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Résumeé

Titre :
HELZ2, une nouvelle ribonucléase humaine impliquée

dans le métabolisme des ARN ?

Les acides ribonucléiques (ARN) sont de deux types : les ARN messagers (ARNm)
qui sont des ARN codants, et les ARN non codants. Les ARN sont synthétisés dans le
noyau a partir de ’ADN. Les ARNm subissent de nombreuses maturations telles I'ajout
d’une coiffe a leur extrémité 5’ et/ou queue polyA en leur extrémité 3’. Si la plupart des
réactions de maturations se font dans le noyau, quelques-unes peuvent aussi
intervenir dans le cytoplasme. Les ARNm sont ensuite traduits en protéine par le
ribosome. La machinerie responsable de la dégradation des ARN qui ne sont plus
nécessaires ou qui sont endommagés est étudiée depuis de nombreuses années.
Toutes les étapes dans la vie des ARN contribuent au contrdle de I'expression des
génes chez tous les organismes vivants. De plus, elles permettent la mise en place de

programmes d’expression de génes spécifiques.

Chez 'homme, des dysfonctionnements dans ces voies de régulation de I'expression
des génes sont associés a des maladies génétiques et des cancers. Les ribonucléases
ont une importance particuliere dans ces voies de régulation puisqu’elles portent
lactivité catalytique nécessaire a la maturation/dégradation des ARN cibles. La
caractérisation de 'ensemble des ribonucléases exprimées, de leurs partenaires et de
leurs cibles est donc cruciale pour comprendre comment les cellules adaptent leurs

programmes d’expression génétique en fonction de signaux extracellulaires.

Les ribonucléases de la famille RNasell/RNB sont conservées des bactéries a
'Homme et sont impliquées dans la maturation et la dégradation des ARN. Chez
’homme, trois membres de cette famille sont connus actuellement : DIS3, DIS3L1 et
DIS3L2. Au niveau pathologique, des mutations localisées au niveau du domaine RNB
de DIS3 ou DIS3L2 sont associées au développement de cancer de type colorectal,
de mélanomes, de leucémie myéloide chronique ou au développement de tumeurs de
Wilms selon la protéine mutée.



Par recherche dans les bases de données et par alignement de séquences, un
nouveau domaine RNB a été identifié au centre de la protéine HELZ2 (Helicase with
Zinc finger 2). Cette protéine de haut poids moléculaire possede deux isoformes :
HELZ2a et HELZ2B qui contiennent un domaine RNB situé au centre des chaines
polypeptidiques, des domaines de type hélicase SF1, ainsi que deux doigts de zinc
pour lisoforme B. Initialement identifiée en 2002 comme partenaire du récepteur
nucléaire PPARa, HELZ2 a ensuite été retrouvée associée au récepteur nucléaire
PPARYy et a la protéine THRAP3. L’inactivation de HELZ2 chez la souris a permis
d’établir un lien in vivo entre cette protéine et la régulation du métabolisme énergétique
de I'organisme. Des souris dépourvues de HELZ2 ont été produites et lorsqu’elles sont
soumises a une alimentation riche, 'absence de ce facteur les protege contre la prise
de poids et I'obésité. En 2013, un crible visant a identifier les génes requis pour la
fonction antiviral de I'lFN-a (appelés les genes effecteurs de linterféron (IEGs)) a
permis d’identifier 120 génes parmi lesquels se trouve HELZ2(Fusco et al. 2013). Les
auteurs ont également montré que I'expression exogéne de HELZ2 n’a pas d’effet
antiviral. En revanche, lorsque I'expression de HELZ2 est diminuée par l'intermédiaire

de shARN ou ARNIi, les effets antiviraux de I'l[FN-a sont réduits.

Le projet de these inclut les caractérisations biochimiques du domaine RNB et des
domaines hélicases de la protéine HELZ2. L’autre objectif majeur était de comprendre

les mécanismes dans lesquels HELZ2 est impliquée in vivo.

Afin d’étudier les fonctions biochimiques de HELZ2, j'ai cherché a produire la protéine
HELZ2B recombinante. De ce fait, la production de protéines GFP-HELZ2 dans les
cellules humaines HEK293 a été mise en ceuvre. Les protéines ainsi produites ont
alors été immunoprécipitées avec des billes GFP-Trap. Apres lavages, les complexes
billes-protéines ont été utilisés directement dans les différentes expériences afin de
caractériser les différentes activités de HELZ2.

Mes analyses ont permis de montrer que les domaines hélicases possedent une
activité ATPase. La capacité de HELZ2 d’ouvrir des duplexes d’acides nucléiques
reste a élucider.

J’ai aussi pu démontrer que HELZ2 possede bien une activité ribonucléase in vitro. |l

a aussi pu étre démontré que les protéines GFP-HELZ2 a et 3 sauvages dégradent le



substrat ARN de 3’ en 5’ un produit final de 5 nucléotides de long en présence de Mg?*.
Une expérience en remplacant les ions Mg?* par d’autres ions divalents a montré que
I'activité ribonucléase de HELZ2 est similaire en présence de Mn?+ et est moindre ou
totalement absente en présence des autres ions divalents. Ensuite, I'activité de HELZ2
a été testée sur différents substrats ARN. Les résultats préliminaires indiquent qu’il ne
semble pas avoir de différence de dégradation de substrats poly A, poly C et poly U.

A l'aide de protéines tronquées, j'ai pu constater que le premier domaine hélicase n’est
pas nécessaire a l'activité RNase et que le domaine RNB seul n'est pas capable de
dégrader 'ARN in vitro. D’autres constructions ont été réalisées qui ont permis
d’affirmer que le second domaine hélicase ainsi que le linker présent en 3° du RNB

sont nécessaires a l'activité nucléase.

Mes analyses ont aussi permis de montrer que HELZ2 n’est pas capable de dégrader

I’ADN in vitro Mais j'ai pu mettre en avant sa capacité a lier ’ADN.

Les protéines GFP-HELZ2 possédant I'avantage d’étre fluorescentes, j'ai pu montrer

que cette protéine est majoritairement cytoplasmique.

Les niveaux d’expression des deux isoformes de HELZ2 ont été étudiés par Western-
blot dans plusieurs lignées cellulaires. Les résultats obtenus montraient que la protéine
HELZ2a est présente dans la majorité des lignées testées, tandis que I'isoforme 3 n’est

que visible dans les lignées HelLa, HEK293 et Huh7.

Afin d’identifier des partenaires protéiques de HELZ2, une immunoprécipitation des
protéines GFP, GFP-HELZ2a et B a été réalisée a I'aide des billes GFP-Trap, suivie
d’une élution. Cependant, les éluats n'ont pas permis d’identifier de partenaires stables

de ces protéines de fusion dans les cellules HEK293.

En conclusion, cette étude a mis en lumiére la présence de doigts de zinc, de
domaines hélicases capables d’hydrolyser 'ATP en ADP ainsi qu'un domaine RNB
dégradant '’ARN in vitro et possédant des caractéristiques proches des domaines RNB
déja connus. Ceci permet de lier HELZ2 au métabolisme des ARN et donc d’envisager
differemment I'étude de ses rbles décrits dans la littérature. Cette étude fournie les
bases pour permettre dans le futur l'identification des cibles ARN de HELZ2 ainsi que
la plus ample caractérisation de ses domaines hélicases.



Abstract

Title:
HELZ2, a new human ribonuclease involved in RNA

metabolism?

Two types of RiboNucleic Acids (RNAs) are known: messenger RNAs (mRNAs) that
are coding RNAs, and non-coding RNAs. RNAs are synthesized in the nucleus from
DNA. The mRNAs undergo many post-transcriptional modifications like the addition of
a cap at their 5' end and / or polyA tail at their 3' end. If many processing reactions
occur in the nuclei, some also occur in the cytoplasm. The mRNAs are then translated
into proteins by the ribosome. The machinery of RNA decay which degrades damaged
RNAs and those that are no longer needed has been studied for many years. Every
step in the life of RNAs can contribute to the control of gene expression in all living
organisms. In addition, they allow the establishment of programs for the expression of
specific genes.

In humans, dysfunctions in the regulatory pathways of gene expression are associated
with genetic diseases and cancers. Ribonucleases are particularly important in these
regulatory pathways since they carry the catalytic activity necessary for the
maturation/degradation of target RNAs. Characterization of all ribonucleases
expressed in human cells, characterization of their partners and their targets is
therefore crucial to understand how cells adapt their gene expression programs to

extracellular signals.

Ribonucleases of the RNasell/RNB family are conserved from bacteria to humans and
are involved in RNA decay and processing. In humans, three members of this family
are currently known: DIS3, DIS3L1 and DIS3L2. At the pathological level, localized
mutations in the RNB domain of DIS3 or DIS3L2 are associated with colorectal cancer,
melanomas, chronic myeloid leukemia or Wilms tumors depending of which protein is

mutated.

Through database search and sequence alignment, a new RNB domain has been
identified in HELZ2 protein (Helicase with Zinc Finger 2). This high molecular weight
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protein has two isoforms: HELZ2a and HELZ23 which contains an RNB domain at the
center of the polypeptide chain, two SF1 helicase domains, and two zinc fingers for the
B isoform. Initially identified in 2002 as a partner of the PPARa nuclear receptor, HELZ2
was subsequently found associated with the PPARy and the THRAP3 protein. The
inactivation of HELZ2 in mice has established an in vivo link between this protein and
the regulation of energy metabolism. HELZ2"- mice were produced and the absence
of HELZ2 protects them against weight gain and obesity when they are fed with a high
fat diet. In 2013, a screen aiming to identify the genes required for the antiviral function
of IFN-a (interferon effector genes (IEGs)) identified 120 genes including HELZ2. The
authors also showed that the exogenous expression of HELZ2 has no antiviral effect.
On the other hand, the inhibition HELZ2’s expression via shRNA or siRNA inhibits the

antiviral effects of IFN-a.

The thesis project includes the biochemical characterization of the RNB domain and
the helicase domains of the HELZ2 protein. The other major goal was to understand
the mechanisms in which HELZ2 is involved in vivo.

In order to study the biochemical functions of HELZ2, | tried to produce the recombinant
HELZ2[(3 protein. The production of GFP-HELZ2 proteins in HEK293 human cells has
been implemented. The proteins thus produced were then immunoprecipitated with
GFP-Trap beads. After washes, the beads-protein complexes were used directly in the

different experiments to characterize the different activities of HELZ2.

| revealed that the helicase domains display ATPase activity. The ability of HELZ2 to
open nucleic acid duplexes remains to be elucidated.

| also demonstrated that HELZ2 does have an in vitro ribonuclease activity. Wild-type
GFP-HELZ2 a and B proteins degrade the RNA substrate from 3’ to 5' and releases a
5 nucleotides long final product in the presence of Mg?+.

An experiment replacing the Mg?* ions with other divalent ions has demonstrated that
the HELZ2 ribonuclease activity is similar in the presence of Mn?* and is less or
completely absent in the presence of the other divalent ions.

Then, the activity of HELZ2 was tested on different RNA substrates. Preliminary results
indicate that it does not appear to exhibit any differences in degradation of poly A, poly

C and poly U substrates.



Using truncated proteins, | have found that the first helicase domain is not necessary
for RNase activity and that the RNB domain alone can’t degrade RNA in vitro. Using,
other constructs | demonstrated that the second helicase domain as well as the linker
present at 3' of the RNB are necessary for the nuclease activity. | also showed that
HELZ2 doesn’t degrade DNA in vitro. But | was able to highlight its ability to bind DNA.
Using the fluorescence of GFP-HELZ2 proteins, | identified this protein as mostly
cytoplasmic.

The expression levels of both isoforms of HELZ2 have been studied by Western-blot
in several cell lines. The HELZ2a protein is present in the majority of the lines tested,
whereas the (3 isoform is only visible in the HeLa, HEK293 and Huh7 cell lines.

In order to identify protein partners of HELZ2, immunoprecipitations of GFP, GFP-
HELZ2a and 3 proteins were performed using GFP-Trap beads, followed by elution.
However, the eluates failed to identify stable partners of these fusion proteins in
HEK293 cells.

In conclusion, this study has highlighted the presence of zinc fingers, helicase domains
capable of hydrolyzing ATP into ADP and an RNB domain that degrades RNA in vitro
and has characteristics close to the other described RNB domains. This study links
HELZ2 to RNA metabolism. Studies of its roles reported in the literature should be
reinterpreted with this background information. This study provides the basis for the
future identification of HELZ2 RNA targets as well as further characterization of its

helicase domains.
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1 Introduction

Le dogme fondamental de la biologie moléculaire décrit TADN comme le support stable
de linformation génétique, a I'exception de quelques virus dont le génome est de
'ARN. Dans le génome humain cette information est stockée dans 20 000 a 25 000
génes. Elle est recopiée sous forme d’ARN lors de la transcription. Ces ARN peuvent
avoir un réle non-codant ou codant. Ces derniers sont appelés les ARN messagers
(ARNm). Aprés avoir subis de nombreuses modifications et avoir été exportés dans le
cytoplasme, les ARNm sont traduits en protéines. Les ARN qui ne sont plus
nécessaires ou qui sont défaillants sont dégradés par des enzymes appelées
ribonucléases (RNase). La régulation de tous les processus de la voie d’expression
des genes, incluant ceux modifiant et dégradant les ARN, permet aux organismes
d’ajuster précisément la production de protéines. L'expression des génes nécessite
une régulation fine car elle difféere a chaque étape du cycle cellulaire, en fonction de
'age de I'organisme, au cours de la différenciation cellulaire, et dans chaque tissu...
L’expression génique doit aussi étre modifiée rapidement afin de permettre
I'homéostasie, de répondre a un stress ou a un signal émis par d’autres cellules. Dans
cette introduction, les différentes étapes de la vie des ARN chez 'homme seront
rappelées. Cependant, de nombreuses études ont été réalisées sur d’autres
organismes modéles comme la levure et seront citées lorsque qu’elles décrivent des

mecanismes probablement conservés chez ’homme.

1.1 Synthése, maturation, export et traduction des ARN

1.1.1 Synthese
1.1.1.1 Initiation

La synthése d’'une molécule d’ARN a partir d’'une molécule d’ADN, aussi appelée
transcription, a été observée pour la premiére fois en 1959 (Weiss et Gladstone 1959).
Ultérieurement, des études biochimiques ont permis d’identifier les protéines
responsables de cette activité. Chez les mammiféres, trois complexes protéiques ont
eteé identifiés et appelés les ARN polymérases (Pol) I, Il et lll. La spécificité de chacun
de ces complexes a été étudiée entre autre par le laboratoire de P. Chambon et R.
Roeder (Kedinger et al. 1970; Gniazdowski et al. 1970; Weinmann et Roeder 1974). ||
a été déterminé que la Pol | permet la synthése des ARN ribosomique (ARNr) a
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'exception de 'ARNr 5S qui est synthétisé par la Pol Ill. Cette derniére est aussi
responsable de la transcription de nombreux ARN non-codant (ARNnc) comme les
ARN de transfert (ARNt) et certains micro-ARN (miARN). Quant a la Pol Il elle assure
principalement la transcription des ARNm. La particularité de la Pol Il réside dans la
présence d’'un motif particulier sur le domaine C-terminal (CTD) a I'extrémité de sa
sous-unité catalytique. Ce motif peut contenir jusqu’a 52 répétitions du motif : Tyr 1-
Ser 2-Pro 3-Thr 4-Ser 5-Pro 6-Ser 7. De nombreuses modifications de ce domaine

permettent une régulation de la transcription.

La transcription se déroule en trois étapes : l'initiation, I'élongation et la terminaison.
La transcription des génes par la Pol Il chez les eucaryotes supérieurs est présentée
comme exemple. L’initiation est amorcée par la formation du complexe de pré-initiation
(PIC). Ce modele résulte de l'interaction séquentielle des différents facteurs généraux
de la transcription ainsi que la Pol Il avec certains éléments du promoteur (Figure 1).
La formation du PIC débute par la fixation de la TATA-Binding Protein (TBP) sur la
boite TATA qui se situe entre 25 et 30 nucléotides en amont du site de départ de la
transcription. La TBP lie les TBP Associated Factors (TAFs) afin de constituer le
complexe TFIID. Ensuite, le facteur TFIIA vient stabiliser I'interaction entre la TBP et
la boite TATA. Le facteur TFIIB est alors recruté et stabilise le complexe précédent.
Ce facteur interagit la TBP mais aussi avec I'ADN et plus précisément avec une
séquence BRE qui peut étre retrouvée en amont ou en aval de la boite TATA. L’étape
suivante de ce modele consiste au recrutement du facteur TFIIF. Ce dernier posséde
une forte affinité pour la Pol Il qui est recrutée concomitamment. Les derniéres étapes
de la formation du PIC sont les recrutements de TFIIE suivi de TFIIH. Ce dernier
possede une activité hélicase nécessaire a I'ouverture des deux brins d’ADN créant
ainsi la bulle de transcription. Ce modéle dérive essentiellement d’études in vitro et |l
est important de noter que la formation du PIC in vivo est plus complexe di a
l'intervention de nombreux co-activateurs intervenant a différentes étapes. De
nombreux facteurs de transcription ainsi que des cofacteurs sont ainsi recrutés sur des
régions régulatrices situées en amont du promoteur appelées « enhancers » et influent
sur la formation du PIC et le recrutement de Pol Il (Haberle et Stark 2018). En paralléle
de la formation du PIC, des modifications de la chromatine ont lieu pour permettre
l'initiation de la transcription. Les histones qui composent les nucléosomes peuvent

subir des modifications post-traductionnelles ayant une influence considérable sur la
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régulation de I'expression génique. Par exemple, la méthylation de la K4 de I'histone
H3 est associée a une activation de la transcription. Au contraire, une méthylation de
la K27 de cette méme histone réprime la transcription (B. Li, Carey, et Workman 2007).
Il existe aussi des variants d’histones qui peuvent remplacer I'un des histones

canoniques et ainsi modifier la stabilité de la chromatine et influencer la transcription.

Promoteur libre T

= \
T0p ] TAFs \‘
P "i" \

W

TFIB

Assemblage du PIC
(1ére étape)

Assemblage du PIC
(2éme étape) N ,("\‘-7

TFIH

PIC «fermén ) TFIE ¢ IE:L}:e

PIC «ouvert»

NTPs

Figure 1 : Représentation schématique de I'assemblage séquentiel du PIC in vitro (Sainsbury, Bernecky,
et Cramer 2015).

L’étape qui suit la formation du PIC est I'élongation. Lors de cette transition, des
modifications du PIC et de la Pol Il permettent 'échappement de cette derniére du
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promoteur. La phosphorylation du CTD de la Pol Il sur la sérine 5 est nécessaire a son
avancement. On observe fréquemment la production et la libération dARN de 5 a 10
nucléotides : on parle alors d’élongation abortive. Lorsque les transcrits atteignent 10
nucléotides de longueur, la bulle de transcription se déplace et on parle alors
d’échappement du promoteur. Ceci marque le début d’'une phase d’élongation

processive.

Aprés le départ en élongation de la Pol Il il a été observé que certains facteurs restent
sur le promoteur. Ce complexe forme une plateforme permettant de faciliter la ré-
initiation en permettant un recrutement plus rapide des facteurs de transcription

manquant pour initier un nouveau cycle de production d’ARN.

1.1.1.2 Elongation

Il a été montré que I'élongation se déroule en deux temps : la phase précoce puis la

phase tardive.

Durant la phase d’élongation précoce la Pol Il marque une pause a environ 20-60
nucléotides aprés le site de départ de la transcription. Cette pause est plus ou moins
longue selon les génes. Les facteurs DSIF et NELF s’associent a la Pol Il durant ces
pauses. Cette étape ajoute un point de régulation supplémentaire du niveau de
transcription d’'un géne soit en permettant une activation plus rapide, soit en limitant le
taux de transcription. Plusieurs modifications dont la phosphorylation de la Ser2 du
CTD de la Pol Il ont pour effet la résolution de la pause ainsi que le recrutement de

facteurs d’élongation (Kwak et Lis 2013).

Aprés la résolution de la pause, la Pol Il entre phase d’élongation tardive dite
productive. Cette phase est caractérisée par le déplacement de la bulle de transcription
sur ’ADN qui s’ouvre au fur et a mesure couplé a la polymérisation de 'ARN. Cette
derniére est permise par l'incorporation de nucléotides triphosphates avec création de
liaisons phosphodiester. La vitesse de la Pol Il est d’environ 0.5 kb/min durant les
premiers kb et atteint une vitesse de 2 a 5 kb/min aprés 15 kb (Jonkers et Lis 2015).
Cette accélération est probablement due a I'accumulation graduelle des complexes

associés ainsi qu’a la modification graduelle de la Pol Il (Jonkers et Lis 2015).
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Durant cette phase d’élongation, les ARN subissent de nombreuses modifications
comme l'ajout d’une coiffe ainsi que I'épissage. Les mécanismes responsables de ces

différentes modifications ainsi que leur role seront exposés dans la partie 1.1.2.
1.1.1.3 Terminaison

Le cycle de transcription se termine par la terminaison. Cette derniére étape définit la
fin du transcrit. Elle a pour conséquence d’empécher l'interférence avec les génes
situés en aval. La terminaison est définie par la libération de la polymérase, 'ADN et
'ARN. Il est connu que la terminaison est dépendante de I'ajout d’'une queue poly(A)
a 'ARN néo-synthétisé (Birse et al. 1998). Il a ainsi été démontré que I'arrivée sur le
signal de poly(A) a pour effet de ralentir le complexe d’élongation. Ensuite, le complexe
CPSF (facteur de spécificité de clivage et polyadenylation) se lie a la Pol Il. Les
complexes Cstf (facteur stimulateur du clivage) et CFI-CFlI (facteur de clivage | and Il)
se lient au CTD de Pol Il contenant des sérines 2 phosphorylées. Ces trois complexes
forment le complexe de polyadénylation dont le rble est décrit en 1.1.2.3. Le signal de
polyadénylation : AAUAAA ainsi qu’'un motif riche en G/U sont reconnus par les
complexes CPSF et CstF. Ceci entraine ensuite un clivage endonucléolytique par un
composant du complexe CPSF (CPSF73) entre ces deux éléments. La maturation de
I'extrémité 3’ de TARNm appelée polyadénylation commence alors et sera décrite dans

le paragraphe 1.1.2.3.

Il a été montré que Sen1, I'hnomologue de I'hélicase sénataxine (SETX) chez la levure,
participe a la terminaison de la transcription. Une étude a démontré que le domaine
d'hélicase de Sen1 est suffisant pour dissocier le complexe d'élongation in vitro, que
la protéine entiére et son domaine hélicase sont capables de migrer le long d'ARN et
d'ADN simple brin dans le sens 5’ a 3’ (Han, Libri, et Porrua 2017). La méme étude a
aussi montré que Sen1 est une enzyme relativement peu processive, impliquant un
recrutement a proximité de la Pol Il pour une terminaison efficace. De plus Senft,
favorise la translocation vers I'avant de polymérases bloquées en agissant sur le
transcrit naissant et est suffisante in vitro pour induire la terminaison (Han, Libri, et
Porrua 2017). Récemment, une étude a mis en évidence la présence d’'une bulle de
transcription en partie ré-enroulée lors de la terminaison induite par Sen1 (S. Wang et
al. 2019).
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L’ARN résiduel non-coiffé est dégradé par I'exoribonucléase Xrn2. Un modéle propose
que la dégradation de cet ARN résiduel entraine le détachement de la Pol Il terminant
ainsi la transcription. Ce modele est appelé modele torpedo (Figure 2) (M. Kim et al.
2004; West, Gromak, et Proudfoot 2004).

On peut noter qu’il existe deux enzymes appartenant a la famille XRN: Xrn1, localisée
principalement dans le cytoplasme dont le rGle sera discuté ci-dessous et Xrn2 dans
le noyau de la cellule. Ce sont des exoribonucléases 5'-3 'processives dépendantes
de Mg? ayant une préférence pour 'ARN non structuré simple brin portant un

monophosphate a I'extrémité 5' (Jones, Zabolotskaya, et Newbury 2012).

Coupure de I'ARN et | Dissociation du

olyadénylation 6 i
CTD; _Phosphorylated 22 H & complexeidtlongatio

Recrutement du “USer2
complexe CPSF-CF T | Pause de la

=0

i FECED" L
ICPSEH &5
C.S,,!E) XRN22)

a» €

Figure 2 : Modéle torpedo de terminaison de la transcription des ARNm chez les eucaryotes supérieurs.
(Porrua et Libri 2015).

Un autre modele de terminaison de la transcription a été proposeé, il suggere des
changements de conformation de la Pol Il aprés polyadénylation, déstabilisant le complexe

d’élongation, ce qui a pour effet I'arrét de la transcription.

Un autre mode de terminaison a été mis en évidence pour les petits ARN nucléaires
qui ne possédent pas de poly(A). Lors de la terminaison de leur transcription, les
complexes NELF et INT vont étre recrutés sur une séquence appelée 3’ box et le
complexe INT va induire un clivage de '’ARN puis la dissociation de la Pol Il (Porrua et
Libri 2015).

1.1.2 Maturation

Les ARN sont généralement produits sous une forme immature qui est fréquemment
non-fonctionnelle. En effet, afin de réaliser leurs fonctions qu’elles soient codantes ou
non, les ARN nécessitent communément d’étre modifiés. Pour cela ils passent par des
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étapes de maturation qui peuvent étre co-transcriptionnelles ou post-

transcriptionnelles.

1.1.2.1 Ajout d’une coiffe en 5’ (« Capping ») et son rble

Au début de la phase d’élongation, tous les ARN transcrit par la Pol |l subissent I'ajout
de la coiffe 7-méthylguanosine (m7G) au niveau du premier nucléotide du transcrit. La
phosphorylation au niveau de la sérine 5 du CTD de ’'ARN Pol Il, joue un réle important
dans ce processus en permettant le recrutement de la guanine-7-méthyltransférase
(Ho et Shuman 1999). Cette modification est aussi responsable du recrutement et de
I'activation du complexe enzymatique qui permet I'ajout de la coiffe appelé « mRNA-
capping enzyme ». Dans un premier temps, cette enzyme génére une extrémité 5’ di-
phosphate sur le premier nucléotide du transcrit naissant en retirant un phosphate.
Ensuite, a I'aide d’'un donneur GTP, une GMP est ajoutée a ce di-phosphate par liaison

5-5’ triphosphate. Un groupement méthyl est alors ajouté au résidu N7 de la guanine.

Le CBC (« cap binding complex ») et le facteur d’initiation de la traduction eucaryote
4E (elF4E) sont les complexes majeurs qui reconnaissent la coiffe m7G. Le CBC est
constitué des protéines NCBP1 et NCBP2. Elle a aussi pour effet de faciliter I'épissage
du premier intron et I'export des ARN du noyau vers le cytoplasme (Galloway et
Cowling 2019). Il a aussi été montré que la coiffe permet une meilleure initiation de la
traduction des ARNm. La coiffe permet de marquer les ARNm comme « soi » afin de
les différencier des ARN exogenes et ainsi les protéger du systeme immunitaire inné
(Galloway et Cowling 2019). L’élimination de la coiffe sera traitée dans le paragraphe
1.2.2.

Un autre type de coiffe a été découvert, cette coiffe est appelée « nicotinamide adenine
dinucleotide » (NAD). Initialement identifié chez les bactéries et la levure (Y. G. Chen
et al. 2009; Cahova et al. 2015), cette modification a aussi été décrite dans les cellules
HEK293. Les ARNm possédant une coiffe NAD sont ciblés par la machinerie de
dégradation (Jiao et al. 2017).

Un complexe cytoplasmique responsable de I'ajout d’'une coiffe en 5’ a aussi été mis
en évidence. Cela permet de « recoiffer » des ARN qui ont perdu leur coiffe soit par
les enzymes de décapping soit par clivage endonucléasique. Dans les cellules de
mammifére cette réaction est réalisée par un métabolon constitué d’'une kinase 5'-

monophosphate qui va générer un substrat diphosphate. Ce dernier permet I'activité
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de la guanylyltransférase de RNGTT (RNA guanylyltransferase and 5'-phosphatase)
et de la RNMT (guanine-N7 cap methyltransferase), permettant la méthylation de la
guanosine en N7. (Trotman et Schoenberg 2019).

1.1.2.2 Epissage

La plupart des génes codant pour les ARNm et les ARNt comportent des introns entre
les exons ou l'information génétique est présente. Le processus permettant de retirer
les introns en liguant les exons les uns aux autres est appelé I'épissage. L’épissage
des ARNm qui est décrit ci-dessous est réalisé de maniére co-transcriptionelle. Ce
processus permet de diversifier le protéome car il permet de produire différentes
protéines a partir d'un gene. La réaction d’épissage est assurée par un complexe
appelé le spliceosome. Il est composé de plus de 200 protéines qui peuvent étre
associées ou non a des snARN (small nuclear ribonucleic acids). Le spliceosome
existe sous deux formes appelées spliceosome majeur et mineur. La formation du
spliceosome majeur est séquentielle et débute par la reconnaissance des séquences
cibles de 'ARN a épisser par les snRNP U1 et U2 formant ainsi le complexe A. Ces
séquences sont principalement les sites d’épissage 5’ et 3’, situés de part et d’autre
de l'intron, ainsi que le point de branchement. L’étape suivante, a savoir le recrutement
de la tri-snRNP U4-U6-U5, permet de constituer le complexe B. Des modifications
structurales et conformationnelles, comme la libération d’'U1 et U4, permettent a ce
complexe d’acquérir une activité catalytique. Il est alors appelé complexe B*. La
premiere étape de la réaction d’épissage a ensuite lieu et entraine la formation du
complexe C ou on note la présence de I'exon 1 libre et d’'un intermédiaire nucléique
intron en lasso-exon2. Une seconde étape de trans-estérification permet de lier les
exons mis bout a bout et I'intron en lasso est relargué. Les snRNP U2, U5 et U6 sont
ensuite libérées et recyclées (Figure 3) (Matera et Wang 2014).

Le spliceosome mineur utilise quant a lui les snRNP U11, U12, U4atac, U5 et UBatac
et cible environ 1% des introns. Les introns reconnus par ce complexe sont enrichis
au sein des genes impliqués dans des mécanismes cellulaires tels que la réplication

et la réparation de ’ADN ou la transcription (Dujardin et al. 2016).
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Figure 3 : Schéma des différentes étapes d’épissage par le spliceosome. L’ARN pré-messager en cours
de transcription ainsi que les différents complexes permettant son épissage sont représentés. LARNm

épissé et l'intron en lasso sont les produits finaux (Matera et Wang 2014).

Les protéines SR (riches en sérines et arginines) et les hnRNP (heterogenous nuclear
ribonucleoproteins) sont capables d’influencer I'épissage ainsi que de favoriser ou de
réprimer respectivement l'inclusion d’'un exon. On appelle ce processus I'épissage
alternatif. Grace a ce processus, un pré-ARNm peut engendrer une multitude de
protéines différentes, ce qui est un facteur clé de la complexité des eucaryotes.

Chez les eucaryotes supérieurs, un complexe protéique appelé EJC (exon-exon
junction complex), est déposé sur TARNm a environ 20-24 nucléotides en amont des
jonctions exon-exon (Hervé Le Hir et al. 2000). L’'EJC est déposé par le spliceosome
sur les ARNm et reste fixé sur ce dernier jusque dans le cytoplasme.

Le cceur de ce complexe est composé de I'hélicase elF4A3 et des protéines Y14,
MAGOH, MAGOH B, et MLN51 (Ballut et al. 2005; Tange et al. 2005). Ce complexe
joue un rble dans de nombreux processus comme l'export des ARNm vers le
cytoplasme (H. Le Hir et al. 2001) ou la traduction. L’EJC joue aussi un rdle primordial
dans la voie de dégradation appelée NMD (Nonsense-mediated mRNA Decay). En

effet, sa présence en aval d’'un codon de terminaison précoce de la traduction permet
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a lui seul de déclencher le recrutement de la machinerie du NMD et ainsi de dégrader
'ARNm (décrit plus amplement en 1.2.3.3.1) (Le Hir, Sauliére et Wang 2016).

1.1.2.3 Poly-adénylation

Chez les eucaryotes supérieurs des queues poly(A) sont ajoutées en 3° des ARNm.
Comme indiqué dans le chapitre traitant de la terminaison de la transcription, les
complexe CPSF-CF reconnait des motifs dont le signal de polyadénylation AAUAAA.
Lors de I'étape suivante, la poly(A) polymérase (PAP) est recrutée. Ensuite, un clivage
est réalisé aprés le site de polyadénylation situé dans le 3° UTR (Untranslated
Transcribed Region) permettant l'initiation de la polyadénylation qui est catalysée par
la PAP. Chez les mammiféeres, la PAP est composée de trois domaines : le domaine
catalytique, un domaine central, et un domaine de liaison a ’'ADN. La PAP forme un
complexe avec des protéines du complexe CPSF ainsi que la protéine PABPN1 qui
confere sa grande processivité a la réaction de poly-adénylation (Martin, Doublié, et
Keller 2008). Il a été proposé que chaque chaine de PABPN1 se lie a 12—15 adénines
et lorsqu'un nombre suffisant de molécules de PABPN1 est lié, des facteurs stériques
entrainent la dissociation de la PAP (Keller et al. 2000; Porrua et Libri 2015).

Il existe aussi des évenements de polyadénylation alternatifs (APA) qui touchent 70%
des genes codant pour des ARNm chez les mammiferes (Tian et Manley 2017). lls
permettent de générer des isoformes présentant des extrémités 3' UTR de longueurs
différentes ce qui contribue a la complexité du transcriptome. Les séquences 3' UTR
plus longues peuvent contenir des sites cibles des protéines liant les ARN appelés
RBP (RNA-binding protein), des miARN ou des IncRNA (« long non-coding RNA »).
Ceci peut avoir un impact sur la stabilité, la traduction, I'export et la localisation de

’ARNmM mais aussi sur la localisation de la protéine codée par cet ARNm.

Lorsqu’un événement de polyadénylation alternatif a lieu en amont du dernier exon,
cela a pour effet d’entrainer la production d’une isoforme protéique différente de la
forme canonique (Tian et Manley 2017).

La queue poly(A) permet la fixation des protéines PABP qui protegent les ARNm de la
dégradation par les exonucléases 3'-5’ dans le cytoplasme. La queue poly(A) joue
également un réle dans I'export vers le cytoplasme. Enfin, la polyadénylation des
ARNm est nécessaire a leur traduction.
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1.1.2.4 Uridylation

Sept nucléotidyltransférases d'ARN non canoniques ont été identifiées chez 'Homme.
Certaines ajoutent préférentiellement de I'uridine au lieu de I'adénine a I'extrémité 3’
des ARN. Elles ont été nommées uridyltransférases terminales (TUTases) ou poly (U)

polymérases (PUP).

Trois TUTases ont été identifices chez les mammiféres et sont responsables de
'uridylation de lI'extrémité 3’ de certains ARN. Les TUTases sont principalement
cytoplasmiques a I'exception de la TUTase-1 qui est nucléaire (Menezes, Balzeau et
Hagan 2018). La TUTase-1 humaine est responsable de l'uridylation du snARN U6
dans le noyau, ce qui est nécessaire a sa stabilité et a la production du snRNP U6
mature, fonctionnel et compétent pour I'épissage (Trippe et al. 2006). Certains miARN
sont aussi soumis a des uridylations pouvant influer leur biogénése. La
monouridylation favorise le traitement Dicer de précurseurs de microARN du groupe |l
et la polyuridylation de certains précurseurs microARN bloque leur biogenése
(Menezes, Balzeau et Hagan 2018).

Les Uridylyl Transferases cytoplasmiques TUT4 et TUT7 sont capables d’uridyler les
ARNm ainsi que des ARN non-codants. L’uridylation des ARNm poly adénylés permet
leur dégradation rapide par I'exonucléase Dis3L2 (Lim et al. 2014; Heo et al. 2009;
Menezes, Balzeau, et Hagan 2018). Cette voie de dégradation est décrite en 1.2.2.2.2

1.1.2.5 Edition

La modification d’'un nucléotide dans un ARN a été rapportée pour la premiére fois en
1987 (Powell et al. 1987). L’enzyme APOBEC1 (apolipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypeptide 1) a été décrit comme étant responsable de la
conversion d’une cytidine en uridine dans '’ARNm codant ApoB (apolipoprotéine B).
Cette conversion a pour effet de créer un codon stop précoce et donc une protéine
plus courte. L’édition des ARN médiée par APOBEC1 est impliquée dans le maintien
de 'homéostasie dans le foie et l'intestin (Kung, Maggi, et Weber 2018).

La famille d’enzyme ADAR (Adenosine Deaminase Acting on RNA) est capable de
transformer une adénine en inosine. L’inosine n’est pas une base classique mais elle
sera lue comme une guanosine par machinerie cellulaire, dont le ribosome. L’édition

des ARN médiée par les protéines ADAR semble jouer un rdle crucial dans la
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régulation de la réponse immunitaire innée a une infection. (Pujantell et al. 2017; Kung,
Maggi, et Weber 2018).

L’édition d’'une uridine en cytidine a été observé dans le gene WT1 (Wilm’s tumor
susceptibility) mais les mécanismes impliqués dans cette conversion ne sont pas

connus (Sharma et al. 1994).

1.1.2.6 L'épitranscriptome

Les modifications des ARN jouent un réle dans presque tous les aspects de leur cycle
de vie, y compris I'épissage, I'exportation nucléaire, la stabilité de I'ARNm et la
traduction. L’identification et la caractérisation des protéines impliquées dans le dép6t
(«écriture»), la liaison («lecture») et la suppression («effacement») des modifications
de 'ARN ont suggéré que certaines modifications de ’ARNm sont réversibles et donc
potentiellement régulées dynamiquement par des événements de signalisation (Zhao,
Roundtree, et He 2017).

1.1.2.6.1 N°®-méthyladénosine (m6A)

La N6-méthyladénosine est une modification post-transcriptionnelle répandue dans
I'TARNm de mammifére (0.1-0.4% de toutes les adénosines) (Zhao, Roundtree, et He
2017). Cette modification présente dans 25% des transcrits humains est enrichie en
séquences consensus dans de longs exons, des codons proches du stop et au niveau
des régions 3' UTR (Dominissini et al. 2012).

La m6A est la premiére modification confirmée de I'ARNm possédant des
méthyltransférases, des déméthylases et des protéines de liaison (effectrices)
dédiées. A ce jour, Un complexe m6A méthyltransférase composé de METTL3 et 14
plus leurs cofacteurs a été identifié. L’autre protéine connue responsable de I’écriture
du m6A est METTL16. Deux déméthylases m6A, a savoir FTP et ALKBH5, sont
responsables de I'effacement et plusieurs protéines de liaison a m6A contenant des
domaines YTH ou d’autres domaines de liaisons a 'ARN ont été identifiés chez des
mammiféres (Figure 4) (Shi, Wei, et He 2019).

Cette modification exerce ses effets en recrutant directement des protéines effectrices
ou en modulant les structures secondaires de I'ARN. La m6A joue un réle régulateur
dans de nombreux processus cellulaires, notamment la maintenance du rythme

circadien, la différenciation des cellules souches et les réponses au stress en régulant
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le métabolisme des transcrits des facteurs de transcription clés ainsi que la réponse
immunitaire (Zhang, Fu, et Zhou 2019).
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Figure 4 :Principe et protéines impliquées dans I’écriture (en bleu), dans l'effacement (en vert) et dans
la lecture de la modification m6A (Figure de Shi, Wei, et He 2019).

1.1.2.6.1.1 Les autres modifications de I’ARN

De nombreuses autres modifications chimiques post-transcriptionnelles ont été
détectées dans tous les ARN. Parmi elles ont peut citer les méthylations des bases ou
du ribose ou encore la pseudo-uridylation. Par exemple, juste apres la coiffe m7G, les
deux premier ribonucléotides des transcrits peuvent parfois subir une 2’-0-méthylation
par les enzymes hMTr1 et hMTr2 (Werner et al. 2011). L’étude de la modification
5-Methylcytosine (m5C) dans les ARNm est aussi en plein essor ces derniéres années.
Des rbles de cette modification dans la régulation de I'export nucléaire et dans la
traduction des ARNm ont été décrits (Trixl et Lusser 2019).
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On note aussi que les ARNt sont les cibles de nombreuses modifications chimiques.
Elles aident au bon repliement de 'ARNt et modulent les interactions ARNt:ARNm. lla
aussi été montré que les modifications des ARNt jouent un réle dans la génération et

I'activité des fragments d'ARNt. Les modifications peuvent a la fois protéger 'ARNt du

clivage ou au contraire le favoriser (Lyons, Fay, et lvanov 2018).
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Figure 5 : Représentation des routes majeures d’export des différents ARN vers le cytoplasme. (D’apres

Okamura, Inose, et Masuda 2015)
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1.1.3 Export

Certains ARN comme les ARNm, les ARNt ou les ARNr exercent leurs roles dans le
compartiment cytoplasmique. La transcription des ARN eucaryotes ainsi que la plupart
des étapes de maturation se passent dans le noyau. |l est donc nécessaire d’exporter
les ARN correspondants vers le cytoplasme. Ce processus nécessite de franchir
'enveloppe nucléaire. Ceci est possible en passant a travers des complexes d’environ
125MDa appelés pores nucléaires (NPC). Ces NPC possédent une symétrie
octogonale et sont constitués d’un « panier nucléaire », d’un canal de transport central
et de huit fibrilles cytoplasmiques. Plusieurs mécanismes d’exports des ARNm sont
connus : le mécanisme dépendant de Nxf1 et les mécanismes dépendants de Crm1.
Des complexes comme le CBC permettent le recrutement des différentes protéines
permettant I'export. La protéine Crm1 est associée a une protéine Ran-GTP dont
'hydrolyse du GTP apporte I'énergie permettant la libération de 'TARNm dans le

cytoplasme.

Certains ARNnc sont aussi exportés vers le cytoplasme. Pour cela, plusieurs
mécanismes sont utilisés, cependant ils ont tous pour point commun l'utilisation d’'une
exportine couplée a une protéine Ran-GTP (Figure 5).(Okamura, Inose, et Masuda
2015)

1.1.4 Localisation

Une fois dans le cytoplasme, certains ARNm ne sont pas directement traduits, ils sont
tout d’abord déplacés jusqu’a I'endroit voulu (Buxbaum, Haimovich, et Singer 2015).
Ce processus est appelé le trafic d'/ARN et est important pour le contrble de
l'organisation cellulaire. La localisation de I'ARN est généralement dictée par des
facteurs de régulation agissant en trans, notamment les protéines de liaison a 'ARN
qui reconnaissent des séquences spécifiques présentes sur I’ARN agissant en cis au
sein des transcrits d'/ARN. Ces séquences spécifiques sont appelées « Zipcodes » et
peuvent étre retrouvées dans tout ’ARN mais le plus souvent dans le 3'UTR ou le
5'UTR. Les ARNm se déplacent le long des filaments d’actine ou de myosine a l'aide
de protéines moteurs, comme la dynéine, afin d’arriver a I'endroit ou ils seront traduits
(Chin et Lécuyer 2017). Par exemple, la localisation de 'ARNm de la B-actine au bord

situé a I'avant dans le sens du déplacement des cellules en migration est modulée par
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la reconnaissance d'un élément de localisation bipartite par deux domaines de liaison
a 'ARN ZBP1 (zipcode binding protein 1) (Farina et al. 2003).

Plusieurs maladies humaines affectent les voies de trafic d'ARN, notamment 'atrophie
musculaire spinale, la maladie d'Alzheimer et le syndrome de I'X fragile montrant
'importance de la localisation des ARN (Fallini et al. 2016; Baleriola et Hengst 2015;
Wei et al. 2018; Dictenberg et al. 2008).

1.1.5 Traduction

La traduction est le processus permettant de traduire I'information contenue dans les
ARNm sous forme de protéine. De nombreuses étapes ainsi que de nombreux acteurs
sont nécessaires. Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique de grande taille
responsable de la traduction, il se fixe a 'extrémité 5’ de TARNm et lorsqu’il identifie le
codon d’initiation, il parcourt TARNm jusqu’au codon stop. |l permet ainsi la synthése
des protéines par liaison séquentielle de chaque acide aminé apporté par '’ARNt qui
fait le lien entre les « deux mondes » acides nucléiques/acides aminés. Chaque triplet
de nucléotides de TARNm, que I'on appelle codon, est associé a un acide aminé dans
le code génétique. Le ribosome possede trois sites de liaison aux ARNt : le site A (pour
Aminoacyl-ARNt) ou se fixe 'aminoacyl-ARNt a son entrée dans le ribosome ; le site
P (pour Peptidyl-ARNt) occupé par un aminoacyl-ARNt dont I'acide aminé est lié a la
chaine polypeptidique ; et le site E (pour Exit) ou est libéré 'ARNt désacétylé par le
tunnel de sortie présent dans la grande sous-unité. Le ribosome posséde deux sous-
unités et la masse du ribosome humain est de 4.3 MDa. Les deux sous-unités ont été
nommées par rapport a leur vitesse de sédimentation: 40S et 60S. Une fois
assemblées elles forment le ribosome 80S. La grande sous-unité (60S) est constituée
de trois ARNr (28S, 5S et 5.8S) ainsi que de 47 protéines. Quant a elle la petite sous-
unité (40S) est composée de 'ARNr 18S et de 33 protéines. L’appariement d’'un codon
avec son anticodon qui sont portés respectivement sur TARNm et 'ARNt est réalisé
au niveau de la petite sous-unité. Ce dernier porte un acide aminé estérifié sur son
extrémité 3' (aminoacyl-ARNt). La liaison peptidique entre les acides aminés est
catalysée par le centre peptidyl transférase (PTC) situé dans la grande sous-unité du
ribosome (Khatter et al. 2015).

La traduction débute par un codon d’initiation (habituellement AUG) situé en 5’ de

'ARNm et se termine en 3’ par I'un des trois codons stop (UAA, UAG ou UGA). La
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premiére étape de la traduction consiste au recrutement du ribosome en 5’ de ’TARNm
a traduire, c’est l'initiation de la traduction.
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Figure 6 : Représentation schématique des différentes étapes de l'initiation de la traduction (Figure de
Jackson, Hellen, et Pestova 2010).
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1.1.5.1 Initiation de la traduction

L’initiation se déroule en plusieurs étapes permettant d’assembler les deux sous-unités

ribosomiques sur TARNm (

Figure 6). La premiéere étape consiste en la fixation d’'un méthionyl-ARNt sur le facteur
d’initiation eucaryote 2 (elF2) associé a du GTP, qui forme le complexe ternaire. Ce
complexe va ensuite lier la petite sous-unité ribosomique ainsi que les facteurs elF1,
elF1A, elF3 et probablement elF5, formant ainsi le complexe de pré-initiation 43S. En
paralléle, les structures secondaires proches de la coiffe de TARNm sont déroulées
par I'hélicase elF4A qui fait partie du complexe elF4F. Ce dernier est également
composé de la protéine elF4E qui se lie a la coiffe ainsi qu’elF4G. Durant cette étape,
appelée activation de ’ARNm, les facteurs elF4B se fixent aussi sur ’TARNm en 5'. Le
complexe 43S se lie alors a cette région de ’TARNm formant le complexe 48S puis
commence a scanner le 5’UTR de 5’ en 3'. Lorsque le codon d’initiation est reconnu,
le complexe passe en conformation dite « fermée » ce qui entraine le relargage d’'un
phosphate inorganique par le GTP de elF2. Ensuite, la grande sous-unité rejoint le
complexe en place au méme moment ou les facteurs elF2-GDP, elF1, elF3, elF4B,
elF4F et elF5 sont déplacés. L'’hydrolyse du GTP lié a elF5B permet la libération
d’elF5B-GDP et elF1A, ce qui laisse libre le ribosome 80S permettant I'entrée en

phase d’élongation (Jackson, Hellen, et Pestova 2010).

1.1.5.2 Elongation de la traduction

Une fois que le ribosome 80S est positionné au niveau du codon AUG, un complexe
constitué du facteur d’élongation 1A (eEF1A) associé a du GTP et a un aminoacyl-
ARNt est recruté. Ce complexe est positionné de maniere a ce que l'anticodon de
I'al’ARNt soit en contact avec son codon complémentaire sur ARNm qui est alors situé
dans le site A du ribosome (Figure 7). Cette étape est appelée 'accommodation.

Lorsque cet appariement est effectué, le GTP porté par eEF1A est hydrolysé
permettant la dissociation du facteur eEF1A-GDP. Une fois que I'aminoacyl-ARNt est
en place dans le site A, la prochaine étape peut avoir lieu. Il s’agit de la catalyse de la
liaison peptidique entre le nouvel acide aminé présenté dans le site A et le polypeptide
lié au tRNA présent dans le site P. Cette transpeptidation est réalisée par le PTC
présent dans la sous-unité 60S, qui conjointement a cette catalyse, se décale sur vers
l'extrémité 3° de 'ARNm. Cela a pour effet d’entrainer les deux ARNt en un état
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hybride, ou les extrémités aminoacylées se retrouvent dans les sites E et P au niveau
de la grande sous-unité. L’arrivée d’eEF2-GTP ainsi que son hydrolyse permet a la
sous-unité 40S d’avancer sur TARNmM d’exactement trois nucléotides. Lorsque cette
translocation est effectuée, le peptidyl-ARNt et TARNt désacétylé se retrouvent alors
dans les sites E et P des deux sous-unités du ribosome. La chaine polypeptidique en
cours d’élongation sort du ribosome par le biais d’'un tunnel situé dans la grande sous-
unité. L’ARNt désacétylé situé dans le site E est relargué dans le cytoplasme et le site
A est a nouveau libre, ce qui permet de recommencer un cycle d’élongation (Schuller
et Green 2018).
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Figure 7 : Représentation schématique des différentes étapes de I'élongation de la traduction (Figure
de Dever et Green 2012).
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1.1.5.3 Terminaison de la traduction

Le processus de terminaison de la traduction est enclenché lorsque le ribosome
rencontre I'un des trois codons stop dans son site A (Figure 8). Le complexe eRF1-
eRF3-GTP s’associe alors au site A du ribosome. L’hydrolyse du GTP permet ensuite
la libération d’eRF3-GDP. L’étape suivante consiste en la fixation de 'ATPase ABCE1
ce qui a pour effet de faciliter 'adaptation d’eRF1 dans une configuration active
optimale au sein du ribosome. Ensuite, eRF1 hydrolyse la liaison peptidyl-ARNt
entrainant le relargage du polypeptide par le tunnel qui est présent sur la grande sous-
unité ribosomique (Dever et Green 2012). Ce polypeptide est alors pris en charge par
des protéines chaperonnes permettant de la replier. De nombreuses RBP dont la
PABP permettent de réguler la terminaison de la traduction (lvanov et al. 2016).

ABCE1 est supposé étre a l'origine de la dissociation des deux sous-unités du
ribosome grace a I'hydrolyse d’'une ATP (Barthelme et al. 2011). Cette dissociation
permet la réutilisation rapide des sous-unités ribosomique. Ce processus est appelé

le recyclage ribosomique.
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Figure 8 : Représentation schématique des différentes étapes de la terminaison de la traduction (Figure
de Dever et Green 2012).

1.2 La dégradation des ARN

Des variations dans les niveaux d’ARN matures peuvent étre la conséquence de

modifications au cours de la transcription, maturation ou dégradation des ARN (Rabani
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et al. 2014). Des erreurs pendant la transcription et la maturation peuvent aboutir a la
création de transcrits qui peuvent étre néfastes pour la cellule. La dégradation des
ARN permet a la fois I'élimination de ces transcrits aberrants ou défectueux ainsi que

la régulation de I'expression génique.

La majorité des enzymes catalytiques responsables de la dégradation des ARN sont
les RNases. Ces enzymes sont présentes a toutes les étapes de la vie des ARNm
ainsi que des ARN non-codants (Figure 9).

La dégradation des ARN est cruciale pour de nombreux processus biologiques comme
la différenciation (Belair et al. 2019), la prolifération (Mittal et al. 2011; Towler et al.
2016), la migration (Banerjee et al. 2015), l'apoptose (Thomas et al. 2015),
'autophagie (Lu et al. 2019), I'inflammation (Koczera et al. 2016), etc...
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Figure 9 : Représentation des grandes étapes de la vie des ARN dans une cellule eucaryote. Les
complexes majeurs impliqués dans la dégradation des ARN sont indiqués en bleu foncé. Les noms des

RNases majeures impliquées dans les différents processus sont indiqués en rouge.
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1.2.1 Dégradation des ARN nucléaires

La dégradation des ARN non-codants ainsi que les ARNm rencontrant des problemes
de maturation dans le noyau comme un défaut d’épissage ou d’ajout de la coiffe est
réalisée essentiellement par un complexe multi-protéique appelé exosome nucléaire.
Ce complexe est aussi impliqué dans la maturation des ARNr (Henras et al. 2015).
Chez 'homme ce complexe est constitué d’'un noyau catalytiquement inactif de neuf
protéines (EXO-9) et de deux sous-unités catalytiques, EXOSC10 et EXOSC11 (aussi
connues comme Rrp6 et DIS3). EXO-9 forme une structure en forme de tonneau
constitué de six protéines EXOSC1 a 6 (hommés Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46
et Mtr3 chez la levure) ayant des similarités avec la ribonucléase PH. Trois protéines
possédant des domaines de liaison a 'ARN de type KH forment un « chapeau »
nécessaire a la stabilité de ce complexe EXOSC7, 8 et 9 (Rrp4, Rrp40 et Csl4) (Q. Liu,
Greimann, et Lima 2006). Les deux sous-unités catalytiques occupent les extrémités
opposees d’EXO-9 pour constituer EXO-11. Rrp6 est placé au sommet du tonneau
prés du pore d’entrée de 'ARN et DIS3 est attaché au-dessous du tonneau pres du
pore de sortie de 'ARN (Figure 10). Rrp6 et DIS3 sont des exonucléases 3'— 5 ', mais
DIS3 possede également une activité endonucléolytique (Lebreton et al. 2008) qui
facilite le processus de dégradation. Rrp6 élargit le canal central du noyau EXO-9 et
stimule I'activité de Dis3 (Kilchert, Wittmann, et Vasiljeva 2016). Il a été démontré que
la région C-terminale de Rrp6, appelée «lasso», lie I'ARN a proximité du canal EXO-9
et améliore sa dégradation (Wasmuth et Lima 2017). Chez 'homme, Rrp6 et DIS3 sont
essentiellement nucléaires, mais Rrp6 présente un enrichissement nucléolaire
important, alors que DIS3 est exclu des nucléoles. On note cependant que I'exosome

avec DIS3 est présent en quantité plus faible dans le cytoplasme.

Chez 'Homme un disfonctionnement de DIS3 provoque I'accumulation de produits de
la transcription pervasive comme les PROMPTs (Szczepinska et al. 2015). Une forte
proportion de produits de terminaison de la Pol Il prématurés a été détectée dans les
cellules DIS3 mutantes. De plus, les mutations DIS3 ont entrainé une mauvaise
régulation de I'expression d'environ 50% des génes codant pour les protéines
transcrites, probablement en tant qu'effet secondaire de I'accumulation de diverses
especes d'ARN non codantes. Cette analyse a aussi mis en évidence que DIS3 est la

principale enzyme de maturation des snoARN (Szczepinska et al. 2015).
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Chez la drosophile, le géne orthologue de DIS3 est exprimé différemment durant le
développement et est un acteur majeur pour la régulation du transcriptome durant le

développement de 'embryon (Hou, Ruiz, et Andrulis 2012).

L’exosome posséde plusieurs cofacteurs dont font partie Mtr4, Rrp47 et Mpp6, qui sont
nécessaires pour une activité maximale de I'exosome nucléaire. L’interaction Rrp47-
Rrp6 fourni une plateforme de liaison a Mtr4, une hélicase a ARN essentielle (Schuch
et al. 2014). Mpp6 se lie a la sous-unité du « chapeau» Rrp40 et améliore I'activité de
I'nélicase Mtr4. Cette activité est nécessaire pour ouvrir les structures secondaires
formées a l'extrémité 3' des substrats, afin que les ARN monocaténaires résultants
puissent passer dans le canal central du tonneau avec leur extrémité 3' en premier
(Ogami, Chen, et Manley 2018).

Central
channel

Core—

I ,
|RNA degradation |

Figure 10 : Organisation de I'exosome nucléaire de levure. A gauche: un modéle du complexe exosome
EXO11. Au centre : la structure de surface correspondante. Rrp6 est représenté en rouge, le
« chapeau » en vert; EXO-6 en forme de tonneau en bleu, Dis3 en violet et '’ARN en noir. A droite:
schéma d'une molécule d’ARN filant de 3’ a 5' a travers le canal central vers Dis3, ou il est dégradé.
(Kilchert, Wittmann, et Vasiljeva 2016)

Dans le nucléole, I'hélicase Mtr4, la protéine doigt de zinc ZCCHCY et la polymérase
poly(A) non-canonique PAPDS5 forment le complexe TRAMP. PAPDS5 est responsable
de la polyadénylation d'’ARN nucléolaires, tels que les snoARN (petits ARN
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nucléolaires) ou les pré-ARNr aberrants, en accord avec le fait que la polyadénylation

par le complexe TRAMP facilite la dégradation de I'ARN de 3'en 5'.

Dans le nucléoplasme, deux adaptateurs de I'exosome sont connus. Le premier est le
complexe Mitr4-ZFC3H1 appelé complexe de ciblage de queue poly(A) (PAXT). Il
permet a I'exosome de cibler divers types de longs ARN non-codants. Le second
complexe est appelé le complexe de ciblage de I'exosome nucléaire (NEXT), qui est
composeé de Mtr4, de la protéine de liaison a ’TARN RBM7 et la protéine ZCCHCS8. Ce
complexe permet la dégradation d’ARNm d’histones, de petits ARN nucléaires
(snARN) et de snoARN. Les principes moléculaires précis de la reconnaissance des
substrats par ces complexes ne sont pas bien compris (Ogami, Chen, et Manley 2018).

Il a été démontré que PABPN1 favorise la dégradation des transcrits nucléaires poly(A)

dépendants de I'exosome (Ogami, Chen, et Manley 2018).

Des interactions entre des cofacteurs de 'exosome et le spliceosome ont été décrites,
suggérant que I'épissage et le contréle qualité sont étroitement liés (N. N. Lee et al.
2013). Chez la levure et 'homme, il a été montré que des rétentions d’introns
entrainent une dégradation du pré-ARNm par I'exosome dans le noyau ou le

cytoplasme (Yap et al. 2012; Braunschweig et al. 2014).

Des fonctions annexes de I'exosome nucléaire dans la réparation de dommages a
I'ADN et dans la commutation de classe des anticorps dans les lymphocytes ont été
suggérées mais nécessitent plus d’études afin d’en comprendre les mécanismes
(Kilchert, Wittmann, et Vasiljeva 2016).

En plus de son role dans la terminaison de la transcription, 'exonucléase 5’-3’ Xrn2
semble aussi jouer un réle dans la dégradation nucléaire d’ARNm et dans la maturation
des ARNr (Nagarajan et al. 2013).

1.2.2 Dégradation des ARNm cytoplasmiques

Comme indiqué ci-dessus, la régulation de l'expression des génes dans les cellules

eucaryotes se produit a plusieurs niveaux.

Dans cette partie seront décrits les mécanismes de dégradation des ARNmM
fonctionnels suivi des voies de dégradation relevant du contréle qualité des ARNm.
Généralement, la dégradation des ARNm est initiée par la déprotection du transcrit, ce
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qui nécessite une modification des extrémités de 'ARNm. Pour la majorité des ARNm,
le raccourcissement de la queue de poly(A), appelée : désadénylation, est un
événement signalant que 'ARNm doit étre dégradé. Une queue poly(A) raccourcie sert
de plateforme d'atterrissage pour le complexe Lsm1-7/Pat1, qui recrute 'enzyme de
clivage de la coiffe stimulant I'élimination de cette derniere. Ce qui permet la
dégradation du corps de 'ARN par Xrn1 dans la direction 5'-3’. Alternativement, une
queue poly(A) raccourcie permet a 'exosome de dégrader 'ARN dans le sens inverse
(Labno, Tomecki, et Dziembowski 2016).

1.2.2.1 Désadénylation

La désadénylation a longtemps été considérée comme I'étape limitante du processus
de dégradation de 'ARNm, essentielle pour l'activation de la dégradation de 'ARNm
cytoplasmique dans les deux directions 5'-3 'et 3'-5'.

La régulation de la longueur de la queue poly(A) est un processus ou des poly(A)
polymérases (PAP) canoniques PAPa, B et y et des exonucléases spécifiques
appelées désadenylases, synthétisent ou raccourcissent la queue poly(A) permettant
un contréle précis de la stabilité de 'ARNm. Plusieurs enzymes distinctes sont
capables de dégrader les queues poly(A), agissant a différentes phases de la réaction.
Chez 'Homme, l'activité de la désadénylation cytoplasmique provient principalement
des complexes Ccr4-Not et Pan2-Pan3 (Wahle et Winkler 2013).

Le complexe CCR4-NOT (Carbon Catabolite Repression 4 - Negative On TATA-less)
est la désadénylase majeure. Chez I'Homme il est constitué de la protéine
d’échafaudage CNOT1 (CCR4-NOT transcription complex subunit 1), des protéines
CNQOT2, CNOT3, CNOT6/6L, CNOT7/8, CNOT9, CNOT10, CNOT11 (Figure 11).
Deux sous-unités de ce complexe exercent une activité catalytique, a savoir les
orthologues mutuellement exclusifs de CCR4 : CNOT6 et CNOTB6L et les orthologues
mutuellement exclusifs de CAF1 : CNOT7 et CNOT8. Ce sont des exoribonucléases
poly(A) spécifiques 3'-5 . CNOT6/6L doit son activité a un domaine de type EEP
(endonucléase-exonucléase-phosphatase). CNOT7/8 posseéde un domaine RNase
DEDD (Asp-Glu-Asp-Asp). Chez les mammiferes, CNOT4, qui possede une activité
E3 ubiquitine-ligase, n'est pas associée de maniere stable au complexe (Lau et al.
2009; Mauxion, Preve, et Séraphin 2013).
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Figure 11 : Modeéle de désadénylation par le complexe CCR4-NOT humain aprés recrutement par une
protéine liant '’ARN (RBP) (Raisch et al. 2019)

Comme mentionné précédemment, le complexe Pan2-Pan3 posséde également une
activité de désadénylation. Chez ’'Homme, il est composé de deux protéines : PAN2 /
PAN3. PAN2 est la sous-unité catalytique de ce complexe et appartient a la famille
des exoribonucléases DEDD. Cette nucléase montre une préférence pour le substrat
poly(A) et est stimulée par les PABP en recrutant le complexe sur la queue poly(A).
PAN3 humain intervient dans le recrutement de PAN2 dans I'ARNm par le biais de
PABP (Wahle et Winkler 2013).

Récemment il a été démontré que la désadénylation est initiée par le complexe PAN2-
PANS3 qui interagit avec deux ou plus PABP, puis que le complexe CCR4-NOT permet
d’achever le processus (Schéafer et al. 2019).

D’autres désadénylases ont été identifiees comme PARN, Angel et Nocturnin, ce qui
élargit encore le répertoire des régulateurs de longueur de queue poly(A) chez les
eucaryotes. Contrairement aux désadénylases décrites ci-dessus, ces enzymes ne
semblent pas agir au sein de complexes multi-protéiques (Godwin et al. 2013).

PARN appartient a la famille des nucléases DEDD et est présent dans le cytoplasme
ainsi que dans le noyau. PARN agit comme un homodimére. Chez les mammiferes,
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dans le cytoplasme, cette protéine agit pendant le processus de contréle qualité appelé
NMD décrit plus tard (Lejeune, Li, et Maquat 2003). |l a aussi été proposé que PARN
est active a la fois dans le noyau, ou elle jouerait un réle dans la maturation de
l'extrémité 3’ des snoARN (Berndt et al. 2012) ainsi que dans la dégradation des
transcrits suite a un dommage a 'ADN (Cevher et al. 2010).

La protéine Nocturnin/NOC est un homologue distant de CNOT6/6L régulée par le
cycle circadien (R. Li et al. 2008). Elle appartient a la superfamille EEP avec un
domaine catalytique conservé. Un rdle dans la régulation des rythmes circadiens, dans
les réponses inflammatoires et le métabolisme des nutriments ont été proposés (Green
et al. 2007). La protéine recombinante GST-Nocturnin produite chez E. coli puis
purifiée a montré une activité désadényase in vitro (Green et al. 2007). L’expression
de cette protéine peut induire une réponse intense a un choc en sérum, la présence
de phorbol ester ou de lipopolysaccharides (LPS). De plus, des souris mutantes NOC-
/-, possédent une résistance a l'obésité aprés administration d’'un régime riche en
graisse (HFD). Ceci est di a un défaut de transit des lipides dans les entérocytes
intestinaux, aboutissant a une absorption inefficace dans le sang (Green et al. 2007).
Chez la souris, NOC joue également un réle dans la stabilité de transcrits liés a
I'activité mitochondriale justifiant en partie le phénotype métabolique des souris NOC-"
(Kojima et al. 2015). Cependant 2 études ont montré que la protéine NOC purifiée ne
posséde pas d’activité désadénylase (Estrella, Du et Korennykh 2018; Abshire et al.
2018). Il a ensuite été démontré récemment que les substrats de cette protéine sont
NADP+ et NADPH (Estrella et al. 2019). Ce dernier résultat suggére que la
désadénylation liée a cette protéine observée par Green et ses collegues (Green et al.
2007) était soit un artefact, soit due a une contamination dans I'extrait de protéine
purifiée.

Tres peu de données sont disponibles sur la désadénylase Angel (Wagner, Clement,
et Lykke-Andersen 2007).

L’étape de désadénylation est fortement régulée car elle est limitante pour le
processus de dégradation des ARNm afin de réguler la demi-vie des ARNm en fonction
des conditions. Ces régulations sont dues a la présence de séquences généralement
situées dans la région 3’ UTR des ARN, reconnues par des protéines RBP spécifiques

ou des micro-ARN.
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Chez les mammiféres, des séquences riches en adénosines et en uridines, nommées
AU-Rich Elements (ARE), dans les ARNm ayant une demi-vie courte. Ces séquences
sont capables recruter des ARE-BP (ARE-Binding Proteins), qui soit stabilisent les
transcrits, soit favorisent leur dégradation. Par exemple, la protéine tristetraproline
(TTP), en se fixant sur la région ARE d’'un ARN, peut recruter le complexe CCR4-NOT
entrainant la désadénylation du transcrit puis sa dégradation (W. S. Lai, Carrick, et
Blackshear 2005). Son réle le plus étudié est celui qu’elle joue dans la régulation post-
transcriptionnelle de TARNm de TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a). En fonction de
l'activité de la MAP kinase p38, le transcrit est soit dégradé soit traduit et stabilisé
(Brooks et Blackshear 2013). Lorsque l'activité de p38 diminue, la réserve de TTP
inactif est déphosphorylé et devient actif, déstabilisant les ARNm cibles (O’Neil, Ammit,

et Clark 2018). Elle interagit aussi avec d’autres protéines dont Dcp1/2, Upf1 ou Xrn1.

La famille de protéines BTG/Tob est aussi capable de réguler la désadénylation. Cette
famille est constituée de 6 membres chez les vertébrés, BTG1, BTG2, BTG3, BTG4,
Tob1 et Tob2. Ces protéines se caractérisent par la présence d’'un domaine APRO
(Anti-PROliferative) N-terminal contenant deux motifs conservés, boxA et boxB
(Mauxion et al. 2009). Elles sont capables de lier a la fois les PABP et les orthologues
de la désadénylase CAF1, induisant la désadénylation par le complexe CCR4-NOT
par rapprochement de ce complexe de la queue poly(A) (Ruan et al. 2010; Y. Liu et al.
2016; Stupfler et al. 2016).

L’intervention du complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) par l'intermédiaire
des micro-ARN est un autre moyen de régulation de la désadénylation. Les micro-ARN
sont des petits ARN (20-24 nucléotides), produits a partir de structures tiges-boucles
présentes au sein de pri-miARN, maturés dans le noyau par DGCR8 (DiGeorge
syndrome Critical Region 8) qui recrute 'activité RNase Ill de DROSHA. Ces structures
subissent une autre maturation dans le cytoplasme par I'enzyme DICER, possédant
une activité hélicase et une activité RNase, aboutissant a la production d’'un ARN
double brin. Ce dernier interagit ensuite avec une protéine de la famille ArGOnaute
(AGO) formant le coeur du complexe RISC, contenant un micro-ARN simple brin. Ces
micro-ARN sont alors disposés par complémentarité sur leur ARNm cible par les
protéines AGO. Ceci entraine soit le clivage de ’ARNm par I'activité endonucléase de
la protéine AGO2, soit la répression de la traduction suivie généralement de la
désadénylation et la dégradation grace au recrutement des complexes désadénylase
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PAN2-PAN3 et CCR4-NOT et du complexe d’hydrolyse de la coiffe DCP1-DCP2
(Isabelle Behm-Ansmant et al. 2006; I. Behm-Ansmant, Rehwinkel, et 1zaurralde 2006;
C.-Y. A. Chen et Shyu 2013).

Lorsque la queue poly(A) est raccourcie a une dizaine de nucléotides, la coiffe du
transcrit peut alors étre hydrolysée pour étre dégradé de 5 en 3’ (Lim et al. 2014)
(décrit en 1.2.2.3). Alternativement, un transcrit contenant une queue poly(A)
résiduelle peut étre dégradé de 3’ en 5’ soit par 'exosome cytoplasmique soit par la
DIS3L2 aprés uridylation par les TUTases (Lim et al. 2014) (décrit en 1.2.2.2.2).

1.2.2.2 Dégradation dans le sens 3’-5’

1.2.2.2.1 Dégradation par I'exosome

La désadénylation conduit a la libération de PABP de l'extrémité 3° de I'ARNm,
permettant une attaque directe par les exoribonucléases 3'-5'. Le complexe majeur de
dégradation a partir de I'extrémité 3' est 'exosome cytoplasmique. Comme discuté ci-
dessous, I'exosome est crucial dans le NSD et contribue également aux voies de
contrdle de la qualité NGD et NMD.

Le cceur de I'exosome cytoplasmique est le méme que I'exosome nucléaire décrit ci-
dessus (EXQ9). L’activité catalytique de I'exosome cytoplasmique est portée par

'exonucléase DIS3L1.

In vivo, 'exosome nécessite la présence d'activateurs spécifiques, tels que le
complexe Ski. Ce complexe forme un hétéro-tétramere composé de I'hnélicase ATP-
dépendante SKIV2L, de TTC37 et de deux copies de la protéine WDR61.

Il a été démontré que, dans les cellules humaines, des isoformes alternativement
épissées de HBS1L sont responsable de la connexion des complexes exosome et Ski
lors de la dégradation des ARNm (HBS1LV3) (Kalisiak et al. 2017, 1; Kowalinski et al.
2016), et la deuxieme isoforme pouvant éventuellement fonctionner dans les voies de
contréle de la qualité de la traduction (HBS1LV1) (Labno, Tomecki, et Dziembowski
2016; Zinder et Lima 2017).

1.2.2.2.2 Uridylation et dégradation par Dis3L2
Au cours des derniéres années, il est devenu évident que non seulement la

désadénylation, mais également I'extension des extrémités 3' des transcrits ’ARNm
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avec des résidus d'uridine, c'est-a-dire l'uridylation, peut servir de signal initial
déclenchant la dégradation de ce transcrit.

Les protéines TUTase-4 et TUTase-7, qui sont des nucléotidyltransférases non
canoniques ont été identifiées comme des enzymes responsables de I'uridylation des
extrémités 3' de I'ARNm dans les cellules humaines. Les extensions riches en U ont
été ajoutées par les TUTase-4 et 7 plus efficacement aux queues de poly(A)
raccourcies. Il a donc été conclu que, dans les cellules humaines, une désadénylation
partielle de 'ARNm précéde I'uridylation. De plus, il a été démontré que les TUTase-4
et 7 humaine étaient capables de mesurer la longueur des queues de poly(A). De plus,
les protéines de liaison du poly(A) inhibent les activités d'uridylation de ces TUTases.
Ceci explique pourquoi le poly(A) plus long des ARNm humains sont rarement
oligouridylés (Lim et al. 2014).

D'autre part, I'exoribonucléase DIS3L2 dégradant préférentiellement les oligos U, a été
découverte il y a quelques années dans les cellules humaines. La protéine DIS3L2 est
localisée dans le cytoplasme mais elle n’interagit pas avec I'exosome. L’activité
exonucléasique de DIS3L2 a été démontrée pour la premiére fois en 2012 (Astuti et
al. 2012). DIS3L2 est un paralogue des sous-unités catalytiques de I'exosome DIS3 et
DIS3L1. Elle dégrade de maniere préférentielle les 3'-uridylés en ARNm de 3' en 5’
(Lubas et al. 2013; Malecki et al. 2013). En effet une accumulation d'intermédiaires de
dégradation d'ARNm uridylés et d'ARNm poly(A) et uridylés a été observée lorsque
DIS3L2 a été mutée (Malecki et al. 2013; H.-M. Chang et al. 2013). Ainsi, il a été
proposé que DIS3L2 soit I'acteur central de la nouvelle voie de dégradation de TARNm
indépendante de 'exosome dans le cytoplasme. Outre l'identification de cette voie de
dégradation comme parallele a la dégradation cytoplasmique des ARNm par
'exosome, ces études ont également permis de déterminer que l'uridylation pouvait
affecter le devenir de I'ARNm de deux maniéres différentes, potentiellement
redondantes. En plus de I'activation de I'hydrolyse de la coiffe et de la dégradation de
5'" en 3', l'uridylation stimule aussi la dégradation de 'ARNm dans l'autre sens en
renforcant I'activité de I'exoribonucléase DIS3L2.

Dans les cellules de mammiferes, DIS3L2 a été impliqué dans la dégradation induite
par les AU-rich element (ARE), ainsi que dans la dégradation des ARNm et dans la
dégradation de certains d'’ARNNc (Labno et al. 2016; Pirouz et al. 2016; Ustianenko et
al. 2016).
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Un lien entre l'uridylation de I'ARNm et la stimulation de I'activité de DIS3L2 in vivo
chez les eucaryotes supérieurs a été démontré par lidentification d'une voie de
dégradation de 'ARNm apoptotique dans les cellules humaines. En effet, lors de
I'apoptose les TUTases 4 et 7 uridylent les ARN qui sont ensuite dégradés par Dis3L2
(Thomas et al. 2015).

Il a été démontré que la répression de I'expression de DIS3L2 avec de petits ARN
interférants a entrainé une augmentation de la longueur des extensions d'uridine 3'-
terminales, une inhibition de la dégradation des ARNm et une suppression de la mort
cellulaire. Inversement, la surexpression de DIS3L2 améliorait I'apoptose. Ces
résultats ont montré que DIS3L2 est un acteur important dans la voie de la dégradation
apoptotique de I'ARNm.

Cette enzyme est aussi connue pour dégrader le pre-miARN pre-let-7 lorsque la
protéine de liaison a '’ARN 1in28 a fixé ce miARN et a induit sont urydilation grace au
recrutement des TUTases 4 et 7. Certains miARN matures uridylés par la TUT1
peuvent également étre la cible de DIS3L2 qui est recruté par Argonaute 2 (Luan et al.
2019). Il a été montré qu’il existe une voie de contréle de qualité Dis3L2 et TUTase-
dépendante permettant la dégradation de nombreux ARNnc aberrants comme les
snARN U1 et U2, 'ARNr 5s, plusieurs snoARN, etc...(Pirouz et al. 2016).

Trés récemment, une étude a mis évidence le role de Dis3L2 dans la voie de contrble
de qualité NMD. Le devenir de douze ARNm connus pour étre des cibles naturelles du
NMD a été étudié en présence et en absence de Dis3L2. Une accumulation de sept
de ces ARNm a été observée en absence de Dis3L2 suggérant de cette enzyme joue
un réle dans le NMD. Il a été démontré Dis3L2 dégrade directement certaines cibles
du NMD de maniere UPF1-dépendante et uridylation-dépendante (da Costa et al.
2019).

1.2.2.3 Dégradation dans le sens 5°-3’

Un ARNm désadénylé, au lieu d'étre directement dégradé par la voie 3'-5', peut subir
une hydrolyse de la coiffe. L'enzyme responsable cette étape est la protéine Dcp2, qui
catalyse I'hydrolyse de la structure de la coiffe (van Dijk et al. 2002).
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Chez la levure, il a été montré que Dcp2 et Xrn1 sont recrutées séquentiellement sur
'’ARNm par interaction avec Pat1 (Figure 12A) (Charenton et al. 2017)

Dcp2 requiert des cofacteurs, connus sous le nom de stimulateur d’hydrolyse de la
coiffe (EDC) pour stimuler son activité. Dans les cellules humaines, la liaison avec
Dcp1 est nécessaire (C.-T. Chang et al. 2014). Cependant, l'interaction entre Dcp1 et
Dcp2 dans les cellules humaines est tres faible, EDC4 est nécessaire pour sa
stabilisation (Figure 12B).

H. sapiens

Figure 12 : Comparaison des mécanismes de recrutement de Dcp2 et Xrn1 sur des ARNm eucaryotes
désadeénylés. (A) Modéle pour le 5'-3' coordonné par Pat1. Mécanisme de dégradation de 'ARNm chez
la levure. (B) Modele du complexe d’hydrolyse de la coiffe chez 'homme. EBM, motif de liaison a EDC4;
FEB, motif de liaison a EDC4 riche en phénylalanine; NMP, nucléoside monophosphate (D’apres
Charenton et al. 2017)

Chez la levure, il a été démontré que Edc1 stabilise Dcp2 dans sa forme active
(Mugridge et al. 2018). Toujours chez la levure, une étude structurale a démontré
qu’Edc3 ne lie pas la coiffe mais que la liaison d’Edc3 a la protéine Dcp2 entraine la
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formation d’'une longue hélice et d’une surface étendue chargée positivement
(Charenton et al. 2016). Ceci peut contribuer a 'amélioration de I'affinité pour 'ARN et
donc a la stimulation de I'activité catalytique Dcp2.

Il existe plusieurs activateurs de d’élimination de la coiffe comme la protéine PAT1 qui
inhibe la traduction ou le complexe LSM1-7, se fixant en 5 sur la queue poly(A)
raccourcie. |l est constitué de 7 protéines formant une structure en forme d’anneau qui
protége les transcrits contre des activités exonucléases 3’-5" mais active I'hydrolyse

de la coiffe.

L’enzyme responsable de la dégradation de 5" en 3’ est XRN1. Elle interagit avec le
complexe d’hydrolyse de la coiffe par l'intermédiaire ’'EDC4 (C.-T. Chang et al. 2014)
et est directement recrutée pour dégrader les ARNm dépourvu de coiffe de 5" en 3’,
constituant une voie prédominante responsable de la dégradation des ARNm.
Récemment, il a été montré que XRN1 interagit directement avec EDC4 via un motif a
son extrémité C-terminale, ce qui permet d'établir un lien direct entre I'hydrolyse de la
coiffe et la dégradation 5’-3’ de 'ARNm. XRN1 peut également interagir directement
avec le complexe CCR4-NOT via une région de faible complexité situé en C-terminal
et ainsi bloquer la désadénylation de 'ARNm dépendant de CAF1. La protéine PatL1
entre en compétition avec CCR4 — NOT pour se lier a XRN1 et lIéve l'inhibition médiée
de l'activité catalytique de CCR4 — NOT in vitro (C.-T. Chang et al. 2019).

Bien que Dcp2 est 'enzyme d’hydrolyse de la coiffe majoritaire, d’autres protéines de
la famille Nudix comme Nudt3 et Nudi16 possedent la méme activité (Grudzien-
Nogalska et Kiledjian 2017).

1.2.2.4 Elimination du résidu de coiffe

Aprés la dégradation 3'-5' effectuée par I'exosome, le fragment d'’ARNm restant avec
sa coiffe 5' (m7GpppN) est dégradé par 'enzyme éliminatrice de coiffe DCPS. DCPS
est capable d'hydrolyser efficacement un substrat d'/ARN coiffé lorsque sa longueur
n'excéde pas 10 nt (Milac, Bojarska, et Wypijewska del Nogal 2014).

De plus, outre la dégradation d'un fragment d'/ARNm apres la dégradation 3'-5', un réle
du DCPS dans I'élimination du produit de dégradation final 5'-3' (m7GDP) a été montré.

54



Dans la méme étude, une nouvelle enzyme avec une activité d’élimination de la coiffe,

appelée FHIT chez I'nomme a été décrite (Taverniti et Séraphin 2015).

1.2.3 Contréle qualité

Trois processus de contrble de la qualité existent pour éliminer les transcrits non
fonctionnels et les protéines aberrantes. Des ARNm aberrants peuvent étre produits a
la suite de nombreux processus comme une maturation incorrecte de I'ARN, une
mutation somatique, une mutation dans la lignée germinale, une erreur lors de la

transcription ou de I'épissage.

Dans le cytoplasme, il existe des mécanismes de contrble de la qualité de la traduction
associés au ribosome, qui dégradent les ARNm défectueux et les produits protéiques
aberrants (Brandman et Hegde 2016). Les mécanismes de contrdle de la qualité co-
traductionels affectent le devenir des peptides naissants, en éliminant les protéines
mal repliées (Lykke-Andersen et Bennett 2014).

Les mécanismes principaux de contrdle qualité dans le cytoplasme sont le NGD (No-
Go mRNA Decay), le NMD (Nonsense-mediated mRNA Decay) et le NSD (Non-Stop
mRNA Decay).

1.2.3.1 NGD

Le No-Go Decay permet la dégradation de transcrits associés a un ribosome bloqué
durant la phase d’élongation de la traduction. Le blocage peut étre causé par des
structures secondaires d'ARN stables comme des structures tige-boucle, par la
dépurination de 'ARNm, par la présence de de nombreux codons rares, ou la synthése
d’'une poly-lysine (par exemple due a la traduction de la queue poly(A)) ou poly-
arginine qui se bloque dans le tunnel de sortie du ribosome du fait de leur charge
(Doma et Parker 2006; Gandhi, Manzoor, et Hudak 2008). La structure d'un ribosome
de levure bloqué a été résolue par cryo-EM, montrant la liaison de Dom34 au site A
(Becker et al. 2011). Apres fixation de Dom34-Hbs1, une endonucléase, qui a
récemment été identifiée comme étant Cue2 chez la levure, est recruté (D’Orazio et
al. 2019). Il est suggéré que son homologue chez les mammiferes (N4BP2) joue le
méme rble et que cela conduit a la dissociation des ribosomes bloqués a l'aide de
'ATPase ABCE1 (D’Orazio et al. 2019). L'ARNm qui est clivé est dégradé par
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I'exoribonucléase XRN1 et I'exosome (Doma et Parker 2006; Shoemaker et Green
2012).

Les polypeptides naissants sont polyubiquitinylés par la protéine Listerin permettant

leur dégradation rapide (Brandman et Hegde 2016).

Cependant, il est important de noter qu’aucune preuve de la présence de NGD chez

'Homme n’a été démontrée.
1.2.3.2 NSD

L’une des autres voies de contréle qualité des ARNm est le Non-Stop Decay. Cette
voie de dégradation est mise en place par la cellule lorsqu’un transcrit ne posséde
aucun codon stop dans le bon cadre de lecture. Ceci est possible par exemple
lorsqu’une erreur de maturation engendre une polyadénylation précoce dans une
séquence codante. De nombreuses études sur ce mécanisme ont été réalisées chez
la levure. Ceci a permis d’identifier la GTPase appelée Ski7 comme étant requise pour

la dégradation des cibles du NSD.

Les transcrits non-stop sont dégradés de maniére co-traductionnelle. Chez les
mammiféres, ce mécanisme requiert HBS1LV1, Pelota, les membres du complexe Ski
ainsi que de I'exosome (Saito, Hosoda, et Hoshino 2013). Il a aussi été montré que
I'ATPase responsable du recyclage des ribosomes, ABCE1 participe a la dissociation
des ribosomes bloqués lors de la traduction dans le NSD comme dans le NGD
(Pisareva et al. 2011).

Comme pour le NGD, les polypeptides naissants sont polyubiquitinylés puis dégradés.
1.2.3.3 NMD

La troisieme grande voie de contréle qualité des ARNm est appelée NMD (nonsense-
mediated decay). Elle cible spécifiguement les ARNm qui possédent un codon stop
précoce. Il est donc nécessaire de distinguer les ribosomes qui sont arrétés sur un
codon stop normal situé a la fin d’'une phase de lecture d’'un codon stop précoce. I
existe plusieurs modéles expliquant le déroulement des événements de I'arrét du

ribosome au niveau d’'un codon stop précoce jusqu’a la dégradation de TARNm.
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A UPF1 est recruté aux ARNM cibles au travers de son interaction avec eRF1 et eRF3.
UPF1 est ensuite activée grace a l'interaction avec les le complexe EJC présent en aval.

@

B UPF1 selie ala région 3’ des ARNm cibles, un équilibre de liaison s'établit.

?QQ
@@ nvs - @@@3

C Laterminaison précoce de la traduction ne présente pas les caractéristiques normales
de terminaison ce qui conduit au recrutement d'UPF1

D UPF1 selie auribosome pendantI’élongation par un équilibre de liaison/dissociation.
En cas de terminaison précoce, elle est activée par UPF2 et UPF3

Figure 13 : Représentation schématique des modeéles proposés pour le recrutement et l'activation
d’UPF1 durant le NMD. Quatre modeles sont décrits. A) UPF1 est recrutée sur un ribosome en arrét,
puis activée par l'interaction avec un complexe EJC en aval du ribosome. B) UPF1 est recrutée au
niveau des longs 3’UTRs, et activée par un mécanisme inconnu. C) UPF1 est recrutée aupres du
ribosome quand la terminaison de la traduction est inefficace. D) UPF1 se lie de fagon transitoire aux

ARNm mais ne devient active qu’apres interaction avec UPF2 et UPF3 (D’apres He et Jacobson 2015).
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1.2.3.3.1 Le modele EJC-dépendant

Lors de son premier passage sur un ARN nouvellement exporté dans le cytoplasme,
le ribosome décroche durant I'élongation de la traduction les complexes EJC présents
sur TARNm. Lorsqu’un codon stop est situé au niveau du site A du ribosome, il s’arréte
et recrute le complexe SURF (Figure 13A). Il est constitué des facteurs de terminaison
eRF1 et eRF3, de I'hélicase UPF1 et de la kinase Smg1 (Kashima et al. 2006). S'il
s’agit d’'un codon stop précoce, un complexe EJC sera généralement présent en aval
(sauf si le codon stop précoce est dans le dernier exon). UPF3, associé a 'EJC recrute
UPF2 qui peut interagir avec UPF1 du fait de la proximité de 'EJC et du ribosome
arrété. Cette interaction entraine la phosphorylation d’UPF1 par Smg1. Il s’en suit la
dissociation des facteurs d’élongation eRF1 et eRF3 ainsi que le décrochage du
ribosome. Le complexe UPF1-Smg1-UPF2-EJC est appelé DECID (Decay-inducing
complex). Ces différentes interactions permettent I'activation de l'activité hélicase
d’UPF1. Cette derniére peut alors s’associer a PNRC2 responsable du recrutement du
complexe DCP1-DCP2, capable d’hydrolyser la coiffe de TARNm (T. Lai et al. 2012).
Chez 'nomme et la drosophile, l'activation d’UPF1 entraine le recrutement de
I'hétérodimere SMG5-SMG7, qui peut ensuite recruter I'endonucléase SMG6 (Glavan
et al. 2006; Huntzinger et al. 2008; Loh, Jonas, et lzaurralde 2013). SMG6 est

responsable de la coupure endonucléolytique de '’ARNm grace a son domaine PIN.

Alternativement, I'nétérodimere SMG5-SMG?7 peut recruter le complexe CCR4-NOT
permettant la désadénylation du transcrit. Lorsque la coiffe de TARNm est hydrolysée,
que sa queue poly(A) est raccourcie et qu’il a subit le clivage endonucléolytique par
SMG6, sa dégradation compléte est effectuée de 5’ en 3’ par XRN1, et dans le sens

inverse par 'exosome (Hug, Longman, et Caceres 2016).

1.2.3.3.2 Le modele de détection des 3’'UTR

Un autre modele propose qu’'UPF1 est recruté au niveau des longs 3’'UTRs. En effet
la présence d’un codon stop précoce entraine la présence d’'un 3’'UTR de ’ARNm plus
long et une étude a montré qu'UPF1 aux 3'UTR indépendamment de la séquence,
mais en fonction de la longueur du 3’'UTR (Hogg et Goff 2010). Le mécanisme
d’activation d’'UF1 dans ce modéle reste inconnu (Figure 13B).
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1.2.3.3.3 Le modele des Faux-3’'UTR

Ce troisieme modele provient de I'observation qu’une terminaison précoce est moins
efficace et que les transcrits comportant un long 3’'UTR sont des cibles préférentielles
du NMD. L’hypothése de ce modéle est que linteraction entre les facteurs de
terminaison et les protéines présentes sur le 3’UTR des transcrits, comme PABPC1,
permettent une terminaison efficace (Isabelle Behm-Ansmant et al. 2007). D’aprés ce
modele, lorsque la distance séparant ces protéines des facteurs de terminaison est
trop grande UPF1 est recruté et activé (Figure 13C).

1.2.3.3.4 Le modeéle de liaison transitoire d’UPF1

Un autre modele propose qu’'UPF1 s'associe de maniere transitoire aux ribosomes en
élongation sur tous les ARNm en traduction, mais n'est activé que par les événements
de terminaison inhabituels se produisant aux PTC, tels que le recrutement et I'action
différée d’eRF1 et eRF3 ou le manque d’activité d’ABCE1 (Figure 13D).

1.2.4 Autres mécanismes de dégradation impliquant UPF1

En plus du NMD, UPF1 est aussi impliqué d’autres voies de dégradation comme dans
le Staufen-mediated MRNA decay (SMD) ou la protéine STAU1 ou STAUZ2 se fixe sur
une structure secondaire SBS (STAU-binding site) dans le 3 UTR de 'ARN cible.
Lorsque la protéine STAU est fixée sur le SBS, elle recrute directement UPF1 sur le
ribosome bloqué en amont et est activé pour entrainer la dégradation de 'ARN cible
(Y. K. Kim et Maquat 2019).

UPF1 est aussi impliqué dans la dégradation des ARNm d’histones qui ne possédent
pas de queue poly(A). En revanche ces ARNm possédent une tige boucle dans leur
région 3’'UTR. La protéine SLBP se fixe sur cette structure et lorsque la réplication de
I’ADN est inhibée ou terminée, UPF1 est recrutée et phosphorylée. Ceci entraine le
recrutement de TUT7 permettant I'ajout d’'une queue poly(U). Lsm1-7 se fixe sur cette
derniere et recrute les facteurs d’hydrolyse de la coiffe Dcp1/2 suivi de la dégradation
bidirectionnelle de 'ARNm par Xrn1 et 'exosome cytoplasmique (Mullen et Marzluff
2008; Marzluff et Koreski 2017).

De la méme maniére UPF1 est impliquée dans la voie RMD ( « Regnase 1-mediated
mRNA decay »). Cette voie cible des ARNm dit inflammatoires qui contiennent une
structure CDE (« constitutive decay element ») formant une tige-boucle qui peut étre
reconnu par la Regnase 1 qui recrute UPF1 sur le ribosome en terminaison. La
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Regnase 1 va induire une coupure de 'ARN grace a son domaine endonucléasique
PIN. L’activation d’'UPF1 dans cette voie n’a pas été étudiée pour le moment (Y. K.
Kim et Maquat 2019).

Le Glucocorticoid receptor-mediated mRNA decay (GMD) implique également
'hélicase UPF1. Les ARNm cibles de cette voie de dégradation portent une structure
secondaire forte dans leur région 5’UTR. Le récepteur au Glucocorticoide se fixe sur
cette derniere, fixe un Glucocorticoide puis recrute UPF1, DCP1A et PNCR2.
Lorsqu’'UPF1 est activée, d’autres facteurs sont recrutés entrainant I'hydrolyse de la

coiffe suivi d’'une dégradation bidirectionnel de 'ARN cible (Park et al. 2016).

1.2.5 Dégradation cytoplasmique des ARN non-codants

Comme indiqué ci-dessus, les ARNt sont sujets a de nombreuses modifications
chimiques et possédent de nombreuses structures internes. Ceci les rend insensible
a la plupart des mécanismes de dégradation cités précédemment. Ce sont donc des
ARN trés stables. Leur dégradation chez 'lHomme est trés peu connue. Xrn1 semble
étre impliqué dans la dégradation de leur extrémité 5 (Labno, Tomecki, et
Dziembowski 2016). Ces derniéres années il a été montré que les ARNt sont clivés
afin de produire d'une variété de transcrits plus courts, appelés fragments dérivés
d'ARNt (tRF). Il a été suggéré que les tRF uridylés pourraient étre des substrats de
DIS3L2 dans des cellules humaines (Ustianenko et al. 2016).

Les ARNr sont aussi tres stables et ne semblent pas étre ciblés pour dégradation tant
gu’ils sont fonctionnels. Cependant, un mécanisme de contréle de qualité a était mis
en évidence. Il est appelé “nonfunctional rRNA decay” (NRD) et implique I'exosome,
Ski7 et Xrn1 chez la levure (Cole et al. 2009).

Les ARN Y et les ARN vault qui sont tous les deux des petits ARNNc transcrits par la
Pol Ill sont uridylés par des TUTases en 3’ puis dégradés par Dis3L2. Plusieurs voies
de dégradation des snARN défectueux ont été mises en évidence. La coiffe m7G est
clivee par DCP1/DCP2 suivi d’'une dégradation par Xrn1 ou ils subissent une

uridylation par des TUTases suivi d’'une dégradation par Dis3L2 (Luan et al. 2019).

Les snARN aberrants peuvent étre dégradé par 'exosome nucléaire, par la voie 5°-3’
a savoir DCP1/DCP2 suivi de Xrn1 ou par 'uridylation puis la dégradation par Dis3L2.
Les miARN peuvent étre dégradés par la plupart des voies de dégradation décrites

précédemment (Labno, Tomecki, et Dziembowski 2016).
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1.2.6 Dégradation des ARN exogenes

Chez ’lHomme, la famille RNase A comportant les RNases 1 a 8 joue un réle important

dans I'immunité innée de différentes fagons.

Les genes des huit RNase catalytiquement actives de la famille RNase A sont présents
sur le chromosome 14. Ces protéines sont sécrétées par de nombreux types cellulaires
et tissus. Méme si leur rble physiologique n’est pas bien connu, plusieurs fonctions ont
eté données a ces RNases. Elles possédent toutes une ou plusieurs activités
antibactérienne, antivirale, antifongique, ou cytotoxique contre des parasites ou méme

des cellules hote (Koczera et al. 2016).

La RNase 1 est produite en majorité dans les cellules endothéliales, puis excrétée
dans le sang ou elle exerce son activité nucléase sur les ARN simple brin, double brin
ainsi que sur les hybrides ARN-ADN (Koczera et al. 2016). Elle y permet la
normalisation de la viscosité sanguine ainsi qu’une activité antivirale contre le VIH
(Rugeles et al. 2003). Dans les tissus il a été montré qu’elle est capable de stimuler la

maturation des cellules dendritiques (D. Yang et al. 2004).

Les RNase 2 et 3 quant a elles sont produites par les éosinophiles et sécrétés dans
les granules secondaires éosinophiles (Koczera et al. 2016). La RNase 2 est aussi
appelée EDN (eosinopil-derived neurotoxin). L’activité catalytique de cette derniére est
nécessaire a l'activité antivirale qu’elle exerce sur de nombreux virus a ARN simple
brin (Domachowske et al. 1998). La RNase 3, aussi appelée ECP (eosinopil cationic
protein), possede le méme effet antiviral que la RNase 2 mais posséde aussi une
activité antibactérienne et est capable d’induire la dégranulation des mastocytes
(Venge et al. 1999).

Les réles de la RNase 4 sont mal connus, cependant il existe un lien entre un variant
non-fonctionnel de cette protéine et la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Padhi
et al. 2019). Plusieurs mutations dans la RNase 5, connue sous le nom d’angiogénine,
ont été identifiées dans les patients atteints de SLA. La RNase 5 a une activité
catalytique faible mais essentielle pour 'angiogénése. Cette RNase est capable de

cliver les ARNt au niveau de la boucle anticodon (Lyons et al. 2016).

La RNase 6 est présente principalement dans le tractus urinaire et possede des
activités antibactériennes et antivirales (Lu et al. 2018). La RNase 7 est présente en

grande quantité dans les kératinocytes de la peau. C’est 'une des défenses majeures
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des épithéliums, dont la peau, contre les bactéries (B. Wang 2017). Enfin, la RNase 8
a une séquence similaire a celle de la RNase 7 mais elle est exprimée dans le placenta,
les poumons, le foie et les testicules. Elle posséde une activité antifongique ainsi
qu’une activité antibactérienne capable d’éradiquer une infection de bactéries multi-

résistantes comme Staphylococcus aureus (Lu et al. 2018; Koczera et al. 2016).

En plus de la famille des RNases A, on peut citer 'endoribonucléase RNase L, qui est
activée lors d’'une infection virale ou bactérienne. Elle est responsable de l'activité
enzymatique de la voie OAS/RNase L clivant des ARN exogénes simple brin. Lors
d’'une infection virale, de l'interféron (IFN) est sécrété. L’IFN induit alors de fagon
transcriptionnelle de nombreux genes codant pour des protéines participant a la
réponse antivirale. Ces protéines sont activées par 'ARN double brin virale et
synthétisent des oligoadénylates de liaison phosphodiesters 2,5’ (2-5A). Ces derniers
activent la RNase L qui dégrade ensuite les ARN viraux. En plus de son réle dans
immunité innée, la RNase L est aussi importante lors de I'apoptose et de certaines
différenciations cellulaires en régulant I'expression et la stabilité de certains ARN
cellulaires (Bisbal et Salehzada 2008; Nogimori et al. 2019).

Il a aussi été démontré qu'une infection virale induit une exportation de ZCCHC7 et
Mtr4 vers le cytoplasme pour faciliter la dégradation de I'ARN viral induite par
'exosome dans le cytoplasme (Molleston et al. 2016).

1.2.7 Les hélicases et les RNases sont présents tout au long de la vie des ARN

1.2.7.1 Généralités sur les hélicases

Ces enzymes sont conservées dans tous les réegnes du vivant ainsi que dans les virus.
L’enzyme Tral d’E. coli, une hélicase a ADN, est la premiére hélicase a étre purifiée

et caractérisée en 1976 (Abdel-Monem, Durwald, et Hoffmann-Berling 1976).

Par définition, ces hélicases utilisent I'énergie produite par I'hnydrolyse d’'un NTP afin
d’avancer et de dérouler un double brin d’acides nucléiques Figure 14. Elles ont été
identifiées a I'origine par une série de motifs conservés (Gorbalenya et Koonin 1993).
Plus récemment, il est devenu évident que ces motifs sont en fait caractéristiques de
protéines capables de se déplacer directionnellement le long des brins d’ADN et/ou

d’ARN. Il serait donc plus correct d’appeler toutes les protéines portant ces motifs
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conserves des translocases, dont les hélicases sont un sous-groupe (Singleton,
Dillingham, et Wigley 2007).

ADP + Pi ‘j -

Figure 14 : Représentation schématique du mécanisme de translocation des enzymes SF1. Les trois
étapes du processus de translocation associées a la liaison et a I’hydrolyse de I'’ATP sont présentées

(Figure de Singleton, Dillingham, et Wigley 2007).

Il a été démontré que ces hélicases peuvent jouer de nombreux réles en dehors de la
séparation d’un double brin d’acides nucléiques. Par exemple, I'hélicase elF4A3 agit
comme une pince essentielle a 'assemblage du complexe protéique EJC jouant un
réle dans I'épissage et le NMD (Ballut et al. 2005). Il a été démontré que certaines
hélicases sont capable d’éliminer des obstacles tels que des protéines attachées sur

son chemin (Singleton, Dillingham, et Wigley 2007).

Les hélicases jouent un rble essentiel dans tous les mécanismes impliquant des acides

nucléiques dont le métabolisme des ARN (Rocak et Linder 2004).

Les hélicases possédent des caractéristiques biochimiques et biophysiques variés. On
peut les différencier par leur polarité, en effet, elles fonctionnent dans le sens 5’-3’ ou
3’-5’ ou plus rarement dans les deux sens. On distingue aussi les hélicases pouvant
se fixer sur un double brin d’acide nucléique ou sur un simple brin. Elles peuvent étre
spécifique de ’ADN ou de 'ARN ou se fixer sur les deux. La processivité ainsi que la
distance du pas, c’est-a-dire la distance parcourue a chaque cycle, font aussi parties
des caractéristiques de ces enzymes.

Ces protéines ont été classées en six superfamilles en fonctions de leur structure et
de leurs fonctions au sein de la cellule (Singleton, Dillingham, et Wigley 2007). Les
protéines des superfamilles SF1 et 2 agissent sous forme de monomere ou dimére
alors que celles des superfamilles SF3 a 6 agissent essentiellement sous forme
d’hexameére. La SF3 comprend des hélicases virales 3’-5’. La SF4 regroupe des
hélicases 5’-3'souvent associés a des primases. Les protéines Rho constitue la SF5.
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Dans la SF6 on retrouve les hélicases RuvB, qui sont des ADN translocases double
brin, et les hélicases réplicatives MCM (mini chromosome maintenance).

SF2

RecQ-like RecG-like

Rad3/XPD SF1
Ski2-like
T1R UvrD/Rep
o Pif1-like
Swi/Snf
\o Upf1-like
RIG-I-like
DEAD-box

DEAH/RHA NS3/NPH-II

Figure 15 : Arbre phylogénétique des différentes familles d’hélicases agissant sous forme de monomere

ou diméres (Figure de Fairman-Williams, Guenther, et Jankowsky 2010).

SF1 et SF2 regroupent la majorité des hélicases identifiées qui possédent un coeur
formé de deux domaines RecA-like en tandem nommés RecA1 et RecA2. Les
hélicases SF1 ont été réparties en 3 familles et les hélicases SF2 en 10 familles (Figure
15) (Fairman-Williams, Guenther, et Jankowsky 2010).

1.2.7.2 La famille UPF-1like

Chez ’'homme, cette famille compte 11 membres qui sont SETX, AQR (ou IBP160),
ZNFX1, UPF1, SMBP2 (ou IGHMBP2), DNA2, MOV10, MOV10L1 (ou M10L1), HELZ,
HELZ2 et ZGRF1 (Fairman-Williams, Guenther, et Jankowsky 2010). Elle fait partie de

la super-famille SF1 et a la particularité de comporter des hélicases a ADN et a ARN.

La protéine humaine UPF1 est la plus étudiée, comme le montre ses nombreuses
implications dans la vie des ARN décrites ci-dessus. Elle possede plusieurs activités

biochimiques et est monomériques en solution. Elle est capable d’hydrolyser 'ATP et
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cette activité est stimulée par l'ajout de poly(dT) et poly(dA) et dans une moindre
mesure par I'ajout de poly(rA), poly(rA:rU), poly(rU) et poly(dA:dT) (Bhattacharya et al.
2000). En absence d’ATP, elle est capable de lier des substrats ADN et ARN sans
spécificité de substrat. Enfin, il a ét¢ montré que UPF1 est capable d’ouvrir les
duplexes d’ADN et d’ARN dans le sens 5’-3’. Cette activité nécessite une extrémité

simple brin afin de charger la protéine (Bhattacharya et al. 2000).

La protéine UPF1 humaine contient trois domaines (Figure 17). Le domaine CH en N-
terminal, un domaine hélicase central, et un domaine SQ en C-terminal. Le domaine
CH, riche en cystéines et histidines, réduit la vitesse et 'amplitude de 'activité hélicase
d’UPF1 et son interaction avec UPF2-UPF3 leve l'inhibition causée par le domaine CH
(Chamieh et al. 2008).

A { Helicase core \
!7 Domain 1 Domain 2
:: ::
N-termint
:: I"'_''''El"""'l::'.l:l"_'.l :":
oY Jolojol 1ol - Mo olof@lo]
B SF1 helicases

v

Helicase

Domain

se

Domain 1

Helica

Figure 16 : Organisation de séquence et structurale des hélicase SF1 et SF2. (A) Organisation de la
séquence du cceur des hélicases SF1 (en haut) et SF2 (en bas). Les motifs de séquence
caractéristiques sont colorés en fonction de leur fonction biochimique: rouge, liaison et hydrolyse de
I'ATP ; jaune, coordination entre les sites de liaison aux acides nucléiques et au NTP; bleu, liaison aux
acides nucléiques. Les astérisques dans un cercle vert indiquent linsertion de domaines
supplémentaires. (B) Représentation schématique de la structure (a gauche) et structure
tridimensionnelle (a droite) des hélicase SF1 (Figure de Fairman-Williams, Guenther, et Jankowsky
2010).
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Dans les domaines RecA1 et RecA2 des hélicases SF1 et SF2 on retrouve 13 motifs
conservés: Q, I, 11, llla, et VI impliqués dans la liaison et I'hydrolyse de I'ATP ; les motifs
de surface Ia, Ib, Ic, IV, V, et Vb impliqués dans la liaison a '’ARN et les motifs Il et Va
qui sont impliqgués dans la coordination entre les groupes précédant (Figure 16)
(Fairman-Williams, Guenther, et Jankowsky 2010). Deux sous-domaines sont insérés
au sein du RecA1 du cceur hélicase d’'UPF1-like. lIs sont nommés 1B et 1C et
présentent chacun un repliement caractéristique. Ces sous-domaines sont aussi
appelés protrusions et sont caractéristiques de la famille des hélicases UPF1-like. La
mutation DE 647-648 AA dans le motif |l est connue pour abolir totalement I'activité
ATPase de UPF1 (Cheng et al. 2007).

Le motif SQ, riche en sérines et glutamines, est aussi capable d’inhiber 'activité du
domaine hélicase. Il a été montré qu’'UPF1 est capable de lier TATP mais I'’hydrolyse
de cette derniere est inhibée en présence du domaine SQ (Fiorini, Boudvillain, et Le
Hir 2013). Les mécanismes qui permettent de lever I'inhibition du domaine SQ ne sont
pas encore connus. Le motif SQ posséde de nombreux sites de phosphorylation et
permet d’interagir avec plusieurs protéines dont la kinase Smg1 lors du NMD (Okada-
Katsuhata et al. 2012). Il est possible que I'un de ces facteurs soit capable de lever
l'inhibition du domaine SQ sur I'activité ATPase d’'UPF1.

hupFi === cH W= B )= Recat @ICH) ! Recaz Y sa ==

Figure 17 : Représentation schématique de la disposition des domaines pour la protéine UPF1 humaine
(hUPF1). Le domaine CH (vert) est responsable de l'interaction avec UPF2, eRF1 et eRF3. La région
hélicase contient deux domaines RecA (jaune). Les domaines de régulation supplémentaires incluent
le domaine 1B (orange) et le domaine 1C (rouge). Le domaine SQ est responsable de l'interaction avec
Smg1, Smg5b, Smg6 et Smg7 (Figure de Martinez-Montiel et al. 2016).

On note aussi la présence de SETX dans cette méme famille qui joue un réle dans la
terminaison de la transcription comme décrit précédemment dans cette introduction
(Han, Libri, et Porrua 2017).

La protéine DNA2 est une enzyme clé impliquée dans la réplication et |la réparation de
I'ADN dans le noyau et la mitochondrie. Elle joue un réle majeur dans le traitement des
fragments d'Okazaki en collaboration avec FEN1. Elle est également impliquée dans
la coupure de l'extrémité 5' de I'ADN lors de la réparation d'une rupture a double brin
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(DSB). Elle possede différentes activités enzymatiques, a savoir une activité ATPase
dépendante d’ADN simple brin, une activité hélicase 5'-3' et une activité endonucléase.
Alors que les activités ATPase et endonucléase sont bien définies et jouent un réle clé
dans le traitement des fragments d’Okazaki et la réparation de DSB, I'activité de 'ADN
hélicase 5'-3' est controversée puisqu’elle semble faible et sa fonction inconnue

(Pawtowska, Szczepanska, et Blasiak 2017; Kang, Lee, et Seo 2010).

Quant a HELZ, Il a été montré dans un premier temps que sa surexpression dans les
cellules humaine active la traduction globale des protéines alors que son inhibition
induite par une interférence par ARN a l'effet opposé (Hasgall et al. 2011). Dans la
méme étude, il a été montré que HELZ interagit avec la PABP via un motif PAM2. Une
seconde étude récente a montré que HELZ était associé a divers facteurs de
dégradation de I'ARNm, y compris des composants du complexe CCR4-NOT dans des
cellules humaines et de drosophile (Hanet et al. 2019). L'interaction entre HELZ et le
complexe CCR4-NOT semble étre directe et induite par des régions de faible
complexité dans la partie C-terminale de la protéine. Cette étude montre que cette
interaction est nécessaire pour assurer la médiation de la répression traductionnelle et
de la dégradation de I'ARNm dépendant de I'hydrolyse de la coiffe. Une analyse
transcriptomique de cellules HELZ"- suggére que HELZ joue un role dans la régulation
de I'expression des genes associés au développement du systeme nerveux (Hanet et
al. 2019).

MOV10 et MOV10L1 sont deux facteurs impliqués dans le métabolisme des petits ARN
non-codant. MOV 10 est un membre du complexe RISC (Meister et al. 2005; C. Liu et
al. 2012) et possede une activité antivirale contre le virus de la Dengue (Balinsky et al.
2017). MOV10L1 est essentielle pour la spermatogenese car elle se lie spécifiquement
aux précurseurs des piARN et agit sur leur maturation, cela entraine la répression des
transposons durant la méiose (Frost et al. 2010; Zheng et al. 2010; Vourekas et al.
2015).

AQR (ou IBP160), est impliquée dans l'épissage des pré-ARNm en tant que
composant du spliceosome (Jurica et al. 2002; De et al. 2015).

La protéine SMBP2 (ou IGHMBP2), a été liée a la réplication de I'ADN, I'épissage et
la transcription de pré-ARNm, mais sa fonction précise dans tous ces processus reste
inconnue (Guenther et al. 2009). Cette protéine est mutée dans I'amyotrophie spinale
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avec détresse respiratoire de type 1 (SMARD1) et la maladie de Charcot-Marie-Tooth
axonale sans atteinte diaphragmatique.

Les fonctions de ZNFX1 et ZGRF1 ne sont pas connues.

1.2.7.3 Généralités sur les RNases

Comme observé au long de cette introduction, les RNases sont omniprésentes dans
la vie des ARN. Elles ont été regroupées en différentes familles en se basant sur des
homologies de séquences et des informations structurales. Ces différentes familles
peuvent étre classées en deux types : les endoribonucléases vont agir au sein de la
chaine ribonucléotidique tandis que les exoribonucléases vont agir au niveau de l'une

des extrémités de la chaine ribonucléotidique (Figure 18).

Dans ce dernier cas, on distingue les exoribonucléases selon qu’elles agissent dans
la direction 5° vers 3’ ou 3’ vers 5 de la chaine ribonucléotidique. Deux types de
réactions catalytiques existent pour briser la liaison nucléotide-nucléotide : I'activité
phosphorolytique ou I'activité hydrolytique. Les enzymes phosphorolytiques utilisent,
avec 'ARN, un phosphate inorganique comme substrat tandis que les enzymes

hydrolytiques utilisent une molécule H20.

Les RNases contiennent un ou plusieurs ions métalliques dans leurs sites actifs.
L’affinité de ces enzymes avec les différents ions permet également de distinguer

certaines familles des autres.

En fonction de leur processivité, c’est-a-dire leur capacité a dégrader des nucléotides
successivement sans se décrocher de I'ARN, ces enzymes peuvent soit étre
processive ou distributive. Certaines de ces enzymes sont localisées dans le noyau,
d’autres dans le cytoplasme et certaines peuvent étre excrétées dans l'espace
extracellulaire.

On peut distinguer les RNases qui sont libres de celles qui font parties d’'un complexe
protéique. Un autre critere de classification utilisé est la spécificité des substrats que
'enzyme est capable de catalyser. Elles peuvent étre capable dégrader des ARN
simple brin, double brin ou encore des duplexes ADN-ARN. Les RNases peuvent aussi
posséder ou non une spécificité de séquence (Arraiano et al. 2013).
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Exoribomcleases.

Family Some prokanyotic members Some eulanyotic members Catahytic mechanism Comments
DEDD RMase D Pop2Cafl Hydmilytic 3 to 5 activity
FMase T Pan2 Some members have squence spedificity (deadenylases)
Orn PARN Family members can be processive or distributive
Rmpé& Distant Bamily members include DMases and polymerases
Rex2—4, Eni 13 hexo/Snipper
RMase 11} RMB FMase 11 Dis3 [ Rrpdd) Dis3L1,Tazman Hydimlytic These enzymes are processive in the 3' to 5 direc tion
RMaze R Dis3L2, 50V Distribanted by all domains of life
D=zl
Ssdil
PO RMase PH Plant Rrp1 Phosphonolytic One or two PDX domains per protein
PMPase Associate to form ring structures containing & PDX domains
Archeal exosomes Many PDX domains are catalytically inactive,
particularty in eukaryotes [Rrpd1-43, 45, 46, Mtr3)
EEF - Cerd Hydmlytic 3 to 5 activity
Mocturnin Some members have squence specificity (deadenylases)
Ngl1-3 Distant amily members include DMases and phosphatases
DHH NrmA - Also called nano RNases
MNroB Decay polanty controversial
Distant family members include DMNases and phosphatases
¥m1/Rat1 - Xrnl/Pacman Hydmlytic 5 to 3 decay

Rat1/Xrn2

Distantly structurally related to EMase H and FLAP mucleases

Ribonuclease families with endo- and exonuclease members.

Family Some prokaryotic members Some eukaryotic members Comments
B-lactamase domain ENa= | CPSFT3 Family members can be 5'-3' exonuceases,
RMNase Z Int9/11 endonucleases, or have dual activity
RMase X Often dimeric [ homo- or heterodimernic)
Hydmlytic
Distant Emily members are involved in distinct
hiyd relytic reaction [antibiotic destruction, ...)
HD ENase Y - Includes endonucleases and 3'-5 exonucleases
YhaM Members helong to a large family of metal
dependent phosphohydmlases acting on diverse substrates
Endoribomuicleases
Family Some prokanyotic members Some eukaryotic members Comments
EMase E/C EMase E Plant RNase E Cleave single-stranded RMA
RMase G Distantly related to DMase |
RNase 111 RNase 111 Ent1 Cleave double stranded KNA
Dmosha
Dicer
FMase H EMase HL HII and HIN EMNase H1 and H2 Cleave RNA in ENA-DMNA or RNA-RMA duplexes
Argon autes
Reg B Reg B - Targets mRMNA preferentially near the
Shine-Dalgarno region
PIN domains - Smgb Cleave single-stranded RNA
Dis3 (Rrp44 )/ Dis3L1) Tazman Oocur sometimes in combination
with other muclease domains
Fermdoxin-like Cas nucleases - Highly specific for CRISPR ENAs
Targeted by sequence and structure
Zucchini - Tucchini Cleave single-stranded RNA

Invodved in PIWIT RNA biosynthesis

Figure 18 : Classification des différentes familles de RNases. Des exemples procaryotes et eucaryotes

sont donnés pour chaque famille. Les caractéristiques majeures connues de chaque famille sont

décrites dans la derniére colonne (Arraiano et al. 2013).
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Des mutations de ces RNases sont généralement associées a des pathologies graves
chez 'homme comme des maladies génétiques ou le développement de certains

cancers.

1.2.7.4 La famille des RNasell/RNB

Parmi toutes les ribonucléases, la famille des RNasell/RNB est caractérisée par la
présence d’un domaine conservé appelé domaine RNB. Initialement caractérisées
chez Escherichia coli, la RNasell et la RNaseR sont les représentantes de cette
famille. Chez E. coli la RNasell contribue a la maturation des ARNt tandis que la
RNaseR est impliquée dans le controle de la qualité des ARN synthétisés, ainsi que
dans la dégradation des ARNt défectueux et des fragments résultants de la maturation
des ARNr 16S et 23S (Reis et al. 2013). La RNasell a été purifiée pour la premiére
fois en 1964 par Spahr (Spahr 1964) et dégrade les ARN simple brin sans spécificité
de séquence. Les domaines fonctionnels de cette protéine ont été caractérisés : en N-
terminal, deux domaines de type « cold shock » (CSD) sont présents et en C-terminal
se trouve un domaine de type S1 (Barbas et al. 2008). Ces deux domaines permettent
la liaison de la protéine a 'ARN. Au centre de la chaine polypeptidique se trouve le
domaine catalytique qui fait 400 acides aminés repartis en quatre motifs et qui est
appelé le domaine RNB. Dans le premier motif, quatre acides aspartique (D) sont trés
conservés et essentiels pour 'activité de la RNase Il : D201, D207, D209 et D210. Ces
résidus sont importants pour la coordination d’'ions Mg2+ dans la poche catalytique
nécessaires pour le clivage du substrat ARN. Cependant, les quatre acides
aspartiques n’ont pas la méme importance puisque la mutation D207N suggere que la
réduction d’activité serait moindre avec un facteur de 8 fois ou 40 fois par rapport a la
protéine sauvage selon I'étude (Barbas et al. 2008; Zuo et al. 2006). Ceci suggére que
I'aspartate présent a cette position n’a pas réellement un réle catalytique. Des études
structurales plus récentes suggerent qu’il pourrait coordonner le résidu 3’ du dernier
nucléotide de I'ARN substrat (Makino, Baumgéartner, et Conti 2013). Les mutations
D201N et D210N entrainent une réduction plus drastique, avec une activité relative
restante de moins de 0.3%. Finalement, 'aspartate D209 est indispensable puisque
sa mutation en asparagine (N) abolit complétement I'activité exoribonucléasique
(Barbas et al. 2008).
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E. coli RNase Il N ——(csb1 ) csb2 —_ RNB @+ C

E.coli RNase R N ————(CsD1 < CsD2 )= RNB @S- C
S. cerevisiae Rrpdd N ———FN D—(C8D1_ )(EsD2 W _ RNB — @ C
H. sapiensDIS3 N —@@ PN )~ ©8D1 )< €8Dz = RNB —>—@ED- - C
H. sapiens DIS3L1 N ——PiNinactit D—( €sb1_)~( Csbz Kk RNB @S- C
H. sapiens DIS3L2 N —— csbt >—(csbz < RNB —>—@E)— s C

Figure 19 : Représentation schématique de protéines de la famille RNasell/RNB. Toutes ces protéines
comportent un domaine RNB exoribonucléasique (gris) et des domaines de liaison a 'ARN de part et
d’autre des « cold shock domain » CSD1 et 2 (orange et jaune) et un domaine S1 (vert). Certaines

possedent aussi un domaine PIN endoribonucléasique (bleu).

Chez I'homme, trois protéines de la famille des RNasell/RNB sont connues
actuellement, a savoir DIS3, DIS3L1 et DIS3L2. Seules DIS3 et DIS3L1 interagissent
avec I'exosome grace a la présence d’'un domaine PIN a leur extrémité N-terminale
(Rafal Tomecki et al. 2010).

La protéine DIS3 posséde une architecture similaire aux protéines bactérienne de
cette famille décrite ci-dessus. Cependant, comme mentionné précédemment, elle
posseéde une activité endonucléasique supplémentaire en plus de [Iactivité
exonucléasique du domaine RNB. Cette activité est conférée par la présence d’un
domaine PIN a son extrémité N-terminale. Comme évoqué précédemment, la protéine
Dis3, aussi connue sous le nom de Ribosomal RNA-processing protein 44 (Rrp44), est
la sous-unité catalytique de I'exosome nucléaire (Lebreton et al. 2008; Chlebowski et
al. 2013).

Des mutations de DIS3 ont été identifiées dans le myélome multiple et la leucémie a
plasmocytes (Robinson et al. 2015) ( Figure 20). Ces mutations sont principalement
des mutations faux-sens localisées dans le domaine RNB pouvant étre associées a
des translocations de la chaine lourde des immunoglobulines (Lionetti et al. 2015;
WeiBbach et al. 2015). Des mutations de DIS3 ont également été trouvées dans la
leucémie aigué myéloide et le médulloblastome (Parsons et al. 2011; Ding et al. 2012).
Bien que les mutations dans le domaine PIN aient peu d'impact sur la physiologie
cellulaire, les mutations simultanées dans les domaines PIN et RNB retrouvées dans
certains myélomes multiples sont létales dans les cellules humaines (R. Tomecki et al.

2014). Ainsi, cibler le domaine PIN de DIS3 ne devrait étre létal que pour les cellules
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cancéreuses heébergeant une mutation du domaine RNB de Dis3 par un effet
synthétique Iétal. Le domaine PIN de Dis3 a donc été proposé comme nouvelle cible
thérapeutique pour traiter les cancers humains (R. Tomecki et al. 2014; Reis et al.
2013). D’autre mutations de Dis3 ont été retrouvés dans certains mélanomes, des

cancers du foie, colorectaux et ovariens (Saramago et al. 2019).

DIS3 DIS3L1
Epithelial Multiple ACl:tgd
ovarian myeloma myeiloi ! .
loninamnin Skin basal cell Cadiibillsi

cancer :
carcinoma medulloblastoma

cancer

leukaemia

\ / Chronic \
Colorectal —_— - myelomonocytic 3/

Liver / " Chronic / \
metastasis \ lymphocytic Myocardial
¥ leukaemia " X .
Pancreatic Hyperalphalipoproteinemia

tumorigenesis?

Superficial Nodular

Breast cancer?  spreading ™Melanoma
melanoma

DIS3L2

Perlman syndrome

Wilms tumor .
(nephroblastoma)

Marfan-like
syndrome

Figure 20: Schéma des maladies humaines qui ont été liée a une surexpression ou a un
dysfonctionnement des enzymes de la famille RNasell/RNB. Les fleches en pointillés correspondent

aux corrélations nécessitant une confirmation supplémentaire (Figure de Saramago et al. 2019).

La protéine cytoplasmique Dis3L1 posséde la méme architecture que son homologue
nucléaire Dis3 a la différence que son domaine PIN n’est pas catalytiquement actif.
Elle a été décrite simultanément par deux équipes en 2010 (Staals et al. 2010; Rafal
Tomecki et al. 2010). Comme discuté précédemment elle est la sous-unité catalytique
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de I'exosome cytoplasmique et joue donc un réle important dans la dégradation des
ARNm fonctionnels et aberrants dans les différentes voies de contréle de qualité. Des
mutations de cette enzyme ont été mises en relation avec le carcinome basocellulaire,
au médulloblastome cérébelleux. Des études ont montré un lien entre des SNPs dans

Dis3L1 avec un risque cardiaque et une hyperlipoprotéinémie (Saramago et al. 2019).

Des mutations germinales dans le géne codant pour DIS3L2 sont associées au
syndrome de Perlman ainsi qu’au développement de tumeurs de Wilms (Astuti et al.
2012). Dis3L2 a aussi été associé au syndrome de Marfan, les patients touchés ont
subi un surdéveloppement osseux ainsi que des malformations. Il a aussi été montré

que Dis3L2 est muté dans 3 a 6% des carcinomes (Saramago et al. 2019).

Les trois protéines humaines connues de la famille des RNasell/RNB sont tres
importantes voire essentielles pour les cellules. De plus des mutations ou variations
dans ces derniéres sont associées a de nombreuses maladies. Il est donc important
d’identifier et de caractériser toutes les protéines de cette famille chez 'lHomme, ce qui
est le but de cette thése. Une protéine humaine comportant un RNB potentiel a été
identifiée durant cette thése. Le projet de thése inclut la caractérisation biochimique
des différents domaines de cette protéine. L’autre objectif majeur est de comprendre
les mécanismes dans lesquels cette protéine est impliquée in vivo en identifiant ses

partenaires protéiques et ses ARN cibles.
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2. Matériel et Méthodes

74






2 Matériel et méthodes

2.1 Matériel biologique

2.1.1 Souche bactérienne

La souche d’'Escherichia coli MH1 a été utilisée pour amplifier les plasmides. Son

genotype est araD139, AlacX74, galE, galK, hsr, rpsL.

2.1.2 Lignées cellulaires

Les cellules ainsi que les milieux proviennent du service de culture cellulaire de
'IlGBMC. Les cellules de rein embryonnaires humain (HEK293) ont été cultivées dans
un milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (4,59/L glucose)
wW/GLUTAMAX-I +10% sérum fcetal de veau (FCS) + Gentamycine 40 ug/mL. Les
cellules HelLa provenant d’'un cancer du col de l'utérus, ont été cultivées dans du
DMEM (1 g/L glucose) + 5% FCS + Gentamycine 40 ug/mL. Les différents milieux
utilisés pour la prolifération et la différenciation des cellules hMADS sont détaillés dans
la partie 2.7.

2.1.3 Vecteurs plasmidiques

e Vecteurs utilisés contenant le géne de résistance a I'ampicilline (AmpF) :

- p3XFLAG-CMV7.1 HELZ2a (pBS 5030) et p3XFLAG-CMV7.1 HELZ2B (pBS
5034) obtenus de Takuya TOMARU, Gunma University Graduate School of
Medicine, Maebashi 371-8511, Japan

- pCineo HA-THRAP3 (pBS 5998)

- pMF-P10-mCherry-pH-3C-TwinStrep fournit par la plateforme de biologie
moléculaire de 'lGBMC (pBS 5999)

- Px330-T2A-GFP fournit par la plateforme de biologie moléculaire de
I'lGBMC (pBS 5530)

e Vecteurs utilisés contenant le géne de résistance a la Kanamycine (KanF) :

- pEGFP-C1 avec I'étiquette Green Fluorescente Protein (GFP) en N-terminal
(N-ter) de Clontech® (pBS 2185)

- pEGFP-C1 HELZ2a (pBS 5988)

- pEGFP-C1 HELZ2B (pBS 5528)

- pEGFP-C1 HELZ2a RNB mut (D1354N) (pBS 5989)

- pEGFP-C1 HELZ23 RNB mut (D1354N) (pBS 5990)

- pEGFP-C1 HELZ2B heél mut (DE666-7AA ; DE2360-1AA) (pBS 5991)
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- pEGFP-C1 construction 1 (pBS 5992)

- pEGFP-C1 construction 2 (pBS 5993)

- pEGFP-C1 construction 2b (pBS 5994)

- pEGFP-C1 construction 2c (pBS 5995)

- pEGFP-C1 construction 3 (pBS 5996)

- pEGFP-N3 avec I'étiquette GFP en C-terminal (C-ter) Clontech® (pBS 2249)
- pEGFP-N3 HELZ2B (pBS 5997)

2.2 Biologie moléculaire

2.2.1 Clonages

2.2.1.1 Amplification des inserts par réaction en chaine par polymérase (PCR)

Tous les oligonucléotides utilisés ont été commandés chez SIGMA-ALDRICH®,

Les séquences codantes de HELZ2a et 3 ont été amplifiées par PCR a partir de
vecteurs p3XFLAG-CMV7.1 contenant les ADN complémentaires (ADNc) des deux
isoformes et en utilisant la « Phusion Hot Start 1| DNA Polymerase » de Thermo
Scientific™. Les fragments ont ensuite été purifiés aprés migration sur un gel
d’agarose a 1% en utilisant le kit « NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up » de
MACHEREY-NAGEL® en suivant les instructions du fabricant.

2.2.1.2 Digestion

Toutes les digestions ont été faites par les enzymes FastDigest™ de Thermo
Scientific™ a 37°C pendant 1 heure en suivant les instructions du fabricant. Les
fragments PCR purifiés ont été digérés ainsi que les plasmides receveurs. Les
extrémités de ces plasmides ont ensuite été déphosphorylées en utilisant la
phosphatase alcaline CIP de New England Biolabs®. Les ADN ont été purifiés sur
colonne en utilisant le kit « NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up » de MACHEREY-
NAGEL®.

2.2.1.3 Ligation

Les réactions de ligation ont été réalisées par I'ajout d’'un volume de DNA Ligation Kit
<Mighty Mix>™ de TAKARA® au mélange vecteur et insert. Une réaction controle sans
insert a été réalisée en parallele. Ces réactions ont été incubées a 16°C pendant une

nuit.
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2.2.1.4 Transformation

Aprés avoir été décongelées sur de la glace, 100 pL de bactéries MH1 compétentes
(congelées et préparées par une personne du laboratoire) ont été ajoutées a la ligation
et maintenues 30 min dans la glace. Les bactéries ont ensuite subi un choc thermique
de 45 secondes a 42°C puis ont été replacées pendant 2 min dans la glace. Ensuite,
1 mL de milieu LB a été ajouté et les bactéries sont incubées a 37°C pendant 1 h avant
d’étre étalées sur des boites de Pétri contenant du LB agar et I'antibiotique
correspondant au géne de résistance porté par le vecteur (ampicilline a 100ug/mL ou

kanamycine a 50ug/mL). Les boites ont été incubées a 37°C pendant une nuit.

2.2.1.5 Minipréparation d’ADN plasmidique

Les colonies obtenues ont été prélevées a I'aide d’'un céne stérile et introduites dans
un tube de culture stérile a fond rond et bouchon ventilé contenant 3 mL de LB et
I'antibiotique correspondant au géne de résistance porté par le vecteur (ampicilline a
100ug/mL ou kanamycine a 50ug/mL). La culture a été incubée au minimum 8 heures
a 37°C avec agitation. L’ADN plasmidique a été extrait a partir de 2 mL de culture avec
le kit « NucleoSpin® Plasmid EasyPure » de MACHEREY-NAGEL®, en suivant les
instructions du fabricant. Le reste des cultures est conservé a 4°C.

2.2.1.6 Contréle des plasmides

Les plasmides obtenus ont été digérés par des enzymes de restriction sélectionnées
et ensuite déposés sur un gel d’'agarose 1%, Tris Borate EDTA (TBE) 1X contenant
0,5 pg/ml de bromure d’éthidium (BET) puis détectés par illumination avec un
rayonnement ultraviolets (UV). Les plasmides ayant le profil de digestion attendu ont
été envoyés a la société GATC biotech® qui effectue des séquencages par la méthode
de Sanger. Les résultats ont été analysés avec le logiciel A Plasmid Editor (APE). Les

plasmides comportant la séquence voulue ont été amplifiés et stockés.

2.2.2 Amplification des plasmides

Les restes de cultures utilisées pour les minipréparations d’ADN contenant les
plasmides voulus ont servi a inoculer 200 mL de LB contenant I'antibiotique approprié.
Aprés une incubation d’une nuit a 37°C sous agitation, les bactéries ont été culottées
et le kit « NucleoBond® Xtra Midi » de MACHEREY-NAGEL® a été utilisé pour purifier

'ADN plasmidique en suivant les instructions du fabricant. La concentration finale
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d’ADN est mesurée a I'aide d’un spectrophotométre NanoDrop® ND-1000 et ajustée a

1ug/ulL.

2.2.3 Mutagénese par PCR

Afin d’introduire des mutations dans le domaine RNB et les domaines hélicases de
HELZ2, deux longs oligonucléotides (40mer) complémentaires et contenant la
mutation désirée ont été utilisés pour amplifier, par PCR, la totalité d’'un plasmide ou
'ADNc de HELZ2 a été préalablement introduit. Dix-huit cycles ont été réalisés avec
un temps d’élongation d’'une minute par kilobase en utilisant la PfuUltra Il Fusion HS
DNA Polymerase de Agilent Technologies®. Le produit de la réaction de PCR a été
incubé 1h a 37°C en présence de I'enzyme Dpnl qui digére les plasmides méthylés
sur les sites 5 CA|TC 3’ donc uniquement ceux utilisés comme matrice. Un aliquote
de ces réactions a été utilisé pour transformer des bactéries MH1 compétentes. Les
plasmides résultants ont ensuite été purifiés en utilisant la procédure de
minipréparation en partant de colonies isolées puis vérifiés par séquencgage. Enfin les
plasmides comprenant la séquence voulue sont stockés et amplifiés.

2.2.4 Test T7 endonucléase

L’ADN génomique des cellules HEK293 a été extrait a I'aide du kit DirectPCR Lysis
Reagent (Tail) de la société Viagen Biotech en suivant les instructions du fabricant.
Une réaction de PCR permettant d’amplifier la région d’intérét a été réalisée en utilisant
avec la PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase de Agilent Technologies®. Le produit
de PCR a été chauffé puis renaturé et ensuite digéré par I'endonucléase T7. Les
échantillons ont été déposés sur un gel d’agarose, ceci permet de savoir s’il y a eu

remaniement de 'ADN génomique (Figure 21).

2.3 Infection des cellules d’insectes par baculovirus

Le bacmide (vecteur pouvant se propager a la fois dans E. coli et les cellules
d'insectes) codant pour le génome du Baculovirus ainsi que la protéine 3xFlag-
HELZ2B3-TwinStrep a été créé par la plateforme de Baculovirus de I''GBMC par
cotransfection d’'un plasmide donneur codant pour la protéine HELZ2 étiquetée et d’'un
bacmide dans les cellules d’'insectes. Ensuite des cellules Sf9 ont été infectées avec
le virus afin de 'amplifier. Trois jours apres infection, les cellules ont été récupérées,
lavées avec du Phosphate buffer saline (PBS) puis lysées par sonication dans le

tampon de charge, ou a l'aide de différents tampons de lyse.
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Figure 21 : Schéma du principe de la méthode de I'endonucléase T7 pour évaluer la fraction de locus

génomique modifié (d’aprés https.//www.neb.com/)

2.4 Test d’activité ribonucléase

2.4.1 Marquage d’oligonucléotides ADN et ARN

Les oligonucléotides synthétiques commerciaux a une concentration finale de 60 yM
ont été mis en présence de 0,13 ug/pl ATP-y-S et de 2U/ul T4 Polynucléotide Kinase
(ThermoFisher®) dans le tampon PNK A (ThermoFisher®). Aprés 30 min d’incubation
a 37°C, de la fluorescéine maléimide a une concentration de 6,8 ug/ul a été ajoutée a
la réaction. Le tout a été incubé 30 min a 65°C, puis la réaction a été interrompue par
ajout d’'un volume de Phenol:Chloroform:lsoamyl 25:24:1 (PCI) puis mélangée
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vigoureusement pendant 1 min et centrifugée pendant 1 min a 12 000 g. La phase
aqueuse a été récupéree, suivi d’'une précipitation a I'éthanol qui consiste en 'ajout de
300 mM NaAc pH 5,2, 3 volumes d’éthanol froid 100% et 12,5 ng/ul glycogéne. Aprés
précipitation a -20°C sur la nuit, les échantillons ont été centrifugés pendant 30 min a

16 000 g. Le culot d’acide nucléique marqué a été resuspendu dans 30 ul d’eau.

Le 20mer d’ARN utilisé a pour séquence :

5 C.C.UAUAGUGAGU.CGUAUUAAYZ

Le 35mer d’ADN utilisé a pour séquence :

5 dC.dC.dA.dA.dC.dT.dA.dT.dG.dC.dC.dT.dT.dC.dC.dT.dG.dA.dG.dT.dC.dG.dA.dC.dA.dG.dA.
dG.dC.dC.dC.dT.dC.dT.dC.dC.dA.dC.dC.dT.dG.dC 3

Oligonucléotides hybrides ADN/ARN utilisés ont pour séquence :
5'dC.dA.dG.dT.dG.dC.dG.dA.dT.dC.A. A AAAAAAAAAAZ
5'dC.dA.dG.dT.dG.dC.dG.dA.dT.dC.C.C.C.C.C.C.C.C.C.C.C.CJ
5'dC.dA.dG.dT.dG.dC.dG.dA.dT.dC.G.G.G.G.G.G.G.G.G.G.G.G 3

5'dC.dA.dG.dT.dG.dC.dG.dA.dT.dC.U.U.U.U.U.U.U.U.U.U.U.U 3

2.4.2 Transfections :

Un jour avant la transfection, 5 millions de cellules humaines en culture ont été
ensemencées dans des boites de Petri de 10 cm. Les cellules ont été ensemencées
de telle sorte qu’elles soient le jour de la transfection a 70-80% de confluence environ.
Le jour de la transfection, au moins 30 min avant I'addition de 'ADN, le milieu des
cellules a été changé pour du milieu sans antibiotique. Pour les transfections, 5 ug des
plasmides pEGFP-C1, pEGFP-C1-HELZ2a ou pEGFP-C1-HELZ2 sauvages ont été
utilisés ainsi que plusieurs quantités des plasmides codant pour les protéines mutantes
(de 5 a 15ug). Le réactif TurboFect™ de Thermo Fisher Scientific® avec un rapport
(masse : volume) ADN : réactif de 1 : 2 a été utilisé. Le lendemain, le milieu a été

remplacé par du milieu avec antibiotique.

2.4.3 Lyse cellulaire

Deux jours apres transfection, les cellules ont été récoltées dans du PBS froid puis
culotées a 200 g, 5 min, a 4°C. Le PBS est aspiré puis les cellules ont été reprises
dans 1 mL de tampon de lyse IPP150+1%NP-40 + cOmplete™ EDTA-free Protease
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Inhibitor Cocktail 1X de Roche® et incubées 20 min & 4°C. Les débris cellulaires ont
été culotés par centrifugation a 14000 rpm, 15 min a 4°C. Le surnageant est récupére,

il constitue I'extrait protéique total.

2.4.4 Immunoprécipitation des protéines étiquetées

Deux types de billes GFP-Trap® ont été utilisés, des billes d’agarose (GFP-Trap®_A)
et des billes magnétiques-agarose (GFP-Trap®_MA) de la société ChromoTek.

2.4.4.1 GFP-Trap® A

Les billes d’agarose ont été lavées deux fois avec du PBS (centrifugation 1000 rpm, 1
min, 4°C) puis resuspendues dans du tampon de lavage IPP150 + cOmplete™ 1X de
Roche®. Les cellules contenus une boite de Petri de 10cm de diameétre a confluence
ont été lysées puis immunoprécipitées avec 25 pL de billes. Une fraction de I'extrait
protéique a été conservée comme fraction totale, a laquelle du tampon de charge pour
les protéines est ajouté. Le reste est incubé avec les billes GFP-Trap®_A pendant 1h
a 4°C avec rotation. Ensuite, les billes ont subi trois lavages avec de I'IlPP150 d’'une
minute avec rotation, puis ont été resuspendues dans du tampon de réaction
contenant 'ADN et 'ARN marqués. L’ensemble est incubé a 37°C avec une légere
agitation réguliere. Aux temps 0, 5, 15, 30 et 60 min, 10% du surnageant a été prélevé
sans centrifugation et transféré dans un tube froid contenant du tampon de charge
pour les acides nucléiques. A la fin de la cinétique, du tampon de charge pour les
protéines a été ajouté au restant des billes, cette fraction étant la fraction des protéines

immunoprécipitées (IP). L’'ensemble des échantillons a été conservé a -20°C.

2.4.4.2 GFP-Trap®” MA

Le méme protocole a été utilisé avec les billes magnétiqgue-agarose mais un aimant a

servi aux lavages pour remplacer les étapes de centrifugations. Ceci permet des
lavages plus efficaces. Les cellules contenues dans une boite de Petri de 10cm de
diameétre a confluence ont été lysées puis immunoprécipitées avec 10 pL de billes.

2.4.5 SDS-Page et western-blot

Les protéines ont été dénaturées par une incubation de 3 min a 90°C suivi d’'une
centrifugation de 2 min a 14000 rpm. Les échantillons ont alors été déposés sur gel
d’électrophorése dénaturant de polyacrylamide a 8% (SDS-PAGE). La migration a été
effectuée dans du tampon de migration a I'intérieur d’'une cuve Biorad® mini protean

[I™ & 50 V dans le gel de concentration puis 150 V dans le gel de séparation. Les
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protéines ont été transférées sur membrane de nitrocellulose Whatman™ de GE
Healthcare® dans une cuve Mini Trans-blot® cell de Biorad® dans le tampon de
transfert a 4°C, 90 V et pendant 3 h. L'efficacité du transfert a été contrélée par
coloration de la membrane au rouge Ponceau. Ensuite le blocage de la membrane a
été effectué pendant 30 min a température ambiante sous agitation dans du PBS-T
avec 5% de lait écrémé (Régilait). L'incubation de I'anticorps primaire (Acl) dilué dans
le PBS-T+5% lait a été réalisée pendant la nuit, a 4°C sous agitation. La membrane a
été lavée 3 fois avec du PBS-T. Ensuite, elle a été incubée 1 h a température ambiante
sous agitation avec du lait PBS-T ou est dilué I'anticorps secondaire (Acll) couplé a la
peroxydase de raifort (HRP). Apres trois lavages au PBS-T puis une incubation de 2
min dans une solution « enhanced chemiluminescence » ECL®, la révélation a été faite
par I'appareil ImageQuant LAS 4000™ de GE Healthcare®.

2.4.6 Gel d’acrylamide-urée

Une échelle de taille a été réalisée par dégradation alcaline des ARN en incubant 3
min a 90°C I'ARN marqué et de 'ARN total de levure dans le tampon d’hydrolyse
alcaline. La RNase T1 est une endonucléase qui coupe les brins d'/ARN en 3’ des
résidus guanine. Une autre échelle de taille a été réalisée en incubant 5 min a 50°C
I’ARN marqué ainsi que de I'ARN total de levure avec la RNase T1 de Thermo Fisher
Scientific® diluée au 1/500°™ dans le tampon AT1. Les quantifications ont été réalisées

avec ImageQuant TL.

Pour détecter les ARN et ADN marqués, ils ont été déposés sur un gel contenant 12%
d’acrylamide:bisacrylamide 19:1, 8M d’urée et du tampon TBE 0,5X. La solution du gel
a été préalablement filtrée avec une unité de filtration Stericup® de 0,22um de Merck
Millipore®.

La migration a été réalisée dans le tampon TBE 0,5X. Une pré-migration a 20 W
pendant 20 min ainsi qu'une plaque métallique maintenue contre les plaques de verre
entourant le gel permet de répartir et d’uniformiser la chaleur pour maintenir des
conditions dénaturantes. Apres dépdt des échantillons préalablement chauffés 5 min
a 65°C, la migration a été effectuée a 20 W. La détection de la fluorescéine et donc de
la partie 5’ des acides nucléiques a été effectuée par I'appareil Typhoon FLA9000™
de Amersham Biosciences®.
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2.5 Test d’activité ATPase

Une méthode similaire a celle utilisée pour les tests d’activité nucléase a été utilisée
pour tester I'activité ATPase de HELZ2. Seules les étapes qui different sont décrites

ci-dessous.

2.5.1 Immunoprécipitation

Une fraction de I'extrait protéique a été conservée comme fraction totale, a laquelle du
tampon de charge pour les protéines est ajouté. Le reste a été incubé avec les billes
GFP-Trap®_MA pendant 1 h a 4°C avec rotation. Une immunoprécipitation avec les
billes magnétique-agarose GFP-Trap®_MA a été réalisée en ajoutant trois lavages
rapides avec le tampon de lavage contenant de 'ATP, cette étape permet de retirer
les chaperonnes. Une fraction des billes a été conservée comme fraction
immunoprécipitée, a laquelle du tampon de charge pour les protéines a été ajouté.
Ensuite, les billes ont été resuspendues dans du tampon de réaction ATPase
contenant 'ATP-a-32P. Les échantillons sont séparés en deux groupes et 10ug d’ARN
total a été ajouté dans la moitié des échantillons seulement. L’ensemble a été incubé
a 37°C avec une légére agitation réguliere. Aux temps 0 et 90 min, une fraction du
surnagent a été prélevée et transférée dans un tube froid contenant du PCI. Une
extraction phénol-chloroforme a été réalisée et la fraction aqueuse a été transférée
dans un nouveau tube. Un échantillon ot 'ATP-a-32P a été incubé avec du GDP et de
la protéine NDK a été déposé. Cette protéine permet de transférer un phosphate de
'ATP sur le GDP pour le transformer en GTP, ceci nous permet de visualiser TADP

radioactif. L’'ensemble des échantillons est conservé a -20°C.

2.5.2 Chromatographie en couche mince (Thin Layer chromatography (TLC))

Afin d’étudier I'hydrolyse de 'ATP, 2 uL de chaque échantillon a été déposé a la base
d’une couche mince TLC PEI Cellulose F de Merck®. Le bas de la couche mince a été
partiellement immergé dans le tampon TLC. Aprés 1 h de migration, la membrane a
été exposée pendant 2 h en contact avec un écran phosphore aussi appelé radio
luminescents a mémoire (ERLM). La radioactivité ayant été captée par cet écran aussi
appelé plaque de phosphore a été analysé par I'appareil Typhoon FLA9000™ de

Amersham Biosciences®.
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2.6 Localisation protéique

2.6.1 Transfection de cellules Hela

Des lamelles de microscopie ont été désinfectées a I'éthanol puis exposées aux rayons
UV pendant 15 min. Les cellules HelLa ont été déposées dans les puits de boites de
culture six puits contenant ces lamelles a une densité de 0,2 millions cellules/mL. Un
jour aprés elles ont été co-transfectées avec 4 ug des plasmides pEGFP-C1-HELZ2
ou pEGFP-N3-HELZ2 et 4 pg du plasmide pCi neo HA-THRAP3. Le réactif
TurboFect™ de Thermo Fisher Scientific® avec rapport (masse : volume) ADN : réactif
de 1: 2 a été utilisé. Le lendemain, le milieu a été remplacé par du milieu avec

antibiotique.

2.6.2 Immunofluorescence

Deux jours apres transfection, les lamelles ont été récupérées et lavées trois fois au
PBS, puis les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 10
min. La PFA a été ensuite neutralisée avec de la glycine a 2,5M diluée au 1/20 dans
du PBS. Apreés trois lavages avec du PBS, les cellules ont été perméabilisées par du
tampon PBS-Triton 0,1% pendant 15 min. Ensuite, une étape de blocage a été réalisée
avec incubation des cellules avec du PBS-BSA 1% pendant 30 min en chambre
humide. L'incubation de I'anticorps primaire a été réalisée pendant 2 h a température
ambiante. Ensuite, les lamelles ont été incubées 1 h a température ambiante avec
I'anticorps secondaire fluorescent (DAM549). Finalement, aprés lavages les lamelles
ont été incubées 30 s dans du DAPI dilué au 1/10000°™e. Apreés trois derniers lavages,
une goutte du milieu de montage ProLong® Gold Antifade de Scientific™ a été
déposée sur une lame et les lamelles y sont appliquées. Le microscope utilisé est
un Leica DM4000 B avec I'objectif HC PL APO 100x/1.40 Oil CS2 qui est un objectif
plan apochromatique a immersion d’huile avec un grossissement de 100X et une
ouverture numérique de 1.40. Les blocs filtres suivants ont été utilisés : BP 480/40,
505, BP 527/30 pour la GFP ; BP 360/40, 400, BP 470/40 pour le DAPI ; et BP 545/30,
565, BP 610/75 pour le DyLight® 549.

2.7 Différentiations des cellules hMADS

Les cellules hMADS 3 ont été obtenues du service de culture cellulaire de 'lGBMC

(provenant du Dr Christian DANI (Institut de Biologie Valrose (iBV), Nice). Elles sont
aussi capables de se différencier en adipocytes, en chondrocyte ou en ostéoblaste en
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fonction du milieu de culture (Rodriguez et al. 2004). Les différents protocoles de
différenciations sont illustrés ci-dessous. Des cellules souches dérivées de tissu
adipeux, la lignée hMADS3 (human multipotent adipose-derived stem cells) ont été
choisies.

2.7.1 Adipogenese

Le protocole de différenciation en adipocyte dure 17 jours. Le facteur de croissance
FGF2, nécessaire pour la prolifération des cellules, est ajouté dans le milieu jusqu’a
un jour apres confluence, puis le FGF2 est retiré pendant 24h. La différenciation est
donc initiée deux jours aprés confluence. Cette différenciation est induite a I'aide d’un
cocktail comprenant de l'insuline, I'hormone thyroidienne T3, de I'apotransferrine, de
la rosiglitazone (agoniste de PPARg), de la dexamethasone et de I''lBMX (activateur
de la voie de la protéine kinase A (PKA)) pendant trois jours. Ensuite la
dexamethasone et I'IBMX sont omis du milieu jusqu’a la différenciation compléte soit

onze jours supplémentaires (Figure 22) (Elabd et al. 2009; Pisani et al. 2011).

Aprés induction de la différenciation, les cellules ont été fixées comme décrits
précédemment, puis un marquage des lipides a I'Oil Red O (SIGMA-ALDRICH® ; Réf :
00625-25G) a plusieurs stades a permis de suivre son évolution. Deux lavages avec
avec du Propanol-2 a 60 % ont été réalisés suivi d’'une incubation avec Oil red O-
solution 60% 10 minutes. Ensuite, les cellules ont été lavées une fois au Propanol-2

60 % suivi de lavages a I'eau distillée 20 secondes jusqu’a ce que I'eau soit claire.

Des photos ont été prises ainsi que des images avec un microscope optique inversé.
Ensuite, le colorant a été extrait des cellules apres leur lyse a 'aide d’isopropanol avec
4% de NP40. L’absorbance (DO) a été mesurée a 492nm. Des cellules ont été

prélevées a différents temps puis lysées pour étudier le devenir de HELZ2.

2.7.2 Ostéogénese
Le cocktail de différenciation de I'acide ascorbique, du B-glycérophosphate, de la
vitamine D3 et de la dexamethasone (Rotger et al. 2011) (Figure 23).

Aprés induction de la différenciation, les cellules ont été fixées comme décrits
précédemment, suivi d’'un marquage a I'Alizarin red colorant les dép6ts calciques en
rouge afin de contrdler la différenciation. Deux lavages a I'eau distillée ont été réalisés
suivi d’'une incubation avec de I'Alizarin red 2% pendant 30 minutes dans I'obscurité.

Ensuite, les cellules ont été lavées 4 fois a I'eau distillée.
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Des photos ont été prises ainsi que des images avec un microscope optique inversé.
Des cellules ont été prélevées a différents temps puis lysées pour étudier le devenir

de HELZ2.
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Figure 22 : Protocole de différenciation des cellules hMADS en adipocytes
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Figure 23 : Protocole de différenciation des cellules hMADS en ostéoblastes

2.7.3 Chondrogenese
Pour la chondrogenese, le début du protocole est également le méme. Le cocktail de

différenciation contient de 'acide ascorbique, de linsuline, de I'apo-transferrine, du
sélénium, du sodium pyruvate, de la proline, de la dexamethasone et du TGF-3 (Roux

et al. 2013) (Figure 24).
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Aprés induction de la différenciation, les cellules ont été fixées comme décrit
précédemment, suivi d'un marquage au bleu Alcian qui permet de contréler la
différenciation en colorant les polysaccharides sécrétés par les chondrocytes. Deux
lavages a l'eau distillée ont été réalisés suivi de deux lavages avec du HCI 0,1N.
Ensuite, une incubation avec du bleu Alcian 1% a été réalisé pendant la nuit a 4°C
dans l'obscurité. Ensuite, les cellules ont été lavées deux fois au HCI 0,1N, et deux

fois a I'eau distillée.

Des photos ont été prises ainsi que des images avec un microscope optique inversé.
Des cellules ont été prélevées a différents temps puis lysées pour étudier le devenir
de HELZ2.
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> (1mM) +ascorbic acid (500puM) +insuline (10pg/mL) +sodium selenite
§’ (10,4ng/mL) +L-proline (40pg/mL) +Dexamethasone (100mM) +TGF33

(10ng/mL) +BMP6& (10ng/mL)

Figure 24 : Protocole de différenciation des cellules hMADS en chondrocytes

2.8 lIdentifications de partenaires protéiques

Une purification a grande échelle des protéines GFP, GFP-HELZ2a et 3 a été réalisée
avec les billes GFP-Trap_MA. Les lavages ont été optimisés : 3 lavages de 3 minutes
avec rotation a 4°C. Les échantillons ont été déposés sur un gel gradient d’acrylamide
5-20% puis coloré a I'argent avec le SilverQuest™ Silver Staining Kit de Thermo Fisher

Scientific®.

2.9 Solutions utilisées
ECL : 0.1M Tris pH8.5 ; 0.67 mM coumaric acid ; 1.25 mM Luminol ; 0.01% H202
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Gel de concentration : 0.062M Tris pH6.8, acrylamide 5%, SDS 0.1%, APS 0.1%,
TEMED 0.01%

Gel de séparation : 0.375M Tris pH8.8, acrylamide 8%, SDS 0.1%, APS 0.1%, TEMED
0.03%

IPP150 :10 mM Tris-HCI pH 8.0 ; 150 mM NaCl; 0.1% NP-40 ; 1mM DTT

IPP150 + 1%NP-40 : 10 mM Tris-HCI pH 8.0 ; 150 mM NaCl; 1% NP-40 ; imM DTT
IPP500 :10 mM Tris-HCI pH 8.0 ; 500 mM NaCl; 0.1% NP-40 ; imM DTT

IPP500 + 1%NP-40 : 10 mM Tris-HCI pH 8.0 ; 500 mM NaCl; 1% NP-40 ; imM DTT
PBS : 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI ; 10 mM Naz2HPOs ; 1,76 mM KH2PO4

PBS-T : PBS ; 0,3% Tween20

RIPA : 50 mM Tris, pH 8.0 ; 150 mM NaCl ; 1.0% NP-40 ; 0.5% sodium deoxycholate ;
0.1% SDS

Tampon d’hydrolyse alcaline : 0,1 M NaCOs pH9

Tampon de charge pour acides nucléiques : 92% formamide ; 0,25% SDS ; 1mM
EDTA pHS8 ; Tris pH 7,56 0,1M

Tampon de charge protéique 3X : 0,05% bleu de bromophénol (BBP) ; 50 mM Tris pH
6.8 ; 10% glycérol ; 2% SDS

Tampon de lavage avec ATP : 10 mM Tris, pH 8.0 ; 10 mM MgCI2 ; 5 mM ATP ; 150
mM KCI

Tampon de migration de SDS-PAGE : 50mM Tris ; 0,5M glycine ; 0,1% SDS

Tampon de réaction essais ATPase : 10mM Tris-HCI pH8 ; 150mM NaCl ; 0,1mM
MgClz ; 1ImM DTT

Tampon de réaction essais nucléase : 20 mM HEPES pH7 ; 150 mM NaCl ; 1.5mM
MgClz ; 5mMHCI ; 1imM DTT

Tampon de transfert : 50mM Tris ; 0,38M glycine ; 20% EtOH ; 0.1% SDS
Tampon TLC : 0.75M KH2PO4 pH3,4

Tampon AT1 : 20 mM citrate de sodium pH4,5 ; 1 mM EDTA ; 7M urée
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TBE : 89mM Tris ; 89mM acide borique ; 2mM acide éthylene diamine tétraaceétique

(EDTA)

2.10 Anticorps
Anticorps primaires :

Anti-actine : ACT-2D7 de la plateforme de production d’anticorps de
I'lGBMC, monoclonal de souris, dilué¢ au 1/5000%me

Anti-flag : FLAG-M2 de SIGMA-ALDRICH®, monoclonal de souris, dilué
au 1/250°me pour les IF et 1/5000%™€ pour les western blot

Anti-GFP : JL-8 de Clontech®, monoclonal de souris, dilué au 1/1000me
Anti-HA : HA1.1 de BioLegend®, monoclonal de souris, dilué au 1/250me
Anti-HELZ2 : orb126276 de Biorbyt®, polyclonal de lapin, dilué au
1/1000°me

Anti-Ppar-y : PPARg-1H4 de la plateforme de production d’anticorps de
I'lGBMC, monoclonal de souris, dilué¢ au 1/1000%me

Anti-streptavidine : orb323064 Biorbyt®, monoclonal de souris, dilué au
1/508™e pour les IF et 1/1000°™e pour les western blot

Anti-tubuline : TUB-2A2 de la plateforme de production d’anticorps de

'IGBMC, monoclonal de souris, dilué au 1/5000¢me

Anticorps secondaires :

DAM549 : anticorps d’'ane anti-souris couplé au fluorochrome DyLight®
549 dilué au 1/250%me

GAM-PO : anticorps de chévre anti-souris couplé a la HRP, dilué au
1/5000°6me

GAR-PO : anticorps de chévre anti-lapin couplé a la HRP, dilué au
1/5000°6me
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2.11 Listes des oligonucléotides utilisés

2.11.10ligonucléotides utilisés pour le séquencage de HELZ2

Tableau 1 : Oligonucléotides utilisés pour le séquencage de HELZ2

Nom Fonction Séquence

OBS6731 |Séquengage HELZ2 1 ATG AGC TCC TCC CCC TCCC
OBS6732 |Séquencage HELZ2 2 CCG CGC CCAGTCCCAGCTG
OBS6733 |Séquengage HELZ2 3 AGG GAT CCA GCC CGC CCC TG
OBS6734 |Séquengage HELZ2 4 CAG GTT CCT GGA GCG GCA G
OBS6735 |Séquengage HELZ25  |[TGC GGG AGG GGG AGG AGC TC
OBS6744 |Séquencage HELZ2 6 GGC GTG GAG CGG ACG GCC GAG
OBS6745 |Séquencage HELZ2 7 GGC CCG TGA GCT CAG GGT GCC G
OBS6746 |Séquencage HELZ28  |ACC AAG CAG CTG ACC CTG GGG

2.11.2 Oligonucléotides utilisés pour les mutagénéses par PCR

F : Forward ; R : Reverse

Tableau 2 : Oligonucléotides utilisés pour les mutagéneses par PCR

Nom Fonction Séquence
OBS6492 mutation RNB GGG CGC CTG CAACCT CAATGATGC CCT
D1354N HELZ2 F CAGTGTC
OBS6493 mutation RNB GAC ACT GAG GGC ATC ATT GAG GTT GCA
D1354N HELZZ2 R GGC GCC C
OBS7454 Mutation hélicase 1 F |CCC ACATTC TCA TCG CTG CGG CGG CCC
AGATGC TG
OBS7455 Mutation hélicase 1 R | CAG CAT CTG GGC CGC CGC AGC GAT GAG
AAT GTG GG
OBS7456 Mutation hélicase 2 F |GGC AGA TCC TTG TTG CCG CGG CAG GCA
TGG CCA CG
OBS7457 Mutation hélicase 2 R |CGT GGC CAT GCC TGC CGC GGC AAC AAG

GAT CTG CC
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2.11.3 Oligonucléotides utilisés pour les différents clonages de HELZ2

Tableau 3 : Oligonucléotides utilisés pour les différents clonages de HELZ2

Nom Fonction Séquence
0OBS6488 | HELZ2B F EcoRl CTT CGG AAT TCG GGG AGG ACG GGC TGC
TGG ACA CC
OBS6490 | HELZ2a R EcoRI CTT CGG AAT TCG GCATCG TCC GGG AGG
TGC TGC C
OBS6715|HELZ2 Xbal F CTC GAG TCT AGA AGC TCC TCC CcCcC TCC CGC
AG
OBS6716 | HELZ2 Notl R CTC TAG GCG GCC GCT CAG GAA GGC ATA
GTT GGCC
0OBS6773 | Introduction HELZ2a Sall F | CCA ACT ATG CCT TCC TGA GTC GAC AGA GCC
CTC TCC ACC TGC
OBS6774 | Introduction HELZ2a Sall R| GCA GGT GGA GAG GGC TCT GTC GAC TCA
GGA AGG CAT AGT TGG
OBS6819| EcoRI HELZ2a F GCT TCG AAT TCT ATGAGC TCC TCC CCC TC
0OBS6820 | HELZ2a Sall R GTACCG TCG ACT CAG GAAGGC ATAGTT GG
0OBS6945 | HELZ2pB EcoRI F CTT CTG AAT TCT TAT GGC TGT GTG GGA GGC
C
0OBS6946 | HELZ2B Sall RNO STOP |CTT CTG TCG ACA ATG GAA GGC ATAGTT GGC
CTC
OBS6998 | HELZ2B Xbal F CTC GAG TCT AGAATG GCT GTG TGG GAG
GCC
OBS7570 |introduction EcoRI 3xflag |GTG AAC CGT CAG AAT TCA CCA TGG ACT ACA
HELZ2B F AAG ACC
OBS7571 | Introduction EcoRI p3xflag |GGT CTT TGT AGT CCA TGG TGA ATT CTG ACG
HELZ2B R GTT CAC
OBS7674 |HELZ2 no stop Xbal GAT TCT AGA ACC GGA AGG CAT AGTTGG C
OBS7691 | oligo F TwinStrep GGA GGC CAACTATGC CTT CC
OBS7692 | oligo R TwinStrep + CAG GTG GAG AGG GCT CTT CATTTC TCA AAC
homologie TGA GGG TGG C
OBS7711 | Construction 1 GAG CTC AAGCTTCGAATT CTCTGG TGG TGC
mutagénese a partir CCGACTTGCC
HELZ2B F
OBS7712| Construction 1 GGC AAG TCG GGC ACCACCAGAGAATTC
mutagénese a partir GAAGCTTGAGCTC
HELZ2B R
OBS7713| Construction 2 GAG CTC AAGCTT CGAATT CTG CTG CGC TAC
mutagénese a partir GGAAGCTGCT
HELZ2B F
OBS7714 | Construction 2 AGC AGC TTC CGT AGC GCA GCA GAATTC GAA

mutagénése a partir
HELZ2B8 R

GCTTGAGCTC
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OBS7715

Délétion pour construction
2b a partir de C2 F

GCT TCC GGC TGC TCT TCC CCC CCA GCA
GGT TCC TGG AGC G

OBS7716

Délétion pour construction
2b a partir de C2 R

CGC TCC AGG AAC CTG CTG GGG GGG AAG
AGC AGC CGG AAG C

OBS7717

Construction 3 a partir C2

CCC AGC AGG TTC CTG GAG CGT GAG TCG

F ACG GTACCG CGG GCC C

OBS7718

Construction 3 a partir C2

GGG CCC GCG GTA CCG TCG ACT CAC GCT

R CCAGGAACCTGC TGG G

2.11.40ligonucléaotides utilisés pour le CRISPR/Cas9

Les ARN guides sont produits par hybridation d’'une paire d’oligonucléotides puis

introduits dans un plasmide digéré par Bbsl.

Tableau 4 : Oligonucléotides utilisés pour le CRISPR/Cas9

Nom Fonction Séquence

OBS7589 | Génotypage F 1" exon commun |GGCACCGTGGGAAACGACAC

OBS7590 | Génotypage R 1" exon commun |GGTGTTGCCTGAAGCCCTCC

OBS7246 | sgRNA A F 1" exon commun CAC CGG CGG AAAGCCTGG CGGTCGT
OBS7247 | sgRNA A R 1€ exon commun AAA CAC GAC CGC CAGGCTTTC CGC C
0OBS7248 | sgRNA B F 18" exon commun CAC CGC CCG CCCACACGGGCAGAGC
OBS7249 | sgRNA B R 1€ exon commun AAA CGC TCT GCC CGT GTG GGC GGG C
OBS7250 | sgRNA C F 1°" exon commun CAC CGG CTG GCG CGG CACCGC GTG G
OBS7251 | sgRNA C R 1¢" exon commun AAA CCC ACG CGG TGC CGC GCCAGCC
OBS7675 | sgRNA D F 1€ exon commun CAC CGAGTT CTC GTG GAAGAC CAG G
OBS7681 |sgRNA D R 1¢" exon commun AAA CCCTGG TCT TCC ACG AGAACTC
OBS7676 | sgRNA E F 18" exon commun CAC CGG CTG GCG CGG CACCGC GTG G
OBS7682 | sgRNA E R 1" exon commun AAA CCC ACG CGG TGC CGC GCCAGCC
OBS7677 | sgRNA F F 1°" exon commun CAC CGG GTC GCC CGC CAGCACGAGG
OBS7683 | sgRNA F R 1°"exon commun AAA CCC TCG TGC TGG CGG GCG ACCC
OBS7678 | sgRNA G F 1€ exon commun CAC CGG TGC GAG GCATAG GCC AGC G
OBS7684 | sgRNA G R 1°" exon commun AAA CCG CTG GCC TATGCC TCGCACC
0OBS7679 |sgRNA H F 1¢"exon commun CAC CGAGAGCTGGCGCGGCACCGC G
0OBS7685 | sgRNA H R 18" exon commun AAA CCG CGG TGC CGC GCCAGC TCTC
OBS7680 | sgRNA | F 18" exon commun CAC CGT GGG CGG GCG GAAAGC CTG G
OBS7686 | sgRNA | R 18" exon commun AAA CCC AGGCTTTCC GCC CGCCCAC
OBS7703 | sgRNA 1 F 28™Me exon commun CAC CGA CCT AGG CCAGGT GTC TGT
OBS7704 | sgRNA 1 R 28™M¢ exon commun AAA CAC AGA CAC CTG GCC TAG GTC
OBS7705 | sgRNA 2 F intron1 CAC CGA GCC ACC CGG GGT ATC CTG
OBS7706 | sgRNA 2 R intron1 AAA CCA GGA TAC CCC GGG TGG CTC
OBS7707 | sgRNA 3 F intron2 CAC CGA TGA GCG CAG GAC GCAGTG
OBS7708 | sgRNA 3 R intron2 AAA CCA CTG CGT CCT GCG CTC ATC
OBS7709 | Génotypage F 2°™e exon commun | CGA GCA GAG GTG CAT CTG TG
OBS7710 | Génotypage R 2™ exon commun | CAC GCA CTC ACG GAT GAA GC
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3 Résultats
3.1 HELZ2 un nouvelle RNase humaine de la famille des RNasell/RNB ?

3.1.1 Identification d’une nouvelle protéine contenant un domaine RNB potentiel

Par recherche dans les banques de données, une protéine humaine, HELZ2,
contenant un domaine RNB a été identifiée. L’analyse de la séquence de cette protéine

révéle la présence (Figure 25):

D’un doigt de zinc C2H2, connus pour lier ’TARN double brin ;
D’un doigt de zinc CCCH, connus pour lier 'ARN ;

D’un premier domaine hélicase ;

Du domaine RNB ;

D’un second domaine hélicase.

Les caractéristigues de ces différents domaines sont détaillées ci-dessous. Les
données de la littérature indiquent que cette protéine est exprimée sous deux
isoformes dénommées (3 pour la plus longue (2649 acides-aminés) et a pour la plus
courte (2080 acides-aminés). Cette derniére version démarre dans le premier domaine
hélicase. Les doigts de zinc et le premier domaine hélicase complet ne sont donc

présents que dans l'isoforme (.

a N DR @ ¢
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de type UPF1-like de type UPF1-like

Figure 25 : Représentation schématique de I'organisation des deux isoformes des protéines humaines
HELZ2 avec les différents domaines identifiés par similarité de séquences. Les hexagones bleu et violet
représentent les doigts de zinc de type C2H2 et CCCH respectivement, les domaines rouge et rose

représentent les domaines RecA et RecB des domaines hélicases et 'ovale gris le domaine RNB.

94



Les recherches dans les bases de données indiquent que la protéine HELZ2 est
fortement conservée chez les mammiféres. Plus globalement, on la retrouve chez les
deutérostomes et chez quelques protostomiens tels que I'huitre ou le pétoncle (voir
I'alignement de séquence présenté en annexe pour des raisons de place). Cependant,
aucune protéine ayant une organisation similaire n’est retrouvée chez d’autres
protostomiens comme la drosophile ou chez d’autres animaux moins complexes (C.
elegans, accelomates...). Les homologues sont aussi absents chez les plantes et les
champignons. On notera néanmoins la présence chez la drosophile d’'une protéine
présentant une organisation partiellement similaire avec les deux doigts de zinc et un

domaine hélicase (géne CG9425). La fonction de cette derniére est inconnue.

Du fait de sa taille, un alignement multiple des séquences de divers organismes est
présenté en annexe. (Les protéines ont été tronquées en N-terminal (N-ter) pour
s’aligner sur le début de lisoforme B de HELZ2 humaine). On notera que la
conservation s’étend sur toute la longueur de la protéine a I'exception de régions inter-

domaines qui sont trés divergentes.

Le premier doigt de zinc est de type C2H2 (Cx2Cx12Hx5H, Figure 26). Ces doigts de
zinc ont initialement été identifiés dans la protéine JAZ. |l a été montré qu’ils lient 'TARN
double-brin (M. Yang, May, et lto 1999).

Doigt de zinc C2H2

NP_001032412.2_Homo_sapiens
NP_898985.2_ Souris
NP_001292205.1_Rat
XP_006897012.1 Rat_a_trompe
XP_020042754.1_castor
XP_005410014.1 Chinchilla
XP_026359685.1 oOurs_blanc
XP_005635348.1 Chien
XP_019281841.1_ Panthere
XP_023106733.1 Chat
XP_023482698.1 Cheval
XP_010599440.2_Elephant
XP_023375629.1_Roussette
PRK25048.1_Pigeon
XP_005240006.2_Faucon
XP_004947338.1_Poule
XP_026508605.1_ Tortue
XP_025057501.1_Alligator
XP_007440213.2_Python
XP_027705742.1_Vombat
XP_020837255.1_Koala
XP_028925978.1 Ornithorynque
XP_021347586.1_ Petoncle
XP_022318171.1 Huitre
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Figure 26 : Séquences du doigt de zinc C2H2 de la protéine HELZ2 de diverses espéces. Les résidus
cystéines et histidines conservés sont indiqués. Les séquences sont identifiées par leur numéro

d’accession suivi du nom commun de l'espece. L’alignement a été réalisé avec ClustalX.
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Le second doigt de zinc est de type CCCH. Les séquences de ce type de doigt de zinc
sont de longueurs hétérogenes avec des nombres de résidus variable entre les résidus
cystéine : Cx5-10Cx4-6Cx3H, la distance canonique étant de 8 résidus entre les deux
premiéres cystéines (Fu et Blackshear 2017). De maniére intéressante, la structure de
ce doigt de zinc chez HELZ2 a évolué avec une organisation Cx5Cx5Cx3H chez les
vertébrés et Cx8Cx11Cx3H chez les mollusques (Figure 27). Ces doigts de zinc ont

été décrits comme liant des ARN simple brin.

Doigt de zinc CCCH

NP_001032412.2_Homo_sapiens
NP_898985.2_Souris
NP_001292205.1_Rat
XP_006897012.1_Rat_a_trompe
XP_020042754.1_cCastor
XP_005410014.1_Chinchilla
XP_026359685.1_Ours_blanc
XP_005635348.1_Chien
XP_019281841.1_Panthere
XP_023106733.1_Chat
XP_023482698.1_Cheval
XP_010599440.2_Elephant
XP_023375629.1_Roussette
PKK25048.1_Pigeon
XP_005240006.2_Faucon
XP_004947338.1_Poule
XP_026508605.1_Tortue
XP_025057501.1_Alligator
XP_007440213.2_Python
XP_027705742.1_Vombat
XP_020837255.1_Koala
XP_028925978.1_Ornithorynque
XP_021347586.1_Petoncle
XP_022318171.1_Huitre

Figure 27 : Séquences du doigt de zinc CCCH de la protéine HELZ2 de diverses espéces. Les résidus

cystéines et histidines conservés sont indiqués.

Les domaines hélicases monomériques (par opposition aux protéines hexamériques)
ont été groupés en deux grandes familles : SF1 et SF2 (Singleton, Dillingham, et
Wigley 2007). Les deux domaines hélicase présents dans HELZ2 sont de type SF1 et
appartiennent a la sous-famille Upf1-like (Fairman-Williams, Guenther, et Jankowsky
2010). Ce groupe de protéine contient tant des hélicases a ADN telles que DNA2 que
des hélicases a ARN telles qu'Upf1 ou Senataxin. Un alignement des 12 domaines

hélicases des 11 protéines humaines de cette sous-famille est présenté en Figure 28A.

Cet alignement a permis de produire un arbre phylogénétique (Figure 28B) qui montre
que les deux domaines hélicases présents dans l'isoforme  de HELZ2 chez 'homme
sont assez semblables entre eux. Le premier domaine hélicase est particulierement
similaire a celui de la protéine HELZ (valeur de confiance=1000) qui, comme HELZ2
contient un doigt de zinc suivi d'un domaine hélicase. La structure de la protéine HELZ
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est similaire a celles de la protéine codée par le gene CG9425 de la drosophile
mentionnée ci-dessus qui ressemble fortement au premier tiers de HELZ2. L’'ensemble

de ces protéines pourraient avoir des activités similaires ou redondantes.

Le premier domaine hélicase de HELZ2 et celui de HELZ sont significativement
similaires a ceux des protéines MOV 10 et MOV10L1. Ces deux facteurs sont impliqués
dans le métabolisme des petits ARN non-codant, le premier en tant que membre du
complexe RISC, le second de maniere analogue pour les piARN dans la lignée
germinale male.

Les autres hélicases de cette sous-famille sont moins fortement reliées aux deux
domaines hélicases de HELZ2, les valeurs de qualité n’étant pas élevées. La
ressemblance avec Upf1 est néanmoins intéressante. En effet, cette derniere protéine
contient en amont du domaine hélicases une structure ressemblant a des doigts de
zinc et liant trois atomes de ce métal (Kadlec et al. 2006). Ce domaine est impliqué
dans l'interaction avec le facteur Upf2. Méme si les doigts de zinc sont différents, la
similarité d’organisation entre Upf1 et HELZ2, avec une région liant plusieurs atomes
de zinc en amont d’'un domaine hélicase est suggestive. Elle peut laisser imaginer que
chez HELZ2 cette région pourrait non seulement lier des ARN mais aussi des
partenaires protéiques.

Un alignement du domaine RNB de HELZ2 avec ceux des 3 autres protéines humaines
contenant des domaines RNB (DIS3, DIS3L1 et DIS3L2) ainsi qu’avec la protéine DIS3
de levure est présenté dans la Figure 29. Cet alignement fait ressortir des
caractéristiques particulieres du domaine RNB de la protéine HELZ2 humaine. On note
en particulier 'absence d’un des quatre aspartates conservés du site catalytique des
protéines de la famille RNB qui est remplacé chez ’lhomme par un résidu asparagine
(Figure 29). Comme mentionné en introduction, les analyses structurales ont
initialement suggéré que les résidus aspartate en position équivalente étaient
impliqués dans la coordination d’'un ion magnésium du site catalytique (Frazéo et al.
2006; Lorentzen et al. 2008). Cette conclusion était néanmoins indirecte car les
protéines cristallisées étaient mutées pour un autre résidu aspartique et l'ion
magnésium coordonné par ces résidus était uniguement prédit et restait hypothétique.
De fait, des études structurales plus récentes suggérent qu’il pourrait coordonner le
résidu 3’ du dernier nucléotide de 'ARN substrat (Makino, Baumgartner, et Conti
2013). Dans tous les cas, la présence d’un résidu asparagine a cette position dans le
domaine RNB de HELZ2 questionne si cette protéine est une ribonucléase active.
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Figure 28 : (A) Alignement des 12 domaines hélicase humaine de la sous-famille UPF1-like des
hélicases monomériques SF1. Les différents motifs conservés chez les hélicases sont indiqués.
L’alignement a été obtenu avec ClustalX. Pour la séquence de ZNFX1, 269 acides aminés ont été omis
entre les motifs Ib et Ic. Les fleches bleues indiquent les acides aminés responsables de la fixation et
I'hydrolyse de I'ATP. (B) Arbre déduit de I'alignement présenté dans la partie A. L’arbre a été généré
avec ClustalX en éliminant les positions avec des « trous » et en corrigeant pour les substitutions
multiples. L’arbre a été dessiné avec « Treeview » en ligne (http.//etetoolkit.org/treeview/) et les valeurs

de confiance de chaque division binaire, basées sur 1000 répétitions, ont été reportées en rouge.

A ce propos, il est intéressant de noter que si ces 3 résidus aspartate et le résidu
asparagine présents aux positions « catalytiques » de HELZ2 humaine sont conservé
chez les mammiferes, ces acides-aminés ne sont pas conservé chez les invertébrés
(voir annexe 1). Le résidu asparagine est absent et un seul des 3 résidus aspartate est
présent chez le pétoncle. Chez I'huitre, aucun de ces acides-aminé n’est présent. Ces
observations suggérent que la protéine HELZ2 des mollusques n’a pas (ou plus)
d’activité nucléase. La conservation de ce domaine pourrait alors étre due a son
importance pour le repliement de la protéine ou parce que méme avec ces

substitutions, cette protéine conserve une activité comme la possibilité de lier TARN.

De plus les domaines de liaison a ’ADN, CSD et S1 présents dans tous les membres de
la famille RNasell/RNB ne sont pas présents dans la séquence de HELZ2 (Figure 19).

3.1.2 Fonctions de HELZ2

Chez 'Homme, le géne HELZ2 est présent proche du télomére du bras long du

chromosome 20, plus précisément sur la bande 20q13.33.

HELZ2 a été identifié pour la premiere fois en 2002 par spectrométrie de masse dans
un extrait nucléaire de foie de rat (Surapureddi et al. 2002). Cette protéine a alors été
identifiee comme faisant partie du complexe PPARa-interacting cofactor (PRIC) et a
été nommée PRIC285 en référence a son poids moléculaire estimé a ce moment.
Dans cet article ’TADNc a été décrit pour la premiére fois, il est constitué de 6240
nucléotides et de 18 exons. Un domaine hélicase potentiel est aussi identifié a
'extrémité C-terminale de la protéine. Surapureddi et ses collaborateurs ont démontré
une interaction in vitro de cette protéine avec plusieurs récepteurs nucléaires dont
PPARa avec qui il est co-localisé dans le noyau. lls ont aussi montré que PRIC285
était capable de co-activer PPARa lorsqu’il se fixe sur une séquence d'ADN appelée
«élément de réponse aux PPAR» (PPRE).
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Figure 29 : Alignement des domaines RNB des protéines humaines DIS3, DIS3L, DIS3L2 et HELZ2
ainsi que de la protéine DIS3 de levure. Les 4 résidus conserves du site catalytique sont indiqués avec
des fleches. Ces positions sont occupées par des aspartates chez les différents membres de cette
famille a I'exception d’une position substituée en asparagine (fleche rouge) chez HELZ2. [ ’alignement

a été obtenu avec ClustalX.

En 2006, une autre équipe a décrit une interaction de HELZ2 avec le domaine de
liaison a '’ADN (DBD=DNA binding domain) du récepteur PPARYy (Tomaru et al. 2006).
La protéine a donc été renommeée PDIP-1 pour « PPAR-DBD-interacting-protein 1 ».
Par Northern blot, il a été montré que 'ARNm est exprimé de maniére ubiquitaire dans
de nombreux tissus humains. Un niveau d’expression plus élevé a été observé dans
le cceur, le foie, les muscles squelettiques et le pancréas. Dans ce second article, deux
isoformes de cette protéine ont été décrits. L'isoforme a décrit par Surapureddi et al.
A été réévalué a 231kDa et un isoforme appelé B qui est plus étendu en son extrémité

N-terminale ayant un poids moléculaire de 295kDa.

Par la suite, le Hugo Gene Nomenclature Committee a approuvé le nom HELZ2

comme nom officiel de cette protéine.

En 2013, I'équipe qui a décrit les deux isoformes a démontré une interaction de
HELZ2[ avec la protéine THRAP3 (« thyroid hormone receptor-associated protein 3 »)
(Katano-Toki et al. 2013). THRAP3 semble interagir avec les deux domaines hélicases
de HELZ2. De plus, THRAP3 et HELZ2 améliorent de maniere coopérative I'activation
de génes meédiée par PPARYy. Les auteurs ont montré le recrutement de PPARYy,
HELZ2 et THRAP3 sur les PPRE des enhancers de génes essentiels pour la
différentiation en adipocytes (Fabp4/aP2 et Adipoq) dans les cellules de souris 3T3-
L1. De plus, un knockdown de THRAPS inhibe la différenciation de ces mémes cellules

en adipocytes.

Cette méme équipe a créé des souris Helz2”-, par recombinaison homologue en
remplacant les six premiers exons par la cassette de résistance a la néomycine. Les
contréles montrent 'absence d’ARNmM de Helz2 dans ces souris mais aucun western
blot ne montre la disparition de la protéine. Dans cet article, publié en 2014, ces
auteurs démontrent que les souris déficientes en HELZ2 sont protégées contre
l'obésité induite par un régime alimentaire riche en graisses (High Fat Diet). Une
augmentation de I'expression de ’TARNm de HELZ2 dans le foie de souris nourrit avec

un régime riche en graisse ainsi que dans le foie des patients obéses atteints de
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stéatose hépatique non-alcoolique (NASH). Une stéatose est une lésion du foie
correspondant a la surcharge de graisse dans le cytoplasme des hépatocytes. Une
résistance centrale a la leptine, associée a une augmentation de ’ARNm du récepteur
a la leptine dans le foie des souris HELZ2”- suivant le régime HFD a été décrite. Une
baisse de la lipogenése ainsi qu’une augmentation de I'oxydation des acides gras a
été observé dans ces souris. La stéatose hépatique et la résistance a I'insuline sont
améliorées chez les souris HELZ2”- HFD (Yoshino et al. 2014).

Des études ont identifié¢ HELZ2 comme étant un interferon-stimulated gene (ISG)
(Schoggins et al. 2011; Zhao et al. 2005). Ces ISG sont des genes induits par
linterféron. En 2012, une étude démontre une association de HELZ2 avec un locus de
maladie auto-immune dans les lymphocytes B (Fairfax et al. 2012). Ces résultats

suggerent que HELZ2 joue un réle dans le systeme immunitaire.

En 2013, un crible visant a identifier les génes requis pour la fonction antiviral de I'lFN-
a (appelés les génes effecteurs de linterféron (IEGs)) a permis d’identifier 120 genes
parmilesquels se trouve HELZ2 (Fusco et al. 2013). Les auteurs ont également montré
que l'expression exogene de HELZ2 n’a aucun effet antiviral dans les cellules
Huh7.5.1 infectées par le virus de I'hépatite C (HCV). En revanche, lorsque
I'expression de HELZ2 est diminuée par I'intermédiaire de shARN ou ARNIi, les effets

antiviraux de I'lFN-a contre ce virus sont réduits.

En 2017, la méme équipe publie une seconde étude montrant que les deux isoformes
de HELZ2 sont induits par I'lFN-a dans les cellules Huh7.5.1. Cette induction est
responsable d’'une inhibition de I'infection par le virus de la Dengue. De plus, la fraction
nucléaire de HELZ2 semble augmenter lors d’une induction par I'lFN-a (Fusco et al.
2017). Il est aussi démontré que lorsque HELZ2 est inhibé par ARNi, le taux de
plusieurs triglycérides est réduit dans les cellules Huh7.5.1. L’interaction entre HELZ2
et le récepteur nucléaire aux hydrocarbures aromatiques (AHR) serait responsable des
effets démontrés dans la réponse immunitaire ainsi que dans la régulation du
métabolisme lipidique (Fusco et al. 2017).

Récemment, il a été montré qu'une simulation d’infection virale, consistant en la
transfection d’ARN et d’ADN double brin dans des fibroblastes embryonnaires de

souris, induit une surexpression de ’TARNm de HELZ2 (Xie, Liu et Percipalle 2019).
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En 2016, une étude de population a relié un variant rare de HELZ2 a une maladie auto-
immune du foie appelée cholangite biliaire primitive (P. Li et al. 2016).

En conclusion, peu de données sont disponibles sur HELZ2 dans la littérature,
cependant les données disponibles lient cette protéine au métabolisme énergétique
ainsi qu’au systéeme immunitaire et plus particulierement la défense contre les
infections virales. On note aussi qu’aucune donnée n’est disponible sur les

caractéristiques biochimiques des différents domaines identifiés dans HELZ2.

3.2 Caractérisation biochimique de HELZ2

3.2.1 Production de la protéine recombinante dans les cellules d’insectes

Afin d’étudier les propriétés biochimiques de la protéine HELZ2, la production de la
protéine recombinante a été entreprise. Due a la taille importante de cette protéine
(295kDa pour lisoforme B), la production bactérienne était trés risquée. Par
conséquent, la méthode de production en cellules d’'insectes avec le systéeme vecteur
d’expression baculovirus a été choisie. Une séquence codant pour trois étiquettes Flag
suivis d’'un site de clivage entérokinase (EK) a été ajoutée en 5 de la séquence
codante de la plus grande isoforme, a savoir l'isoforme . L’ensemble de la séquence
a été incorporée dans un plasmide pMF-p10-mCherry-pH-3C-TwinStrep qui permet
d’ajouter deux étiquettes streptavidine précédées d’un site de clivage de la protéase
3C du rhinovirus humain en C-ter de HELZ2 (Figure 30A). Le service Baculovirus de
l'institut a réalisé une cotransfection de ce plasmide donneur et d’'un bacmide dans les
cellules d’insectes. Le service a produit et amplifié le virus, j'ai ensuite collaboré avec
Evelina Edelweiss pour effectuer une infection de cellules Sf9. Apres trois jours les
cellules ont été récoltées, lavées dans du PBS puis lysées par sonication dans le
tampon de charge. Des échantillons de 5, 10 et 15 pL d’un lysat de cellules infectées
et non-infectées ont été déposés sur un SDS-PAGE. Un western blot a été réalisé en
utilisant un anticorps commercial dirigé contre HELZ2. (Un test de l'anticorps est
présenté au paragraphe 3.3.2). On observe une bande qui est uniguement présente
dans les cellules infectées. Cette bande se situe au-dessus de 250 kDa (le marqueur
de plus grande taille disponible), ce qui peut correspondre a la protéine recombinante
3xFlag-HELZ2-TwinStrep qui a une masse moléculaire théorique de 305 kDa (Figure
30B).

103



pMF-P10-mCherry-
pH-3C-TwinStrep

EcoRI site de Xbal
clivage EK
s ctrl 1jai 2jai 3jai 4jai
PM SNC SNCSNCSNCSNC
(kDa)
== HELZ2

250 - - B B

130 -

100 - WE:
70 - anti-Flag
55 - =8
35 - > . =

Sonication
D' Sf9 Sf21

PM 2jai 3 jai 4jai 2 jai 3 jai 4]ai
(kDa) SROCRC NG RCEN GG

250 . aMnne i ‘ ] < HelZ2p—+

130- STETE*"E"8"'8!

100 - WB:

. - - - anti-HelZ2
" 28 a~8-8 &
55
- - -
- w

-
—

- -
35. W_ ¥ -
IPP150+1%NP-40

E.

HELZ2 DAPI

B. 5uL  10pL  15pL
% @ %
o A o ~N o AN
£ 3 3G A
PM £ & £
(kDa)
250 <= HELZ2p

100 - WE:
anti-HELZ2
70-__ S
55
35.-
Tampon de charge + sonication
Ctrl 1jai 2jai 3jai 4 jai
SNC SNCSNCSNCSNC (kDa)
= -250
-130
- B -100 WEB:
s anti-Strep
i =70
-55
-35
-
Sonication
Sf9 Sf21
2jai 3jai 4jai 2jai 3jai 4jai PM
NG NCNC NG NGO g (KDa)
- - — e
] N " -250
.. .-..... £l -130
-100
WE:
s  -70 anti-HelZ2
B e $9Te" 5
-~ -35
RIPA
Cellules

non-infectées

Merge

Cellules
infectées




Figure 30 : Production de la protéine recombinante HELZ2 3 dans les cellules d’insectes : A) Schéma
du clonage de la séquence codante pour 3xFLag-EK-HELZ2-HRV3C-TwinStrep. En haut, le plasmide
de départ plasmide pMF-p10-mCherry-pH-3C-TwinStrep. En bas, l'insert EcoRI-3xFlag-EK-HELZ2(3-
Xbal créé par PCR. B) Des cellules Sf9 ont été infectées avec le Baculovirus codant pour la protéine
3xFlag-HELZ2[3-TwinStrep ou non-infectées. Elles ont été lysées par sonication dans le tampon de
charge. Les lysats cellulaires ont été analysés par western blot en utilisant un anticorps commercial
dirigé contre HELZ2. La fleche rouge désigne la bande correspondant a la protéine 3xFlag-HELZ2[3-
TwinStrep. C) Des cellules Sf9 ont été infectées et récupérées 1, 2, 3 et 4 jours aprés infection. Les
cellules ont été lysées par sonication, le surnagent (SN=protéines solubles) a été séparé du culot
(C=protéines insolubles). Les échantillons ont été analysés sur deux western blot différents, I'un révélé
avec un anticorps anti-flag et l'autre avec un anti-Strep. D) Des cellules Sf9 et Sf21 ont été infectées et
récupérées 2, 3 et 4 jours apres infection. Les cellules ont été lysées par avec de I'lPP150+1% NP-40
(gauche) et du RIPA (droite), le surnagent (SN) et le culot(C) ont été séparés. Les échantillons ont été
analysés par western blot et révélé avec l'anticorps anti-HELZ2. E) Immunofluorescence de cellules
Sf9 infectées et non-infectées. Immunomarquage réalisé avec un anticorps anti-Flag. Le résultat a été
visualisé a l'aide d’un microscope a épifluorescence, les noyaux des cellules sont visualisés grace a un
marquage au DAPI en bleu et la protéine Flag-HELZ2-TwinStrep est visualisée en vert.

L‘objectif suivant a été de déterminer le nombre de jours optimal aprés infection pour
avoir un maximum de protéine tout en limitant la quantité de protéine dégradée. Pour
cela, des cellules Sf9 ont été infectées et récupérées 1, 2, 3 et 4 jours apres infection.
Pour vérifier que la protéine soit compléte, deux western blot ont été réalisés, I'un
réevelé avec un anticorps anti-flag et l'autre avec un anti-Strep. Afin de savoir si la
protéine produite est soluble, les cellules ont été lysées par sonication, puis
centrifugées pour séparer le surnagent (protéines solubles) du culot (protéines
insolubles). Un western blot a été réalisé. On observe que la protéine est présente a
2, 3 et 4 jours aprés infection. On note aussi que la quantité est plus importante a 4
jours apreés infection. Des résultats similaires ont été obtenus avec les deux anticorps
indiquant que la protéine est complete. La bande correspondant a la protéine compléte
est présente uniqguement dans la fraction du culot et absente du surnagent indiquant
que dans ces conditions la protéine est insoluble (Figure 30C).

Afin de trouver une condition dans laquelle la protéine est soluble, en plus des cellules
Sf9 utilisées dans les premiers tests, des cellules Sf21 et High Five ont été testées.
Plusieurs méthodes de lyse comme I'utilisation d'IPP150 + 1%NP-40 (tampon de lyse
classique), de RIPA (multiples détergents), ou d’IPP500 + 1% NP-40 (forte
concentration en sel) ont été testées. Comme montré sur la Figure 30D, la protéine est

toujours retrouvée dans la fraction du culot uniguement. Des résultats similaires ont
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été obtenus en utilisant de 'lPP500 + 1% NP-40 (résultats non montrés). En ce qui
concerne les cellules High Five, aucune production de la protéine n’a été détectée

(résultats non présentés).

Il'y a plusieurs causes possibles a l'insolubilité des protéines recombinantes, comme
la formation d’agrégats ou une forte interaction avec 'ADN. Pour étudier ces deux
possibilités, des cellules infectées et non-infectées ont été cultivées dans des boites
ou des lamelles de verre ont été préalablement placées. Quatre jours apres infection
les lamelles ont été récupérées. Les cellules ont été fixées et un immunomarquage
avec des anticorps fluorescent anti-Flag a été réalisé. Le résultat a été visualisé a I'aide
d’'un microscope a épifluorescence, les noyaux des cellules étant visualisés grace a
un marquage au DAPI. Aucun signal n’est détectable pour I'immunofluorescence anti-
Flag dans les cellules non-infectées. Dans les cellules infectées on détecte un signal
anti-Flag cytoplasmique mais principalement présent a la périphérie du noyau comme
le montre la Figure 30E. Montrant qu’il n’y a pas d’interaction entre 'ADN qui est

nucléaire et HELZ2 in cellulo, cependant, l'interaction peut avoir lieu durant la lyse.

Malgré toutes les conditions testées, la protéine HELZ2[3 est restée insoluble. Il n’est
pas impossible qu’en modifiant certains parameétres ou en mutant la séquence
protéique, il soit possible d’obtenir la protéine recombinante soluble, mais une telle

approche a été considérée comme fastidieuse et risquée.

3.2.2 Production de protéine recombinante GFP-HELZ2 dans les cellules HEK293

Comme la production de protéine recombinante en cellule d’'insecte n’a pas permis
d’obtenir la protéine utilisable pour des essais in vitro, une autre méthode a été choisie.
Cette méthode est I'expression transitoire de protéine HELZ2 étiquetée GFP a
I'extrémité N-terminale dans des cellules humaines. J’ai donc entrepris le clonage de
'ADNc des deux isoformes dans le vecteur pEGFP-C1. Une réaction de PCR avec
des oligonucléotides partiellement complémentaires ont permis d’ajouter un site EcoRl
en 5 et un site Sall en 3’ en aval du codon STOP des deux ADNCc. Le site EcoRlI a été
ajouté en amont du codon d’initiation de maniére a respecter le cadre de lecture de la
séquence de la GFP dans la construction finale. Aprés avoir trouvé I'enzyme ainsi que
les conditions optimales, des quantités suffisantes de produit de PCR ont été
synthétisées, purifiées sur gel en incisant la bande puis en utilisant le kit NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up de la société Macherey Nagel. L’insert a ensuite été digéré par
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EcoRl et Sall. En paralléle, le plasmide pEGFP-C1 a été digéré et déphosphorylé pour
eviter qu’il se referme sur lui-méme. L’insert et le plasmide ont ensuite été ligués et
introduits dans E. coli. Un criblage par digestion sur des ADN extrait par
minipréparation a permis de sélectionner les clones ayant incorporé l'insert dans sa
totalité. L’absence de mutation dans toute la séquence codante pour la protéine GFP-
HELZ2 a été vérifiée par de multiples séquencages utilisant la méthode Sanger. Ces
derniers ont été réalisés par la société GATC.

Les plasmides ainsi obtenus ont été transfectés en différentes quantités dans des
cellules HEK293, deux jours plus tard les cellules ont été collectées et lysées avec du
tampon IPP150 + 1% NP-40. Afin de tester I'expression des protéines GFP-HELZ2 a
et B les échantillons ont été déposés sur un gel SDS-PAGE 8% suivi d’'un western blot
révélé avec des anticorps anti-GFP et anti-tubuline pour contréle de charge (Figure
31). On observe une bande supérieure a 250 kDa pour I'isoforme 3 et une bande

légerement inférieure pour l'isoforme a.

HELZ23 HELZ2a
Mg de © ©
plasmide Vv 6 PM Vv o
transfecté % ot kDa) © N
WB: anti-GFP
WS 250 e — el
WB: anti-TUB s —— e 3Dy = ——

Figure 31 : Production de la protéine GFP-HELZ2 dans les cellules HEK293 : Des cellules HEK293 ont
été transfectées avec différentes quantités de plasmide pEGFPC1-HELZ2a ou 8. Les lysats cellulaires
ont été analysés par western blot révélé avec un anticorps anti-GFP et un anti-tubuline pour contréle de

charge.

J’ai ensuite immunoprécipité les protéines avec les billes d’agarose GFP-Trap® A ou
leur version magnétique agarose GFP-Trap® MA de la société ChromoTek. La
différence entre les deux versions est discutée en 3.2.5. La spécificité de ces billes
consiste en la conjugaison directement sur les billes d’'un « nanobody » (13 kDa). Ce
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« nanobody » correspond uniquement au domaine de liaison a la GFP d’anticorps
produits chez 'alpaga qui ont la particularité d’étre composé uniquement de chaines
lourdes. J'ai choisi ces billes car leur grande affinité et spécificité permet d’utiliser les

protéines pour mes différents essais directement sur les billes aprés lavages.

3.2.3 Essais ATPase

Notre analyse de la protéine HELZ2 a révélé la présence de deux domaines hélicases

potentiels dans lisoforme (. Comme présenté en introduction, de tels domaines
hélicases contiennent des domaines ATPase permettant d’apporter ['énergie
nécessaire a I'ouverture de brins d’acides nucléiques (Singleton, Dillingham, et Wigley
2007). L’objectif était donc de démontrer la capacité de ces deux domaines
d’hydrolyser 'ATP en ADP. Pour ces tests j'ai décidé d’utiliser uniquement I'isoforme
B car le premier domaine hélicase et tronqué dans l'isoforme a. Par alignement de
séquence des acides aminés responsables de la fixation et I'hydrolyse de 'ATP du
motif Il ont été identifiés (fleches bleues Figure 28A). L’acide aspartique et I'acide
glutamique correspondant ont été mutés en deux alanines. Un plasmide codant pour
l'isoforme 3 avec les deux domaines mutés ont été produits par mutagenese dirigée.
Pour étudier si un substrat est nécessaire ou capable d’augmenter I'activité ATPase
des domaines hélicase, les expériences ont été réalisées en présence et absence d'un
extrait d’ARN total. Brievement, les cellules HEK293 ont été transfectées avec les
plasmides codant pour la GFP, GFP-HELZ2 sauvage et mutant pour les deux
domaines hélicase. Les protéines ont été immunoprécipitées avec les billes GFP-
Trap_MA. Les protéines ont été incubées a 37°C en présence d’ATP-a-3?P avec et
sans ARN total. Des aliquotes ont été prélevées a 0 et 90 minutes. Un western blot
avec un anticorps anti-GFP été réalisé afin de vérifier que les protéines ont bien été
produites et immunoprécipitées a des niveaux similaires. Pour étudier les activités
ATPase des différentes protéines, les aliquotes du surnageant ont été déposées sur
une membrane afin de réaliser une chromatographie en couche mince ou « Thin Layer
Chromatography » (TLC). Les premiers essais ont été infructueux puisqu’une forte
activité ATPase a été observée dans les échantillons GFP-HELZ2 WT ainsi que le
double mutant des deux hélicases. Le controle GFP seul montrait également une
activité ATPase mais moindre (résultats non montrés). Nous avons fait ’hypothése
que des protéines chaperonnes permettant le repliement des différentes protéines
dans les cellules HEK293 étaient co-précipitées. En effet de telles protéines
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chaperonnes sont connues pour étre capable d’hydrolyser 'ATP en ADP. L’activité
tres forte observée avec GFP-HELZ2 WT et mutant s’expliquerait par la taille
imposante de la protéine donc par conséquent, par un grand nombre de protéines
chaperonne.

Afin de tester cette hypothése, plusieurs lavages rapides avec une forte concentration
d’ATP froid permettant de décrocher ces chaperonnes ont été réalisés avant
d’effectuer le test ATPase. Le western blot de contr6le démontre que les protéines
GFP, GFP-HELZ2 WT et hélicase double mutant sont toutes présentes sur les billes
et que les lavages supplémentaires n’ont pas induits de perte ni de dégradation (Figure
32A). Les protéines HELZ2 WT et mutantes immunoprécipitées étant quantitativement
présentent de maniére identique, ceci nous permet de comparer leurs activités
ATPase.

Dans la premiére ligne de cette TLC, un échantillon ou 'ATP marqué a été incubé avec
du GDP et de la protéine NDK a été déposé. Cette protéine permet de transférer un
phosphate de 'ATP sur le GDP pour le transformer en GTP, ceci nous permet de
visualiser 'ADP radioactif. Dans la seconde ligne 'ATP marqué a été déposé. Les
lignes suivantes correspondent aux aliquotes prélevés au temps 0 dans les
échantillons GFP, GFP-HELZ2 sauvage puis le mutant hélicase en absence et en
présence d’ARN total. Les échantillons prélevés aprés 90 minutes d’incubation ont
ensuite été déposeés dans le méme ordre. On observe qu’au temps 0 il N’y a que de de
I’ATP dans tous les échantillons. Apres 90 minutes, on observe qu’en présence de la
GFP il n’'y a qu’'un niveau de fond d’ADP détecté, alors qu’en présence de HELZ2 WT
il y a production conséquente d’ADP. En présence de la protéine HELZ2 hélicase
double mutant on observe un profil similaire a celui trouvé en présence de la GFP. On
observe aussi qu’il N’y a aucune différence en présence ou en absence d’ARN total.
Cette expérience a permis de démontrer pour la premiére fois que les domaines
hélicases de la protéine HELZ2 sont capables d’hydrolyser 'ATP en ADP. On en
conclut que l'activité ATPase n’est pas stimulé par de 'ARN exogéne. Deux raisons
sont possibles, soit il y a déja de '’ARN co-purifié avec la protéine, soit TARN ne stimule
pas cette activité.
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Figure 32 : Testin vitro d’activité ATPase de HELZ2( : Les protéines GFP, GFP-HELZ2[ sauvage et le
mutant pour les deux domaines hélicases permettant d’abolir la fixation et I'hydrolyse de 'ATP ont été
produites dans les cellules HEL293 et purifiées avec les billes GFP-Trap_MA comme décrit dans le
matériel et méthodes. Le devenir de 'ATP-a-%P a été analysé aprés incubation avec les différentes
protéines (A) Contréle dimmunoprécipitation des protéines par western blot révélé avec un anticorps
anti-GFP. (B) Le surnagent des différents échantillons a été analysé par chromatographie en couche
mince ou « Thin Layer Chromatography » (TLC). Un échantillon contréle permettant d’observer '’ADP
radioactif a été déposé en premier. La seconde ligne montre L’ATP seul. Ensuite, ont été déposés les
échantillons sans (-) et avec (+) ARN total en présence de GFP, HELZ2(3 sauvage et hélicase mutant a

0 puis a 90min.

3.2.4 Etude in vitro de I'activité nucléase de HELZ2

3.2.4.1 GFP-HELZ2 ne dégrade pas I’ADN mais dégrade I'’ARN
3.2.4.1.1 Test d’activité nucléase de HELZ2

Aprés avoir démontré que les domaines hélicases ont une activité ATPase, je me suis

intéressé au domaine RNase potentiel présent au centre de la protéine HELZ2.
Comme indiqué ci-dessus, le domaine RNB de HELZ2 est divergent pour I'un des
quatre acides aspartiques tres conservés dans toutes les protéines contenant un
domaine RNB étant une asparagine dans la séquence protéique de HELZ2. Avant
d’étudier si ce domaine est actif in vitro, un contréle négatif a été construit. Pour cela,
une mutation ponctuelle a été introduite dans la séquence de HELZ2[3 préalablement
inséré dans le plasmide pEGFP-C1. Cette mutation est la substitution D1354N car la
mutation équivalente est connue pour abolir I'activité catalytique du domaine RNB
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dans les autres protéines de la famille (Figure 29) (Amblar et Arraiano 2005). Pour
tester l'activité nucléase de HELZZ2, un oligonucléotide d’ADN synthétique de 35
nucléotides de long a été marqué a son extrémité 5 avec une molécule de
fluorescéine. Le méme procédé a été utilisé pour marquer un oligonucléotide d’ARN
synthétique de 20 nucléotides de long. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec
les plasmides codant pour la GFP, GFP-HELZ2 3 WT et RNB mutant. Les protéines
ont été immunoprécipitées avec les billes GFP-Trap_A, puis les oligonucléotides ADN
et ARN fluorescents ont été ajoutés dans un tampon contenant des ions magneésium.
La réaction a été incubée a 37°C avec agitation réguliere et des aliquotes ont été
récupérés a 0, 5, 15, 30 et 60 min. A la fin de I'expérience, le matériel présent sur les
billes a été analysé par western blot afin de vérifier que les protéines ont bien été
produites et immunoprécipitées a des niveaux similaires. Sur ce contrdle, on observe
que les protéines GFP, GFP-HELZ2 3 WT et RNB mutant sont toutes produites et que
des quantités similaires des protéines HELZ2 WT et mutant ont été
immunoprécipitées. Ceci nous permet de comparer leurs activités nucléases (Erreur !

Source du renvoi introuvable.A).

Aprés dénaturation, les échantillons d’acides nucléiques ont été déposés sur un gel
dénaturant d’acrylamide comportant de l'urée. Aprés migration, un Typhoon FLA laser
scanner a été utilisé afin de détecter la fluorescéine présente sur les acides nucléiques
et de la quantifier. Dans les deux premiers puits, un oligonucléotide d’ARN a été digéré
partiellement par la RNaseT1 ou par hydrolyse alcaline afin de servir d’échelles de
taille nous permettant d’évaluer la longueur des fragments observés. Le 3™ puit
contient ’ADN substrat seul et le suivant contient 'ARN substrat uniquement. J'ai
ensuite déposé les échantillons qui ont été mis en présence de la GFP, suivi de ceux
qui ont été mis en présence de HELZ2 WT puis du mutant RNB. L’analyse de la bande
correspondant a 'ADN révele que la quantité de matériel dans la bande de 35
nucléotides reste constante a tous les temps d’incubation quelle que soit la protéine
utilisée. Ceci indique que la protéine HELZ2 n’a pas d’activité désoxyribonucléase.
L’analyse du devenir de I'oligonucléotide d’ARN en présence de la GFP seule met en
évidence une légére dégradation du 20 mer en 19 mer aprés 1 heure d’incubation
(Erreur ! Source du renvoi introuvable.B). En revanche, en présence de HELZ2 WT
dés 5 minutes d’incubation, il ne reste plus que 47% du 20 mer d’ARN et plus que 9%

aprés 15 minutes.
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Figure 33 : Testin vitro de I'activité nucléase de HELZ2f : les protéines GFP, GFP-HELZ2[3 sauvage et
GFP-HELZ2B RNB mut, (un mutant pour le domaine RNB connue pour abolir I'activité de ce domaine)
ont été produites dans les cellules HEK293 et purifiées en utilisant les billes GFP-Trap_A comme décrit
dans le matériel et méthodes. Les substrats ADN (35 nts) et ARN (20 nts) marqués en 5’ avec de la
fluorescéine ont été analysés au cours d’une cinétique. (A) Contréle d’immunoprécipitation des
protéines par western blot révélé avec un anticorps anti-GFP. (B) Les acides nucléiques présents dans
les différents échantillons ont été fractionnés sur gel de polyacrylamide dénaturant. Des marqueurs de
tailles ont été déposés dans les deux premiéres lignes suivis de 'ADN et de 'ARN seul. Ensuite ont été
déposés les échantillons des cinétiques en présence de GFP, HELZ2[3 sauvage et RNB mutant. La
fleche rouge désigne le produit final de dégradation. (C) Quantification du produit de départ présent aux

différents temps de réaction. Les quantifications ont été réalisées avec ImagedJ (n=4).
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En paralléle, de cette disparition on observe I'apparition d’'une bande correspondant a
un 5 mer d’ARN. Ce résultat démontre que la protéine HELZ2 est une nouvelle RNase
humaine. On observe ensuite que cette activité nucléase est perdue en utilisant le
mutant ponctuel abolissant I'activité catalytique du domaine RNB. En effet, le profil est
similaire a celui obtenu avec la GFP. Cette observation déemontre que le domaine RNB
est responsable d’'une activité RNase 3’-5’ libérant un produit final de 5 nucléotides de
long. Ce résultat est cohérent avec les observations faites avec les autres protéines
de la famille RNasell/RNB comme la RNase |l et Dis3 puisqu’elles relarguent toutes
des fragments finaux faisant entre 2 et 5 nucléotides de long (Barbas et al. 2008;
Matos, Barbas et Arraiano 2009; Rafal Tomecki et al. 2010). Sur ce gel, en présence
de GFP-HELZ2B WT, on observe trés peu d’accumulation de fragments de taille
intermédiaire entre le 20 mer d’ARN de départ et le 5 mer final. On observe aussi
simultanément le produit final de la réaction alors qu’une fraction du substrat initial est
encore intacte. Ces observations suggéerent que HELZ2 est une RNase avec une

processivité importante.

3.2.4.1.2 Test d’'activité nucléase de HELZ2 a

Comme décrit précédemment, I'isoforme a est un isoforme tronqué en N-ter qui ne
comporte pas les doigts de zinc et dont la majeure partie du premier domaine hélicase
est absente. Je me suis demandé si I'activité catalytique portée par le RNB dans
lisoforme [ était aussi présent dans l'isoforme a en I'absence des domaines N-
terminaux. Pour cela jai construit la méme mutation inactivant le RNB et j'ai réalisé la

méme expérience que décrite précédemment.

Sur le western blot de contrdle on observe que les différentes protéines sont produites
et immunoprécipitées a des quantités équivalentes (Figure 34A) ce qui nous permet
de comparer leurs activités nucléases apres fractionnement des produits dans un gel
dénaturant acrylamide-urée. L’'analyse des signaux fluorescents révele les mémes
profils obtenus pour l'isoforme B de HELZ2. Une légere différence de dégradation
aprés 5minutes d’incubation est observée puisqu’il reste encore 96% du substrat ARN
initial mais cette différence disparait dés 15 minutes car il reste plus que 11% du 20mer
d’ARN. On observe aussi I'apparition d’'un 5mer final et la disparition de cette activité
nucléase lors de l'utilisation de la version mutante de la plus petite isoforme (Figure
34B).
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Figure 34 : Testin vitro de l'activité nucléase de HELZ2a : les protéines GFP, GFP-HELZ2a sauvage et
GFP-HELZ2a RNB mut, (un mutant pour le domaine RNB connue pour abolir I'activité de ce domaine)
ont été produites dans les cellules HEK293 et purifiées en utilisant les billes GFP-Trap_A comme décrit
dans le matériel et méthodes. Les substrats ADN (35 nts) et ARN (20 nts) marqués en 5’ avec de la
fluorescéine ont été analysés au cours dune cinétique. (A) Contréle d’immunoprécipitation des
protéines par western blot révélé avec un anticorps anti-GFP. (B) Les acides nucléiques présents dans
les différents échantillons ont été fractionnés sur gel de polyacrylamide dénaturant. Des marqueurs de
tailles ont été déposés dans les deux premiéres lignes suivis de 'ADN et de 'ARN seul. Ensuite ont été
déposés les échantillons des cinétiques en présence de GFP, HELZ2a sauvage et RNB mutant. La
fleche rouge désigne le produit final de dégradation. (C) Quantification du produit de départ présent aux

différents temps de réaction. Les quantifications ont été réalisées avec Imaged (n=2).
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3.2.4.2 Etude des ions nécessaires a I’activité RNase

Les expériences précédentes ont demontré que les deux isoformes de HELZ2
possedent une activité RNase dans un tampon comportant des ions magnésium. Les
autres enzymes comportant un domaine RNB utilisent certains cations divalents
comme le Mg?* ou le Mn?* pour exercer leur activité nucléase (Reis et al. 2013). Par
ailleurs, il a été démontré qu’une forte concentration d’ions magnésium est capable
d’inhiber I'activité nucléase des protéines de cette famille (Dziembowski et al. 2007).
Afin de caractériser au mieux HELZ2 il est nécessaire de savoir quels ions sont
nécessaires a l'activité catalytique de son domaine RNB. Il est aussi important de
savoir si une forte concentration en ions magnésium aura les mémes conséquences

que sur les protéines comportant un RNB.

La méme expérience que précédemment a été réalisée mais avec des tampons
contenant des cations divalents différents. Le tampon précédent (0,1 mM d’ions
magnésium) a été utilisé comme controle positif. Les autres tampons testés
contiennent soit 2.5 mM d’ions magnésium, soit 0.1 mM d’ions divalents manganése,
zinc, cuivre, cobalt, nickel ou calcium. Des aliquotes ont été prélevées uniquement aux
temps 0 et 30 minutes aprés incubation car les expériences précédentes ont démontré
que la réaction de dégradation était totale aprés 30 minutes. Les échantillons prélevés
a 0 min ont été déposé dans I'ordre énuméré ci-dessus suivi des aliquotes prélevées

a 30 minutes apres incubation a 37°C (Figure 35).

On observe tout d’abord que la quantité de matériel dans la bande supérieure
correspondant au 35mer d’ADN est constante dans tous les échantillons. Ce qui
indique que HELZ2 n’a pas d’activité DNase quel que soit le cation divalent testé. Pour
cette expérience, un nouveau lot d’oligonucléotide ARN a été marqué. Au début de
'expérience on observe la bande principale d’ARN qui correspond au 20mer mais
aussi plusieurs bandes de taille et d’intensité plus faible. Ces bandes correspondent a
des fragments plus courts dus a une légére dégradation de I'oligonucléotide qui a été
utilisé et qui est présente dés le marquage a la fluorescéine. L’analyse des ARN aprés
30 min d’incubation révéle I'absence de dégradation en absence d’ions dans le
tampon. En présence d’'ions Mg?* a 0,1 mM (contréle) on retrouve I'activité RNase
observée dans les expériences précédentes avec l'apparition du 5 mer final. Une
activité similaire est retrouvée en présence de 2,5 mM d’ions Mg?* et 0,1 mM d’ions

Mn?+. Une activité plus faible mise en évidence par des produits de petites tailles est
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retrouvée en présence des ions Co?* et Ni2. Aucune activité n’est détectée en présence
des ions Zn?* et Cu?*. On note une légére diminution du 20 mer d’ARN en présence
de Ca?* mais les produits de dégradation ne correspondent pas au 5 mer. La
dégradation en présence de Ca?* n’a pas été reproduite donc ce résultat est dii a une

contamination.

35mer -

20mer -

\‘——-‘_——— —

8mer -

S5mer -

Figure 35 : Influence de la présence de différents ions divalents sur l'activité catalytique de HELZ2p : la
protéine GFP-HELZ2B WT a été produite puis purifiée en utilisant les billes GFP-Trap_MA. Les substrats
ADN et ARN ont été analysés au cours d’une cinétique en présence de différents cations divalents.
L’immunoprécipitation des protéines a été contrblée par western blot (non montré). Du bleu de
bromophénol (BBP) sert de marqueur de taille. Les acides nucléiques ont été fractionnés sur un gel
d’acrylamide dénaturant. Les échantillons correspondant au temps 0 minute ont été déposés en premier

suivi des échantillons récoltés apres 30 minutes d’incubation (n=3).

3.2.4.3 Détermination de la protéine minimale active

Afin de caractériser au mieux l'activité nucléase de HELZ2, lidentification de la
protéine minimale active, et par conséquent des domaines essentiels, a été entreprise.
Pour étudier cette question, plusieurs clonages permettant d’exprimer des protéines

tronquées ont été réalisés. Les différentes constructions sont présentées en Figure
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36A. La premiére construction (C1) code une protéine ne comprenant pas les doigts
de zinc présent en N-ter de l'isoforme 3 mais comprend les deux domaines hélicases,
le domaine RNB ainsi que les linkers entre ces domaines. Dans la seconde
construction (C2) les doigts de zinc ainsi que le premier domaine hélicase a été
amputé. A partir de la construction C2, les constructions C2b et C2c ont été
construites. Dans la construction C2b, le linker entre le RNB et le second domaine
hélicase a été supprimé et dans la construction C2c le second domaine hélicase a été
retiré mais le linker a été gardé. La construction C3 code pour le RNB seul toujours
etiqueté avec la GFP.

Les plasmides codants ces différentes constructions ainsi que celui exprimant la GFP
seule, HELZ2 B WT et RNB mutant ont été transfectés dans les cellules HEK293, suivi
d’'une immunoprécipitation avec les billes GFP-Trap_MA puis du test nucléase
identique a celui décrit en 3.2.4.1.1 (Test d’activité nucléase de HELZ2 [3). Pour ce test
des aliquotes ont été prélevées aux temps 0 et 30 minutes aprés incubation. Un
western blot pour vérifier que les protéines ont été produites et immunoprécipitées a
des niveaux similaires a été réalisé. En paralléle, les échantillons d’acides nucléiques

ont été analysés sur gel d’acrylamide-urée.

On observe sur le western blot que les protéines GFP, HELZ2B WT, RNB mutant ainsi
que les constructions C1 a C3 ont été immunoprécipitées de maniere quantitativement
similaire (Figure 36B). Ceci nous permet de faire une étude comparative des activités
nucléases par analyse des produits détectés dans le gel d’acrylamide-urée (Figure
36C). On n’observe aucune dégradation du 35 mer d’ADN dans toutes les conditions
testées. Par contre une diminution de la bande d’ADN est visible dans les échantillons
HELZ23, C1 et C2. Cette diminution est due a une modification du protocole du fait de
l'utilisation des billes magnétiques et non plus agarose. Ceci sera discuté dans la partie
3.2.5. On n'observe aucune dégradation du 20 mer d’ARN en présence de la GFP
aprés 30 minutes. L’activité ribonucléase de GFP-HELZ2[3 est a nouveau détectée.
Cette activité est abolie par la mutation ponctuelle dans le domaine RNB. Les
constructions 1 et 2 montrent encore une activité RNase aprés 30 minutes
d’incubation. En présence des constructions C2b, C2c et C3 aucune dégradation des
ARN n’est visible.

Ce résultat nous apprend que le linker situé entre le RNB et le second domaine
hélicase ainsi que ce dernier sont nécessaires a I'activité RNase.
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Figure 36 : Détermination des domaines essentiels a l'activit¢ RNase : (A) Schéma des différentes
constructions réalisées. Le rectangle vert représente la GFP, les hexagones bleu et violet les doigts de
zinc, les domaines rouge et rose les domaines RecA et RecB des domaines hélicases et I'ovale gris le
domaine RNB. Les protéines GFP, GFP-HELZ2( sauvage, RNB mutant ainsi que les autres
constructions présentées sur le panneau A ont été produites puis purifiées en utilisant les billes GFP-
Trap _MA. Les substrats ADN et ARN ont été analysés au cours d’une cinétique en présence de
différents cations divalents. (B) L'immunoprécipitation des protéines a été contrélée par western blot
revélé avec un anticorps anti-GFP. (C) Les acides nucléiques ont été fractionnés sur un gel d’acrylamide
dénaturant. Les échantillons mis en présence des différentes protéines ont été déposés dans l'ordre
GFP, GFP-HELZ2B sauvage, RNB mut, construction 1, 2, 2b, 2c, 3 ont été déposés dans cet ordre.

Ensuite un échantillon contréle sans protéine a éte déposé (n=2).

3.2.4.4 Etude de la spécificité de substrat

Il est connu que certaines RNase ont des spécificités différentes envers les différents
nucléotides y compris dans la famille des RNasell/RNB dont fait partie HELZ2. En
effet, la protéine Dis3L2 dégrade préférentiellement les ARN ayant une queue poly(U)
(Labno et al. 2016). Afin d’étudier si une telle spécificité existe pour le RNB de HELZ2
des oligonucléotides chiméres ADN-ARN ont été synthétisé (SIGMA-ALDRICH®). Ces
oligonucléotides sont composés de dix désoxyribonucléotides de séquence définie en
5’ suivi de douze ribonucléotides identiques (poly G, U, C ou A) (Figure 37A). lIs seront
nommeés oligonucléotide G, U, C et A respectivement. Ces oligonucléotides mixtes ont
été marqués en 5’ avec de la fluorescéine comme dans les expériences précédentes.
Afin de contréler la qualité des oligonucléotides et du marquage, ces derniers ont été
déposés sur un gel dénaturant d’acrylamide 15% comportant de l'urée. Aprés
migration, le Typhoon FLA laser scanner a été utilisé afin de détecter les ARN
marqués. Dans les quatre premieres lignes ont été déposé 1uL d’oligonucléotide G
puis U, C et enfin A. Ensuite, 10uL et 20uL des mémes échantillons ont été déposés
dans le méme ordre (Figure 37B). Aucune fluorescence pour 'oligonucléotide G n’est
visible dans la piste ou 1uL a été déposé. Cependant lorsque plus de matériel a été
déposé, un faible signal correspondant a I'oligonucléotide G marqué est observé a la
taille attendue. De plus, un signal juste sous le puit est observé. Ceci laisse a penser
que la portion contenant un polyG forme des structures secondaires empéchant le
marquage a la fluorescéine ainsi que la migration dans le gel. Il est possible que
I'utilisation d’'un tampon différent permette le marquage de cet oligonucléotide, mais

ceci n'a pas été testé.
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Figure 37 : Etude de la spécificité de substrat de HELZ2. (A) Schéma des oligonucléotides chiméres
utilisés. Ills ont été marqués a la fluorescéine en 5’ et comportent dix désoxyribonucléotides mixtes suivi
de douze ribonucléotides d’un seul type (poly G, U, C ou A). (B) Aprés marquage a la fluorescéine, 1uL,
10uL et 20uL des 4 oligonucléotides ont été analysés sur un gel d’acrylamide dénaturant (n=3). (C) La
protéine GFP-HELZ2(3 sauvage a été produite puis purifiée en utilisant les billes GFP-Trap_MA. Les
protéines ont été incubées en présence d’'un oligonucléotide d’ADN (35 nts) et d’un oligonucléotide
chiméere A, U ou C du panneau B. L'immunoprécipitation a été contrélée par western blot (non montré).
Les aliquotes du surnageant ont été fractionnées sur un gel d’acrylamide dénaturant (n=1).

En ce qui concerne les oligonucléotides U, C et A, on observe des signaux équivalents.
On note aussi qu’ils migrent a des positions légérement différentes dues a leur

différence de séquence.

Les trois oligonucléotides marqués (U, C et A) ont été utilisés pour étudier une
spécificité préférentielle de HELZ2. Pour ceci le méme schéma d’expérience ayant
permis de démontrer 'activité catalytique du RNB a été suivie en utilisant ces différents
oligonucléotides chiméres comme substrat. Des aliquotes ont été prélevés a 0, 5 et 30
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minutes apres incubation. Les échantillons ont été analysés sur un gel dénaturant
d’acrylamide 15% comportant de l'urée. Le Typhoon FLA laser scanner a été utilisé
afin d’'observer le devenir des différents oligonucléotides chiméres. L’expérience n’a
été réalisée qu’une seule fois, ces résultats sont donc préliminaires. On observe des
profils similaires en présence des trois différents oligonucléotides. Cependant, une
dégradation légérement plus importante de l'oligonucléotide U est observée mais ce
résultat nécessite d’étre confirmé. On observe une alternance de bandes intenses et
des bandes de faible intensité. L'explication de ce phénoméne n’est pas encore
connue. Une hypothése est que la protéine fait une pause ou se détache du substrat
dés qu’elle rencontre deux nucléotides identiques a la suite. Une dizaine de bandes
de dégradation sont détectées avant un produit final qui migre approximativement a la
taille d’'un 12-13 mer (estimée par la migration du marqueur ADN et du bleu de
bromophénol (BBP) (8 nucléotides dans ce type de gel)). Le produit final a la méme
taille pour tous les oligonucléotides chiméres, on en déduit que HELZ2 est capable de
dégrader au moins dix nucléotides des poly A, U et C. Il n’est pas possible de savoir
si toute la partie ribonucléotidique est dégradée ou si certain résidus ARN subsistent.
Des expériences plus précises seront nécessaires pour caractériser le produit final en
détail. Il apparait cependant que la partie ADN n’est pas dégradée, en accord avec

nos autres résultats.

3.2.5 GFP-HeZ2 fixe 'ADN in vitro

Dans les expériences ou les billes GFP-Trap_MA ont été utilisées une diminution de
la quantité de 'oligonucléotide d’ADN a été observée dans les échantillons possédant
une activité RNase (Figure 36C). Ce résultat n’est jamais apparu en utilisant les billes
GFP-Trap_A. L’hypothése que jai formulée pour expliquer cette observation est que
HELZ2 est capable de séquestrer 'ADN en le fixant, et que suivant le type de bille
utilisé, cette fixation était détectée ou non. L’hypothése permettant d’expliquer la
diminution de I'intensité de la bande d’ADN uniquement dans les échantillons ou 'ARN
est dégradé est que I'affinité de HELZ2 pour 'ARN est plus forte que pour 'ADN. En
effet, avec les billes magnétiques, un aimant était utilisé pour les maintenir au fond du
tube empéchant tout prélevement de billes lors du prélévement du surnageant
contrairement aux billes d’agarose. Afin de tester cette possibilité, le méme schéma

d’expérience qui a permis de démontrer I'activité RNase de HELZ2 a été répété mais
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en analysant non-seulement les acides nucléiques présents dans le surnageant en fin
de réaction, mais aussi ceux restant fixés aux billes. Une extraction phénol-
chloroforme a été réalisée sur ces billes pour extraire les acides nucléiques
possiblement fixés sur les protéines, suivie d’'une précipitation (fraction liée). La
fraction non-liée est la fraction de surnageant analysée comme dans les autres
expériences. Les protéines HELZ2 a et § RNB mutante ainsi que la construction C2
ont été utilisées pour ce test car une diminution de I'intensité de la bande d’ADN a été
observée avec ces protéines. Les réactions avec I'oligonucléotide d’ADN ont été faites

indépendamment des réactions en présence de I'oligo d’ARN.

35mer -

20mer -

Figure 38 : Test de liaison aux acides nucléiques : Les protéines GFP-HELZ?2 a et B RNB mutant ainsi
que la construction 2 ont été produites puis purifiees avec les billes GFP-Trap_MA. Les protéines ont
été incubées en présence de I'oligonucléotide d’ARN (20 nts) ou celui d’ADN (35 nts) préalablement
marqués en 5 avec de la fluorescéine. Des aliquotes ont été prélevées a 0 et 30 minutes (fractions
« non-liée»). A la fin de I'expérience, une extraction au phénol-chloroforme a été réalisée sur les billes,
suivie d’une précipitation afin de récupérer les acides nucléiques présents sur les protéines
immunoprécipitées (fraction « lige »). Les différents échantillons ont été fractionnés sur un gel

d’acrylamide dénaturant (n=2).
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Les différentes fractions ont été déposées sur un gel d’acrylamide. Les réactions en
présence de HELZ2 a puis 8 mutant pour le RNB ont été déposées en premier, suivi
des échantillons d’ADN mis en présence de HELZ2 a puis B mutant pour le RNB, suivi
de la construction C2 (Figure 38). Pour 'ARN en présence de HELZ2a mutant, on
observe que la bande présente dans la fraction non-liee a 30 minutes est Iégérement
plus faible que la bande présente a 0 minute. Cette observation corrélée a la présence
d’'une bande dans la fraction non-lieée démontre que HELZ2a mutant est capable de
fixer TARN. On observe le méme résultat pour HELZ23 mutant. En ce qui concerne
'’ADN, on observe qu’il y a des bandes équivalentes dans les fractions liée et non-liée.
Pour ce qui est de 'ADN en présence de HELZ2[B mutant et la construction 2, on
observe une bande plus forte dans la fraction liée que non-liée. Ces observations ont
permis de conclure que la protéine HELZ2 est capable de lier 'ARN, ce qui était
attendu au vu des résultats précédant. Cette expérience démontre aussi que HELZ2
est capable de lier TADN. Ces résultats étant préliminaires et le pourcentage d’ADN
fixé sur les protéines variant d’'une expérience a I'autre, aucune quantification n’a été

réalisée.

3.3 Etude in cellulo de HELZ2

3.3.1 Localisation de GFP-HELZ2 dans les cellules HEK293

3.3.1.1 Localisation des deux isoformes

La localisation de THRAPS3, un partenaire de HELZ2, dans le noyau est décrite dans
la littérature (K.-M. Lee, Hsu, et Tarn 2010). Afin de vérifier si les résultats de co-
localisation de THRAP3 et HELZ2 décrites dans la littérature (Katano-Toki et al. 2013)
peuvent étre reproduites, ainsi que pour tester une co-localisation de ces deux
facteurs, les plasmides codant pour les protéines GFP HELZ2-a ou 8 et HA-THRAP3
ont été transfectés dans des cellules HeLa WS. Apreés fixation et immunomarquage de
THRAP3 grace a un anticorps secondaire conjugué au DyLight® 549 ainsi qu’un
marquage au DAPI, les lamelles ont été montées sur lames et observées au
microscope a fluorescence a un grossissement 100X. Un exemple des résultats
observés est montré dans la Figure 39A/B.
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Figure 39 : localisation des deux isoformes de HELZZ2 et e THRAPS3. Des cellules HelLa ont été
transfectées avec un plasmide codant pour HA-THRAP3 et GFP-HELZ2a (en haut) ou 3 (en bas). Un
anticorps primaire anti-HA et un anticorps secondaire marqué au fluorophore rouge DyLight® 549
permettent de visualiser la protéine HA-THRAP3 (1¢ image). La GFP des protéines de fusion a été
observée par fluorescence directe (2ém image). Un marquage au DAPI permettant de visualiser '’ADN
en bleu a aussi été réalisé (3°m¢ image). La 4™ image correspond a la superposition des trois
premiéeres. Afin de connaitre le pourcentage de cellules possédant chaque profil, 400 cellules ont été
comptées. Le pourcentage de cellules compté est noté en haut a gauche de la case correspondante.
Barre d’échelle = 1um

La premiére image a gauche de chaque ligne représente 'immunomarquage de HA-
THRAPS3 en rouge, la seconde la fluorescence verte de la protéine GFP-HELZ2a ou 3
et la troisiéme, en bleu, le marquage nucléaire avec l'intercalant de ’ADN (DAPI). La
quatrieme image a droite est la superposition des 3 premiéres images réalisée avec le
logiciel Imaged. Grace au DAPI, le signal rouge du DyLight® 549 a été identifié comme
étant toujours dans le noyau cellulaire, cependant, il n’est pas présent dans la totalité
de ce compartiment puisque certaines zones ne sont pas marquées (Figure 39). Ces
résultats correspondent avec ceux retrouvés dans la littérature, a savoir que la protéine
THRAPS est localisée dans le noyau mais pas dans les nucléoles (K.-M. Lee, Hsu, et
Tarn 2010). En ce qui concerne GFP-HELZ2a deux profils ont été observés, 95% des
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cellules présentent un signal uniguement dans leur cytoplasme tandis qu’une minorité
de cellules, environ 5%, présentent un signal a la fois dans le cytoplasme et dans le
noyau, a lI'exception des nucléoles. Des résultats similaires ont été obtenus en
transfectant les plasmides codant pour les protéines GFP-HELZ2p et HA-THRAPS.

Superposition

A. GFP-HELZ2p
97%

Transfection du
plasmide codant
pour GFP-HELZ28

Superposition

Figure 40 : Influence de la position de I'étiquette sur la localisation intra-cellulaire. Des cellules HeLa
ont été transfectées avec un plasmide codant pour GFP-HELZ2f (en haut) ou HELZ2B-GFP (en bas).
Un marquage au DAPI permet de visualiser ’ADN en bleu (2¢™¢ image). La GFP des protéines de fusion

Transfection du
plasmide codant
pour HELZ2p -GFP

a été observée par fluorescence directe (2¢™e image). La 3™ image correspond a la superposition des
trois premiéeres. Afin de connaitre le pourcentage de cellules possédant chaque profil, 400 cellules ont
été comptées. Le pourcentage de cellules compté est noté en haut a gauche de la case correspondante.

Barre d’échelle = 1um

3.3.1.2 Influence de la position de I'étiquette GFP

Afin de contrdler si la position en N-terminale de I'étiquette GFP ne géne pas I'import
de la protéine dans le noyau, une nouvelle construction avec I'étiquette GFP en C-

terminale a été réalisée. Les plasmides codants pour HELZ2[3 ou I'étiquette GFP est
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fusionnée a I'extrémité N-terminale (GFP-HELZ2() ou C-terminale (HELZ23-GFP) ont
été transfectés dans des cellules HelLa. Apres fixation, le méme résultat a été observé
avec la GFP en N-terminal et en C-terminal, a savoir la présence de HELZ2B3-GFP
dans le cytoplasme pour, respectivement, 97 et 96% des cellules et dans le noyau et
le cytoplasme pour le pourcentage de cellules restant (Figure 40).

3.3.2 Test de différents anticorps commerciaux anti-HELZ2

Dans les expériences précédentes, des protéines étiquetées surexprimés ont été
utilisées, cependant ces étiquettes ainsi que la surexpression peuvent modifier le role
de HELZ2 in cellulo. Afin d’étudier la protéine endogéne il est nécessaire d’utiliser un
anticorps dirigé contre celle-ci, un anticorps commercial a donc été commandé. Afin
de vérifier qu’il reconnaisse correctement les 2 isoformes, j’ai transfecté des cellules
HEK293 avec les plasmides codant pour GFP-HELZ2a ou 3. Une immunoprécipitation
avec les billes GFP-Trap_A a été réalisée et les différents échantillons ont été analysés
par western blot et révélés avec un anticorps commercial dirigé contre HELZ2 (Figure
41).

On observe qu’une bande est présente entre 130 kDa et 250 kDa dans toutes les
protéines totales. La taille a laquelle cette bande a migrée peut correspondre a
lisoforme a (230 kDa) de la protéine HELZ2 endogéne. De multiples bandes
d’intensités plus faibles et migrant a une distance correspondant a des protéines de
plus petites tailles sont observés dans les fractions totales. Ces bandes correspondent
soit a des produits de dégradation de HELZ2 soit a d’autres protéines reconnues de
fagcon non-spécifique par I'anticorps. On observe aussi des bandes dans les fractions
immunoprécipitées qui correspondent aux protéines de fusion GFP-HELZ2a (a
gauche) et GFP-HELZ2B (a droite). Dans les fractions immunoprécipitées, on
n'‘observe qu’une seule bande correspondant a la protéine étiquetée démontrant la
spécificité de I'immunoprécipitation puisque les protéines HELZ2 endogénes sont
absentes.

Ce résultat nous montre que I'anticorps utilisé est capable de reconnaitre les deux

isoformes de la protéine d’intérét.
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Figure 41 : Test de reconnaissance des anticorps commerciaux des protéines GFP-HELZ2 et HELZ2
endogene. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec les plasmides codant pour la GFP, GFP-
HELZ2a ou B. Les protéines ont été immunopreécipitées avec les billes GFP-Trap_A. Les échantillons
ont été analysés sur un western blot révélé avec I'anticorps anti-HELZ2 (orb126276). Les échantillons

transfectés avec GFP-HELZ2a ont été déposés a gauche et ceux avec 3 a droite.

3.3.3 Expression endogene de HELZ2

Cette expérience a pour but d’identifier le meilleur modéle cellulaire pour I'étude de la
protéine HELZ2 in cellulo. Pour cela jai cherché a identifier une lignée cellulaire
exprimant de fagon endogéne au moins l'une des isoformes de la protéine HELZ2
endogéne. Un second obijectif était d’étudier s’il existe une modification du niveau
d’expression de HELZ2 dans certains cancers. Pour ceci, plusieurs lignées cellulaires
ont été décongelées, lavées et directement lysées. Les concentrations protéiques de
tous les échantillons ont été ajustées puis les échantillons ont été déposés sur un SDS-
PAGE 8%. Un western blot révélé avec un anticorps anti-HELZ2 a été réalisé (Figure
42). De plus, ce test a été I'occasion de comparer des lignées cancéreuses a des

lignées issues du méme tissu mais non-cancéreuses.

Les résultats obtenus montrent que HELZ2a est présent dans la majorité des lignées
testées, tandis que l'isoforme B n’est que visible dans les lignées HelLa, HEK293 et
Huh7. On note cependant que certaines lignées cancéreuses expriment HELZ2a qu’en
quantité trés faible comme les lignées RL, U-937 ou MCF7.
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En effet, la lignée cellulaire non-cancéreuse de sein MCF10A a un niveau d’expression
de HELZ2a plus de six fois supérieur par rapport a son homologue cancéreuse

(MCF7). On remarque un résultat similaire pour les deux lignées de lymphocytes B.

Ces résultats sont différents des niveaux d’expressions des ARNm de HELZ2

observés dans la banque de donnée www.proteinatlas.org, ou les niveaux

d’expression de HELZ2 dans les cellules HEK293 et HeLa sont inférieurs a celui des
MCF7. Cependant, aucune banque de données ne recense I'expression protéique de

HELZ2 dans des lignées cellulaires.

La quantité de protéines dans chaque extrait a été dosée afin de déposer la méme
quantité pour chaque lignée. Cependant, les niveaux d’expression de la tubuline
varient [égérement entre les différentes lignées puisque ce sont des types cellulaires

trés différents ce qui n’en fait pas un bon contréle pour ce type de western blot.
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Figure 42 : Niveau d’expression des deux isoformes protéiques de HELZ2. Western-blot de lysats de
différentes lignées cellulaires cancéreuses (rouge) ou non (noir). En haut, un anticorps commercial
dirigé contre HELZ2 a été utilisé et en bas, un anticorps anti-tubuline est utilisé comme contréle de
charge. A gauche, la taille estimée des deux isoformes de HELZ2 est indiquée par des fleches.

LT=lymphocyte T ; LB= lymphocyte B

Suite a la nette différence d’expression de HELZ2 entre la lignée saine MCF10A et
son homologue cancéreuse MCF7, un western-blot avec de nombreuses lignées de
cellulaires provenant de cancers de sein a été réalisé (types basal, HER2+, luminal A
et luminal B). Aucune corrélation entre la malignité du type de cancer et le niveau
d’expression de HELZ2 n’a été observée (figure non-montrée). Cependant, les
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différences observées entre ces lignées sont intéressantes car de nombreuses
données montrent que le métabolisme des lipides ainsi que les adipocytes jouent un
role primordial dans certains cancers du sein. Pour approfondir ceci il serait intéressant
d’étudier le niveau d’expression de HELZ2 dans des tissus périphériques aux cancers

du sein.

3.3.4 Etude de I'expression de HELZ2 durant la différenciation de cellules souches
dérivées du tissu adipeux

3.3.4.1 Adipogenese

Les données publiées sur HELZ2 lient cette protéine au métabolisme et plus
précisément au stockage des lipides (Yoshino et al. 2014; Katano-Toki et al. 2013).
Par conséquent, pour étudier son réle in cellulo des cellules souches dérivées de tissu
adipeux, la lignée hMADS3 (human multipotent adipose-derived stem cells) ont été
choisies. Ces cellules ont été isolées a partir de déchets opératoires de tissu adipeux
de jeunes enfants. Elles possedent un caryotype diploide normal et sont capables de
proliférer ex vivo. Elles sont aussi capables de se différencier en adipocytes, en
chondrocyte ou en ostéoblaste en fonction du milieu de culture (Rodriguez et al. 2004).
La premiére partie de mon travail a consisté a mettre au point les conditions de
différenciation. Le protocole de différenciation en adipocyte dure 17 jours. Le facteur
de croissance FGF2 est présent dans le milieu jusqu’a un jour aprés confluence, puis
le FGF2 est retiré pendant 24h. La différenciation est donc initiée deux jours apres
confluence. Cette différenciation est induite a I'aide d’'un cocktail de produits décrit en
2.7.1 (Figure 22) (Elabd et al. 2009; Pisani et al. 2011).

Aprés induction de la différenciation, un marquage des lipides a I'Oil Red O a plusieurs

stades a permis de suivre son évolution (

Figure 43B). On observe sur les photos, ainsi que les images prises avec un
microscope optique inversé, que la coloration rouge des lipides par I'Oil Red O
augmente durant la différenciation. Sur les grossissements, on observe clairement les
gouttelettes lipidiques présentes dans les cellules. Aprés avoir pris les photos le
colorant a été extrait des cellules et 'absorbance (DO) a été mesurée a 492nm. On
observe que l'absorbance passe de 0,152 avant la différenciation a 2,683 en fin de
différenciation.
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Des échantillons protéiques ont également été récupérés afin de réaliser un western-
blot (

Figure 43C). Les bandes détectées sur la membrane aprés coloration au ponceau
servent de contrGle de charge puisque les protéines de ménage habituellement
utilisées comme standards varient durant la différenciation. Le western blot a été révélé
avec un anticorps anti-PPARYy qui apparait aprés 8 jours de différenciation et augmente
jusqu’a la fin. Le marquage des lipides et l'apparition de PPARYy suivi de son
augmentation progressive démontrent que la différenciation s’est bien déroulée. Le
western blot a aussi été révélé avec Il'anticorps dirigé contre HELZ2 utilisé
précédemment. On observe que lisoforme a de HELZ2 est trés présent a I'état
indifférencié (JO) puis disparait rapidement avant de réapparaitre faiblement a partir
du dixiéme jour. Au vu de ces résultats, afin de vérifier un possible réle de HELZ2 dans
le maintien a I'état indifférencié, jai mis au point les différenciations de ces mémes

cellules hMADS en chondrocytes et ostéoblastes.

3.3.4.2 Ostéogenese et chondrogenese

Pour I'ostéogénése le protocole de différenciation est décrit en 0 (Figure 23) (Rotger

et al. 2011). Un marquage a I'Alizarin red a été effectué pour contréler la différenciation
(

Figure 43D). On observe qu’au jour 17, de nombreux dépéts calciques sont colorés en
rouge par I'Alizarin red montrant I'efficacité de la différenciation. Des échantillons
protéiques ont été prélevés durant la différenciation. Un western blot a été réalisé et
révélé avec I'anticorps anti-HELZ2. Un profil d’expression similaire a la différenciation
en adipocyte a été obtenu puisque HELZ2a disparait aprés deux jours de

différenciation.

Pour la chondrogenese le protocole est décrit en 2.7.3 (Figure 24) (Roux et al. 2013).
Un marquage au bleu Alcian permet de contréler la différenciation en colorant les
polysaccharides sécrétés par les chondrocytes (

Figure 43E).

On observe qu’au jour 21, de nombreux dépbts de glycosaminoglycanes sont colorés
en bleu montrant I'efficacité de la différenciation. Des échantillons protéiques ont été
prélevés durant la différenciation. Un western blot a été réalisé et révélé avec

'anticorps anti-HELZ2. Dans ce cas, I'isoforme alpha il ne disparait pas et on note
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aussi I'apparition d’une bande d’un poids moléculaire supérieur a 250kDa qui pourrait

correspondre a 'isoforme beta.
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Figure 43 : Etude de l'implication de HELZ2 dans la différenciation des cellules hMADS. A) Photographie
et images de microsopie optique a contraste de phase apreés fixation et coloration des gouttellettes
lipides a I'Oil Red O. Apreés les clichés réalisés, les cellules ont été lysées et le colorant extrait avec de
d’isopropanol contenant 4% de NP40. L’absorbance a 492nm a été mesurée pour évaluer l'efficacité
de la différenciation. B) Western blot montrant les devenir de HELZ2 et PPARYy durant la différenciation
en adipocytes. Le Ponceau sert de contréle de charge. C) Photographie et western blot montrant le
decenir de HELZ2 durant la différenciation en ostéoblastes. Apres fixation, les dépbts calciques ont été

marqués a I’Alizarin Red. D) Photographie et western blot montrant le devenir de HELZ2 durant la
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différenciation en chondrocytes. Apres fixation, les glycosaminoglycanes ont été marqués au bleu
Alcian. E) Western blot montrant les devenir de HELZ2 durant la différenciation en adipocytes du second

lot de cellules hMADS. Le Ponceau sert de contréle de charge.

L’étude des effets d’'un KO ou d’une surexpression de HELZ2 dans les cellules hMADS
pourrait permettre d’étudier le réle de HELZ2 in cellulo. Ceci nécessite d’introduire de
'ADN exogéne comme des plasmides dans les cellules hMADS. Dans ce but, en
parallele, des différenciations, des tests de transfections avec un plasmide codant pour
la GFP ont été entrepris. Plusieurs réactifs et protocoles de transfections ont été testés.
Dans tous les cas, une grande mortalité des cellules a été observée et moins d’un
pourcent des cellules exprimait la GFP apres analyse par microscopie a
epifluorescence.

L’électroporation a ensuite a été testée en utilisant le kit « Human MSC Kit buffer »,
réeférence VPE-1001, Amaxa Biosciences avec les programmes U-23 et C-17 du
Nucleofector™ de Lonza comme décrit par Zaragosi et ses collégues (Zaragosi et al.
2007). La nucléofection contréle avec le plasmide pmaxGFP inclus dans le kit a permis
d’obtenir des cellules exprimant la GFP malgré un fort taux de mort cellulaire.
Cependant, I'utilisation des plasmides pEGFP-C1 et pEGFP-C1-HELZ2 a conduit a la
mort de toutes les cellules.

Le stock du lot de cellules utilisé pour les expériences précédentes arrivant a
épuisement, un autre lot des cellules hMADS3 a été testé pour la différenciation en
adipocytes. La coloration a I'Oil Red O ainsi que I'absorbance étant similaires (non-
montrés), on a observé que les deux lots de cellules se différencient avec une efficacité
équivalente. Un western blot a été réalisé avec des échantillons prélevés durant la
différenciation du second lot de cellules. Il a été révélé avec I'anticorps dirigé contre
HELZ2 (

Figure 43F). Les bandes détectées sur la membrane aprés coloration au ponceau
servent de contrble de charge puisque les protéines de ménage habituellement
utilisées comme standards varient durant la différenciation. Comme pour le premier
lot, on observe que HELZ2a est toujours présent avant la différenciation. Cependant
cette protéine ne disparait pas durant la différenciation du second lot de cellules.

Puisque les résultats du devenir de HELZ2 durant les différenciations ne semblent pas
étre reproductibles sur les cellules hMADS3 et que l'introduction de plasmides dans
ces dernieres est tres compliquée, il a été décidé d’abandonner les recherches sur ce
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type cellulaire. Pour étudier le rble in vivode HELZ2, il a été décidé d'utiliser les cellules
HEK?293 puisqu’elles semblent exprimer les deux isoformes et qu’elles sont facilement

transfectables.

3.3.5 Tentative de création d’une lignée HELZ2 KO par la méthode CRISPR/Cas9

3.3.5.1 En ciblant le premier exon commun des deux isoformes

L’un des objectifs de cette étude étant I'identification des ARN cibles de HELZ2 et plus
particulierement de son domaine RNB. La méthode qui a été retenue est la création
d’'une lignée cellulaire Knock-out pour le géne HELZ2 suivi d’'une analyse différentielle
du transcriptome de la lignée KO par rapport a la lignée sauvage. Le modéle utilisé est
la lignée cellulaire HEK293. La premiére stratégie mise en place a été de cibler le
premier exon commun des deux isoformes en utilisant la méthode de CRISPR/Cas9
(stratégie n°1 Figure 44A). Plusieurs ARN guides ont été dessinés, certains en utilisant
des outils online et d’autres « a la main ». Les séquences d’ADN qui seront transcrites
en la partie variable des ARNg ont été produites puis insérées dans le plasmide Px330-
T2A-GFP. Ce plasmide code pour TARNg mais aussi la protéine Cas9-GFP modifié
pour comporter des codons optimisés pour une expression humaine (hnCOCAS9-GFP).
Deux jours aprés transfection, les cellules GFP positives (GFP+) ont été triées et
isolées par FACS par la plateforme de cytométrie en flux de l'institut. Une partie des
cellules GFP+ a été lysée avec le kit DirectPCR Lysis Reagent (Tail) de la société
Viagen Biotech afin d’en extraire TADN. Une PCR de la région du premier exon
commun a ensuite été réalisée. Afin d’étudier I'efficacité de la coupure de I'ADN
génomique un test T7 endonucléase a été réalisé (cf 2.2.4) (Figure 44B). Comme
attendu, on observe une seule bande dans I'’échantillon ou ’'ADN sauvage (WT) a été
digéré. Aucune bande supplémentaire n’est visible lorsque 'ARNg F (sgF) a été utilisé.
En présence des ARNg D, E, G et | on observe a chaque fois deux bandes de taille
inférieure signifiant qu’'un remaniement de 'ADN a eu lieu, cependant le pourcentage
de remaniement est faible. Les clones isolés ont été ampilifiés, récupérés et enfin lysés.
Un western blot a été réalisé avec les lysats de chaque clone (Figure 44C). L’anticorps
capable de détecter HELZ2 endogene testé en 3.3.2 a été utilisé. On observe une
bande correspondant a HELZ2a dans le contréle ou un échantillon sauvage a été
déposé. On observe que tous les échantillons testés possédent la méme bande a une
intensité similaire. On en conclue qu’aucun des clones obtenus ne possede de

mutation non-sens ou induisant un décalage de la phase de lecture. Ceci peut étre di
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au faible pourcentage ou bien un événement de mutation a eu lieu. L’hypothése
avanceée a été que cette région génomique n’est peut-étre que peu accessible pour la
Cas9.

3.3.5.2 En excisant un exon

Une autre méthode a donc été mise en place. Au lieu de cibler le premier exon
commun, deux ARNg ciblant les introns de chaque c6té du second exon seront utilisés
simultanément. Ceci a pour but d’exciser cet exon et, aprés réparation, de créer ainsi

un décalage du cadre de lecture entrainant I'apparition d’'un codon stop précoce.
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Figure 44 : Knock-out du géne HELZ2 par CRISPR/Cas9. A) Schéma de la région génomique de HELZ2
montrant I'isoforme a en rouge et 3 en jaune. Le géne se trouve sur le brin non-codant. La région ciblée
par la premiere stratégie a été marquée par un trait rouge. La seconde stratégie consiste a exciser le
second exon commun qui est indiqué par la fleche rouge. Les cellules GFP+ ont été triées et isolées
par FACS. Une PCR visant a amplifier la région d’intérét a été réalisée sur '’ADN extrait d’une partie
des cellules. L’efficacité de coupure par la Cas9 a été évaluée a l'aide du test endonucléase T7 (cf
matériel et méthodes). Le résultat a été déposé sur un gel d’agarose marqué au BET (B). Aprés
expansion des colonies, les protéines extraites puis analysées sur un western blot révélé avec
l'anticorps anti-HELZ2 (C). Pour la seconde stratégie, des plasmides codant pour la Cas9, la GFP et
deux ARN guides ciblant les introns de part et d’autre du second exon commun ont été transfectés dans

des HEK293. Les cellules GFP+ ont été triées et isolées par FACS. Apres expansion, les clones ont été
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récoltés et une partie des cellules a été lysée afin d’en extraire '’ADN. Une PCR visant a amplifier la
région d’intérét a été réalisée et a été déposé sur un gel d’agarose marqué au BET (D gauche). Les
protéines ont été extraites des clones comportant un profil différent du sauvage et un western blot révélé

avec l'anticorps anti-HELZ2 a été réalisé (D droite).

Des plasmides codant pour trois paires d’ARNg ont été construits et transfectés dans
des cellules HEK293. Aprés amplification, les clones ont été récoltés et une partie des
cellules a été lysée afin d’en extraire ’ADN. Une PCR visant a amplifier la région
d’intérét a été réalisée. Les clones comportant un profil différent du sauvage ont été
sélectionnés pour étre amplifiés (Figure 44D gauche). Le clone numéro 2 n’a pas pu
étre amplifié. Les clones 22 et 43 ont été amplifiés afin d’extraire leurs protéines. Un
western blot a été réalisé afin d’observer le niveau d’expression de HELZ2. On observe
que la bande présente dans I'échantillon sauvage qui correspond a HELZ2a est aussi
présente dans les deux clones présentant un remaniement de '’ADN. On en conclut

gu’aucun de ces clones n’est KO pour HELZ2.

Plusieurs hypothéses expliquant le fait qu’aucun clone KO pour HELZ2 n’a pu étre
identifié. Premiérement, il est possible que la bande détectée par I'anticorps anti-
HELZ2 ne soit pas la protéine HELZ2. Cependant, le fait que deux autres anticorps
dirigés contre HELZ2 (orb162478 de Biorbyt® et ab129781 de Abcam® identique a
celui utilisé par (Fusco et al. 2017) pour valider I'inhibition par ARNi) ont été testés et
reconnaissent également une bande de taille identique. Ceci tend a invalider
'hypothése précédente. Deuxiémement, malgré le fait que les souris HELZ2 KO sont
viables (Yoshino et al. 2014), il est possible que HELZ2 soit essentiel dans les cellules
humaines HEK293. Il est aussi possible que les cellules HELZ2 KO soient viables mais
gu’elles se divisent plus lentement que les cellules sauvages, et qui ne sont donc pas
sélectionnées apres I'étape d’amplification cellulaire dans les plaques 96 puits. Une

derniére possibilité, est que le nombre de clones testés n’était pas assez élevé.

3.3.6 Recherche de partenaires protéiques de GFP-HELZ2

3.3.6.1 Analyse par spectrométrie de masse

Afin de mieux comprendre le role de HELZ2 dans la cellule il est important de connaitre
ses partenaires protéiques. Pour ce faire, les plasmides codant pour les protéines
GFP, GFP-HELZ2a et B ont été transfectés dans des cellules HEK293. Une purification
a grande échelle a été réalisée avec les billes d’agarose GFP-Trap_A. Aprés lavages,

une élution a été réalisée avec de la glycine pH2,5. Un western blot a été réalisé avec
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5% des protéines afin d’identifier les fractions contenant HELZ2 (figure non-montrée).
Les fractions d’élution contenant HELZ2 ont été rassemblées et déposées sur un gel
gradient 5-20% d’acrylamide. Aprés coloration a I'argent, il a été observé que de
nombreuses protéines étaient présentes dans le contréle GFP seule (figure non-
montrée). Les lavages ont été optimisés et les billes GFP-Trap_MA ont été utilisées.
Ces billes permettent des lavages de meilleure efficacité. Une nouvelle purification a
été réalisée avec les nouveaux parametres et les échantillons ont été déposés sur un
gel gradient d’acrylamide puis coloré a I'argent (Figure 45A). On observe des bandes
présentes dans GFP-HELZ2 a et B mais absentes du contréle GFP seul. Ces bandes
ont été découpées puis analysées par spectrométrie de masse. Les résultats des
bandes 1 a 4 n‘ont montré que des kératines. Les bandes 5 et 6 correspondent
respectivement a GFP-HELZ2 a et 8. Les tableaux des résultats de cette analyse sont

présentés en annexe.
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Figure 45 : identification de partenaires protéiques de HELZ2 : A) Une purification a grande échelle des
protéine GFP-HELZ2 a été réalisée apres expression dans les cellules HEK293. Les billes GFP-
Trap_MA ont été utilisées. Les protéines ont été éluées puis les échantillons ont été fractionnés sur un
gel d’acrylamide 5-20% qui a ensuite été coloré a l'argent. Les bandes marquées 1 & 5 ont été analysées
par spectrométrie de masse. B) Expérience de co-immunoprécipitation de GFP-HELZ2B3 et HA-
THRAPS3. Les billes GFP-Trap_A ont été utilisées. Les fractions totales, non-liées et inmunoprécipitées

ont été analysées par western blot révélé avec les anticorps anti-GFP et anti-HA (n=1).
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3.3.6.2 Co-IP THRAP3

Dans la littérature il a été reporté que HELZ2 interagit avec la protéine nucléaire
THRAP3 (Katano-Toki et al. 2013). Afin d’étudier si cette interaction peut étre
retrouvée dans le systeme utilisé, des plasmides codant pour HA-THRAP3 et GFP-

HELZ2B ont été transfectés dans des HEK293. Une immunoprécipitation avec les
billes GFP-Trap a été effectuée. Un western blot a été réalisé avec les différentes
fractions et a été révélé avec des anticorps anti-GFP et anti-HA (Figure 45B). On
observe que dans la fraction de protéines totales, les protéines GFP, GFP-HELZ2[3 et
HA-THRAP3 sont présentes. Dans les protéines immunoprécipitées on retrouve la
GFP et GFP-HELZ2pB. En revanche la protéine HA-THRAP3 en est totalement absente
et |la totalité de cette protéine est retrouvée dans la fraction non liée. Ce résultat est en
accord avec la différence de localisation entre les deux protéines observée dans le
chapitre 3.3.1.1.
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4. Discussion et perspectives
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4 Discussion et perspectives

4.1 HELZ2 est une protéine de grande taille possédant deux activités
enzymatiques

Le laboratoire dans lequel jai réalisé ma thése est spécialisé dans I'étude des
protéines impliquées dans le métabolisme des ARN. Nous nous sommes intéressés a
la protéine HELZ2 car, par analyse de sa séquence protéique, plusieurs domaines
caractéristiques de ce type de protéines ont pu étre identifiés :

Un doigt de zinc de type C2H2 (Cx2Cx12Hx5H), similaire a ceux retrouvés dans les
protéines JAZ ou ils sont connus pour lier ’TARN double brin ainsi qu'un second doigt
de zinc de type CCCH (Cx5-10Cx4-6Cx3H), connus pour lier ’ARN ;

Deux domaines hélicase de type SF1 appartenant a la sous-famille Upf1-like ;

Enfin, un domaine RNB responsable d’'une activité exoribonucléase 3’-5’ au centre de
la protéine HELZ2.

Les doigts de zinc a ARN associés a un domaine hélicase de ce type rappelle
l'organisation de la protéine UPF1 impliquée, entre autres, dans de nombreux
mécanismes de contrble de qualité des ARN. Quant au domaine RNB il est présent
dans les protéines DIS3 et DIS3L1 qui sont les sous-unité catalytiques de I'exosome,
complexe majeur de dégradation des ARN (Reis et al. 2013). Ce domaine est aussi
retrouvé au sein de la protéine DIS3L2 dégradant les ARN uridylés dans une voie de
dégradation découverte en 2016 (Labno, Tomecki, et Dziembowski 2016; Pirouz et al.
2016; Ustianenko et al. 2016). L’association d’'un domaine RNB avec des domaines

hélicases est inédite, ce qui rend I'étude de HELZ2 particulierement intéressante.

Les domaines décrits ci-dessus sont trés conservés chez les vertébrés ce qui semble
impliquer la conservation des activités des différents domaines de HELZ2 chez ces
derniers. Bien que HELZ2 soit aussi présente chez les mollusques, elle est moins

conservée chez ces organismes.

Avant cette étude, la fonction d’aucun des domaines ci-dessus n'avait été testée et il
n’existait presque aucune donnée sur ses caractéristiques biochimiques. Seuls les 5
potentiels motifs LxxLL (Surapureddi et al. 2002) avaient été étudiés. Ces motifs
semblent ne pas étre actifs puisqu’ils ne sont pas responsables de l'interaction avec
les récepteurs PPAR (Tomaru et al. 2006).
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Durant ma thése, j'ai cherché a caractériser biochimiquement HELZ2 et a vérifier
I'activité des différents domaines. Pour ce faire, j’ai mis en ceuvre deux stratégies afin
de produire une protéine recombinante. La production bactérienne étant trop
improbable du fait de la taille importante de la protéine, j’ai dans un premier temps
réalisé les clonages afin de produire un baculovirus permettant de produire la protéine
étiquetée 3xflag-HELZ2B-TwinStrep dans des cellules d’'insectes. Ce systéme est
préférable a I'expression bactérienne pour les protéines de haut poids moléculaire
(Jarvis 2009). J'ai pu démontrer que la protéine est produite. Cependant malgré
I'utilisation de la sonication, de différents détergents ainsi que d’une forte concentration
en sel, il ma été impossible de solubiliser la protéine. Plusieurs hypothéses sont
probables, par exemple, il est possible que la protéine recombinante ne soit pas repliée
de maniere optimale entrainant son insolubilité. Il est aussi possible que son
insolubilité soit due a I'absence d’un partenaire protéique dans les cellules d’insectes.
Il aurait également été possible de modifier le pH du tampon de lyse et/ou en y ajoutant
une quantité faible d’urée pour solubiliser la protéine (C. Wang et al. 2008; Okumura
et al. 2006). Néanmoins cela aurait pu dénaturer la protéine et compromettre son
analyse biochimique. De plus par immunomarquage, j'ai pu démontrer que la protéine
est située dans le cytoplasme des cellules d’'insectes. L’absence d’ADN libre dans le
cytoplasme suggére donc que l'insolubilité de la protéine recombinante n’est pas due
a une liaison a 'ADN. Cependant, il est possible que I’ADN entre en contact avec la
protéine lors de la lyse entrainant sa précipitation. Afin de rendre la protéine soluble,
l'introduction de mutations aurait peut-étre solubilisé la protéine. Dans mon cas, ceci
n’était pas une solution envisageable puisque mon but était d’obtenir une protéine
totalement fonctionnelle afin d’étudier ses activités et que ces mutations auraient pu
les abolir ou les modifier. Cependant, cela aurait pu étre utilisé pour étudier la structure
de HELZ2 par exemple. La production de protéines tronquées pourrait aussi étre

envisagee.

La protéine produite dans les cellules d’insectes étant inutilisable je me suis tourné
vers la production de protéine GFP-HELZ2 dans les cellules humaines HEK293. Il est
a noter que les insectes tels que la drosophile ne possédent pas d’homologue d’'HELZ2
mais expriment seulement une protéine avec une organisation partiellement similaire

a HELZ2 avec les deux doigts de zinc et un domaine hélicase (géne CG9425). Les
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cellules humaines peuvent donc étre un meilleur héte pour I'expression de HELZ2 car
les conditions rencontrées seront les conditions naturelles. De plus, si des partenaires
sont nécessaires a sa solubilité, ils seront vraisemblablement présents. Par ailleurs,
I'utilisation de transfections transitoires permet d’éviter les potentiels effets toxiques de

la surexpression de HELZ2.

Les protéines sont immunoprécipitées grace a des billes portant la fraction variable de
l'unique chaine d’anticorps d’alpagas. Cette particularité m’a permis d’utiliser les
protéines directement sur billes. Les immunoprécipitations réalisées m’ont permis de
purifier suffisamment les protéines afin de réaliser des tests d’activité ATPase,

nucléase et de fixation aux acides nucléiques.

4.1.1 HELZ2 est majoritairement cytoplasmique

Grace a la propriété fluorescente de la GFP jai pu facilement localiser les protéines
de fusion GFP-HELZ2 et HELZ2-GFP. L’'une des limitations de l'utilisation d’'une
etiquette GFP est la possible interférence avec des signaux d’'import ou d’export du
noyau. Pour éviter ces interférences jai réalisé deux fusions avec lesquelles jai
observé le méme résultat. Effectivement, j'ai ainsi pu montrer que, dans les cellules
Hela, ces protéines de fusion sont uniquement localisées dans le cytoplasme dans
95% des cellules. Cependant, dans 5% des cellules on observe HELZ2 dans le
cytoplasme ainsi que dans le noyau a I'exception des nucléoles. L'une des hypotheses
possible est que HELZ2 soit présente dans le noyau uniqguement a un moment précis
du cycle cellulaire. Cette hypothése pourrait étre testée en synchronisant les cellules
a l'aide d’'un composé chimique arrétant le cycle cellulaire a un stade précis (Banfalvi
2011).

Dans la littérature, une surexpression de HELZ2a-flag et de PPARa dans des cellules
HEK293 a été réalisée (Surapureddi et al. 2002). Avec cette méthode, les auteurs ont
déecrit HELZ2 comme étant nucléaire. Plus récemment, la localisation des deux
isoformes de HELZ2 a été étudiée par western blot aprés fractionnement subcellulaire
des cellules hépatiques Huh7.5.1 (Fusco et al. 2017). De cette maniere, les deux
isoformes de HELZ2 ont été montrées comme majoritairement cytoplasmique, mais
elles sont aussi présentes dans les fractions membranaire et nucléaire. Des résultats
contradictoires sont donc présents, cependant, le dernier résultat publié (Fusco et al.
2017) ainsi que les résultats obtenus lors de ma thése avec I'étude des protéines

étiquetées GFP montrent que HELZ2 est majoritairement cytoplasmique.
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Dans I'étude de Fusco et ses collégues (Fusco et al. 2017), il a aussi été montré que
la fraction nucléaire de HELZ2 augmente apreés induction a I'lFN-a (Fusco et al. 2017).
Cela permet de supposer que la co-expression PPARa avec HELZ2 a entrainé une
importation nucléaire de HELZ2 dans l'étude de Surapureddi et ses collegues
(Surapureddi et al. 2002). En effet il existe un lien entre 'IFNa et PPARa puisque WY-
1464, un agoniste de PPARa renforcent I'effet antiviral de I'lFN-a contre le HCV (Read
et al. 2015).

HELZ2 semble donc étre localisée majoritairement dans le cytoplasme. Ceci suggére
des substrats cytoplasmiques a ses différents domaines. Cependant, I'observation de
'augmentation de la fraction nucléaire aprés traitement a I'lFN-a (Fusco et al. 2017),
peut amener a supposer que HELZ2 joue possiblement un second rble dans le noyau

lors d’'une attaque virale par exemple.

4.1.2 Les domaines hélicases de HELZ2 hydrolysent I’ATP en ADP.

A Tl'aide des protéines GFP-HELZ2 produites dans les cellules humaines, jai pu
démontrer que les domaines hélicases de type Upfi-like présents au sein de HELZ2
sont capables d’hydrolyser 'ATP in vitro. L’un des désavantages de cette technique
de purification des protéines recombinantes est que la purification n’est pas aussi pure
qu’elle pourrait étre aprés une purification sur plusieurs phases de chromatographie.
Ceci a été confirmé par la présence d’une activité ATPase abondante dans les essais
d’activité ATPase et plus probablement des protéines chaperonnes lors des premiers
tests d’activité réalisés. De plus, les western blots réalisés pour chaque expérience ne
donnent pas une valeur absolue de la quantité de protéine présente sur les billes. Si
la quantité absolue de protéine utilisée dans 'essai est trop faible par rapport a la
quantité d’ATP utilisé, cela explique I'observation d’'une activité ATPase qui parait

faible.

De plus, il serait nécessaire de tester la capacité de HELZ2 a ouvrir des duplexes
d’acides nucléiques ainsi qu’identifier son ou ses substrats qui sont vraisemblablement
des ARN, di a sa localisation cytoplasmique ainsi qu’a la présence de doigts de zinc
connus pour lier TARN et du domaine RNB, lui aussi ciblant TARN. Cependant, il est
possible que les domaines hélicases de HELZ2 soient actifs lorsque la protéine est
importée dans le noyau, dans ce cas on peut imaginer des duplexes ADN-ADN ou
ADN-ARN.
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D’autres paramétres pourraient étre étudiés en utilisant les protéines GFP-HELZ2 :

- Sa polarité, a savoir le sens dans lequel elle va se déplacer sur 'ARN ou
’ADN ;

- La présence d’une potentielle séquence ou structure cible ;

- Le fait qu’elle nécessite un simple brin ou un double brin d’acide nucléique

pour se fixer ;

- Le fait que dans ses substrats ARN il pourrait y avoir des structures

secondaires stables qui bloqueraient la dégradation.

L’utilisation de duplexes d’acides nucléiques marqués afin de tester la capacité des
domaines hélicases a les ouvrir semble étre la prochaine expérience a réaliser dans

la caractérisation de ces domaines.

Il serait aussi intéressant de produire puis de purifier une protéine tronquée ou 'activité
ATPase est toujours présente pour étudier I'activité des domaines hélicases avec une
méthode récente  appelée « magnetic tweezers ». C’est une technique de
manipulation a I'échelle d’'une seule molécule qui permet la mesure en temps réel des
activités enzymatiques sur des molécules individuelles d'acide nucléique a haute
résolution, a haut débit et a force constante (Seol, Strub, et Neuman 2016; Salas,
Gocheva, et Nélimann 2015).

4.1.3 Le domaine RNB de HELZ2 est fonctionnel et ses caractéristiques sont
proches des domaines RNB déja caractérisés

J’ai ensuite utilisé les protéines GFP-HELZ2 et des acides nucléiques marqués en &’
avec de la fluorescéine pour tester I'activité nucléase in vitro du domaine RNB de
HELZ2. Ainsi j'ai pu démontrer que HELZ2 dégrade I'’ARN en libérant un produit final
de 5 nucléotides de long. Cela m’a permis d’en déduire que la dégradation est réalisée
dans le sens 3’-5', ce qui correspond a [lactivit¢ connue du domaine RNB
(Dziembowski et al. 2007). Ci-dessous la numérotation correspondant a la RNasell

d’E. coli sera utilisée dans un soucis de compréhension.

Les autres membres de la famille des RNasell/RNB comme la RNase Il et Dis3
relarguent des fragments finaux faisant entre 2 et 5 nucléotides de long (Barbas et al.
2008; Matos, Barbas, et Arraiano 2009; Rafal Tomecki et al. 2010).
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On note que des mutations du domaine RNB sont capables d’augmenter la taille du
produit de la dégradation, par exemple, une mutation de la Tyr-253, au sein de la
protéine RNase Il augmente la longueur du produit final de 4 a 10 nucléotides en
fonction de la mutation (Barbas et al. 2008). On remarque que cette tyrosine est
conservée chez HELZ2 (Tyr-1397) (fleche verte Figure 29). Plus réecemment une étude
structurale de I'exosome de levure a démontré que les résidus aspartate 207 et
arginine 258 du RNB de Dis3 interagissent avec I'extrémité 3’ de 'ARN (Makino,
Baumgartner, et Conti 2013). Ces acides aminés sont respectivement une asparagine
(Asn-1352) et une glutamine (GIn-1402) chez HELZ2 (fléches rouge et noire Figure
29), ce qui pourrait expliquer une taille légérement plus longue du produit final.

On remarque aussi dans ces essais d’activité nucléase que trés peu de produits
intermédiaires sont visibles entre le 20 mer d’ARN et le produit final. Ceci laisse
imaginer que la processivité de HELZ2 est grande. Cependant il faudrait utiliser un
oligonucléotide plus long et faire une cinétique avec des temps plus court pour
confirmer cette observation. De plus, I'absence d’intermédiaire n’exclut pas une
activité exonucléase 5’-3’ qui couperait plusieurs nucléotides a la fois. Afin de confirmer
gu’un nucléotide 5° monophosphate est relargué a chaque étape, comme démontré
pour les autres membres de la famille RNasell/RNB (Gupta, Kasai, et Schlessinger
1977; Cannistraro et Kennell 1994; Dziembowski et al. 2007), il faudrait réaliser un
essai nucléase avec un ARN marqué en 3'. L'utilisation de la fluorescéine pouvant

empécher I'accés de la protéine, un marquage radioactif pourrait étre utilisé.

Avec des expériences similaires jai démontré que l'activitt RNase de HELZ2
nécessite des ions divalents magnésium ou manganese. Ces méme résultats ont été
reportés pour la protéine DIS3L2 (Lubas et al. 2013). Il a aussi été montré que I'activité
de Dis3 est inhibée a haute concentration de Mg?* (Dziembowski et al. 2007), ce qui
n‘est pas le cas pour HELZ2. Il est possible que ceci soit d0 a la présence de
'asparagine a la place de l'acide aspartique trés conservé en position 207. En
présence des autres cations divalents testés une activité résiduelle ou totalement
absente a été observée, ce qui est en corrélation avec les résultats d’études menées
sur les autres membres de la famille montrant que le site actif fixe soit un Mg+, soit un
Mn2+ (Dziembowski et al. 2007; Reis et al. 2013).

J’ai observé que le domaine RNB ne suffit pas pour dégrader 'ARN in vitro. J'ai pu

démontrer qu’en plus du domaine RNB, le second domaine hélicase, ainsi que le linker
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entre ces domaines sont nécessaires a I'activité RNase. Ce résultat laisse a penser
que ce linker est nécessaire au bon repliement des domaines hélicases et RNB ou a
l'interaction avec un partenaire non-identifié. Bien qu’aucun motif ou séquences
connues n’ont pu étre identifiés dans ce linker, il peut aussi étre important pour la
localisation de la protéine ou une potentielle modification. Le domaine hélicase joue
peut-étre le réle de domaine de liaison a ’ARN et remplace ainsi les domaines CSD et
S1 présents dans les autres protéines de la famille RNase II/RNB et qui sont absents
chez HELZ2, notamment dans l'isoforme court qui ne comporte pas les doigts de zinc.
En perspective, il serait intéressant d’étudier si une protéine composée du premier
domaine hélicase, du linker le liant au RNB et du RNB est aussi capable de dégrader
'ARN in vitro.

Une expérience préliminaire présentée en 3.2.4.4 semble indiquer que HELZ2 ne
possede pas de spécificité de séquence, comme pour la majorité des membres de la
famille RNase |I/RNB. Cependant, de I1égéres différences d’efficacités de dégradation
en fonction du substrat ont été reportées. Par exemple, alors que la RNase Il de E. coli
et la RNase R sont plus actifs sur I'hnomopolymére de poly (A), la protéine de levure
Rrp44 / Dis3 semble étre plus active sur les séquences riches en AU et sur des
substrats hétérogenes (Reis et al. 2013). Comme décrit précédemment, la protéine
DIS3L2 a une affinité beaucoup plus importante pour les extensions polyU (Lubas et
al. 2013, 2; Malecki et al. 2013).

Il est aussi remarquable que les 3 résidus aspartates et le résidu asparagine présents
aux positions « catalytiques » de la protéine HELZ2 humaine soient trés conservés
chez les mammiféres, mais ne soient pas conservés chez les invertébrés (voir annexe
1). Le résidu asparagine est absent et un seul des 3 résidus aspartate est présent chez
le pétoncle. Chez I'huitre, aucun de ces acides-aminé n’est présent. Ces observations
suggerent que la protéine HELZ2 des mollusques n’a pas d’activité nucléase. La
conservation de ce domaine pourrait alors étre liée a son importance dans le
repliement de la protéine. On peut également suggérer que méme avec ces
substitutions, cette protéine conserve une activité comme la possibilité de se lier a aux

acides nucléiques ou une activité hélicase.

4.1.4 HELZ2 fixe ’ADN mais le dégrade pas

J’ai aussi obtenu des résultats indiquant que HELZ2 est capable de fixer ’ADN et que

les domaines responsables sont soit le RNB soit le second domaine hélicase puisque
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la construction 2 (Figure 36) possede cette activité. Il est possible que ’ADN soit fixé
par le RNB comme c’est le cas pour la RNase Il qui peut lier 'ADN, bien qu'elle ne soit
pas capable de le dégrader. En outre, il a été montré que la RNase Il est inhibée par
un oligonucléotide d'ADN (Cannistraro et Kennell 1994). De plus avec les essais de
dégradation d’acides nucléiques in vitro jai pu démontrer que HELZ2 n’était pas
capable de dégrader 'ADN, ce qui est concordant avec les caractéristiques de la
RNasell. Il est aussi possible que les domaines hélicases de HELZ2 soient capables
d’utiliser TADN comme substrat étant donné que la sous-famille Upf1-like comporte
des hélicases a ARN et a ADN (voir introduction). Une expérience supplémentaire ou
ces deux domaines sont testés de maniere indépendante est donc nécessaire pour
déterminer si le domaine RNB et/ou les domaines hélicases sont responsables de la
fixation de ’ADN in vitro.

4.2 Quel(s) role(s) la protéine HELZ2 joue-t-elle dans les cellules ?

En paralléle de la caractérisation biochimique de HELZ2 j'ai étudié son réle in cellulo.
J'ai tenté de réaliser une lignée cellulaire Knock Out pour HELZ2 par la méthode
CRISPR/Cas9 afin de pouvoir identifier les ARN cibles du domaine RNB. Mes
tentatives avec cette méthode sont restées infructueuses. Ceci peut étre di a un
nombre trop petit de clones cellulaires testés. Du fait que les clones HELZ2” proliférent
plus lentement que les sauvages, cela entraine la sélection des clones sauvages qui
ont plus proliférés que les mutants. Il est aussi possible que la protéine soit essentielle
dans les cellules HEK293. Cependant cette derniere hypothese est discutable puisque

des souris HELZ2- ont été créées et sont viables.

Afin de pallier le manque de cellules humaines HELZ2" il serait possible d’utiliser des
ARNi comme décrit par Fusco et ses collegues (Fusco et al. 2017) pour diminuer
'expression de HELZ2 et ainsi identifier les ARN cibles du RNB par analyse
transcriptomique globale. Cela est 'une des perspectives principales de I'étude de la
protéine HELZ2.

Afin d’identifier les ARN cibles de la protéine HELZ2 dans son intégralité, la méthode
de iCLIP (individual-nucleotide resolution Cross-Linking and ImmunoPrecipitation)
pourrait étre utilisée. Cette méthode utilise une lumiére UV afin de lier de maniére
covalente les protéines avec les molécules d'ARN. Apres immunoprécipitation des
protéines avec les billes GFP-Trap®ou un anticorps dirigé contre la protéine endogéne,
les ARN co-précipités sont purifiés, fragmentés et séquencés (Konig et al. 2011). Des
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méthodes similaires ont démontré que DIS3 cible de nombreux ARN aberrants ou des
produits de transcription pervasive et que DIS3L2 cible les ARN uridylés (Szczepinska
et al. 2015; Ustianenko et al. 2016). L'identification des cibles permettrait de savoir si
HELZ2 fixe tous les ARN, uniquement un type d’ARN comme les ARNm, les ARNt, les
ARNr, d’autres ARNnc ou des ARN exogeénes. Une autre possibilité est que HELZ2 ne
cible que les ARN portant un motif précis pouvant étre une séquence nucléotidique,

une modification chimique ou une structure secondaire.

L’identification des ARN associés a HELZ2 permettrait ensuite d’étudier si leur

stabilité, leur localisation ou leur structure secondaire est changée.

4.2.1 Niveau d’expression de HELZ2 dans différentes lignées cancéreuses

J’ai pu montrer qu’il existe une différence d’expression de HELZ2a dans certaines
lignées cancéreuses par rapport a leurs homologues saines. Par exemple, une sous-
expression de HELZ2a dans les cellules de cancer du sein MCF7 a été observée par
rapport aux cellules MCF10A. Cependant, pour approfondir un potentiel réle de HELZ2
dans certains cancers du sein, il serait intéressant d’étudier les niveaux d’expression
de HELZ2 dans des cellules saines et cancéreuses pour chaque patiente. L’étude des
niveaux d’expression de HELZ2 dans plusieurs biopsies de cancer du sein du méme
type pourrait aussi montrer si une sous-expression de HELZ2 est une constante dans
ce type de cancer de sein. Si une telle corrélation est observée, HELZ2 pourrait devenir
une cible thérapeutique.

4.2.2 Quels sont les partenaires protéiques de HELZ2 ?

La surexpression des protéines de fusions GFP-HELZ2 dans les cellules HEK293 ne
m’a pas permis d’identifier de partenaires protéiques. En utilisant cette méthode,
aucun nouveau partenaire ni aucun des partenaires décrits dans la littérature n’a été
identifié. Dans la littérature, des interactions avec PPARa et y qui ont été identifiées
par tests d’associations in vitro (Surapureddi et al. 2002; Tomaru et al. 2006). THRAP3
a été identifié par spectrométrie de masse d’extraits nucléaires aprés surexpression
de flag-HELZ2 dans les cellules HEK293 (Katano-Toki et al. 2013). Plus récemment,
une immunoprécipitation avec des anticorps anti-HELZ2 a permis d’identifier AHR
comme partenaire dans les cellules HelLa (Fusco et al. 2017).
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Les raisons pouvant expliquer le fait qu’aucun de ces partenaires n’ait été retrouvé
avec lutilisation des protéines étiquetées GFP dans les cellules HEK293 sont

multiples :

- le type cellulaire utilisé n’est peut-étre pas approprié,

- le fait que jai utilisé une surexpression protéique, malgré que cette
surexpression semble limitée comme observé sur la Figure 41.

- le potentiel encombrement stérique généré par I'étiquette GFP, ce qui
constitue un autre inconvénient de I'utilisation d’une purification avec les billes GFP-

Trap®,
- le fait que les interactions soient instables,

- le fait que trés peu de HELZ2 soit situé dans le noyau alors que tous les

partenaires décrits sont des protéines nucléaires.

La méthode alternative permettant d’étudier les interactions protéiques de la protéine
endogéne consiste a réaliser une immunoprécipitation en utilisant un anticorps dirigé
contre HELZ2 puis d’analyser les protéines co-immunoprécipitées par spectrométrie
de masse. Ceci peut étre réalisé soit sur un lysat de protéines totales soit sur un extrait

nucléaires afin de retrouver les partenaires nucléaires décrits dans la littérature.

4.2.3 RoOles de HELZ2 décrits dans la littérature

Jusqu’a présent HELZ2 a été décrit comme un cofacteur de plusieurs récepteurs
nucléaires et tous ces différents réles de cette protéines ont été supposés étre en lien
avec cette activité. D’autres hypothéses peuvent étre formulées en prenant en compte
les différentes activités enzymatiques de cette protéine que cette thése a mis en

évidence.

Les souris KO pour HELZ2 sont protégées contre I'obésité induite par un régime riche
en graisse, les auteurs ont supposé que ceci est dd a la sous-expression du récepteur
a la leptine dans le foie (Yoshino et al. 2014). J'ai démontré que HELZ2 est capable
de dégrader des ARN, on peut supposer que ’ARNm du récepteur a la leptine dans le

foie des souris est 'une des cibles du RNB de HELZ2.

Le r6le de HELZ2 dans la suppression des virus de la dengue et de I'hépatite C reste
aussi a déterminer (Fusco et al. 2013; 2017). Il serait trés intéressant d’étudier les

niveaux d’ARN viraux lorsque que HELZ2 est inhibé. Ensuite, I'identification des cibles
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ARN de HELZ2 en utilisant la méthode iCLIP décrite plus haut dans des cellules
infectées par ces virus pourrait étre une perspective. Ces deux virus sont des virus a
ARN appartenant a la famille des Flaviviridae qui possédent un génome a ARN linéaire
non segmenté simple brin a polarité positive (Simmonds et al. 2017). Il est donc
possible que HELZ2 cible directement ’TARN génomique de ces virus, comme le font
la RNase L ainsi que certains membres de la famille des RNase A. Certaines hélicases
a ARN comme celles de la famille des récepteurs de type RIG-I sont aussi connues
pour faire partie des composants de la réponse antivirale innée qui atténue la
réplication virale (Ranji et Boris-Lawrie 2010). MOV10, une hélicase de la méme
famille que HELZ2 possede aussi un effet antiviral (Balinsky et al. 2017). En effet, ces
hélicases reconnaissent directement I'ARN viral, entrainant une cascade de
signalisation aboutissant a la sécrétion d’IFNa/B. Cela induit la transcription des ISG
responsables de la lutte antivirale innée. Cependant il a été montré que HELZ2 ne
posséde pas d’effet antiviral lorsqu’il est surexprimé seul (Fusco et al. 2017), un
partenaire serait alors nécessaire si cette hypothése se révélait correcte. Une autre
hypothéese est que HELZ2 dégrade des ARN cellulaires permettant de faire passer la
cellule d’'un état « pro-viral » a un état « anti-viral » notamment en modifiant la
composition en acides gras de la cellule (Fusco et al. 2017). En effet il a été montré
que la composition de certains acides gras est modifiée lors de [linhibition de

'expression de HELZ2, essentiellement une diminution du triglycéride TAG 54:6.

En conclusion, cette étude a mis en lumiere la présence de doigts de zinc, de
domaines hélicases capables d’hydrolyser 'ATP en ADP ainsi qu’'un domaine RNB
dégradant ’ARN in vitro et possédant des caractéristiques proches des domaines RNB
déja connus. Avant cette étude, HELZ2 était uniquement considérée comme un co-
activateur de la transcription mais la présence et I'activité de ses domaines lie aussi la
protéine HELZ2 au métabolisme des ARN. On peut imaginer que ces fonctions
fonctionnent indépendamment l'une de l'autre, mais il est possible d’'imaginer une
synergie entre ces deux fonctions. Par exemple, il peut étre nécessaire de dégrader
des ARN anti-sens afin d’activer la transcription de génes cibles. Ceci permet
d’envisager différemment les roles de HELZ2. Que ce soit dans la protection contre
les virus de la Dengue et de I'hépatite C (Fusco et al. 2013; 2017), mais aussi dans le
métabolisme des acides gras (Katano-Toki et al. 2013; Yoshino et al. 2014; Fusco et
al. 2017). De plus, sa location majoritairement cytoplasmique laisse a penser que
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HELZ2 cible des ARN cytoplasmiques. Un autre rble peut étre supposé lors de
l'importation dans le noyau aprés induction par I'lFNa. D’autres études sont aussi
nécessaires afin d’étudier un potentiel role de HELZ2 dans le cancer et plus

particulierement dans le cancer du sein.
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Annexe 1 : Alignement des séquences protéiques de la

protéine HELZ2 de diverses especes.
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Annexe 2 : Résultats de spectrométrie de masse
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de Strasbourg etdela Santé

HELZ2, une nouvelle
ribonuclflase humaine impliqu€e
dans le m¥tabolisme des ARN ?

R €lsum€]

Il existe deux types dARN : les ARN messagers qui sont des ARN codants, et les ARN non codants.
La machinerie responsable de la dflgradation des ARN qui ne sont plus nflcessaires ou qui sont
endommag9s contribue au contrxle de I'expression des g- nes chez tous les organismes vivants. Les
ribonucl9ases sont les enzymes catalytiques de cette machinerie. Leur caractqrisation est donc
cruciale pour comprendre la mani- re dont les cellules adaptent leurs programmes dexpression
gqnfitique en fonction des signaux extracellulaires. Dans cette th- se, une nouvelle ribonuclase
humaine appelfle HELZ2 a 9t9 identififle et caract9ris9e. Ses capacitfs  dfigrader 'ARN ainsi qu™
hydrolyser I'ATP in vitro a 9t9] dmontr€le. Les caractqristiques de son domaine nucl9ase appelq RNB
ont €it9] d¥crites. Sa localisation, majoritairement cytoplasmique a aussi 9t9] dfimontre. Cette ftude
lie clairement la protfline HELZ2 au m¥itabolisme des ARN permettant d fitudier ses fonctions in vivo
sous un nouvel angle.

Mots-cl¥ls : HELZ2, ribonucl9ase, RNase, hlicase

R¥sum€] en anglais

Two types of RNAs are known: messenger RNAs that are coding RNAs, and non-coding RNAs. The
machinery of RNA decay which degrades damaged RNAs and those that are no longer needed
contributes to the control of gene expression in all living organisms. Ribonucleases are the catalytic
enzymes of this machinery. Their characterization is therefore crucial to understand how cells adapt
their gene expression programs to extracellular signals. In this thesis, a new human ribonuclease
called HELZ2 has been identified and characterized. Its ability to degrade RNA as well as to hydrolyze
ATP invitro has been demonstrated. The characteristics of its nuclease domain called RNB have been
described. Its predominantly cytoplasmic localization has also been demonstrated. This study clearly
links HELZ2 protein to the RNA metabolism providing a new angle to study its functions in vivo.

Keywords: HELZ2, ribonuclease, RNase, helicase




