ce travail
YLM225 | MATa, ade? leu2 ura3 trpIA his3, [pNOPI]-TAP::FIP1-URA3-KI L. ggg:s‘tffe
YLMI126 | MATa, clpl::TRPI ade? leu2 ura3 trplA his3 [pHH2-URA3-CLP1] L. ggg:s‘tffe

clpl::LEU2, ade2-1 leu2-3,112 ura3-1 trplA his3-11,15 canl-100,

YRH3T | clpio15 R. Haddad
YLM262 | MATa, [pNOP1]-ProtA-TEV::RNA15-URA3-KI dans BMAG4 L. ggg:s‘tffe
YLM235 pcfll::HIS3, pFL38-PCF11, pFL36ASX-PCF11 Ce travail
YLM237 pcfll::HIS3, pFL36ASX-PCF11 Ce travail
YLM244 | pcfil::HIS3, pFL36ASX-PCF11, [pNOP1]-TAP:-RNA15-TRP1-KI, Ce travail
YLM245 | pefil::HIS3, pFL36ASX-PCF11, [pNOP1]-TAP:-RNA15-TRP1-KI, Ce travail

pcfl1::HIS3,  pFL36ASX-PCF1l,  [pNOPI1]-TAP:-RNAI5-TRP1-KI, .

YIGI8 1 NOP1)-TAP:-FIPI-URA3-KI Ce travail

YJG36 pcfll::HIS3, pFL36ASX-PCF11, pGCYCI Ce travail

YJG50 clpl:: TRPI, pcfll::HIS3, pFL36ASX-PCF11, pHH2-URA3-CLP1 Ce travail

YIG51 clpl:: TRPI, pcfil::HIS3, pFL36ASX-PCFI11, pHH2-URA3-CLPI, Ce travail

pASZ11-clpl-1
clpl:: TRPI, pcfil::HIS3, pFL36ASX-PCFI11, pHH2-URA3-CLPI, .
WT YIG52 pASZ11-clpl-5 Ce travail

YIG53 clpl:: TRPI, pcfil::HIS3, pFL36ASX-PCFI11, pHH2-URA3-CLPI, Ce travail

pASZ11-clpl-6

YIG57 | clpl:: TRPI, pcfll::HIS3, pFL36ASX-PCF11, pASZ11-clpl-1 Ce travail

YIG58 | clpl:: TRPI, pcfll::HIS3, pFL36ASX-PCF11, pASZ11-clpl-5 Ce travail

YIG59 | clpl:: TRPI, pcfll::HIS3, pFL36ASX-PCF11, pASZ11-clpl-6 Ce travail

YIG66 clpl:: TRPI, pcfil::HIS3, pFL36ASX-PCFI11, pHH2-URA3-CLPI, Ce travail

pASZ11-clpl-17

YIG67 clpl:: TRPI, pcfil::HIS3, pFL36ASX-PCFI11, pHH2-URA3-CLPI, Ce travail

pASZ11-clpl-16

YIG63 clpl:: TRPI, pcfil::HIS3, pFL36ASX-PCFI11, pHH2-URA3-CLPI, Ce travail

pASZ11-clpl-19
YLM239 | pcfll::HIS3, pFL36ASX-pcf11AQ20 Ce travail
YLM246 | pefil:HIS3, pFL36ASX-pcf11AQ20, [pNOP1]-TAP::RNA15-TRP1-KI Ce travail
AQx YLM247 | pefil::HIS3, pFL36ASX-pcf11AQ20, [pNOP1]-TAP::RNA15-TRP1-KI Ce travail
pcfl1::HIS3, pFL36ASX-pcflIAQ20, [pNOPI1]-TAP:-RNAI5-TRP1-KI, .
YIG20 1 NOP1)-TAP:-FIPI-URA3-KI Ce travail
YIG47 . |pcfll::HIS3, pFL36ASX-pcflIAQ20, pGCYC1 Ce travail .




TABLEAU 4.1 : Souches de S. cerevisiae utilisées dans cette étude (Suite).

YLM236 | pcfii:HIS3, pFL38-PCF11, pFL36ASX-pcfl1A(141-233) Ce travail

YLM238-2 | pefl1:-HIS3, pFL36ASX-pcfl1A(141-233) Ce travail

YLM238-3 | pefl1:-HIS3, pFL36ASX-pcfl1A(141-233) Ce travail

VLM248 %fll.-.'HIS3, PFL36ASX-pcfl IA(141-233), [pNOPI]-TAP::RNAIS-TRPI-|

VLM249 %fll.-.'HIS3, PFL36ASX-pcfl IA(141-233), [pNOPI]-TAP::RNAIS-TRPI-|

A(141-233) VIM2se | eI HIS3, pFL3GASX-pefl IA(141-233), [PNOPI]-TAP=RNAIS-URA3-|
K, [pNOP1]-TAP::FIP1-TRP1-Kl

VIGL7 %511.-.-1&1153, PFL36ASX-pcfl IA(141-233),  [pNOPI]-TAP::FIPI-URA3-|

YIG39 | pefl1::HIS3, pFL36ASX-pcfl1A(141-233), pGCYCI Ce travail

YLM242 | pefi1::HIS3, pFL36ASX-pcf11A(141-233), pHH2-ADE2-PCF11 Ce travail

YLM243 | pefi1::HIS3, pFL36ASX-pcf11A(141-233), pHH2-ADE2-pcfl1A(287-626) Ce travail

YIG4 | pefl1::HIS3, pFL36ASX-pcf1IA(155-174) Ce travail

VIGL3 %fll.-.'HIS3, PFL36ASX-pcfl IA(I55-174), [PNOPI]-TAP=RNAIS-URA3-|

A(135-174) ViM2s7 | POIIHIS3, pFL3GASX-pefl IA(I55-174), [PNOPI]-TAP=RNAIS-URA3-|
K, [pNOP1]-TAP::FIP1-TRP1-Kl

YJIG40 cf11:-HIS3, pFL36ASX-pcfl11A(155-174), pGCYCI Ce travail

p p p p

YIG6 | pefl1::HIS3, pFL36ASX-pcf1IA(180-196) Ce travail

VIG14 %fu;;mss, PFL36ASX-pcfl IA(180-196), [pNOPI]-TAP=RNAIS-URA3-|

A(180-196) YLM260 | pcfi1::HIS3, pFL36ASX-pcf11A(180-196), [pNOP1]-TAP:.-FIPI-TRPI-KI | Ce travail

pefl1:-HIS3, pFL36ASX-pcfl11A(180-196), [pNOP1]-TAP:-RNA15-URA3- .

YIGI ) 1 NOPI)-TAP:-FIPI-TRPI-KI Ce travail

YIG42 | pefl1::HIS3, pFL36ASX-pcfl1A(180-196), pGCYC] Ce travail

YIGT | pcfl1::HIS3, pFL36ASX-pcf1IA(203-227) Ce travail

VIG5 %fll.-.'HIS3, PFL36ASX-pcfl IA(203-227), [pNOPI]-TAP=RNAIS-URA3-|

A(203-227) YLM261 | pcfil::HIS3, pFL36ASX-pcf11A(203-227), [pNOP1]-TAP:-FIPI-TRPI-KI | Ce travail

pefl1:-HIS3, pFL36ASX-pcfl11A(203-227), [pNOP1]-TAP:-RNA15-URA3- .

YLM238 k) 1,NOP1)-TAP:-FIPI-TRPI-KI Ce travail

YIG43 | pefl1-:HIS3, pFL36ASX-pcfl1A(203-227), pGCYCI Ce travail

YLM250 | pefi1::HIS3, pFL36ASX-pcf11-14 (L189D) Ce travail

(L189D) VLM253 %fll.-.'HIS3, PFL36ASX-pcf11-14 (LIS9D), [pNOPI]J-TAP=:RNAIS-TRPI-|

YIG44 | pefl1::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-14 (L189D), pGCYCI Ce travail

YLM251 | pefii::HIS3, pFL36ASX-pcf11-15 (L213D) Ce travail

(L213D) VLM254 %fll.-.'HIS3, PFL36ASX-pcf11-15 (L213D), [pNOPI]J-TAP=:RNAIS-TRPI-|

YIG45 | pefl1:-HIS3, pFL36ASX-pcfl1-15 (L213D), pGCYC1 Ce travail

YLM252 | pefi1::HIS3, pFL36ASX-pcf11-16 (D2204) Ce travail

(D220A) VLM25S %fll.-.'HIS3, PFL36ASX-pcfl1-16 (D2204), [pNOPI]J-TAP=:RNAIS-TRPI-|

YIG46 | pcfl1::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-16 (D2204), pGCYCI Ce travail

YIGS | pefl1::HIS3, pFL36ASX-pcf11-17 (L189D, L213D) Ce travail

pefl1:-HIS3,  pFL36ASX-pcfli-17(L189D,  L213D),  [pNOPI]- .

YIG22 | tp. - RNAI5-TRPI-KI Ce travail

pefl1:-HIS3,  pFL36ASX-pcfli-17(L189D,  L213D),  [pNOPI]- .

@isop, 1213D) | VO3 T RNATS-URA3-KT Ce travail

V1G22 ’}%’ﬁi}gm PFL36ASX-pcfl 1-I7(LI89D, L213D), [pNOPIJ-TAP::FIPI-| '

ViGas | POIHIS3,  pFL36ASX-peflI-17(LI89D,  L213D),  [pNOPIJ-| .

TAP::RNA15-URA3-KI, [pNOP1]-TAP::FIP1-TRP1-KI
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YIGI0 | pcfl1::HIS3, pFL36ASX-pcf11-18(C421S; C424S) Ce travail
pefl1::HIS3,  pFL36ASX-pcfl1-18(C421S;  C424S),  [pNOPI]- .
YIG23 |t p. - RNAI5-TRPI-KI Ce travail
pefl1::HIS3,  pFL36ASX-pcfl1-18(C421S;  C424S),  [pNOPI]- .
Y1626 I°TAP. .RNA15-URA3-KI, [pNOP1]-TAP::FIPI-TRPI-KI Ce travail
YIG37 | pcfl1::HIS3, pFL36ASX-pcf11-18(C421S; C424S), pGCYCI Ce travail
clpl:: TRPI, pefll::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-18(C421S; C424S), pHH2- .
YJIG48 URA3-CLP] Ce travail
clpl:: TRPI, pefll::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-18(C421S; C424S), pHH2- .
YIGS | UR43-CLPI, pASZII-clpl-1 Ce travail
v1Gss | ¢l TRPI, pefI1::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-18(C421S; C424S), pHH2-|
(C421S; C424) URA3-CLP1, pASZ11-clpl-5
: vIGss | cipl: TRPI, pefI1::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-18(C421S; C424S), pHH2-| .
URA3-CLP1, pASZ11-clpl-6
VIG60 Zﬁj] TRPI, pef11::HIS3, pFL36ASX-pcf11-18(C421S; C4248), pASZII-|
VIG61 Zﬁjtﬁ TRPI, pef11::HIS3, pFL36ASX-pcf11-18(C421S; C4248), pASZII-| .
clpl:: TRPI, pefll::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-18(C421S; C424S), pHH2- .
YIGTU | URA3-CLPI, pASZI1-clpi-16 Ce travail
clpl:: TRPI, pefll::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-18(C421S; C424S), pHH2- .
YIGT2 |\ URA3-CLPI, pASZI I-clpl-17 Ce travail
clpl:: TRPI, pefll::HIS3, pFL36ASX-pcfl1-18(C421S; C424S), pHH2- .
YIGT3 | UR43-CLPI, pASZI1-clpi-19 Ce travail
YIG12 | pcfl1::HIS3, pFL36-pcf11-19(C564S, C567S) Ce travail
ViGa  |PefI1HIS3, pFL36-pcflI-19(C564S, C567S), [pNOPIJ-TAP:RNAIS-|
TRPI-KI
VIGa4  |Pe/I1HIS3, pFL36-pcf11-19(C564S, C567S), [pNOPIJ-TAP:RNAIS-|
URA3-KI
ViG3  |Pe/11HIS3,  pFL36-pcfl1-19(C564S,  C367S),  [pNOPIJ-TAP::FIPI-|
TRPI-KI
YIG38 | pcfl1::HIS3, pFL36-pcf11-19(C564S, C567S), pGCYCI Ce travail
VIG49 E{ZJDI TRPI, pefl1::HIS3, pFL36-pcfl1-19(C564S, C567S), pHH2-URA3-|
clpl:: TRPI, pcfl1:-HIS3, pFL36-pcfl11-19(C564S, C567S), pHH2-URA3- .
(C5648S, C567S) YI1G62 CLPI, pASZI1-clpl-I Ce travail
clpl:: TRPI, pcfl1:-HIS3, pFL36-pcfl11-19(C564S, C567S), pHH2-URA3- .
YJG63 CLPI, pASZ11-clpl-5 Ce travail
clpl:: TRPI, pcfl1:-HIS3, pFL36-pcfl11-19(C564S, C567S), pHH2-URA3- .
YIG64 CLP1, pASZ11-clpl-6 Ce travail
clpl:: TRPI, pcfl1:-HIS3, pFL36-pcfl11-19(C564S, C567S), pHH2-URA3- .
YJG65 CLPL, pASZI1-clpl-17 Ce travail
clpl:: TRPI, pcfl1:-HIS3, pFL36-pcfl11-19(C564S, C567S), pHH2-URA3- .
YIG69 CLP1, pASZI1-clpl-16 Ce travail
clpl:: TRPI, pcfl1:-HIS3, pFL36-pcfl1-19(C564S, C567S), pHH2-URA3- .
YJIG70 CLPI, pASZ11-clpl-19 Ce travail
Sadowski et al,
befl1-13 (D6gA, | YIM267-1B | pef1 1::HISS, pFLIGASX-pefl1-13 5003
SOOATTOA) | VIM267-3D | pef11::HIS3, pFLI6ASX-pefl1-13 Sadovzvglgg ctal,
(B199A) YLM268-1C | pcf11::HIS3, pFL36ASX-pcf11-21(E1994) Ce travail
YLM268-5D | pcfl1:-HIS3, pFL36ASX-pcf11-21(E1994) Ce travail
YLM269-1A | pefl1:-HIS3, pFL36ASX-pcf11-22(R1024) Ce travail
(R102A) YLM269-3C | pcf11::HIS3, pFL36ASX-pcf11-22(R1024) Ce travail
YLM272 | pefil::HIS3, pFL36ASX-pcf11-22(R1024), pGCYC]I Ce travail
(E199A ; YLM273-3D | pcfl1:-HIS3, pFL36ASX-pcf11-23(E1994 ; R1024) Ce travail
R102A) YLM274-4A | pefl1:-HIS3, pFL36ASX-pcf11-23(E1994 ; R1024) Ce travail
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B. BACTERIES : SOUCHES UTILISEES, VECTEURS ET MILIEUX DE CULTURE

B.1.Souches

Les souches d’E. coli utilisées pour I’amplification des vecteurs ainsi que pour la
production de protéines recombinantes sont les suivantes :
DH5a (Biolabs — génotype : fhud2 A(argF-lacZ)UI169 phoA ginV44 ®80 A(lacZ)M15
gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17).
BL21 (DE3) (Biolabs — génotype : E. coli B F— ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm).
BL21 pLysS (Promega — génotype : E.coli B F—, ompT, hsdSB (rB—, mB—), gal dcm, A(DE3),
pLysS, Cmr).
BL21 CodonPlus (DE3)-RIL (Stratagene — génotype : E.coli B F—, ompT, hsdS(rA—, mA-),
gal dem, argU (AGA, AGG), ileY (AUA), leuW (CUA), Cmvr).

B.2. Vecteurs

Les caractéristiques et I’origine des vecteurs utilisés sont répertoriées dans le TABLEAU 4.3.

B.3. Milieux de cultures

Les milieux sous forme solide contiennent 2% d’agar.
Les antibiotiques sont utilisés aux concentrations de: 100pug/mL Ampicilline, 38ug/mL
Chloramphénicol, 40pug/mL Kanamycine.
- LB : 0,5% Extrait de levures, 1% bactotryptone et 1% NaCl.
- TB : 1,2% bactotryptone, 2,4% extrait de levures, 0,5% glycérol, 89mM tampon phosphate.
- Milieu de conservation a 80°C : LB + 15% glycérol.

C. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

C.1. Transformation des bactéries

C.1.1. Préparation des bactéries électro-compétentes

Les cellules sont cultivées dans 1L de milieu LB, a 37°C, 200rpm, jusqu’a une
DOgoonm de 0,8. Les cellules sont lavées plusieurs fois avec de grands volumes décroissants
d’H,O stérile a 4°C, puis concentrés dans 2mL d’une solution de glycérol 10% (p/v). Les

cellules obtenues sont aliquotées et stockées a -80°C.
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TABLEAU 4.2 : Vecteurs levures utilisés dans cette étude.

VECTEURS CARACTERISTIQUES ORIGINE
From pUC19 - EcoRI/MCS/HindIII -
pFL36 CC LEU2 - ARS-CENG6 - pMBI1 ori - ampR Bonneaud et al, 1991
Deletion site Xhol (+893 — LEU2 UTR - par filling-in) et Sphl . , .
pFL36ASX (+441 polylinker — end blunting T4 DNA polymerase) L. Minvielle-Sebastia
pGCYCI %’ }){’gll gene under GAL1 promoter - R : Ampicilline /Marqueur: Birse et al, 1998
pASZ11-clpl-1 ADE2-ARS/CEN AmpR, clpl-1 R. Haddad
pASZ1l-clpl-5 ADE2-ARS/CEN AmpR, clp1-5 R. Haddad
pASZ1l-clpl-6 ADE2-ARS/CEN AmpR, clpl-6 R. Haddad
pASZ1l-clpl-16 ADE2-ARS/CEN AmpR, clpl-16 R. Haddad
pASZ1l1-clpl-17 ADE2-ARS/CEN AmpR, clpl-17 R. Haddad
pASZ1l1-clpl-19 ADE2-ARS/CEN AmpR, clpl-19 R. Haddad

pHH2-ADE2-PCF11

[pCYC1] - HA/6xHis Notl-Term(PGK1)-ADE2-ARS/CEN -
AmpR

L. Minvielle-Sébastia

pHH2-ADE2-pcfl 1A(287-
626)

Deletion of C-terminal part of PCF11 by EcoRI

L. Minvielle-Sébastia

pFL38-PCF11 (420)

PCF11 gene cloned into the BamHI and Xbal cloning sites of
pFL38 - URA3- ARS/CEN-AmpR

Amrani et al, 1997

pFL36ASX-PCF11

Genomic PCR fragment of PCF11(-458/+2566) cloned in
pFL36ASX

L. Minvielle-Sébastia

TABLEAU 4.3 : Vecteurs bactéries utilisés pour 1I’expression des protéines recombinantes.

VECTEURS CARACTERISTIQUES ORIGINES
pGDV1 Produit : GST-CTD .
R_:iAmpicilline Dichtl et al (2001)
pETM30-Hrp1-6His Produit : 6Hi§-GST—siteTeV-Nab4p-6His ( Ncol/Xhol) M. Mourat
R : Kanamycine / Low copy plasmid
ETM30-Hrpl Produit : 6His-GST-siteTev-Nab4p (cloné Ncol/Xhol) .
p p . . F. Hakil
R : Kanamycine / Low copy plasmid
6His-GST

pETM30-NAB2

Produit : GST-Tev-Nab2p-6His
R : Kanamycine / Low copy plasmid

N. Viphakone

pET22-Pabl Produit : Cter-6His Pab1-6His - Promoteur T7 .
R : Ampicilline Clonage BamHI/NotI Amrani et al (1997)
pFS1853 Produit : GST-Yral (sans intron) Stutz et al (2000)

R : Ampicilline
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C.1.2. Transformation des bactéries électro-compétentes

Les cellules compétentes (25uL par transformation) sont mises en présence de I’ADN
transformant pendant 1 minute sur la glace. Aprés la décharge électrique (2500V -
Electroporator 2510 - Eppendorf), ImL de LB est ajouté et la suspension de cellules est
incubée 1 heure, 200rpm, a 37°C avant d’étre étalée sur milieu LB contenant 1’antibiotique

adéquat pour la sélection.

C.2. Transformation des levures

Le protocole de transformation de levures utilis¢ est adapté du protocole de Gietz et
Wood (Gietz and Woods, 2002) « Quick and Easy Trafo protocol ». A partir d’une pré-
culture liquide ou de cellules fraiches étalées sur boite, SOmL de YPD(A) sont inoculés -
DOgoonm 0,3. Apres 5 a 6 heures d’incubation (DOgoonm de 1), les cellules sont lavées 2 fois
par ImL d’H,O qualité biomol stérile. Ces dernieres sont ensuite reprises en présence de 33%
PEG 3500, 100mM LiAc, 100ug d’ADN de sperme de saumon préalablement dénaturé
(100°C pendant 5 minutes) et 0,1 a 1pg d’ADN transformant. Un choc thermique est alors
réalisé : 42°C, 40 minutes. Les cellules sont récoltées, reprises dans 100uL final, puis étalées
sur milieu sélectif. Dans le cas des souches portant un all¢le ts, le choc thermique est réalisé a

30°C pendant 90 minutes.

C.3.Isolement des acides nucléiques

C.3.1. Préparation d’ADN plasmidique a partir des bactéries

L’extraction d’ADN plasmidique - a partir de bactéries cultivées en milieu liquide -
peut étre réalisée a 1’aide d’un kit Qiagen (« Qiagen plasmid mini kit ») ou par la méthode de
lyse alcaline (Birnboim and Doly, 1979). Briévement, les cellules sont culotées et reprises
dans 200puL. d’H,O qualité biomol, auxquels sont ajoutés 200uL. d’un tampon 0,2N NaOH,
1% SDS. La lyse se poursuit 5 minutes a température ambiante, avant d’étre arrétée par
I’ajout d’une solution contenant SM d’acétate de potassium, 1,5% acide acétique. Le mélange
est alors incubé 10 minutes dans la glace puis centrifugé 15 minutes a 14000 rpm, a 4°C.
L’ADN, contenu dans le surnageant, est précipité par 400uL d’isopropanol et récupéré par
centrifugation, 20 minutes, 14000rpm, a 4°C. Le culot d’ADN est lavé par 1mL d’éthanol,
séché et repris dans 30 a S0uL d’H,O qualité biomol ou tampon AE (10mM TrisHCI pH 9,
0,5mM EDTA).
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Pour le stockage des différents plasmides construits, I’ADN plasmidique est extrait a
I’aide d’un kit Qiagen — « Qiagen plasmid midi kit » — a partir de 50mL de culture en milieu

LB liquide.

C.3.2. Préparation d’ADN plasmidique a partir de levures

L’ADN plasmidique de cellules de levure a été¢ extrait selon le protocole décrit par
Ward (Ward, 1990). Les cellules sont cultivées dans 3mL de milieu YPD(A), a 24°C, sur la
nuit. Les cellules sont récoltées a partir de 1,5mL de culture, et suspendues de nouveau dans
200pL de tampon de lyse (2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NaCl, 10mM TrisHCI pH 8 et
ImM EDTA). 200uL de billes de verres (diamétre 0,45mm) et 200puL d’un mélange phénol/
chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) sont ajoutés. Le mélange est ensuite vortexé
pendant 2 minutes. La phase aqueuse est séparée par centrifugation 5 minutes a 13000rpm.
Une nouvelle extraction phénol/chloroforme est réalisée et les acides nucléiques sont
précipités par 1’ajout de 500uL d’éthanol 100%. Apres lavage a 1’éthanol 70%, le culot est
séché et repris dans S0uL d’H,O qualité biomol ou de tampon AE.

C.3.3. Préparation d’ARNSs totaux de levures

Les ARNSs totaux de levure ont été extraits selon le protocole d’extraction rapide décrit
par Schmitt et al., (Schmitt et al., 1990). Les cellules sont cultivées dans 50mL de milieu
YPD(A) a 24°C jusqu’a une DOgponm de 3. Les cellules sont ensuite incubées a 37°C pendant
0, 30, 60 et 120 minutes et ’extraction est réalisée sur 10mL de culture. Les cellules sont
récupérées par centrifugation, 4000rpm pendant 5 minutes, puis lavées par ImL d’H,O qualité
biomol froide, conservée dans la glace.

Les cellules sont reprises dans 500uL de tampon AE froid (50mM acétate de sodium
pH 5.3, 10mM EDTA) auxquels sont ajoutés 50uL de SDS 10%. Le mélange est ensuite
transféré dans 550uL de phénol acide (phénol/chloroforme/isoamylalcool 25 :24 :1),
préalablement équilibré avec du tampon AE et incubé a 65°C. Le mélange est vortexé pendant
30 secondes, puis incubé 30 minutes a 65°C avant d’étre refroidi dans un bain de carboglace
mélangé a de 1’éthanol, jusqu’a apparition de cristaux. La phase aqueuse est séparée par
centrifugation et traitée par 550uL phénol acide a température ambiante, puis par 550uL de
chloroforme/isoamylalcool (24 :1). Les ARNs contenus dans la phase aqueuse sont précipités
en ajoutant 1/10 de volume de 3M d’acétate de sodium pH 5,3 et 3 volumes d’éthanol 100%

puis incubés sur la nuit a -80°C. Les échantillons sont centrifugés a 13000rpm, pendant 30
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minutes a 4°C. Les culots obtenus sont lavés par ImL d’éthanol 70% froid et séchés a
température ambiante. Les ARNs totaux sont repris dans 200ul. d’H,O qualit¢ biomol,

incubés 10 minutes sur la glace, 5 minutes a 65°C puis conservés a -80°C.

C.4.Dosage des acides nucléiques

La quantité d’acides nucléiques est dosée au NanoDrop (ThermoScientific ND-1000)
et leur qualité est vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose. La lecture de 1’absorbance
a 260nm permet de déterminer la concentration en acides nucléiques. Une unité¢ de densité
optique correspond a 50pg/mL d’ADN double brin et a 40pug/mL d’ARNs. Le rapport entre
les mesures d’absorbance a 260 et 280nm permet d’avoir une estimation du degré de pureté
des échantillons. Cette valeur A260nm/A280nm doit étre proche de 1,8 pour les préparations

d’ADN et proche de 2 pour les ARNS.

C.5.Digestion des plasmides

Pour les étapes de clonage, de vérification ou pour générer un « gap », la digestion
d’ADN est réalisée en incubant 1ug du plasmide d’intérét avec 5 a 10 Unités d’enzyme de
restriction correspondante (Biolabs ou Fermentas), pendant 1 a 16 heures, a la température
optimale, généralement 37°C. Les doubles digestions sont réalisées dans des tampons

compatibles pour les deux enzymes.

C.6. Amplification par PCR

Pour un volume final de 50uL, 1 Unité de la polymérase thermostable Q5 (Biolabs)
dans son tampon est ajouté¢ a 1pL. de ANTP (10mM), 20ng de matrice, et 3ul de chaque
amorce (10uM). Une phase initiale de dénaturation (95°C), hybridation (55°C) et élongation
(72°C) est réalisée pour 35 cycles de PCR. Les produits de PCR sont analysés sur gel agarose
1% / TBE 0,5% puis directement purifiés du mélange réactionnel par le kit « Gene Jet PCR

Purification » (Thermo Scientific).
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C.7. Caractérisation du phénotype

C.7.1. Test en goutte / thermosensibilité

La croissance et la thermosensibilit¢ des mutants obtenus sont étudiées sur milieu
YPD(A). Une anse de cellules est prélevée a partir de cultures sur YPD(A) et est reprise dans
200uL d’H,O qualité biomol stérile. Apres dilutions sérielles dans 50ulL d’H,O qualité
biomol stérile, SuLL de chaque dilution sont déposés sur milieu YPD(A). La thermosensibilité
est ¢étudiée en incubant les différentes souches a 24°C, 30°C et 37°C pendant 24 a 48 heures.

La sensibilité au formamide a 30°C est étudiée en incubant les différentes souches sur

un milieu YPD(A) contenant 1,5% ou 2% de formamide, pendant 24 a 48 heures.

C.7.2. Test de croissance

Les phénotypes de croissance lente sont également étudiés en milieu liquide, a 30°C ;
afin de pouvoir calculer le temps de génération. 200mL de milieu YPD(A) sont inoculés a
partir d’une pré-culture sur la nuit pour obtenir une DOgoonm de 0,05. Les cultures sont
incubées a 30°C, 160rpm pendant 24 a 48 heures et la DOggonm €st évaluée toutes les heures a
partir de ImL de culture. Apres 24 a 48 heures, I’équivalent de 500uL de chaque culture est
lavée dans ImL d’H,O qualité biomol stérile, puis étalés sur milieu YPD(A) afin de s’assurer

de la non présence de révertants.

D. TECHNIQUES DE GENETIQUES

D.1.Production de diploides

La méthode utilisée est adaptée du « Matchmaker Gold Yeast two-hybrid system user
manual ». Une anse de chaque haploide MATa et MATa est incubée dans 500uL. de YPD(A),
sur la nuit a 30°C, 250rpm. Les cellules sont récupérées par centrifugation (3 minutes,
3000rpm) puis lavées 2 fois par ImL d’H,O qualité¢ biomol stérile et reprises dans 100uL
final. Elles sont ensuite étalées sur milieu sélectif permettant la multiplication des diploides
uniquement.

Les diploides peuvent également éEtre obtenus par croisement en « patch ».
Brievement, une anse de chaque haploide est étalée sur milieu YPD(A) puis elles sont

mélangées. Apres incubation 6 a 7 heures a 30°C (24°C pendant 16 heures dans le cas de
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TABLEAU 4.4 : Oligonucléotides utilisés lors des clonages et séquencages

OLIGO SENS SEQUENCES UTILISATION
olm444 + GTTTTTAATAAAGGCCAGTGCTcagcagcaacagcaacaacagcag pcfl11A(141-233)
olm445 - ctgctgttgttgctgttgctgctgAGCACTGGCCTTTATTAAAAAC pcfl11A(141-233)
0lm449 + ataagaatgcggccgccATGGATCACGACACAGAAGTTATAG PCF11 dans pHH2
olm450 - ataagaatgcggccgc TTATTTTGTGACCAATTTCTTTAAGTCATC PCF11 dans pHH2
olm451 + GAAAGAATGAGGTATCACGAACTTtatcacgaaactaaggatatggt pcfl1A(Q20)
olm452 - accatatccttagtttcgtgata AAGTTCGTGATACCTCATTCTTTC pcfl11A(Q20)
GAAAAATTAAAAATGAAACTGTTGGTTgacTCTCAGTTGAA
olm455 + ACAAGAACTGAAAAG pcfl1(L189D)
CTTTTCAGTTCTTGTTTCAACTGAGAgtcAACCAACAGTTTCA
0lm456 - ITTTTAATTTTTC pcfl1(L189D)
GCTCTGAAACAAGTTCAAATGCAAgacAGGCAGGTCTTCTC
olm457 + ACAGGACCAAC pcfl1(L213D)
GTTGGTCCTGTGAGAAGACCTGCCTgtcTTGCATTTGAACTT
0lm458 - GTTTCAGAGC pcfl1(L213D)
CAACTAAGGCAGGTCTTCTCACAGgccCAACAAGTTTTGCA
0lm459 + GGAAAGAATG pcfl1(D220A)
CATTCTTTCCTGCAAAACTTGTTGggcCTGTGAGAAGACCTG
0lm460 - CCTTAGTTG pcfl1(D220A)
olm461 + CAGTTTTTAATAAAGGCCAGTGCTtatcacgaaactaaggatatggtcg pcfl1A(141-253)
0lm462 - cgaccatatccttagtttcgtgata AGCACTGGCCTTTATTAAAAACTG pcfl11A(141-253)
olm463 n i?gAAGCAATGTTACCAACTCCGACTaatcaaccaaatgatgaaaaattaaa pefl1A(155-174)
olm464 - catttttaatttttcatcatttggttgatt AGTCGGAGTTGGTAACATTGCTTGC pcfl11A(155-174)
0lm465 + GGCTAAAGAATCAACCAAATGATaaaagagaaaaactaactctcaatge pcfl11A(180-196)
0lm466 - geattgagagttagtttttctcttt ATCATTTGGTTGATTCTTTAGCC pcfl11A(180-196)
olm467 + GAACTGAAAAGAGAAAAACTAACTatgaggtatcacgaacttcagca pcfl1A(203-227)
0lm468 - tgctgaagttcgtgatacctcat AGTTAGTTTTTCTCTTTTCAGTTC pcfl11A(203-227)
olm529 n gg/’l;é’éACGCTTTTTATGCCTTGgcagcc gctTGTAAGAATGTTG pefll-13
GCTGCCAACATTCTTACAagcggctgcCAAGGCATAAAAAGCG
0lm530 - TATAGC pefll-13
PCF11 R102 + GGACAACACCACAgcaACAAAACTCATCAATATG pcfl1(R102A)
PCF11 R102 - GAGTTTTGTtgcTGTGGTGTTGTCCACCAATAAG pcfl1(R102A)
PCF11 E199 + CTGAAAAGAgcaAAACTAACTCTCAATGCTCTG pcfl1(E199A)
PCF11 E199 - GTTAGTTTtgcTCTTTTCAGTTCTTGTTTC pcfl1(E199A)
PCF11-CID (1-142)
olm535 + cggaattctcaGAGCACTGGCCTTTATTAAAAACTGTTC dans pHH?
0lm536 + cggaattctcaACCGACCATATCCTTAGTTTCGTGATA PCF(liir-l(sjg?{gf&)
olm518 + ATGCCTTCCAGATTCACTAAG Northern blot CYH2
olm519 - TTAAGCGATCAATTCAACAACAC Northern blot CYH2
0lm520 + ATGTCTCAAAGAATAATTCAAC Northern blot TRS31
olm521 - TCAGCCAAATCTCAAACC Northern blot TRS31
0lm522 + CAGACAAATCACTCCA Northern blot 18S
olm484 + ataagaatgcggccgcCAGATCCGCCAGGCGT S1 Nucléase CYCI1
olm531 - cgggatccGTTTCAGACCCATCATCTTAC S1 Nucléase CYC1
olm532 + cggaattcGGATTTTTTAAAGGGTCAGGAAG S1 Nucléase snR13
olm533 - cgggatccGCTTGCTTAGGCCCAACAG S1 Nucléase snR13
0olm538 cggaattc AGGATAAGAAAACCATCATTCA S1 Nucléase snR5
0lm539 - cgggatccGGATGGTATTCAAAACATTTC S1 Nucléase snR5
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mutants portant un all¢le thermosensible), une anse de cellules est étalée sur YPD(A) et les

diploides sont isolés a 1’aide d’un micromanipulateur Singer.

D.2.Dissection d’asques

Les souches diploides sont incubées sur milieu de sporulation a 24°C. Apres formation
des asques (3-4 jours), une anse de cellules est prélevée et incubée en présence de 1000 unités
de B-Glucoronidase (Sigma) pendant 40 minutes a 30°C. Les asques ainsi traités sont ensuite
disséqués sur YPD(A) a I’aide d’un micromanipulateur Singer.

Apres croissance, le contenu génétique de chaque spore est analysé sur milieu sélectif

apres empreinte sur velours.

D.3.Stratégie de « gap repaired »

La construction des différents alléles mutés dans le vecteur navette pFL36ASX a lieu
directement dans la levure, grace a sa haute capacité de recombinaison homologue. La souche
YLM221 est transformée par 0,1 a 1ug de plasmide pFL36ASX préalablement ouvert par la
double digestion Xhol/Sphl, et en présence des couples de fragments obtenus par PCR
(T4ABLEAU 4.4). L’ADN plasmidique total des transformants obtenus est purifié selon le
protocole décrit par Ward (Ward, 1990) (paragraphe C.3.2.). Le plasmide pFL36ASX est isolé
du reste du contenu plasmidique en transformant 25ul. de bactéries électro-compétentes
(DH5a) par I’ADN plasmidique total. Le plasmide pFL36ASX portant un geéne de résistance a
I’ampicilline, seul les transformants possédant ce dernier peuvent se développer sur milieu de
sélection LB + Amp. Les plasmides sont extraits par lyse alcaline ; la présence de I’insert est

vérifiée par la double digestion Xhol/Sphl et leur séquence est vérifiée par séquencage.

D.4.Plasmide shuffling

L’impact des différents alleles mutés de PCF11 est étudié par « plasmide shuffling ».
Dans la souche YLM233, la version chromosomique de PCF'I1 est remplacé par le marqueur
HIS3 ; cette délétion est secourue par la présence du plasmide pFL38-PCFI1] portant le
marqueur URA3. Cette souche est transformée par les vecteurs pFL36ASX obtenus par « gap
repair ». Apres sélection, les transformants obtenus sont étalés sur milieu SC contenant 0,1%
de 5-FOA. La présence du gene URA3, codant pour I’oritidine 5’-phosphate décarboxylase,
contenu sur la plasmide pFL38-PCF11 conduit a la conversion du 5-FOA en 5-fluoro-uracile,

compos¢ toxique pour la cellules qui bloque la synthése des acides nucléiques. Cela permet la
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chasse du plasmide pFL38-PCFI1 ; les souches obtenues seront ura- et ne porteront qu’une
seule copie de PCF11, présente sur le plasmide pFL36ASX. Le phénotype induit par des

différents alléles est ensuite caractérisé.

E. TECHNIQUES DE BIOCHIMIE DES PROTEINES

E.1. Production de protéines recombinantes

E.1.1. Préparation d’extraits protéiques

Des bactéries €lectro-compétentes BL21 DE3 ou BL21 pLysS sont transformées avec
les plasmides codant pour les protéines d’intéréts présentées dans le TABLEAU 4.3 puis étalées
sur milieu sélectif.

500mL de milieu LB sont ensemencés avec une pré-culture obtenue sur la nuit, puis
incubés a 37°C, 180rpm jusqu'a obtenir une DOgponm de 1 — 1,2. Pour une production a plus
grande ¢échelle, les bactéries sont cultivées dans du milieu TB. Les cultures sont alors
incubées a 25°C, 180rpm et une fois la température redescendue, I’expression de la protéine
d’intérét est induite sur la nuit par 0.25mM d’IPTG. Le lendemain, les cellules sont
récupérées par centrifugation et reprises dans 40mL de tampon de lyse (PBS 1X, SmM DTT,
Smg/mL. DNAse [, ImM PMSF, 2ug/mL Leupeptine, 2ug/mL Pepstatine, SmM
Benzamidine). La lyse est effectuée par sonication (3 cycles de 1min puissance 3 continue
séparés par des cycles de Imin de refroidissement dans la glace). Le lysat obtenu est incubé
30 minutes, sous agitation a 4°C en présence de 1% de TX-100. Les débris cellulaires sont
¢liminés par centrifugation différentielle (10500rpm, 4°C, 15 minutes). Le surnageant ainsi

obtenu est stocké a -80°C en présence de 10% de glycérol jusqu’a utilisation.

E.1.2. Purification GSH-Sépharose

L’extrait protéique (volume final de 40mL) est incubé en présence de 1,5mL de billes
GSH-sépharose (GE Healthcare) - lavées par 2 fois 40mL PBS 1X, SmM DTT - pendant 3
heures, sous agitation a 4°C. Les billes sont récupérées sur colonne Biorad et lavées par 2 fois
10mL de 1M NaCl puis par 10mL de 150mM NaCl. L’élution est effectuée par incubation des
billes en présence de 6 fois 1,5mL de tampon d’¢lution (125mM TrisHCI pH7,9, 150mM
NacCl, 10mM Glutathion réduit ou GSH, 10% glycérol).
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Apres purification sur GSH-Sépharose, la fraction d’élution contenant GST-Hrp1 est
dialysée contre 2 x 2L de tampon Ea’° (20mM TrisHCI pH 7.9, 50mM KCI, 0,2% NP-40,
0,5mM DTT, ImM EDTA, 20% glycérol) puis purifiée par chromatographie a échange d’ions
(UnoQ — BioRad) avec un gradient 50-500mM KCI.

Les autres fractions d’¢élutions obtenues sont dialysées contre 2 fois 2 litres de tampon
d’interaction (10mM TrisHCI pH 7,9, 150mM NaCl, 0,1% NP-40, 0,5mM DTT, 0,ImM
PMSF, 0,5mM EDTA, 10% glycérol).

E.1.3. Purification Ni-NTA Agarose

L’extrait protéique (volume final de 40mL) est incubé en présence de ImL de billes
NiNTA-agarose (Qiagen) lavées par 2 fois 40mL PBS 1X pendant 2 heures, sous agitation
a4°C, en présence de 10mM d’imidazole. Les billes sont récupérées sur colonne Biorad et
lavées par 3 fois 10mL de tampon de lavage (25mM TrisHCI pH 7,9, 1M KCI, 0,01% NP-40,
15mM imidazole, 10% glycérol). L’¢lution est effectuée par incubation des billes en présence
de 6 fois ImL de tampon d’¢lution (25mM TrisHCI pH 7,9, 100mM KCl, 0,01% NP-40,
125mM imidazole, 10% glycérol).

Dans le cas de la construction Pabl-6His, une seconde purification sur NiNTA-
agarose est effectuée apres dialyse contre 2 fois 2 litres de tampon d’interaction.

Dans le cas de la construction GST-TEV-Pab1-6His, une premiére purification sur
NiNTA-agarose est effectué¢e. Aprés vérification de cette premiére étape, les fractions
d’¢lutions sont incubées 3 heures, sous agitation, a 4°C en présence de 1,5mL de billes GSH-
sépharose - lavées par 2 fois 40mL PBS 1X, 5SmM DTT. Apres fixation, les billes sont lavées
par 2 fois 10mL de NaCl 1M puis par 10mL du tampon de clivage (10mM TrisHCI pH 7,9,
150mM NaCl, 0,1% NP-40, 0,5mM EDTA, ImM DTT). La construction Pabl-6His est
récupérée par action de 15 unités de TEV homemade, 16 heures, sous agitation, a 4°C
dans 3mL de tampon de clivage. La protéine d’intérét se trouve alors dans la fraction non
retenue.

Les fractions d’¢lutions obtenues sont ensuite dialysées contre 2 fois 2 litres de
tampon d’interaction (10mM TrisHCI pH 7,9, 150mM NacCl, 0,1% NP-40, 0,5mM DTT,
0,1mM PMSF, 0,5mM EDTA, 10% glycérol).
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E.2. Préparation d’extraits protéiques de levures

E.2.1. Extraction rapide

Cette méthode est adaptée du protocole de Riezman et al., (Riezman et al., 1983).
L’extraction est réalisée sur 2mL de cellules a une DOgoonm de 2. Les cellules sont récupérées
par centrifugation et reprise dans 250uL de 50mM TrisHCI pH7,9. La suspension cellulaire
est ensuite incubée 10 minutes a 4°C en présence de 50uL de mix (2N NaOH, 13% -
MercaptoEthanol, 20mM PMSF). Les protéines sont précipitées, 20 minutes a 4°C par 1’ajout
de 220uL de TCA 72%, puis récupérés par centrifugation (13000rpm, 30 minutes, 4°C). Le
culot protéique est lavé par ImL d’acétone et séché, avant d’€tre repris dans 100uL de

Laemmli 1X (10uL correspondant & une DOgponm de 0,15).

E.2.2. Préparation d’extraits protéiques dits « 0-40 »

La méthode utilisée est celle décrite par Minvielle-Sebastia et al., (Minvielle-Sebastia
et al., 1994) et permet d‘obtenir des extraits protéiques enrichis, utilisables lors des tests
d’activité. Les cellules sont incubées sur la nuit dans 2 litres de YPD(A) jusqu’a une DOgponm
de 3-4. Elles sont ensuite récupérées par centrifugation et le culot est repris dans 80mL de
tampon S (50mM Tris-HCI, pH 7,9, 10mM MgCl, et 1M Sorbitol) et incubé 20 minutes a
température ambiante en présence de 30mM de DTT. Les cellules sont récupérées par
centrifugation et reprises dans 40mL de tampon S contenant 3mM de DTT. La paroi des
cellules est ensuite fragilisée en incubant la suspension cellulaire en présence de 10mg de
Zymolyase-20T (Euromedex) pendant 30 a 45 minutes a 30°C. La formation des
sphéroplastes est suivie sous microscope ; 1’incubation est arrétée lorsque plus de 90% des
cellules sont fragilisées.

Les étapes suivantes sont alors réalisées a 4°C ou sur la glace avec des tampons
préalablement refroidis. Les sphéroplastes sont récupérés par centrifugation et lavés par 40mL
de tampon S, puis repris dans 40mL de tampon lyse (10mM TrisHCI, pH 7,9, 10mM KAc,
0,5mM DTT) contenant des inhibiteurs de protéases — 0,5mM Phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), 0,4ug/uL Leupeptine, 0,7ug/ulL Pepstatine et 2mM Benzamidine. La lyse totale des
cellules est obtenue aprés une vingtaine de chocs portés a la suspension cellulaire par un
systeme de broyeur Dounce. La concentration en KAc du lysat cellulaire est ensuite ajustée
a200mM et équilibrée 30 minutes sur la glace. L’extrait est soumis a une ultracentrifugation
a 20500rpm, pendant 30 minutes, a 4°C (ultracentrifugeuse Beckman Coulter, rotor 50,2 Ti,

soit 37000g). Le surnageant est soumis a une seconde ultracentrifugation de 41000rpm,
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1 heure, 4°C (soit 150000g). Il est ensuite incubé, sur la nuit, en présence de sulfate
d’ammonium (0,226g/mL d’extrait obtenu) afin d’obtenir une saturation 0-40% a 0°C.

Le culot obtenu aprés centrifugation (15000rpm, 30 minutes, 4°C), est repris dans 1 a
2mL de tampon de dialyse (20mM TrisHCI, pH 7,9, ImM EDTA, 50mM KAc, 0,5mM DTT,
20% glycérol) contenant des inhibiteurs de protéases (de concentrations finales identiques a
celles utilisées pour I’étape de lyse des sphéroplastes). L’extrait obtenu est ensuite dialysé
contre 2 litres de tampon de dialyse en présence d’inhibiteurs de protéases (2 fois 2 heures).
Le surnageant obtenu apres centrifugation est congel€, sous forme d’aliquotes de 50uL, dans

I’azote liquide et conservés a -80°C.

E.3. Purification des facteurs protéiques par TAP-Tagging

Cette méthode, développée par Puig et al., (Puig et al., 2001) a été utilisée pour
purifier les facteurs protéiques associ€s aux protéines étiquetées en N-terminale - Rnal5 et
Fipl en fonction des constructions. Le protocole de préparation des extraits protéiques est
identique au protocole de préparation des extraits dits « 0-40 », jusqu’a 1’étape de
précipitation a ’ammonium sulfate.

La concentration de 1’extrait protéique, aprés centrifugation a haute vitesse, est
équilibrée a une concentration finale de 0,1% NP-40 et a 150mM NaCl. L’extrait protéique
est ensuite incubé 2 heures, a 4°C sous agitation, en présence de 400uL. de suspension de
billes [gG-Sépharose (GE Healthcare). Le mélange est passé sur colonne Biorad ; ce qui n’est
pas retenu sur la colonne n’est pas conservé. La colonne est ensuite lavée par 3 x 10mL de
tampon IPP150 (10mM TrisHCI pH 7,9, 150mM NaCl, 0,1% NP-40) puis par 10mL
d’IPP150 contenant 0,5mM EDTA et 1ImM DTT. Les billes sont incubées 16 heures, a 4°C,
sous agitation, en présence de 2mL de ce tampon et 10ug de TEV protéase homemade (100
unités TEV commercial). L’¢ludt est recueilli ainsi que le volume mort, aprés passage
de 500puL de tampon sur la colonne ; cette fraction correspond au « TEV Eluate ». A cet éluat
sont ajoutés 6,6uL. de CaCl, 1M et trois volumes (6,6mL environ) de tampon de fixation sur
la calmoduline (IPP150 + 1 mM MgAc, 1 mM Imidazole, 2 mM CaCl,, 10 mM -
MercaptoEthanol). Le mélange est incubé en présence de 400uL de billes de Calmoduline-
sépharose (GE Healthcare) pendant 1 heure, a 4°C, sous agitation. Le volume non retenu, le
« Calmodulin Flow-Through » est stocké a -80°C en présence de 10% de glycérol. Les billes
sont lavées par 3 x 10mL de tampon de fixation sur la calmoduline. Les facteurs sont élués,

sous forme de 5 fractions par 400uL de tampon d’élution (IPP150 + 1 mM MgAc, 1| mM
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TABLEAU 4.5 : Anticorps utilisés dans cette étude.

ANTICORPS DILUTIONS ORIGINE

anti-Rnal5 1/10000° polyclonal

- anti-Rnal4 1/3000° polyclonal

& anti-Clp1 1/1000° polyclonal

é anti-Pcf11 1/2000° polyclonal

E anti-GST 1/5000° monoclonal

anti-Fipl 1/5000° polyclonal

anti-Pab1 1/10000° polyclonal

- anti-souris 1/6000° monoclonal
z
2

S anti-lapin 1/10000° polyclonal
|S2)
7
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Imidazole, 2 mM EGTA, 10 mM p-MercaptoEthanol, 10% glycérol). Les fractions sont
congelées dans ’azote liquide et conservées a -80°C. 10uL. de chaque fraction sont déposés
sur gel dénaturant SDS-PAGE 12% puis colorés au nitrate d’argent afin de vérifier la qualité
de la purification et d’estimer la quantité de complexe purifié.

Pour la purification des facteurs CPF — I’étiquette est située sur la sous unité Fiplp —
trois lavages de 10mL avec une salinit¢ de 300mM NaCl puis 1 lavage de 10mL a 150mM
NaCl sont effectués apreés 1’étape de fixation sur les billes de calmoduline. Cela permet

d’¢liminer les facteurs CF IA et/ou CF IB pouvant co-purifier lors de préparation (Kessler et

al., 1996).

E.4. Western Blot

Les échantillons sont déposés sur un gel d’acrylamide dénaturant SDS-PAGE puis
transférés sur membrane de nitrocellulose 0,45uM grace a un systéme semi-sec (Poly Labo -
3mA/cm’, 45 minutes) ou un systéme Trans Blot Turbo (Biorad - 1,3A, 25V, 7 minutes) dans
du tampon de transfert (25 mM Tris-HCL, 192 mM glycine, 0,1% SDS, 20% éthanol). Apres
coloration au Rouge Ponceau S, la membrane est saturée en présence de PBS 1X, 0,1%
Tween20 et 5% lait (w/v) pendant une heure puis incubée en présence de 1’anticorps primaire
selon la dilution indiquée (dans du PBS 1X, 0,1% Tween20 et 5% lait w/v) pendant une heure
a température ambiante. Apres trois lavages PBS 1X, 0,1% Tween20, la membrane est
incubée avec I’anticorps secondaire dilué¢ dans le méme tampon que 1’anticorps primaire,
pendant 45 minutes. La membrane est a nouveau lavée 3 fois puis incubée en présence du
substrat de la peroxydase (« SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate » - Thermo
Scientific). Le signal est détecté par autoradiographie.

Les anticorps et les dilutions utilisées sont résumés dans le TABLEAU 4.5.

E.5. Test d’activité kinase

E.5.1. Activité associée aux facteurs

L’activité kinase retrouvée associée aux facteurs CF IA et CPF est testée a partir
de 4,4uL de facteurs purifiés. Les facteurs sont incubés 30 minutes a 30°C en présence de
10mM HEPES pHS, 2mM MgAc, ImM DTT, 0,05% NP-40 et 0,2uL de [y°P]-ATP
(25uCi/6000Ci/mmole) (T4BLEAU 4.6). La réaction est arrétée par ajout de 2ul de tampon

Laemmli 5X. Les échantillons sont incubés a 100°C pendant 2 minutes puis les protéines sont
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TABLEAU 4.6 : Tests d’activité kinase associée aux facteurs.

Mix 10X VOLUME FINAL (100 pL) CONCENTRATION FINALE
HEPES pH8 (1IM) 10 uL 100mM
MgAc (1M) 2 uL 20mM
DTT (IM) 1 uL 10mM
NP-40 (10%) 5uL 0,5%
H,O 82 uL -
Mix ESSAI KINASE VOLUME FINAL
Facteurs 4,4 uL
Mix10X 1ulL .
[y°P]-ATP 0,2 uL =
H,0 4401 o
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séparées par SDS-PAGE en conditions dénaturantes. Apres fixation pendant 45 minutes (40%
Ethanol, 10% Acide acétique) et séchage du gel, le transfert d’un phosphate radioactif est

observé par autoradiographie (Molecular Imager Pharos FX - Biorad).

E.5.2. Phosphorylation CTD par la MAP Kinase

La phosphorylation du CTD par la MAP Kinase est réalisée selon le protocole décrit
par Schreieck et al., en 2014 (Schreieck et al., 2014). Pour un volume final de 25uL, 400ng de
protéines GST-CTD sont incubées pendant 1 heure a 30°C, en présence de 80 Unités
d’enzyme MAP Kinase (New England BioLabs) et 1X NEB Buffer pour protéines kinases.

Dans le cas d’un marquage radioactif, 200uM d’ATP et 500uCi/umol de [y**P]-ATP
(25uCi/6000Ci/mmole) sont ajoutés au mix réactionnel. La réaction est stoppée par 1’ajout
de 2ulL de Laemmli 5X, et les protéines sont séparées par SDS-PAGE en conditions
dénaturantes. Aprés fixation (40% Ethanol, 10% Acide acétique) et séchage du gel, le
transfert d’un phosphate radioactif est observé par autoradiographie.

Dans le cas d’une phosphorylation « a froid », 400uM d’ATP sont ajoutés au mix
réactionnel. La réaction est stoppée par I’ajout de 10mM d’EDTA.

E.6. Test d’activité d’hydrolyse de I’ATP

Le protocole utilisé est adapté du protocole décrit pas Hughes et al., (Hughes and
Romanos, 1993). La présence d’une activité ATPasique associée aux facteurs CF IA et CPF
est analysée de la méme maniere que I’activité kinase, a partir de 4,4ulL de facteurs purifiés.
Les facteurs sont incubés 30 minutes a 30°C en présence de 10mM HEPES pHS, 2mM
MgAc, ImM DTT, 0,05% NP-40, 50uM ATP non radioactif et 0,25uL de [y’°P]-ATP
(25uCi/6000C1/mmole). La réaction a lieu 30 minutes a 37°C dans le cas de la phosphatase
alcaline, utilisée comme témoin. La réaction est arrétée par 1’ajout de 0,2M EDTA. 1uL de
chaque est réaction est déposée sur une plaque de CCM et la migration s’effectue pendant 45
a 60 minutes en présence de 1M d’acide acétique et 0,5M acétate de lithium. Les résultats

sont ensuite observés par autoradiographie (Molecular Imager Pharos FX - Biorad).
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E.7. Test d’interaction CF 1A

E.7.1. GST-CTD

Apres phosphorylation par la MAP Kinase de 400ng de GST-CTD, 30uL de billes
GST-Sépharose sont ajoutés au mélange réactionnel. La fixation a lieu pendant 1 heure a 4°C
sous faible agitation. Les billes sont récupérées par centrifugation et lavées par 3 x 300uL de
tampon d’interaction (paragraphe E.1.3.) contenant 500mM NaCl. L’interaction avec le
complexe CF ITA est analysée en ajoutant 150ulL de TEV Eluate, sur la nuit a 4°C sous faible
agitation. Les billes sont lavées par 2 x 300uL de tampon d’interaction contenant S00mM
NaCl, 2 x 300uL. 1M NaCl puis 1 x 300uL 200mM NaCl. L’ analyse se fait directement par
Western Blot en chargeant 1/3 des billes reprises dans 10uL de tampon de charge 5X et
incubées a 90°C pendant 5 minutes. Les anticorps utilisés sont dirigés contre le tag GST,

Pcfl1 et Rnal5s.

E.7.2. GST-Yral

Lors des expérience préliminaires, 400ng de GST-Yral sont incubée en présence de
30uL de billes GST-Sépharose. La fixation a lieu pendant 1 heure a 4°C sous faible agitation.
Les billes sont récupérées par centrifugation et lavées par 3 x 300uL de tampon d’interaction
(paragraphe E.1.3.) contenant 500mM NaCl. L’interaction avec le complexe CF IA est
analysée en ajoutant 150uL. de TEV Eluate, sur la nuit a 4°C sous faible agitation. Les billes
sont lavées par 2 x 300uL de tampon d’interaction contenant 5S00mM NacCl, 2 x 300uL 1M
NaCl puis 1 x 300uL 200mM NaCl. L’analyse se fait directement par Western Blot en
chargeant 1/3 des billes reprises dans 10yl de tampon de charge 5X et incubées a 90°C

pendant 5 minutes. Les anticorps utilisés sont dirigés contre le tag GST, Pcfl1 et Rnal5.

F. TECHNIQUES DE BIOCHIMIE DES ARNS

F.1. Plasmides

Les caractéristiques des vecteurs utilisés sont répertori¢es dans le TABLEAU 4.7
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TABLEAU 4.7 : Plasmides et séquences des ARN synthétiques CYC1 et CYCl-pré. Les éléments

cis impliqués dans la maturation en 3’ sont représentés (« I’efficiency element » riche en AU ;
«le positioning element » riche en A ; le site de clivage ; les ¢éléments riche en U UUE —
Upstream U-rich Element - et DUE — Downstream U-rich Element).

VECTEURS

TRANSCRIT

ORIGINES

pG4-CYC1

CYC1

gggagaccggaagcuugcaugccugcagguCGAUAUCAUGUAAUUAGUU
AUGUCACGCUUACAUUCACGCCCUCCCCCCACAUCCGLCUCUAAC
CGAAAAGGAAGGAGUUAGACAACCUGAAGUCUAGGUCCCUAUU
UAUUUUUUUAUAGUUAUGUUAGUAUUAAGAACGUUAUUUA
UAUUUCAAAUUUUUCUUUUUUUUCUGUACAGACGCGUGUACG
CAUGUAACAUUAUACUGAAAACCUUGCUUGAGAAGGUUUUGGG
ACGCUCGAcucuagaggauccccgggauccgagcucgaauu

Minvielle-Sébastia
etal, 1994

pG4-
CYClpré

CYC1-
pré

gggagaccggaagcuugcaugccugcaggucgacucuagaCGAUAUCAUGU
AAUUAGUUAUGUCACGCUUACAUUCACGCCCUCCCCCCACAUCC
GCUCUAACCGAAAAGGAAGGAGUUAGACAACCUGAAGUCUAGG
UCCCUAUUUAUUUUUUUAUAGUUAUGUUAGUAUUAAGAACG
UUAUUUAUAUUUCAua

Preker et al, 1995

TABLEAU 4.8 : Composition des mix réactionnel utilisés lors de la reconstitution des activités
de maturation de I’extrémité 3’

COMPOSITION MILIEU REACTIONNEL VOLUME FINAL =20pL
Polyéthyléne glycol PEG 8000 (8 %) 5 uL
EDTA ou MgAc (100 mM) 0,4 uL
KAc (1 M) 1,5ulL
ATP (100 mM) 0,4 pL
Créatine phosphate (1 M) 0,4 uL
Créatine kinase (10 mg/mL) 0,2 uL
Nondiet P-40 0,5% 0,4 uL
Dithiotréitol 0,1M 0,2 uL
BSA (10 mg/mL) 0,2 uL
RNAguard (34 U/mL) 0,1 uL
Extrait protéique 2-4 uL
Substrat ARN marqué (20-40 fmoles de
CYCl1 ou CYCl—p?é) ripris dans I’eau Qsp 20 pL
COMPOSITION TAMPON PROTEINASE K VOLUMES
Tampon 2X (200mM Tris-HCI pH 7.9, 50 UL
300mM NaCl, 25mM EDTA, 2% SDS)

Protéinase K (20mg/mL) 1ulL
Glycogéne (20mg/mL) 0,25 uL
Eau 23,75 uL
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F.2. Production d’ARNSs in vitro

F.2.1. Transcription d’ARNSs in vitro

Les ARNs non radio-marqués utilisés comme contrdles sont produits par trasncription
T7 grace au kit MEGAscript (Ambion). Briévement, Iug de matrice ADN (plasmide
préalablement linéaris¢€ en aval de I’insert) est incubée - 4 heures pour des transcrits supérieur
a 500pb ou sur la nuit pour des transcrits inférieur a 500pb - en présence des différents
composants nécessaire a la réaction. L’excédent de matrice est éliminé par incubation 15
minutes a 37°C en présence de 2 unités de TURBO DNAse. La réaction est ensuite stoppée
par I’ajout de 115uL d’H,0 et 15uL d’ammonium acétate. Les transcrits sont purifiés par une
extraction phénol/chloroforme et précipités 3 heures en présence de 150uL d’isopropanol. Les
ARNs  synthétiques sont ensuite  séparés sur gel 6%  polyacrylamide
(acrylamide/bisacrylamide 19 :1)/TBE 1X/8,3M urée et repérés sur le gel par UV Shadow. La
bande correspondante est découpée et ’ARN est ¢lué comme décrit dans le paragraphe
F.2.2.1. Apres centrifugation 30 minutes, 13000rpm, 4°C, le culot d’ARNs est lavé par ImL
d’éthanol 70%, séché puis repris dans 50puL d’H»O.

Dans le cas de I’ARN correspondant a snR5 — utilis€ comme témoin dans les essais de
protection a la digestion par la S1 nucléase — la transcription est réalisée par transcription SP6.
Le protocole est identique a celui utilisé lors de la transcription d’ARN radiomarqué. Les
NTPs sont ajoutés au mix réactionnel pour une concentration finale de 0,5mM. La réaction est
effectuée pendant 2 heures a 40°C, en présence de 25 unités d’ARN polymérase SP6. Les
ARN sont ensuite précipités et purifiés comme décrit dans le paragraphe F.2.2.1. L’ARN est
repéré sur le gel par UV Shadow. La bande correspondante est découpée et I’ARN est ¢lué

comme décrit dans le paragraphe F.2.2.1.

F.2.2. Transcription in vitro d’ ARNs radiomarqués

F.2.2.1.  Transcription in vitro d’ARNs radiomarqués
La maturation en 3’ des ARNs messagers est ¢tudiée par reconstitution de cette
activité in vitro. Un ARN synthétique est fourni comme substrat lors de la réaction. Deux
types d’ARNSs peuvent étre utilisés : CYCI ou CYClpre ; correspondant a la région 3’ non
traduite de ’ARN du geéne CYCI, codant pour 1’iso-1-cytochrome C. Les matrices d’ADN
employées sont les plasmides pG4-CYC! (promoteur T7 — Fragment +351/+588 — (Minvielle-
Sebastia et al., 1994)) et pG4-CYClpre (promoteur T7 — Fragment +351/+505 — (Preker et al.,
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1995)) linéarisés respectivement par EcoRI et Ndel. La synthése est catalysée par I’ARN
polymérase du bactériophage T7 (25 unités ; Promega) dans son tampon ; auquel est ajouté :
50ng/uL. ADN matrice, 0,01% TX-100, 0,5mM ATP, 0,5mM CTP, 0,imM UTP, 0,imM
GTP, 1mM m’GpppG, 2 unités/uL d’inhibiteur de RNAse. Le mélange réactionnel contient
1uL de [o*’P]-UTP (25uCi/800Ci/mmole). Aprés incubation 2 heures a 37°C, ’ARN est
précipité par I’ajout de 500uL d’éthanol 100%, 130uL d’H»O qualité biomol, 50uL d’acétate
d’ammonium et 0,5uL de glycogeéne (Euromedex, 20mg/mL). Les ARNs sont récupérés par
centrifugation, puis lavés par ImL d’éthanol 70% et séchés pour étre repris dans 20uL de
tampon de charge (98% formamide, 10mM EDTA, 0,125% de Xyléne cyanole FF et 0,125%
de bleu de bromophénol). Apreés dénaturation 5 minutes a 90°C, les ARNs synthétiques sont
séparés par ¢électrophorese sur gel 6% polyacrylamide (acrylamide/bisacrylamide 19 :1) / TBE
1X/8,3M urée. La migration est effectuée a 900V pendant 45 minutes environ.

L’ARN est repéré sur le gel par autoradiographie. La bande est découpée et I’ARN est
¢lué¢ dans 400uL de tampon d’élution (0,75M acétate ammonium, 10mM MgAc, 0,ImM
EDTA et 0,1% SDS) contenant 4ul. d’un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique
(25/24/1) et 0,5uL de glycogeéne (Boehringer, 20mg/mL) ou 1uL de glycoblue (ThermoFisher
Scientific, 15mg/mL). Apres incubation sur la nuit a 37°C, le surnageant est mélangé a 400uL
d’un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1). La phase aqueuse est

récupérée par centrifugation et précipitée par ImL d’éthanol 100% froid et stockée a -20°C.

F.2.2.2.  Calculs

Ces mesures sont réalisées deux fois.

Activité totale (A) :

1uL de mélange réactionnel initial est prélevé et dilué au centiéme. On mesure 1’activité X (en
coups par minutes, cpm), présent dans SuL de cette dilution.

A =(X/5). 100 .20 =X . 400

Activité spécifique (B) :

Le mélange réactionnel contient 2.10° mol d’UTP. L’activité spécifique B du mélange
réactionnel est exprimée en cpm/pmol UTP

B=(A2.107).10-12=A.5 10"
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Activité incorporée (C) :

L’activité de 10uL (des 1400uL final) de suspension d’ARN, et noté Y, est mesurée
C=(1400/10).Y=140.Y

Quantité d’UTP incorporé (D) :

Elle est exprimée en pmol d’UTP.
D=C/B

Concentration de la suspension d’ARN (F) :

L°’ARN CYC1 contient 97 résidus Uracile et CYC/I-pré en contient 61.

La quantité (notée E) d’ARN dans la suspension finale, exprimée en pmol d’ARN, est alors
égale a :

-pour CYCI : E=(1/97).D

- pour CYClI-pré E=(1/61). D

La concentration (F) de la suspension d’ARN est exprimée en fmol/pL

F=E/14

F.3. Réaction de reconstitution des activités de maturation en 3’ des ARN messagers

Apres purification des facteurs multi protéiques, a partir des souches portant des
protéines sauvages ou mutantes, leurs activités de maturation en 3’ des ARN messagers
peuvent étre étudiées par reconstitution in vitro. Le mélange réactionnel (T4BLEAU 4.8) utilisé
et ’ARN substrat choisi permettent d’étudier les activités de clivage seul, de polyadénylation
seule ou de clivage et de polyadénylation couplées. La présence de 2mM d’EDTA permet
d’analyser le clivage seul d’un ARN substrat CYC/. La présence de 2mM de MgAc permet
d’analyser le clivage et la polyadénylation d’un ARN substrat CYC/, ou la polyadénylation de
I’ ARN substrat pré-clivé - CYCI-pré. Le mélange réactionnel est incubé 1 heure a 30°C. 75uL
d’un tampon contenant 1yl de protéinase K (20mg/mL), 0,25uL de glycogene (Boehringer,
20mg/mL) ou 0,5uL de glycoblue (ThermoFisher Scientific, 15mg/mL), et S0ul de tampon
2X (200mM TrisHCI pH 7,9, 300mM NaCl, 25mM EDTA, 2% SDS) sont ajoutés et le
mélange est incubé 30 minutes a 42°C. Cette étape permet la dégradation des protéines et la
libération des ARNSs, qui peuvent étre récupérés par précipitation par ajout de 2,5 volumes
d’éthanol 100% froid. Apres centrifugation, les culots d’ARNs sont lavés par 1mL d’éthanol

70%, séchés puis repris dans 6pul de tampon de charge et dénaturés 5 minutes a 90°C.
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Figure 4.01 : Transfert sur membrane de Nylon.
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Les ARNSs sont chargés sur gel 6% polyacrylamide (acrylamide/bisacrylamide 19 :1)/
TBE 1X / 8,3M urée. La séparation des ARNs est effectuée a 1000V constant, pendant 45
minutes. La position des ARNs sur le gel est analysée par autoradiographie (Molecular

Imager Pharos FX - BioRad).

F.4. Northern Blot

F.4.1. Préparation et migration des échantillons

Les ARNs sont séparés en fonction de leur taille par électrophorese, sur gel agarose
1,2% dans du tampon 1X MOPS, en conditions dénaturantes (1,8% formaldéhyde). Sug
d’ARNs sont déposés pour chaque condition, en présence de tampon de charge (50%
formamide, 6,2% formaldéhyde, 1X MOPS, 0,125% de Xyléne cyanole FF, 0,125% de bleu
de bromophénol, 1ng/mL Bromure d’éthidium, 10% glycérol), pour un volume final de 20puL.

La migration est réalisée dans un tampon MOPS 1X, et est suivie sous UV (254nm).

F.4.2. Transfert sur membrane de Nylon

Les ARNSs sont transférés sur membrane de Nylon N+ (Amersham Hbond N+, GE
Healthcare) par capillarit¢ dans du 20X SSC (Figure 4.1). Le transfert est effectué¢ a
température ambiante, sur la nuit. L’efficacité du transfert est vérifiée par coloration du gel au
Bromure d’éthidium (EtBr ou BET). La membrane est exposée au rayonnement ultra-violet,
afin de fixer de maniére permanente I’ARN sur la membrane. Elle est ensuite rincée deux fois
par du SSC 2X puis colorée au bleu de méthylene (0,04% de bleu de méthyléne, 0,3M sodium
acétate, pHS.3).

F.4.3. Préparation des sondes

La détection des ARNs CYH2 et TRS31 est effectuée par amorcage aléatoire ou
« random priming ». La séquence codante est amplifiée par PCR a partir de 100ng d’ADN
génomique et purifiée grace au kit « GeneJet PCR purification kit » (ThermoScientific). Les
produits de PCR obtenus servent alors de matrice pour la synthése de sondes grace
au kit « Prime-a-gene Labelling System » (Promega) en présence de [o’’P]-CTP
(25pnCi/3000Ci/mmole). 50ul. d’un mélange de sondes aléatoires sont obtenus, purifiés par
chromatographie d’exclusion (Colonnes MicroSpin Sephadex G-25 — GE Healthcare) et
stockés a -20°C.
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L’ARN 18S est détecté¢ un oligonucléotide (5 — CAGACAAATCACTCCA 3°)
marqué a son extrémité 5°. L’oligonucléotide (dilu¢ a 100fmole/uL) est incubé 1h a 37°C en
présence de 5uL de [y*°P]-ATP (25uCi/6000Ci/mmole) et de 20 unités de Polynucléotide
kinase T4 (T4 PNK, ThermoScientific). Les sondes sont purifiées par chromatographie

d’exclusion G25 et stockées a -20°C.

F.4.4. Hybridation et révélation

La membrane est pré-hybridée a 42°C, 10 a 12 heures présence de 15mL tampon
d’hybridation (SSC 5X, Denhardt’s 5X - Eurobio, SDS 0,5%) auxquels sont ajoutés 3mg
d’ARNt et 100ug d’ADN de sperme de saumon dénaturés et soniqués. L’hybridation est
effectuée sur la nuit, a 42°C en présence de S0uL de sonde. La membrane est ensuite lavée 3
fois, a 60°C, en présence de 15mL de SSC 2X + 0,1% SDS et 1 fois en présence de 15mL de
SSC 0,1X + 0,5% SDS. La détection des ARNs marqués est effectuée par autoradiographie
(Molecular Imager Pharos FX - BioRad).

F.5. Essai de protection contre la digestion par la S1 Nucléase

F.5.1. Préparation des marqueurs de tailles

Deux marqueurs de tailles sont déposés sur chaque gel afin d’identifier de manicre
précise les produits obtenus par digestion a la S1 Nucléase. 1pg de produits de clivage du
vecteur pBR322 (digéré par I’enzyme Mspl) ou 1ug du marqueur de taille 100pB (Invitrogen)
est incubé 1 heure en présence de 20 unités de T4 PNK, et 3uL de [y °P]-ATP (25uCi /
6000Ci/mmole). Apres dilution a 1fmol/uL, les marqueurs sont purifi€és par chromatographie

d’exclusion G25 et stockés a -20°C. L’équivalent de 400cps est déposé sur gel.

F.5.2. Préparation des sondes

Les sondes sont obtenues par digestion des plasmides pGEM4-CYC1, pGEM4-snR 13-
TRS31, pGEM4-snR5-HEM4 par EcoR1/Pvull, Xhol/Pvull et Ndel/Pvull respectivement.

Le marquage des sondes est réalisé¢ extemporanément, par 3 a 9 Unités d’enzyme de
Klenow. 30ng de sondes (CYC1 et snR13/TRS31) sont incubés en présence de I’enzyme ainsi
que de 500Ci/mmole de [a’*P]-TTP (25uCi / 3000Ci/mmole) et 0,25mM dATP. Pour
snR5/HEM4, 20ng de sondes sont utilisés. Apres 15 minutes de réaction a 25°C, 0,25mM de

chaque dNTPs sont ajoutés au mix réactionnel pendant 5 minutes. Le volume est ensuite
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ajusté a 50uL, et les sondes sont purifiées par chromatographie d’exclusion G25. Avant
d’effectuer la réaction de protection, les sondes sont précipitées par I’ajout de 1/10 de volume
de 3M d’acétate de sodium pH 5,3, 2,5 volumes d’éthanol 100% et 0,5uL. de Glycoblue
(15mg/mL). Le culot, contenant 30ng de sondes, est ensuite lavé par ImL d’éthanol 70% et
repris dans 25ul de tampon d’hybridation (80% formamide déionis¢, 400mM NaCl, 10mM
PIPES pH 6,4, 0,05% SDS, ImM EDTA).

F.5.3. Essai de protection contre la digestion par la S1 Nucléase

Cette méthode est adaptée du protocole de Sittman ez al., (Sittman et al., 1983) Pour
chaque condition, 30ug d’ARNSs totaux ou 2ug d’ARNt de levures sont évaporés dans un tube
de 1,5mL. 20 a 30ng de sondes reprises dans 25ul. de tampon d’hybridation sont ensuite
ajoutés. Le mélange est incubé 10 minutes a 90°C, refroidit 30 secondes dans un bain de
carboglace mélangée a de 1’éthanol puis incubés a 75°C dans un bain a sec progressivement
refroidit a 58°C. Cette étape d’hybridation a lieu sur la nuit. La réaction est refroidie a 25°C
(environ 2 heure) et 300uL. de tampon de digestions S1 (50mM acétate de sodium pH 4,5,
280mM NacCl, 4,5mM ZnSO4) contenant 150 unités de S1 nucléase, sont ajoutés (200 unités
pour I’étude de snR5/HEM4). La réaction de digestion a lieu pendant 75 minutes a 25°C. Les
hybrides ARN/ADN sont précipités par 1’ajout de 2,5 volumes d’éthanol 100%, et incubés 1
heure a -20°C. Apres centrifugation, les culots sont lavés par 1mL d’éthanol 70%, et repris
dans 6pul de tampon de charge FA. Les hybrides ARN/ADN sont dénaturés 5 minutes a 90°C
et chargés sur gel polyacrylamide (acrylamide/bisacrylamide 19 :1) / TBE 1X / 8,3M urée -
6% pour CYCI et snR5/HEM4 ou 8% pour snR13/TRS31. La séparation est effectuée a 600V,
pendant 2 heures. La position des ADN radiomarqués est analysée par autoradiographie

(Molecular Imager Pharos FX — Biorad).
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Chapitre 1

CHAPITRE 1 : ETUDE FONCTIONNELLE DES SOUS-DOMAINES DE
PCF11

A. RAPPEL SUR PcCF11

Pcfll fait partie du sous-complexe de polyadénylation CF IA. Cette protéine
de 72kDa est nécessaire aux activités de clivage et de polyadénylation. Pcfl1 est formée de
sept régions distinctes dont 1’organisation est présentée dans la Figure 2.01A (Amrani et al.,
1997b). La présence d’une répétition de vingt glutamines dans la région centrale de la
protéine laisse suggérer que Pcfll est une protéine multifonctionnelle, impliquée dans
plusieurs fonctions en rapport avec la transcription par I’ARN polymérase II. De nombreuses
données fonctionnelles sont disponibles, mais la structure de cette protéine n’est pas connue
dans son entier. Seule la structure de la région N-terminale de la protéine (CID pour « CTD
interaction domain» — 1-141 et 2" NTD pour « 2" N-terminal domain » — 141-233) est
disponible ; le CID a été défini comme nécessaire et suffisant pour la terminaison de
transcription, via I’interaction avec le CTD de la Pol II et le pré-ARNm. La région C-
terminale (288 a 626) est indispensable pour les activités de clivage et de polyadénylation. La
structure du domaine d’interaction avec Clpl est également disponible (Dupin and Fribourg,

2014; Noble et al., 2007).

A.1.Région N-terminale

La région N-terminale de la protéine, des acides aminés 1 a 253 est formée de deux
domaines : le domaine d’interaction avec le CTD de I’ARN polymérase II et le 2" NTD,

récemment identifié (Xu et al., 2015).

Le domaine d’interaction avec le CTD de ’ARN polymérase II (CID) comprend
les 141 premiers acides aminés. Le CID est nécessaire pour la viabilité chez S. cerevisiae
(Sadowski et al., 2003) Ce domaine a été identifi¢ par homologie de séquence avec d’autres
protéines interagissant avec le CTD, comme Nrd1 ou Rtt103, puis confirmé par des analyses
fonctionnelles. Le CID de Pcfl1 présente une structure proche de celles des CID identifiés

(Kubicek et al., 2012). La structure du CID des acides aminés 1 a 138 a ¢été décrite par
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Figure 2.01 : Organisation et structure de Pcf11. (A.) Représentation schématique de I'organisation des
différents domaines de Pcfl1. Les différents domaines sont a I’échelle et leur taille est donnée en acides
aminés. CID (1-141) : « CTD Interaction Domain ». 2 NTD (141-233): « 2nd N-terminal domain ». Q2o (233-
253) : motif Q2o formé d'une répétition de 20 résidus glutamines. Rnal4/RNal5ID (288-400): région
contenant les domaines d’interaction avec Rnal4 et Rnal5. Clp1 ID (460-499) : région contenant le domaine
d’interaction avec Clp1. ZF (420-450 et 560-610) : région comprenant deux motifs en doigt de zinc. Yral ID
(420-608) : région d’interaction minimale avec Yral.

(B.) Structure du CID « CTD Interaction Domain » de Pcf11l (1-141). Le CID est formé de sept hélices a
numérotées de 1 a 7. Le domaine est orienté de N-terminal (N) vers C-terminal (C). D’apres Noble et al.,, en
2005.

(C.) Structure du 2nd NTD de Pcf11 (141-233). Le domaine est orienté de N-terminal (N) vers C-terminal (C).
Le 2nd NTD est formé de trois hélices o« numérotées de 1 a 3 : hélice a1 en bleu, hélice a2 en vert et hélices a3
en rouge. D’apres Xu et al., 2015.
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Meinhart et Cramer (Meinhart and Cramer, 2004), puis par Noble et al., (Noble et al., 2005).
Il est formé de huit hélices a liées par une séquence de 2 a 5 résidus (Figure 2.01B). Les
hélices forment un domaine compact et stable qui permet la formation d’un domaine
hydrophobe au centre de la molécule. Les hélices a7 et a8 sont les plus flexibles de la
structure. L’interaction avec la forme P-SER? du CTD se fait via les hélices 02, o4 et o7 et
requiert la présence d’au moins deux répétitions de 1’heptapetide. In vivo, cela permettrait
’augmentation de Daffinité. Le CID permet I’interaction avec les résidus TYR' et PrRO’
du CTD mais pas avec les résidus SER® (Noble et al., 2005). In vivo, le CID peut interagir
avec le CTD hypo-phosphorylé (Licatalosi et al., 2002) et avec sa forme en fin d’élongation —
P-SER’ et PRO’/ PRO® frans (Barilla et al., 2001). L’interaction avec I’ARN, préférentiellement
GA, se fait via des résidus situés entre les hélices al/a2 et a3/04, ainsi que des résidus situés
sur I’hélice a7 (Hollingworth et al., 2006). Les interactions entre le CTD et ’ARN requicrent
certains résidus en commun avec ses deux fonctions ; les expériences par SPR et RMN ont
permis de mettre en évidence un mécanisme de compétition (Hollingworth et al., 2006).

D’un point de vue fonctionnel, des études (Barilla et al., 2001; Birse et al., 1998) ont
mis en évidence le lien entre I’interaction avec le CTD et la terminaison de transcription.
Sadowski et al., (Sadowski et al., 2003) ont montré que la mutation des résidus conservés
du CID, D68A, S69A, 170A (correspondant a 1’alléle pcfi1-13) inhibe I’interaction avec le
CTD et la terminaison de transcription. La région comprenant le CID (1-180) est définie
comme nécessaire et suffisante pour la terminaison de transcription. Un défaut de terminaison
de la transcription n’est pas corrél¢ avec un défaut de [’activité de clivage. Pcfll est
impliquée dans la terminaison de transcription des ARNs codants et des ARNs non codants
(terminaison NRD-dépendante) (Grzechnik et al., 2015), de manic¢re indépendante de sa
fonction dans la maturation en 3’. Dans le cas de la terminaison des ARNs codants, Pcf11 via
son CID, est recrutée par interaction avec la forme P-SER? du CTD et par interaction avec le
facteur de terminaison Rtt103 (Lunde et al., 2010). Dans le cas de la terminaison des ARNs
non codants (snoRNAs, CUTS), le recrutement de Pcfl1 par interaction avec la forme P-SER’
du CTD permettrait de déstabiliser 1’interaction entre Nrdl et le CTD. Nrdl, via son CID,
peut recruter le complexe TRAMP. Pcfl1 permettrait le chargement de Senl, une hélicase
ARN/ADN, sur I’ADN ce qui déstabiliserait I’ARN polymérase II, permettant son décrochage
(Grzechnik et al., 2015). Il a été montré que le CID de Pcfll permet, par interaction avec

I’ARN, le désassemblage du complexe d’¢longation (Zhang et al., 2005).
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Le 2™ NTD est formé des acides aminés 141 a 233. Récemment décrit (Xu et al.,
2015), I’analyse par RMN a permis de déterminer que ce domaine est monomérique et d’une
structure comparable a celle du CID. Le 2™ NTD est formé de trois hélices a liées par des
séquences non structurées de 6 et 7 résidus, formant un domaine hydrophobe au centre de la
molécule (Figure 2.01C). La structuration de ce domaine est indépendante de la présence du
CID. L’hélice a3 comporte huit résidus glutamines exposés en surface vers la région C-
terminale de la protéine. Les études préliminaires ont montré que le 2™ NTD n’interagit pas
avec la forme P-SER” du CTD et que sa présence ne modifie pas la fixation du CID sur
I’heptapetide. Le role de 1’isomérisation des résidus prolines (PRO’/ PRO®) reste & déterminer.
Le 2" NTD interagit avec I’ARN, préférentiellement de séquence GA (C. Mackereth,
données non publiées). Cette interaction fait intervenir des résidus situés en amont de 1’hélice
al et dans la séquence de liaison entre les hélices o2 et a3. Le CID et le 2™ NTD interagissent
de manicre coopérative pour I’interaction avec ’ARN (C. Mackereth, données non publiées).
Aucune fonction n’est attribuée au 2" NTD. Cependant, la structuration spécifique du

2" NTD et son interaction avec I’ARN laisse supposer une fonction particuliére.

Les régions N-terminale et C-terminale de Pcfl1 sont séparées par une répétition de
vingt résidus glutamines — motif Qo (Amrani et al., 1997b). La délétion de ce motif ou d’une
partie de ce motif n’induit pas de modification de croissance chez S. cerevisiae. Cependant, la
délétion de cette répétition, en association avec la délétion du 2™ NTD, aggrave le phénotype

observé (cette étude).

A.2.Région C-terminale

Sadowski et al., (Sadowski et al., 2003) ont montré que les mutations du CID situées
dans la partie N-terminale de la protéine ne modifiaient pas les activités de clivage et de
polyadénylation. La région C-terminale, comprenant les acides aminés 266 a 626, est définie
comme nécessaire et suffisante aux activités de clivage et de polyadénylation in vitro. En
accord avec cette fonction, la région C-terminale comprend les domaines d’interaction avec
les autres partenaires du complexe CF IA : Rnal4/Rnal5 et Clpl (Figure 2.01A). Deux
régions contenant des motifs en doigt de zinc sont également retrouvées encadrant le domaine

d’interaction avec Clpl.
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Le domaine d’interaction avec Rnal4 et Rnal5 est défini par les acides aminés 288
2400 — Rnal4/Rnal5 ID. La structure de ce domaine de Pcfll n’est pour I’instant pas
résolue. La région d’interaction au niveau de Rnal4 n’est également pas définie, mais
I’organisation de la protéine suggere que ce domaine pourrait étre situ¢ dans la région C-
terminale de la protéine (« monkey tail domain »). Pcfl1 interagit avec les 50 acides aminés
en C-terminal de Rnal$5, donc la structure a été décrite par Qu ef al., en 2007, par homologie
avec CstF-64 (Qu et al., 2007). Le domaine de Rnal5 interagissant avec Pcfl1 est formé de
deux hélices a (quatre tours) connectées par une hélice a plus petite (deux tours).

Pcfl11 interagit avec la quatrieme sous-unité du complexe CF 1A, Clpl, via les résidus
460 a 499 (Clp1 ID) (Sadowski et al., 2003) (Noble et al., 2007). La structure de ce domaine
a ¢été décrite par Noble ef al., en 2007 (Noble et al., 2007) et affinée en 2014 par Dupin et al.,
(Dupin and Fribourg, 2014). Le Clp1 ID de Pcfll contient trois résidus (R480, W482 et
W489) fortement conservés , impliqués dans des liaisons hydrogeénes et des interactions
hydrophobes avec Clpl. La région d’interaction de Clpl comprend quatre résidus fortement
conservés Y332A, F333A, Y334A et G335A ; la mutation de ces quatre résidus n’est pas
viable chez S. cerevisiae (L. Minvielle-Sébastia, données non publiées). Des mutations de la
région d’interaction entre Clp1-Pcfl1 au niveau de Clp1, modifient I’assemblage du complexe
CF IA in vivo et lors de la co-purification par TAP-tagging (Haddad et al., 2012).

Enfin, Sadowski ef al., (Sadowski et al., 2003) ont décrit la présence de deux régions,
encadrant le domaine d’interaction avec Clpl, contenant des motifs supposés lier un ou
plusieurs atomes de zinc. Cependant ces domaines restent a ce jour peu étudiés. D’un point de
vue structural, le premier motif de type Cys;His,, situ¢ entre les résidus 420 a 450 est replié
sous la forme PBPa et décrit par la séquence X,-Cys-X,4-Cys-X2-His-X3 4 5-His. Le second
motif (situé¢ entre les résidus 560 a 610) est caractéris€ par les résidus Cys;HisCys,
caractéristique des motifs de type « zinc knuckle », formé de deux feuillets B liés par une
boucle suivie d’une hélice a (Krishna et al., 2003). Chaque motif est décrit comme pouvant
potentiellement lier un atome de zinc. Aucune fonction n’est pour I’instant attribuée a ces
deux motifs. Les motifs liant le zinc sont impliqués dans des interactions protéine-protéine

et/ou protéine-ARN (Matthews and Sunde, 2002).

Plus récemment, la région 420 a 608 de Pcfll a ét¢ définie comme nécessaire pour
I’interaction avec Yral, protéine adaptatrice impliquée dans 1’export (Johnson et al., 2011)
(Figure 2.01A). Cette région comprend les deux motifs supposés lier le zinc et le domaine

d’interaction avec Clpl ; cependant, les résidus impliqués dans I’interaction ne sont pas
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connus. Les motifs liant le zinc sont des candidats potentiels de cette interaction. Yral est,
comme Pcfl1, recrutée par interaction avec le CTD de I’ARN polymérase II (MacKellar and

Greenleaf, 2011).

B. OBJECTIFS DE L’ETUDE

L’objectif de ce travail est d’étudier le role du 2™ NTD (141-233) et des motifs liant le
zinc (420 a 450 et 560 a 610), dans (i) la viabilité cellulaire, (ii) les activités de maturation de
I’extrémité 3’ et (ii1) la terminaison de transcription des ARNs codants et non codants. Nous
avons choisi de mettre en place une stratégie de génétique inverse. Ce travail a été réalisé en
collaboration avec deux équipes de biologie structurale a I'IECB : 1’équipe de C. Mackereth

(RMN) et I’équipe de S. Fribourg (cristallographie).

Dans la premiere partie de ce travail, sont décrits les résultats obtenus pour I’étude du
2" NTD. Nous avons, tout d’abord, construits différents mutants de délétions et ponctuels a
partir des données obtenues par RMN pour étudier I'impact du 2™ NTD sur la viabilité
cellulaire. Nous avons ensuite caractérisé le phénotype des mutants obtenus, en particulier
lors de la délétion du domaine entier, puis ’assemblage du complexe CF IA. Nous avons
ensuite étudié¢ I’impact des mutations sur les activités de maturation de 1’extrémité 3’ (clivage
et clivage/polyadénylation) et sur la terminaison de transcription des ARNm et des snoRNAs.
Les différents mutants utilisés dans cette étude ainsi que les résultats obtenus pour chaque

mutant sont récapitulés dans le T4BLEAU 2.1.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons essay¢ de comprendre le role des
motifs liant le zinc, dans les fonctions de Pcfl1. Les travaux ont été menés en parallele, avec
la méme logique de travail : obtention des mutants, caractérisation du phénotype, impact sur
I’assemblage du complexe et étude fonctionnelle a proprement dite - role dans la maturation
de ’extrémité 3’ et la terminaison de transcription. Les domaines liant le zinc encadrant la
région d’interaction avec Clpl, nous avons enfin recherché une létalité synthétique entre
différents all¢les ou une aggravation du phénotype de croissance de chacun des mutants pris
individuellement. Les différents mutants obtenus dans cette étude ainsi que les résultats

obtenus pour chaque mutant sont récapitulés dans le T4BLEAU 2.2.
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C. ETupk pu 2™ NTD bk PcF11

C.1.Résultats

C.1.1. Obtention et caractérisation des mutants

C.1.1.1.  Obtentions des mutants
La premiére étape dans I’étude du 2™ NTD de Pcfl1 a été de créer différents mutants,
soit par délétion du domaine entier ou une des trois hélices formant ce domaine, soit par des
mutations ponctuelles. En parall¢le, nous avons souhaité étudier le role du motif Q,o, supposé
jouer le role de linker entre les parties N-terminale et C-terminale de la protéine (Amrani et
al., 1997b) (Sadowski et al., 2003) ainsi que I’interaction du 2™ NTD avec le CID présent en
amont de la protéine. Les différents mutants obtenus sont présentés dans la Figure 2.02B.
En délétant la totalit¢ du domaine (A(141-233) c.), nous souhaitions savoir si ce
domaine était essentiel pour la fonction de la protéine. Nous avons €galement obtenu un
mutant délété pour le 2" NTD et une partie du motif Qa - A(141-241). Le phénotype associé
a cette mutation est plus marqué que celui associé au mutant délété pour le 2™ NTD seul ; il
ne sera pas traité dans le reste de ’étude du 2" NTD.
Les acides aminés mutés ont été choisis sur la base de la structure obtenue par RMN.
L’objectif était de modifier les interactions entre les hélices deux a deux, afin de déstructurer
le domaine ; la double mutation L189D, L213D (pcf11-17 — i.) avait pour objectif de modifier
les interaction entre les trois hélices du domaine et de déstructurer le 2" NTD dans son
ensemble. Les acides aminés mutés sont situés dans la région hydrophobe formée par les trois
hélices (Figure 2.02C).
- La Lysine en position 189 est situ¢e dans la zone d’interaction entre les hélices al
et a3 et est remplacée par un Acide aspartique (pcf11-14) g.

- La Lysine en position 213 est située dans la zone d’interaction entre les hélices a2
et a3 et est remplacée par un Acide aspartique (pcf11-15) h.

- L’Acide aspartique en position 220 est situé¢ dans I’hélice a3 et est remplacé par
une Alanine (pcf11-16) j.

Avec la délétion de I'une des trois hélices, nous avions pour objectif d’étudier
I’importance de chacune des hélices dans la structure du 2" NTD et dans sa fonction.

- Délétion de I’hélice al - A(155-174) d.

- Délétion de I’hélice a2 - A(180-196) ¢.

- Délétion de I’hélice a3 - A(203-227) {.
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Figure 2.02 : Organisation des différents mutants construits pour I’étude du 2nd NTD.

(A.) Représentation schématique de I'organisation des différents domaines de Pcf11. Les différents domaines
sont a I’échelle et leur taille est donnée en acides aminés. CID (1-141) : « CTD Interaction Domain ». 2" NTD
(141-233): «2rd N-terminal domain ». Q2o (233-253): motif Qzo formé d'une répétition de 20 résidus
glutamines. Rnal4/RNal5 ID (288-400) : région contenant les domaines d’interaction avec Rnal4 et Rnal5.
Clpl ID (460-499) : région contenant le domaine d’interaction avec Clp1l. ZF (420-450 et 560-610) : région
comprenant deux motifs en doigt de zinc.

(B.) Représentation des différents mutants utilisés dans I'étude du 2rd NTD, annotés de a. a n.. Les délétions

sont représentées par des bandes horizontales. Les * représentent les mutations ponctuelles; les résidus
mutés sont indiqués en italique.

(C.) Représentation des acides aminés mutés sur la structure du 2r NTD. Leur localisation est représentée
par un cercle blanc. La mutation L189D est située dans la zone d’interaction des hélices al et a3, la mutation
L213D dans la zone d’interaction entre les hélices a2 et a3 et la mutation D220A au niveau de I'hélice a3.
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Le mutant pcf11-13 (D68A, S69A, 170A — k.) est utilisé dans cette ¢tude comme
controle ; les mutations introduites au niveau du CID ne modifient pas les activités de
maturation en 3’ des ARN messagers mais altérent 1’interaction avec le CTD de I’ARN
polymérase II et la terminaison de transcription (Sadowski et al., 2003).

Parall¢lement pour étudier I’interaction avec I’ARN, nous avons ¢étudié le phénotype
de croissance de deux mutants, obtenus par nos collaborateurs a ’IECB, ou ’interaction avec
le pré-ARNm est diminuée. La double mutation R102A ; E199A (pcf11-23 - n) avait pour
objectif de voir s’il y a une synergie des effets.

- L’Arginine en position 102 en Alanine (pcf11-22 — m.). L’interaction avec I’ARN est
réduite, mais la structure du 2" NTD est conservée ainsi que 1’interaction avec le CTD

de I’ARN polymérase II.

- L’Acide glutamique en position 199 en Alanine (pcf11-21 - 1.). Ce résidu est situé
dans la région linker entre les hélices a2 et o3. La structure du 2" NTD n’est pas

modifiée mais ’interaction avec I’ARN est réduite.

Comme tous les genes codant pour les composants de la machinerie de
polyadénylation, PCF11 est essentiel chez Saccharomyces cerevisiae (Amrani et al., 1997b).
L’effet des différentes mutations est étudi¢ indirectement. Au laboratoire, nous disposons
d’une souche, la souche YLM233, délétée du géne PCF11 au niveau du chromosome ; cette
délétion est complémentée par le vecteur d’expression pFL38-PCF11 (pNA39) (Amrani et
al., 1997b) portant le marqueur URA3. Les différentes mutations étudiées sont introduites
dans le plasmide pFL36ASX-PCFI1 (pFL36 dans lequel les sites Sphl et Xhol ont été
supprimés et portant le marqueur LEU?2) par recombinaison homologue chez la levure. Apres
transformation de la souche YLM233 par le plasmide pFL36ASX portant un alléle sauvage ou
mutant du gene PCF11, le plasmide pFL38-PCF11I est chassé sur milieu contenant 0,1%
d’acide 5-Fluoro-orotique (ou 5-FOA). Les souches obtenues ne portent qu’une copie de
PCF11 portée par le plasmide pFL36ASX. Cette approche a pu étre utilisée pour 1’obtention
des mutants ponctuels et également des mutants de délétion du 2™ NTD, des trois hélices du
2" NTD ainsi que la délétion du motif Q. La délétion du 2" NTD induit un phénotype de
croissance lente, décrit plus loin dans ce manuscrit. La double délétion [2"'NTD+Qx0]
correspondant au mutant A(141-253) n’a pas pu étre étudiée par cette approche. En effet, les
différentes souches obtenues apres la chasse du plasmide sur 5-FOA ne présentaient pas de
phénotype de croissance lente comme observé lors de la délétion du 2™ NTD. De plus, la

vérification sur milieu sélectif (milieu SC-L-H en absence et en présence d’uracile) et la taille
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Figure 2.03 : La délétion du 2nd NTD induit un phénotype de croissance lente chez S. cerevisiae a

24°C. Etude de la ségrégation des spores pour les différents mutants du CID et du 2nd NTD. Les spores sont
séparés a l'aide d’'un micromanipulateur sur milieu YPD(A) puis incubés a 24°C. a. Ségrégation des spores
pour le mutant (141-253) correspondant a la délétion [2nd NTD+Qzo] apres 72 heures d’incubation. b.
Ségrégation des spores pour le mutant (141-223) délété pour le 2nd NTD apres 72 heures d’incubation. c.
Ségrégation des spores pour le mutant pcf11-22 (R102A) apres 6 jours d’incubation. d. Ségrégation des
spores pour le mutant pcf11-23 (R102A, E199A) apres 6 jours d’incubation.
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de la copie de PCF11I exprimée dans cette souche a permis de montrer que ces souches
portaient et exprimaient une version sauvage du gene PCF11 (données non montrées). Cela
peut étre di a la présence du plasmide pFL38-PCFI1 qui n’est pas correctement ¢liminé lors
de la chasse sur 5-FOA ou a la 1étalit¢ de la double délétion, entrainant la production de
révertants pour pallier cette derniére.

Afin d’¢étudier I’'impact réel de cette mutation, nous avons transformé la souche
diploide YLM232 (MAT a/a) par le plasmide portant la délétion A(141-253). La souche
YLM232 est une souche diploide hétérozygote, portant une délétion du géne PCFII au
niveau chromosomique — pcf11::TRP1/PCF11. Apres sporulation, I’étude de la ségrégation
des spores a permis de montrer que cette double délétion n’induit pas de létalité chez
S. cerevisiae, mais entraine un phénotype de croissance lente important (Figure 2.03 a.) en
comparaison des spores portant une copie sauvage du géne et a la délétion du 2™ NTD
uniquement (Figure 2.03 b.). De par le phénotype de croissance lente important et la capacité
a former rapidement des révertants, nous avons décidé de ne pas inclure ce mutant dans le
reste de cette étude. Nous avons également utilisé cette approche pour étudier la mutation
R102A (pcf11-22) et la double mutation R102A, E199A (pcf11-23). L’¢étude de la ségrégation
des spores (Figure 2.03 c. et d.) permet de mettre en évidence un phénotype de croissance
lente important induit par la mutation R102A. La double mutation n’est pas 1étale mais induit
un phénotype de croissance lente important, ce mutant ne sera pas utilis¢ dans le reste de

I’étude.

C.1.1.2.  Caractérisation du phénotype associé

Apres obtention des mutants, nous avons ¢étudié¢ le phénotype de chaque délétion et
mutation ponctuelle, sur milieu complet YPD(A) a différentes températures. Les phénotypes
obtenus sont présentés dans la Figure 2.04A et regroupés dans le T4BLEAU 2.1. La délétion
du 2" NTD (A(141-233)) induit un phénotype de croissance lente aux températures
physiologiques de croissance et une létalité a 37°C (ligne ¢ en comparaison a la ligne a), ce
qui démontre un réle important de ce domaine pour la viabilité cellulaire. Pour obtenir une
estimation du phénotype de croissance lente causée par la délétion du 2" NTD, nous avons
effectué¢ des courbes de croissance a partir de culture en milieu liquide a 30°C durant 24 et 48
heures en comparaison avec la souche YLM237, portant le plasmide pFL36ASX-PCF11 et la
souche délétée pour le motif Qz (Figure 2.05A). Comme observé dans les tests en goutte

(ligne b en comparaison a la ligne a), la délétion du motif Q¢ ne modifie pas la croissance des
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Figure 2.04 : Phénotypes associés aux différentes mutations du 2rd NTD. Analyse des phénotypes
associés aux mutants du 2r NTD de délétions et aux mutants ponctuels a 24°C, 30°C et 37°C sur milieu
YPD(A). a. témoin positif; souche exprimant une version sauvage de PCF11. b. pcf11AQo : souche délétée
pour le motif Q. ¢. pcf11A(141-233) : souche délétée pour le 2nd NTD. d. pcf11A(155-174) : souche délétée
pour I'hélice al. e. pcf11A(180-196) : souche délétée pour I'hélice a2. f. pcf11A(203-227) : souche délétée
pour I'hélice a3. g. pcf11-14 : mutant ponctuel (L189D). h. pcf11-15 : mutant ponctuel (L213D). i. pcf11-17:
mutant ponctuel (L189D, L213D). j. pcf11-16 : mutant ponctuel (D2204A).
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Figure 2.05 : Caractérisation du phénotype de croissance lente du mutant délété pour le 2nd NTD.
(A.) Courbe de croissance en milieu liquide a 30°C pendant 48 heures. La DO a 600nm est donnée en fonction
du temps d’incubation en heures. (® - WT) souche exprimant une version sauvage de PCF11. (M)
pcf11A(141-233) : souche délétée pour le 2nd NTD. (A) pcf11AQzo: souche délétée pour le motif Qzo. (A)
pcf11A(141-241) : souche délétée pour le 2nd NTD et une partie du motif Qxo.

(B.) Courbes de croissance en milieu liquide a 30°C pendant 12 heures. La DO a 600nm est donnée en
fonction du temps d’incubation en heures. (® - WT) souche exprimant une version sauvage de PCF11. (W)
pcfl11AQzo : souche délétée pour le motif Qzo. (A) pcfl11A(155-174): souche délétée pour I'hélice al. (A)
pcf11A(180-196) : souche délétée pour I'hélice a2. () pcf11A(203-227) : souche délétée pour I'hélice a3.
(®) pcfl1-17 : mutant ponctuel (L189D, L213D).
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Figure 2.06: La trans-complémentation de la délétion du 2nd NTD par la protéine entiére ou la
région N-terminale permet de restaurer le phénotype sauvage. PCF11: souche portant une copie
sauvage de PCF11. pcf11AQzo : souche délétée pour le motif Qzo. pcf11A(141-233) : souche délétée pour le 2nd
NTD. pcf11A(141-233)+PCF11: souche délétée pour le 2nd NTD et complémenté par la protéine entiére.
pcfl1A(141-233)+pcf11(1-287) : souche délétée pour le 2nd NTD et complémentée par la partie N-terminale
de la protéine. Les phénotypes sont analysés sur milieu sélectif.
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souches (temps de génération d’environ 1h52 contre 1h39 pour la souche sauvage — courbe
A). Le temps de génération estimé est plus important pour la souche mutante A(141-233) que
pour la souche sauvage (temps de génération estimé¢ de Sh — courbe M). Cela confirme
I’importance du 2" NTD pour la croissance. On observe également que le mutant A(141-241)
présente un phénotype de croissance lente plus prononcé que le mutant A(141-233) (DOgoonm
PCF11:0,96 ; pcf114(141-233) :0,216 et pcf114(141-241) :0,162 courbe A).

Dans le cas de Pcfl1, la complémentation en frans par la protéine entiére ou une partie
de la protéine — le fragment N-terminal — permet de déterminer si deux mutations sont situées
sur une méme unité fonctionnelle. Cette approche a été utilisée par Sadowski et al. (Sadowski
et al., 2003) ; le phénotype de croissance de la souche portant 1’allele pcfi1-13 peut éEtre
restauré par complémentation du fragment N-terminal 1-260 de Pcfl11. De la méme maniére,
la trans-complémentation de la souche A(141-233) par le plasmide pHH2 portant une version
sauvage de PCF11 (YLM242) ou la partie N-terminale de la protéine A(287-626) (YLM243)
permet de restaurer un phénotype sauvage (Figure 2.06). Cela suggére que le phénotype de
croissance lente observé peut étre directement attribué a 1’absence du 2" NTD et que la
fonction du 2"*NTD est partiellement découplée de la fonction de la région C-terminale de la

protéine.

La délétion du motif Q9 ne modifie pas la croissance des souches aux températures
étudiées (24°C, 30°C ou 37°C). De maniere surprenante, les délétions de chacune des trois
hélices du 2™ NTD n’induit pas de modification du phénotype a 24°C, 30°C et 37°C par
rapport a la souche portant une version sauvage de PCFI1, de méme que les mutations
ponctuelles du 2™ NTD étudiées (Figure 2.04A, ligne d a j). Nous avons également effectué
des courbes de croissance en milieu YPD(A) liquide, a 30°C pendant 12 heures (Figure
2.05B). Les différents mutants testés ne présentent pas de différence de croissance, en
comparaison avec la souche portant une version sauvage de PCFII, permettant ainsi de
confirmer les résultats obtenus précédemment.

Les mutations ponctuelles introduites dans la région hydrophobe formée par les trois
hélices du 2" NTD n’induisent pas de phénotype associé a la température. Pour aller plus loin
dans I’étude de ces mutations et pour tenter d’aggraver leur effet, nous avons étudié le
phénotype de ces souches a 30°C sur milieu YPD(A) en présence de 2% de formamide. De la
méme manicre que la sensibilité a 1’éthanol, une sensibilité au formamide est décrite comme

illustrant une modification de la stabilité des protéines (Hampsey, 1997). Les résultats obtenus

96



YPDA YPDA + 2% formamide

A.
PCF1Il a.
pcfll AQ20 b.
pcfllN141-233) c.
PCFII|K a.
i d.
pcfl1N155-174)
pef11A(180-196) e.
pefl1A203-227) f.
PCFI11 a.
pefll-14 g.
pefll-15 h.
pefli-17 i.
pcfll-16 j
1107 107 10°  10* 100 107 107 10
PCF11 pcf11-14 pcf11-17
B.

Figure 2.07 : Etude de la sensibilité au formamide des différents mutants sur 2nd NTD.

(A.) Phénotypes associés aux différentes mutations du 2rd NTD a 30°C sur milieu YPD(A) en absence (a
gauche) et en présence de 2% de formamide (a droite). a. témoin positif; souche exprimant une version
sauvage de PCF11. b. pcf11AQo : souche délétée pour le motif Qzo. ¢. pcf11A(141-233) : souche délétée pour
le 2nd NTD. d. pcf11A(155-174) : souche délétée pour I'hélice al. e. pcf11A(180-196) : souche délétée pour
I'hélice a2. f. pcf11A(203-227) : souche délétée pour 'hélice a3. g. pcfl11-14: mutant ponctuel (L189D). h.
pcf11-15: mutant ponctuel (L213D). i. pcf11-17: mutant ponctuel (L189D; L213D). j. pcf11-16 : mutant
ponctuel (D2204A).

(B.) Aspect des colonies pour les mutations des alléles pcf11-14 et pcfl11-17 a 39°C sur YPD(A) en
comparaison a la souche exprimant une version sauvage de PCF11 (a gauche). Les colonies sont observées a
la loupe binoculaire.
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en présence de 2% de formamide sont présentés Figure 2.07. La délétion du 2™ NTD induit
un arrét de croissance en présence de 2% de formamide (ligne c). La délétion de I’hélice al
(correspondant a la délétion A(155-174) ligne d) conduit a une sensibilité au formamide a
30°C, ce qui n’est pas le cas pour les autres mutants des hélices a2 et a3, du motif Qy9 ainsi
que le mutant pcf11-16 (D220A) (lignes b, e, f, et j). Les mutations ponctuelles des souches
pcfll-14 (L189D) et pcfl11-15 (L213D) situées dans la poche hydrophobe formée par les
hélices a induisent également une sensibilit¢ au formamide (lignes g et h). Le mutant pcf11-
17 (ligne 1) portant la double mutation (L189D, L213D), présente logiquement un phénotype
plus marqué. Cela suggére que la modification des interactions entre les trois hélices du 2™
NTD pourrait conduire a une modification de la stabilit¢ du 2" NTD. La sensibilité au
formamide des mutants pcfl1-14 (L189D) et pcf11-17 (L189D, L213D) est corrélée a
I’analyse des colonies obtenues pour ces différents mutants a une température de 39°C
(Figure 2.07B). A cette température élevée, aprés 72 heures d’incubation, on observe une
diminution de la taille des colonies pour les souches portant I’alle¢le pcfl11-14 (L189D) en
comparaison a la souche portant une version sauvage de PCFII. Pour les souches portant
I’allele pcfl11-17, les colonies présentent une taille hétérogéne, beaucoup plus petite en

comparaison a la souche portant une version sauvage de PCF/1.

La mutation R102A (pcf11-22) conduit a un phénotype de croissance lente important
a24°C et 30°C (Figure 2.08B, ligne m) et une thermosensibilité a 37°C. Le phénotype en
présence de 2% de formamide n’a pas été étudié pour ce mutant. Le mutant pcf11-21 (E199A)
ne présente pas de phénotype, en milieu solide aux températures testées (Figure 2.08B,
lignel) ni en présence de 1,5% formamide (Figure 2.08C, ligne 1.). Les résultats
préliminaires obtenus par RMN indiquent que Iinteraction du CID et du 2™ NTD avec I’ARN
est réduite par ces deux mutations. L’interaction entre le CID et I’ARN serait donc essentielle
pour la viabilité et prédominante par rapport & I’interaction entre le 2™ NTD et I’ARN.
Cependant, le cumul de ces deux mutations - pcfl11-23 (R102A, E199A) — aggrave le
phénotype observé a 24°C, 30°C et 37°C. Le 2" NTD pourrait renforcer 1’interaction du CID
avec I’ARN. L’interaction de la partie N-terminale de la protéine (CID + 2™ NTD) serait
essentielle pour la viabilité. Le phénotype associé a la souche pcf11-13 (D68A, S69A, 170A)
est identique a celui décrit par Sadowski et al., 2003 (Sadowski et al., 2003). Les mutations

induisent un léger phénotype de croissance lente a 24°C et 30°C, ainsi qu’une sensibilité a la
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Figure 2.08: Etude des mutants du 2 NTD et du CID (A.) Rappel de I'organisation des différents
mutants. Les différents domaines sont a I’échelle et leur taille est donnée en acides aminés. Les * représentent
les mutations ponctuelles ; les résidus mutés sont indiqués en italique. (B.) Phénotypes des mutants du CID et
du 27 NTD du milieu YPD(A) a 24°C, 30°C et 37°C. a. témoin positif ; souche exprimant une version sauvage
de Pcfll. k. pcf11-13: contréle positif; mutant ponctuel (D68A, S69A, 170A). L. pcfl11-21: mutant ponctuel
(E199A). m. pcf11-22: mutant ponctuel (R102A). n. pcfl11-23: mutant ponctuel (R102A, E1994A). (C.)
Phénotypes des mutants du CID et du 2"d NTD en présence de 1,5% de formamide sur YPD(A) a 30°C. a.
témoin positif ; souche exprimant une version sauvage de PCF11. k. pcf11-13 : mutant ponctuel (D68A, S69A,
170A). L pcf11-21 : mutant ponctuel (E199A). Les mutants pcf11-22 et pcf11-23 présentent un phénotype de
croissance lente marqué a 30°C ; le phénotype en présence de formamide n’a pas été étudié.
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température a 37°C (Figure 2.08B, ligne k) et en présence de 1,5% de formamide des 30°C
(Figure 2.08C, ligne k.).

En conclusion, nous disposons de 15 souches, dont trois possédant un phénotype de
croissance tres affectée - A(141-233), A(141-253) et pcf11-22 (R102A). Les autres souches
obtenues ne présentent pas de phénotypes marqués aux températures étudiées. La sensibilité
en présence de 2% de formamide suggere cependant que la double mutation ponctuelle
(L189D, L213D) du 2™ NTD portée par 1’alléle pcfl1-17 induit une instabilité du domaine
(141-233) de la protéine. Les phénotypes de chacune des souches sont récapitulés dans le

TABLEAU 2.1.

C.1.2. Assemblage du complexe CF IA

Des ¢tudes précédentes, menées sur Rnal4, Rnal5 (Moreno-Morcillo et al., 2011) et
Clp1 (Haddad et al., 2012; Noble et al., 2007) ont montré que certaines mutations ponctuelles
dans I'un des partenaires du complexe CF IA pouvait déstabiliser le complexe dans son
ensemble et affecter son assemblage in vivo, visible lors de la purification (Figure 2.09A).
Nous avons cherché a vérifier si les mutations introduites au niveau du 2™ NTD pouvaient
avoir ce méme effet. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser la méthode de purification par
TAP-tagging, développée par Puig et al., (Puig et al., 2001) et adaptée a notre modele d’étude
au laboratoire. Le complexe CF IA est purifi€é par deux étapes successives de
chromatographie d’affinité, grace a une étiquette positionnée, dans notre cas, sur Rnal5. Si
I’intégrité¢ du complexe n’est pas modifiée, Rnal5 et ses différents partenaires sont purifiés a
I’issue des deux étapes de chromatographie. Cette méthode permet d’obtenir un matériel natif,
en quantité¢ suffisante pour le reste de 1’étude. L’activité de maturation de ’extrémité 3’ des

facteurs est testée comme présenté dans le paragraphe C.1.3.

Nous avons construit différentes souches par croisement des souches mutantes décrites
précédemment avec la souche YSDI12, disponible au laboratoire. Cette souche porte une
version ¢étiquetée de Rnal5S au niveau du chromosome - [pNOPI]-TAP::RNAI15-TRPI-KI.
Apres sporulation, séparation des tétrades et sélection des spores, le phénotype des souches
obtenues est vérifi¢ par étalement sur milieu YPD(A). Le complexe CF IA est purifi¢ a partir
de 2 litres de culture grace a un protocole standard développé au laboratoire. Les résultats

obtenus sont présentés dans la Figure 2.09B. En comparaison des facteurs purifiés a partir
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Figure 2.09 : L’assemblage du complexe CF IA n’est pas perturbé par l'insertion des mutations au
niveau du 2nd NTD de Pcf11. (A.) Purification des facteurs du complexe CF 1A par TAP-tagging en présence
de différents alléles de CLP1. Les facteurs sont séparés par SDS-PAGE et puis colorés au nitrate d’argent. Le
poids moléculaire apparent des protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (a gauche) en kDa. 1.
Témoin positif. 2. clp1-1. 3. clp1-6. 4. clp1-5. 5. clp1-15. D’aprés Haddad et al, 2012. (B.) Purification des
facteurs du complexe CF IA purifiés par TAP-tagging sur la sous-unité Rnal5 (*). Les facteurs sont séparés sur
gel SDS-PAGE et coloré au nitrate d’argent. A. témoin positif. B. pcf11A(141-233) : souche délétée pour le 2nd
NTD. C. pcf11AQz0 : souche délétée pour le motif Qzo. D. pcf11A(155-174) : souche délétée pour I'hélice al. E.
pcf11A(180-196) : souche délétée pour I'hélice a2. F. pcf11A(203-227) : souche délétée pour I'hélice a3. G.
pcfl11-14 : mutant ponctuel (L189D). H. pcf11-15: mutant ponctuel (L213D). I pcf11-17: mutant ponctuel
(L189D; L213D). J. pcf11-16 : mutant ponctuel (D220A). (C.) Analyse par SDS-PAGE et coloration au nitrate
d’argent des fractions d’élutions obtenues pour deux purifications indépendantes du complexe CF IA en
présence de l'allele pcf11-15, en comparaison a un complexe CFIA d'une souche exprimant une version
sauvage de PCF11.
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d’une souche portant une version sauvage de PCF11, la délétion du 2" NTD (A(141-233)) ou
du domaine Q9 ne modifie pas I’interaction entre les différents partenaires du complexe
(pistes A, B et C) ; Rnal5, Rnal4 et Clpl sont visibles, ainsi que Pcfl1 aux tailles attendues —
61kDa et 69kDa respectivement. De la méme maniere, la délétion de I'une ou 1’autre des trois
hélices formant le 2™ NTD ne modifie pas I’assemblage du complexe (pistes D, E et F). Pour
les mutants simples ponctuels, 1’interaction entre les différents partenaires n’est pas modifi¢e
(pistes G, H et J). Dans le cas du mutant pcf11-15 (L213D) et en fonction des purifications,
nous pouvons observer des bandes intermédiaires correspondant a des produits de dégradation
(Figure 2.09C) - plus nombreux que pour le complexe CF IA”“*"/. Cela pourrait illustrer une
instabilit¢ de la protéine, comme proposé par 1’étude de la sensibilité au formamide. Cette
instabilité est également visible lors de la purification du facteur portant la double mutation
(L189D, L213D) - all¢le pcf11-17 (Figure 2.09B, piste I). L’assemblage du complexe CF 1A
n’est pas modifié, cependant on observe une coloration de plus faible intensité correspondant
a Pcfll (Figure 2.10A). L’analyse par Western blot avec des anticorps dirigés contre les
différents partenaires du complexe (Figure 2.10B) confirme le résultat obtenu par coloration
au nitrate d’argent. Rnal4, Rnal5 et Clp1 sont détectés en quantité identique a celle obtenue
pour le complexe sauvage. On observe une diminution du signal correspondant a Pcfl1 dans
sa taille entiere (72 kDa) et une augmentation des bandes de plus faible poids moléculaire
pouvant correspondre a un produit de dégradation - bande correspondant a une taille
d’environ 42kDa. Ce fragment majoritaire pourrait correspondre a la partie C-terminale de la
protéine (acides aminés 253 a 626) protégée de la dégradation par I’interaction avec
Rnal4/Rnal5 d’une part et de Clpl d’autre part. L’insertion des deux mutations en position
189 et 213 induit la dégradation ou I’instabilité de la partie N-terminale de la protéine dans les
conditions de purifications utilisées mais également in vivo comme suggéré par 1’étude en
présence de 2% de formamide. Cette instabilité peut étre causée par la modification des
interactions non covalentes qui, a terme, pourraient conduire au dépliement du domaine,
favorisant son accessibilité¢ aux protéases. Les résultats obtenus sont en accord avec le choix
des mutations ; I’objectif était de modifier I’interaction et d’induire une instabilité au niveau

du 2" NTD.
En conclusion, 1’assemblage du complexe n’est pas modifi¢ par la délétion du

2" NTD ou d’une partie de ce domaine. Comme suggéré par la sensibilité au formamide, la

double mutation dans la souche pcf11-17 (L189D, L213D) induit une instabilit¢ de la partie
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Figure 2.10 : La double mutations pcf11-17 (L189D, L213D) conduit a une instabilité de la partie N-
terminale de Pcf11.

(A.) Analyse par SDS-PAGE et coloration au nitrate d’argent des fractions d’élutions obtenues pour deux
purifications indépendantes du complexe CF IA en présence de l'allele pcf11-17, en comparaison a un
complexe CF IA d'une souche exprimant une version sauvage de PCF11. Le poids moléculaire apparent des
protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (a gauche) en kDa.

(B.) Analyse par Western Blot des différentes sous-unités du complexe CF IA d'une souche exprimant une
version sauvage de PCF11 (a gauche) et d’une souche exprimant l'alléle pcf11-17 (a droite). Le poids
moléculaire apparent des protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (a gauche) en kDa. Les
anticorps utilisés sont indiqués ; l1a quantité de protéines analysée est normalisée par rapport a Rnal5.
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N-terminale de la protéine (74BLEAU 2.1). Pour la suite de cette étude, nous avons décidé de
ne pas utiliser toutes les souches obtenues précédemment ; les mutants ponctuels pcf11-14
(L189D), pcf11-15 (L213D) et pcf11-16 (D220A) ne présentent pas de phénotype marqué et
I’assemblage du complexe est intact. Ils seront donc écartés du reste de 1’é¢tude. L’étude
fonctionnelle est réalisée sur les mutants suivants :

- Délétion du 2" NTD - A(141-233)

- Délétion du motif Qz9 - A(Q20)

- Délétion de I’hélice al - A(155-174)

- Délétion de I’hélice a2 - A(180-196)

- Délétion de I’hélice a3 - A(203-227)

- Double mutation ponctuelle L189D et L213D - pcf11-17

C.1.3. Test d’activité de maturation de I’extrémité 3’ des ARN messagers

Certaines ¢études (Ghazy et al., 2012; Grzechnik et al., 2015; Noble et al., 2007;

Sadowski et al., 2003) ont montré que Pcfl1 est une protéine bifonctionnelle : la partie N-
terminale est impliquée dans la terminaison de la transcription par I’ARN polymérase 1I ; la
partie C-terminale est impliquée dans la maturation de I’extrémité 3° des ARN messagers.
Selon cette description, il semblerait plus vraisemblable que le 2™ NTD soit impliqué dans la
terminaison de transcription. Cependant, nous nous sommes tout de méme intéressés au role

du 2™ NTD dans la maturation de I’extrémité 3’ des ARN messagers.

Les activités de clivage et polyadénylation peuvent étre étudiées in vitro en utilisant
des extraits protéiques ou en utilisant des facteurs purifiés par TAP-tagging en présence des
différentes protéines nécessaires a la réaction — Hrp1 et Pabl (Amrani et al., 1997a; Kessler et
al., 1997). Nous avons décidé d’utiliser cette derniére approche et co-purifier les complexes
CF IA et CPF par TAP-tagging, étiquetés respectivement au niveau des sous-unités Rnal5 et
Fipl. La co-purification des deux complexes [CF IA+CPF] a partir d’'une méme souche
permet d’éviter la contamination du complexe CPF par des facteurs du complexe CF IA
endogenes. Le complexe CPF est étroitement 1i¢ au complexe CF 1A, par interaction avec les
sous-unités Rnal4, Pcfll et Clpl. Malgré une forte stringence (400mM NaCl) lors de la
purification, ’interaction entre les facteurs ne peut étre abolie, et une activité¢ de clivage est
observée pour le complexe CPF seul, di a la contamination par des complexes CF IA. La co-

purification des complexes [CF IA+CPF] a partir d’'une méme souche permet de s’assurer que
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Figure 2.11 : Double purification par tap-tagging des complexes [CF IA+CPF] pour les différents
mutants du 2nd NTD in vitro. Analyse par SDS-PAGE et coloration au nitrate d’argent des complexes
[CF IA+CPF] utilisés dans les expériences de reconstitution des activités de maturation en 3’. Les facteurs sont
purifiés par TAP-tagging sur les sous-unités Rnal5 et Rnal5/Fipl. Le poids moléculaire apparent des
protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (a gauche) en kDa. Les complexes CPF et CF 1A
sauvages sont utilisés comme controles. Les différentes versions de PCF11 sont indiquées par *.




Chapitre 1 - Etude du 2d NTD

les activités observées sont strictement représentatives des mutations étudiées. Nous avons
construit différentes souches par croisement des souches mutantes décrites précédemment
avec la souche YLM39-3 ([pNOPI]-TAP::RNA15-URA3, [pNOPI]|-TAP::FIPI-TRPI) et la
souche YLM225 ([pNOPI]-TAP::FIP1-URA), disponible au laboratoire. Apres sporulation,
séparation des tétrades et sélection des spores, le phénotype des souches obtenues est vérifié
par étalement sur milieu YPD(A). Les facteurs sont purifiés par double affinité et leur pureté
est vérifiée par migration sur gel d’électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) et

coloration au nitrate d’argent (Figure 2.11).

Les activités de maturation de I’extrémité 3° sont étudiées en présence d’'un ARN
substrat CYC! radio-marqué (Butler and Platt, 1988). Cet ARN substrat correspond a la
région 3’ non traduite de I’ARN du géne CYC/, codant pour I’iso-1-cytochrome C. L’activité
de clivage peut étre découplée de celle de la polyadénylation en présence de 2mM d’EDTA ;
Iactivité de poly(A) polymérase de Papl nécessitant la présence d’ion Mg”" (Hirose and
Manley, 1997). En contexte sauvage, ’ARN est clivé au site naturel de polyadénylation de
I’ARN CYCI. Cela permet la formation d’un fragment 5° de 186 nucléotides et un
fragment 3° de 116 nucléotides. Les produits de la réaction sont analysés sur un gel
acrylamide en conditions dénaturantes.

A 30°C, les facteurs des complexes [CF IA+CPF] des souches testées présentant un
phénotype de croissance sauvage (motif Q,g, hélice al, hélice a2, hélice a3 et pcfl1-17
(L189D, L213D)) clivent I’ARN précurseur avec la méme efficacité en comparaison avec la
souche sauvage (Figure 2.12A). Les facteurs de la souche délétée pour le 2" NTD (A(141-
233)) présentent également une activit¢ de clivage similaire a celle des facteurs des
complexes [CPF+CF IA"“*!!]. Les activités de clivage et de polyadénylation sont ensuite
testées sur le méme ARN précurseur en absence d’EDTA et en présence de 2mM d’acétate de
magnésium (Minvielle-Sebastia et al., 1994). Pour I’ensemble des mutants testés, a 30°C,
I’ARN substrat est clivé puis le fragment 5° est polyadénylé — correspondant a 1’ajout
d’environ 70 résidus adénosines - avec la méme efficacité en comparaison des facteurs des

complexes [CPF+CF IA"“*"'] (Figure 2.12B).

En conclusion, in vitro, les activités de maturation de I’extrémité 3° des ARNSs
messagers, aussi bien de clivage et de polyadénylation, ne sont pas modifié¢es par les délétions
ou les mutations du 2" NTD (74BLE4U 2.1). Ce domaine n’est pas nécessaire pour cette étape

ce qui est en accord avec les résultats obtenus précédemment, caractérisant uniquement la
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Figure 2.12 : Le 2nd NTD et le motif Q29 ne sont pas impliqués dans la maturation de I'extrémité 3’

des ARN messagers.
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partie C-terminale de la protéine (des acides aminés 250 a 626) comme nécessaire et

suffisante pour la maturation de I’extrémité 3°.

C.1.4. Terminaison de la transcription par I’ARN polymérase 11

Nous nous sommes ensuite intéressé a la terminaison de la transcription, étroitement
liée a la partie N-terminale de la protéine. Les ¢tudes récentes ont permis de mettre en
évidence le rdle majeur d’un trés grand nombre de composants de la machinerie de
polyadénylation dans la terminaison de la transcription de certains ARN messagers et des
snoRNAs — (Birse et al., 1998), Ptal (Ghazy et al., 2009), Ptil et Ref2 (Dheur et al., 2003),
Ssu72 (Steinmetz and Brow, 2003), Pcfl1 (Grzechnik et al., 2015), Rnal4 (Fatica et al.,
2000), Rnal5 (Morlando et al., 2002). En 2003, Sadowski et al., (Sadowski et al., 2003) ont
décrit la partie N-terminale de Pcfl1 — des acides aminés 1 a 180 — comme nécessaire et
suffisante pour la terminaison de transcription a partir d’analyses run-on sur la région 3’'UTR
de CYCI. Les analyses récentes (Grzechnik et al., 2015; Lunde et al., 2010) confirment
I’implication de Pcfl1 dans la terminaison de transcription des ARNs codants et non codants.
Nous avons cherché a déterminer si le 2™ NTD situé en aval du CID était nécessaire pour
cette étape. Deux approches ont été utilisé€es : le détection par Northern blot et des essais de
protection contre la digestion par la S1 nucléase. Pour cela nous avons extrait les ARNs

totaux des différents mutants étudiés, apres 0, 30, 60 et 120 minutes a 37°C.

C.1.4.1. Northern blot
Nous avons d’abord étudié I’'implication de ce domaine par Northern blot. Deux génes
ont été choisis pour cible :
- CYH2 — geéne contenant un intron, codant pour la protéine L28 de la sous-unité 60S
du ribosome (Figure 2.13A).
- TRS31 — codant pour un composant du complexe de transport TRAPP ; situé en aval
de snR13, snoRNA a boite C/D (Figure 2.13D). IIs sont organisés en tandem, dans

le méme sens de transcription.

L’¢épissage au niveau de CYH?2 est assez lent comparativement a d’autres génes, ce qui
permet de détecter, par Northern blot, le pré-ARNm non épiss¢ (Swida et al., 1988). Un
défaut de terminaison de transcription se traduit, au niveau de CYH?2, par I’accumulation de

bandes dites extérieures (Holbein et al., 2011) correspondant a la terminaison au niveau des
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Figure 2.13 : Etude du role du 2nd NTD dans la terminaison de transcription par Northern Blot.

(A.) Représentation du géne CYHZ2. La région détectée est encadrée en bleu.

(B.) Résultats préliminaires obtenus pour les souches portant une version sauvage de PCF11 et I'allele clp1-5.
5ug d’ARNs totaux sont analysés apres 0, 30, 60 et 120 minutes a 37°C. Northern blot dirigé contre CYH2
(haut). Les fragments correspondant a 'TARNm mature (CYH2 - 450 nucléotides) et au pré-ARNm (pré-CYH2
- 961 nucléotides) sont indiqués. Les bandes extérieures, correspondant a des ARNs de grandes tailles
illustrant un défaut de terminaison de transcription sont indiquées par « ext». Révélation apres 4 jours
d’exposition. La coloration de la membrane au bleu de méthyléne est utilisée comme contrdle de charge (bas).
(C.) Northern blot dirigé contre CYHZ2 (haut), aprés modification du protocole d’hybridation, pour les souches
portant une version sauvage de PCF11 et délétée pour le 2nd NTD A(141-233). 5pg d’ARNs totaux sont
analysés apres 0, 30, 60 et 120 minutes a 37°C. Les fragments correspondant a ’TARNm mature (CYH2 - 450
nucléotides) et au pré-ARNm (pré-CYH2 - 961 nucléotides) sont indiqués. Les bandes extérieures sont
indiquées par «ext». Révélation apres 10 jours d’exposition. La coloration de la membrane au bleu de
méthyléne est utilisée comme contrdle de charge (bas). (D.) Représentation schématique de snR13 (en bleu)
et de TRS31 (en rose). La région détectée est encadrée en rose.

(E.) Résultats préliminaires obtenus pour les souches portant une version sauvage de PCF11 et I'allele clp1-5.
5ug d’ARNs totaux sont analysés apres 0, 30, 60 et 120 minutes a 37°C et séparés sur un gel agarose 1,2%.
Northern blot dirigé contre TRS31 (haut). Le fragment correspondant a TRS31 (852 nucléotides) est indiqué
par une fleche. Révélation apres 48 heures d’exposition. La coloration de la membrane au bleu de méthyléne
est utilisée comme controle de charge (bas).
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régions situées en aval du géne. Nous avons tout d’abord réalisé la mise au point sur les
ARNs des souches sauvages et portant I’allele clpI-15 (YRH37) puisque Clpl a été montrée
comme influant sur la terminaison de transcription des ARNs codants et non codants de types
snoRNAs (Haddad et al., 2012; Holbein et al., 2011). Les résultats préliminaires sont
présentés dans la Figure 2.13B. L’ARN messager mature (CYH?2) ainsi que le pré-ARN
messager (pré-CYH?2) sont détectés aux tailles attendues et en quantité¢ décroissante apres
incubation a 37°C. Cependant les ARNs ribosomiques sont ¢galement fortement détectés au
niveau de la zone de migration des bandes extérieures, correspondant a des ARNs de grandes
tailles attendus en cas de défaut de terminaison. Nous avons essay¢ de réduire ce bruit de fond
en modifiant différentes étapes du protocole :

- les températures et le temps d’hybridation. Les sondes sont obtenues par « random
priming » ce qui permet d’obtenir des sondes trés concentrées mais qui peut conduire
a plus de bruit de fond. L’augmentation de la température permet de favoriser
uniquement les hybridations spécifiques.

- augmentation de la stringence des lavages — augmentation de la température et
augmentation de la quantité de SDS en fin de lavage de 0,1 a 0,5%.

- modification de la composition du tampon d’hybridation. Les premiers essais ont été
réalisés avec du tampon Church. Nous avons ensuite modifi¢ la composition du
tampon d’hybridation - SSC 5X, Denhardt’s 5X, SDS 0,5% - et ajouté des ARNt et
de ’ADN de sperme de saumon. L’objectif étant de mieux saturer la membrane afin
de diminuer la fixation des sondes au niveau des ARNs ribosomiques.

- modification de la membrane utilisée (Nylon N+ et XL).

Nous avons réussi a diminuer 1égérement le bruit de fond mais les ARNs ribosomiques
sont toujours détectés et restent visibles apres révélation. Un défaut de terminaison de
transcription peut tout de méme étre observé pour la souche clpl-5 mais pas pour la souche
délétée pour le 2" NTD (Figure 2.13B et C). Comparativement a la quantité d’ARNs
ribosomique, I’ARN mature (CYH2) et le pré-ARNm (pré-CYH?2) sont détectés en plus faible
quantit¢ dans le mutant A(141-233) par rapport a la souche sauvage. Cela suggere un défaut
dans I’'une des étapes permettant la formation des ARN messagers matures. La détection de
manicre stable du pré-CYH2 permet d’éliminer 1’hypothése d’un défaut dans 1’épissage du
précurseur. De plus, les études précédentes ont montré que le 2™ NTD n’induisait pas de
modifications de la maturation de 1’extrémité 3°. Nous pouvons ainsi suggérer que le 2™ NTD

est impliqué dans la terminaison de transcription de cet ARNm. Cependant, 1’analyse par
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Northern blot ne permet pas de valider cette hypothése, la détection des ARNs ribosomiques
ne permet pas une résolution optimale de cette zone. A court terme, nous souhaitons éliminer
les ARNs ribosomiques, par le biais d’un kit (RiboMinus™ - Fisher Scientific), ce qui nous
permettrait d’éliminer le bruit de fond et d’obtenir une meilleure résolution afin de valider le

role du 2" NTD.

L’¢tude de TRS31 permet d’analyser la terminaison de transcription d’un snoRNA
situé en amont. De la méme maniére que pour 1’é¢tude de CYH?2, nous avons rencontré des
difficultés liées a la détection importante des ARNSs ribosomiques (Figure 2.13E). Le bruit de
fond n’a pas pu €tre totalement ¢éliminé (Figure 2.13F) mais nous avons pu nous affranchir de
cette contrainte en augmentant la résolution du gel (2% Figure 2.13E contre 1,2% Figure
2.13F) ; les produits migrants a des tailles plus petites que les ARNs ribosomiques. TRS31
est détecté en trés faible quantité dans la souche sauvage, de méme que dans la souche témoin
portant 1’allele clpI-15. Le défaut de terminaison de transcription de snR13 peut interférer
avec la transcription de TRS31 qui n’est pas ou peu transcrit (« transcritpional collision »)
(Prescott and Proudfoot, 2002) et ne permet pas sa détection dans les conditions utilisées. La
délétion du 2" NTD permet de détecter un transcrit de plus grande taille aprés 0, 30, 60 ou
120 minutes d’incubation a 37°C - correspondant a un ARN codant pour snR13 et TRS31 de
1400 nucléotides. L’intensité de la bande détectée suggere une forte accumulation et une
stabilité importante de ce transcrit de plus grande taille. Le 2" NTD serait donc au moins
impliqué dans la terminaison de transcription des snoRNAs, permettant d’expliquer le
phénotype marqué observé aux températures étudiées. Le fragment détecté est un fragment de
1400 nucléotides correspondant uniquement a la région snR13/7RS3/. Un défaut de
terminaison de transcription des ARNs codants conduirait a la détection d’un fragment de
plus grande taille, voir d’un transcrit instable. Contrairement aux résultats suggérés par
’analyse de CYH2, la délétion du 2" NTD n’induirait pas de défaut de terminaison de
transcription de ’ARN codant pour TRS3/. La détection des ARNs ribosomiques n’exclut
cependant pas la présence d’un fragment de plus grande taille, de taille identique a celles des

ARNSs ribosomiques ou de faible intensité masqué par cette détection aspécifique.
Malgré les problemes liés a la détection des ARNTr, nous avons étudié la terminaison

de transcription pour les autres mutants utilisés dans le reste de 1’étude. Les résultats sont

présentés dans la Figure 2.13G. L’ARN correspondant a TRS31 n’est pas détecté dans les
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Figure 2.13 : (Suite).
(F.) Northern blot dirigé contre TRS31 (haut), aprés modification du protocole d’hybridation, pour les

souches portant une version sauvage de PCF11, l'allele clp1-5 et délétée pour le 2nd NTD A(141-233). Spg
d’ARNs totaux sont analysés apres 0, 30, 60 et 120 minutes a 37°C et séparés sur un gel agarose 2%. Le
fragment correspondant a TRS31 (852 nucléotides) et celui correspondant a la région snR13/TRS31 (1400
nucléotides) sont indiqués par des fleches. Révélation apres 72 heures d’exposition. La coloration de la
membrane au bleu de méthyléne est utilisée comme controle de charge (bas).

(G.) Northern blot dirigé contre TRS31 (haut), aprés modification du protocole d’hybridation, pour les autres
mutants de Pcfll. AQzo: souche délétée pour le motif Qzo. A(155-174): souche délétée pour I'hélice al.
A(180-196) : souche délétée pour I'hélice a2. A(203-227) : souche délétée pour I'hélice a3. pcfl11-17 : mutant
ponctuel (L189D ; L213D). 5ug d’ARNs totaux sont analysés apres 0 et 60 minutes a 37°C. Révélation aprés 48
heures d’exposition. La coloration de la membrane au bleu de méthyléne est utilisée comme contréle de
charge (bas).
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différentes souches. Cependant, I’absence de détection du transcrit correspondant & snR13-
TRS31, en forte quantité dans la souche A(141-233), peut suggérer qu’aucun des mutants du
domaine Q,o, des hélices al, a2, a3 ainsi que pcf11-17 (L189D, L213D) n’induirait de défaut
de terminaison au niveau de ce snoRNA. Ces conclusions restent néanmoins hypothétiques et

doivent étre validées.

En conclusion, malgré une forte détection des ARN ribosomiques, nous avons pu
mettre en évidence le role majeur du 2" NTD dans la terminaison de transcription du
snoRNA du type C/D snR13. Un défaut de terminaison n’est observé que par la délétion du
domaine dans son ensemble, ce qui est en accord avec les phénotypes observés. Seule la
délétion du 2™ NTD induit un phénotype de croissance lente marqué. Ces résultats restent a
confirmer par Northern blot aprés ¢€limination des ARNs ribosomiques et par essai de
protection contre la digestion par la S1 Nucléase. Les analyses par Northern blot n’ont pas

permis de déterminer le role du 2" NTD de Pcfl11 dans la terminaison des ARNs codants.

C.1.4.2.  Essai de protection contre la digestion par la S1 Nucléase

Afin de valider les résultats préliminaires obtenus par Northern blot, nous avons choisi
d’analyser la terminaison de transcription par un essai de protection contre la digestion par la
S1 Nucléase, développé notamment pour I’étude des ARNm codants pour les histones chez
les métazoaires (Lanzotti et al., 2002). Nous avons tout d’abord choisi de nous intéresser a
snR13.

Cet essai est fondé sur la formation d’hybrides ARN-ADN entre les ARNs totaux
extraits des différentes souches et une sonde ADN radiomarquée a I’extrémité 5’ qui encadre
la région a étudier, suivie d’une séquence non spécifique d’environ 70 nucléotides. Dans notre
cas, la région a étudier comprend : snR13, la région intergénique et une partic de TRS31
(Figure 2.14A). Une fois ces hybrides formés, la S1 nucléase dégrade spécifiquement les
acides nucléiques ADN ou ARN simple brin, permettant de détecter les régions double brin,
protégées de la dégradation. Dans le cas d’une souche sauvage, la sonde, marquée a
I’extrémité 5° est hybridée uniquement avec I’ARN correspondant au snoRNA mature, et un
fragment protégé de petite taille sera visible aprés migration. Un défaut de terminaison est
caractéris¢ par un défaut de décrochage de I’ARN polymérase II et conduit a la synthese de
transcrits de plus grande taille ; et la formation d’hybride avec la totalité de partie spécifique

de la sonde ADN. Le fragment protégé apres action de la S1 nucléase aura une taille proche
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Figure 2.14 : Etude du réle du 2nd NTD dans la terminaison de transcription par essai de protection
contre la digestion par la S1 Nucléase - snR13 boite C/D.

(A.) Représentation schématique de la zone étudiée. snR13 (124 nucléotides) est représenté en violet, TRS31
est représenté en bleu (852 nucléotides). Les ARNs de plus grande taille illustrant un défaut de terminaison
de transcription sont indiqués en bleu. L’ARN synthétique utilisé comme témoin positif est représenté en
vert. Le marquage de la sonde a l'extrémité 5’ est représenté par un *; la séquence non spécifique est
représenté par des zigzags.

(B.) 30ng de sondes radiomarquées a I'extrémité 5’ sont incubés seule (ligne 4), ou en présence de 150 unités
de S1 Nucléase pendant 1h et des ARNs étudiés (ligne B a R). B: sonde seule. C: 2ug de ARNt de levure. D:
2ug de transcrit synthétique snR13. L’analyse est effectuée sur 30pg d’ARNs totaux apres 0 et 60 minutes
d’incubation a 37°C. Les fragments protégés de la digestion par la S1 Nucléase sont séparés sur gel de
polyacrylamide 8% et révélés par autoradiographie. Les fragments obtenus sont représentés a droite. E et F :
ARNSs totaux extraits d’'une souches portant une version sauvage de PCF11. G et H : ARNs totaux extraits de la
souche délétée pour le 2nd NTD A(141-233). 1 et ] : ARNs totaux extraits de la souche délétée pour le motif Qzo.
Ket L : ARNs totaux extraits de la souche délétée pour I'hélice a1l A(155-174). M et N : ARNs totaux extraits de
la souche délétée pour I'hélice a2 A(180-196). O et P: ARNs totaux extraits de la souche délétée pour I'hélice
a3 A(203-227). Q et R: ARNs totaux extraits portant l'allele pcf11-17 (L189D, L213D). MW : marqueurs de
taille en nucléotides. Les carrés blancs correspondent aux zones saturées.

(C.) Ba N : ajout de 150 unités de S1 Nucléase pendant 1h. B : sonde seule. C: 2ug de ARNt de levure. D : 2pg
de transcrit synthétique snR13. L’analyse est effectuée sur 30pg d’ARNs totaux aprés 0 et 60 minutes
d’incubation a 37°C. Les fragments protégés de la digestion par la S1 Nucléase sont séparés sur gel de
polyacrylamide 8% et révélés par autoradiographie. Les fragments obtenus sont représentés a droite. E et F :
ARNSs totaux extraits d’'une souches portant une version sauvage de PCF11. G et H : ARNs totaux extraits de la
souche délétée pour le 2nd NTD A(141-233). I et]: ARNs totaux extraits de la souche délétée pour le 2nd NTD
A(141-233) complémenté par la protéine entiere. K et L : ARNs totaux extraits de la souche délétée pour le 2nd
NTD A(141-233) complémenté par la partie 1-287 de la protéine. M et N: ARNs totaux extraits de la souche
portant 'allele pcf11-13 (D68A, S69A, 170A).
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de celle de la sonde ; la S1 nucléase permettant la dégradation de la séquence non spécifique

de la sonde, d’environ 70 nucléotides.

Les résultats obtenus pour les différents mutants sont présentés dans la Figure 2.14B.
L’analyse est effectuée sur 30ug d’ARNs totaux ; 1’équivalent de Sug d’ARN totaux est
déposé sur gel d’agarose 1%, pour controler les quantités utilisées et pour normaliser les
résultats obtenus. Les ARNs de la souche portant une version sauvage de PCFI1 (lignes E
et F) permettent la détection de deux signaux, apres 0 et 60 minutes d’incubation a 37°C : un
premier (526 nucléotides) correspond a la sonde, présente en exces dans 1’essai ; la seconde a
un signal migrant a environ 75 nucléotides, et qui correspond au fragment protégé par
I’hybridation avec snR13. Pour les ARNs extraits de la souche délétée pour le 2" NTD de
Pcf11 (A(141-233)), plusieurs bandes sont visibles apres 0 et 60 minutes d’incubation a 37°C
(lignes G et H) : une correspondant a la sonde en exces (526 nucléotides), une correspondant
au fragment protégé par I’hybridation avec snR13 (75 nucléotides) et une dernicre, plus petite
que la sonde, de 450 nucléotides. Cette dernicre bande correspond a I’hybridation de
I’ensemble de la partie spécifique de la sonde avec un transcrit correspondant a la région
entire ¢tudiée. Ces résultats illustrent la présence de deux populations d’ARNs dans la
souche délétée pour le 2™ NTD : une présentant une terminaison de transcription normale, et
une population de taille plus grande illustrant une transcription aberrante, due a un défaut de
terminaison. La présence de ces deux populations de snoRNAs sera analysée dans la

discussion.

Nous avons test¢ les différentes souches mutantes obtenues précédemment par
complémentation avec le géne codant pour la protéine entic¢re (YLM242 - lignes I et J) ou par
la partie N-terminale de la protéine (1 a 287 - YLM243 - lignes K et L) et qui permettent de
restaurer un phénotype sauvage (Figure 2.14B). Deux bandes sont observées : la sonde et un
fragment protégé de petite taille ; une bande de trés faible intensité correspondant a un
fragment protégé de grande taille peut également étre visible. La complémentation avec la
protéine entiére mais aussi avec la partie N-terminale de Pcfl1 permet ainsi de restaurer une
efficacité de terminaison de transcription proche de celle observée pour la souche sauvage.
Nous avons également voulu tester la souche pcfl1-13 (lignes M et N) comprenant trois
mutations dans le CID (D68A, S69A, 170A), et conduisant & un défaut de terminaison de
transcription (Sadowski et al., 2003). De manicre surprenante, pour une méme quantité

d’ARNSs totaux, le fragment protégé de grande taille, illustrant un défaut de terminaison de
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Figure 2.15 : Etude du réle du 2nd NTD dans la terminaison de transcription par essai de protection
contre la digestion parla S1 Nucléase - snR5 boite H/ACA.

(A.) Représentation schématique de la zone étudiée en essai de protection contre la S1 Nucléase. snR5 (204
nucléotides) est représenté en , TRS31 est représenté en rose (828 nucléotides). Les ARNs de plus
grande taille illustrant un défaut de terminaison de transcription sont indiqués en . L’ARN synthétique
utilisé comme témoin positif est représenté en vert. Le marquage de la sonde a I'extrémité 5’ est représenté

par un *; la séquence non spécifique est représenté par des zigzags.

(B.) 30ng de sondes radiomarquées a I'extrémité 5’ sont incubés seule (ligne 4), ou en présence de 200 unités
de S1 Nucléase pendant 1h30 et des ARNs étudiés (ligne B a H). B : sonde seule. C: 2ug de ARNt de levure. D :
1pg de transcrit synthétique snR5. L'analyse est effectuée sur 30pug d’ARNs totaux aprés 0 et 60 minutes
d’incubation a 37°C. Les fragments protégés de la digestion par la S1 Nucléase sont séparés sur gel de
polyacrylamide 8% et révélés par autoradiographie. Les fragments obtenus sont représentés a droite. E et F :
ARNSs totaux extraits d’'une souches portant une version sauvage de PCF11. G et H : ARNs totaux extraits de la

souche délétée pour le 2nd NTD A(141-233).
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transcription, est détecté en plus faible quantité, en comparaison avec la souche A(141-233).

Cette différence sera discutée plus loin dans ce chapitre.

Nous avons ensuite testé¢ les autres mutants de PCFII obtenus. Les résultats sont
présentés dans la Figure 2.14C. La délétion du motif Qy, (lignes I et J), de I’hélice al
(lignes K et L), a2 (lignes M et N), a3 (lignes O et P) ou la double mutation (L189D, L213D)
de I’allele pcf11-17 (lignes Q et R) ne modifient pas le profil obtenu par rapport a une souche
sauvage : deux bandes sont observées, la sonde et un fragment protégé de 78 nucléotides.
Ainsi nous pouvons conclure que ces mutants ne présentent pas de défaut de terminaison de

transcription pour 1’unité de transcription testée, snR13 et dans les conditions testées.

Nous nous sommes ensuite intéress¢ a snR5 (204 nucléotides), snoRNA a boite
H/ACA. 11 est organis¢ en tandem avec HEM4, situé en aval dans le méme sens de
transcription (Figure 2.15A). De la méme maniére que pour snR13, nous souhaitions mettre
en ¢vidence la formation de transcrits de plus longue taille, illustrant un défaut de
terminaison. Les résultats préliminaires confirment un défaut de terminaison pour ce snoRNA
induite par la délétion du 2" NTD. Dans la souche portant une version sauvage de PCF11,
plusieurs fragments sont détectés correspondant a la sonde et a un fragment protégé de petite
taille. Dans la souche portant la délétion du 2" NTD, en plus de la sonde et d’un fragment de
petite taille, un fragment protégé de 526 nucléotides est détecté¢ (Figure 2.15B). Cependant,
la résolution et les conditions de détection ne sont pas optimales. La méthode devra étre

affinée ultérieurement.

En conclusion, les essais de protection contre la digestion par la S1 nucléase
confirment les résultats obtenus précédemment par Northern blot. La délétion du 2™ NTD
induit un défaut de terminaison de transcription par I’ARN polymérase II des snoRNAs a C/D
et H/ACA (T4BLEAU 2.1). Ce défaut de terminaison pourrait expliquer en partie le phénotype
observé par la délétion du 2" NTD. La délétion d’une partic du domaine ainsi que les
différentes mutations ponctuelles n’induisent pas de défaut de terminaison de transcription.
Les essais de protection contre la digestion par la S1 Nucléase contre des ARNs codants

(CYCI) n’ont pour I’instant pas permis d’obtenir de résultats exploitables.
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Chapitre 1 - Etude du 2d NTD

C.2.Discussion et Perspectives

Dans la premiére partie de cette étude, nous nous sommes intéressé au 2™ NTD,
nouvellement identifié (Xu et al., 2015). Le 2" NTD pour « 2" N-terminal domain » de
Pcfl1 est formé des acides aminés 141 a 233, et est situé entre le CID, domaine d’interaction
avec le CTD de I’ARN polymérase II et le motif Qyo, répétition de 20 résidus glutamines. La
structure de ce domaine a été résolue par nos collaborateurs a I’lECB, a Bordeaux (Xu et al.,
2015). Le 2™ NTD est formé de trois hélices o formant un domaine hydrophobe au centre de
la molécule. Contrairement au CID, le 2" NTD n’interagit pas avec le CTD de ’ARN
polymérase II mais interagit avec I’ARN de séquence GA, comme le CID (Hollingworth et
al., 2006). Le CID et le 2" NTD agissent de maniére coopérative pour I’interaction avec
I’ARN (C. Mackereth, données non publiées). Aucune homologie de séquence n’a pu étre
mise en évidence pour ce domaine parmi les homologues de Pcfll dans le régne des
métazoaires ; ce domaine semble spécifique aux levures. Cela n’exclut pas la possibilité
d’homologies de structures avec les homologues chez les eucaryotes supérieurs. Une analyse
bio-informatique poussée, a partir des données structurales et fonctionnelle obtenues pourrait
permettre de mettre en évidence des homologies lointaines éventuelles, non détectées par
alignements de séquences comme avec PSI-BLAST. Certains nouveaux outils bio-
informatiques, qui utilisent une approche locale et non globale de prédiction de structure ont
permis de mettre en évidence certaines homologies de domaines dits « cachés » car non
identifiées dans les bases de données de domaines comme PFAM ; c’est notamment le cas
pour certaines protéines impliquées dans les voies de réparation de I’ADN (Becker et al.,
2006). L’objectif de cette étude est d’essayer de comprendre le role du 2" NTD et du motif
Q20, dans I’une ou I’autre des fonctions attribuées a Pcfl1. Pour répondre a cette question,
nous avons mis en place une étude par génétique inverse, en délétant ou en mutant une partie
de ce domaine. Quatorze souches ont ét¢ obtenues, dont deux possédant un phénotype de
croissance treés affectée - A(141-233) et A(141-253). Les phénotypes et les résultats obtenus

pour les différents mutants sont récapitulés dans le T4BLEAU 2.1.

La délétion du 2" NTD dans son ensemble (A(141-233)) conduit & un phénotype de
croissance lente a 24°C et 30°C, et une 1étalité¢ a 37°C ; ce qui suggere un role important du
2" NTD pour la viabilité cellulaire. Ce domaine est proche du CID domaine essentiel chez
S. cerevisiae (Sadowski et al., 2003). Nous pouvons nous demander si la délétion du 2™ NTD

n’induirait pas une déstabilisation de la structure du CID ; le phénotype observé alors serait
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di a un effet indirect. Les données fonctionnelles obtenues par RMN confirment que le
2" NTD n’interfére pas avec les fonctions du CID (interaction entre le CID et le CTD et
interaction avec ’ARN) et que, malgré une structure comparable, ces deux domaines sont
formés indépendamment. L’indépendance du CID vis-a-vis du 2" NTD pour I’interaction
avec le CTD peut étre confirmée dans un contexte plus général, a partir de facteurs purifiés
chez S. cerevisiae. L’analyse par pull-down GST-CTD en présence de facteurs purifiés a
partir des différentes souches construites dans cette étude nous permettrait d’observer si la
délétion du 2™ NTD modifie I’interaction du CID avec le CTD en présence du reste de la

protéine et des autres partenaires du complexe CF IA.

En accord avec les résultats obtenus par Sadowski er al. (Sadowski et al., 2003)
définissant la région C-terminale de Pcfl1 comme nécessaire et suffisante pour les activités
de maturation en 3’, nous avons pu montrer que le 2™ NTD n’est pas impliqué dans
I’assemblage du sous-complexe CF IA, ni dans les activités de maturation de I’extrémité 3’
des ARNs messagers. Cependant, les analyses par Northern blot et par essai de protection
contre la digestion par la SI1 Nucléase, dirigés contre snR13 ont permis de montrer que le
2" NTD était impliqué dans la terminaison de transcription des snoRNAs. Dans les essais de
protection contre la digestion par la S1 Nucléase, deux populations d’ARNs sont détectées :
une présentant une terminaison de transcription normale, et une population plus abondante, de
taille plus grande illustrant un défaut de terminaison. La délétion du 2™ NTD de Pcfll
conduit donc a un défaut de terminaison de transcription, cependant d’autres mécanismes
permettent de compenser cette déficience, permettant la terminaison d’une partie des
snoRNAs et ainsi d’assurer la viabilit¢ des cellules. Cela pourrait expliquer en partie le
phénotype marqué mais non 1étal observé pour la souche délétée pour le 2" NTD. Ces
résultats sont surprenants puisque plusieurs études ont défini le CID comme nécessaire et
suffisant pour la terminaison de transcription des ARNs non codants (Grzechnik et al., 2015;
Sadowski et al., 2003). De plus, une terminaison de transcription correcte est décrite comme
nécessitant 1’interaction avec le CTD. Hors, in vitro, I’interaction entre le CID et le CTD de
I’ARN polymérase II ne semble pas étre perturbé par la délétion du 2™ NTD, qui induit un
défaut de terminaison de transcription prononcé. Nos résultats permettent de définir un
domaine plus grand, englobant I’ensemble de la région N-terminale de la protéine (1-233)
comme nécessaire et suffisant pour la terminaison de transcription des ARNs non codants.

In vitro, le 2" NTD n’interagit pas avec le CTD de ’ARN polymérase mais interagit

avec ’ARN de maniére coopérative avec le CID. L’interaction du 2" NTD avec I’ARN serait
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plus forte que l’interaction du CID avec un méme ARN (C. Mackereth, données non
publiées). Durant la terminaison de transcription des snoRNAs, le complexe NNS est recruté
par interaction avec la forme P-SErR’ du CTD (via Nrdl) (Vasiljeva et al., 2008). La
phosphorylation du résidu SER? du CTD permet le recrutement de Pcfl1 par interaction avec
le CTD (Barilla et al., 2001; Licatalosi et al., 2002) et permet de modifier I’interaction entre le
CID de Nrdl et le CTD. Cela permet la transition entre le complexe NNS de terminaison et
celui de maturation/dégradation (Grzechnik et al., 2015; Tudek et al., 2014). Le CID de Pcf11
remplacerait le CID de Nrdl au niveau du CTD de I’ARN polymérase II, le rendant
accessible. Ce qui conduit : (i) au recrutement du complexe TRAMP/Exosome, via le CID de
Nrdl et la formation du complexe NNS de maturation/dégradation, (ii) a la translocation de
I’hélicase Senl (Martin-Tumasz and Brow, 2015; Porrua and Libri, 2015a) et le décrochage
de la polymérase. Les deux fonctions de Pcfl1 — interaction avec le CTD et interaction avec
I’ARN - seraient deux mécanismes en compétition, faisant intervenir des résidus se
chevauchant partiellement (Hollingworth et al., 2006). Les essais de protection contre la
digestion par la S1 Nucléase ont permis de mettre en évidence que la délétion du 2™ NTD
conduit a un défaut de terminaison de transcription et également une forte accumulation de
transcrits de grande taille ; cela illustrerait une stabilité de ces transcrits pouvant étre due a un
défaut de recrutement du complexe TRAMP/Exosome.

Dans la terminaison de transcription des snoRNAs, dépendante du complexe NNS,
lorsque le CID de Nrdl est remplacé par le CID de Pcfl1, le 2" NTD de Pcfl1 prendrait le
relais du CID dans I’interaction avec I’ARN. Cela permettrait de compenser la perte de
I’interaction entre le CID de Pcfl1 et ’ARN. Pcfl1 (CID + 2™ NTD) aurait un réle de linker
entre I’ARN et la polymérase, et pourrait permettre de maintenir le complexe NNS lorsque le
CID de Nrdl est désengagé de son interaction avec le CTD, et permettre a terme 1’action de
Senl. Lors de la délétion du 2" NTD, I’organisation du complexe NNS lorsque le CID de
Nrdl est remplacé par le CID de Pcfl1 ne serait pas maintenue. Cela entrainerait un défaut du
recrutement du complexe TRAMP/Exosome et de Senl, qui dans la voie de terminaison
dépendante du complexe NNS permettrait de résoudre les hybrides ARN/ADN (Martin-
Tumasz and Brow, 2015; Porrua and Libri, 2013), entrainant un défaut de terminaison de
transcription.

Les objectifs de ce projet a court terme sont de valider les résultats obtenus par essai
de protection contre la digestion par la S1 Nucléase contre snR13 sur un autre snoRNAs a
boite H/ACA comme snRS5. Les résultats préliminaires obtenus pour ce snoRNA ont permis

de mettre en évidence un défaut de terminaison mais les conditions de détection doivent Etre
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optimisées, en modifiant la quantit¢ de sondes ADN et/ou en modifiant les conditions de
digestion par la S1 Nucléase. A plus long terme, pour valider le modéle proposé, plusieurs
approches peuvent étre utilisées : (i) 1’analyse par ChIP de la localisation des différents
composants du complexe NNS, en particulier Senl dans la souche délétée pour le 2™ NTD
(ii) I’étude du role du 2™ NTD dans la terminaison de transcription des SUTSs et des XUTs, ot
la terminaison de transcription est préférentiellement dépendante du clivage (Grzechnik et al.,

2015; Marquardt et al., 2011; Tudek et al., 2015; Tudek et al., 2014).

La complémentation en frans de la délétion du 2™ NTD par la protéine entiére ou par
la partie N-terminale de la protéine (1-287) permet de restaurer le phénotype de croissance et
un profil de protection contre la digestion par la S1 Nucléase comparable a ceux de la souche
portant une version sauvage de PCFI1. Les résultats obtenus différent de ceux décrits par
Sadowski et al. (Sadowski et al., 2003). Le phénotype de croissance de la souche portant
I’allele pcf11-13 peut étre restauré par I’expression du fragment N-terminal 1-260 de Pcfl1.
Cependant, les analyses par TRO (« transcriptional run-on ») ont montré que cela ne permet
pas de rétablir un profil de terminaison de transcription comparable a celui de la souche
portant une version sauvage de PCFI1. L’interaction du CID avec le CTD n’est donc pas
totalement indépendante du reste de la protéine. Les résultats obtenus permettent de montrer
que la fonction du 2" NTD serait, elle, indépendante du reste de la protéine. Le phénotype de
croissance et le profil de protection contre la digestion par la S1 Nucléase sont comparables a
ceux de la souche portant une version sauvage de PCFII. L’interaction entre ’ARN et le
2"NTD pourrait étre complémentée en frans mais pas ’interaction avec le CTD, qui
permettrait de lier les fonctions attribuées a Pcfl1. L’étude du mutant R102A (pcf11-22) ou
I’interaction avec le CTD est intacte mais pas ’interaction avec I’ARN nous permettra de

mieux comprendre ce résultat.

Les résultats obtenus avec le mutant portant 1’alléle pcf71-13, utilis¢é comme témoin
positif dans cette ¢tude, sont surprenants. Ce mutant, initialement décrit par Sadowski et al.,
(Sadowski et al., 2003) comprend trois mutations au niveau de résidus conservés du CID
(D68A, S69A, 170A) conduisant a un défaut de terminaison de transcription des ARNSs
codants et non codants, par un défaut d’interaction avec le CTD de I’ARN polymérase II
(Grzechnik et al., 2015; Sadowski et al., 2003). La mutation des résidus DSI conduit a une
déstructuration du CID (C. Mackereth, données non publiées). Dans les essais de protection

contre la digestion par la S1 Nucléase, les fragments protégés de grande taille illustrant un
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défaut de terminaison sont détectés en tres faible quantité. Nous pouvons imaginer que la
présence du CID, méme déstructuré, serait suffisante pour assurer une terminaison de
transcription, expliquant les résultats obtenus dans les essais de protection contre la digestion
par le S1 Nucléase. Les différences entre les résultats obtenus dans cette étude et dans celle
publiée par Sadowski et al., peuvent également s’expliquer par les méthodes d’analyse. Dans
I’étude précédemment citée, le défaut de terminaison de transcription est mis en évidence par
TRO qui permet d’étudier la terminaison en fin de transcription. Dans notre étude, le défaut
de terminaison de transcription est étudié par essais de protection contre la digestion par la S1
Nucléase a partir d’ARN totaux ; la population d’ARNs étudiée correspond a I’équilibre entre
synthese et dégradation. Les ARNs de grandes tailles synthétisés en présence des mutations
de ’allele pcf11-13 peuvent étre dégradés et moins visibles dans notre étude en comparaison
des analyses par TRO, expliquant les résultats obtenus.

Les mutations de D’alléle pcf11-13 conduisent a la déstructuration du CID et une
inhibition de I’interaction entre le CID et le CTD mais n’induisent pas de phénotype de
croissance marqué a 24°C et 30°C. La mutation R102A (pcf11-22) n’affecte, elle, pas la
structure du CID et n’interfére pas dans I’interaction avec le CTD. Cependant, cette mutation
diminue I’interaction entre le CID et I’ARN (C. Mackereth, données non publiées), et conduit
a un phénotype de croissance lente important en comparaison au phénotype des mutations
pcfl1-13 ou I’interaction avec le CTD est modifiée — I’interaction entre le CID, déstructuré et
I’ARN n’est pas connue. L’interaction entre le CID et I’ARN aurait une fonction
prédominante par rapport a I’interaction avec le CTD de I’ARN polymérase II. De plus, la
diminution de I’interaction entre I’ARN et le 2" NTD (mutation E199A - pcfl1-21) associée
a la mutation R102A (pcf11-23 - R102A, E199A) aggrave le phénotype observé ; I’interaction
de la région N-terminale de la protéine avec I’ARN est fortement réduite et serait essentielle.
Zhang et al., (Zhang and Gilmour, 2006) ont montré que I’interaction entre Pcfl1 et ’ARN
permet le désassemblage de la polymérase en fin de transcription. A I’exception des
phénotypes observés et des résultats obtenus par RMN, peu de données sont disponibles pour
ces mutants. Un modéle de coopération entre le CID et le 2" NTD peut cependant étre
proposé. Les deux fonctions de Pcfl1 — interaction avec le CTD et interaction avec I’ARN —
sont deux mécanismes en compétition, faisant intervenir des résidus se chevauchant
partiellement (Hollingworth et al., 2006). La mutation du résidu R102 aurait un effet
dominant négatif et induirait une perte de la fonction d’interaction du CID avec I’ARN. Le
CID de Pcfl1 serait alors « bloqué » dans I’interaction avec le CTD, ne permettant plus

I’échange entre interaction avec le CTD et interaction avec ’ARN ; cela ne permettrait plus le
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désassemblage de ’ARN polymérase. Le 2™ NTD permettrait de renforcer ’interaction avec
le pré-ARNm et pourrait également étre nécessaire au recrutement de Senl qui permettrait de
résoudre les hybrides ARN/ADN. L’étude de la terminaison de transcription de ce mutant sera
cruciale pour comprendre le role de I’interaction entre I’ARN et le CID, ainsi que le réle du

2" NTD.

Pcfl1 étant également impliquée dans la voie de terminaison dépendante du complexe
de polyadénylation (Grzechnik et al., 2015; Lunde et al., 2010; Sadowski et al., 2003), nous
nous sommes intéress¢ a la terminaison de transcription des ARNs codants. Les analyses par
Northern blot et par essai de protection contre la digestion par la S1 Nucléase n’ont pas
permis d’étudier avec précision le role du 2" NTD dans la terminaison de transcription des
ARNSs codants. Plusieurs facteurs sont a prendre en compte : (i) la détection des ARNs
ribosomiques par Northern blot n’a pas permis d’obtenir un profil suffisamment résolutif ; (ii)
’abondance et la demi-vie des ARNs utilisés comme cibles (CYH2 et CYCI). A court terme,
nous souhaitons diminuer la quantit¢ d’ARNs ribosomiques dans les échantillons, par
I’utilisation d’un kit (RiboMinus™ - Fisher Scientific). Cela nous permettrait d’éliminer le
bruit de fond et d’obtenir une meilleure résolution afin de valider le réle du 2" NTD. Nous
souhaitons également modifier les cibles utilisées, en particulier le choix de la cible dans les
essais de protection contre le S1 Nucléase. Nous avons choisi d’étudier CYCI, utilisé
précédemment dans des études de terminaison de transcription par run-on mais peu abondant
dans les cellules en comparaison a d’autres ARNs (Dichtl et al., 2002a). PGKI ou ADHI
pourraient étre des cibles plus adaptées, car plus abondants et présentants une demi-vie plus
importante (45 minutes pour PGKI). A plus long terme, nous souhaitons valider les résultats
obtenus (Northern blot et essai de protection contre la digestion par la S1 Nucléase) par RT-
qPCR (Grzechnik et al., 2015). Cela nous permettra d’avoir une vision globale du réle du 2™
NTD.

Cependant ’analyse par Northern blot dirigée contre TRS3/ suggére que le 2" NTD
ne serait pas impliquée dans la terminaison de transcription des ARNs codants, terminés par
la voie dépendante du complexe de polyadénylation. La délétion du 2" NTD conduit a
I’accumulation d’un fragment correspondant uniquement a snR13 et 7TRS37 (1400
nucléotides), due a un défaut de la voie de terminaison des snoRNAs. Un défaut également
dans la voie dépendante du complexe de polyadénylation conduirait a la synthése et la
détection d’un fragment de plus grande taille — supérieur a 1400 nucléotides. Nous avons

également montré que le 2" NTD n’induit pas de modifications des étapes de maturation des
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ARNs messagers. Les ARNs détectés par Northern blot correspondraient a snR13 et TRS3/
stabilisé par I’ajout d’une queue poly(A) dans la région 3’ de TRS3 /. Cependant, I’analyse par
Northern blot est effectuée sur des ARNSs totaux, et la population d’ARNs étudiée correspond
a I’équilibre entre synthese et dégradation. L’hypothése de la synthése d’ARNs de plus grande
taille illustrant un défaut partiel de la voie dépendante du complexe de polyadénylation ne
peut étre totalement exclue. Si les résultats obtenus dans cette étude sont confirmés par
Northern blot et RT-qPCR, le 2" NTD constituerait un domaine unique, impliqué dans la

terminaison de transcription dépendante du complexe NNS.

De maniére surprenante, les mutations ponctuelles au niveau de la région hydrophobe
du 2™ NTD formée par les trois hélices a n’induisent pas de modification du phénotype de
croissance aux températures ¢étudiées. Cependant, les mutations L189D et L213D
correspondant a ’alléle pcf11-17 confeérent une sensibilité en présence de 2% de formamide
ainsi qu’une instabilité de la partie N-terminale de la protéine lors de la purification par 74P-
tagging. Les études des activités de maturation en 3’ des ARN messagers et de la terminaison
de transcription des snoRNAs (Northern blot et essai de protection contre la digestion par la
S1 Nucléase) n’ont pas permis de mettre en évidence un effet biologique de cette instabilité.
Cette instabilité pourrait correspondre a un artefact causé par les conditions de purification
utilisées. Nous avons essay¢ de répondre a cette question en €étudiant la stabilité de Pcfl1 en
présence de 1’allele pcf11-17 a partir d’extraits totaux. Les résultats obtenus a ce jour n’ont
pas permis de reproduire I’instabilité observée lors de la préparation des facteurs par 74P-
tagging. La forte instabilit¢ de la région N-terminale de la protéine observé lors de la
purification des facteurs serait due aux conditions de purification. La sensibilité uniquement
en présence de formamide induite par les mutations L189D et L213D suggere cependant que
cette instabilité pourrait €tre présente in vivo mais constituerait un événement minoritaire.

La délétion de 1’une des trois hélices o du 2™ NTD n’induit pas de modification du
phénotype de croissance ni de défaut dans I'une des fonctions de Pcfll (maturation de
I’extrémité 3’ ou terminaison de transcription). La délétion de I’hélice al induit une
sensibilité en présence de formamide ; cela peut étre dii a la modification de I’interaction avec
I’ARN faisant intervenir les acides aminés amont de 1’hélice al. L’objectif a plus long terme
serait d’étudier I’impact de la délétion de deux des trois hélices du 2™ NTD. La structure du
2" NTD laisse suggérer un effet de redondance entre les hélices et la présence de deux des

trois hélices suffirait pour assurer la structuration du domaine et sa fonction.
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La délétion du motif Q9 en aval du 2" NTD ne modifie pas la croissance des souches
aux températures étudiées ; cependant le délétion du 2™ NTD et du motif Qs (A(141-253))
conduit a une aggravation du phénotype de croissance lente observé lors de la délétion du
2" NTD. Parmi les protéines impliquées dans la maturation de I’extrémité 3°, Nab2 présente
une répétition de résidus glutamines (douze résidus) liant les activités d’export (N-terminal) et
d’interaction avec I’ARN (domaine central et C-terminal). Comme suggéré par Amrani et al.,
(Amrani et al., 1997b), le domaine Q,¢ pourrait conférer une flexibilité entre les régions N-
terminale et C-terminale de la protéine, impliquées dans deux fonctions distinctes (Sadowski
et al., 2003). La délétion du 2" NTD et du motif Q» peut conduire a une perte de flexibilité
de la protéine, et perturber les fonctions indépendantes de la région N-terminale de la
protéine. Les répétitions de résidus glutamines sont fréquentes dans de nombreuses protéines,
comme les protéines Sp, facteurs généraux de transcription (Suske, 1999) ou les facteurs de
transcription liant I’AMPc. Plus ¢loigné de la terminaison de transcription et de la maturation
de Dlextrémité 3°, 1’augmentation de la taille des répétitions de résidus glutamines est
associée, chez I’Homme, au développement de maladies neuro-dégénératives (neuf ont été
recensées) comme la maladie de Huntington. La mutation CAG au niveau de la protéine
Huntingtine augmente la taille de la répétition de glutamines (Snell et al., 1993). Récemment,
il a ét¢ mis en évidence par FLIM-FRET, que la répétition de résidus glutamines de cette
protéine formait un domaine flexible, permettant de lier les régions N-terminale et C-
terminale de la protéine (Caron et al., 2013). L’augmentation de la taille modifie les
interactions et la conformation de la protéine. Une fonction semblable pourrait étre attribuée

au motif Qo de Pcf11.
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A. B.

o, g0 L 0, o,
Saccharomyces_cerevisiae/1-626 LLQENPIVQNNL IHLLYRSKPNK@SV KRFGNSESEKLLOQNERILDW[EFRINTRIKGSQNT
Kluyveromyces_lactis/1-587 VLNDNHP ITEKLVHFLYRAKPNK[ES ISGKRFGNTLEEKELE I QL DWEIFRVNKK I KG 1QS -
Ashbya_gossypii/1-587 VMQKNNPLTEQLMHLLYRSKPNK@ETSEGVRFGTSQTEHQME I D[ZJF DWEFR I NKR I KGTQS -
Schizosaccharomyces_pombe/1-638 -SSLATPRPKLSSLLYENYSNQEANEGRRYGNDPESRKELDK[SDWEIFRINKRIRESSL -
Magnaporthe_oryzae/1-650 -SSLKQPRLYLVNTLYDDLGKPETQEGRRFRNDEAGRAAKTA[IIMDW[EIFRVAAR I AEAEK -
Neurospora_crassa/1-799 -KQF - -RGPQL INRLHEDLGPPETQEGRRFGTDEEGRRKKTA[IIMDW[EIFRVHQRVTDAER -
Danio_rerio/1-1457 LDDMKQRHES | ITKLYT--GI1QEYSEGMRFTASQTD--VYAD[LDW[YRQNRSEKDISK -
Gallus_gallus/1-1509 KVEELRQRYDSVINRLYT--GI1QEYS[EGMRFTTSQTD--VYAD[LDWEYRQNRSEKDVSR -
Canis_lupus_familiaris/1-1374 IEELKQRYDSVINRLYT - -G IQEYSEGMRFTTSQTD--VYAD[LDW[EIYRQNRTEKDVSR -
Bos_taurus/1-1489 IEELKQRYDSVINRLYT - -G IQEYS[EGMRFTTSQTD--VYAD[LDWEIYRQNRTEKDVSR -

MERPYACPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQK

Mus_musculus/1-1553 TIEELKQRYDSVINRLYT--GIQ@YSEGMRFTTSQTD--VYAD[LDWZEYRQNRTEKDVSR - PFQOCRI-~CMRNFSRSDHLTTHIRTHTGEK

Rattus_norvegicus/1-1551 IEELKQRYDSVINRLYT--GI1Q[EYS MRFTTSQTD--VYADIL DWEYRQNRTEKDVSR - PFACDI--CGRKFARSDERKRHTKIHLRQKD

Macaca_mulatta/1-1651 VEELKQRYDSVINRLYT--GI1Q@EYSEGMRFTTSQTD--VYAD[ILDWEYRQNRTEKDVSR - B B ‘“
Homo_sapiens/1-1555 VEELKQRYDSVINRLYT--GI1Q@EYSEGMRFTTSQTD--VYAD[LDWEYRQNRTEKDVSR -
Pan_troglodytes/1-1739 VEELKQRYDSVINRLYT--GI1Q@EYSEGMRFTTSQTD--VYAD[ILDWEYRQNRTEKDVSR -
Drosophila_melanogaster/1-1839 SITKTRQAAVVAVLYL - -GMQ[ds S[@GVRFPPEQT | - -KYSQ[iL DWEFRQNRRERDS TR -
Anopheles_gambiae/1-1849 KPETIKKRQAAVVHQLFS - -GMQI&S S[EGVRFPPEQTM- -KYSQ[iL DWEIFRQNRRDRDS AR -

C. D.

Lo, o m w0 e
Saccharomyces_cerevisiae/1-626 EIRGKYVVVPETSQDMAFKEP IMKETVTGVYDEESGEWVWKNT IEV - -NGKYFISTEYHETSQNSSKS -
Kluyveromyces_lactis/1-587 TKLRNKYIVVPDYATDMKFQEP IMTESTYGKYDEDLGEWIWSNCVQV - -GDKFFEIATEMYYEAAKSQQSN -
Ashbya_gossypii/1-587 LQIRKKYVVVPDGVSDMSFQMES IMTEVTSAVYDEDLSEWVWRNCVGS - -NGKYFEIATEMFEEASKSTADS -
Schizosaccharomyces_pombe/1-638 SVRSQYVLTPLDPIAASEPEP | EKFQSVWHEEAEVWVFMNAVEE - -EGRIFIATELQEVRPSENKH -
Magnaporthe_oryzae/1-650 TGGKRWIPVPDAGSNVNSV@EP | ERFELKWLDEAQEWVWMDAVRPGGGNRVFIAS@MHSEVTGRGATL - lalt Al
Neurospora_crassa/1-799 KRGGLDY IPVPEDSAKVNNMESP | ERFEMKWLDEAQEWVWMDATKYV - -GERVYIAS@MHKE VNGS VGGG - i::::i‘
Danio_rerio/1-1457 KEREFQSVKAAADVVHEL[SE | EQFEMYWEEEEEEWHLKNAIRV - -DEKTYQIPSEMYEDYKNTSSFMD 1dsv A
Gallus_gallus/1-1509 KEKEFQSVPAGPAGAVER[EE IMREQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRM- -HEK IYEIPS@MYEDYQNTSSF -D 1laéb B
Canis_lupus_familiaris/1-1374 KEKEFQSVPAGPAGAVESSE | EQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRV - -DGK IYQIPS@MYEDYQNTSSF -D 1fa9 A
Bos_taurus/1-1489 KEKEFQSVPAGPAGAVESSE | EQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRV - -DGKIYQIPSEMYEDYQNTSSF -D g x
Mus_musculus/1-1553 KEKEFQSVPAGPAGAVESSE | EQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRV - -DGKIYQIPSEMYEDYQNTSSF -D
Rattus_norvegicus/1-1551 KEKEFQSVPAGPAGAVESSE | EQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRV - -DGKIYQIPSEMYEDYQNTSSF -D
Macaca_mulatta/1-1651 KEKEFQSVPAGPAGAVESSE | EQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRV - -DGKIYQEIPSEMYDDYQNTSSF -D
Homo_sapiens/1-1555 KEKEFQSVPAGPAGAVESSE | EQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRV - -DGKIYQIPSEMYEDYQNTSSF -D
Pan_troglodytes/1-1739 KEKEFQSVPAGPAGAVESSE | EQFEQYWDEEEEEWHLKNAIRV - -DGKIYQIPSEMYEDYQNTSSF -D
Drosophila_melanogaster/1-1839 RSLDSPVPTCAAGRDDVDHCEDMEHEKFEQF YNEELEEWHLRSAIRV - -EDKIYQIPLEMYEDYKASLNPPT
Anopheles_gambiae/1-1849 DDAPQPSCPAGLDESDRQEHMEHDVFEHFYNEETEEWHLRNAILV - -DGSTY[IPLMYEDYKASLTM - -

Figure 2.16: Données préliminaires sur les motifs en doigt de zinc présents dans la partie C-

terminale de Pcf11. (A.) Alignement de la séquence 398 4 466 de Pcf11 et de ses homologues dans le régne
eucaryote (de K. lactis a H. sapiens). L’alignement est réalisé par ClustalQ. Les résidus C421, C424, H441 et
H445 correspondant au premier motif en doigt de zinc sont conservés et indiqués en rouge. D’apres A. Dupin,
équipe S Fribourg. (B.) (haut) Représentation du motif en doigt de zinc de type Cys:Hisz de la protéine
Zif268. Les chaines latérales des résidus cystéines sont représentées en jaune et les chaines latérales de
résidus histidines sont représentés en rouge. L’atome de zinc est représenté en gris. (bas) Alignement de
séquences du motif en doigt de zinc de type Cysz:Hisz de la protéine Zif268. Les résidus conservés sont
représentés en gras. Les structures secondaires sont indiquées. D’aprés Pabo et al, 2001. (C.) Alignement de
la séquence 544 a 611 de Pcfll et de ses homologues dans le regne eucaryote (de K. lactis a H. sapiens).
L’alignement est réalisé par ClustalQ. Les résidus C564, C567, H596 et C599 correspondant au second motif
en doigt de zinc sont conservés et indiqués en rouge. D’aprés A.Dupin, équipe S Fribourg. (D.) (haut)
Alignement de séquences du groupe «gag knuckle» de type Cys:HisCys. Les résidus conservés sont
représentés en noir. Les structures secondaires sont indiquées - feuillets § en rose et hélice a en bleu.
D’apres Krishna et al.,, 2003.
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D. ETUDE DES MOTIFS EN « DOIGT DE ZINC » DE PCF11

D.1.Données préliminaires (S. Fribourg — IECB, Bordeaux)

Dans la région C-terminale de la protéine, Sadowski et al., (Sadowski et al., 2003) ont
décrit la présence de deux domaines, encadrant la région d’interaction avec Clpl, contenant
des motifs supposé€s lier un ou plusieurs atomes de zinc. Cependant ces domaines ne sont pas
étudiés a ce jour. Nous nous sommes donc intéress€ a 1’organisation et a la fonction de ces
domaines en collaboration avec nos partenaires a I’lECB dans les équipes de S. Fribourg et de
C. Mackereth.

L’analyse des séquences a permis de montrer que ces domaines, d’environ 30
nucléotides, sont conservés dans le régne eucaryote en comparaison des autres motifs liant le
zinc de Pcfl1 (Figure 2.16A et C — A. Dupin, équipe de S. Fribourg, Bordeaux). Le premier
motif de type Cys;His; est situé¢ entre les résidus 420 a 450 et présente toutes les
caractéristiques théoriques de la classe des motifs en doigt de zinc la mieux caractérisée (Pabo
et al., 2001) : ils sont repliés en BPa et sont décrits pas la séquence X,-Cys-X;4-Cys-X»-His-
X3.45-His (Figure 2.16B) (Krishna et al., 2003). Ils permettent I’interaction avec des cibles
ADN, ARN et protéines. Le second motif (situ¢ entre les résidus 560 a 610) est décrit par les
résidus Cys;HisCys, caractéristiques des motifs de type « gag knuckle » et qui forment deux
feuillets B liés par une boucle suivi d’une hélice a (Figure 2.16D) (Krishna et al., 2003).
Chaque motif est décrit comme pouvant potentiellement lier un atome de zinc. L’analyse par
absorption atomique et par spectrométrie de masse a permis de montrer effectivement la
présence de deux atomes de zinc apportés par le dimere Clp1-Pcfl1 et portés par les motifs en
doigt de zinc de Pcfll (A. Dupin, équipe de S. Fribourg, Bordeaux et J. Stojko, équipe de
S. Cianférani, Strasbourg). Dans le but d’aller plus loin dans I’étude de ces motifs en doigt de
zinc, nous avons réalisé une étude fonctionnelle a partir de mutants ponctuels. Les différents
mutants obtenus dans cette étude ainsi que les résultats obtenus pour chaque mutant sont

récapitulés dans le TABLEAU 2.2.
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Figure 2.17 : Représentation schématique des différents mutants construits pour I'étude des motifs
en doigts de zinc de Pcf11. (A.) Représentation schématique de 'organisation des différents domaines de
Pcf11. Les différents domaines sont a I’échelle et leur taille est donnée en acides aminés. CID (1-141): « CTD
Interaction Domain ». 2" NTD (141-233) : « 2nd N-terminal domain ». Q2o (233-253) : motif Q2o formé d’une
répétition de 20 résidus glutamines. Rnal4/RNal5ID (288-400): région contenant les domaines
d’interaction avec Rnal4 et Rnal5. Clp1 ID (460-499) : région contenant le domaine d’interaction avec Clp1.
ZF (420-450 et 560-610): région comprenant deux motifs en doigt de zinc. Yral ID (420-608): région
d’interaction minimale avec Yral. (B.) Représentation des différents mutants utilisés dans cette étude. Les *
représentent les mutations ponctuelles ; les résidus mutés sont indiqués en italique. a. PCF11. b. : pcf11-18:
motif en doigt de zinc type Cysz:Hisz (C421S, C424S). c.: pcf11-19 : motif en doigt de zinc type Cysz:HisCys
(C564S, C567S). d. : pcf11-20: mutations au niveau de deux motifs en doigt de zinc (C421S, C424S, C564S,
C5675S).
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Figure 2.18: La mutation des deux motifs en doigt de zinc de Pcfl1 est 1étale chez S. cerevisiae.
(haut) Représentation schématique de la mutation de I'alléle pcf11-20 mutations au niveau de deux motifs en
doigt de zinc (C421S, C424S, C564S, C567S). (bas) Etude de la ségrégation des spores pour la mutation de
deux motifs en doigt de zinc de Pcf11. Les spores sont séparées a 'aide d’'un micromanipulateur sur milieu

YPD(A) puis incubées a 24°C 3 jours. La présence de cellules est vérifiée au microscope.
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D.2.Résultats

D.2.1. Obtention des mutants

D.2.1.1. Obtention des mutants
La premicre étape de ce projet a ¢ét¢ de construire différents mutants pour ces
domaines. Les mutants ponctuels utilisés sont présentés dans la Figure 2.17B. Dans le
premier motif, les résidus Cystéines en position 421 et 424 sont mutés en Sérine (mutant
pcfl1-18 — b.) ; dans le second motif nous avons modifi¢ les résidus Cystéines en position
564 et 567 en résidus Sérine (mutant pcf11-19 —.). Nous avons également obtenu un mutant
portant des mutations au niveau des résidus Cystéines des deux motifs (C421S, C424S,

C5648, C567S - pef11-20 — d.).

Les mutations correspondant aux mutants pcf11-18 et pcf11-19 ont été introduites sur,
respectivement, les plasmides pFL36ASX et pFL36 (marqueur LEU2). Nous avons
transformé la souche YLM233 (pcf11 ::HIS3 complémentée par pFL38-PCFI1, marqueur
URA3) avec les plasmides pFL36ASX et pFL36 puis effectué la chasse du plasmide pFL38-
PCF11 sur milieu 5-FOA. Cette approche a pu étre utilisée pour les mutants pcfl11-18 et
pcfl1-19. Pour les mutations au niveau des deux motifs correspondant a 1’alléle pcf11-20,
nous avons utilisé la méme approche que celle utilisée pour étudier la double délétion [2™
NTD+Qy]. Le plasmide portant la double mutation pcf11-20 a été transformé dans la souche
diploide YLM232 (MATa/a - pcf11::TRPI1/PCF11). Apres sporulation, nous avons analysé la
ségrégation des spores, et comme présenté dans la Figure 2.18 obtenu une ségrégation de
type 2 : 0 — deux spores viables et deux spores non viables pour la totalité des tétrades
analysées. Les spores viables sont Trp -. L’association des mutations au niveau des deux

motifs en doigt de zinc (pcf11-20) est 1étale.

D.2.1.2. Caractérisation du phénotype associé
Apres obtention des différents mutants, nous avons caractérisé les phénotypes associés
aux différentes mutations sur milieu complet YPD(A) a 24°C, 30°C et 37°C et en présence de
2% de formamide. La formamide est non métabolisable par les levures et modifierait les
liaisons hydrogenes ; une sensibilit¢ au formamide est décrite comme illustrant une
modification de la stabilité¢ des protéines (Hampsey, 1997). Les résultats sont présentés dans

la Figure 2.19A. Les mutations (C421S, C424S) correspondantes au mutant pcfl11-18
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Figure 2.19 : La mutation du second motif en doigt de zinc induit un phénotype de croissance lente
marqué. (A.) Analyse des phénotypes associés aux mutants des motifs en doigt de zinc de Pcf11 & 24°C, 30°C
et 37°C sur milieu YPD(A). a. témoin positif, souche exprimant une version sauvage de PCF11. b. pcf11-18:
motif en doigt de zinc type CyszHisz (C421S, C424S). c. pcf11-19: motif en doigt de zinc type Cys:HisCys
(C564S, C5675S). (B.) Phénotypes associés aux mutants des motifs en doigt de zinc de Pcf11 a 30°C sur milieu

YPD(A) en absence (a gauche) et en présence de 2% de formamide (a droite). a. témoin positif, souche
exprimant une version sauvage de PCF11. b. pcf11-18 : motif en doigt de zinc type Cys:Hisz (C421S, C424S). c.
pcf11-19 : motif en doigt de zinc type Cys:HisCys (C564S, C567S). (C.) Courbes de croissance en milieu
liquide a 30°C pendant 25 heures. La DO a 600nm est donnée en fonction du temps d’incubation en heures.
(¢) souche exprimant une version sauvage de PCF11. (n) pcf11A(141-233) : souche délétée pour le 2nd NTD.
(A) pcf11-19 : motif en doigt de zinc type CyszHisCys (C564S, C567S).
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localisées au niveau du premier motif en doigt de zinc n’induisent pas de modification de
croissance a 24°C et 30°C (Figure 2.19A, ligne b). A 37°C, on observe une thermosensibilité
en comparaison de la souche portant une version sauvage de PCFII. Les mutations du
premier motif en doigt de zinc (C421S, C424S — pcf11-18) induisent une sensibilité¢ a 30°C en
présence de 2% de formamide (Figure 2.19B, ligne b). Les mutations (C564S, C567S)
correspondant au mutant pcf11-19 au niveau du second motif en doigt de zinc affectent la
croissance de maniere important a 24°C et 30°C et conduisent ¢galement a une 1étalité a 37°C
(Figure 2.19A, ligne c). Les mutations de 1’all¢le pcf11-19 induisent une sensibilité accrue a
la température (30°C) en présence de 2% de formamide (Figure 2.19B, ligne c).

Nous avons également réalis€ une courbe de croissance a 30°C, en milieu liquide
complet, pendant 24 heures du mutant pcf11-19 en comparaison avec la souche portant une
version sauvage de PCFI1 et la souche délétée pour le 2" NTD — A(141-233) (Figure
2.19C). Le temps de génération est d’environ 5h30 pour le mutant pcfl11-19 (courbe A —
7Zn2), pour un temps de génération d’environ 1h40 pour la souche sauvage (courbe O - WT).
La mutation au niveau du second motif Cys;HisCys induit un retard de croissance plus
important que la délétion du 2" NTD (courbe M) — aprés 12 heures de culture, DOgoonm de
0,81 pour la souche A(141-233) contre de 0,22 pour le mutant pcf11-19. En milieu liquide, on
peut voir que la souche mutante pcf11-19 présente un délai de croissance jusqu'a 20 heures
d’incubation, puis une augmentation de la rapidité de croissance. Cela suggére un
envahissement de la culture par des révertants. Pour écarter cette hypothése, nous avons
effectu¢ une nouvelle courbe de croissance, et, aprés 24 heures, incubé de nouveau les
cellules obtenues sur milieu YPD(A) solide et en milieu liquide a une DOggonm 1nitiale de 0,05
en comparaison a la souche sauvage (données non montrées). L allure générale de la courbe
est identique a celle obtenue précédemment. Le délai de croissance observé pour la mutation
pcfl1-19 n’est pas di a I’apparition de révertants, mais traduirait une adaptation au milieu du

mutant.

En conclusion, dans le but d’étudier les motifs en doigt de zinc présents dans la partie
C-terminale de Pcf11, nous disposons de trois mutants :
- pcfll-18 (C421S, C424S)
- pcfll-19 (C564S, C567S)
- pcfl1-20 (C4218S, C4248S, C564S, C567S)

118



A CEETTTEYTERCTE <o eLneus ) 000
|

(" clpl: TRPL, pcfll:: HIS3, pFL36-LEU2, pHH2-URA3 ] +  pASZ11-ADE2 D
clpl:: TRP1, pcfil:: HIS3, pFL36-LEU2, pHH2-URA3, pASZ11-ADE2 D
clpl:: TRP1, pcfll:: HIS3, pFL36-LEU2, pASZ11-ADE2
B. pwEm 1111 I e cep wt 24C arc
G135R "
:;a
wT &z
[N [TT [ [[CBT cptep  wt ‘ ’
clpt-1
G335S
[T I [[INGBIN cetsp  ts cpre
G135R G335S clp1-5
o T [TT] [ [[6] cipt-1ep  ts clp1-16
G135R L3418 .
IR — wt i @ O =
NtD CtD Clp1-17p 3 y
N L N K
G335S L3418 clp1-19
W ] JTT1 [ [[E"ewd | cpr-1ep  wt 1 100 100

L3418

Figure 2.20 : Recherche de létalité synthétique entre les mutations des ZF de Pcfl1 et différentes
mutations de Clp1. (A.) Représentation de la stratégie utilisée pour la recherche de létalité synthétique. Les

souches haploides portant la délétion chromosomique pcf11 :HIS3 complémentée par le vecteur d’expression
pFL36 (marqueur LEUZ2) portant la version sauvage de PCF11 ou les alléles pcf11-18 et pcf11-19 sont croisées
avec la souche portant la délétion chromosomique clp1::TRP1 complémentée par le vecteur pHH2-CLP1,
marqueur URA3. La sélection se fait sur milieu SC-U-L-H-W. Les souches obtenues sont transformées avec le
plasmide pASZ11, marqueur ADEZ, portant les alléles de CLP1 testées. La sélection se fait sur milieu SC-A-U-L-
H-W. Le plasmide pHH2 portant le version sauvage de CLP1 est chassé sur milieu 5-FOA. La sélection se fait
sur milieu SC-A-L-H-W avec ou sans Uracile. (B.) Représentation schématique de Clp1 et des six alleles
testées. Le phénotype induit par chaque mutation est indiqué (a droite). : clp1-1 (G135R - phénotype
sauvage), clp1-6 (G335S - phénotype sauvage), clp1-5 (G135R, G335S - thermosensible), clp1-16 (G135R,
L341S - thermosensible), clp1-17 (G335S, L341S - phénotype sauvage) et clp1-19 (L341S - phénotype
sauvage).
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La mutation simultanée des deux motifs est 1étale chez S. cerevisiae, illustrant le role
majeur de ces deux domaines. La mutation du second motif Cys;HisCys (C564S, C567S)
conduit a un phénotype de croissance lente important ; la mutation du premier motif Cys,His,
(C4218S, C424S) induit une létalit¢ a 37°C et une sensibilit¢ au formamide a 30°C. Les

phénotypes des chacune des souches sont récapitulés dans le TABLEAU 2.2.

D.2.2. Recherche d’une 1étalité synthétique avec Clpl

L’analyse, par génétique inverse, a permis d’assigner une fonction a un grand nombre
de geénes chez S. cerevisiae. La recherche de 1étalité synthétique est une approche permettant
de comprendre les interactions génétiques pouvant exister entre deux geénes et d’attribuer un
role aux protéines de fonctions inconnues ainsi que d’appréhender la complexité des
processus cellulaires (Hartman et al., 2001; Tong et al., 2004). Cela se fait par la recherche de
1étalité ou de modifications majeures de phénotypes en combinant les mutations au niveau de
deux genes. Si les protéines testées sont impliquées dans les mémes fonctions biologiques ou
dans des voies paralléles, la Iétalité synthétique indique que les produits de genes
interagissent, de maniére directe ou indirecte. A I’inverse, si les deux protéines testées sont
impliquées dans deux voies biochimiques distinctes, la létalit¢ synthétique indique que la
fonction de I'une des deux protéines peut compenser la déficience de ’autre. Cette approche a
pu étre utilisée pour caractériser les interactions génétiques entre Rnal4, Rnal5 et Papl
(Minvielle-Sebastia et al., 1994), entre Rnal4, Rnal5 et Pcfl1 (Amrani et al., 1997b) ou entre
Yral et Sub2 (Strasser and Hurt, 2001).

Nous nous sommes intéressé aux interactions génétiques pouvant exister entre les
mutants des motifs en doigt de zinc de Pcfll et certains mutants de Clpl précédemment
décrits (Haddad et al., 2012). Pcfl1 et Clpl étant codées par deux génes essentiels, nous
avons ¢tudi¢ la 1étalité synthétique pouvant exister en utilisant le principe de la chasse sur 5-
FOA (Figure 2.20A). La premicre étape de ce projet a ét¢ de construire des souches
contenant les mutations de PCFI1 et dans lesquelles CLPI était présent sur un plasmide
portant le marqueur URA3. Pour cela nous avons croisé les souches obtenues précédemment
(YLM233 transformée avec les plasmides pFL36ASX-pcf11-18 (C421S, C424S) et pFL36-
pcfl1-19 (C564S, C567S) — marqueur LEU?2) avec la souche clpl::TRPI, pHH2-URA3-CLP1
disponible au laboratoire (YLM126).
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Figure 2.20 : (Suite)

(C.) Résultats obtenus sur milieu 5-FOA a 24°C, aprés 72 heures d’incubation. Les différentes combinaisons
sont indiquées pour chaque ligne.

(D.) Phénotype des souches parentales sur milieu YPD(A) a 24°C, 30°C et 37°C.

PCF11, CLP1 :pcf11::HIS3, cIp1::TRP1, pFL36-PCF11, pHH2-CLP1.

pcf11-18, CLP1 : pcf11::HIS3, clp1::TRP1, pFL36-pcf11-18, pHH2-CLP1.

pcf11-19, CLP1 : pcf11::HIS3, clp1::TRP1, pFL36-pcf11-19, pHH2-CLP1.



Chapitre 1 - Etude des motifs en doigt de Zinc

Apres sélection des diploides sur milieu SC-L-H-U-W, dissection des tétrades et
sélection, trois souches ont été obtenues :
- YJG48 (clpl::TRPI, pcfl1::HIS3, pFL36 ASX-pcf11-18(C421S, C424S), pHH2-URA3-CLPI)
- YJG49 (clpl::TRPI, pcfl1::HIS3, pFL36-pcf11-19(C564S, C567S), pHH2-URA3-CLPI)
- YJG50 (clpl::TRPI, pcfl1::HIS3, pFL36-PCF11, pHH2-URA3-CLPI)

Ces souches sont ensuite transformées par les plasmides pASZ11 (marqueur ADE?2)
portant les différentes alleles de CLPI disponibles au laboratoire que nous souhaitions tester.
Les transformants sont sélectionnés sur milieu SC-A-L-U-W-H. La Iétalit¢ synthétique
pouvant exister entre les différents alleles ou la croissance plus affectée que celle de chacun
des mutants pris individuellement sont testées sur milieu 5-FOA. Cela permet la chasse du
plasmide pHH2-URA3-CLP1. L’efficacité de la chasse du plasmide portant la version sauvage
de CLPI est vérifiée par étalement sur milieu SC-A-L-W-H en présence et en absence
d’uracile.

Nous nous sommes intéressés a six mutations de Clpl : clpI-1 (G135R — phénotype
sauvage), clpI-6 (G335S — phénotype sauvage), clpI-5 (G135R, G335S — thermosensible),
clp1-16 (G135R, L341S — thermosensible), clpI-17 (G335S, L341S — phénotype sauvage) et
clp1-19 (L341S — phénotype sauvage) (Figure 2.20B).

Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 2.20C. La combinaison entre les
mutations de ’allele pcf11-18 (C421S, C424S) et celles des alleles clpl-5, clp1-16, clpl-17 et
clp1-19 conduit a une modification du phénotype de croissance (aspect « petite colonies »)
(lignes e, j, k et 1). Les autres alleles testés (clpI-1, clpl-6 et clpl-19) n’induisent pas de
modifications du phénotype dans les conditions testées. De plus, les clones obtenus se
développent sur milieu SC-A-L-W-H-U ; cela signifie que le plasmide portant la version
sauvage de CLPI n’est pas correctement ¢liminé¢ sur 5-FOA. Dans le cas de la combinaison
entre 1’allele pcfl11-18 (C4218S, C424S) et les alleles clp1-5 et clp1-16, la croissance n’est pas
plus affectée que celle de chacun des mutants de PCFI1 et CLPI pris individuellement. Le
phénotype observé pour la combinaison de 1’allele pcf11-18 (C421S, C424S) avec les alleles
clpl-17 et clpl-19 pourrait correspondre a un effet cumulatif des mutations. La mutation
(G335S est située dans le motif YFYG, zone d’interaction avec Pcfl1 et la mutation L341S est
située a proximité directe de ce motif. Les acides aminés C421 et C424 de Pcfll seraient
potentiellement impliqués, de manicre directe ou indirecte, dans 1’interaction de Pcfl1 avec

Clp1, ou un de ses autres partenaires.
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Dans le cas de pcfl11-19 (C564S, C567S), les résultats obtenus ne correspondent pas a
ceux pressentis. En effet, dans les souches construites, PCFII est dé¢lété au niveau
chromosomique, et la seule version qui s’exprime est celle portée par le plasmide pFL36. Les
souches obtenues apreés chasse sur 5-FOA devraient donc présenter, au minimum, le
phénotype correspondant a la mutation du second motif Cys;HisCys — phénotype de
croissance lente important — ce qui n’est pas le cas. Nous avons testé les clones obtenus sur
milieu de sélection, pour la présence du plasmide pFL36 — marqueur LEU?2. Le phénotype des
souches parentales (YJG48, YJG49, YJG50) a également été vérifié sur milieu complet a
24°C, 30°C et 37°C (Figure 2.20D). Le phénotype de la souche portant 1’allele pcf11-18
(C4218S, C424S5) est en accord avec les résultats précédents. Cependant, le phénotype de la
souche portant 1’allele pcfl1-19 (C564S, C567S) n’est pas conforme a celui décrit
précédemment, pouvant expliquer les résultats obtenus sur 5-FOA. La souche parentale
utilisée posseéde un plasmide portant le marqueur LEU2. Nous pouvons penser que certains
événements de suppression ont permis de rétablir un phénotype de croissance sauvage. Cela
ne peut cependant pas expliquer les résultats obtenus pour les souches portant les plasmides
clpl-16 et clpl-17. L’ensemble de ces expériences pour 1’allele pcfl11-19 (C564S, C567S)

doit étre reproduit.

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence une aggravation du phénotype de la
souche pcf11-18 (C421S, C424S), en combinant les mutations du premier motif en doigt de
zinc Cys,His; avec les alleles clpl-16 (G135R, L341S), clp1-17 (G335S, L341S) ou clp1-19
(L341S). Les différentes mutations de Clpl (G335S et L341S) sont situées au niveau des
zones d’interaction entre ces deux protéines. Cela pourrait modifier les interactions de Clp1 et
Pcfl1 avec les autres partenaires du complexe, en modifiant par exemple la flexibilité¢ de la
partie C-terminale de la protéine, augmentant 1’interaction avec un autre partenaire — de la

méme maniére que la mutation clp1”'®'#

augmente ’affinité¢ de Clp1 pour Rnal4 (Holbein et
al.,, 2011). Cela conférerait une conformation « bloquée » au dimére Pcfl1-Clpl. Aucune

information concernant le second motif Cys;HisCys n’a pu étre obtenue.

D.2.3. Assemblage du complexe CF IA

Dans le complexe CF IA, Clpl interagit principalement, et de maniére tres étroite,
avec Pcfll (Gross and Moore, 2001a; Uetz et al., 2000). Pcfl1 interagit quant a lui avec

I’hétéro-tétramere Rnal4/Rnal5. Certaines modifications peuvent abolir cette interaction, et
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Figure 2.21: L’assemblage du complexe CF IA n’est pas modifié par l'insertion des mutations au
niveau des deux motifs en doigt de zinc de Pcfl1. (A.) Purification des facteurs du complexe CF 1A
purifiés par TAP-tagging sur la sous-unité Rnal5 (*). Les facteurs sont séparés par SDS-PAGE et coloré au
nitrate d’argent. A. témoin positif portant une version sauvage de PCF11. B. pcf11-18: mutant ponctuel
(C421S, C424S) au niveau du premier motif en doigt de zinc. C. pcf11-19 : mutant ponctuel (C564S, C567S) au
niveau du second motif en doigt de zinc. (B.) Analyse par Western Blot des différentes sous-unités du
complexe CF IA d’'une souche exprimant une version sauvage de PCF11 (a gauche) et des souches exprimant
les alleles pcf11-18 (C421S, C424S) et pcf11-19 (C564S, C567S) (a droite). Le poids moléculaire apparent des
protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (a gauche) en kDa. Les anticorps utilisés sont
indiqués ; la quantité de protéines analysée est normalisée par rapport a Rnal5.
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les deux partenaires ne sont plus retrouvés lors de la co-purification par T4 P-tagging sur la
sous-unité Rnal5 (Haddad et al., 2012). Bien que la région d’interaction entre Pcfl1 et Clpl
soit caractérisée (Noble et al., 2007), on peut se demander si I’un ou les deux motifs en doigt
de zinc ne participent pas a I’interaction entre Pcf11/Clpl de maniére directe ou indirecte,

permettant ainsi de maintenir intact 1’assemblage du complexe.

De la méme maniére que pour I’étude du 2™ NTD, nous avons décidé de purifier le
complexe CF IA, par TAP-tagging sur la sous-unit¢ Rnal5. Pour cela, les souches
correspondant aux mutants de PCF'/1 obtenus précédemment ont été croisées avec la souche
YSDI12 ([pNOPI]-TAP::RNA15-TRPI1-KI) disponible au laboratoire. Aprés sporulation,
dissection des tétrades et sélection, le phénotype des souches obtenues est vérifié¢ sur YPD(A).
La purification des facteurs natifs est réalisée sur 2 litres de culture. Les résultats obtenus sont
présentés dans la Figure 2.21A. Pour le mutant pcf11-18 (C421S, C424S), la coloration a
I’argent (Figure 2.21A) ainsi que 1’analyse par Western blot dirigé contre les quatre sous-
unités du complexe (Figure 2.21B) nous permettent de conclure que I’assemblage de CF [A
n’est pas perturbé par I’insertion des mutations au niveau du premier motif en doigt de zinc
Cys;His;. Pour le mutant pcf11-19 (C564S, C567S), les quatre sous-unités du complexe sont
détectées (Figure 2.21A et B). Rnal5 et Rnal4 sont détectés a des niveaux comparables a
ceux de la souche portant une version sauvage de PCF1. Cependant plusieurs différences
sont visibles. Tout d’abord, le rapport entre Clp1 et Pcfl1 est modifié : Clpl est détectée en
plus grande quantité par rapport a Pcfl1 dans sa forme pleine taille. Ensuite, le profil obtenu
pour Pcfll est différent du profil de la souche sauvage : deux formes sont détectées, une
forme pleine taille (72kDa) une forme de plus faible poids moléculaire (= 60kDa). Ces deux

formes sont détectées a des intensités comparables.

En conclusion, 1’assemblage du complexe CF IA n’est pas perturbé par I’insertion au
niveau du premier motif (pcf11-18 — C421S, C424S) ni du second motif (pcf11-19 — C5648,
C567S). L’effet potentiel de ’un de ces deux motifs est mineur, les régions d’interaction entre
les différentes sous-unités du complexe CF IA ayant été identifiées. Les facteurs issus de la
souche pcfl11-19 (C564S, C567S) présentent modification du rapport entre Clpl et Pcfll

(TABLEAU 2.2).
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D.2.4. Test d’activité de maturation de I’extrémité 3’

Nous avons ensuite ¢tudié¢ I’effet des mutations des domaines en doigt de zinc sur la
maturation de I’extrémité 3° des ARN messagers. De la méme manic¢re que précédemment,
nous avons choisi d’analyser les activités de clivage et de polyadénylation a partir de facteurs
CF 1A purifiés par TAP-tagging. Contrairement a 1’étude du 2" NTD, les complexes CF IA et
CPF ne sont pas co-purifiés a partir d’'une méme souche. Le complexe CF IA est purifié¢ a
partir des souches construites précédemment, par croisement avec la souche YSDI12
([pNOPI]-TAP::RNA15-TRPI-KI). Le complexe CPF est purifi¢ par une étiquette située sur
la sous-unité Fip1, a partir de la souche YJG35, disponible au laboratoire. Cette souche porte
une version chromosomique mutée de RNAIS5 (rnal5-1) ; les complexes CF TA endogenes
pouvant éventuellement co-purifier sont inactifs en test d’activité de maturation 3°. De plus, la
purification du complexe CPF est réalisée en forte salinit¢ (300mM NaCl) afin de minimiser
la co-purification de CF IA. L’activité spécifique associée de chaque facteur est ensuite

analysée.

Les activités de clivage sont tout d’abord étudiées a 30°C en présence de I’ARN
substrat CYC1 radio-marqué et de Hrpl. Cet ARN substrat correspond a la région 3’ non
traduite de ’ARN du geéne CYCI, codant pour I’iso-1-cytochrome C. Les résultats obtenus
sont présentés dans la Figure 2.22A. En présence des facteurs CF IA purifiés a partir d’une
souche portant une version sauvage de PCF11, le précurseur est clivé au site naturel poly(A)
pour former deux fragments aux tailles attendues (186 et 116 nucléotides). Avec le complexe
CF IA purifié a partir du mutant pcf11-18 (C421S, C424S), I’ARN précurseur est clivé mais
avec une plus faible efficacité en comparaison des facteurs sauvages. Les mutations (C564S,
C567S) de la souche pcf11-19 abolissent completement les activités de clivage a 30°C.

Les activités de polyadénylation sont testées indépendamment du clivage, en présence
de ’ARN CYCI pré-clivé a son site naturel, et des protéines Hrpl et Pabl. Si I’activité de
polyadénylation est efficace, on observe I’ajout d’environ 70 résidus d’adénosine a
I’extrémité 3’-hydroxyle du précurseur. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure

2.21B. En comparaison aux facteurs CF IA7“"

, aucune activit¢ de polyadénylation n’est
détectée pour chacun des deux mutants testés, pcf11-18 (C421S, C424S) et pcf11-19 (C5648,
C567S). Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus lors de 1’étude d’autres alléles
des sous-unités de CF IA ; les mutants qui présentent un défaut de clivage présentent

¢galement un défaut de polyadénylation.
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Figure 2.22 : Les motifs en doigt de zinc de Pcf11 sont nécessaires aux activités de maturation de
I'extrémité 3’ des ARN messagers.

(A.) Essai de reconstitution des activités de clivage en présence de 'ARN CYC1 radiomarqué. Les produits de
la réaction sont séparés sur gel de polyacrylamide 6% (acrylamide/bisacrylamide 19:1) / TBE 1X / 8,3M
urée et révélés par autoradiographie. L'organisation des fragments obtenus est présentée a droite. L’ajout (+)
ou l'absence (-) des protéines nécessaires a la réaction sont indiquées au dessus de chaque ligne. Hrp1 : 50ng.
(B.) Essai de reconstitution des activités de polyadénylation en présence de 'ARN pré-clivé, pré-CYC1,
radiomarqué. Les produits de la réaction sont séparés sur gel de polyacrylamide 6%
(acrylamide/bisacrylamide 19 :1) / TBE 1X / 8,3M urée et révélés par autoradiographie. L’organisation des
fragments obtenus est présentée d gauche. L’ajout (+) ou non (-) des protéines nécessaires a la réaction sont
indiquées au dessus de chaque ligne. Hrp1 : 50ng. Pab1 : 140ng
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En conclusion, les deux mutants disponibles dans I’étude des motifs doigt de zinc de
Pcfl1 présentent une modification des activités de maturation de I’extrémité 3’ des ARN
messagers (T4ABLEAU 2.2). La mutation au niveau de premier motif en doigt de zinc Cys,His;
(pcfl11-18 — C4218S, C424S) conduit a une forte diminution de I’activité de clivage et abolit la
polyadénylation. La mutation du second motif Cys;HisCys (pcf11-19 — C564S, C567S) est
plus radicale et abolit le clivage et la polyadénylation in vitro, permettant d’expliquer le

phénotype marqué observé a 24°C et 30°C.

D.2.5. Terminaison de la transcription par I’ARN polymérase 11

La partie C-terminale de la protéine a ¢ét¢ montrée comme indépendante de la
terminaison de transcription par I’ARN polymérase II (Sadowski et al., 2003). Selon cette
description, il semble peu vraisemblable que les motifs en doigt de zinc soient impliqués dans
la terminaison de transcription. Nous avons analysé la terminaison de transcription par
Northern blot et par essai de protection contre la digestion par la SI Nucléase. A cause des
problémes de détections, les analyses par Northern blot n’ont pas permis d’obtenir des
résultats exploitables et de savoir si les deux domaines en doigt de zinc pouvaient jouer un
role dans la terminaison de transcription. Les essais de protection contre la S1 Nucléase ont

cependant permis d’obtenir des résultats analysables.

D.2.5.1. Essai de protection contre la digestion par la S1 Nucléase

Nous nous sommes intéressé a deux snoRNAs : snR13 (boite C/D — Figure 2.23A) et
snRS (boite H/ACA — Figure 2.24).

Les résultats obtenus pour snR13 sont présentés dans la Figure 2.23B. La souche
portant une version sauvage de PCF11 (ligne E et F) et la souche délétée pour le 2" NTD
(ligne G et H) sont utilisées comme témoins. Comme observé précédemment, dans le cas de
la souche portant une version sauvage de PCF'I1, seul un fragment protégé de petite taille (75
nucléotides) est détecté en plus de la sonde présente en exces. Pour la souche A(141-233),
deux fragments protégés sont détectés — un de petite taille et un d’une taille proche de celle de
la sonde (450 nucléotides). Pour les ARNs de souches portant les alleles pcfl11-18 (C4218S,
C424S) et pcf11-19 (C564S, C567S) seul un fragment protégé de petite taille (75 nucléotides)
est détecté, de faible intensité en comparaison aux résultats obtenus pour la souche portant
une version sauvage de PCF11. D’autres essais de protection contre la digestion par la S1

Nucléase confirme la détection moins importante de snoRNAs matures. Cependant, aucune
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bande illustrant un défaut de terminaison de transcription n’est détectée apreés 60 minutes
a 37°C. La mutation des motifs en doigt de zinc dans la région C-terminale de Pcfll ne
modifie pas la terminaison de transcription des snoRNAs. La détection en plus faible quantité
de snoRNAs matures pourrait étre causée par le défaut de maturation de I’extrémité 3’ des

ARN messagers et illustrer un défaut d’assemblage/recrutement des sous-unités du complexe.

En conclusion, les essais de protection contre la digestion par la S1 Nucléase réalisés
sur un snoRNA (boite C/D), nous permettent d’affirmer que les deux motifs Cys,His;
(pcfl11-18 — C4218S, C4245) et Cys;HisCys (pcf11-19 — C564S, C567S) situés dans la région
C-terminale de Pcfl1 n’influent pas sur la terminaison de transcription des snoRNAs. Ces
résultats sont en accord avec les résultats d’études précédentes mais doivent étre validés par
I’é¢tude de snRS. Les essais de protection contre la digestion par la S1 Nucléase contre des

ARNSs codants (CYCI) n’ont pour I’instant pas permis d’obtenir de résultats exploitables.

D.3.Discussion et Perspectives

Dans la deuxieme partie de cette étude, nous nous sommes intéressés aux motifs liant
le zinc présents dans la région C-terminale de Pcfll (Amrani et al., 1997b). Parmi les
protéines du complexe de polyadénylation, Yth1, Mpel ou encore Nab2 possédent des motifs
liant le zinc, de type CCCH. Les protéines présentant ces motifs de type CCCH, considérés
comme peu fréquents, sont impliquées dans I’interaction avec I’ARN, la localisation des
ARNSs et leur stabilité. Les deux motifs retrouvés dans la région C-terminale de Pcfll
présentent une organisation différente. Ces deux motifs sont situés entre les résidus 420-450
et 560-610 et encadrent le domaine d’interaction de Pcfl1 avec Clpl. Le premier motif est de
type Cys;His;, repli¢ en BPa ; le second motif est de type Cys;HisCys. Les analyses par
spectrométrie de masse et par absorption atomique réalisées par nos collaborateurs a I’'I[ECB
(A. Dupin, équipe de S. Fribourg, Bordeaux et J. Stojko, équipe de S. Cianférani, Strasbourg)
ont montré que, en accord avec leur structure, ces deux motifs interagissent avec un atome de
zinc. Cependant, aucune fonction n’est pour I’instant attribuée a ces deux motifs, conservés
dans tout le régne eucaryote. Nous avons décidé de répondre a cette question par génétique
inverse. Trois mutants ont été obtenus : deux mutants au niveau de I’un des deux motifs et un
troisieme mutant comprenant des mutations au niveau des deux motifs. Les phénotypes et les

résultats obtenus sont récapitulés dans le TABLEAU 2.2.
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La mutation de deux des quatre résidus formant le premier motif en doigt de zinc
(C4218, C424S — pcfl11-18) induit une thermosensibilité a 37°C. Les mutations C564S et
C567S (pcf11-19) au niveau du second motif induisent un phénotype de croissance lente
a24°C et 30°C ainsi qu’une thermosensibilité a 37°C. Aucun des autres mutants ponctuels
de Pcfl1 précédemment décrits dans la littérature (Amrani et al., 1997b; Sadowski et al.,
2003) ne présentent de phénotype comparable a celui obtenu en présence de 1’alléle pcf11-19.
De plus, la mutation des résidus Cystéine des motifs en doigt de zinc présents dans d’autres
protéines du complexe de polyadénylation ne conduit pas a un phénotype aussi marqué. Les
mutations C182G et C185G au niveau de Mpel, ’allele nab2-21 (C437S) et les mutations
C415A, C437A et C458A au niveau de Nab2 conduisent a un phénotype « cold-sensitive »
a 16°C et une croissance comparable a celle d’une souche sauvage a 24°C et 30°C chez
S. cerevisiae (Hector et al., 2002; Lee and Moore, 2014). Un phénotype « cold-sensitive »
illustre souvent un défaut d’assemblage de complexe multi-protéique (Hampsey, 1997). Chez
I’Homme, les mutations ponctuelles des résidus conservés des motifs liant le zinc conduisent
au développement de tumeurs ou de cancers, comme les mutations C305F et C319R de
Mdm2 (Lindstrom et al., 2007). Bien qu’une corrélation entre gravit¢ du phénotype et
importance des motifs mutés ne puisse étre établie chez la levure, les résultats obtenus dans
I’é¢tude des motifs liant le zinc de Pcfll indiquent que ces motifs sont importants pour la
viabilité cellulaire chez S. cerevisiae, comme les motifs ZF2 et ZF4 de Ythl. La délétion de
I’un de ces deux motifs est 1étale chez la levure (Tacahashi et al., 2003). Cette hypothése est
soutenue par le fait que la mutation des résidus Cystéines des deux motifs en doigt de zinc
(pcf11-20) soit 1étale chez S. cerevisiae.

La différence de phénotype observée entre les deux mutants peut traduire une
indépendance de fonction de ces deux motifs. De nombreux exemples sont décrits dans la
littérature, ou chaque motif en doigt de zinc présent au sein d’une méme région est impliqué
dans une fonction différente. Ythl est une sous-unité¢ du sous-complexe PF I et est formée de
cinq motifs liant le zinc de type CCCH. Chaque motif présente une fonction différente : les
motifs ZF2 et ZF4 sont nécessaires pour ’interaction avec I’ARN, les motifs ZF4 et ZF5
permettent 1’interaction avec Fipl, les motifs ZF1 et ZF4 avec I’endonucléase Yshl/Brr5 et
les motifs ZF1 et ZF2 sont nécessaires pour le clivage du pré-ARNm (Tacahashi et al., 2003).
Plus ¢loignée de la polyadénylation des ARNs messagers, chez la souris, la protéine wig-1,
dont I’expression est dépendante de p53, contient trois motifs liant le zinc de type Cys,His,.
Le motif ZF1 est essentiel pour I’interaction avec ’ADN double brin ; les motifs ZF2 et ZF3

ne sont pas requis (Mendez-Vidal et al., 2002). La complémentation en trans de I’allele
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pcfl1-18 avec la partie C-terminale de la protéine portant les mutations de ’allele pcf11-19 et
inversement, nous permettrait de déterminer si ces deux mutations sont situées sur une méme

unité fonctionnelle.

En accord avec les résultats obtenus précédemment ayant permis de définir les
domaines d’interaction avec les différentes sous-unités du complexe CF IA, la purification par
TAP-tagging des facteurs a permis de montrer que 1’assemblage global du complexe CF IA
n’est pas perturbé par I’insertion de mutations au niveau de 1’'un de ces deux motifs.
Cependant, certaines modifications mineures peuvent &tre observées ; l’interaction entre
I’hétéro-dimere Clpl/Pcfl1 et ’hétéro-tétrameére Rnal4/Rnal5 semble 1égeérement perturbée
par les mutations au niveau des deux motifs en doigt de zinc. Les modifications observées
pourraient €tre un effet indirect de la mutation des résidus Cystéines ou un effet direct ; les
motifs en doigt de zinc pourraient alors permettre la stabilisation de I’interaction entre Pcfl1

et Clpl.

Aucune fonction n’est attribuée aux motifs liant le zinc de Pcfll, et nous ne savons
pas si ces deux motifs sont impliqués dans une méme fonction ou possédent un role
indépendant. Les premiers résultats obtenus ont permis de montrer que les motifs en doigt de
zinc sont tous les deux impliqués dans la maturation de DI'extrémité 3> — clivage et
polyadénylation — in vitro mais pas dans la terminaison de transcription des snoRNAs —
analyse par essais de protection contre la digestion par la S1 Nucléase sur snR13. Ces
résultats sont en accord avec les études précédentes définissant la région C-terminale de la
protéine comme nécessaire et suffisante pour les activités de maturation de I’extrémité 3’ des
ARNSs messagers et indépendante de la fonction de Pcfl1 dans la terminaison de transcription
(Sadowski et al., 2003). L’impact sur les activités de maturation peut €tre corrélé avec le
phénotype observé. La mutation du premier motif en doigt de zinc diminue le clivage, en
comparaison a la mutation du second motif ou le clivage est complétement aboli pouvant
permettre d’expliquer le phénotype plus marqué décrit pour ce mutant. Aucune activité de
polyadénylation n’est détectée pour chacun des mutants. La fonction des motifs liant le zinc
dans la maturation de I’extrémité 3’ n’est pour ’instant pas connue, mais ils pourraient
intervenir indépendamment dans des interactions protéines-protéines ou des interactions avec
le pré-ARNm — comme les motifs liant le zinc dans la région C-terminale de Nab2 (Anderson
et al., 1993) — ou étre impliqués dans ces deux types de fonction. C’est par exemple le cas du

motif ZF4, de type CCCH présent dans la région C-terminale de Ythl. Le motif ZF4 est
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impliqué aussi bien dans I’interaction avec Fipl et que dans I’interaction avec le pré-ARNm
(Tacahashi et al., 2003). De manicre surprenante, le motif ZF4 n’est pas requis pour I’étape de
clivage. Lors du clivage, Ythl via ZF4 permettrait D’interaction avec I’ARN et le
positionnement puis le recrutement de Fip1 et le recrutement de Pap1 (Tacahashi et al., 2003).

L’assemblage du complexe CF IA n’étant pas perturbé, les motifs en doigt de zinc
permettraient le lien avec les sous-unités du complexe CPF, partenaires de Pcfll. Pcfll
interagit avec : Yhh1/Cftl (Kyburz et al., 2003) et Mpel (Vo et al., 2001) sont requis pour les
deux étapes de clivage et de polyadénylation ; Ysh1/Brr5 et Ydh1/Cft2 sont nécessaires pour
I’étape de clivage ; Ptal permet le recrutement du sous-complexe CF II. Seul Swd2, sous-
unités du sous-complexe APT et interagissant avec Pcf11 (Cheng et al., 2004) n’est pas requis
pour les ¢étapes de clivage et de polyadénylation. Il serait peu probable que le phénotype
observé soit dii a un défaut de recrutement de cette sous-unité. En considérant le phénotype
observé et les résultats des essais de maturation de 1’extrémité 3°, seul un défaut d’interaction
avec Yhh1/Cftl, Mpel ou Ptal expliquerait I’inhibition du clivage et de la polyadénylation. A
court terme, les interactions entre les différents partenaires peuvent étre testées par pull-down
a partir de protéines recombinantes ou de complexes CF IA natifs purifiés chez S cerevisiae

en présence des différents all¢les de PCF11.

L’export des mRNPs vers le cytoplasme est dépendant du clivage et de la
polyadénylation chez la levure ; les mutations de Rnal4, Rnal5 et Pcfl1 conduisent & un
défaut d’export (Brodsky and Silver, 2000; Hammell et al., 2002; Johnson et al., 2009). Les
facteurs impliqués dans 1’export sont recrutés co-transcriptionnellement, comme Yral ou
Npl3. Johnson et al., (Johnson et al., 2009) ont montré que Pcfl1 permettait le recrutement de
Yral/Aly par interaction avec la région 420 a 608 comprenant les deux motifs en doigt de
zinc et le domaine d’interaction avec Clpl. De plus, le recrutement de Yral est perturbé en
présence d’alleles portant des mutations au niveau de la région C-terminale de la protéine
(alleles pcf11-2 ((Amrani et al., 1997b) — E232G, D280G, C424R, S538G, F562S, S579P) et
pcfl1-9 ((Amrani et al., 1997b) — A66D, S190P, R198G, R227G, E354V, K435V)).
L’interaction entre Yral et Pcfll est conservée chez ’Homme - Yral/Pcfl1 (420-608) et
Aly/hPcf11 (1342-1487) ce qui est en accord avec la conservation de ces motifs dans le régne
eucaryote. L hypothése proposée est qu’au moins ’'un des motifs liant le zinc de Pcfll
permettrait I’interaction et le recrutement de Yral ; I'autre motif liant le zinc serait alors

impliqué dans la maturation de I’extrémité 3’. Pour répondre a cette question, nous souhaitons
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étudier I’interaction entre Pcf11 et Yral par pull down, a partir de protéines recombinantes et
de facteurs natifs, par GST-Yral et/ou His-Pcfl1.

Johnson et al., en 2011 (Johnson et al., 2011) ont proposé un modele dans lequel Yral
permet de masquer le site d’interaction entre Pcf11 avec Clpl, et ainsi moduler I’assemblage
du complexe CF IA (Figure 2.25). Plusieurs arguments sont en faveur de cette hypothése : (i)
I’ajout de Yral conduit a une inhibition du clivage et de la polyadénylation, (i1) la délétion de
YRAI permet un recrutement plus précoce de Clpl (iii) le recrutement de Pcfl11/Clpl est
inversement proportionnel au recrutement de Yral/Sub2. Si les motifs en doigt de zinc
permettent 1’interaction avec Yral, le mécanisme de compétition entre Yral et Clpl pour
I’interaction avec Pcf11 décrit par Johnson et al., ne refléterait qu’un probléme d’accessibilité

du domaine et non un réel mécanisme de compétition ayant une signification biologique.
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Figure 2.25: Représentation du modele d’action de Yral dans la maturation de I'extrémité 3’.
D’apres Johnson et al, 2011. Yral (en violet) est recruté par interaction avec Pcfl1 (en orange) lors de la
phosphorylation du résidu SER? du CTD de 'ARN polymérase II. Le recrutement de Clp1 (en bleu) va permettre
de libérer Yral qui va étre recruté par Sub2 et interagir avec I’ARN pour permettre le recrutement de Mex67 et
I'export de 'ARN. Le recrutement de Clp1 permet de rendre le complexe CF IA compétent et la maturation de
son extrémité 3’.
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CHAPITRE 2 : MISE EN EVIDENCE D’UNE ACTIVITE KINASE ASSOCIEE
AUX FACTEURS DE MATURATION EN 3’ DES ARNs MESSAGERS

A. INTRODUCTION

A.1.Organisation de Clpl

Clpl est la derniére protéine du sous-complexe CF IA a avoir ¢té identifiée. Chez
S. cerevisiae, Clpl est nécessaire aux activités de maturation de D’extrémité 3° et a la
terminaison de transcription des ARNm (CYH2 ou ASCI) et des snoRNAs (Haddad et al.,
2012; Holbein et al., 2011). Clpl est associée a Rnal4-Rnal5 principalement via son
interaction avec Pcfl1 (Gross and Moore, 2001a; Noble et al., 2007) et interagit également
avec différentes sous-unités du complexe CPF (Yhh1/Cftl, Yshl/Brr5, Ssu72, Pfs2 et
faiblement Ydh1/Cft2). Son organisation est présentée dans la Figure 3.01A. La structure de
Clp1 a été décrite (Dupin and Fribourg, 2014; Noble et al., 2007) ; cette protéine est formée
d’une région centrale et de deux régions, N-terminale et C-terminale, plus petites (Figure

3.01C).

La région N-terminale (18 a 102) est formée de sept feuillets B (B1 a B7) repliés en un
domaine globulaire hydrophobe (Figure 3.01B). Ce domaine est faiblement conservé dans le
régne eucaryote. Seuls les résidus 51 a 60 se repliant vers la région centrale de la protéine sont
conservés. Le résidu K72 interagit avec le ribose de I’ATP. La région C-terminale (343 a 445)
forme un domaine globulaire de sept feuillets f (B15 a 21) et de trois hélices a (a8 a al0)
(Figure 3.01B). Les feuillets f20 et f21 sont formés de résidus conservés, impliqués dans
I’interaction avec Pcfl1 (L406, S342, V427).

La région centrale (102 a 343) est formée de sept feuillets B (B8 a B14) entourés par
sept hélices a (al a a7) (Figure 3.01B). Cette structuration est caractéristique des ATPases
de la classe SIMIBI (Leipe et al., 2002). La région centrale de Clpl comprend quatre motifs
caractéristiques des NTPases : le motif P-loop, les régions « Switch I » et « Switch II », et un
motif « base binding loop ». Le motif P-loop ou motif Walker A est formé par la séquence
GxxxxGKS/T (130-137), et permet I’interaction avec les résidus phosphates de I’ATP
(Walker et al., 1982). Les motifs « Switch I» de séquence DxxQ (B9- BI10 — 161-164),
« Switch Il » de séquence DTPS (B12 - a5 — 251-254) et « base binding loop » (308-312)

interagissent également avec I’ATP et permettent 1’interaction avec le cation divalent Mg®".
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Figure 3.01 : Organisation de Clp1.

(A.) Représentation schématique de Clp1. Les différents domaines sont a I’échelle et leur taille est
donnée en acides aminés. NTD (1-102) : domaine N-terminal. CTD (343-445) : domaine C-terminal.
Le domaine central est représenté en blanc (102-343). Les différents domaines de la région
centrale sont indiqués. P-loop (130-137) :motif P-loop/Walker A. Switch I: motif DxxQ (161-164).
Switch II: motif DTPS (251-254). BBL: base binding loop (308-312). Pcfll ID: domaine
d’interaction avec Pcf11.

(B.) Représentation linéaire de 'organisation des différentes structure secondaires de Clp1l. Les
extrémité N-terminale (N) et C-terminale (C) sont indiqués. Le domaine N-terminal est représenté
en rouge, le domaine central en vert et le domaine C-terminal en . Les hélices o sont
représentées par des cylindres. Les feuillets 8 sont représentés par des fleches. D’aprés Noble et al,
en 2007 (Noble et al,, 2007).

(C.) Structure de Clp1 en présence de la région d’'interaction avec Pcf11. Le domaine N-terminal est
représenté en rouge, le domaine central en vert et le domaine C-terminal en . Le domaine
d’interaction avec Pcfll (454-563) est représenté en violet. D’aprés Dupin et Fribourg, 2014
(Dupin and Fribourg, 2014).
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L’interaction de Clpl avec Pcfl1 fait intervenir des résidus situés dans la région centrale de
Clp1, comprenant un motif YFYG (a7 — 332-335) conservé. La mutation de I’ensemble de

ces quatre résidus est 1étale chez S. cerevisiae.

A.2.Fonctions attribuées aux homologues de Clpl

Clpl est une protéine conservée dans le régne eucaryote ainsi que des archées. Elle
présente 26% d’identité¢ avec hClpl, son homologue chez I’Homme (de Vries et al., 2000).
L’organisation des protéines est également conservée. hClpl contient un motif Walker A
(interaction avec une molécule d’ATP) et Walker B en aval du motif Walker A. Avec hPcfl1,
hClpl forme le complexe CF Il et est essentielle pour les activités de maturation de
I’extrémité 3’. hClpl est une polynucléotide kinase spécifique de I’ARN (RPNK — « RNA-
specific polynucleotide kinase ») ; a la différence de certaines PNK comme la T4PNK active
sur différents substrats, 1’activité des RNPK est restreinte aux étapes de maturation des ARNSs.
La structure de ceClpl, son homologue chez C. elegans (48%) en présence d’un substrat
ARN, a récemment ¢été décrite (Dikfidan et al., 2014). En 2009, PhoClp1, I’homologue de
Clpl chez Pyrococcus horikoshii a ¢été décrit comme présentant une activité de RPNK,
thermostable avec une activité optimale entre 55 et 85°C (Jain and Shuman, 2009).

hClpl est impliquée dans 1’épissage des pré-ARNt. Chez les vertébrés, deux voies
d’¢épissage des ARNt sont décrites : une voie dite « animal » et une voie dite « yeast-like ».
L’intron est clivé, permettant la formation d’un phosphate cyclique 2’-3° sur I’exon 5 et
d’une extrémité 5°-OH sur ’exon 3°. La voie « yeast-like » fait intervenir trois activités
portées par le complexe TSEN («tRNA Splicing endonuclease »). (i) une activité de
phosphodiestérase cyclique, pour permettre la formation d’une extrémité 2’ libre sur I’exon 5’
a partir du phosphate cyclique 2°-3” (i) une activit¢ de polynucléotide kinase —
phosphorylation de I’extrémité 5°-OH de I’exon 3’ (iii) une activité¢ d’ARN ligase dépendante
de I’ATP, pour joindre les deux exons de I’ARNt via le phosphate. Deux études
indépendantes (Paushkin et al., 2004; Ramirez et al., 2008) ont montré que hClp1 permettait
le transfert d’un phosphate sur I’exon 3’ de I’ARN simple brin et que hClpl était I’ARN
kinase impliquée dans cette étape de maturation. Récemment, il a été montré qu’un défaut de
cette activité d’ARN kinase, par mutation ponctuelle (R140H), conduit au développement de
pathologies neuro-dégénératives graves chez ’homme (Karaca et al., 2014; Schaffer et al.,

2014; Weitzer et al., 2015).
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L’activit¢ ARN kinase de hCIpl est également impliquée dans la maturation des
siRNA (Weitzer and Martinez, 2007a). Pour étre incorporé dans le complexe de « silencing »
RISC, ’ARN guide doit étre phosphorylé a son extrémité 5’ pas une ARN kinase. Weitzer et
Martinez, en 2007 (Weitzer and Martinez, 2007b), ont montré que hClpl1 était ’ARN kinase
responsable de la phosphorylation de I’ARN double brin. Ils ont également montré que hClp1
était actif sur I’ADN double brin.

Weitzer et Martinez (Weitzer and Martinez, 2007b) ont également proposé un réle de
I’activité ARN kinase de hClpl dans la maturation de I’extrémité 3°. Dans ce mode¢le, hClpl

permettrait de maintenir 1’extrémité 5°-P nécessaire pour I’activité de Xrn2.

Contrairement a ses homologues hClp1 ou PhoClp1, aucune activité kinase n’a pu étre
attribuée a la protéine Clp1 de levure seule. /n vitro, Clp1 produite de manieére recombinante
ne présente pas d’activité de type polynucléotide kinase. De plus, la surexpression de Clp1 ne
permet pas de complémenter les mutants présentant un défaut dans I’étape de phosphorylation
des pré-ARNt. A D’inverse, 1’expression de hClpl ne permet pas de complémenter la
croissance de la souche clplA chez S. cerevisiae. Les activités de phosphodiestérase, de
polynucléotide kinase et d’ARN ligase sont portées par la protéine Trll chez S. cerevisiae ;
I’expression de hClpl permet de restaurer le phénotype sauvage du mutant ¢7// (Ramirez et
al., 2008). La mutation des résidus du site actif de hClp1 modifie son activité ; la mutation des
résidus équivalents au niveau de la zone d’interaction avec I’ATP chez la levure (G135, K136
et T137) ne modifie pas les activités de Clpl dans la maturation de I’extrémité 3’. La structure
de la région centrale de Clpl, et la présence d’une molécule d’ATP laissent suggérer une
fonction ATPase a cette protéine. Aucune activit¢ d’hydrolyse de I’ATP n’a pu étre attribuée

a Clpl, en présence ou en absence de Pcf11 (Noble et al., 2007).

B. RESULTATS PRELIMINAIRES / HYPOTHESES

Dans ce contexte, nous avons fait I’hypothése que la présence des autres partenaires
des complexes CF IA et/ou CPF et d’une molécule d’ATP dans la poche de liaison de Clpl,
peut conférer une activité de type protéine kinase a Clpl. L’association des différents
partenaires conduirait a un changement de conformation de la protéine permettant ainsi
I’activation de son activité kinase et la phosphorylation des protéines cibles.

Pour tester cette hypothese, les complexes CF IA et [CF TA+CPF] purifiés chez

S. cerevisiae sont incubés en présence de [y°P]-ATP (avec ou sans ATP non marqué),
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Figure 3.02 : Résultats préliminaires - Une activité kinase est retrouvée associée aux complexes
CF IA et CPF.

(A.) Essai d’activité kinase des complexes CF IA, CPF et [CF IA+CPF]. Les facteurs purifiés sont
incubés en présence de [y32P]-ATP puis séparés par SDS-PAGE. Le transfert du y32P est observé par
autoradiographie. Le poids moléculaire apparent des protéines est estimé par rapport au marqueur
de taille (a gauche) en kDa.

(B.) Séparation des protéines par SDS-PAGE et coloration au nitrate d’argent pour les complexes
CF IA (a gauche) et CPF (a droite).
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permettant de visualiser le transfert éventuel d’un phosphate y*°P sur une ou plusieurs
protéines. Plusieurs alleéles de CLPI ont été testés, parmi lesquels la version sauvage du gene
CLPI et les alleles clpI-5 (G135R ; G335S) et clp1-15 (G135R, H267Q, L341S) — décrit par
Haddad et al., en 2012 (Haddad et al., 2012). Le résidu G135 est situ¢ au niveau du motif P-
loop et interagit avec le phosphate y de I’ATP. La mutation G135R conduit a un
réarrangement local de la zone d’interaction, et ne permet plus la fixation de I’ATP au niveau
de la poche de liaison. Le résidu G335 est situé dans le motif YFYG participant a I’interaction
avec Pcfll1 ; le résidu L341S est situé¢ a proximité de cette zone d’interaction. Les mutations
des alleles clpI-5 et clpl-15 entrainent un défaut d’assemblage du complexe CF IA (Clpl et
Pcfl1 ne sont plus associées entre elles ni a 1’hétéro-tétramere Rnal4/Rnal$5) et un défaut de
maturation en 3’ in vitro.

Dans le cas de facteurs purifiés a partir d’une souche sauvage, les premiers essais
montrent le marquage de deux protéines et le marquage plus faible d’une troisiéme protéine
pour le sous-complexe CF IA (Figure 3.02A). En présence des complexes [CF IA+CPF],
plusieurs protéines sont marquées, d’intensit¢ comparable (Figure 3.02A). Pour les
complexes |[CF IA+CPF] en présence des alleles clpI-5 et clpl-15, plusieurs protéines sont
marquées mais le marquage correspondant au sous-complexe CF IA n’est pas visible. Les
alleles clpl-5 et clpl-15 sont décrits comme conduisant a un défaut d’assemblage du
complexe CF IA ; Clpl et Pcfl1 ne sont plus associés a Rnal4 et Rnal5. Nous pouvons donc
en déduire que Clpl et Pcfl1 ne sont plus retrouvées associées aux complexes [CF IA+CPF]
en présence des alleles clp1-5 et clpl-15. Une activité de phosphorylation est donc observée
en absence de Clpl. L’activité kinase ne peut, par conséquent, étre attribuée a Clpl. Ce
controle permet également d’affirmer que la protéine kinase co-purifie d’une manicre
indépendante de Pcfl1 et Clpl. Des quantités croissantes du sous-complexe CF IA purifiées
chez §. cerevisiae ou de la protéine recombinante Clpl ont été ajoutées aux essais, sans
modification du signal obtenu. De plus, 1’analyse du sous-complexe CPF seul présente un
signal comparable a celui obtenu aprés co-purification de deux sous-complexes en présence

des alleles clpl-5 et clpl-15 (Figure 3.02A).

Nous avions émis I’hypothése que Clpl posséde une activité de type protéine kinase
en présence d’une molécule d’ATP dans sa poche de liaison et de ses partenaires des
complexes CF IA et CPF. Les résultats préliminaires indiquent qu’une activité de type
protéine kinase est bien retrouvée associée aux complexes mais qu’elle ne peut €tre attribuée a

Clpl.
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Nous avons ensuite cherché a caractériser I’activité kinase associée au complexe.

Plusieurs parametres ont ainsi ¢té testés :

- Le signal est conservé en présence de RNase A — 1’activité observée est une

activité de protéine kinase et non d’ARN kinase.

- L’incubation en présence de SmM d’EDTA et en absence de MgCl, (2mM) abolit

le marquage — la kinase co-purifiant est Mg2+- dépendante.

- L’ajout d’inhibiteurs de phosphatases (PhosSTOP — Roche) ne modifie pas le

profil obtenu — I’activité de la kinase est indépendante des phosphatases présentes

dans le complexe de polyadénylation. L’activité kinase observée n’est pas

dépendante d’une déphosphorylation initiale de la protéine kinase.
- Le marquage est absent en présence de Lambda Protein Phosphatase — le signal

obtenu correspond a la phosphorylation de protéines.

La préparation des complexes CF IA, CPF et [CF IA+CPF] a donc permis la co-
purification d’une protéine kinase, Mg* -dépendante, phosphorylant vraisemblablement
plusieurs cibles.

En supposant que les protéines phosphorylées dans les essais préliminaires fassent
partie des complexes CF 1A et CPF, plusieurs essais d’identification des cibles ont été réalisés
a partir de [CF IA+CPF] par Western blot, avant et aprés phosphorylation. Cependant cela
n’a pas permis d’identifier précisément les différentes cibles, mais plusieurs candidats
potentiels peuvent étre proposés (Figure 3.02B). Dans le cas de CF IA, seule une
phosphorylation de Clpl pourrait correspondre au signal obtenu (50kDa) ; la double bande
pouvant traduire un état de phosphorylation différent. L’absence de signal correspondant au
complexe CF IA en présence des alléles clp1-5 ou clp1-15 est en accord avec cette hypothese.
Dans le cas de CPF, sept protéines peuvent étre proposées comme cibles en fonction de leur
poids moléculaire : Pfs2 (53kDa), Fipl (36kDa + 5kDa étiquette CBP), Mpel (50kDa), Ptil
(47kDa), Ythl (26kDa), Sycl (21kDa) et Ssu72 (23kDa). Il est également possible que les
protéines phosphorylées ne fassent pas partie du complexe de polyadénylation. Le marquage
observé pourrait alors correspondre a la phosphorylation de protéines co-purifiant en faible

quantité lors de la préparation des complexes.

Les résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence la présence d’une activité
protéine kinase associée au complexe de polyadénylation des ARN messagers. A partir de ces
résultats, les objectifs de ce projet sont (i) d’identifier la kinase qui co-purifie lors de la

préparation des facteurs, par I’utilisation d’un analogue de I’ATP, le FSBA (5'-
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fluorosulfonylbenzoyl 5’-adenosine) couplé a la spectrométrie de masse. Il a €t€ montré que le
FSBA modifie spécifiquement, de maniére covalente, le site de fixation de I’ATP de
nombreuses protéines kinases (Boettcher and Meister, 1980). Cette modification est ensuite
détectable par spectrométrie de masse (ii) d’identifier les cibles de la protéine kinase, par
immuno-détection des résidus phosphorylés, analyses par spectrométriec de masse ou encore
par modification du site actif de la kinase. Cette derniére méthode permet de rendre la
protéine kinase sé€lectivement sensible pour un analogue de I’ATP. Les essais kinase réalisés
avec la protéine kinase mutée et 1’analogue de I’ATP radiomarqué permettent le marquage
spécifique des protéines cibles, pouvant étre identifiées par analyse comparative puis par
spectrométrie de masse. (iii) A terme, ’objectif est d’essayer de comprendre le role de ces
modifications post-traductionnelles dans la maturation de I’extrémité 3’. En effet, des études
récentes ont décrit la phosphorylation / déphosphorylation comme un des mécanismes de
régulation de cette étape — D’activité phosphatase portée par Glc7, permettant de réguler

I’action de Ptal (Nedea et al., 2008; Schreieck et al., 2014).

C. RESULTATS

C.1.Résultats obtenus

Dans un premier temps, [’objectif a été de reproduire les résultats préliminaires afin
d’obtenir une quantit¢ de matériel suffisante pour le reste de 1’¢tude — notamment afin
d’identifier la protéine kinase. Les sous-complexes CF IA ou [CF IA+CPF] ont été purifiés
par TAP-tagging a partir de différentes souches disponibles au laboratoire (WT : YSDI12,
YLM221, YSD39 et clp1-15 : YLM206). Les facteurs obtenus sont analysés par SDS-PAGE
et coloration au nitrate d’argent afin de vérifier ’efficacité de la purification et d’estimer leur
quantit¢ (Figure 3.03A). L’activité associée est ensuite testée en incubant les facteurs
pendant 30 minutes a 30°C, en présence d’ATP radio-marqué. Les premiers résultats sont
présentés Figure 3.03B. Les lignes A, B et C correspondent aux différentes combinaisons des
sous-complexes analysés lors des expériences préliminaires — ces facteurs sont utilisés comme
témoins positifs lors du reste de cette étude. Les lignes D a I correspondent aux complexes
CF IA (CF IA"" ou CF IA“P™) nouvellement purifiés : un marquage de faible intensité est
visible a un poids moléculaire similaire a celui observé précédemment. Nous avons réalisé de
nouvelles purifications des sous-complexes CF IA, [CF IA+CPF] et CPF, sans réussir a

reproduire les résultats préliminaires.
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Figure 3.03 : Activité kinase associée aux complexes nouvellement purifiés.

(A.) Analyse des différentes étapes de purification par TAP-tagging du complexe CF IA. Séparation
des protéines par SDS-PAGE et coloration au nitrate d’argent. A: TEV Eluate (1/100i¢me). B:
Calmoduline Flow Through (1/700ime). € a G: fraction d’élution E1 a E5 (1/30ieme). Le poids
moléculaire apparent des protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (a gauche) en kDa.
(B.) Essai d’activité kinase des complexes CF IA nouvellement purifiés. Les facteurs purifiés sont
incubés en présence de [y32P]-ATP puis séparés par SDS-PAGE. Le transfert du y32P est observé par
autoradiographie. A, B et C: facteurs témoins [CF IA+CPF], CF IA et CPF obtenu dans I'étude
préliminaire. D a I : facteurs nouvellement purifiés - complexe CF IA.
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Les différentes solutions testées afin de reproduire les résultats obtenus précédemment
sont présentées dans les paragraphes suivants. Nous avons tout d’abord cherché a modifier les
protocoles de tests d’activité, puis nous avons tenté d’isoler 1’activité kinase lors des

différentes étapes de purification et de modifier les protocoles de purification.

C.2.Modification des tests d’activité kinase

Parmi les différentes méthodes de détection des activités kinases, nous avons choisi
d’utiliser la méthode de détection par test radioactif, appropriée pour la détection d’activité
kinase de protéines avec une haute sensibilité. Les conditions de détection utilisées lors des
résultats préliminaires correspondent a des conditions standards et peuvent nécessiter une
mise au point. A partir du protocole définit précédemment et des protocoles disponibles dans
différentes études, nous avons modifié¢ certains parametres afin de tenter d’améliorer la
détection du signal. Ces différents tests ont été réalisés sur les facteurs t€émoins présentant une
activité efficace puis, par la suite, sur les facteurs nouvellement purifiés, présentant une faible

activité.

Les différents parameétres modifiés sont les suivants :

(1) les temps et température d’incubation, pouvant ne pas étre optimaux pour permettre une
réaction complete, de 30 minutes a 1 heure et de 30°C a 37°C.

(i) la composition du mix réactionnel, en comparant les réactions en présence de 10mM
HEPES-KOH pH 7,9 et 50mM TrisHCI pH 7,9 (He and Moore, 2005)

(i11) modification de la quantité des cofacteurs apportés dans le mix réactionnel pour une
concentration finale 10mM MgCl, et 2mM CaCls,.

(iv) Si lors de la préparation des facteurs, une protéine kinase co-purifie, on peut penser
qu'une phosphatase peut co-purifier. Nous avons donc ajouté des inhibiteurs de
phosphatase - PhosSTOP — dans le mix réactionnel.

(v) Nous avons également dialysé les fractions obtenues en fin de purification, pour
s’affranchir de ’EGTA utilisé lors de I’¢élution des facteurs.

Les résultats obtenus pour les facteurs témoins CF IA présentant une activité efficace
sont présentés Figure 3.04 ; aucune des modifications apportées au protocole n’induit de
modification de ’intensité du signal obtenu pour les échantillons témoins ou pour les facteurs
nouvellement purifiés (données non publiées). Seule une modification du temps d’incubation

modifie le profil de phosphorylation dans 1I’échantillon témoin. Aprés 1 heure d’incubation,
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Figure 3.04 : Modification du protocole de tests d’activité kinase des complexes CF IA témoins. Les
facteurs témoins sont incubés 30 et 60 minutes a 30°C. Les modifications de la composition du
tampon sont indiquées. Les facteurs purifiés sont incubés en présence de [y32P]-ATP puis séparés
par SDS-PAGE. Le transfert du y32P est observé par autoradiographie. A et B: 10mM HEPES. Cet D :
50mM TrisHC], pH 7,9. E et F: 10mM HEPES, 10mM MgCl,, 2mM CaCl,. G et H: 50mM TrisHCI, pH
7,9, 10mM MgCl,, 2mM CaCl,.
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l'intensité du signal est augmentée, avec une meilleure détection d'une bande de basse masse

moléculaire, qui pourrait correspondre a Rnal5.
Les différentes modifications apportées au protocole des essais d’activité kinase n’ont

pas permis de reproduire le profil de phosphorylation obtenu lors des analyses préliminaires.

Par la suite, nous avons décidé d’utiliser les conditions de détection standard.

C.3. Analyse des différentes étapes de purification

Nous nous sommes ensuite intéressés aux différentes étapes de la purification. En
effet, dans 1’hypothése ou I’activité observée refléte la présence d’une protéine co-purifiant
lors de la préparation des facteurs, nous avons cherché a voir si cette protéine kinase, a cause
de la faible interaction avec les facteurs, ne pouvait pas étre « perdue » dans les étapes
intermédiaires de purification.

Les facteurs sont isolés par TAP-tagging selon le protocole décrit par Puig ef al., en
2001 (Puig et al., 2001) et adapté a notre modele d’étude. Les protéines sont purifiées grace a
une ¢tiquette située a ’extrémité N-terminale ou C-terminale. Cette dernic¢re est formée de
deux domaines d’affinité : CBP (Calmodulin Binding Peptide) et protéine A, séparés par un
site de clivage par la TEV protéase (Figure 3.05A). Une premicre étape de purification par
affinité¢ est effectuée, en présence de billes IgG-Sépharose, qui vont interagir avec la
protéine A (Figure 3.05B). Les protéines d’intéréts fixées sont récupérées par action de la
TEV protéase. La fraction obtenue correspond au « TEV Eluate » et est incubée en présence
de billes de calmoduline. La fraction non retenue, contenant aussi bien les protéines
aspécifiques que les protéines d’intéréts n’ayant pu se fixer aux billes de calmoduline,
correspond au « Calmodulin Flow Through » ou CalFT. Les protéines d’intéréts sont ¢luées

par ajout d’EGTA.

Nous avons tout d’abord testé uniquement les protéines récupérées a chaque étape en
présence d’ATP radiomarqué : le TEV Eluate, le CalFT et les facteurs obtenus. Les résultats
pour une purification de CF IA sont présentés dans la Figure 3.06B et dans la Figure 3.06C
pour [CF IA+CPF]. Le TEV Eluate est la premicre étape de purification et correspond a une
fraction trés concentrée (ligne A Figure 3.06A.). Dans les conditions d’essai, une forte
activité kinase est retrouvée associée a cette fraction, mais le profil de phosphorylation est

différent de celui observé pour les facteurs purifiés (lignes A et B Figure 3.06B ; lignes A/B
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Figure 3.05 : Purification par TAP-tagging. (A.) L’étiquette TAP est située en C-terminale de la
protéine d’intérét, représentée en . L’étiquette TAP est formée d’'une protéine A, d'un peptide
interagissant avec la calmoduline (« Calmodulin-binding peptide ») séparé par un site de clivage par
la TEV protéase (en vert).

(B.) L’extrait protéique est incubé en présence des billes d’IgG-sépharose (en bleu). La fraction non
retenue correspond a I'lgG Flow Through. Les billes d’IgG sont incubées en présence de 100U de
TEV a 4°C. La fraction non retenue contient les protéines d’intéréts et correspond au TEV Eluate.
Cette fraction est incubée en présence des billes de calmoduline-sépharose (en ). La fraction
non retenue correspond au Calmodulin Flow Through. Les facteurs sont élués par ajout d’EGTA.
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et C/G Figure 3.06C). La fraction non retenue apres la seconde étape de purification (CalFT)
présente une activité identique a celle observée lors de I’incubation du TEV Eluate, mais de
plus faible intensité¢ (ligne C Figure 3.06B ; lignes D et H Figure 3.06C); ce qui est en
accord avec la quantité de protéines totales contenues dans chaque fraction (ligne B Figure
3.06A). La concentration du CalFT permet une augmentation du marquage (ligne F Figure
3.06B) ; le profil de phosphorylation n’est cependant pas comparable au profil attendu. Nous
pouvons penser que cette activité est due a la phosphorylation de protéines extérieures aux
complexes CF IA et CPF, cibles de la kinase in vivo. Les facteurs obtenus ne présentent pas
ou peu de phosphorylation dans les conditions utilisées (lignes D et E Figure 3.06B ; lignes
E, F, I et J Figure 3.06C). Les résultats obtenus ne dépendent pas des sous-complexes
purifiés, CF 1A (Figure 3.06B) ou [CF IA+CPF] (Figure 3.06C).

En supposant que D’activité protéine kinase est diluée lors de la préparation des
facteurs, nous avons ensuite testé I’activité associée en combinant des facteurs ayant une
faible activit¢ et le CalFT présentant une activité, avant et aprés concentration. Comme
observé précédemment, les facteurs obtenus ne possedent pas ou peu d’activité. L’ajout de
CalFT aux facteurs obtenus permet d’augmenter le signal et d’obtenir un profil de
phosphorylation plus intense. La concentration du CalFT permet une augmentation plus

importante de I’intensité du signal obtenu.

Lors de la purification des complexes CF IA et CPF, une activité protéine kinase est
retrouvée a chaque étape mais les facteurs obtenus ne présentent pas d’activité. Une protéine
présentant une activité kinase est ainsi bien co-purifiée, mais I’interaction entre les partenaires
est faible et ne permet pas de I’obtenir en fin de purification - ’activité est retrouvée associée
aux fractions d’¢élution et dans la fraction non retenue. Cela nous amene a penser que le
protocole de purification par TAP-tagging n’est pas adapté par rapport au protocole initial

utilisé dans les études préliminaires.

C.4.Modification du protocole de purification

L’analyse des différentes fractions a permis de mettre en évidence la présence d’une
activité¢ kinase dans chaque étape de purification et en particulier dans une fraction non
retenue, le CalFT. Le protocole utilisé n’est peut-&tre pas adapté a la co-purification d’une
quantité suffisante de protéine kinase, a cause d’une stringence trop importante. Nous avons

donc décidé de modifier différents parameétres de purification :
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Figure 3.06 : Les différentes étapes de purification présentent une activité kinase.

(A.) Analyse des différentes étapes de purification par TAP-tagging du complexe [CF IA+CPF].
Séparation des protéines par SDS-PAGE et coloration au nitrate d’argent. A : TEV Eluate (1/100ime),
B: Calmoduline Flow Through (1/700ime). C a H: fraction d’élution E1 a E6 (1/30ime). Le poids
moléculaire apparent des protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (a gauche) en kDa.
(B.) Essai d’activité kinase des différentes étapes de purification du complexe CF IA. 4,4uL de
chaque étape de purification sont incubés en présence de [y32P]-ATP puis séparés par SDS-PAGE. Le
transfert du y32P est observé par autoradiographie. 4 : témoin positif complexe CF IA. B : TEV Eluate
(1/100ime), €: Calmoduline Flow Through (1/700ime), D et E: fractions d’élution E2 et E3
(1/30ieme), F: Calmoduline Flow Through concentré.

(C.) Essai d’activité kinase des différentes étapes de purification du complexe [CF 1A+CPF] pour
deux purifications indépendantes. 4,4uL. de chaque étape de purification sont incubés en présence
de [y32P]-ATP puis séparés sur gel SDS-PAGE. Le transfert du y32P est observé par autoradiographie.
A et B: témoins positifs complexes [CFIA+CPF]. C et G: TEV Eluate (1/100ime), D et H:
Calmoduline Flow Through (1/700i¢me). E, F, I et J : fractions d’élution E2 et E3 (1/30ieme),
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(1) La salinité lors de 1’¢lution des facteurs (100 mM contre 150 mM NaCl dans le protocole
initial). Modification de la salinité pour les différents lavages (de 100 mM a 500 mM
NaCl).

(1)) Les conditions de stringences, en diminuant la concentration en NP-40 a une
concentration finale de 0,01% pendant toutes les étapes de purification et en diminuant
les volumes de lavages. Cela a permis d’augmenter la quantité de facteurs obtenus en fin
de purification mais pas de rétablir une activité kinase en test in vitro.

(i11) Ajout de différents inhibiteurs de phosphatases (fluorure de sodium, B-glycérophosphate
et orthovanadate de sodium) lors de la préparation des facteurs — la déphosphorylation de
la protéine kinase pouvant conduire a une diminution de son activité et de I’interaction
avec les complexes CF IA et CPF.

Nous avons également cherché a reproduire le protocole initial de la maniére la plus
fidele possible. Les parameétres variant par rapport au protocole initial sont : la localisation de
I’étiquette pour le TAP-tagging dans les souches utilisées, le temps d’incubation en présence
de la TEV protéase (3 heures a 16°C initialement contre toute la nuit a 4°C), la quantité
d’EGTA et de CaCl,, le temps d’incubation et quantit¢ de billes d’IgG-Sépharose (250uL
initialement contre 400uL), ainsi que la DOgoonm des cultures de départ. Ces modifications
n’ont pas permis de rétablir un profil de phosphorylation semblable a celui obtenu

précédemment — une bande de faible intensité reste cependant visible pour CF IA et CPF.

Nous avons ¢galement réalisé une purification a partir de la souche parentale BMA64,
ne présentant aucune étiquette sur les différentes sous-unités. L’objectif était d’éliminer la
possibilité d’une interaction aspécifique entre la protéine kinase et les billes (IgG ou
Calmoduline) utilisées lors de la préparation. Nous avons ensuite concentré les fractions
obtenues et analysé¢ chaque étape de la purification. Aucun activité protéine kinase n’est
retrouvée, signifiant que la co-purification est spécifiquement associée au complexe de
polyadénylation.

En plus du controle a partir de la souche parentale, nous avons étudié¢ la possibilité que
I’activité de protéine kinase co-purifiant lors de la préparation des facteurs puisse Etre
attribuée a une protéine kinase calmoduline-dépendante (CAMK). L’activité des protéines
kinases de la famille des CAMK est permise par la fixation de calcium ou de Calmoduline au
niveau d’un domaine situé en C-terminal du domaine catalytique (Nadeau et al., 1997). Nous
avons purifi¢ le complexe CF TA grace a une étiquette formée uniquement par Protéine A —

TEV. Les protéines d’intérét sont récupérées apres fixation sur billes d’IgG sépharose et par
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action de la TEV protéase. Une fraction unique, le TEV Eluate est obtenue. Une activité
protéine kinase est retrouvée associée a cette fraction. La kinase est associée spécifiquement

au complexe CF IA.
Les modifications apportées au protocole de purification n’ont pas permis de

reproduire les résultats préliminaires. L’absence d’activité¢ n’est pas due a un défaut de co-

purification entre la protéine kinase et les facteurs lors de la purification par TAP-tagging.

C.5. Concentrations des facteurs

En comparant les résultats obtenus — test d’activité et coloration au nitrate d’argent —
nous pouvons remarquer une corrélation entre diminution de la quantité de facteurs obtenus et
intensité du signal. Nous pouvons donc penser que les différences de profils observés sont
dues a un probléme de seuil de détection. Ces résultats sont corrélés par les résultats obtenus
en associant facteurs purifiés et étapes de purification.

Nous avons donc décidé d’analyser les différents sous-complexes CF IA et
[CF IA+CPF] aprés concentration progressive des facteurs sur Centricon (I0ONMWL -
Millipore). Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 3.07A en comparaison avec le
gel de protéines colorées au nitrate d’argent correspondant Figure 3.07B. Une augmentation
croissante de la quantité de facteurs conduit a une augmentation progressive du marquage,
pour chaque facteur testé¢ (CF IA et [CF IA+CPF]). Pour le complexe CF IA (lignes C a G),
le marquage visible apreés concentration des facteurs n’est pas comparable a celui obtenu avec
les facteurs témoins. Dans le cas des complexes [CF IA+CPF] (lignes H a M), le marquage
visible aprés concentration est comparable au profil des facteurs témoins. Une bande de plus
faible poids moléculaire est détectée ainsi que des bandes a des poids moléculaires
intermédiaires — environ 50kDa. Cependant, des bandes de plus haut poids moléculaire sont
¢galement détectées. Ces derniéres peuvent correspondre 1) a des bandes de spécificité moins
importante et illustrer le marquage de protéines dont la phosphorylation est « forcée » par
I’augmentation de la concentration ou ii) a des protéines réellement cibles qui n’étaient pas

visibles dans I’étude préliminaire car pas assez abondantes et en dessous du seuil de détection.
En conclusion, une activité de type protéine kinase est retrouvée co-purifiant lors de la

préparation des sous-complexes CF IA, CPF et [CF IA+CPF]. Cependant, les quantités

obtenues en fin de purification ne sont pas suffisantes pour observer un profil de
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Figure 3.07 : La concentration des facteurs permet de rétablir un marquage comparable a celui des
facteurs témoins.

(A.) Essai d’activité kinase apres concentration des facteurs pour les complexes CF IA et
[CF IA+CPF]. Les facteurs purifiés sont incubés en présence de [y32P]-ATP puis séparés par SDS-
PAGE. Le transfert du y32P est observé par autoradiographie. Le poids moléculaire apparent des
protéines est estimé par rapport au marqueur de taille (@ gauche) en kDa. A et B : témoins positifs
complexes CFIA et CPF. C a G : concentrations croissantes de facteurs du complexe CF IA. Ha M :
concentration décroissante de facteurs du complexe [CFIA+CPF].

(B.) Séparation des protéines par SDS-PAGE et coloration au nitrate d’argent des facteurs
concentrés pour les complexes CF IA et [CF IA+CPF]. N et C a G: concentrations croissantes de
facteurs du complexe CF IA. H a M: concentration décroissante de facteurs du complexe
[CF IA+CPF]. La fraction N n’est pas été analysée dans I'essai d’activité kinase.
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phosphorylation « complet ». La concentration des facteurs permet de rétablir un profil
similaire, mais conduit a 1’apparition de nouvelles cibles, dont la spécificité reste a

déterminer.

C.6.Test d’activité ATPase

En parall¢le des tests d’activité kinase, ayant écarté une fonction de protéine kinase in
vitro a Clp1, nous avons étudié la fonction ATPasique putative de cette protéine. Les ATPases
sont des enzymes, de la famille des hydrolases, catalysant I'hydrolyse de 'ATP en ADP et en
phosphate inorganique. L’analyse de la structure de Clpl et du domaine d’interaction avec
Pcf11, décrite par Noble et al., 2007 (Noble et al., 2007), a permis de montrer que la région de
fixation de I’ATP est constituée par un motif « P-loop » et des régions appelées « Switch I et
I », communément retrouvés dans les ATPase/GTPase de la classe des SIMIBI, comme
NifH, MinD ou Soj. Ces ATPases ont la particularit¢ de ne présenter une activité¢ d’hydrolyse
de ’ATP qu’en présence d’un ou plusieurs partenaires protéiques, permettant un changement
de conformation. De la méme maniére que pour I’activité kinase, nous pouvons nous
demander si Clpl ne présente pas cette particularité. Les essais ATPase a partir de protéines
recombinantes (Clpl, Clpl-Pcfl1 ou du complexe CF IA) n’ont pas permis de révéler une
activité d’hydrolyse de I’ATP a Clp1. Nous avons cherché a étudier 1’activité d’hydrolyse de

I’ATP a partir de complexes natifs, purifiés a partir de S. cerevisiae.

Pour cela nous avons réalisé des tests d’hydrolyse de [y>’P]JATP en ADP + v*?Pi en
présence des complexes CF IA portant la version sauvage du géne CLPI et I’allele clpl-1.
Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 3.08A. La phosphatase alcaline (ou CIP —
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) est utilisée comme témoin de I’hydrolyse de I’ATP
(ligne b.). En présence de CF IA (lignes e., f. et i., j.) ou en présence de 1’allele clpI-1 (lignes
c. et d.), aucune hydrolyse d’ATP n’est observée. L’ajout du complexe natif CPF, en présence
des différents alléles de Clpl, ne modifie pas le profil obtenu. Cela confirme les résultats
obtenus avec les protéines recombinantes et les résultats obtenus lors de 1’é¢tude de I’activité

kinase pouvant étre attribuée a Clpl.
Les protéines kinases sont des protéines qui catalysent le transfert d’un phosphate

radioactif sur un résidu d’une protéine cible. Les ATPases sont des enzymes de la famille des

hydrolases permettant de I’hydrolyse de I’ATP en ADP et la libération d’un phosphate
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Figure 3.08 : Clp1 ne possede pas d’activité d’hydrolyse de I'’ATP. (A.) Essai d’hydrolyse de [y32P]-
ATP en présence des complexes CF IA purifié a partir de souches exprimant une copie sauvage de
CLP1 ou l'allele clp1-1. 1/10ieme de la réaction est analysée par chromatographie sur couche mince
(CCM). Le y32P libéré est séparé par 1M d’acide acétique et 0,5M d’acétate de lithium. La migration
est effectuée pendant 45 a 60 minutes. Le [y32P]-ATP et y32P sont indiqués pas des fleches rouges.
Le sens de migration est indiqué. a.: controle négatif. b.: controle positif, phosphatase alcaline
(CIP). c et d. : complexe CF IAclr1-1, e, f, i et j.: complexe CF IACLPL, g et h.: contrble négatif de la
purification, fraction obtenues par purification de la souche parentale BMA64. (B.) Essai
d’hydrolyse de [y32P]-ATP des facteurs témoins présentant une activité protéine kinase. 1/10i¢me de
la réaction est analysée sur chromatographie sur couche mince (CCM). Le y32P libéré est séparé par
1M d’acide acétique et 0,5M acétate de lithium. La migration est effectuée pendant 45 a 60 minutes.
Le [y32P]-ATP et y32P sont indiqués pas des fleches rouges. Le sens de migration est indiqué. a. :
facteurs du complexe CF IA. b. : facteurs du complexe CPF. c. : contrdle négatif.
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inorganique libre et de 1’énergie. L’objectif ici, en utilisant de [y**PJATP est d’étudier la
libération de phosphate inorganique libre. Nous avons également testé 1’activité d’hydrolyse
de I’ATP des complexes purifiés CF IA et CPF présentant une activité¢ de protéine kinase.
Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 3.08B. De la méme manicre, la
phosphatase alcaline est utilisée comme témoin de réaction (ligne c.). Aucune activité
d’hydrolyse de I’ATP n’est observée en présence des complexes CF IA ou CPF (lignes a. et

b.) présentant une activité de protéine kinase.

En conclusion, Clpl ne présente pas d’activité¢ d’hydrolyse de I’ATP comme pouvant
étre suggéré par son organisation et ce malgré la présence des autres partenaires du complexe
de polyadénylation — CF IA et CPF. De plus, aucune activité n’est détectée en présence de la

protéine kinase co-purifiant lors de la préparation des facteurs par 74 P-tagging.
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D. DISCUSSIONS ET PERSPECTIVES

La délétion de Glc7, sérine/thréonine phosphatase associée au sous-complexe CPF
conduit a I’accumulation de formes phosphorylées de Ptal et Fipl (He and Moore, 2005). Les
protéines kinases CKI1 et CK2 ont été proposées comme responsables de cette
phosphorylation ; cependant aucune donnée in vivo n’est disponible. L’activité de certaines
protéines kinases, impliquées notamment dans les cascades de signalisation, est régulée par
des interactions protéines-protéines. Chez S. cerevisiae, il a par exemple ét¢ montré que le
complexe SWI/SNF, impliqué dans le remodelage de la chromatine, permet d’activer Mecl,
protéine kinase qui joue un role dans les mécanismes de réparation de I’ADN et le controle du
cycle cellulaire (Kapoor et al., 2015).

Notre hypothése de départ dans cette étude est que Clpl, au vu de ces caractéristiques
structurales, possede une activité¢ de type protéine kinase uniquement en présence des autres
partenaires du/des complexe(s) CF IA et/ou CPF. La présence des différents partenaires
conduirait a un changement de conformation, direct ou indirect, permettant 1’activation de la
protéine et la phosphorylation des protéines cibles, du complexe de polyadénylation. Les
résultats préliminaires n’ont pas permis de valider cette hypothése ni d’attribuer une activité
enzymatique a Clpl, comme ses homologues chez I’ Homme (Weitzer and Martinez, 2007a)
ou chez les archées (Jain and Shuman, 2009). Pourtant, ils ont permis de mettre en évidence
une activité protéine kinase, co-purifiant lors de la préparation des sous-complexes CF IA et
CPF, indépendamment de la présence de Clpl. Comme I’épissage ou I’export, la maturation
de I’extrémité 3’ serait régulée par phosphorylation. Les différentes questions biologiques
posées par la présence d’une protéine kinase n’ont pu étre résolues : la co-purification de
I’activité kinase n’ayant pu étre reproduite comme obtenue lors des résultats préliminaires.
Les différentes modifications apportées aux protocoles de purification et de test d’activité
n’ont pas permis de reproduire les résultats préliminaires. Cependant, la concentration des
facteurs en fin de purification nous a finalement permis de reproduire un profil de

phosphorylation comparable.

A court terme, 1’objectif serait d’améliorer les rendements de purification. Les facteurs
sont purifiés par TAP-tagging ; I’analyse de chaque étape par SDS-PAGE et par essai kinase,
a permis de déterminer que 1’activité protéine kinase était perdue durant les différentes étapes
de purification. Pour améliorer les rendements, nous avons tenté¢ de modifier le protocole de

purification, en particulier apres la premiere étape de fixation sur billes d’IgG-Sépharose. La
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seconde étape de fixation sur billes de Calmoduline-Sépharose peut étre considérée comme
une étape limitante et des facteurs peuvent étre retrouvés dans le CalF'T, fraction non retenue.
Les résultats obtenus ont également montré que 1’¢lution des facteurs était insuffisante : des
facteurs sont retrouvés dans les fractions d’¢lution E7 a E8. De plus, 1’analyse des billes par
SDS-PAGE montre que des facteurs sont retrouvés associés aux billes apres élution.
L’amélioration de ces étapes du protocole de purification (fixation sur billes Calmoduline et
¢lution des facteurs) permettrait d’augmenter les rendements de purification et d’améliorer la
détection de I’activité associée aux complexes. Nous souhaitons également étudier I’impact de
la D.O.g00nm sur les rendements de purification et sur 1’activité protéine kinase associée. De la
méme maniere que la phosphorylation de Papl, variable durant le cycle cellulaire (Mizrahi
and Moore, 2000), la protéine kinase pourrait étre associée transitoirement au complexe de
polyadénylation. Nous pouvons également imaginer développer un protocole a une étape de
purification, sur billes d’IgG-Sépharose. Le TEV Eluate, fraction obtenue apres fixation sur
billes d’IgG-Sépharose est une fraction relativement concentrée, active en essai kinase. Les
premiers essais de purification simplement par une étiquette Protéine A-TEV permettent
d’obtenir des facteurs relativement purs et actifs en essai kinase. La mise au point de ce
protocole a plus grande échelle permettrait de minimiser la dilution de I’activité a chaque
étape de purification, et pourrait permettre d’obtenir une fraction active, plus concentrée,
présentant un profil de phosphorylation comparable a celui obtenu lors des résultats

préliminaires.

Malgré les problémes de reproductibilité des résultats, différents contrdles de
spécificité ont pu étre réalisés. L’activité, associée aux sous-complexes CFIA et
[CF IA+CPF], n’est pas portée par une protéine kinase calmoduline-dépendante (CAMK —
controle avec I’étiquette Protéine A-TEV) ni par une protéine interagissant avec les billes
utilisées (IgG ou Calmoduline — contréle dans la souche parentale BMA64). Le role de
I’étiquette TAP reste cependant a déterminer; le polypeptide pourrait présenter une
interaction aspécifique avec une protéine kinase. Si ’interaction de la protéine kinase est
spécifique au complexe de polyadénylation, la purification par TAP-tagging d’une protéine ne
faisant pas partie du complexe permettra d’obtenir des fractions inactives en essai kinase.
Aucune activité de type protéine kinase ne sera alors purifiée ; et 1’ajout des fractions
d’¢lutions obtenues aux fractions de I’étude préliminaire ou aux fractions considérées comme

faiblement actives ne modifiera pas le marquage observé.

144



Chapitre 2

C’est la premicre fois qu’une activité de type protéine kinase est retrouvée associée
spécifiquement et in vivo au complexe de polyadénylation. En effet, dans les études
précédentes comme 1’étude de la phosphorylation du complexe CPF par CK1 et CK2 (He and
Moore, 2005) ou de la phosphorylation de Fipl par CK2 (Zielinski et al., 2006), la
phosphorylation du complexe est réalisée aprés purification des facteurs, par ajout de la
protéine kinase. L’ajout de CKI1 ou CK2 en présence du facteur CPF permet la
phosphorylation de Yhh1/Cftl (153kDa), Ysh1/Brr5 (88kDa), Ptal (88kDa) et Fipl (36kDa).
Cette régulation a bien lieu in vitro mais cela ne signifie pas qu’elle possede une signification
biologique et que les protéines cibles le soient in vivo. La co-purification d’une protéine
kinase lors de la préparation des facteurs apporte un nouvel élément de réponse et permettra

de valider ou non les différents modeles de régulation proposés.

Le complexe de polyadénylation est composé, chez S. cerevisiae, de trois sous-
complexes : CF IA, CF IB et CPF. Le sous-complexe CF IB est formé par Hrp1, protéine de
73kDa, ne présentant pas d’homologue dans le systtme mammifére (Kessler et al., 1996).
Nous pouvons nous demander si Hrpl ne joue pas un role dans I’activité protéine kinase
retrouvée. Hrpl est associée au complexe de polyadénylation par interaction avec Rnal5 et
Rnal4, et interagit avec ’ARN, permettant la sélection du site de clivage (Barnwal et al.,
2012; Gross and Moore, 2001b; Noble et al., 2004). La présence de Hrpl pourrait permettre
d’augmenter ’association de la protéine kinase avec le complexe. Nous pouvons également
imaginer que Hrpl peut induire une activation de la protéine kinase par un changement de
conformation dii a son interaction, directe ou indirecte. Il serait intéressant de tester la
présence de Hrpl dans les fractions « actives » obtenues dans I’étude préliminaire en
comparaison aux fractions présentant une activité faible, par Western blot.

Méme si Hrpl n’est pas présent dans les fractions actives, il pourrait étre judicieux
d’¢tudier D’effet éventuel de la phosphorylation sur ’activité de Hrpl. Plusieurs sites de
phosphorylation sont décrits pour cette protéine (S2, S3, S51, S87, T184, S206, S446, T458,
S462) ainsi que deux motifs de reconnaissance pour la protéine CK2 a D’extrémité N-
terminale (2 a 5 et 3 a 6 pour CK2) (PhosphoGRID). La phosphorylation de Hrp1 permettrait
de réguler le choix du site de clivage par modification de son interaction avec Rnal4/Rnal5
et/ou ’ARN. De nombreux exemples de modulation de I’interaction avec I’ARN par
phosphorylation sont disponibles dans la littérature. L’un des exemples le mieux caractérisé
est la régulation de la protéine SFRSI1, impliquée dans 1’épissage alternatif chez ’Homme

SFRSI1 est formée de deux motifs liant ’ARN dans sa région N-terminale (RRMs) et d’un
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domaine RS (RS1 et RS2) dans sa région C-terminale. La phosphorylation du domaine RS1
par la protéine kinase SRPK1 permet de diminuer son interaction avec I’ARN lors de son
association avec les mRNPs, et ainsi un import précoce ; SFRS1 est ensuite associée au
spliccosome (Thapar, 2015). La phosphorylation de Hrpl permettrait de réguler
spécifiquement son interaction avec I’ARN, sans modifier les interactions avec les autres
partenaires protéiques, comme c’est le cas, chez I’ Homme, pour la phosphorylation de la
protéine p54™. La phosphorylation du résidu T45 en amont de deux domaines de liaison a
I’ARN durant la mitose permet de diminuer la capacité d’interaction de p54™ avec ’ARN en
préservant les interaction protéines-protéines. De plus cette modulation de I’interaction est
sé¢lective, I’interaction avec des séquences poly(G) n’est pas dépendante de la phosphorylation
(Bruelle et al., 2011).

De la méme manicre, le role éventuel de la phosphorylation sur 1’activité des protéines
régulant la taille de la queue poly(A), Pabl et Nab2 peut étre étudi¢. Ces deux protéines
présentent des sites de phosphorylation et de reconnaissance pour la CDK1/MAPK et MAPK,
respectivement (Pabl : S63, T102, S125, S249, S332, S405, S565. Nab2 : S2, T178, S180 —
PhosphoGRID). Nab2 est impliquée dans le contrdle de la taille de la queue poly(A) (Hector
et al., 2002) et également dans I’export des ARNm vers le cytoplasme, en permettant
I’interaction des protéines Mex67/Mtr2 avec les mRNPs (Green et al., 2002; Hanada et al.,
2013). La phosphorylation de Nab2 pourrait modifier le recrutement des protéines

Mex67/Mtr2.

A plus long terme, ’objectif sera d’identifier la protéine kinase responsable de la
phosphorylation ainsi que son/ses partenaires(s) au sein du complexe de polyadénylation.
Plusieurs stratégies peuvent étre mises en place, fondées sur une détection par spectrométrie
de masse couplée a I’utilisation d’un analogue de I’ATP, le FSBA. En parall¢le des analyses
par spectrométriec de masse, nous pouvons nous demander si l’activité protéine kinase
observée ne peut étre attribuée a I’une des protéines, précédemment décrites (He and Moore,
2005; Kyburz et al., 2003; Mizrahi and Moore, 2000; Zielinski et al., 2006). (i) Les premiers
candidats possibles sont les protéines kinases impliquées dans la phosphorylation du CTD,
notamment Ctk1/Burl permettant la phosphorylation de résidu SER” en fin d’élongation (Ahn
et al., 2004; Skaar and Greenleaf, 2002). Les fractions d’¢lutions présentant une activité¢ en
essai kinase sont incubées en présence de GST-CTD fixés sur billes GST-Sépharose et de
[v*P]-ATP. Le marquage éventuel du GST-CTD pourra étre observé par SDS-PAGE et

autoradiographie. Si le CTD est phosphorylé par les fractions actives en essai kinase, les
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résidus du CTD phosphorylés peuvent étre ensuite identifiés par spectrométrie de masse ou
par Western blot. (i) CK2 peut également étre une protéine kinase candidate. CK2 est une
sérine/thréonine kinase formée de quatre sous-unités (CKal, CKa2, CKBl et CKp2)
impliquée dans la phosphorylation de Fipl et Ptal in vitro (He and Moore, 2005; Zielinski et
al., 2006). Pcf11 interagirait également avec CKal (Uetz et al., 2000). Certaines sous-unités
du complexe CPF présentent des motifs de reconnaissance pour cette protéine (Yshl, Fipl)
(PhosphoGRID). Les sous-unités CKal et CKa2 sont les deux sous-unités catalytiques de
CK2 et peuvent étre produites de maniére recombinante. Nous pouvons tester si I’incubation
des facteurs ne présentant pas d’activité kinase en présence de CKal et CKa2 permet de
rétablir un marquage comparable a celui obtenu lors des analyses préliminaires. (iii) D’autres
protéines peuvent étre étudiées de cette méme maniere, comme CKI1 ; des motifs de
reconnaissance sont décrits parmi les protéines du complexe de polyadénylation
(PhosphoGRID) et CK1 a ¢ét¢ montré comme ciblant certains protéines in vitro (Yhhl/Cftl,
Ysh1/Brr5, Ptal et Fipl) (He and Moore, 2005).

Dans un second temps, 1’objectif sera d’identifier les cibles de cette phosphorylation
ainsi que la fonction de ces modifications post-traductionnelles. Plusieurs études ont montré
un role important de la phosphorylation dans la régulation de 1’activité de certaines protéines
du complexe de polyadénylation, en particulier Papl (He and Moore, 2005; Mizrahi and
Moore, 2000; Zielinski et al., 2006). De la méme maniére que I’identification de la protéine
kinase, les cibles peuvent étre identifiées par spectrométriec de masse. A partir des résultats
préliminaires et si les protéines phosphorylées appartiennent au complexe de polyadénylation,
plusieurs protéines candidates peuvent étre proposées. La phosphorylation de certains
composants du sous-complexe CPF (Yhh1/Cftl (153kDa), Ysh1/Brr5 (88kDa), Ptal (88kDa)
et Fipl (36kDa)) a précédemment été décrite mais aucune donnée n’est disponible quant a la
phosphorylation du sous-complexe CF IA. Pour le sous-complexe CPF, en ne prenant en
compte que la taille des protéines, sept protéines candidates peuvent €tre proposées : des
protéines de poids moléculaire apparent proche de 50kDa et des protéines de plus faible poids
moléculaire, dont la phosphorylation n’est pas observée dans 1’étude publiée par He et Moore,
en 2005. La phosphorylation de protéines de plus haut poids moléculaire - Yhhl/Cftl
(153kDa), Ysh1/Brr5 (88kDa), et Ptal (88kDa) — n’est pas retrouvée dans nos conditions. La
phosphorylation de ces protéines peut €tre spécifique de protéines kinases CK1 et CK2, qui ne
seraient alors pas la/les protéine(s) kinase(s) associée(s) au complexe des polyadénylation ; ou

la phosphorylation de ces protéines pourrait ne pas avoir de fonction biologique in vivo et
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correspondrait a une phosphorylation « forcée » dans les conditions d’essais in vitro. Dans le
cas ou CKI1 et CK2 seraient la/les protéine(s) kinase(s) associée(s) au complexe des
polyadénylation, nous pouvons également imaginer que dans nos conditions d’étude, leur
activité est régulée — par la présence des autres partenaires du complexe de polyadénylation

non testés dans les études précédentes, ou par la co-purification d’une protéine régulatrice.

Tout d’abord des protéines de poids moléculaire apparent proche de 50kDa comme
Pfs2 (53kDa), Fipl (36kDa + SkDa étiquette CBP), Mpel (50kDa) et/ou Ptil (47kDa). Ces
résultats sont en accord avec les données in vitro précédemment décrites, suggérant que Fipl
est phosphorylée par CK2 et CK1 au sein du complexe CPF (He and Moore, 2005; Zielinski
et al., 2006). Plusieurs sites de phosphorylation et des motifs de reconnaissance pour des
protéines kinases (CK1, CK2 et MAPK) sont décrits pour Fipl (S15, S17, S50, S73, S77,
S109, S110, T145), Mpel (T212, S221), et Ptil (S177, S190, S267, S268, T271, S272, S274,
T276, S279) (PhosphoGRID). Aucun site de phosphorylation ou motif de reconnaissance n’a
cependant ét¢ décrit pour Pfs2.

La phosphorylation in vitro de Fipl par CK2 a ¢été décrite par Zielinski et al.,
(Zielinski et al., 2006). Fipl, sous sa forme phosphorylée, modifie 1’activité de Papl et son
interaction avec le complexe CPF. Si la protéine kinase co-purifiant lors de la préparation des
facteurs est CK2, les facteurs associés a une activité kinase présenteront une activité de
polyadénylation réduite. Si la phosphorylation de Fipl conduit a une diminution de
I’association de Papl avec le reste du complexe CPF, bien que non quantitatif, I’analyse par
Western blot permettrait d’illustrer cette baisse d’association.

Mpel est un médiateur de I’ubiquitination de Papl et interagit avec le pré-ARNm, via
son domaine « zinc knuckle » (Lee and Moore, 2014; Vo et al., 2001). La phosphorylation de
Mpel permettrait de moduler son réle dans I'ubiquitination de Papl, par un changement de
conformation ou une diminution de son association au complexe CPF — Mpel interagit avec
Pfs2 et Fipl (Gavin et al., 2002). L ubiquitination de Papl peut étre étudiée par ’utilisation
d’anticorps dirigés spécifiquement contre 1’ubiquitine. Cependant, ne connaissant pas la
fonction de I’ubiquitination de Papl (dégradation, modification de sa localisation, etc.),
I’ajout d’inhibiteurs du protéasome pourrait permettre d’augmenter le signal détecté et de
comprendre la fonction de I'ubiquitination de Pap1l. L’association de Mpel au complexe CPF
peut étre, de la méme maniére que pour Fipl, étudi¢e par Western blot.

Ptil est supposée, avec Ptal, permettre le recrutement de Glc7 (He and Moore, 2005).

La phosphorylation de Ptil pourrait permettre de réguler I’association de Glc7 avec le reste du
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complexe de polyadénylation. L’association de Ptil (phosphorylée ou non) et Glc7 peut étre

étudiée par pull down.

Ensuite, de manicre plus surprenante et inattendue, les résultats obtenus ont permis de
décrire la phosphorylation de protéines de plus faible poids moléculaire, pouvant
correspondre a Ythl (26kDa), Sycl (21kDa) et/ou Ssu72 (23kDa). Aucun mécanisme de
régulation par phosphorylation in vitro n’a été décrit pour ces protéines. Plusieurs sites de
phosphorylation et des motifs de reconnaissance pour la protéine kinase CK1 sont décrits
pour Ssu72 (T41, S43, Y68). Cependant, aucun site de phosphorylation ou motif de
reconnaissance n’a ¢été décrit pour Ythl ou Sycl (PhosphoGRID). Il semble donc peu
probable que ces protéines soient la cible de phosphorylation ; les analyses par spectrométrie
de masse permettront de confirmer cette hypotheése. Ssu72 est une phosphatase impliquée
dans la déphosphorylation des résidus SER’ et SER” en fin d’élongation (Ghazy et al., 2009;
Krishnamurthy et al., 2004; Meinhart et al., 2003; Rosado-Lugo and Hampsey, 2014).
L’activit¢ de phosphatase de Ssu72 n’est pas nécessaire aux activités de maturation de
I’extrémité 3° (Krishnamurthy et al., 2004). Chez ’Homme, il a ét¢ montré que 1’activité de la
phosphatase 2A pouvait étre régulée par phosphorylation (Chen et al., 1992). De la méme
maniere, la phosphorylation de Ssu72 pourrait permettre de réguler a la baisse son activité de
phosphatase lorsque Ssu72 est associée au reste du complexe de polyadénylation ; et
promouvoir son role dans la maturation de I’extrémité 3’. Cela permettrait de rester en phase

d’¢longation et pourrait ainsi participer au maintien de la terminaison de transcription.

Pour la premic¢re fois, une activit¢ protéine kinase est retrouvée associée
spécifiquement au complexe CF IA. De la méme manicre que pour le complexe CPF, en ne
prenant en compte que la taille des protéines, seule la protéine Clp1 (50kDa) apparait comme
candidat potentiel. La phosphorylation de Clp1 pourrait permettre de réguler 1’assemblage du
complexe, comme Yral permet de moduler les interactions entre Pcfl1 et Clpl. Cependant,
aucun site de phosphorylation ou motif de reconnaissance n’est décrit pour Clpl
(PhosphoGRID). D’un point de vue structural, Clpl présente les caractéristiques de certaines
ATPases de la classe SIMIBI, caractérisées notamment par la fixation d’une molécule d’ATP
au niveau d’un motif P-loop (de Vries et al., 2000; Dupin and Fribourg, 2014; Noble et al.,
2007). Nous pouvons donc penser que le marquage observé peut étre di a la fixation d’une
molécule de [y*P]-ATP au niveau de son site de liaison. Parmi les sous-unités du complexe

CF IA, seule Rnal4 est décrite comme présentant des sites de phosphorylation potentiels et de
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reconnaissance pour des protéines kinases (T4, Y478, Y485— PhosphoGRID). L’analyse par
spectrométric de masse permettra d’identifier ['origine du marquage observé —

phosphorylation d’une protéine cible ou fixation d’une molécule de [y*°P]-ATP au niveau de

Clp1 — ainsi que la cible.
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CONCLUSION GENERALE

Dans les cellules eucaryotes, les ARNs messagers sont synthétisés dans le noyau par
I’ARN polymérase II. La synthése et la maturation des nouveaux transcrits (ou pré-ARNm)
pour obtenir un ARN messager mature sont des processus qui requiert plusieurs étapes
impliquant de nombreuses interactions protéines-acides nucléiques. Les différentes étapes
englobent aussi bien [D’initiation de la transcription, 1’¢longation, la terminaison et la
modification du transcrit naissant par I’ajout d’une coiffe (m’GpppN) a Iextrémité 5°,
I’épissage des introns non codants et 1’ajout d’une queue poly(A) a I’extrémité 3'. La
maturation de I’extrémité 3’ regroupe deux étapes : le clivage endonucléolytique du transcrit
au niveau d’un site spécifique et I’ajout d’une queue poly(A) sur le fragment en amont du site
de clivage ; le fragment en aval étant rapidement dégradé. La taille de la queue poly(A) est
espece spécifique et permet de moduler la stabilit¢ des ARNm, leur export vers le cytoplasme,
leur traduction et leur durée de vie. La polyadénylation est fortement conservée aussi bien
chez les eucaryotes supérieurs que chez les levures et la plupart des facteurs impliqués
présentent des homologues dans le systéme mammifeére.

Des nombreux facteurs cis et trans sont impliqués dans ces deux étapes de la
maturation de ’extrémité 3°. Cependant, on sait peu de choses sur la coopération pouvant
exister entre les différentes protéines afin d’assurer une maturation correcte. Chez la levure
S. cerevisiae, deux complexes multi-protéiques, regroupant vingt et une sous-unités, sont
nécessaires : le « Cleavage and Polyadenylation Factor » (CPF), le « Cleavage Factor 14 »
(CF IA). D’autres facteurs sont nécessaires pour le positionnement de la machinerie comme
Hrplp/Nab4p (ou « Cleavage Factor IB » - CF IB), ainsi que Pablp et Nab2p permettant le
controle de la taille de la queue poly(A).

Dans une premiére partie de ce projet, nous nous sommes intéressés a Pcfl1, une des
sous-unités du complexe CF IA. Pcfl1 est une protéine multifonctionnelle impliquée dans la
maturation de I’extrémité 3°, I’export ainsi que la terminaison de transcription des ARNs
codants et non codants. L’objectif était d’essayer de comprendre le role de deux des sous-
domaines de cette protéine : le 2" NTD — région N-terminale — et les motifs liant le zinc —

région C-terminale. L’ensemble des résultats de cette premicre partie ont été obtenus en
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collaboration avec deux équipes a I’IECB : I’équipe de C. Mackereth (RMN) et 1’équipe de
S. Fribourg (Cristallographie).

L’étude par génétique inverse adoptée pour 1’étude du 2" NTD nous a permis
d’obtenir quinze mutants, dont les phénotypes associés et les résultats obtenus sont regroupés
dans le T4BLEAU 2.1. La délétion du 2™ NTD conduit 4 un phénotype de croissance lente,
causé par un défaut de la terminaison de transcription des ARNs non codants. L’assemblage
du complexe CF IA ainsi que les activités de maturation de I’extrémité 3° des ARNSs
messagers ne sont pas perturbées. Lors de la terminaison de transcription des ARNs non
codants, dépendante du complexe NNS, le 2" NTD permettrait le maintien du complexe NNS
lorsque le CID de Pcfl1 est engagé dans I’interaction avec le CTD de ’ARN polymérase II ;
le 2" NTD permettrait la translocation de Senl nécessaire au décrochage de la polymérase.
La fonction du 2" NTD dans la terminaison de transcription des ARNs codants, dépendant du
complexe de polyadénylation n’a pas pu étre directement étudiée. Les résultats obtenus
permettent cependant de suggérer que la terminaison de transcription des ARNs codants est
indépendante du 2" NTD de Pcfl1. Par I’analyse de la terminaison de transcription des XUTs
et SUTS, en absence du 2™ NTD, nous espérons pouvoir mieux comprendre le role de ce
domaine. Si les résultats sont confirmés par les différentes analyses, le 2" NTD présenterait
une fonction unique, non redondante a celle décrite pour le CID mais complémentaire a ce
domaine. La région considérée comme nécessaire et suffisante pour la terminaison de
transcription des snoRNAs serait alors étendue a I’ensemble de la région N-terminale de la
protéine, des résidus 1 a 233.

L’¢tude des motifs liant le zinc, par génétique inverse, n’a pas permis d’obtenir de
réponses claires quant au role de ces deux motifs, conservés dans le régne eucaryote. Nous
avons pu montrer que la mutation des résidus Cystéines de 1’un de ces deux motifs conduit a
une modification des activités de maturation de I’extrémité 3’ mais nous ne connaissons pas
leur fonction précise. L’assemblage du complexe CF IA ainsi que la terminaison de
transcription des snoRNAs ne sont pas perturbées. La différence de phénotype observée
(T4aBLEAU 2.2) laisse suggérer que ces motifs peuvent avoir un fonctionnement indépendant.
Les motifs liant le zinc a 'extrémité C-terminale de Pcfl1 ferait le lien entre les complexes
CF IA et CPF, afin d’assurer une maturation correcte. L’¢étude de ces interactions par pull
down nous permettra d’identifier les partenaires et ainsi de comprendre le réle de ces motifs et
d’améliorer notre connaissance des relations pouvant exister entre les différentes sous-unités
du complexe de polyadénylation. La conservation de ces motifs dans le régne eucaryote laisse

a penser que ces relations pourrait étre conservés dans le systéme mammifere.
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Dans une seconde partie de ce projet, nous nous somme intéressé¢ au complexe de
polyadénylation dans son ensemble et la présence d’une activité¢ de phosphorylation associée
aux sous-complexes CF IA et CPF. Notre hypothése de départ était que Clpl, au vu de ces
caractéristiques structurales, posséde une activité de type protéine kinase uniquement en
présence des autres partenaires du/des complexe(s) CFIA et/ou CPF. Les résultats
préliminaires nous ont permis de mettre en évidence une activité protéine kinase, co-purifiant
lors de la préparation des sous-complexes CF IA et CPF, indépendamment de la présence de
Clpl. Dés le début de ce projet, nous avons rencontré des difficultés de reproductibilité,
pouvant étre attribuée a un protocole de purification non optimisé. La concentration des
facteurs obtenus en fin de purification a permis de rétablir un profil de phosphorylation
comparable. La protéine kinase associée au complexe ainsi que les cibles de cette
phosphorylation reste a étre identifi¢. Comme 1’épissage ou I’export, la maturation de
I’extrémité 3° serait spécifiquement régulée par phosphorylation, par association d’une
protéine kinase. La phosphorylation des sous-unités du complexe permettrait de moduler leur

assemblage ou I’accessibilité¢ du pré-ARNm.
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TiTRE : Etude fonctionnelle des sous-domaines de Pcfll: réole du 2" NTD dans la
terminaison de transcription des snoRNAs et des motifs liant le zinc dans les activités de
maturation de ’extrémité 3° des ARN messagers.

RESUME : Chez les eucaryotes, la maturation de ’extrémité 3° des ARNs messagers a lieu lors de la
transcription et regroupe deux étapes : le clivage endonucléolytique du transcrit au niveau d’un site
spécifique et 1’ajout d’une queue poly(A) sur le fragment en amont du site de clivage. Chez
S. cerevisiae, le complexe de polyadénylation est formé par 20 protéines, regroupées principalement
en deux sous-complexes : CF IA et CPF. Nous nous intéressons plus spécifiquement a Pcfl1, sous-
unité du complexe CF IA.

Pcfll est formé de sept sous-domaines, mais la fonction d’une grande partie de la protéine
n’est pour I’instant pas connue. Par exemple, aucune fonction n’est associée a la région située entre le
domaine d’interaction avec le CTD de ’ARN polymérase II (CID) et une répétion de 20 résidus
glutamines. Récemment, la structure de ce domaine, appelé 2" NTD a été décrite. Pour essayer de
comprendre la fonction du 2™ NTD et des motifs liant le zinc encadrant le domaine d’interaction avec
Clpl1, nous avons mis en place une stratégie systématique de mutagénése, soit par délétions soit par
mutations ponctuelles.

Le 2" NTD est formé de trois hélices a et interagit avec ’ARN. La délétion de ce domaine
conduit a un phénotype de croissance lente chez la levure et un défaut de terminaison de transcription
des snoRNAs. Malgré une similarité de structure et de fonction, le 2" NTD présenterait une fonction
indépendante.

La fonction des motifs liant le zinc n’est pour I’instant pas connue. Cependant, la mutation de
I’un de ces deux motifs conduit a un défaut de clivage et de polyadénylation in vitro. La mutation des
deux motifs est létale chez la levure.

TITLE : Functional analysis of Pcfl1 sub-domains : role of the 2" NTD in transcription
termination of snRNAs and zinc finger motifs in 3’-end processing of mRNAs.

ABSTRACT : In eukaryotes, poly(A) tails are added to nuclear pre-mRNA 3'-ends in the two steps of
cleavage and polyadenylation. This co-transcriptional processing requires the activity of a large
protein complex comprising at least 20 different polypeptides in yeast organized primarily into the two
factors CF IA and CPF. We are interested in the functional characterization of Pcf11, a CF IA subunit.

The Pcfl1 protein is organized into seven different domains, but here is still a large portion of the
polypeptide that has not yet been characterized. For example the region from the end of the CTD
interaction domain (CID) to an uninterrupted stretch of 20 glutamine residues has no known function.
Recently, the structure of this region, called the 2™ NTD have been characterized. To gain insight into
the function of the 2™ NTD and the two zinc fingers motif surounding the Clp1 interaction domain, we
have employed a systematic strategy of mutagenesis, either by deletion or via point mutations.

The 2" NTD is a folded domain composed of three a-helice. The deletion of this domain induced a
severe defect of growth in yeast and impaired transcription termination of snoRNAs. Despite it's
similarity in structure and function with the CID, the 2™ NTD seems to act like an independant RNA
binding domain.

We don’t know yet the real function of the two zinc fingers motif at the C-terminal region of Pcf11,
but the mutation of Cystein residus into serine of one of the two motifs impaired cleavage and
polyadenylation. The mutation of the first motif is less harmful than the mutation of the second motif.
The simultaneous mutation is lethal in yeast.

MOTS CLES : ARNs messagers, Maturation en 3°, Pcfl1, Terminaison transcription, motif liant le
zinc, S. cerevisiae.
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