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INTRODUCTION



Les cellules sont capables de réagir face a leur environnement par I'intermédiaire des
voies de signalisation. En effet, un signal extérieur peut étre détecté au niveau de la
membrane cellulaire grace a un récepteur transmembranaire. En aval de ce récepteur, le
message relayé par le signal est transmis a travers une cascade de réactions comprenant des
interactions protéines-protéines ainsi que diverses phosphorylations. Ce mécanisme, appelé
transduction du signal, permet de transporter le message de la membrane jusqu’au noyau,
entrainant ensuite un changement dans I'expression des genes. Ainsi, les cellules peuvent
réagir spécifiguement en fonction du signal et s’engager dans des processus de
différenciation, de migration, d’apoptose, etc. Ce sont des voies interconnectées tres
complexes, mais aussi finement régulées. Compte tenu de l'importance des voies de
signalisation dans les divers processus cellulaires, il n’est pas surprenant de retrouver ces voies
altérées dans de nombreux cancers tels que le mélanome cutané. On y constate
principalement des mutations de la protéine BRAF, responsables d’une hyperactivation de la
voie de signalisation MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases).

Dans cette introduction, seront tout d’abord présentés les caractéristiques et les roles
des protéines de liaison a ’ARN dans les cancers. Ensuite, les longs ARN non codants et leurs
diversités de fonction seront décrits. Enfin, nous aborderons la voie de signalisation MAPK et
plus particulierement la protéine BRAF, acteur central de la voie au cceur de la résistance face

aux thérapies ciblées du mélanome cutané.



l. Les protéines de liaison aux ARN

Dans la cellule, les protéines liant ’ARN, appelées RBP (RNA-binding protein), sont définies
comme étant des protéines indispensables qui accompagnent les ARN en formant des
complexes ribo-nucléoprotéiques. Les RBP peuvent controler chaque étape de la vie des ARN,
de la transcription a la dégradation. En effet, des leur transcription, les ARN pré-messagers,
par exemple, sont pris en charge par des RBP, ce qui entraine leur maturation en ARN
messagers lors des événements d’épissage et de polyadénylation. Les RBP régulent aussi le
transport, la localisation, la traduction, la stabilité et la dégradation des différents ARN (ARNm,
micro-ARN, Inc-ARN, snoARN, etc.).

Par leurs diverses interactions avec les ARN, les RBP permettent une régulation fine de
I’expression des génes, mais également de I’activité cellulaire globale. En fonction de I'état de
la cellule et de son environnement, les interactions ARN-RBP peuvent, entre autres,
promouvoir la formation d’organelles telles que les granules de stress ou les p-bodies
(processing bodies).

Des mutations dans les RBP sont susceptibles d’altérer les interactions ARN-RBP et, en
conséquence, étre a |'origine de nombreuses maladies humaines dont les cancers.

Ce chapitre se concentrera d’abord sur les méthodes d’étude des interactions ARN-RBP,
puis les domaines de liaison a ’ARN seront définis et détaillés. Enfin, le réle des RBP dans les

cancers sera exploré.

A.Méthode d’étude des interactions ARN-RBP

Afin d’étudier les interactions ARN-protéine, il convient, dans un premier temps, de choisir
une approche qui sera soit centrée sur un ARN d’intérét, soit sur une protéine d’intérét. Le
choix, qui se fait en fonction de la question biologique et des connaissances de I'étude,
conditionne les techniques qui seront utiles a cette derniere. En effet, s’il se porte sur
I’examen des interactions ARN-protéine a partir d’'un ARN d’intérét, alors les techniques
utilisées permettront de savoir quelles RBP se lient a cet ARN. A I'inverse, si la protéine est au

centre de I'étude, la question sera de savoir quels ARN interagissent avec cette RBP. Ces



approches complémentaires ont apporté les connaissances que nous avons sur les
interactions ARN-protéine.

Historiqguement, les premiéres RBP ont pu étre caractérisées grace a des études
biochimiques basées sur I'utilisation d’irradiations UV-C a 254 nm, qui permettent, in vivo,
I’établissement d’un pont covalent irréversible appelé crosslink entre les ARN et les protéines
interagissant de maniére directe (Greenberg, 1979). Ainsi, in vivo, les interactions ARN-
protéine sont figées apres traitement aux UV-C 254nm ; les interactions protéines-protéines
ne sont, quant a elles, pas impactées.

Les UV-C 254 nm ont une préférence de crosslink des uridines (Smith and Meun, 1968) et,
en conséquence, l'efficacité du crosslink peut donc varier selon les acides aminés
(Hockensmith et al., 1993). Il faut noter que d’autres types de crosslinks tels que le crosslink
formaldéhyde ou le crosslink 4—SU (4—thiouridine) sont susceptibles d’étre utilisés pour
visualiser des interactions ARN-RBP. Ces crosslinks ont certains avantages (comme une
meilleure efficacité), mais aussi des inconvénients (une toxicité cellulaire assez importante
avec l'incorporation du 4—SU, et un crosslink protéine-protéine pour le formaldéhyde). lls ne
seront pas abordés dans cette introduction.

Au sein de cette partie, nous évoquerons les approches d’étude des interactions ARN-RBP
a partir d’'un ARN d’intérét qu’on appellera « ARN centré », puis les approches d’étude a partir

d’une protéine d’intérét ou « protéine centrée ».

1. Approches expérimentales d’étude des interactions ARN-RBP « ARN centré »

La majorité des méthodes se focalisant sur ’ARN exploite la capacité de ce dernier a agir
comme un appat pour ensuite capturer et caractériser toutes les protéines se liant a lui grace
a l'utilisation de la spectrométrie de masse ou, dans une moindre mesure, du western blot.

L’approche RAT (RNA affinity in tandem), par exemple, repose sur I’'expression in vivo d’un
ARN tagué, qui, dans la cellule, va interagir avec ses partenaires protéiques (Hogg and Collins,
2007). Lirradiation aux UV-C 254nm permet de figer les interactions ARN-protéines. Les
complexes ARN-protéines seront alors purifiés grace au tag. De cette facon, les protéines
peuvent étre identifiées par spectrométrie de masse.

Plus récemment, des approches telles que le RAP-MS (RNA affinity purification), MS2-
bioTRAP (MS2 in vivo Biotin tagged RBP) et TRIP (tandem RNA isolation procedure) ont été



établies. Ces techniques semblables au RAP ont leurs propres particularités expérimentales
concernant la purification des ARN et des complexes ARN-protéines. En effet, dans certains
cas, comme le MS2-BioTRAP ou encore le TRIP, des sondes biotinylées comportant des
oligonucléotides antisens de I’ARN d’intérét sont utilisées pour faire une purification par billes

de streptavidine (figure 1).

In cell In cell

Cross-linking

based o Streptavidin
Cross-linking capture
_ —_—
UV/formaldehyde

Figure 1 : lllustration des méthodes « ARN centré » basées sur 'utilisation du crosslink in vivo (RAP, PAIR,
MS2-BioTRAP, TRIP).

Les sondes oligonucléotidiques biotinylées sont hybridées a I'ARN d’intérét, et 'ARN et les protéines
crosslinkées sont purifiés pour une analyse en aval (d’aprés Ramanathan et al., 2019).

D’autres techniques ne reposant pas sur l'utilisation de crosslink existent également. Le
crosslink aux UV-C est tres utile puisqu’il a une spécificité de crosslink des interactions ARN-
protéines, au contraire du crosslink formaldéhyde. Cependant, il est important de souligner
que I'efficacité du crosslink UV-C est trés faible et peut déprendre des acides aminés présents
dans la RBP et de la structure de I’ARN lié. D’ailleurs, pour rappel, il a été montré que les
uridines ont une efficacité de crosslink plus importante et que les ARN double brins sont trés
peu crosslinkés. Cependant, les connaissances sur I'efficacité du crosslink UV-C restent assez
faibles; c’est la raison pour laquelle il peut étre intéressant de tester des approches ne
nécessitant pas l'utilisation de crosslink UV-C. C’est le cas de plusieurs techniques telles que
RaPID (RNA proximal protein interaction detection) qui repose sur les propriétés de la ligase
biotine « Bir A» d’E. Coli (Escherichia coli) a pouvoir biotinyler les protéines a proximité
(Ramanathan et al., 2018). L'ARN d’intérét est tagué par un aptamer appelé « boxB » qui rend
possible le recrutement de la ligase modifiée Bir-A appelée « AN-HA-BirA* ». La liaison BoxB-
AN-HA-BirA* permet a cette derniére de biotinyler les protéines a proximité de la région ARN

d’intérét. Une capture de ces protéines marquées est alors faisable a I'aide de billes de
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streptavidine (figure 2). On peut ensuite réaliser une identification par Western Blot ou

spectrométrie de masse des protéines biotinylées.

Streptavidin (SA) »
( a?

capture

(B
SA\

Figure 2 : lllustration de la méthode RaPID.

L’ARN BoxB (bleu) est situé de part et d’autre de la séquence de I’ARN d’intérét (rouge). La liaison de la
protéine de fusion RaPID (AN — HA-BirA*) aux sites BoxB conduit a la biotinylation des protéines proximales
a la séquence d’ARN dans les cellules vivantes cultivées dans des milieux contenant de la biotine. Les billes
de streptavidine (SA) permettre de capturer les protéines biotinylées pour une identification par
spectrométrie de masse ou par western blot (d’aprés Ramanathan et al., 2018).

L’'ensemble de ces techniques a permis d’établir une liste de RBP d’environ 500
protéines et de mettre en évidence la présence de différents domaines de liaison a 'ARN
partagés par ces différentes RBP.

Cependant, toutes ces techniques nécessitent la connaissance de ’ARN d’intérét, ce
qui pose une réelle limitation concernant les études a grandes échelles de découverte des
RBP. Récemment, des techniques ont tenté de surmonter cette limitation afin d’établir une
liste de RBP plus exhaustive a I'aide d’approches appelées « interactome capture » (RNA
interactome capture : RIC et serial interactome capture : SerlC) (figure 3). Les groupes de
Matthias W. Hentze, de UIf Andersson @rom et de Markus Landthaler ont, en effet, de fagon
assez similaire, utilisé la propriété des ARNm et de quelques ARN non codants a étre
polyadénylés. La présence de queue poly-A rend possible la purification d’'un grand nombre
d’ARN grace a des billes poly d-T (Baltz et al., 2012 ; Castello et al., 2012 ; Conrad et al., 2016).
Une étape protéomique de spectrométrie de masse permet ensuite d’identifier a grande
échelle toutes les RBP liant ces ARN polyadénylés. Ces approches ont démontré que la liste
des RBP connues a ce jour était fortement sous-estimée et qu’il existait un grand nombre de
RBP non conventionnelles, c’est-a-dire ne possédant pas de domaine de liaison canonique a
I’ARN (cette partie sera détaillée dans le point b). Grace au RIC, environ 800 RBP ont pu étre

cataloguées, incluant les RBP classiques possédant des domaines de liaison a ’ARN. Mais de
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facon intéressante, environ la moitié des RBP découvertes ne possedent pas de domaines de
liaison a I’ARN connus et certaines n’ont méme aucun lien avec la biologie des ARN. D’apreés
la gene ontology, elles sont appelées des « enigmRBP » (Beckmann et al., 2015). Les fonctions
et roles biologiques principaux de ces derniéres sont, entre autres, en lien avec le
métabolisme, la progression dans le cycle cellulaire ou la réponse antivirale. Cela suggere qu’il
reste encore beaucoup de domaines a explorer afin de mieux comprendre les interactions
ARN-protéines et que la liste des RBP n’est probablement pas encore compléete. D’ailleurs, en
2014, le groupe de Thomas Tuschl a réalisé une étude basée sur un ensemble de données
collectées par les différentes études a grande échelle utilisant des techniques modernes telles
gue le séquencage et la spectrométrie de masse. Ce groupe a démontré I'existence de 1 542

RBP dans les cellules humaines (Gerstberger et al., 2014).
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Figure 3 : lllustration des méthodes « interactome capture ».

A. RNA interactome capture (RIC) d’aprés Castello et al., 2012. B.RNA-IC d’apreés Baltz et al., 2012. C. Serial
interactome capture (serlC) d’apreés Castello et al., 2016.
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Ces observations a grande échelle ont permis I'étude des protéines liées aux ARNm
principalement. Cependant, qu’en est-il des protéines interagissant avec des ARN ne
possédant pas de queue poly-A comme la plupart des ARN non codants ?

Des 2018, les chercheurs ont voulu surmonter cette limite a travers différentes
méthodes. Le groupe de Matthias Hentze a choisi d’utiliser la capacité des colonnes de silice
a retenir spécifiqguement ’ARN grace a leurs propriétés physico-chimiques (figure 4.A). Par
conséquent, lors de l'irradiation des cellules aux UV-C 254 nm, les interactions protéines-ARN
sont figées et les ARN pourront étre purifiés sur la colonne de silice, mais également les
complexes ARN-protéines crosslinkés. Cette technique est appelée « 2C » pour « complexe
capture » (Asencio et al., 2018). Il est alors possible de valider par Western Blot la présence
de RBP ou méme d’envisager une étape de spectrométrie de masse afin d’identifier
I’ensemble des RBP « capturées » par 2C.

En 2019, le groupe de David Tollervey a utilisé une technologie similaire appelée
« TRAPP » (RNA associated protein purification) pour purifier les ARN a I'aide de billes de silice
et ainsi identifier des RBP chez la levure S. Cerevisiae (Saccharomyces Cerevisiae) et chez la
bactérie E. Coli.

Pour finir, en 2019, deux équipes, celles de Kathryn S Lilley et de Jeroen Krijgveld, ont
développé des techniques originales appelées respectivement « OOPS » (orthogonal organic
phase separation) (figure 4.B) et « XRNAX » (protein crosslink RNA extraction) (Queiroz et al.,
2019 ; Trendel et al., 2019). Ces techniques reposent sur la propriété de 'acide guanidinium
thiocyanate-phenol chlorofom (AGPC, aussi appelé TRIZOL) a induire une séparation de phase
d’un lysat cellulaire. La phase aqueuse supérieure contient les ARN tandis que la phase
inférieure organique contient les protéines. Les complexes ARN-protéines crosslinkés quant a
eux répondent aux propriétés physico-chimiques des deux groupes et ainsi se retrouvent a
I'interphase entre la phase aqueuse et la phase organique. La purification de l'interphase
permet de récupérer les complexes RBP-ARN, les RBP pourront alors étre identifiées par
spectrométrie de masse ou Western Blot.

Ces techniques ont I'avantage de ne pas exclure les ARN non polyadénylés ; ainsi, a I'heure
actuelle, on estime le nombre de RBP a environ 2 000, ce qui souligne la complexité et la
diversité des interactions ARN-protéines (Corley et al., 2020). De nombreuses études restent
a venir afin de valider ce nombre et de comprendre les différentes interactions des complexes

ARN-protéines.

13



+/- UV Crosslink

X
R,

A

Mv.
~Q

l

Lysis and protein B
quantification

|

L Retention of nucleic acids and

b 2,

Protease
digestion

nucleic acid-protein
complexes in silica matrix.
Non-crosslinked proteins are
washed away.

Organic

Elution of nucleic acids and
cross-linked nucleic acid -
protein complexes

)

Figure 4 : Les méthodes sans exclusion des ARN non polyadénylés.

A. Complexe Capture ( C) d’aprés Asencio et al., 2018. B. orthogonal organic phase separation (OOPS)
d’aprés Queiroz et al., 2019.

2. Approches expérimentales « protéine centrée »

Les approches « protéine centrée » reposent sur des techniques d'immunoprécipitation a
I'aide d’un anticorps spécifique dirigé contre la protéine étudiée. L'immunoprécipitation est
suivie d’une purification et d’'une détection des ARN interagissant avec cette protéine
d’intérét, notamment par séquencage ou par RT-qPCR. Ces techniques font souvent suite aux
techniques a grande échelle détaillées précédemment puisqu’elles servent a valider ces
résultats obtenus.

Une des premiéres techniques utilisées a été le « RIP » (RNA immunoprecipitation). Le
RIP offre la possibilité, dans des conditions natives, d'immunoprécipiter une protéine d’intérét
a l'aide de lavages peu stringents permettant de préserver les complexes ARN-protéines.

Ensuite, une étape de purification par précipitation des ARN suivie d’une préparation de

14



banque est réalisée afin d’envoyer ces ARN au séquencage qui ménera a une identification a
grande échelle. Les ARN identifiés doivent alors étre validés, principalement par RT-gPCR.
Cette étape de validation est assez importante en raison de la possibilité de détecter des
interactions non spécifiques qui se formeraient dans le lysat en solution.

Cette problématique est abolie lorsque le RIP est effectué apres irradiation des cellules
aux UV-C. C’est ce qu’on appelle le CLIP (CrossLink and ImmunoPrecipitation) (figure 5). Cette
approche, développée en 2003 par le groupe de Rober B. Darnell, utilise la capacité des UV-
C 254 nm a créer des pontages covalents entre les protéines et ARN en contact direct (Ule et
al.,, 2003, 2005). Cela permet de faire des lavages tres stringents sans risque de perdre

I'interaction ARN-protéine au contraire du RIP classique.

2 3
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4.\\.
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p RNA 2 ¢ ¢
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Figure 5 : lllustration de la technique de CLIP (crosslinking and immunoprecipitation) d’aprés Ule et al.,
2005

Cette approche de CLIP est couramment utilisée par un grand nombre de laboratoires
étudiant les RBP. Il s’agit d’'une technique assez rapide qui peut apporter plusieurs réponses
suivant l'orientation choisie. Tout d’abord, grace a elle, il est possible de démontrer une
interaction avec 'ARN qu’il soit connu ou non. En effet, aprés crosslink UV-C 254 nm des
cellules in vivo, une lyse cellulaire est faite. Ce lysat cellulaire sera alors soumis a une digestion
partielle a la RNase, puis mis en contact d’un anticorps dirigé contre la protéine d’intérét
préalablement couplé a des billes magnétiques. L'immunoprécipitation est alors réalisée sous
conditions stringentes. Un traitement a la polynucléotide kinase T4 permet le marquage

radioactif au P32 de I'extrémité 5’ des ARN du complexe ARN-protéine immunoprécipité. Ce
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complexe est ensuite élué et déposé sur gel SDS-PAGE en condition dénaturante. Aprés la
migration, un transfert sur membrane nitrocellulose est réalisé, et il est possible de visualiser
le complexe par autoradiographie, mais aussi d’isoler et de purifier ces ARN. Un séquencgage
de ces ARN apres une étape de préparation d’une banque d’ADNc est alors faisable. C’est ce
gu’on appelle « CLIP-Seq ». Par ailleurs, de la méme maniére que pour le RIP-gPCR, si les cibles
ARN sont connues ou en cours d’investigation, il est envisageable de purifier les ARN apres
immunoprécipitation de la protéine d’intérét et de valider la présence, ou absence, des ARN
cibles par RT-qPCR : c’est le CLIP-qPCR. Par conséquent, avec cette technique de CLIP, nous
pouvons valider I'activité de liaison a I’ARN d’une protéine, mais également identifier les ARN
qui interagissent avec cette protéine d’intérét.

Néanmoins, la complexité des étapes de préparation des banques et I'analyse bio-
informatique qui en suit fait de cette technique une approche nécessitant de nombreux
processus d’optimisation. C'est la raison pour laquelle, au cours des années, différents
protocoles basés sur le CLIP original ont été publiés présentant chacun des avantages et
inconvénients : PAR-CLIP, HITS-CLIP, irCLIP, eCLIP, dans le but d’améliorer le crosslink,
d’optimiser la préparation des banques, etc. Ces nouveaux protocoles sont discutés dans la
revue « Advances in CLIP Technologies for Studies of Protein-RNA Interactions » de Flora C.Y.
Lee et Jernej Ule (Lee and Ule, 2018).

Par ailleurs, il est important de souligner que le choix de la technique de CLIP doit étre
conditionné par I'existence d’un bon anticorps dirigé contre la protéine d’intérét. Si ce n’est
pas le cas, il faut mettre en place I'expression d’un transgéne tagué afin de pouvoir réaliser un

CLIP.

B.Les domaines de liaison a I’ARN

La combinaison des différentes approches décrites précédemment a permis la mise en
évidence d’environ 2 000 RBP (Corley et al., 2020). Parmi ces différentes protéines, certaines
possedent des domaines de liaison a I’ARN retrouvés de facon assez semblable, voire
identique, sur plusieurs RBP. Ces domaines sont appelés « domaines canoniques de liaison a
I’ARN ». D’autres domaines, plus rares et découverts récemment, sont quant a eux appelés

« domaines non canoniques de liaison a ’ARN ». Dans cette partie, nous développerons
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guelgues domaines canoniques les plus connus et nous aborderons les domaines de liaison

non canoniques ainsi que les nouveaux modes d’interactions avec I’ARN.

1. Domaines canoniques de liaison a ’ARN

Le domaine RRM « RNA recognition motif »
Ce domaine de liaison a I’ARN est le plus abondant et le plus classique, il est retrouvé

chez un tres grand nombre de RBP (Gerstberger et al., 2014). Chague RRM comporte 90 acides
aminés, dont deux régions sous motifs RNP1 et RNP2 composées de 8 acides aminés ayant la
séquence consensus suivante : (R/K) — G — (F/Y) — (G/A) — (F/Y) — V-X — (F/Y) pour RNP1
et 6 acides aminés pour RNP2 (L/l) — (F/Y) — (V/1) — X — (N/G) — L (Maris et al., 2005). Le
domaine RRM se structure en 4 feuillets B antiparalleles flanqués par deux hélices a. Le
domaine RNP1 constitue le feuillet B3 tandis que le RNP2 constitue le feuillet B1. Grace a cette
structure, le domaine RRM est capable de reconnaitre 4 a 8 nucléotides. Tres souvent, les
protéines possedent plusieurs domaines RRM, ce qui permet d’atteindre une spécificité

d’interaction avec un ARN.

Le domaine KH « K-homology domain »
Le domaine KH est un domaine comportant 70 acides aminés. Il porte ce nom, car il a

été initialement découvert chez la protéine hnRNP-K (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K) dans les années 1990 (Siomi et al., 1993). Deux types de domaines KH
partagent la méme structure centrale Baaf, mais le domaine KH de type | présente en C-
terminal une addition d’un feuillet aff alors que, pour le type Il, cette addition se retrouve en
N-terminal (Valverde et al., 2008). De plus, ce domaine présente un motif de boucle conservé
« GXXG ». Tout cela permet la reconnaissance de 4 nucléotides grace a la structure en poche
que forme ce domaine. Ces interactions se font grace a des liaisons hydrogenes et
électrostatiques. Néanmoins, de ce fait, ce sont des interactions faibles et labiles. C'est
pourquoi, en général, lorsque ce domaine permet l'interaction a I’ARN on le retrouve souvent
en répétitions. C'est cela qui rend possible une synergie d’action et donc une efficacité

d’interaction avec I’ARN.
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Le domaine DEAD-Box « Dead Box Helicases Domain »
Le domaine DEAD-box est retrouvé chez la superfamille des DEAD-box hélicases. Ce

domaine se définit par la présence d’au moins 12 motifs de séquences localisées a des
positions conservées dans la plupart de ces hélicases, et 'un de ces motifs conservés est le
motif d’acides aminés Asp-Glu-Ala-Asp, d’ou le nom DEAD. Ces hélicases jouent un réle central
dans le métabolisme de I’ARN puisqu’elles sont impliquées dans les mécanismes d’initiation
de la traduction, mais aussi dans la machinerie du splicéosome (Linder and Jankowsky, 2011).
Les études structurales montrent que toutes les protéines de la famille DEAD-box
interagissent avec I’ARN suivant un mécanisme trés conservé parmi les différentes especes :
elles entrent en contact direct avec le squelette phosphate de I’ARN (Del Campo and
Lambowitz, 2009).

Il faut noter que ces exemples ne sont pas exhaustifs et qu’il existe d’autres domaines
de liaison a I’ARN conventionnel tels que le domaine ZnF (zinc finger domain), le dsRBD (double
strand break domain), le PAZ domaine (Piwi/Argonaute/Zwille domain), etc.

En outre, ces derniéres années, les techniques a grande échelle d’étude des RBP ont
permis de montrer que certaines interactions ARN-protéines complexes ne nécessitent pas la

présence de domaines RBD conventionnels.

2. Domaines de liaison a ’ARN non conventionnel

En 2012, la moitié des RBP retrouvées dans les études a grande échelle de Hentze et
Landthaler présentait une absence de domaine de liaison a I’ARN conventionnel (figure 6)
(Beckmann et al.,, 2016), ce qui souléeve automatiquement la question: comment

interagissent-elles avec I’ARN ?
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Figure 6 : Pourcentage des différents domaines de liaison a I’ARN retrouvés en RNA-IC d’aprés
Beckmann et al., 2016

Des études de mutagenése suivie de CLIP couplée a un marquage PNK peuvent étre
envisagées afin de déterminer précisément la zone d’interaction avec I’ARN pour ces RBP non
conventionnelles. Ces méthodes de « trial and error » fonctionnent a I’échelle d’une protéine
unique.

En 2014, Katharina Kramer et ses collaborateurs ont développé, chez I’'humain et chez
la levure, une approche a grande échelle permettant la purification et la détection des
peptides crosslinkés a I’ARN par spectrométrie de masse grace au développement de leur
logiciel RNP* (Kramer et al., 2014). En effet, aprés crosslink aux UV-C 254 nm, I'interaction
protéique-ARN est figée. Cela engendre une différence de masse sur les peptides crosslinkés
dd a I’ARN crosslinké. Cette différence de masse est détectée lors de I'analyse des données de
spectrométrie de masse par |'outil informatique RNP¥, ce qui rend possible une localisation

tres précise du site de crosslink (figure 7).
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Figure 7 : Méthode d'identification des peptides crosslinkés réadapté de Hentze et al., 2018 ; Kramer et
al., 2014.
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Régions intrinsequement désordonnées
Ces techniques d’étude des régions crosslinkées (Kramer et al., 2014), ainsi que les

approches similaires plus récentes de RBD-map (Castello et al., 2016), ont démontré que de
nombreuses régions de liaison a I’ARN identifiées sont des régions appelées régions
désordonnées (ou IDR pour intrinsically disordered regions). Une région désordonnée est une
région d’au moins 30 acides aminés peu structurée et donc de conformation plus ou moins
instable. Cela est d a une faible complexité de séquence et a un biais dans la séquence en
acides aminés avec un enrichissement en acide aminé a haut point moléculaire et de faible
hydrophobicité (Uversky, 2019). En effet, les acides aminés suivants promeuvent la formation
de régions désordonnées : sérine, glycine, proline, lysine, arginine, aspartate, glutamate et
tyrosine (Jarvelin et al., 2016 ; Campen et al., 2008 ; Kumari et al., 2015).

Les répétitions d’acides aminés RS pour arginine-sérine (RS repeats), mais aussi
arginine-glycine, appelées également RGG (RG (G) repeats) ainsi que les patchs KH lysine-
arginine (KR basic patch) sont les principales régions désorganisées connues. Il est intéressant
de noter que ces régions désorganisées sont parfois retrouvées associées a des domaines de

liaisons canoniques dans les protéines de liaison conventionnelles (figure 8).
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Figure 8 : Trois classes de régions désordonnées d’apreés Jarvelin et al., 2016.
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Les répétitions RS sont par exemple retrouvées sur les protéines de la famille SR telles
que SRSF1 (Serine And Arginine Rich Splicing Factor 1), facteur d’épissage des ARN pré-
messagers (Long and Caceres, 2009; Shepard and Hertel, 2009). Ces protéines contiennent
des domaines RRM en N-ter et un domaine constitué de répétitions RS en C-ter pouvant
interagir directement avec I’ARN (Jeong, 2017). L'efficacité de I'épissage dépend alors de la
taille du motif RS et de sa phosphorylation. En effet, cela permet un changement de
conformation d’une structure désordonnée a une poche en arche qui influe sur I'efficacité de
la liaison a I’ARN. On retrouve également des séquences RS répétées chez les protéines virales,
telles que la nucléocapside du coronavirus (SARS-CoV). Cette protéine utilise sa région
désordonnée riche en répétitions RS en collaboration avec ses autres domaines de liaison a
I’ARN afin de recruter I’ARN viral et de former des virions (Chang et al., 2009).

La répétions RG(G), appelée aussi RGG box ou GAR, est un motif retrouvé
fréquemment dans les RBP dont les propriétés de liaison a I’ARN sont peu définies; il
semblerait que ce soit un motif dont I'affinité de liaison est dépendante de la séquence et de
la structure de I’ARN lié. Par exemple, la protéine FMRP (fragile X mental retardation protein)
interagit avec sa cible ARN scl par l'intermédiaire de son domaine RGG qui reconnaitra
particulierement la structure en G-quadruplex de I’ARN cible (Phan et al., 2011). Cette affinité
particuliére permet la formation d’une interaction par reconnaissance de structure et non
d’une séquence particuliere.

Les segments K/R, quant a eux, sont constitués de 4 a 8 lysines ou parfois arginines,
formant une interface fortement positive. Sur les RBP, ces patchs K/R sont retrouvés a diverses
et multiples positions et forment des ilots flanquant souvent les domaines globulaires (Jarvelin
et al.,, 2016). Cela suggere une coopération fonctionnelle entre les régions formant des
structures organisées et les régions intrinsequement désordonnées. Par exemple, la région C-
ter de la protéine SDA1 (severe depolymerization of actin protein 1) est constituée de 45 acides
aminés dont 15 lysines. Des études in vivo ont montré que son efficacité de liaison a ’ARN
était aussi forte que celle des régions RRM (Strein et al., 2014). Le mécanisme d’interaction
des segments K/R reste cependant encore assez flou (Castello et al., 2012).

Ces domaines intrinsequement désordonnés se distinguent particulierement par leur
interaction a ’ARN malléable contrairement aux domaines de liaison a I’ARN classiques qui

font souvent appel a une séquence spécifique.
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Autres domaines de liaison a I’ARN non classiques
Les techniques d’étude des régions crosslinkées (Kramer et al., 2014), ainsi que les

approches similaires plus récentes de RBD-map (Castello et al., 2016), ont également permis
de mettre en évidence une représentation assez importante de quelques domaines de liaisons
a I’ARN non classiques qui restent a ce jour encore peu étudiés, tels que le domaine YTH
(YT521-B homology) (Zhang et al., 2010), ou le domaine SM (Achsel et al., 2001) ou encore le
domaine WD40. Ce dernier est par exemple retrouvé dans la protéine Gemin5 et permet son
interaction avec I’ARN (Lau et al., 2009).

De plus, environ la moitié de I'interactome de I'étude de Hentze montre une absence de
RBD connus (Castello et al., 2012) (figure 6). Cela souligne les challenges futurs pour essayer
de comprendre ce que sont ces domaines non classiques, mais aussi le réle de ces RBP non

conventionnelles.

C.RBP et cancer

Les RBP jouent un role majeur dans les différents processus cellulaires de la vie des ARN
tels que la transcription, le splicing, la stabilité, le transport, la traduction ou encore la
dégradation. Compte tenu de leur importance, il n’est pas surprenant de voir que des
mutations ou une altération de I'’expression des RBP peuvent mener a diverses maladies dont,
plus particulierement, les cancers.

Des études récentes montrent qu’une expression aberrante, un changement de
localisation ou encore des modifications post traductionnelles des RBP peuvent contribuer a
une tumorigenése, non seulement en augmentant I’expression d’oncogéenes, mais également
en diminuant I'expression des genes suppresseurs de tumeur (Mohibi et al., 2019). Par
ailleurs, les RBP sont également capables de moduler de nombreux processus favorisant la
progression tumorale (les hallmarks of cancer) telle que la prolifération, I’échappement a la
mort cellulaire, I'invasion, la migration et I'angiogenése. Dans cette partie, seront développés
guelgues mécanismes moléculaires expliquant les différentes actions des RBP dans les

cancers.
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1. L’épissage alternatif

L’épissage alternatif est un mécanisme vital contribuant a la diversité protéique. Les
protéines hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) et SR sont les principaux acteurs
et régulateurs de I'épissage.

Ces RBP sont fréqguemment retrouvées mutées et exprimées de facon aberrante dans de
nombreux cancers, suggérant que leur fonction de facteur d’épissage a un role
particulierement important dans la progression tumorale et dans la résistance aux traitements
anticancéreux (Qin et al., 2020).

Tres récemment, notre équipe a montré que ZRANB2 (Zinc Finger RANBP2-Type
Containing 2) et SYF2 (Pre-mRNA-splicing factor SYF2), facteurs d’épissage, entrainent un
épissage alternatif de 'ARN ECT2 (Epithelial Cell Transforming 2), et générent un variant
d’ARN qui inclut I'exon 5. Ce variant d’épissage joue un role dans la résistance a la
doxorubicine dans les cancers du sein. Déplété spécifiquement, cet isoforme réduit la

résistance a la doxorubicine dans des tumeurs de souris xénographes (Tanaka et al., 2020).

2. Polyadénylation alternative (APA)

Les RBP sont en charge du processus d’addition de la queue poly A de la plupart des ARNm
en position 3’. Cette queue poly-A joue un réle important dans la stabilité des transcrits, mais
aussi dans leur diversité. En effet, de facon similaire a I'épissage alternatif, la polyadénylation
alternative permet a un géne de coder pour plusieurs transcrits qui différent alors au niveau
de leur séquence codante ou de leur 3’UTR (untranslated region). Tout cela peut avoir une
conséquence au niveau de la fonction de la protéine, mais également sur 'ARNm et sa
stabilité, localisation, efficacité de traduction, etc.

Il a été montré que la taille du 3’UTR des ARNm des cellules cancéreuses est plus petite
que celle des cellules normales (Mayr and Bartel, 2009). Cela s’explique par I’APA, et aussi par
le fait que le 3’UTR constitue une zone majeure de régulation négative de I’ARN. L’APA
permettrait d’augmenter la production des protéines d’un facteur 10 chez les cellules
cancéreuses (Mayr and Bartel, 2009), ce qui entrainerait une prolifération plus rapide. Par
conséquent, les RBP telles que la protéine CPEB1 (cytoplasmic polyadenylation element
binding 1) peuvent coordonner la polyadénylation de certains transcrits spécifiques a la

prolifération et a la tumorigenése (Bava et al., 2013). Un autre exemple est la protéine CEPB4
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(cytoplasmic polyadenylation element-binding protein 4) qui, quant a elle, contréle la
polyadénylation spécifique de génes impliqués dans le mélanome, MITF (microphtalmia-
associated transcription factor) et RAB27A (Ras-related protein Rab-27A), en améliorant leur
efficacité de transcription. Ces génes sont parties prenantes de la prolifération cellulaire

(Pérez-Guijarro et al., 2016).

3. Stabilité des ARNm

Comme détaillée ci-dessus, la région 3'UTR est un élément important de la stabilité des
transcrits, et plus particulierement les éléments riches en AU (ARE) que I'on retrouve chez
certains transcrits, impliqués dans le cycle cellulaire, I'inflammation et la carcinogenese
(Benjamin and Moroni, 2007). Ces éléments sont déterminants dans la prise en charge de la
dégradation de I’ARNm par les RBP. Dans les cancers, HuR (human antigen R) est retrouvée
surexprimée et permet la stabilisation de nombreux transcrits au niveau de leur ARE. Ces
transcrits CCNA1 (Cyclin-A1), CCNB1 (Cyclin-B1), entre autres, sont impliqués dans le cycle
cellulaire et contribuent a une optimisation de la prolifération des cellules cancéreuses

(Pereira et al., 2017).

4. lLocalisation subcellulaire

Les RBP sont également reconnues pour leur rble important dans la localisation
subcellulaire des ARN. En effet, elles sont responsables de leur transport d’un compartiment
cellulaire a un autre.

La protéine IMP1 (IGF2 mRNA-binding protein 1), par exemple, est une protéine qui
reconnait le 3’UTR de ’ARNm B-actine et qui contréle le transport et sa traduction dans les
cellules polarisées, les fibroblastes. Dans des conditions normales, IMP1 s’associe avec ’TARNm
B-actine dans le noyau et I'exporte dans le cytoplasme. Ce complexe ribonucléoprotéique se
lie alors a la myosine pour étre exporté en périphérie de la cellule, 1a ou les besoins en actine
sont importants pour la migration. En arrivant a destination pres de la membrane cellulaire,
IMP1 est phosphorylée par une kinase SRC, ce qui entraine sa dissociation du complexe,
activant alors la traduction de transcrit. Dans de nombreux cancers métastatiques, IMP1 est

retrouvée sous-exprimée ce qui permet a la cellule de migrer plus facilement, I'inhibition de
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la RBP IMP1 étant responsable d’une diminution de I'adhésion cellulaire, et favorise I'invasion

et les métastases (Gu et al., 2012).

5. Traduction

La traduction comporte trois étapes : l'initiation, I’élongation et la terminaison. Plusieurs
études ont montré que dans 30 % des tumeurs humaines, I'expression de eiF3E (Eukaryotic
Translation Initiation Factor 3 Subunit E) est dérégulée (Pisera et al., 2018). EiF4E est un
facteur d’initiation de la traduction faisant partie du complexe eiF4F qui régule I'initiation de
la traduction.

Ces dernieéres années, notre équipe a pu mettre en évidence l'importance du
complexe eiF4F dans la résistance aux thérapies ciblées du mélanome cutané métastatique,
mais également aux immunothérapies (Boussemart et al., 2014; Cerezo et al., 2018).

Dans les tumeurs BRAF mutées, les thérapies ciblées anti-BRAF et anti-MEK ont pour but
de stopper I'activation de la voie MAPK hyperactivée. Néanmoins, la machinerie d’initiation
de la traduction eiF4F persiste lors des traitements anti-BRAF et anti-MEK ce qui permet de
contourner les effets des traitements et d’activer les mécanismes de résistance en entrainant
une réactivation de la voie MAPK. Cela montre qu’il est important d’envisager des thérapies
ciblant a la fois BRAF et MEK, mais aussi le complexe eiF4F afin de surmonter cette résistance

(Malka-Mahieu et al., 2016, 2017).

6. Dommages a ’ADN

Récemment, de nombreuses études ont montré que les RBP sont impliquées dans la
réparation aux dommages de I’ADN (Dutertre and Vagner, 2017). Une étude a mis en évidence
que la protéine HuR est capable de stabiliser ’ARNm PARG (poly (ADP-ribose) glycohydrolase),
ce qui contribue a sa surexpression et ainsi régule la dynamique d’interaction entre PARP1
(Poly [ADP-ribose] polymerase 1) et la chromatine. Cela permet une réparation de I’ADN plus
efficace, cependant cela entraine aussi une résistance aux inhibiteurs de PARP (Chand et al.,
2017). Ces derniers sont utilisés en complément des chimiothérapies dans le but d’inhiber la

réparation de I’ADN et ainsi inhiber la prolifération cellulaire des tumeurs.
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Les mécanismes décrits démontrent le role important des RBP sur les ARNm dans les
cancers. De plus en plus d’études soulévent I'importance des interactions des RBP avec les

longs ARN non codants dans les cancers (Jonas et al., 2020).

Il. Les longs ARN non codants

Ces derniéres années, de nombreuses études ont souligné I'importance des longs ARN non
codants (IncARN) dans les cancers et la signalisation oncogénique (Fang and Fullwood, 2016;
Sanchez Calle et al., 2018; Wang et al., 2017b). Les IncARN sont généralement définis comme
des ARN de plus de 200 nucléotides et ne codant pas pour une protéine (Ponting et al., 2009).
En effet, on ne retrouve pas d’ORF apparente chez ces longs ARN non codants. Comme les
ARN messagers, ils sont transcrits par I’ ARN polymérase I (il existe néanmoins des exceptions
avec des IncARN transcrits par I'ARN polymérase lll). lls ont une coiffe en 5, peuvent
également parfois étre polyadénylés et subir des phénomeénes d’épissage. On les retrouve
exprimés dans le noyau, le cytoplasme et dans la mitochondrie. La séquence des IncARN est
généralement faiblement conservée a travers les especes (Necsulea et al., 2014) ; de plus dans
une méme espece leur expression est souvent faible et tissus spécifique (Connerty et al.,

2020).

De nombreux types de classification des ARN non codants existent, ces classifications
étant régulierement mises a jour et développées au fur et a mesure des découvertes récentes.
Il existe cependant des classifications assez conventionnelles (localisation, structure,
mécanisme d’action, motif de liaison aux protéines). Selon leur localisation sur le génome, par
exemple, les IncARN peuvent étre divisés en deux groupes :

- IncARN intergéniques : situés entre les genes, ces IncCARN sont généralement appelés

LincARN.

- IncARN intragéniques : situés sur les génes, ces IncARN peuvent également étre classés

en sous-groupes selon leur orientation sur le géne qu’ils chevauchent : sens, antisens,

bidirectionnel (ou divergent).

Au départ considérés comme non fonctionnels, voire comme du « bruit de fond

transcriptionnel », les IncARN montrent aujourd’hui qu’ils sont d'importants régulateurs dans
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I'expression des genes, mais également dans divers processus cellulaires, tels que la
prolifération, I'apoptose, le métabolisme, ainsi que dans les événements de tumorigenése

(Wang et al., 2017b).

Dans cette partie seront abordés les fonctions et mécanismes d’action des longs ARN non

codants ainsi que leur réle dans les cancers et les voies de signalisation oncogéniques.

A.Fonctions et mécanismes d’action des IncCARN

Afin de réguler les différents processus cellulaires, les longs ARN non codants peuvent
interagir avec la chromatine, avec des protéines, mais également avec d’autres ARN (figure 9)

(Guttman and Rinn, 2012; Schmitt and Chang, 2016).
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Figure 9 : Mécanismes d'interactions des longs ARN non codants d’aprés Schmitt and Chang, 2016

1. Interactions avec la chromatine

Les études explorant I’expression des IncARN dévoilent une expression la plupart du temps
faible et/ou tissu-spécifique (Jiang et al., 2016). Souvent en réponse a un stimulus cellulaire,
tel qu’un stress, I'expression d’un IncARN est activée. Cela suggere une importante régulation
transcriptionnelle. Cet aspect est particulierement intéressant puisque c’est cela qui permet
au IncARN d’agir en tant que signal moléculaire et donc de réguler finement I'expression des
genes cibles. D’ailleurs, il a été montré que I'état de la chromatine pouvait étre régulée grace
aux IncARN nucléaires (Wang and Chang, 2011). Ces derniers peuvent en effet controler
I’architecture de la chromatine; I'un des exemples les plus connus est le IncARN XIST (X

Inactive Specific Transcrit) qui, afin d’inactiver un des chromosomes X, va se positionner sur

27



ce chromosome. Cela va enclencher le recrutement de la machinerie ribonucléoprotéique
répresseur de la transcription ou des méthyles transférases vont venir apposer la
marque H3K27 sur les histones, inhibant ainsi la transcription des génes situés sur ce

chromosome X a inactiver (Brown et al., 1991).

2. Interactions avec ’ARN

Les IncARN, en plus de réguler I'état de la chromatine, ce qui permet en aval la modulation
de la transcription, sont également capables d’interagir avec les ARN pour réguler leur activité,
leur stabilité, leur épissage ou encore leur traduction.

Le IncARN Staufen-1, par exemple, permet de réguler un set d’ARNm et d’induire leur
dégradation en interagissant avec leur région 3’UTR : il se forme alors une tige entre I’ARN et
un élément ALU du IncARN (Gong and Maquat, 2011).

Par ailleurs, les IncARN peuvent par exemple interagir avec des mi-ARN en agissant comme
des éponges a mi-ARN par compétition endogene. Ces derniers sont en effet séquestrés et ne
peuvent donc plus agir sur leur cible. C'est un mécanisme qui permet de réguler leur activité.
C'est le cas du pseudogéne PTENP1 (phosphatase and tensin homolog pseudogene 1),
considéré jusqu’en 2010 (Poliseno et al., 2010) comme biologiquement inactif, lorsque le
groupe de Pandolfi a montré que la région 3’UTR de I’ARN de PTENP1 pouvait interagir avec
un set de mi-ARN connus pour réprimer I'expression de I’ARNm PTEN et ainsi de la protéine
répresseur de tumeur PTEN. Ce mécanisme suggére, de facon assez intéressante, la possibilité

de régulation par le 3’UTR des ARNm ou des pseudogénes (Song et al., 2011).

3. Interactions avec des protéines

Les IncARN peuvent aussi agir en tant que guide, et ainsi interagir et diriger des complexes
ribonucléoprotéiques vers leur cible spécifique ou un locus particulier de la chromatine par
exemple (Wang et al., 2017a). Cela permet une régulation trés fine de I’expression des génes
en fonction des stimuli cellulaires.

Les IncARN sont également capables d’agir en tant qu’échafaudage moléculaire ou encore
scaffold. En se liant a plusieurs protéines, ils engendrent ainsi la formation d’'un complexe

protéique. L'exemple le plus connu est I'exemple de I’ARN HOTAIR (HOX Transcript Antisense
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RNA) capable de se lier a une méthylase et a une déméthylase, ce qui permet la formation
d’un complexe ribonucléoprotéique capable de réguler I'état de la chromatine (Tsai et al.,
2010). Il est a noter que ce réle de scaffold peut étre particulierement intéressant pour
regrouper des protéines dans un méme espace cellulaire.

De plus, les IncARN sont également capables de guider les protéines dans un espace
cellulaire donné. C'est le cas, par exemple, de I’ARN Apela (Apelin receptor early endogenous
ligand) qui, en réponse a un dommage, va se lier a hnRNPL (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L), inhibant la capacité de ce dernier a lier p53. La protéine p53 va alors
pouvoir entrer dans la mitochondrie et induire I'apoptose (Li et al 2015).

Pour finir, les IncARN peuvent aussi moduler I'activité d’une protéine et ainsi avoir un réle
sur '"homéostasie cellulaire. En interagissant avec des protéines régulatrices, les IncARN
peuvent empécher ces protéines d’accomplir leur réle. De la méme maniére que pour les mi-
ARN, les IncARN peuvent alors jouer le réle de leurre a protéines. Les facteurs de transcription
ainsi que les facteurs modificateurs de la chromatine sont particulierement sujets a ce type
de régulation. A I'inverse, les IncARN sont aussi capables d’interagir avec des domaines clés
d’'une protéine, et cela en affectera sa fonction. Par exemple, en masquant son site
d’ubiquitination, un IncARN peut stabiliser une protéine et elle pourra alors s’accumuler
(Zhang et al., 2015). Donc en interagissant avec une protéine, un IncARN peut en changer sa

fonction : soit I'inhiber, soit au contraire augmenter son activité (Gong et al., 2015).

En interagissant avec des protéines, les IncARN sont donc capables de moduler la fonction
de la protéine, de réguler des interactions protéine-protéine, mais également de diriger la
localisation d’une protéine dans un espace cellulaire particulier.

Le mode d’action des IncARN est donc trés divers, il est rendu possible par leur séquence
nucléotidique, mais aussi leur habilité a former des structures secondaires particulieres, ce
qui permet des diversités d’interactions.

Ces différentes interactions ont donc soulevé cinqg réles principaux pour les IncARN :

signal moléculaire,

- leurre (decoy),

- guide,

-« scdffold » ou plateforme, échafaudage moléculaire,

- régulateur de I'activité protéique.
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De plus, il estimportant de souligner que les IncARN ne sont pas restreints a ces réles. En effet,
les connaissances sur les fonctions des IncARN sont encore récentes et de plus en plus

d’études mettent en évidence de nouveaux roles.

B.LncARN et cancer

De par leurs interactions variées, il n’est pas surprenant de constater que les IncARN sont
impliqués dans divers processus liés au développement cancéreux tels que la prolifération
cellulaire ou encore I'apoptose.

D’ailleurs, les premieres études de séquencage a haut débit concernant leur implication
dans les cancers ont montré une dérégulation de I'expression de certains IncARN dans certains
types de cancers par rapport au tissu sain. lls peuvent méme agir en tant que potentiels
suppresseurs de tumeurs ou oncogenes et ainsi étre utilisés en tant que biomarqueurs
(Gesualdo et al., 2014; Haemmerle and Gutschner, 2015; Kitagawa et al., 2012; Shi et al.,
2013). Il existe de nombreux exemples de IncARN impliqués dans tous les types de cancer.
C’est d’ailleurs dans ce contexte qu’ils ont été le plus décrits, bien que de nombreuses
interrogations subsistent. Les IncARN sont en effet impliqués dans tous les processus reliés
aux cancers, les fameuses hallmarks of cancer décrites par Hanahan et Weinberg en 2000 et

2011 (figure 10).
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Figure 10 : Les Hallmarks of Cancer d’aprés Hanahan and Weinberg, 2011

Dans cette partie seront détaillés quelques exemples d’implication des IncARN pour

chaque hallmark.
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1. Insensibilités aux signaux inhibiteurs de croissance

Cette particularité permet aux cellules cancéreuses de maintenir un niveau assez élevé de
croissance. Cela peut se faire par I'inhibition des suppresseurs de tumeur par exemple. ANRIL
(antisens noncoding RNA in the INK4 locus) est un IncARN reconnu pour étre dérégulé dans de
nombreux cancers. |l est responsable de I'inhibition de I’expression de la protéine suppresseur
de tumeur p15 (INK4B) puisque ANRIL interagit avec SUZ12, une sous-unité du complexe de
répression PRC2, ce qui permet de recruter le complexe de répression de p15 (Kotake et al.,
2011). Ce IncARN agit alors comme un oncogéne.

Alopposé, il existe des IncARN se comportant comme des suppresseurs de tumeurs, c’est
le cas de GASS5 (growth arrest-specific 5). Ce IncARN est capable d’inhiber la réponse aux
glucocorticoides et arréte la croissance des cellules, les rendant alors sensibles a I'apoptose

(Kino et al., 2010 ; Mourtada-Maarabouni et al., 2009).

2. Déréqgulation du métabolisme énergétique

Le glucose est une des premiéeres sources d’énergie pour la cellule. C'est ce qui permet la
croissance et la prolifération grace a la production d’ATP. La transformation de glucose en ATP
se fait par l'intermédiaire du métabolisme énergétique. En comparaison avec des cellules
normales, les cellules cancéreuses présentent des caractéristiques distinctes concernant leur
métabolisme énergétique telles qu’une absorption excessive de glucose, une dépendance
plus importance a la glycolyse aérobie et une modification du métabolisme des lipides
(Pavlova and Thompson, 2016). Ces derniéres années, il a été démontré que les IncARN
peuvent moduler le métabolisme du glucose dans les cellules cancéreuses grace a des facteurs
de transcription régulant I'expression de genes impliqués dans la glycolyse tel que HIF-1
(hypoxia-inducible factor 1), ce qui facilite le processus glycolytique. Par exemple, le
IncARN p21 est fortement induit par I'"hypoxie et améliore la glycolyse de maniére HIF1-a
dépendante. En effet, le IncARN p21 stabilise HIF-1 en atténuant son ubiquitination et donc
sa dégradation (Yang et al., 2014). D’autres mécanismes par lesquels les IncARN peuvent jouer
un réle sur le métabolisme ont également été décrits: augmentation de I'expression
d’enzyme spécifique du métabolisme (IncARN IGFBP4-1 pour insulin-like growth factor binding

protein 4—-1 IncRNA) (Yang et al., 2017), interaction avec des facteurs régulant ’homéostasie
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mitochondriale et le métabolisme (SAMMSON pour survival associated mitochondrial

melanoma specific oncogenic non-coding RNA) (Leucci et al., 2016).

3. Echappement a la destruction par le systéme immunitaire

La défense immunitaire est un mécanisme de protection envers les cellules anormales ou
du non-soi, qui peuvent alors étre reconnues et éliminées. Cependant, les cellules cancéreuses
se sont adaptées et ont mis en place des mécanismes leur permettant d’échapper a la
reconnaissance par le systeme immunitaire. Récemment, des études ont mis en évidence
I'implication des IncARN dans ce phénomene. Le Inc-EGFR (Inc-epidermal growth factor
receptor) est retrouvé surexprimé dans des lymphocytes T régulateurs: cela est corrélé
positivement a la taille de la tumeur et la voie EGFR/Foxp3 et négativement a I'expression de
I'interféron y. Ce IncARN stimule en effet la différenciation de ces lymphocytes T et supprime
la cytotoxicité médiée par le complément, ce qui favorise I'évasion immunitaire des cellules
de carcinomes hépatocellulaires (Jiang et al., 2017).

D’autres IncARN, tels que le IncARN IL7R (interleukin-7 receptor) ou le IncARN TMEVPG1
ont quant a eux été décrits comme étant localisés a proximité des génes de cytokines, agissant
sur les facteurs de transcription par régulation épigénétique et inhibant ainsi la réponse

inflammatoire (Collier et al., 2012 ; Cui et al., 2014 ; Mowel et al., 2018 ; Vigneau et al., 2003).

4. Immortalité réplicative

Les cellules cancéreuses sont capables de se diviser de facon presque illimitée. Cela est
principalement expliqué par le maintien des télomeres qui empéche la sénescence, grace a
I'activité de la télomérase.

La télomérase est une enzyme composée de deux sous-unités : TERC (telomerase RNA
component), un ARN non codant et TERT (telomerase reverse transcriptase), la reverse
transcriptase. TERC sert de matrice a TERT, ce qui permet de maintenir la taille des télomeres.
Une amplification de I'activité de TERC est remarquée dans plusieurs cancers, dont le
carcinome cervical et la leucémie (Andersson et al., 2006 ; Nowak et al., 2006). Par ailleurs,
des études ont démontré que des IncARN peuvent étre transcrits a partir des régions

télomériques et subtélomériques des télomeéres, ils sont appelés IncARN TERRA (telomere
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repeat-containing RNA). lls sont capables d’interagir avec la télomérase, ce qui inhibe sa
fonction. lls agissent par compétition avec ’ADN des télomeéres (Redon et al., 2010). Il a été
montré que l'activité télomérase et I'immortalité réplicative semblent dépendantes de
I'inhibition de ces IncARN (Ng et al., 2009). Cependant, les mécanismes concernant cette
inhibition restent encore peu compris. il est néanmoins intéressant de constater que ces
IncARN TERRA sont retrouvés faiblement exprimés dans les cellules cancéreuses telles que la
lignée Hela, alors qu’ils sont fortement exprimés dans les tissus sains ayant peu d’activité

télomérase (Azzalin et al., 2007; Schoeftner and Blasco, 2008).

5. Viabilité

L'apoptose, appelée aussi mort cellulaire contrélée, est un mécanisme clé de la vie
cellulaire. Les cellules cancéreuses sont capables d’échapper a ce phénomeéne et peuvent ainsi
proliférer. Elles sont qualifiées d'immortelles. Les IncARN peuvent étre impliqués dans ce
processus. Le IncARN PANDA (p21 associated ncRNA in DNA damage activated) est, par
exemple, capable de bloquer I'apoptose a travers son interaction avec le facteur de
transcription NF-YA (Nuclear transcription factor Y subunit alpha), ce qui limite I'expression de
génes proapoptotiques (Hung et al., 2011). A I'inverse, le lincARN p21, quant a lui, sert de
répresseur impliqué dans la réponse transcriptionnelle a p53 (Huarte et al., 2010). Quand le
lincARN p21 se lie a la protéine hnRNPK (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K), un
complexe ribonucléoprotéique capable de réprimer I'expression des genes se forme et

entraine I'activation de la voie de I'apoptose dirigée par p53.

6. Angiogeneéese

L'angiogenese est une condition préalable a I'apparition de métastases. Elle se déroule
dans le microenvironnement tumoral et est dirige par de nombreuses interactions
complexes faisant intervenir des facteurs proangiogéniques (VEGF/VEGFR (vascular
endothelial growth factor/ receptor), facteur de croissance dérivé des plaquettes
PDGF/PDGFR (platelet derived growth factor/receptor)) et anti-angiogéniques
(thrombospondine TSP-1/2). Il a été rapporté que certains IncARN pouvaient participer a

I’'angiogenése tumorale (Khorshidi et al., 2016). Par exemple, les cellules déficientes en IncARN
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MALAT1 (metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1) présenteraient une
prolifération vasculaire et une réactivité au facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF) réduites, entrainant une réduction du réseau vasculaire, par rapport a celui des cellules
de rétine de souris de type sauvage (Michalik et al., 2014).

Outre I'angiogenése, I'activation de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un
moyen vital pour les cellules d’augmenter leur capacité d’invasion. Certains IncARN ont été
décrits comme pouvant promouvoir cette transition. C'est le cas de ’ARN HULC (highly up-
regulated in liver cancer) qui peut moduler le domaine doigt de zinc du facteur ZEB (E-box
binding homeobox), ce qui permet sa liaison au promoteur de la E-cadhérine et réprime ainsi
sa transcription. La perte de l'expression de la E-cadhérine est considérée comme un

événement fondamental favorisant le passage de 'EMT (Li et al., 2016a).

7. Migration — invasion et métastase

De multiples études ont démontré l'implication de nombreux IncARN dans les
phénoménes cellulaires d’invasion de métastatases (Flockhart et al., 2012 ; Hu et al., 2015).

Dans le contexte du mélanome, I'équipe de Paul A Khavari a montré, en 2012, que le
IncARN BANCR (BRAF-Activated Non-Protein Coding RNA) est retrouvé surexprimé et a une
fonction potentielle sur la migration. En effet, une déplétion de BANCR permet de réduire la
migration des cellules de mélanome.

Le IncARN NKILA (Nuclear Factor-kB Interacting IncRNA), quant a lui, se lie directement
avec le complexe NF-kB p65-1kB pour bloquer la phosphorylation d’IKB (inhibitor of nuclear
factor kB). Cela entraine une diminution de I'activation de la voie NF- kB, responsable de
I'inflammation dans les cellules épithéliales du cancer du sein. Il agit alors comme un
suppresseur de tumeur et un biomarqueur puisque des une expression relativement faible de
NKILA dans les cancers du sein est synonyme de mauvais pronostics, puisque lié a un

développement de métastases (Liu et al., 2015).

8. Prolifération — Autosuffisance en signaux de croissance

Les cellules normales sont sous le contréle des voies de signalisation, ce qui permet de

réguler leur division et leur prolifération. Les cellules cancéreuses ont quant a elles trouvé le
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moyen d’échapper a ces mécanismes de contréle du cycle cellulaire en dérégulant les voies
de signalisation.

Un grand nombre de IncARN démontrent, des caractéristiques pro-oncogéniques
permettant la prolifération, et, une surexpression dans certains cancers. Par sa capacité a
méthyler certaines histones, HOTAIR par exemple, est capable d’inhiber I'expression de
nombreux oncosuppresseurs (Nie et al., 2013; Yang et al.,, 2011). Sa surexpression est
associée a un mauvais pronostic dans de nombreux cancers, potentiellement par son activité
oncogénique (Slack and Chinnaiyan, 2019). D’autre part, MALAT1 agit en tant qu’oncogene
dans de nombreux cancers en induisant la migration, la prolifération et I'invasion (Wu et al.,
2014 ; Zhou et al., 2015).

A linverse, quelques IncARN démontrent des caractéristiques oncosuppressives et se
retrouvent sous exprimés dans certains cancers. C’'est le cas des linc p21, GAS5 (détaillés plus
haut) et de MEG3 (maternally expressed gene 3). Ce dernier est capable d’interagir avec p53,
ce qui a pour effet de stabiliser cette protéine. De plus, il est également capable de réprimer
I’expression de la protéine MDM2 (mouse double minute 2 homolog) qui est impliquée dans
la dégradation de p53 par le protéasome. Ces deux mécanismes convergent vers une
augmentation de l'activité de p53, et ainsi une inhibition de la prolifération et une

augmentation de I'apoptose dans les cancers du poumon (Lu et al., 2013).

Tous les différents exemples décrits ainsi que la figure 11 démontrent I'importance des
IncARN dans les hallmarks of cancer. Cela reste assez récent, et il est fort probable que la liste
des IncARN impliqués dans les différents processus des hallmarks of cancer ne fasse que

s’allonger.
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Figure 11 : Sélection d'exemples de IncARN impliqués dans les hallmarks of cancer d‘aprés Schmitt and
Chang, 2016.

Par ailleurs, il est intéressant de constater que des études récentes suggerent un role
important et complexe des IncARN dans ces processus de prolifération par I'intermédiaire des

voies de signalisation.

C.Le scaffolding des IncARN dans les voies de
signalisation oncogénique

Par leurs différents roles dans la progression tumorale, les IncARN agissent comme des
médiateurs clés dans les voies de signalisation oncogénique. lls se retrouvent impliqués dans
I’activation de nombreuses voies oncogéniques.

Comme abordé précédemment, dans les différents hallmarks of cancer, grace a leurs
diverses interactions (ARN, protéine, ADN), les IncARN sont capables d’agir de différentes
maniéres sur les voies de signalisation. Cela est rendu possible principalement par leur réle de

signalement moléculaire, de guide, ou encore de modulateur de I’activité protéique. En 2018,
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une étude a révélé que leur réle de scaffold semble plus important que ce qu’on pensait
(Ribeiro et al., 2018).

Toutes les voies de signalisation ont un mécanisme assez similaire. En réponse a un
stimulus externe ou interne, la voie de signalisation s’active. Cela déclenche alors une cascade
de phosphorylation et d’interactions protéine-protéine pour transmettre le signal de la
membrane jusqu’au noyau. C’'est ce qu’on appelle la transduction du signal.

Diverses études récentes ont montré le role de scaffold des IncARN dans ces voies de
signalisation (voir revue en annexe). En jouant le réle de scaffold, les IncARN peuvent médier
les interactions protéine-protéine de ces voies et ainsi réguler la transduction du signal.

Les IncARN ont été décrits comme pouvant agir comme scaffold a chaque étape des voies
de signalisation de la détection du signal, en passant par la transduction de ce signal, et pour
finir a la réponse cellulaire. Ici seront détaillés quelques exemples illustrant leur réle dans

chacune des étapes de la voie de signalisation.

1. Réle des IncARN dans la détection du signal

Assez récemment, quelques études ont commencé a souligner I'importance des IncARN
dans I'activation des voies de signalisation. En 2016, Aifu Lin et ses collaborateurs ont identifié
un IncARN cytoplasmique LINK-A (long intergenic non-coding RNA for kinase activation) jouant
un réle dans la prolifération induite par la voie de signalisation HIF1 a dépendante (figure 12)
(Lin et al., 2016). LINK-A agit en tant que scaffold et forme alors un complexe entre les
protéines BRK (breast tumor kinase) et LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2). Lorsque la voie
de signalisation est activée par fixation de HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor)
sur un récepteur transmembranaire, LINK-A est requis pour recruter le complexe pres de ce
récepteur. BRK et LRRK2 sont alors capables de phosphoryler HIFla, ce qui déclenche
I'activation séquentielle de la voie. L'expression importante de LINK-A, ainsi qu’une
suractivation de la voie de signalisation, sont retrouvés dans les cancers du sein triple négatif

et sont corrélés avec une augmentation de la glycolyse et de la tumorigenese.
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Figure 12 : LINK-A joue un réle dans la prolifération induite par la voie de signalisation HIF1 o
dépendante d’aprés (Lin et al., 2016).

En 2017, un réle similaire pour LINK-A de scaffolding et de recrutement a la membrane a
été décrit par Lin et ses collaborateurs dans le cadre de la voie de signalisation AKT-mTOR (Lin
et al., 2017). La liaison de LINK-A avec AKT (protein kinase B) et PIP3 (Phosphatidylinositol-3,
4,5 — trisphosphate) permet de faciliter leur interaction et les activations enzymatiques qui
s’en suivent. Cette hyperactivation médiée par LINK-A est responsable de résistance face aux
inhibiteurs anti-AKT utilisés dans certains cancers. Des délétions génomiques du motif de
liaison LinkA-PIP3 sensibilisent de fagon spectaculaire les cellules de cancer du sein aux anti-
AKT.

D’autres IncARN tels que LINC00673-v4 (Guan et al., 2019), IncARN-MUF ou encore HEXIM
et NEAT1 (nuclear paraspeckle assembly transcript 1) (Morchikh et al., 2017) sont également

capables d’agir sur les premiéres étapes de 'activation de voies de signalisation oncogénique.

2. Réle des IncARN dans la transduction du signal

Les IncARN ont également été montrés comme acteurs de la transduction du signal, car ils
servent de scaffold régulateurs des interactions protéiques.

Dans le cancer du sein triple négatif, il a été démontré que le IncARN PVT1 (plasmacytoma
variant translocation 1) peut agir comme un scaffold dans le cytosol en liant directement la
protéine KLF5 (Kruppel Like Factor 5) a deux sites et en augmentant la stabilité de la protéine

BAP1 (BRCA1 associated protein 1), ce qui entraine une surexpression de la B-caténine (Tang
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et al., 2018). Les auteurs démontrent que cette régulation de la signalisation de la B-caténine
par I'ARN PVT1 est particulierement critique pour la croissance des tumeurs et la prolifération
cellulaire. En effet, la déplétion de I'ARN PVT1 inhibe la prolifération cellulaire et la croissance
des tumeurs dans deux lignées cellulaires triples négatives de cancer du sein.

Un processus similaire se retrouve dans la régulation de la signalisation des métastases
osseuses grace a un cross-talk entre les voies ROR1-HER3 et Hippo-YAP ou I'ARN MAYA
(MST1/2-antagonizing for YAP activation) favorise la métastase osseuse du cancer du sein (Li
et al., 2017). Cette étude montre que I'ARN MAYA fournit de multiples sites de liaison aux
protéines ; il est capable de former un complexe ARN-protéine contenant HER3, LLGL2 et
NSUNG qui peut ainsi contrdler la méthylation de Hippo/MST1.

Ces exemples illustrent la capacité de I'ARN échafaudage a servir de médiateur dans les
interactions protéine-protéine et donc a réguler la transduction du signal et a favoriser ou
défavoriser la croissance de la tumeur.

Un aspect intéressant de la fonction d'échafaudage des IncARN est également qu’ils
semblent étre impliqués dans les processus d'ubiquitination des protéines (Xue et al., 2018 ;
Yoon et al., 2013). L'exemple de cette régulation est I’ARN HOTAIR qui a été trouvé associé
aux ubiquitines ligases E3 et a leurs substrats, tous deux contenant des domaines de liaison a
I'ARN. L'ARN HOTAIR a été I'un des premiers ARN scaffold découverts (Tsai et al., 2010), il est
capable d’assembler un complexe épigénétique afin de réguler I'état de la chromatine. En
possédant des domaines de liaison pour une déméthylase LSD1 (lysine-specific histone
demethylase 1A) et une méthylase PRC2 (polycomb repressive complex 2), le IncARN HOTAIR
peut réguler I'héritage épigénétique. Dans le contexte des voies d'ubiquitination des
protéines, ’ARN HOTAIR semble étre nécessaire pour controler les niveaux de protéines en
induisant une protéolyse médiée par l'ubiquitine. Un niveau élevé d'ARN HOTAIR s'est avéré
responsable de la dégradation de ses cibles, I'Ataxine-1 et la Snurportine-1, en favorisant leur
ubiquitination et donc en stimulant la sénescence (Yoon et al., 2013). Dans le cancer de
I'estomac, I'ARN HOTAIR est associé a une régulation positive de l'invasion cellulaire et des
métastases tumorales, en induisant la protéolyse de Runx3. Les auteurs soulignent la
possibilité de tirer profit de cette interaction HOTAIR-Runx3 comme cible thérapeutique
potentielle pour traiter le cancer gastrique (Xue et al., 2018). Toutes ces découvertes sur les
complexes protéiques d'échafaudage par I’ARN HOTAIR suggérent I'importance de I'ARN

HOTAIR dans le traitement du cancer gastrique.
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3. Réle des IncARN dans la réponse cellulaire

En plus d’agir sur la détection du signal et sur sa transduction, les IncARN peuvent
également impacter la réponse cellulaire en aval de la voie.

Le IncARN GUARDIN fonctionne pour protéger la stabilité du génome. L’'inhibition de
I'expression de GUARDIN peut modifier les décisions relatives au destin des cellules vers la
sénescence ou l'apoptose, mais les signaux moléculaires sous-jacents restent encore assez
inconnus. En 2020, Sun et ses collaborateurs ont démontré que GUARDIN est un composant
essentiel d'un complexe répresseur transcriptionnel impliquant LRP130 et PGCla (Sun et al.,
2020). GUARDIN agit comme un échafaudage pour stabiliser les
hétérodimeres LRP130/PGCla et leur occupation au niveau du promoteur FOXO4. La
déstabilisation de ce complexe par I'inhibition de GUARDIN, LRP130 ou PGCla conduit a une
expression accrue de FOX04 et a une régulation a la hausse de son gene cible p21, entrainant
les cellules dans la sénescence. Ils montrent également que I'expression de GUARDIN est

induite en réponse a I'utilisation de la rapamycine, inhibiteur de mTOR (figure 13).
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Figure 13 : lllustration de |'action de GUARDIN dans la sénescence d’apreés Sun et al., 2020.

D’autres exemples existent, dont celui de Yinghui Li et ses collaborateurs, qui
démontrent que le IncARN HOTAIR sert de médiateur pour l'activation transcriptionnelle par
c-Myc dans les cellules de cancer du sein (Li et al., 2016 b). L’'oncoprotéine HBXIP (hepatitis B
virus X-interacting protein) interagit directement avec c-Myc et est recrutée par I’ARN HOTAIR.
HOTAIR interagit également avec I'histone déméthylase LSD1. Il sert d’échafaudage pour ce

complexe c-Myc/HBXIP/LSD1/ HOTAIR et ce complexe prend le réle d’effecteur critique de
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I'oncogene c-Myc en activant la transcription de ses genes cibles dans les cancers du sein

(figure 14).
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Figure 14 : le complexe c-Myc/HBXIP/HOTAIR/LSD1 joue un réle sur la transcription des cibles de c-Myc.

Toutes ces études récentes démontrent I'importance des RBP, IncARN et des interactions
RBP-IncARN dans les cancers et la progression tumorale. Etant donné la complexité et
diversité de ces interactions, les roles des IncARN et des RBP commencent tout juste a étre
découverts. Il est donc nécessaire d’étudier en profondeur ce nouveau domaine qui peut
potentiellement lever le voile sur de nombreuses interrogations entourant les cancers et leurs

traitements, qui font souvent face a des résistances encore largement incomprises.

IIl. BRAF, acteur central de la voie MAPK au
coeur de la résistance aux thérapies
ciblées contre le mélanome

BRAF est une protéine de la voie de signalisation MAPK appelée également voie RAS-
RAF-MEK-ERK en raison des noms des acteurs successifs de la voie (figure 15). La voie de
signalisation MAPK régule des phénomeénes indispensables a la vie cellulaire tels que la
migration cellulaire ou encore la différenciation (Pearson et al., 2001). Lorsqu’un ligand se fixe
au récepteur tyrosine kinase, cela déclenche un signal et la voie de signalisation s’active alors
par une cascade de phosphorylations et d’interactions protéiques (Chang and Karin, 2001;
English et al., 1999; Malumbres and Barbacid, 2003). Le signal est transporté de la membrane
cellulaire jusqu’au noyau ou des facteurs de transcription seront activés en réponse a ce
signal. Ainsi, divers processus cellulaires pourront étre enclenchés, tels que la prolifération, la
migration, la survie, I'angiogenése ou encore la différenciation. Les voies de signalisation sont

donc des voies cruciales et trés souvent interconnectées. Elles constituent un véritable réseau
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permettant a la cellule de réagir rapidement. Ce réseau de diverses voies de signalisation est
a l'origine d’une communication efficace face a I'environnement, grace notamment a la
cascade rapide de phosphorylations et d’interactions. La voie de signalisation MAPK étant
impliquée dans des processus cellulaires indispensables, il n’est pas surprenant de la voir
altérée dans des cancers et plus particulierement dans le cas du mélanome cutané
métastatique (Davies et al., 2002).

D’ailleurs, dans le mélanome cutané métastatique, la voie MAPK est hyperactivée, et
engendre une prolifération incontrélée des cellules. Il est intéressant de souligner que dans
plus de 50 % des cas, I'isoforme BRAF de la famille RAF est a I'origine de cette hyperactivation
(Davies et al., 2002). En effet, la mutation de BRAF (mutation V600E) rend la protéine
anormalement active et insensible aux signaux inhibiteurs de la voie. Des thérapies ciblées ont
été développées contre la protéine oncogénique BRAF menant a une forte avancée médicale
dans le traitement des patients (Carlino et al., 2015). Cependant des résistances apparaissent
treés rapidement aprés le début du traitement. Les mécanismes de résistance restent a ce jour
tres complexes et les moyens de les contourner sont encore peu compris. C’est la raison pour

laquelle nous allons nous concentrer sur I'étude de cette protéine dans ce chapitre.
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BRAF est une protéine essentielle de la voie MAPK de par sa position centrale dans la
cascade de phosphorylation et de par son role indispensable dans la transduction du signal
(Zaman et al., 2019). En effet, la protéine BRAF interagit avec de nombreux acteurs de cette
voie. Cette protéine est activée par une phosphorylation de la protéine RAS, et active a son
tour, en aval, par phosphorylation la protéine MEK. BRAF est donc au centre de la cascade de
phosphorylation de la voie MAPK. De plus, cette protéine est également capable d’interagir
avec les protéines d’échafaudage de la voie telle que KSR (Therrien et al., 1996). Cette protéine
d’échafaudage optimise I'activation de la voie en permettant a tous les acteurs de se situer
dans un méme espace cellulaire.

Il est par ailleurs important de souligner que BRAF possede un réle majeur dans la
cellule et intervient de facon complexe et diversifiée dans de nombreux cancers (Zaman et al.,

2019). Cependant, ici ne seront uniquement développés ces réles dans le mélanome cutané.

A.Structure de la protéine BRAF et mutations dans le
mélanome cutané métastatique

1. Structure

Découvert en 1988 par une équipe japonaise, le gene BRAF est le dernier membre identifié
de la famille RAF (lkawa et al., 1988) ; CRAF et ARAF ont été découverts quelques années plus
tot (Mark and Rapp, 1984). C'est un geéne contenant 18 exons et situé sur le chromosome 7
en position 7g34. Il code pour une protéine cytoplasmique de 766 acides aminés. Cette
protéine BRAF est une sérine thréonine kinase qui participe a la transduction des signaux de
la voie MAPK.

L’activation de BRAF est permise par une interaction protéine-protéine avec NRAS et une
phosphorylation activatrice de RAS sur BRAF. Cela permet son recrutement a la membrane
cytoplasmique. BRAF est alors capable d’activer par son activité kinase la protéine MEK et peut
aussi apres activation par NRAS former des homodimeéres et des hétérodiméres avec les
protéines ARAF et CRAF. Tout cela participe a une augmentation de 'activité de la voie et de
la transduction du signal (Poulikakos et al., 2010; Rajakulendran et al., 2009). De plus, une
kinase BRAF activée est capable d’activer une autre kinase BRAF, CRAF ou ARAF par

dimérisation (Rajakulendran et al., 2009; Wan et al., 2004).
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Figure 16 : Structure schématique de BRAF

C’est une protéine cytoplasmique qui posséde trois régions appelées CR1, CR2 et CR3 (CR :
conserved region) (Stefan and Bister, 2017). Ces régions sont en effet conservées parmi les
membres de la famille RAF (Hanks and Hunter, 1995).

CR1 est une région localisée en N-terminal qui permet l'auto-inhibition de BRAF,
I'activation de cette protéine et son recrutement a la membrane. Elle comprend en effet le
domaine RBD (ras binding domain) et un domaine riche en cystéine le domaine CRD (cysteine
rich domain) (Wellbrock et al.,, 2004a). Ces deux domaines participent a I'activation GTP
dépendante de BRAF par RAS. En se liant au domaine RBD, RAS permet a BRAF de changer de
conformation et ainsi d’étre activée en étant dans une conformation ouverte ou le domaine
kinase est accessible. En I'absence de Ras, cette région CR1 permet de mettre BRAF dans une
conformation inactive en bloquant la région CR3 et, ainsi, d’empécher une activation
constitutive de la protéine (Cutler et al., 1998).

La région CR2 est une région riche en sérine et thréonine, c’est une boucle essentielle a la
régulation de I'activité de BRAF. Elle contient des résidus jouant un réle important dans le
recrutement de BRAF a la membrane cytoplasmique lors de son activation (Dankner et al.,
2018; Stefan and Bister, 2017).

La région CR3 est la région comprenant le domaine catalytique de BRAF qui permet son
activité de kinase (Stefan and Bister, 2017; Wellbrock et al., 2004a). Cette région kinase
contient plusieurs domaines clés qui participent a la réaction catalytique dont la P-loop, c’est
une boucle stabilisant le phosphate non transférable de I’ATP lors de la réaction enzymatique ;
la nucleotide binding pocket : la poche ou est retenue I'adénine de I'ATP; le motif DFG
bloquant la nucleotide binding pocket lorsque BRAF est inactive; et la catalytic
loop permettant I'activité kinase avec le transfert du phosphate (Dankner et al., 2018; Kohler
et al.,, 2016). Le segment d’activation A-loop et la P-loop interagissent en formant des
interactions hydrophobes, ce qui participe au maintien de BRAF dans une conformation

inactive. Quand ce domaine est phosphorylé, ces interactions hydrophobes sont déstabilisées,
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ainsi cela enclenche le passage a I'état actif de la kinase BRAF. Plus précisément, L597 et V600

de la boucle d’activation interagissent avec G466, F468 et V471 de la P-loop (Wan et al., 2004).

Toutes les caractéristiques de la structure de BRAF montrent que cette protéine est sujette
a de nombreux mécanismes de régulations fines. Cela permet en aval une régulation tres
précise de |'activité de la voie de signalisation MAPK puisque BRAF interagit avec presque tous

les acteurs de la voie de transduction du signal (RAS, RAF, MEK).

Par ailleurs, des études phylogénétiques ont permis de montrer que BRAF est I'isoforme
la plus similaire a la seule kinase RAF Lin-45 retrouvée chez Caenorhabditis elegans et a la
kinase D-Raf/lethal-1-polehole chez la drosophile. Cela suggére que BRAF est le prototype de
la kinase RAF, tandis qu’ARAF et CRAF seraient des formes ayant évoluées et acquis de

nouvelles fonctions (Desideri et al., 2015).

2. Les mutations de BRAF dans le mélanome cutané métastatique

De par les nombreux mécanismes de régulation de BRAF, il n’est pas surprenant de voir
gue les mutations de cette protéine entrainent une activation non controlée de la voie. La
plupart des mutations sont retrouvées dans la région CR3, domaine kinase de la protéine
(Holderfield et al., 2014).

D’ailleurs, dans le mélanome cutané, plus de 80 % des cas comportent une mutation de la
voie MAPK (Bogenrieder and Herlyn, 2011), et c’est une mutation BRAF qui est retrouvée dans
36-59 % des mélanomes primaires et 42-66 % des mélanomes métastatiques. Dans la plupart
des cas (80-90 %), il s’agit de la mutation BRAF V600E. Cette mutation localisée dans le
segment d’activation, entraine une augmentation de I’activité de cette protéine oncogénique,
est en conséquence est également responsable d’'une augmentation de l'activité ERK

(Roskoski, 2018).

Les mutations somatiques du gene BRAF ont été décrites pour la premiere fois en 2002
(Davies et al., 2002 ; Gorden et al., 2003). Elles sont retrouvées dans environ 8 % des cancers
(Govender and Chetty, 2012). Il est intéressant de remarquer qu’a ce jour, aucune mutation

germinale du géene BRAF n’a été décrite. Selon une équipe de chercheurs, cela pourrait
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s’expliquer par une létalité embryonnaire en présence d’une mutation BRAF (Dhomen et al.,
2010). La majorité des mutations sont concentrées dans la région CR3, domaine kinase de la
protéine et plus particulierement entre la P-loop (exon 11) et la A-loop, le segment

d’activation (exon 18) (figure 17) (Holderfield et al., 2014).

a BRAF

100,000

o

10,000
S 2 4000
5 & 10007
'E § 100
3£ 10|

i °
1 60 conBao m@ eme™ o
100 200

1 300 400 500 600 700 766

Amino acid position

.2

=

L

] | ‘

S

=

=%

8 g I T T T 1 T 1 T T

& = 1 100 200 300 400 500 600 700 766
Amino acid position

. RBD Kinase domain

2w

L £

g g 1 1 I I T

b o 1 100 200 300 400 500 600 700 766

Amino acid position

Figure 17 : Positions des mutations BRAF et sites de phosphorylation d’aprés Holderfield et al., 2014

Des études fonctionnelles ont montré que la plupart des mutations BRAF entrainent
une forte augmentation de I’activité kinase de la protéine en comparaison a la protéine a I'état
wild type (WT). Quelques mutations (G465E, G465V, D593V et G595R) ont cependant montré
une activité réduite de BRAF in vitro, ils sont appelés mutants a faible activité. De facon assez
inattendue, ces mutants sont également capables d’induire une hyperactivation de la voie
MAPK par formation de diméres BRAF-CRAF (Heidorn et al., 2010; Wan et al., 2004). Les

mécanismes moléculaires de cette interaction restent a ce jour peu compris.

Comprendre l'impact fonctionnel de ces mutations est primordial pour prédire les
réponses aux thérapies ciblées existantes et en développer de nouvelles. Il a été proposé de
mettre en place une classification des mutations selon I'activité kinase, la dépendance a Ras

et le statut de dimérisation (Dankner et al., 2018). :

e (Classe | : BRAF V600 mutation (V600E/K/D/R)
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e C(Classe Il : non BRAF V600 mutation a intermédiaire ou forte activité kinase

e C(Classe lll : non BRAF V600 mutation a nulle ou faible activité kinase

La mutation la plus fréquente est une mutation ponctuelle activatrice ou une
transversion d’'une thymine vers une adénine en position 1799 au niveau de I'exon 15 permet
la substitution de la valine par un glutamate, c’est la mutation V60OE (Davies et al., 2002).
Cette mutation BRAF V600E augmente de plus de 500 fois I’activité de BRAF par rapport a son
état WT (Davies et al., 2002 ; Wan et al., 2004). Cette activation constitutive de la protéine est
a l'origine d’une hyperactivation de la voie MAPK et d’une prolifération non contrdlée. De
plus, des expériences de culture cellulaire ont montré que des mutants BRAF sont capables
d’induire la transformation de cellules NIH-3T3 en cellules tumorales (Davies et al., 2002). Ces
études se confirment chez la souris ou I'expression de mutant BRAF dans des mélanocytes
entraine la formation de tumeurs chez les souris nude (Wellbrock et al., 2004b). C’'est d’ailleurs

la raison pour laquelle BRAF V600E est qualifié d’oncogene.

Des études structurales suggerent que cette mutation de classe |, située dans le
domaine d’activation, perturbe I'interaction inhibitrice entre la P-loop et la A-loop entrainant
ainsi une activation non controlée de la voie. Cela explique pourquoi BRAF V600OE ne requiert
pas de dimérisation pour augmenter son activité kinase (Lavoie and Therrien, 2015 ; Roring et

al., 2012).

Les mutations de classe Il et lll sont retrouvées de facon moins fréquente (environ
10 % des mélanomes). Les mutations de classe Il sont principalement dans le segment
d’activation K601, L597 ou la P-loop G464, G469, tandis que les mutations de classe Ill sont
retrouvées dans la P-loop (G466), la boucle catalytique (N581) et le motif DFG (D594,
G596)(Dankner et al., 2018).

B. Thérapies ciblées et mécanismes de résistances

1. Thérapies ciblées

L’identification de la mutation ponctuelle BRAF V600E, en 2002, responsable de
I’hyperactivation de la voie MAPK a été le point clé dans la recherche et I'essor d’un inhibiteur

ciblant Raf. Deux types d’inhibiteurs ont pu étre développés :
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- type 1 :inhibiteur qui stabilise dans une conformation active en occupant la poche ATP
inhibant ainsi 'activité de la kinase ;
- type 2 :inhibiteur stabilisant RAF dans une conformation inactive en se liant a un site

hydrophobe proche de la poche ATP, inhibant ainsi I'activité de la protéine.

Le premier inhibiteur, mis au point en 2000, a été le Sorafenib (Nexavar; Bayer/Onyx
Pharmaceuticals), inhibiteur pan-RAF de type 2. Avant méme la découverte en 2002 des
mutations BRAF dans les cancers, cet inhibiteur était a I'origine destiné a traiter les cancers
Ras mutés. Par screening, il a été montré qu’il était capable d’inhiber également CRAF.
Cependant diverses études ont montré que cet inhibiteur n’était pas spécifique a la famille
RAF et pouvait avoir pour cible d’autres kinases (Wellbrock and Hurlstone, 2010). De plus, il a
été montré comme non efficace en clinique pour les traitements des mélanomes BRAF mutés
(Eisen et al., 2011). Ces échecs ont mis en évidence I'importance d’établir un inhibiteur ciblant
spécifiguement BRAF V60OE.

En 2012, le vémurafénib (ZELBORAF TM; Roche-Genentech/Plexxikon PLX4032)
inhibiteur de type | ciblant spécifiqguement BRAF V600E est approuvée par la FDA (food and
drug administration) et mis sur le marché (Tsai et al., 2008). Il s’inscrit dans la lignée des
thérapies ciblées initiées par I'imatinib, premiére thérapie ciblée révolutionnant le traitement
des leucémies myéloides chroniques depuis le début des années 2000.

Le développement du vémurafenib a été trés rapide. En 2010, des études cliniques de
phase | ont prouvé son efficacité et sa sécurité sur des mélanomes BRAF mutés (Flaherty et
al.,, 2010). En phase Il et lll, le traitement a montré des améliorations significatives sur la
diminution de la progression du cancer (McArthur et al.,, 2014 ; Sosman et al., 2012). Le
vémurafenib a été une percée thérapeutique dans le traitement des patients atteints de
mélanomes cutanés qui jusque-la n’avaient que les chimiothérapies pour étre traités. Cet
inhibiteur est spécifique des cellules mutées V600OE épargnant ainsi les cellules saines non
cancéreuses.

Par ailleurs, dans le méme temps, un autre inhibiteur de type | a été développé:
le dabrafenib (TAFINLARr; GSK) (Falchook et al., 2012). Il montre des résultats similaires au
vémurafenib, i.e. un taux de réponse de 60 % chez les patients mélanomes mutés BRAF, dont

7 % de réponse complete (Hauschild et al., 2012).
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Ces résultats encourageants des inhibiteurs de premiere génération ont été le point
de départ pour le développement de nouveaux inhibiteurs plus performants et moins toxiques

tels que LGX818 (Novartis), le TAK-632 et MLN2480 (Takeda) (Maik-Rachline and Seger, 2016).

2. Les résistances aux thérapies ciblées dans le mélanome

En cliniqgue, malgré le statut de la mutation V600, sur le mélanome, les inhibiteurs BRAF
tels que le vémurafenib est le dabrafenib n’ont pas un taux de réponse de 100 %. En effet,
dans environ certains cas, les patients ne répondent pas aux traitements, c’est ce qu’on
appelle la résistance primaire ou innée. Par ailleurs, dans d’autres cas, les thérapies ciblées
induisent souvent des forts taux de réponse, témoignant d’une efficacité impressionnante.
Cependant, quelques mois aprés des résistances se développent rendant ces traitements

inefficaces. C’est ce qu’on appelle des résistances secondaires ou acquises.

Les résistances innées
L'utilisation de ces inhibiteurs en clinique a mis en évidence la complexité de la voie de

signalisation RAF. En 2010, trois groupes ont montré une activation paradoxale de la voie
MAPK apres inhibition de I'activité catalytique par anti-BRAF (figure 18) (Hatzivassiliou et al.,
2010 ; Heidorn et al., 2010 ; Poulikakos et al., 2010). Cela entraine in vivo une prolifération de
cellules mutées RAS et, dans certains cas, une induction de la tumorigéneése. Les trois groupes
ont proposé différents mécanismes expliquant cette activation paradoxale. Ces trois
mécanismes, bien que différents, ont certaines similitudes. Les inhibiteurs RAF sur des cellules
BRAF WT promeuvent la dimérisation des protéines RAF, ainsi qu’une dimérisation avec les
protéines RAS et en conséquence une activation de la voie. En effet, les diméres BRAF-CRAF
seraient plus actifs dans I'activation de MEK par rapport aux homodimeéres (Rushworth et al.,
2006). L'utilisation d’inhibiteurs anti-BRAF serait donc responsable d’une activation
paradoxale de la voie. C'est la raison pour laquelle I'utilisation de ces thérapies ciblées ne doit

se faire qu’apres caractérisation de la tumeur chez le patient.
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Figure 18 : activation paradoxale de BRAF d’aprés Holderfield et al., 2014

Malgré la présence d’'une mutation V600OE/K, la thérapie ciblée (vémurafenib ou
dabrafénib) ne donne pas de réponse en cas de résistance innée. Divers mécanismes ont été
proposés pour expliquer cette résistance. Tout d’abord, le microenvironnement tumoral est
important pour comprendre cette résistance innée (Straussman et al., 2012). En effet, dans
certaines conditions, les cellules stromales secretent un facteur de croissance HGF
(hepatocyte growth factor) qui agit sur le récepteur MET. Cela a pour conséquences de
réactiver Erk en passant par la voie AKT/mTOR. Par conséquent, en combinaison avec
I"utilisation de thérapies anti-BRAF, une inhibition de la sécrétion d’"HGF permet de stopper
cette résistance intrinseque. Par ailleurs, des activations paralleles de la voie de signalisation
ERK via la voie AKT peuvent avoir lieu par d’autres mécanismes, tels que la surexpression de

facteurs de croissances et de récepteurs de la voie AKT-mTOR (Holderfield et al., 2014).

Les résistances acquises ou secondaires
Depuis le début de l'utilisation des thérapies ciblées anti-BRAF, les oncologues ont

remarqué que la durée de la réponse est limitée par le développement de résistances. Cette
réponse dure environ 6 mois a 1 an (Holderfield et al., 2014).

De nombreuses tentatives de prédiction de ces résistances ont été étudiées, en vain
(Obaid et al., 2017). Et les chercheurs se sont d’abord attachés a expliquer la résistance. La
plupart s’explique par une réactivation de la voie ERK. Des mutations activatrices de NRAS,
MEK1/2 peuvent étre responsables d’une réactivation de la voie MAPK malgré I'inhibition de

BRAF (Shi et al., 2014).
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De plus, la kinase MAP3K8 (COT) été montrée comme étant directement capable d’activer
MEK sans passer par RAF (Johannessen et al., 2010). Un nombre élevé de copies de ce géne
ainsi qu’une expression plus élevée de son ARN ont été rapportés dans les biopsies de

mélanome métastatique suivant un traitement vémurafenib.

Des phénomeénes de surexpression de BRAF V600 en réponse aux traitements ont

aussi été retrouvés comme mécanismes de résistance aux anti-BRAF (Shi et al., 2012).

Pour finir, les résistances s’expliquent aussi par I'expression de variants d’épissage de
BRAF, conférant a la protéine une capacité a se dimériser indépendamment de RAS
(Poulikakos et al., 2011). Cela augmente l'activité kinase de ces protéines et I'activation
conséquente de MEK. Ce mécanisme de changement de structure est 'un des premiers
exemples de I'impact de I'épissage alternatif sur la capacité de la cellule a rendre une protéine
résistante a un inhibiteur.

En plus des réactivations de la voie MAPK, il existe des mécanismes de résistance
indépendants de la voie MAPK. Ces mécanismes sont retrouvés chez environ 30 % des patients
(Shi et al., 2014). Ce sont des mécanismes identiques a ceux décrits pour les résistances
innées.

De nombreux mécanismes de résistance ont été mis en évidence, mais de nombreux
efforts de compréhension et de caractérisation restent a faire afin de développer de nouvelles

thérapies et s’affranchir des obstacles de résistances.
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Contexte de I'étude

Comme nous I'avons détaillé dans l'introduction, ces derniéres années, des études ont
soulevé I'importance des ARN dans la régulation des interactions protéine-protéine (Hentze
et al., 2018 ; Schmitt et al., 2016). En permettant 'assemblage de complexes protéiques, les
ARN non codants peuvent agir en tant que « scaffold » et ainsi favoriser et stabiliser
I'interaction de ces protéines. Les ARN sont également capables d’interagir avec des protéines
pour moduler leurs activités, leurs localisations ou encore leurs interactions. Cependant, le
role potentiel des ARN dans la régulation des interactions protéine-protéine dans les
principales voies de transduction du signal cytoplasmique reste largement inconnu.

Dans le cytoplasme, les voies de signalisation sont, en effet, le siege de nombreuses
interactions protéiques. Ces voies constituent de véritables réseaux complexes et finement
régulés. Elles sont en effet responsables de la régulation de divers phénomeénes cellulaires
telle que la prolifération ou encore la différenciation cellulaire. La liaison d'un ligand a un
récepteur membranaire déclenche une cascade de phosphorylation et d'interactions
protéine-protéine qui permettent la transduction du signal.

La voie MAPK (mitogen-activated protein kinases) fait partie des voies de signalisation
les mieux connues et caractérisées, mais il subsiste de nombreuses interrogations concernant
son fonctionnement. L'activité anormale de cette voie par I'augmentation de la liaison du
ligand, tel que I'EGF, ou de mutations activatrices telle que la mutation V600E de BRAF,
conduit a un dysfonctionnement cellulaire associé a l'initiation et a la progression tumorale.

C’est la raison pour laquelle les protéines de cette voie de signalisation constituent
des cibles thérapeutiques importantes (Santarpia et al., 2012). C'est le cas de la protéine
kinase oncogénique BRAF retrouvée mutée V600E dans environ la moitié des cas de
mélanomes cutanés métastatiques. Les thérapies ciblées anti-BRAF (Vémurafénib) et anti-
MEK (Trametinib) développées ont permis une forte amélioration dans le traitement du
mélanome cutané métastatique. Cependant, ces thérapies se retrouvent confrontées a
I’émergence de résistances primaires et secondaires dont les mécanismes ne sont pas encore
tres bien compris, soulignant ainsi I'importance d’une étude approfondie de la voie MAPK.
Une réactivation de la voie MAPK est en effet observée dans environ 70% des cas de résistance

secondaire au Vémurafénib (Shi et al., 2014). L'équipe a par ailleurs montré une augmentation
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significative de I’hétérodimérisation BRAF-CRAF dans les tumeurs présentant une résistance

secondaire aux traitements anti-BRAF(Boussemart et al., 2016).

Objectif de la these

Dans ce contexte, il a donc été pertinent de s’intéresser a I'activité de liaison a 'ARN
des protéines de la voie MAPK. En effet, cette voie fait intervenir de nombreuses interactions
protéine-protéine qui permettent une transduction du signal efficace.

L’objectif de la thése a consisté a :

- D’une part, rechercher et a mettre en évidence une activité de liaison directe a I’ARN
de protéines impliquées dans la voie MAPK et,
- D’autre part, d’évaluer le role de ces interactions ARN-protéines sur la signalisation

intracellulaire dans un contexte de mélanome cutané métastatique.
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RESULTATS



L'objectif de la thése a été de rechercher et de mettre en évidence une activité de
liaison directe a ’'ARN de protéines impliquées dans la voie MAPK et d’évaluer le role de ces
interactions ARN-protéines sur la signalisation intracellulaire. Dans cette section, sera tout
d’abord argumenté le choix des approches qui ont permis de réaliser cette étude puis d’'une
part, les résultats seront présentés sous la forme d’un article scientifique, d’autre part des

résultats supplémentaires de I’étude seront abordés.

Choix des approches d’étude

Comme évoqué lors de lintroduction, il a été important de réfléchir a la question
biologique posée afin de sélectionner les techniques d’étude des interactions protéines-ARN
qui seraient pertinentes. Ici, nous nous intéressons particulierement a I'activité de liaison
potentielle a ’ARN des protéines de la voie de signalisation MAPK, sans aucune connaissance
d’ARN qui serait potentiellement impliqué. Par conséquent, il a été logique de choisir une
approche centrée sur nos protéines d’intérét (Nras, Braf, Craf, MEK et KSR) et non sur un ARN
d’intérét. Les approches les plus courantes pour étudier les interactions ARN-protéines in vivo
sont le RIP et le CLIP. La technique de CLIP, étant basée sur une irradiation UV-C a 254nm,
permet de figer les interactions ARN-protéines qui sont en contact direct. Elle a donc
I'avantage de démontrer le caractére direct d’une interaction protéine-ARN, contrairement
aux méthodes sans crosslink tel que le RIP ou I'on pourrait alors imaginer la présence d’un
complexe ribonucléoprotéique et non une interaction directe ARN-protéine d’intérét. C'est la
raison pour laquelle nous nous sommes orientés vers I'approche CLIP.

Par ailleurs, la voie MAPK repose sur une cascade de phosphorylations. En effet, afin
d’activer la voie, les protéines RAS, RAF, MEK et ERK sont successivement phosphorylées. La
protéine ERK phosphorylée pourra alors entrer dans le noyau et activer divers facteurs de
transcription régulant I'expression de genes impliqués dans divers processus cellulaires (e.g.
prolifération, cycle cellulaire). Par conséquent, le Western Blot P-MEK et P-ERK a été la
technique idéale pour monitorer I’activation de la voie MAPK.

En plus de la cascade de phosphorylations, la voie MAPK est également caractérisée
par une série d’interactions protéines-protéines. La protéine BRAF est au centre de cette voie
et interagit en effet avec NRAS, CRAF, MEK et KSR. De nombreuses techniques existent pour
étudier les interactions protéines tels que les co-immunoprécipitations ou encore le PLA

(proximity ligation assay). Nous nous sommes tournés vers la méthode de PLA, technique
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d’'immunohistochimie qui détecte des interactions in vivo entre deux protéines. Cette
technique a I'avantage de rendre possible la visualisation des interactions puisqu’un point
lumineux est le signe d’une interaction. Pour cette approche, il est nécessaire d’utiliser des
anticorps primaires d’especes différentes dirigés contre les protéines d’intérét. Les anticorps
secondaires appelés sondes PLA ont un brin d’ADN a leur extrémité. Ces anticorps secondaires
vont reconnaitre les primaires. Si les deux brins d’ADN sont proches, une réaction
d’amplification d’ADN va avoir lieu apres ajout d’enzymes (ligase et polymérase). Des sondes
fluorescentes complémentaires vont pouvoir reconnaitre ’ADN amplifié, I'interaction entre
deux protéines sera visible par un point lumineux en microscopie.

Par conséquent, I'ensemble de ces approches nous a permis tester tout d’abord
I'activité de liaison a I’ARN des protéines de la voie et d’identifier un mutant de délétion BRAF
dont laliaison a I’ARN est altérée, mais également d’étudier I'activité de signalisation ainsi que

les interactions protéines-protéines de la voie MAPK.
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ABSTRACT

Recent studies have underscored the importance of non-coding RNAs in the regulation of
protein-protein interactions through a scaffolding activity. Oncogenic signal transduction
pathways are regulated through a cascade of protein-protein interactions. Here, we
demonstrate the direct RNA binding activity of proteins involved in the MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) pathway, i.e. NRAS, BRAF (V600E) or CRAF, in BRAF (V600E)-
mutated melanoma. We also show an RNA-dependent modulation of the interactions between
BRAF (V600E) and CRAF or NRAS, indicating that an RNA component is involved in the
stabilization of these protein-protein interactions. We specifically identify an 18 amino acids-
long intrinsically disordered region located at the carboxy-terminal part of BRAF, that is
necessary for RNA binding. An RNA binding deletion mutant is defective in its ability to bind
CRAF and to lead to downstream MAPK pathway activation. We therefore establish here the
unprecedented role of the RNA binding activity of MAPK signalling proteins in the direct

modulation of the MAPK signal transduction pathway.
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INTRODUCTION

In the nucleus, chromatin-bound long noncoding RNAs (IncRNAs) recruit regulatory
proteins to specific loci to promote the assembly of ribonucleoprotein complexes (Sanchez
Calle et al., 2018; Schmitt and Chang, 2016; Tsai et al., 2010). In the cytoplasm, multiprotein
complexes constitute key molecular switches of signal transduction pathways that relay the flux
of information coming from transmembrane receptors and distribute signals to a myriad of
effectors. As such the regulation of protein-protein interactions is crucial in signal transduction
pathways. Since cytoplasmic signaling proteins often engage in multiple protein—protein
interactions, we hypothesize that IncRNAs may have a scaffolding function in cytoplasmic

signaling functions.

The MAPK (mitogen-activated protein kinase) pathway is one of the best known and
characterized signalling pathways. Commonly, the binding of an external ligand, such as a
growth factor, to a transmembrane receptor triggers a cascade of phosphorylation and
cytoplasmic protein-protein interactions that transduces the signal from the cell membrane to
the nucleus. Following upstream signal sensing, RAS proteins are activated and can
phosphorylate and recruit RAF proteins for subsequent MEK and ERK activation.
Phosphorylated ERK can then enter the nucleus in order to activate a host of transcription
factors regulating gene expression and diverse cellular processes (cell cycle, proliferation,
migration, differentiation). This linear and basic view of the MAPK pathway has been
challenged in the past few years, and many questions on the regulation of this pathway remain
unanswered. Indeed, several isoforms exist for each protein of the pathway, leading to a high
level of regulation complexity. Moreover, other proteins such as KSR, that act as a scaffold
protein optimizing the activation process of the pathway by interacting with RAS, RAF and
MEK allowing them to be located in the same cell space in close proximity to each other

(Clapéron and Therrien, 2007), are also involved in the regulation of the pathway. In addition,
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the abnormal activity of this pathway through increased binding of ligand, such as EGF, or
activating mutations such as BRAF V600E mutation, leads to cellular dysfunctions associated
with tumor initiation and progression. For that reason, proteins of this signaling pathway are
critical therapeutic targets (Santarpia et al., 2012). This is particularly true in the case of the
oncogenic mutated V600 BRAF protein kinase present in about 50% of the cases of metastatic
cutaneous melanomas (Davies et al., 2002). This protein has been described as a central
oncogenic protein involved in many protein-protein interactions in the MAPK signaling
pathway (Zaman et al., 2019). The targeted anti-BRAF therapies (vemurafénib, dabrafenib or
encorafenib), now combined with anti-MEK (cobimetinib, trametinib and binimetinib
respectively) have led to a strong improvement in the treatment of metastatic melanoma.
However, these therapies are confronted with the emergence of primary and secondary
resistances with half of the patients relapsing after 12 to 15 months. In about 70% of cases of
resistance to BRAF inhibitor vemurafenib, a reactivation of the MAPK pathway is observed
(Shi et al., 2014). This MAPK pathway reactivation can result from additional RAS, or MEK
activating mutations. In addition, a significant increase in BRAF-CRAF heterodimerization is
observed in tumours of patients presenting secondary resistance to anti-BRAF treatments

(Boussemart et al., 2016).

Several studies reported the large-scale identification of RNA binding proteins (Baltz et
al.,2012; Castello et al., 2012; Conrad et al., 2016). No proteins from the MAPK pathway could
be discovered in these studies. Only one study reported an RNA binding activity in KRAS
(Siprashvili et al., 2015). KRAS interaction with small nucleolar RNAs (snoRNAS)
SNORDS50A and SNORDS50B was shown to decrease KRAS activity because of reduced KRAS
prenylation. In addition KSR contains a SAM (sterile alpha motif) domain (Koveal et al., 2012).
that is able to bind RNA in other proteins (Kim and Bowie, 2003). Nonetheless, there is no

reported evidence of RNA binding activity for KSR.
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In this study, aiming at investigating the in vivo RNA binding activity of several MAPK
proteins, we show that BRAF (V600OE or WT), NRAS and CRAF are RNA binding proteins.
We demonstrate that several MAPK protein-protein interactions partially depend on an RNA
component. Finally our data indicate that a 18 amino acid-long region in the C-terminal part of

BRAF is necessary for RNA binding activity and for activation of the MAPK pathway.

RESULTS AND DISCUSSION
Several MAPK signalling proteins are RNA binding proteins

Protein-RNA interactions can be studied using biochemical methods, but these approaches do
not address RNA binding in its native cellular context. Initial attempts to study protein-RNA
complexes in their cellular environment employed affinity purification or immunoprecipitation
combined with differential display or microarray analysis (RIP-CHIP). These approaches were
prone to identifying indirect or non-physiological interactions. In order to increase the
specificity and positional resolution, a strategy referred to as CLIP (UV cross-linking and
immunoprecipitation) was developped (Ule et al., 2005). In a CLIP strategy (Lee and Ule,
2018), the ability of proteins to directly bind to RNA is analysed following irradiations of cells
by UV light of 254 nm (known to crosslink the naturally photoreactive nucleotide bases,
especially pyrimidines, and specific amino acids (Phe, Trp, Tyr, Cys, and Lys). UV therefore
covalently couples proteins to RNAs to which they are covalently bound in vivo, and does not
promote protein-protein crosslinking (Greenberg, 1979 ; Pashev et al., 1991; Suchanek et al.,
2005). The ability of several proteins of the MAPK signalling pathway to directly bind to RNAs
was analyzed following UV irradiation of plasmid-transfected HEK293T cells.
Immunoprecipitates (IP) of epitope-tagged versions of NRAS, BRAF, CRAF, KSR and MEK?2
were radiolabeled with T4 polynucleotide kinase (PNK) and y*?P ATP, subjected to SDS-

PAGE, transferred to a membrane and detected by either autoradiography or western blot (Fig.
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1A and 1B). We observed a sharp radioactive band at the size of Myc-tagged NRAS in the UV-
irradiated sample. This band was absent when the procedure was performed with non-UV
exposed cells, even if Myc-tagged NRAS was present in the IP. This result indicates that NRAS
is a protein that directly interacts with RNA. We could not observe any radioactive signal in
both UV and non-UV irradiated cells for HA-tagged MEK2, despite the fact that the IP worked
in both conditions, indicating that MEK2 shows no evidence of RNA binding activity (Fig. 1B).
Strong radioactive bands at the size of GFP-tagged BRAF V600E, GFP-CRAF and GFP-KSR
were observed in both UV and non-UV irradiated cells (Fig. 1C). A radioactive signal in the
non-UV-irradiated cells is unusual in CLIP experiments since T4-PNK phosphorylates the 5’
ends of RNA. In non-UV irradiated cells, the RNA is not covalently crosslinked to the protein
and should be removed with stringent [P washes. It has however been observed that T4 PNK
can occasionally phosphorylate proteins. In order to understand the presence of a radioactive
signal in the non-UV exposed cells for BRAF V600E and CRAF, we extracted RNAs from ¥2P-
labelled RNA-BRAF complexes, RNA-CRAF complexes and RNA-NRAS complexes both in
UV and non-UV-irradiated cells where a signal was present (Fig. 1A). We loaded the extracted
RNA on a denaturing TBE-Urea gel and revealed the radioactive signal by autoradiography
(Fig. 1D). We found that nucleic acids migrating as a smear of about 10-100 nucleotides were
extracted from the UV irradiated samples. In contrast, no signal was detected in the non-UV
irradiated conditions, indicating that the proteins were directly labelled by T4 PNK. To
investigate whether BRAF, CRAF and NRAS interact with RNA in the UV-treated condition,
we used RNAse A, an endoribonuclease that preferentially cleaves single-stranded RNAs
specifically on the 3' side of pyrimidine residues. The smear totally disappeared following
RNAse A treatment showing that these entities are indeed RNAs (Fig. 1D). These data
demonstrate that the tagged versions of BRAF V600, CRAF and NRAS are covalently

crosslinked to RNAs following UV irradiation. Of note, the pattern of radioactive signals for
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KSR was too complex to perform the RNA extraction experiments and to conclude on the RNA

binding activity of KSR.

To further investigate the RNA binding activity of these proteins with an alternative approach,
we performed complex capture (2C) experiments that use the property of silica matrices to
strongly and specifically retain negatively-charged molecules and covalently-bound complexes
(Asencio et al., 2018) (Fig. 1A). Both BRAF V600E and BRAF, similarly to the well
characterized RNA binding protein HuR, were retained on the silica matrix in a UV-dependent
manner (Fig. 1E). H3, a protein that is not expected to bind RNAs, was not retained on the
column. Sensitivity of the signal to RNAse A treatment prior to loading on the column supports
the conclusion that BRAF V600E and BRAF are RNA binding proteins. Since the CLIP
experiments were not conclusive for KSR, we also performed the 2C experiment with KSR.
We found that KSR was poorly retained on the column, albeit in an RNAse A-dependent

manncr.

Altogether, BRAF V600E, BRAF, CRAF and NRAS are RNA binding proteins, while MEK?2
shows no evidence of RNA binding activity. A definitive conclusion on the RNA binding
activity of KSR cannot be reached. Regarding BRAF, our results indicate that the RNA binding

activity is not dependent on the BRAF V600E mutational status.

BRAF V600E directly interacts with RNA in melanoma cell lines

We next intended to focus on BRAF and to study the interaction of endogenous BRAF-V600E
to RNA in BRAF-V600 mutated melanoma cell lines. We performed CLIP experiments in
human MALME3M-R which expressed high levels of BRAF-V600E protein (Boussemart et
al., 2016) (Fig. 2A). We observed a sharp radioactive band at the expected size of BRAF when

cells were UV irradiated and the extract was treated with high doses of RNase A (Fig. 2A). No
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signal was detected when cells were not exposed to UV and therefore no RNA-protein
crosslinks are formed (Fig. 2A). In the low RNase A treatment condition, the radioactive signal
appears as a low intensity smear, which is due to spreading of the signals, the protein being
crosslinked to RNA fragments of varying lengths. This experiment shows that endogenous
BRAF-V600E, similarly to ectopically expressed GFP-BRAF-V600E is an RNA binding

protein.

To further demonstrate the ability of endogenous BRAF-V600E to bind RNA, we used the
alternative OOPS (orthogonal organic phase separation) approach to study RNA-protein
interactions in another (A375) human BRAF-V600 mutant melanoma cell line. OOPS is an
unbiased technique based on the use of acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform
(AGPC: commercially available as TRIzol) where RNA-UV crosslinked proteins are enriched
in the aqueous-organic interphase because they share the physico-chemical properties of both
RNA and protein (ref). We observed a strong signal for both BRAF-V600E and HuR in the
UV-exposed cells (Fig 2B). Sensitivity of the signal to RNAse A treatment prior the OOPS
confirms that BRAF V600E is an RNA binding protein. No differences were seen in the MEK2
signal obtained in the different conditions showing the specificity of the approach. Overall these

results validate the RNA binding activity of endogenous BRAF in several melanoma cell lines.

The interaction between BRAF V600E and several of its protein partners partially

depends on an RNA component

As described in the introduction, the role of RNA-protein interactions in MAPK signalling
proteins could be to stabilize protein-protein interactions. To evaluate if RNA entities are
involved in the stabilization of the interaction between BRAF and its protein partners, we first
used an in situ analysis of BRAF-CRAF interactions using a Proximity Ligation Assay (PLA)

technology (Boussemart et al., 2014, 2016). Cell permeabilization of living cells was followed
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by a short RNAse A treatment to monitor the dependency of the protein-protein interaction on
RNAs. We observed that RNAse A treatment led to a 2-fold decrease in BRAF-V600E/CRAF
interactions in the three tested BRAF-V600E mutated cell lines MALME3M-R, MALME3M-
S and A375) (Fig. 3). This effect is specific since RNAse H, an endoribonuclease that catalyzes
the cleavage of RNA in an RNA/DNA hybrids had no effect on this interaction, and since

RNAse A had no effect on the interaction between elF4E and 4EBP1 that was used as a control.

BRAF is involved in many protein-protein interactions in the MAPK pathway. We therefore
assessed whether, beyond the interaction between BRAF-V600E and CRAF, RNAs are
involved in the interactions between BRAF-V600E and either CRAF, MEK1/2, NRAS or KSR.
PLA experiments in the presence or not of increasing doses of RNAse A indicated that RNase
A treatment led to a decrease in the interaction between BRAF, NRAS or KSR, but not between
BRAF and MEK1 or MEK2 (Fig. 4). Of note, these RNA dependencies for protein-protein
interactions with BRAF-V600E are in agreement with the results obtained on RNA binding
activities of the tested proteins since CRAF, NRAS and probably KRS interact with RNA, while
MEK?2 and probably MEK1 do not interact with RNA. Overall, these data indicate that RNAs
stabilize the interaction between BRAF-V600E and NRAS, CRAF or KSR and suggest that

they might have important roles in the activation of the MAPK pathway.

The amino-terminal half of BRAF-V600E is not involved in RNA binding

In order to study the role of the RNA binding activity of BRAF in the MAPK signalling
pathway, we set up to find a BRAF deletion mutant impaired in its ability to bind RNA. We
therefore generated a series of plasmids expressing partially deleted versions of BRAF (Fig.
5A) and performed CLIP experiments on plasmid-transfected HEK293T. We tested the impact

of deleting the first 150 amino acids (containing the BRS domain) (AN150) or the first 360
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amino acids from the N-terminal part of BRAF-V600E (containing the RAS binding domain
(CR1)) (AN360). As for the full length BRAF-V600E protein, strong radioactive bands at the
expected size of AN150 and AN360 were observed in both UV and non-UV irradiated cells
(Fig. 4B). RNAs were present in the radioactive band obtained in the UV+ condition, but not
in the UV- condition (Fig. 5C), showing that both AN150 and AN360 interact with RNAs. We
next deleted a short region at the C-terminal part of BRAF-V600E in the AN360 construct
(AN150-C718). We could not observe any radioactive signal at the expected size of AN360-
C718 in both UV and non-UV irradiated cells, despite the fact that the IP worked in both

conditions, indicating that AN360-C718 shows no evidence of RNA binding activity (Fig. 5B).

These conclusions were confirmed by 2C experiments. As for the full length BRAF-V600
protein, AN150 and AN360, but not AN360-C718, were retained on the silica matrix in a UV-
dependent manner (Fig. 5D). Sensitivity of the signal to RNAse A treatment prior to loading
on the column (Fig. 5D) supports the conclusion that AN150, AN360, but not AN360-C718, are

RNA binding proteins.

These data demonstrate that the N-terminal half of BRAF-V600E containing the Ras binding
domain is not necessary for RNA binding, and points to a role of the extreme C-terminal part

(48 amino acids) in RNA binding.

An 18 amino acid-long region located in the C-terminal part of BRAF is necessary for

RNA binding

To ascertain that deletion of the C-terminal 48 residue-long region of BRAF-V600E prevents
RNA binding in the context of the full-length protein, we generated the AC718 construct (Fig.
5A). We also tested a construct expressing a slightly less truncated (29 residues) BRAF-V600E

(AC735). We observed a sharp radioactive band at the expected size of AC735, but not AC718,
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when cells were UV irradiated and the extract was treated with high doses of RNase A (Fig.
SE). Altogether these results indicate that an 18 amino acid-long region
(ARSLPKIHRSASEPSNLR) located at the C-terminal part of BRAF is necessary for RNA

binding.

The RNA binding activity of BRAF V600E is involved in the activation of the MAPK

signalling pathway

To understand the role of the RNA binding activity of BRAF in the MAPK signalling pathway,
we explored the level of activation of the MAPK pathway by analyzing (i) the interaction
between the truncated BRAF proteins and CRAF and (ii) the phosphorylation of MEK and

ERK.

PLA was used to assess the interactions between the different BRAF deletion mutants and
CRAF following transfection of corresponding plasmids in A2058 melanoma cell line (Fig.
6A). We didn’t observe differences in the number of PLA spots for all interactions tested
between endogeneous CRAF and transfected full-length, AC735 or AC718 BRAF-V600
proteins (Fig. 6A). This does not mean that preventing RNA binding activity has no effect on
the stability of BRAF-CRAF interactions because the number of dots will highly depend on the
transfection efficiencies. We therefore analyzed the dependency on RNAs for the interactions.
We showed that RNase A treatment led to a decrease in BRAF-CRAF and AC735-CRAF
interactions (Fig. 6A). Thus, RNA entities are able to modulate these protein-protein
interactions when BRAF is able to interact with RNA. In contrast, RNase treatment had no
effect on A718-CRAF interactions (Fig. 6A). This is fully consistent with the lack of RNA
binding activity in the A718 protein. This set of experiments validated the relevance of the

constructs to study the influence of RNA binding on the activation of the MAPK pathway.
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We therefore set up to analyze the activation of the MAPK pathway in the BRAF WT HEK-
293 cell line. Expression of BRAF-V600E led to increased phosphorylation of ERK and MEK,
as observed by western blot (Fig. 6B). Expression of the AC718 truncated BRAF protein, which
harbors no RNA binding activity, did not lead to increased ERK/MEK phosphorylation.
Expression of the AC735 protein, that is able to bind RNAs, led to an increased MEK
phosphorylation and a moderate ERK phosphorylation. Altogether these results demonstrate
that the RNA binding activity of BRAF stabilizes several BRAF-CRAF interactions and is

necessary for the activation of the MAPK pathway.

In conclusion, we found that several MAPK proteins (i.e. NRAS, BRAF, CRAF, KSR) are
RNA-binding proteins while some others (i.e. MEK2) are not. Although a definitive conclusion
on KSR cannot be reached on CLIP experiments, the 2C experiment indicate that KSR is an
RNA binding protein. Our data on NRAS is consistent with a published study demonstrating
that its homolog KRAS is an RNA-binding protein that interacts with 2 snoRNAs (Siprashvili
etal., 2015). The role of the KRAS-snoRNAs interaction was however not related a scaffolding

function, since snoRNAs were shown to inhibit KRAS prenylation and activity.

Importantly, our study demonstrates that RNAs modulate protein-protein interactions in the
MAPK pathway, indicating that RNAs, acting as scaffolds, are involved in the stabilization and
regulation of several protein-protein interactions (BRAF-CRAF, BRAF-NRAS, BRAF-KSR)
in the MAPK pathway. It is striking to note that the RNA dependence on protein-protein
interactions was only observed for proteins demonstrating an RNA binding activity (NRAS,
CRAF, KSR) but not for the BRAF-MEK interaction. This suggests that RNAs could stabilize

certain protein-protein interactions, thus supporting their roles as scaffolds.
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Focusing on BRAF, we identified a BRAF deletion mutant impaired in its RNA binding
activity. Supporting the scaffolding hypothesis, the BRAF deletion mutant—-CRAF interaction

is not decreased by RNase treatment.

The BRAF deletion mutant impaired in RNA binding is missing 18 amino acids in the C-ter
region that lacks canonical RNA binding domains. It only includes a disordered region that can
constitute an RNA binding domain (Jarvelin et al., 2016). Disordered RNA binding domains
show strong adaptability, bind to several RNA targets and are able to form RNA-protein
granules during phase separation phenomena. We can thus anticipate that BRAF can interact
with several different RNA targets and promote the clustering in the same cell space of several
proteins (BRAF, NRAS, KSR, CRAF) similar to what happens during phase separation
phenomena (Ceballos et al., 2018). In this context, RNAs could act as a scaffold forming an
architectural platform stabilizing protein-protein interactions in a precise subcellular space, that

we could consider as a "signalling body”.
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MATERIALS AND METHODS
Cell lines

HEK293T, A2058 and Malme-3M cell lines used in this study were purchased from the
American Type Culture Collection (ATCC). Cancer cell lines were maintained at 37°C and 5%
CO; in a humidified atmosphere. A2058 and HEK293T were respectively grown in MEM or
DMEM growth media both supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine. The Malme-3M
resistant cells were grown in IMDM media supplemented with 20% FBS. Malm-3M cells were

treated with BRAF inhibitor Vemurafenib 1uM (Selleckchem S1267).
Plasmid cloning

NRAS-myc and MEK2-HA plasmid constructs were kindly given by the Eychéne team (Institut
Curie). BRAF-GFP, CRAF-GFP, KSR-GFP and BRAF multiple deletions constructs were
designed and cloned using the Gateway™ cloning technology (Gateway™ Vivid Colors™
pcDNA™6,2/Vecteur C-EmGFP-DEST - V35520 - Thermofisher) following manufacturers’

instructions.
Plasmid transfections

Plasmid transfections were performed using Jet PEI (Polyplus Transfection 101-10N)
according to manufacturer’s instructions. In brief, transfections were performed in 10 cm dishes
containing 40% confluent HEK293 cells in 10 mL DMEM, 5% FBS, and 2 mM L-glutamine
to which 600uL of the transfection mix of 150 mM NaCl containing 3 pg plasmid with 6 pl Jet
PEI, were added. Braf deletion plasmids were designed using the Gateway™ cloning
technology (Gateway™ Vivid Colors™ pcDNA™6,2/Vecteur C-EmGFP-DEST - V35520 -

Thermofisher).
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Cell lysis

Total cell extracts were prepared by harvesting cells in cold PBS and lysed for 1h in RIPA
buffer (50 mM Tris- HCI pH 7.4, 100 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 0.5% Sodium
deoxycholate) for CLIP and Western Blot experiments, in co-IP buffer (50mM Tris-Cl, pH 7.5,
150mM NaCl, 0.1% NP40, ImM EDTA) for co-IP experiments or in HMGN150 buffer (20
mM Hepes, pH 7.5; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl,; 0.5% NP-40; and 10% glycerol) for 2C
experiments. Lysis buffers were supplemented with a protease inhibitor cocktail (Roche) and a
phosphatase inhibitor cocktail (Thermo) before the addition to the cell pellet. Protein
concentration was estimated by the BCA method (Pierce Biotechnology Inc, Rockford, USA)

using the BCA Protein Assay Kit (Thermofisher).

Crosslinking and immunoprecipitation (CLIP)

Cells were irradiated with UV-C light at 254nm, lysed in RIPA buffer and immunoprecipitated
with GFP trap dynabeads (ref), myc-tagged dynabeads beads(ref), or HA-tagged
dynabeads(ref) beads. Immunocomplexes were washed twice with RIPA-S buffer (50 mM Tris-
HCIl pH 74, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 0.5% Sodium
deoxycholate) and twice with a PNK buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM MgCI2, 0.2%
Tween 20). Then, crosslinked complexes were radiolabelled using ATP, [y-32P] (PerkinElmer)
and T4 polynucleotide kinase (Thermofisher). Following the labelling, samples were washed
twice with RIPA-S buffer and twice with PNK buffer. Elution of immunocomplexes was
performed using LDS 1X buffer (LDS 4X and reducing agent 10X (Thermofisher) in PNK
buffer)). Protein-RNA complexes were loaded on a SDS- PAGE gel, then the gel was dried and
complexes were visualized by exposure to a phosphoimager screen. In the case where RNA
was extracted, RNA-proteins complexes were transferred onto a nitrocellulose membrane 0.45
um and complexes were visualized by exposure to a phosphoimager screen. The nitrocellulose

membrane was cut out at the expected molecular weight of the radiolabelled protein of interest.
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Nitrocellulose pieces were treated with proteinase K (1 mg/ml) in 200 pl of PK buffer (100 mM
Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA), once without urea for 20 min and then once
with urea 7M for 20 min. RNA was purified with one volume (400 pl) of
phenol/choloform/isoamylic alcohol 25:24:1 (Sigma) and then precipitated by adding
Glycoblue, sodium acetate and 100% ethanol overnight. After centrifugation and washes (80%
ethanol), RNA pellet was resuspended in water and divided into two conditions. One condition
without treatment, one with RNAse A treatment (1 pl at 10 mg/ml). They were loaded on a
denaturing polyacrylamide gel (TBE-Urea gel, 6%, Thermofisher). After the migration, the gel

was dried and RNA was visualized by exposure to a phosphoimager screen.

SDS-PAGE and Western blot assays

Cells were harvested into an ice-cold PBS and centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes at 4°C.
The cell pellet was resuspended in RIPA lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM NacCl,
1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 0.5% Sodium deoxycholate) supplemented with a cocktail of
protease inhibitors (Roche) and a cocktail of phosphatase inhibitors (Thermofisher). Protein
concentration was estimated by BCA method, equal amount was taken for each sample. LDS
1X and reducing agent 1X were added to lysates. The samples were heated at 70°C for 10 min
before separation in polyacrylamide gels by SDS- PAGE. Following the migration, proteins
were electrotransferred onto a nitrocellulose membrane (0.45 um) using the dry blotting system
(iBlot from ThermoFisher) and detected by using specific primary antibodies, listed below.
After washing the membrane, the secondary antibodies (HRP-conjugated anti-mouse or anti-
rabbit IgG from Sigma) were used. Proteins were detected using ECL (Bio-Rad Laboratories).
H3 antibody was used as a marker of equal loading. The ImageLab software was used for

contrast adjustment of the images.
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Antibodies:
- Anti-GFP Roche 11814460001
- MEKI1/2 antibody Cell Signalling technology #9122
- Phospho MEK1/2 (Ser217/221) Cell Signalling technology #9154
- P44/42 MAPK (Erk1/2) antibody Cell Signalling technology #9102

- Monoclonal Anti-MAP Kinase, Activated (Diphosphorylated ERK-1&2) antibody

Sigma #M8159

- Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary mouse and rabbit antibodies were

purchased from Sigma.
2C Complex capture

2C experiments were performed using commercial buffers and silica-based columns from the
Zymo Research “Quick-RNA Midiprep Kit” #1056 following manufacters’ instructions and
following recommendations from “Extraction of nucleic acid—bound proteins by 2C” Claudio
Asencio, Aindrila Chatterjee, Matthias W Hentze. Life Science Alliance Jun 2018, 1 (3)

€201800088; DOI: 10.26508/1sa.201800088.
Proximity Ligation assay (PLA)

PLA is an immune straining method that allows the specific detection of protein-protein
interactions in cells when the target proteins are in close proximity (within 40nm). The protein-
protein interactions are visualized as an individual fluorescent spot. Interactions between Braf
and Craf (Braf—Craf), Braf and Nras (Braf-Nras), Braf and MEK 1 (Braf-Mek1), Braf and Mek2
(Braf-Mek?2), Braf and Ksr (Braf-Ksr), or eIF4E and elF4G (elF4E—eIFG4G) were detected by
in situ proximity ligation assay (PLA) in Malme-3M melanoma cell lines. The BRAF-GFP

deletion constructs -CRAF interaction was detected by PLA in the A2058 melanoma cell line
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after a 48h transfection using JetPEIL. RNase A treatments (2 min at 37°C) were performed after
a permeabilization step on lived cells. Then PLAs were performed on fixed and permeabilized

cells.

The PLA protocol was followed according to the manufacturers’ instructions (Sigma), with
incubation of the primary antibodies at 37°C for 1h. After blocking, the antibodies were used
at the following concentrations: for elF4E (mouse, clone A-10, #SC-271480, Santa Cruz
Biotechnology, 1:200); for eIF4G (rabbit, #2498; Cell Signalling Technology,1:200), for CRAF
(rabbit, Invitrogen, 1:500) and for GFP (mouse, #11814460001, Roche), 1:2000). PLA minus
and PLA plus probes (containing the secondary antibodies conjugated to oligonucleotides) were
added and incubated for 1h at 37°C. Ligase was used to join the two hybridized oligonucleotides
into a closed circle. The DNA was then amplified by a polymerase with a rolling circle
amplification, and detection of the amplicons was carried out using the Far Red detection kit
for fluorescence. Cell membranes were stained using phalloidin (alexa fluor 488, Invitrogen).
Then the slides were mounted with Olink Mounting Medium containing 49,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) to stain cell nuclei.

The first results (figure 3) were visualized by an Olympus VS120 microscope and the number
of PLA signals per cell was counted by the image analyse software from Olympus (VS-ASW-
FL, Olympus). The second slides results (figure 4) were visualized using a Nikon Eclipse Ti

microscope and analyzed using an acquisition image software (NIS Elements AR, NIKON).
Microfluidic western blotting

Microfluidic western blotting was performed using the Simple Western size-based protein assay
(Wes ProteinSimple), a combination of capillary electrophoresis and immunodetection

techniques, following the manufacturer’s protocols.
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Briefly, 0.1% of input and total 2C elute were mixed at a 4:1 ratio with a 5X fluorescent master
mix containing SDS, DTT (40 mM) and fluorescent molecular weight standards, and heated at
95 °C for 5 min. Samples and biotinylated molecular weight standards were loaded along with
blocking reagent, primary antibodies against GFP (1:200, Roche), HRP-conjugated secondary
antibodies, wash buffer and chemiluminescent substrate into a microplate prefilled with staking
and separation matrices. Fully automated western blotting was performed: proteins were
separated by electrophoresis at 375V for 25 min, immobilized to the capillary by UV
crosslinking and incubated with primary and secondary antibodies for 30 min each.
Chemiluminescent signal was captured by a CCD (charge-coupled device) camera and the
resulting image was analyzed by Compass software (ProteinSimple) and expressed as synthetic

bands.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Several MAPK signalling proteins are RNA binding proteins. A. Experimental
scheme. B. and C. Upper panels: SDS-PAGE autoradiography of the CLIP experiments
performed withn the indicated proteins in non-UV (-) and UV (+) irradiated HEK293T
transfected cells. Lower panels: corresponding western blot; IP: immunoprecipitation and input
(10%). The arrow indicates the position of the expected migration for each protein. D. Left
panel: RNA extraction of NRAS UV+ signal from the CLIP experiment (A) in UV Middle
panel: RNA extraction of BRAF V600E both UV- and UV+ signal from the CLIP experiment
(B). Right panel: RNA extraction of CRAF both UV- and UV+ signal from the CLIP
experiment (B). E. Western blot of 2C experiments in both UV and non-UV irradiated
HEK293T transfected cells (BRAF-V600E, BRAF or KSR). The RNA-binding protein HuR
was used as a positive control, and the RNAse treatment of cell lysate prior 2C is used as a

negative control.

Figure 2. BRAF V600E directly interacts with RNA in melanoma cell lines. A. Upper panel:
SDS-PAGE autoradiography of endogenous BRAF V60OE CLIP in UV-exposed (UV+) and
untreated (UV-) Malm 3M BRAF V600E melanoma cells. The arrow indicates the expected
size of BRAF V600E. Lower panel: western blot of endogenous BRAF V600E in the IP and
the input (10%). B. Western blot of OOPS experiment in both UV-exposed (UV+) and
untreated (UV-) A375 BRAF V600E melanoma cells. RNA-binding protein HuR was used as
a positive control, and the RNAse treatment of cell lysate prior to loading to the column is used

as a negative control as well as MEK1/2.
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Figure 3. An RNA component is involved in stabilizing BRAF-CRAF interaction. BRAF—
CRAF interaction visualized by PLA in MALM 3M S, MALM 3M R and A375 cells treated
with RNase A, H or left untreated (mock). Each red dot corresponds to one BRAF-CRAF
interaction outside of the DAPI-stained nuclei. The white numbers indicate the mean +/- s.d.

The elF4E-4EBP1 interaction is used as a control.

Figure 4. The interaction between BRAF V600E and several of its protein partners
partially depends on an RNA component. A. BRAF-CRAF, BRAF-MEK1, BRAF-MEK2,
BRAF- KSR interaction visualized by PLA in MALM 3M R cells treated or not with RNase A.
Each yellow dot represents one interaction. Cell nucleus are stained in blue (DAPI) and cell
membrane in green (phalloidin). The white numbers indicate the mean of dots per cell after
counting with image analysis software (Nikon). The eIF4E-4EBP1 interaction is used as a
control. B. Quantification of the effects of increasing RNAse A concentrations on protein-

protein complexes involving BRAF determined by PLA.

Figure 5. An 18 amino acid-long region located in the C-terminal part of BRAF is
necessary for RNA binding. A. Schematic representation of the BRAF V600OE deletion
constructs used for transient expression in HEK293T cells. B. Upper panel: SDS-PAGE
autoradiography of BRAF V600E (Full length), AN150, AN360 and AN360-C718 CLIP in UV-
exposed (UV+) and untreated (UV-) HEK293T transfected cells. The arrow indicates the
expected size of the migration for each protein. Lower panel: western blot of IP and input 10%.
C. RNA extraction of BRAF Full-length, AN150, AN360 for both UV- and UV+ signals from
the CLIP experiment (B). D. Western blot of 2C experiments in both UV-exposed (UV+) and
untreated (UV-) HEK293T transfected cells (BRAF Full-length, AN150, AN360 and AN360-

C718). RNAse A treatment of cell lysate prior 2C is used as a control. E. SDS-PAGE
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autoradiography of AC718 and AC735 CLIP in UV-exposed (UV+) and untreated (UV-)
HEK293T transfected cells. The arrow indicates the expected size of the proteins. Lower panel:

western blot of IP and input 10%.

Figure 6. The RNA binding activity of BRAF V600E is involved in the activation of the
MAPK signalling. A.Scatter plot of the number of dots corresponding to BRAF full length-
CRAF, AC735-CRAF and AC718-CRAF in PLA experiments performed in A2058 transfected
cells treated with or not with RNase A. The significance for the difference between RNase A
treated and untreated values was derived from the Mann- Whitney statistical test. Bars represent
the median (numbers above) and 95% CI. **** p<0.0001. ns : not significant. B. Western blot
analysis of MAPK signalling activity with antibodies specific for phosphorylated (P-) or total

proteins as indicated in HEK293 transfected cells. H3 is used as a loading control.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

RNA binding
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Figure 6
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Résultats supplémentaires

L’ensemble des résultats présentés dans I'article suggére que plusieurs protéines de la
voie MAPK sont capables d’interagir avec I’ARN et qu’une composante ARN est d’ailleurs
impliquée dans la régulation de la voie et de ses interactions protéine-protéine.

En conséquence, la question qui s’est ensuite posée a été : quels sont les ARN capables
d’interagir avec les protéines de liaison aux ARN de la voie MAPK (NRAS, BRAF, CRAF et KSR) ?

Afin d’identifier ces ARN, nous avons établi une collaboration avec I’équipe d’Hervé le
Hir a 'ENS (Paris). Deux iCLIP de la protéine BRAF ont ainsi pu étre réalisées sur la lignée
MALM-3M-R exprimant fortement BRAF V600E (Boussemart et al., 2016).

LiCLIP est une technique de CLIP-seq améliorée, tout comme le CLIP, elle repose sur
I'utilisation des UV-C a 254nm pour figer les interactions directes ARN-protéines. Une
digestion partielle du lysat a la RNase A est réalisée, puis les complexes ARN-BRAF sont purifiés
par immunoprécipitation. Des adaptateurs sont ligués sur les ARN du complexe, la protéine
BRAF est éliminée par une digestion a la protéinase K. Ensuite, les ARN sont purifiés, reverse
transcrit en cDNA et enfin séquencés a haut débit par RNA seq. Les fragments d’ARN obtenus
gu’on appelle « reads », sont ensuite mappés sur le transcriptome, et ainsi les ARN peuvent
étre identifiés.

Ces deux sets d’expériences a grande échelle ont généré chacune environ 2-3 millions
de « reads » et nous a permis d’obtenir une liste d’environ 150 candidats retrouvés enrichis
dans les CLIP-seq BRAF par rapport au controle « 2 % input » (SM-input : Size matched input)
qui correspond au « bruit de fond ». La plupart des reads sont majoritairement situés dans
les régions 5’UTR, mais également dans les séquences codantes (CDS) (figure 19 ci-dessous).
Sur les 150 candidats obtenus, il est intéressant de remarquer qu’un seul long ARN non codant

a été retrouvé (LINC0O0304).
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Figure 19 : Enrichissement des différentes catéqgories de « reads » normalisé par la taille du génome

Afin de valider les interactions ARN-BRAF parmi ces 150 candidats, nous avons

sélectionné 4 ARN qui représentent les meilleurs candidats en termes de « reads » mappés

par rapport au SM-input (log2 (moyenne reads iCLIP/ moyenne reads SM-input) > 3) (figure

20).

ENSG00000180422 |LINC00304 lincRNA 17 21 0| 0 19 0 nd
ENSG00000103187 |COTL1 protein_coding 24 31 4 1 27,5 2,5 3,459431619
ENSG00000150093 |ITGB1 protein_coding 67 122 7 12 94,5 9,5 3,314314911
ENSG00000106948 |AKNA protein_coding 20 27 0| 2 23,5 1 4,554588852

Figure 20 et 20 bis : Tableau des candidats sélectionnés pour la visualisation CLIP g-PCR et visualisation

des pics de reads

Il est intéressant de souligner que les reads correspondent aux fragments d’ARN

retrouvés comme interagissant avec BRAF (figure 20 bis). lls permettent ainsi d’identifier une

zone d’interaction de la protéine sur I’ARN. En effet, les échantillons étant traités a la RNAse,

les fragments d’ARN restant sont ceux protégés par la protéine. Pour ces candidats, les reads

retrouvés sont globalement regroupés sur des zones assez précises, et non dispersés sur le

transcriptome. De plus, ces reads ne sont pas retrouvés sur les échantillons SM-input,

suggérant une spécificité d’interaction de BRAF avec ces ARN.

91



Figure 20 bis : visualisation des reads sur le génome pour chaque candidat
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UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly
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Nous avons donc réalisé un CLIP g-PCR en suivant les mémes conditions techniques
gue les CLIP-seq. Une immunoprécipitation de la protéine BRAF a été réalisée sur des lysats
cellulaires de MALME-3M_R apreés couplage covalent aux UV-C a 254 nm. Un Western Blot a
été effectué avec 10 % de cette immunoprécipitation dans le but de vérifier que les protéines
d’intérét ont été immunoprécipitées (figure 21). Une IP contre la protéine de liaison aux ARN

HuR sert de contréle positif, et une IP IgG sert de contréle négatif.

input IP
w w
< X < £ @
c 32 ]
o I 20 % T oo

[Spa— ) - $BRAF

———— — <«HuR

Figure 21 et 21 bis : Western blot de validation des IP (* bande non spécifique) et résultats de CLIP-gqPCR

Une extraction d’ARN est ensuite exécutée sur les 90 % de I'immunoprécipitation
restante. Ces ARN sont purifiés et reverse transcrit en cDNA. Puis, une qPCR est réalisée. On
remarque un fort enrichissement de I’ARNm CENPN dans I'IP HuR par rapport a l'input, c’est
notre contréle positif, cet ARN étant connu pour interagir avec HuR (Dutertre et al., 2014). On
remarque aussi une absence d’enrichissement de 'ARNm HPRT dans I'IP HuR, cet ARN
n’interagissant pas avec HuR, c’est notre controle négatif. Pour finir, il est intéressant de
remarquer que I'IP 1gG, contréle de la spécificité des anticorps, ne montre aucun
enrichissement pour toutes les cibles. L'ensemble de ces éléments indique que
techniquement le CLIP gPCR fonctionne. Cependant, aucun des candidats sélectionnés ne

montre un enrichissement dans I'IP BRAF (figure 21 bis).
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Figure 21 bis : visualisation des résultats des CLIP-qPCR pour chaque candidat
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES



L’ensemble des résultats indique que plusieurs protéines de la voie MAPK sont des
protéines de liaison aux ARN (NRAS, BRAF, CRAF). Par ailleurs, nous avons identifié un mutant
de délétion BRAF qui présente un défaut dans son activité de liaison a 'ARN ainsi qu’une
activité de signalisation réduite. Cela suggére que I'activité de liaison a '’ARN est capable de
réguler 'activité de la voie MAPK. Nous avons également montré une modulation des
interactions protéine-protéine dépendante de I’ARN dans la voie MAPK, indiquant ainsi
gu’une composante ARN serait impliquée dans la stabilisation et la régulation de ces
interactions protéine-protéine.

Dans cette partie, seront discutés ces résultats. Des perspectives seront également abordées

afin de proposer des hypothéses pour le reste de cette étude.

Des protéines de la voie MAPK sont des
protéines de liaison a ’ARN

Au cours de ma thése, j'ai pu montrer par plusieurs techniques (CLIP, 2C, OOPS) que
certaines protéines de la voie MAPK interagissent avec I’ARN (BRAF, NRAS, CRAF). Ce
phénoméne ne semble pas concerner toute la voie puisque MEK2 ne montre aucune évidence
de liaison a I’ARN. Pour KSR, une conclusion définitive ne peut étre donnée.

Diverses études démontrent un réle important des ARN non codants dans les voies de
signalisation, comme abordé dans lintroduction et détaillé dans la revue en annexe.
Cependant, il n’existe que trés peu de données concernant ce réle dans la voie MAPK, et plus
particulierement dans la régulation des interactions protéine-protéine des voies de
signalisation. Une étude réalisée en 2015 (Siprashvili et al., 2015) démontre que KRAS est une
protéine de liaison a ’ARN qui interagit avec les snoARN SNORD50A et SNORD50B. Ces
derniers inhibent I'activité de KRAS et sont d’ailleurs fréquemment retrouvés sous-exprimés
dans les cancers. La déplétion de ces snoARN accroit I'activation de KRAS en augmentant sa
prénylation. Dans cette étude, la liaison de NRAS aux snoARN a aussi été démontrée par CLIP-
gPCR. Les données obtenues avec NRAS dans notre étude indiquent que plusieurs membres
de la famille RAS interagissent avec les ARN. Il est cependant peu probable d’imaginer que ces
snoARN soient impliqués dans une stabilisation de I'interaction BRAF-NRAS car (i) ces snoARNs
n’ont pas été retrouvés dans les CLIP-seq de la protéine BRAF, (ii) le domaine d’interaction de

BRAF avec NRAS ne semble pas étre nécessaire a |’activité de liaison a I’ARN de BRAF.
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En ce qui concerne la famille RAF, nous avons démontré que 2 membres de sa famille,
BRAF et CRAF (dont les séquences sont trés conservées (Anton and Wennogle, 1998)), sont
des protéines de liaison aux ARN. D’ailleurs, la zone d’interaction de BRAF a I’ARN que nous
avons défini, située en C-ter, est fortement conservée dans les protéines BRAF et CRAF, mais
aussi dans le troisieme membre de la famille, ARAF (environ 77% de conservation dans cette
zone, figure 22). Il ne serait donc pas surprenant de constater que tous les membres de la

famille RAF soient des protéines de liaison a ’ARN.

HUMAN A-RAF LS CLKFQREERPLFPQILATIELLQRSLPKIERSASEPSLHR|.T.QADELPACLLSAARLVP............
585 HUMAN C-RAF VADCVKKVKEERPLFPQILSSIELLQHSLPKINRSASEPSLHRAA.HTEDINACTLTTSPRLpVF..........
HUMAN B-RAF MAECLKKKRDERPLFPQILASIELUARSLPKIHRSASEPSLNRAGFQTEDFSLYA.CASPKTpIQAGGYGAFPVH

Figure 22 : Alignement de séquence des trois isoformes RAF au niveau de la zone C-terminale.

Les acides aminés identiques sont en rose, les substitutions conservées sont en bleu, et les non conservées
sont en noir, encadré en rouge les 18 acides aminés nécessaires a I’activité de liaison a '’ARN (modifié de
Anton and Wennogle, 1998).

Pour poursuivre cette étude, il serait intéressant, d’'une part, de tester I'activité de liaison
a I’ARN de la protéine ARAF afin de savoir si la liaison a 'ARN est commune a ces trois
isoformes et, s’autre part, d’effectuer des expériences de CLIP-seq sur la protéine CRAF (et
éventuellement ARAF), mais aussi NRAS, afin de savoir si les ARN retrouvés sont similaires a

ceux trouvés pour BRAF.

L’activité de liaison a I"ARN de BRAF, un
nouveau mécanisme de régulation de l'activité
de la voie MAPK

BRAF est mutée dans de nombreux cancers. En particulier, plus de 50% des cas de
mélanomes cutanés comportent une mutation de la valine en position 600 (V600E)
(Bogenrieder and Herlyn, 2011). Cette mutation rend la protéine constitutivement active et
entraine une activation de la voie MAPK. Nous avons montré que BRAF V600E, mais également
BRAF WT, sont des protéines de liaison a ’ARN. Le mécanisme de liaison a ’ARN ne serait donc
pas dépendant du statut de mutation BRAF V600E. A noter aussi que le domaine de liaison a
I’ARN de BRAF, a I'extrémité C-terminale de BRAF, ne se situe pas dans la zone de la Valine

600.
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L'analyse de la séquence protéique de BRAF montre qu’il n’existe aucun domaine
canonique connu de liaison a I’ARN. Cependant, comme évoqué dans l'introduction, des
régions désordonnées peuvent agir en tant que véritables domaines de liaison a I'ARN
(Jarvelin et al., 2016). L’avantage de ces domaines est leur adaptabilité de liaison a I’ARN,
puisqu’ils peuvent se lier a plusieurs cibles ou encore former des granules ARN-protéine lors
des phénoménes de séparation de phase (figure 23). C'est pour ces raisons que nous avons
tenté de savoir si la structure de BRAF comportait des régions désordonnées. Des outils de
prédiction des régions désordonnées tels que I'outil PROFBval de « predictprotein.org »
(Schlessinger et al., 2006) ou encore PrDOS (Protein DisOrder prediction System (Ishida and
Kinoshita, 2007)) montrent que I'extrémité C-terminale de BRAF constitue une région
désordonnée. D’ailleurs, les acides aminés alanine, acide glutamique, proline, sérine, entre
autres, ont été montrés comme favorisant I'état désordonné (Campen et al., 2008; Kumari et
al.,, 2015). On pourrait ainsi muter ces acides aminés dans la région des 18 nécessaires a
I'interaction avec I’ARN de BRAF et tester cette activité de liaison a I’ARN, ainsi que I'activité
de la voie. De plus, il serait envisageable d’échanger cette région C-ter désordonnée de BRAF
par des domaines de liaison canonique a I’ARN (tel que le RRM, KH domaine, etc.) pour vérifier
si I'activité de liaison a 'ARN ainsi que I'activité de la voie MAPK est retrouvée ou si ce

mécanisme est strictement exclusif a I'aspect désordonné de la région C-ter.

Adaptable binding Formation of RNA-
conformations protein granules

Granule formation

and RNA binding
M

Target RNA A
AAAAAAAA
% CAR
Mgy,

Target RNA B (M

WAAAA
AP

Figure 23 : Interactions des régions désordonnées avec I'ARN (modifié de Jirvelin et al., 2016)
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L'un des exemples les mieux étudiés de ce phénomene de séparation de phase régulé par
I’ARN concerne I’ARN non codant NEAT1. NEAT1 est capable d’interagir avec de nombreuses

protéines de liaison a 'ARN, induisant une séparation de phase et la formation d’organelles
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dépourvus de membranes, les paraspeckles, lors d’un stress cellulaire (Clemson et al., 2009).
L'interaction faible de NEAT1 avec des domaines a faible complexité a été montrée comme un
élément crucial de ces phénomeénes de séparation de phase. Cet ARN long non codant sert en
fait de plateforme pour le regroupement de plusieurs RBP, nécessaire pour induire une
séparation de phase.

Ces aspects de séparation de phase et de régions désordonnées sont assez fascinants. Et
nous pourrions peut-étre les relier a certains de nos résultats difficiles a interpréter. En effet,
nous n’avons pas pu valider les données générées lors du CLIP-seq. Le CLIP-seq est une
technique plus sensible que le CLIP-gPCR. En effet si I’ARN est tres faiblement associé a BRAF,
il sera difficilement détectable en gPCR. Nous pouvons ainsi imaginer que grace a son fort
niveau d’adaptabilité, la région désordonnée de BRAF pourrait interagir avec plusieurs ARN et
peut-étre promouvoir un regroupement dans un méme espace cellulaire de plusieurs RBP
comme lors des phénomeénes de séparation de phase. Il serait dont intéressant de tester
I'implication des protéines dans les phénomenes de séparation de phase a I'aide de diverses
techniques récentes décrites dans le chapitre de « Methods and Strategies to Quantify Phase
Separation of Disordered Proteins » (Ceballos et al., 2018), comme la purification des
condensats in vitro. Ces techniques sont assez complexes et laborieuses a mettre en place
d’autant plus si les protéines ont besoin de différents partenaires afin d’induire des
séparations de phase. Il serait alors plus intéressant de rechercher et d’essayer de visualiser
ces condensats en microscopie avec les techniques de recherche des droplets ou condensats
(Ceballos et al., 2018; McSwiggen et al.,, 2019) en utilisant une protéine étiquetée
(fluorescente par exemple). Cependant des études récentes soulignent que les phénomenes
de séparation de phase sont tres particuliers et dépendent de nombreux parametres dont la
concentration en protéines. Ainsi, au lieu de former des condensats de séparation de phase,
les protéines et ARN/ADN pourraient constituer des « hubs » permettant de rassembler les
protéines dans une localisation cellulaire donnée (Chong et al., 2018). Chong S et al,. ont mis
en évidence I'importance de la concentration des protéines en montrant que certains facteurs
de transcription en concentration endogéne assez faible (100 nm) formaient des hubs avec de
'ADN pour favoriser la transcription. Ce méme phénomene testé en condition de
surexpression avec des concentration de I'ordre du uM montre la formation de condensats

de séparation de phase (figure 24).
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Figure 24 : Des hubs a la séparation de phase (d’aprés Chong et al., 2018)

La séparation de phase et les hubs peuvent donc étre particulierement utiles pour
favoriser des interactions entre protéines dans un méme espace cellulaire, ce qui est
particulierement intéressant dans le contexte des voies de transduction du signal. Les ARN
pourraient alors agir en tant que scaffold, plateforme architecturale stabilisant ainsi les
interactions protéine-protéine. D’ailleurs, par PLA, nous avons pu montrer une diminution
significative des interactions BRAF-protéine de la voie MAPK uniquement pour les protéines
démontrant une activité de liaison a I’ARN (BRAF, CRAF et éventuellement KSR) alors que les
interactions BRAF-MEK ne montraient aucune modulation aprés traitement a la RNase. Cela
suggere que I’ARN favoriserait les interactions protéine-protéine, supportant ainsi I’hypothese
du role de « scaffold ». Cette conclusion est également appuyée par le fait que l'interaction
du mutant de délétion BRAF avec CRAF ne semble pas étre affectée par le traitement a la
RNase. Il serait également intéressant d’étudier I'interaction de ce mutant de délétion BRAF
avec les autres protéines de la voie (i.e. NRAS, MEK et KSR).

La limitation de la technique due a I'impossibilité de normaliser les différences d’efficacité
de transfection ne nous permet pas de conclure sur des différences d’interactions avec CRAF
entre les différents mutants de délétions BRAF. Pour pallier a ces problemes de normalisation,
des lignées stables par CRISPR/Cas9 exprimant les différents mutants de délétions pourraient
étre générées. Ainsi il serait possible de comparer les différentes interactions, mais également

de tester les différents traitements anti-BRAF ou anti-MEK sur ces lignées.
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Bien que l'activité de liaison a 'ARN de BRAF ne soit pas dépendante du statut
mutationnel, il n’est pas impossible d’exclure I’hypothése que I'activité de liaison a I’ARN soit
impliquée dans la régulation de l'activité de la protéine et ainsi dans les phénomeénes
d’activation de la voie. En effet, 25 % des cas de résistance aux thérapies ciblées anti-BRAF et
anti-MEK restent inexpliqués et plus de 50 % des cas sont dus a une réactivation de la voie
MAPK dont les mécanismes restent peu compris (Shi et al., 2014; Zaman et al., 2019). La zone
C-terminale, ou se situe le domaine de liaison a I’ARN de BRAF, est aussi le siege de quelques
mutations que I'on retrouve chez les patients (figure 25). Les mutations des patients ayant été
rapportées au niveau du domaine de liaison a I’ARN de BRAF que nous avons identifié sont les
suivantes : H725Y, R726C, P731S, L733F, N734S, R735W (d’aprés les études TCGA pan-cancer

sur cBioportal (https://www.chioportal.org)). Les acides aminés tyrosine, cystéine,

phénylananine et tryptophane ont été montrés comme promouvant |'état « ordonnée » d’une
région (Campen et al., 2008; Kumari et al., 2015). Il est intéressant de constater que
globalement les acides aminés mutés dans cette zone sont substitués par des acides aminés
qui pourraient bouleverser cette région C-terminale désordonnée. Il serait donc pertinent de
reproduire ces mutations pour savoir si elles modifient I'aspect désordonné de la région en C-
terminale, la liaison a I’ARN et 'activation de la voie.
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Figure 25 : Spectre de mutations BRAF dans les cancers (d’aprés Zaman et al., 2019).

Les mutations en vert représentent des mutations faux sens.

Des « hubs » ou « signalling bodies », vers un
nouveau mode de régulation dynamique des
voies de transduction du signal

Ces dernieres années, un réle important des ARN non codants dans la régulation des voies
de signalisation et la régulation par « scaffolding » semble apparaitre comme un mécanisme

permettant de moduler et stabiliser les complexes protéines-protéines, ce qui est
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particulierement intéressant dans les voies de signalisation (cf. revue en annexe). Ces
interactions protéines-protéines sont en effet le socle de régulation de I'activité de la voie.
Des protéines « scaffold », telles que KSR, sont d’ailleurs déja connues pour permettre de
faciliter la présence des protéines dans un méme espace cellulaire. Les ARN, et plus
globalement l'activité de liaison a I’ARN, pourraient permettre d’ajouter une dynamique
supplémentaire pour faciliter ou orienter la réaction de la cellule face a son environnement
cellulaire, en réponse a un stress par exemple, ce qui reste le but des voies de signalisation.
On pourrait imaginer |'existence de « signalling bodies » de la méme maniere que les p-bodies,
qui se formeraient par rassemblement des protéines de signalisation ayant une activité de
liaison a 'ARN, en réponse a un signal activant la voie de signalisation et permettant ainsi

I’optimisation de la transduction de ce signal.
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Abstract:

RNA scaffolding is an important regulatory mechanism through which IncRNAs mediate their
functions. It is well established that protein complexes assembled with long ncRNAs are
essential components of the machineries regulating the complex dynamic of chromatin states
in response to cellular inputs. In contrast, regulation of other biological processes by INncCRNAs

acting as scaffolds has received much less attention. Several recent studies have focused on
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the functional and structural importance of IncRNAs in the regulation of protein-protein
interactions during intracellular cell signalling. In this review, we present an integrated analysis
of the emerging field of INcRNA-mediated scaffolding during signal transduction cascades,
from signal sensing to downstream cellular responses. Multiple evidences emphasize the role
of ncRNAs-mediated scaffolds in various physiological and pathological contexts as well as its
relevance in human diseases, including cancer. A better understanding of the architectural
function of scaffolding ncRNAs will bring new perspectives for exploiting the emerging use of

RNA therapeutics.
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Introduction

Non coding RNAs (ncRNAs) are defined as RNAs with little or any known coding
function. Abundance of ncRNAs has been underestimated for a long time, but recent advances
in high-throughput RNA sequencing technologies, allowing the extensive study of the

transcriptome, showed that ncRNAs represent more than 60 % of the genome [1]. Every year

the identification of new ncRNA is increasing, their understanding has been greatly improved
in the past ten years, nevertheless, characterizing their role still remains an ongoing challenge
for scientists.

Many types of ncRNAs have been described, highlighting their vast diversity. In 1958,

characterization of transfer RNA (tRNA), was the first ncRNA discovery [2] followed in 1973 by

ribosomal RNA which are core components of the ribosome [3]. Then, snoRNA, piRNA,

mMiRNA, circRNA, IncRNA and others have been described more recently. It appears that their
roles are as diverse as their types. Several studies have shown that ncRNA have a role in the
epigenetic marking of many genes, in transcription, in translation, in stress response, and in
diseases such as cancer. ncRNA have been able to regulate these biological processes by the
virtue of their interaction with DNA, RNA and also proteins (RNA-binding proteins: RBP)
through diverse mechanisms. Long non coding RNA (IncRNA) which are defined as ncRNAs
more than 200nts in length, transcribed by RNA Polymerase Il (RNA Pol Il), comprising of
exons and introns, harbouring 5’ cap and 3’ poly A tail but lacking coding potential and often
arising from intergenic regions of the genome has particularly emerged as key players in many
of these biological processes. A number of studies have shown that often INCRNA are less
expressed compared to mRNA and their expression is tissue-specific or cell type specific
related to the process they are regulating [4]. They can act through three main mechanisms:

guide, scaffold, decoy. Operating as guide, INcCRNA can recruit protein to a specific localization

[5]. To downregulate some processes, such as the regulation of the DNA damage response,

IncRNA are able to turn into a decoy and sequester RNA or RBP away from their target [6].

129



LncRNAs can also serve as molecular scaffolds in multicomponent cellular complexes. It can
indeed play a structural role by allowing the assembly of complexes. In fact, the IncRNAs are
often at an advantage over protein based regulatory scaffolds because of several reasons.
Firstly, IncRNAs can function immediately upon synthesis unlike protein scaffold which need
to be exported to cytoplasm and translated. Secondly, owing to the greater flexible and more
degenerate nature of INcCRNA structure than a protein-based scaffold, a IncRNA molecular
scaffold can undergo multiple conformational changes and provide multiple interfaces for
assembly and activation in biological complexes. Thirdly, as described before, IncRNAs are
highly specific in their expression domain, thereby providing avenue of more stringent
regulatory potential. A recent high throughput RNA-Seq study across different mammalian
organs by Sarropoulos et al. [7] estimated that around 51-63% of all mammalian IncRNAs are
tissue specific in their expression. Interestingly, it has also been demonstrated that RNA

scaffolding not only concerns protein complexes but DNA as well [8] with increased evidence

of specific interactions of INcRNA with DNA to form triple helix (triplex) [9]. This allows the

recruitment of proteins complexes to specific DNA regions to regulate gene expression.
Moreover, the role of INcRNA in the formation of ribonucleoprotein (RNP) condensates through

phase separation has been described recently, and IncRNA appears as an important structural
scaffold to assemble RNP condensates such as paraspeckles or p-bodies [10-12]. By
establishing a new approach called ArtiGranule (ArtiG), the authors determine the contribution
of scaffold RNA to the formation of phase-separated condensates in a living system [11]. Their

studies demonstrate a key regulator role of scaffold RNA in the formation of phase-separation
condensates assembly since RNA could be the starting point of condensate nucleation by

offering molecular scaffolding signals to organise the development of RNP assembilies.

While most of the classical assays used to uncover scaffolding function of IncRNA have
relied on a combination of molecular biology techniques like CLIP (CrossLinking

immunoprecipitation), iCLIP (individual CLIP), PAR CLIP (Photoactivable ribonucleoside-
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enhanced CLIP), eCLIP (enhanced CLIP) [13,14], computational tools could help us to
accelerate our understanding in this aspect. Examples of computational approaches to predict
IncRNA function were adaptated from catRAPID method [15,16]. A pioneering large-scale
computational study to predict protein scaffolding function of IncRNA was undertaken by
Ribeiro et al. [17]. Using a catRAPID omics algorithm which predicts RNA-protein interactions

between human canonical proteome and Gencode IncRNAs based on physicochemical
properties of molecules and expression data, their study predicted that almost 5% of the long
non-coding transcriptome (847 IncRNAs) had the potential to scaffold key protein-protein
interactions in cell signalling networks. Their predicted data showed significant overlap with
independent eCLIP datasets thereby adding confidence to the analysis. Overall, this study

indicated that RNA mediated scaffolding of protein complexes may be a dominant and

widespread function of IncRNA [17].

In a recent study, the authors [18] integrated RNA-binding (eCLIP) data along with

transcriptome  (RNA-Seq), subcellular  localization  (fractional RNA-Seq and
immunofluorescence), epigenetic activity and enhancer landscape (Histone ChIP-Seq),
genome architecture and chromatin interaction (CHIA PET/HIiC) information to devise a
statistically defined prediction scores for INcRNA functions. Their resulting pipeline - Predicting
LncRNA Activity through Integrative Data-driven Omics and Heuristics - (PLAIDOH) not only
validated classical IncRNA-protein target interactions from publicly available cancer (TCGA) or

ENCODE datasets but also successfully identified biologically coherent functions for

lymphoma associated IncRNA RP11-960L18.1 [18]. Other prominent examples of such

comprehensive studies include LncMAP [19], Cancer LncRNA Census [20].

Cells are able to respond to their environment thanks to cell signalling which implies
the transmission of a chemical signal from a sending cell to a receiving cell. Four main types
of chemical signalling have been described: autocrine signalling : the sending cell is the same
as the receiving cell; endocrine signalling : the sending cell uses the bloodstream to send its

signal, often hormones, to the receiving cells which can be localized far away from the sending
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cell; direct signalling when the sending cell uses direct connection to transmit its signal (gap
junctions, complementary receptor); paracrine signalling : the sending cell releases chemical
compounds which can be sensed by receiving cells in the same environment. In all the cases,
the receiving cells which sense the signal activate an appropriate signal transduction pathway
in response. Indeed, in response to an external or internal stimulus, signalling pathways such
as MAPK, PI3k- AKT-mTOR are activated and can impact multiple cellular processes
(proliferation, differentiation, mobility, apoptosis). The activation of cell signalling pathways
trigger a cascade of phosphorylations and protein-protein interactions in order to transduce the
signal from the cell membrane to the nucleus and then act on gene regulation as a downstream

cellular response. Emerging evidence suggests that IncRNA are involved in signalling network
and particularly in cancer where many signalling pathways are found dysregulated [21]. Their

ability to form scaffold is particularly relevant in the context of signalling cascade of protein-
protein interactions and IncRNAs begin to appear as regulators of signalling pathways.
Besides, dysregulations of signalling pathways often correlate with almost every type of cancer
and tumorigenesis. Next-generation sequencing showed through many studies that IcnRNA

and more generally ncRNA are strongly dysregulated in many diseases including cancer
[22,23]. Finding a link between cell signalling, ncRNA and cancer could be one of the missing

pieces in the understanding of molecular mechanisms of multifactorial diseases like cancer,
and for designing of novel therapies.

In this review, we aim to focus on the emerging field of IncRNA mediated scaffolding in
intracellular signalling. We discuss molecular events highlighting the scaffolding role of
IncRNAs during distinct stages of cell signalling: signal sensing, signal transduction and
downstream cellular responses (Fig. 1) with implications in various physiological and
pathological contexts like cancer. Finally, we discuss existing avenues and further

opportunities to use these vast repertoire of INcRNA as targets for therapeutic intervention.
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Signal Sensing

In this section, we discuss about the role of scaffolding INcRNAs during signal sensing
which is the first step in signal transduction pathways. This biological event can occur in the
cytoplasm, nucleus or other cellular compartments and often involves protein-protein and
protein-lipid interactions. Several IncRNAs have been demonstrated to scaffold such protein-
protein and protein-lipid interactions and IncRNA association was found to be necessary for
triggering a ‘conformational change’ in the complexes which subsequently led to activation of
downstream cascades or ‘signal transduction’ (Fig. 2). An elegant example of this early signal
sensing function has been demonstrated for IncRNA, Link A in triple negative breast cancer
tissues (TNBC) [24]. Upon extracellular signal -EGF stimulation, Link A acted as a scaffold by
directly binding phospholipid PtdIns(3,4,5)P 3 (or PIP3) and protein kinase AKT. Abrogation of
the scaffolding function by ASO (antisense oligonucleotides) silencing of Link A prevented a
conformational change in AKT which was required for subsequent cascade activation. Notably,
Link A also scaffolds key protein-protein interactions in the Hypoxia Inducible factors (HIFs)
transcriptional program under normoxic conditions in TNBC cells [24]. Thus these two
examples strongly establish Link A as a scaffolding IncRNA mediating key conformational
changes in lipid-protein and protein-protein interactions during early events of signal sensing.
The Wnt/B-catenin pathway is also subjected to regulation by scaffolding IncRNA MUF
(Mesenchymal Stem Cells Upregulated Factor) in hepatocellular carcinoma cells (HCC) [25].
In the Wnt-OFF state, glycogen synthase kinase 3 (GSK-3[) phosphorylates and degrades
B-catenin through the ubiquitin-proteosome system. Annexin 2 (ANXA2) which is particularly
over expressed in Mesenchymal stem cells and metastatic samples of HCC could disrupt GSK-
3B/B-catenin interaction [25] (Fig. 2). IncRNA MUF binds both proteins GSK-38 and ANXA2

through distinct but partially overlapping domains. The IncRNA MUF association positively
stimulated the disruption of GSK-3p/B-catenin interactions by ANXA2, leading to activation of

Whnt/B-catenin pathway and consequently to an up regulation of -catenin and other pro-EMT
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(Epithelial Mesenchymal Transition) protein levels in nucleus and cytosol [25]. In similar
mechanism, LINC00673-v4 IncRNA was shown to act as a scaffold bringing together proteins
DDX3 and casein kinase 1¢ (CK1g) in lung adenocarcinoma cells [26] (Fig. 2). Here again,
LINC00673-v4 binding led to stimulation of CK1g kinase activity and phosphorylation of
dishevelled protein (Dvl) which then caused activation of Wnt/B-catenin pathway. Silencing of
LINC00673-v4 activity prevented the activation of Wnt/B-catenin pathway in metastasizing lung

adenocarcinoma cells [26].

On the other hand, signal sensing in the nucleus involves interaction with nucleic acids
(DNA, RNA, chromatin) and sub-nuclear compartments. Here the stimuli can be an
extracellular stimulus like UV radiation leading to DNA damage, or a diffusing protein/nucleic
acid signal from the cytoplasm initiating changes in chromatin modification or DNA modification
patterns or transcription programs. Initial signal sensing events upon induction of DNA double
stranded breaks (DSBs) include the binding of RNA Pol Il to the MRE11/RAD50/NBS1 complex
and synthesis of damage-induced long non-coding RNAs (dilncRNAs) [27]. This scaffolding
activity of dilncRNAs together with DICER and DROSHA synthesised small ncRNAs
(DDRNAs) promote DNA Damage Response (DDR) foci formation and lead to recruitment of
other DNA damage sensor proteins like 53BP1. Abrogation of this INncRNA-small ncRNA
pairing using antisense oligonucleotides diminished foci formation in a sequence dependent

manner [27]. Interestingly, here the scaffolding function of dilncRNAs is mediated by the
mechanism of phase separation [28] (discussed subsequently under section -Downstream

cellular response).

134



Signal transduction

The transmission of the signal sensed by cell signalling receptors is made possible by
a series cascade of molecular events: mostly phosphorylation cascades catalysed by kinases
of the pathway and series of protein-protein interactions. This process is called signal
transduction. Recently IncRNA have been identified as new actors able to regulate the signal
transduction through their scaffolding role (Fig. 3). They can promote protein-protein
interactions and thus have a direct impact on transduction cell signalling.

In triple negative breast cancer, INcRNA PVT1 has been shown to be able to act as a
scaffold in the cytosol by directly binding KLF5 protein at two sites and increasing BAP1

stability which consequently lead to p-catenin overexpression [29]. This mechanism is

responsible for a higher magnitude in signal transduction. The authors demonstrate that this
B-catenin signalling regulation through INcRNA PVT1 is particularly critical for tumor growth
and cell proliferation since INcRNA PVT1 depletion led to inhibition of cell proliferation and
tumor growth in two different triple negative breast cancer cell lines [29]. Similar scaffolding

function of IncRNA MAYA (MST1/2-antagonizing for YAP activation) has been noted during

bone metastasis signalling through a cross talk between ROR1-HER3 and Hippo-YAP
pathways [30] (Fig. 3). The authors showed that IncRNA MAYA provides multiple protein

binding sites to form a RNA-protein complex containing HER3, LLGL2 and NSUNG6 which can

control the methylation of Hippo/MST1. The authors highlight the importance of secondary
structure of INcRNA and new RNA binding domains recently discovered [31] which make

IncRNA efficient regulatory scaffold in signal transduction. By allowing formation of complexes,
scaffolding RNA can positively regulate the cell signalling pathway. Another example is INcRNA
CRNDE (Colorectal Neoplasia Differentially Expressed) which directly binds DMBT1 (deleted

in malignant brain tumors 1) and c-IAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1) proteins by
operating as molecular scaffold [32] (Fig. 3). Through an RNA pull-down assay, the authors
found that IncRNA CRNDE, as a scaffold was able to bind DMBT1 and c-IAP1 which ultimately
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leads to c-IAP1 stabilization. This RNA-protein complex has been shown to stimulate
gallbladder carcinoma carcinogenesis by activating signal transduction PI3K-AKT pathway.
Hence, these three examples illustrate the ability of scaffolding RNA to mediate protein-protein
interactions, to regulate the signal transduction and thus to promote tumor growth. These
concepts highlight the necessity for a better understanding of molecular mechanisms of
protein-protein interaction mediated by scaffolding RNA.

On another note, it has been found that ncRNA can adopt a specific secondary
structure and act as modular scaffold in order to regulate specific cell transduction signalling

such as differentiation. For example, a study by Xue et al. [33] shows that the secondary

structure of the INcRNA braveheart interacts with CNBP (cellular nucleic acid protein) through
the binding site “AGIL” (Asymmetric G-rich internal loop), a small region of 11 nucleotides in a
5 asymmetric G-rich loop located on the IncRNA which is required for cardiomyocyte
differentiation. The authors illustrate the importance of studying secondary structures of
ncRNA by presenting how AGIL, a small binding motif of 11 nucleotides in braveheart is able
to regulate cardiomyocyte signalling. Despite their weak sequence conservation between
species, INcRNA are often highly conserved in terms of secondary structure, which suggests
a crucial role for their function [34,35].

An interesting aspect of scaffold function of ncRNA is also that they appear to be

involved in protein ubiquitination processes [36,37]. Perhaps, the famous example of this

category of regulation is the IncRNA HOTAIR (HOX transcript antisense RNA) which has been

found associated with E3 ubiquitin ligases and their substrates, both containing RNA binding
domains. INcRNA HOTAIR was one of the first scaffold RNA discovered [38] and it is able to

assemble an epigenetic complex in order to regulate chromatin state. By possessing binding
domains for a demethylase LSD1 (Lysine-specific demethylase 1) and a methylase PRC2
(polycomb-repressive complex 2), IncRNA HOTAIR can regulate epigenetic inheritance. In the
context of protein ubiquitination pathways, IncRNA HOTAIR seems to be necessary to control

protein levels by inducing ubiquitin-mediated proteolysis. Elevated IncRNA HOTAIR level was
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found to be responsible for a decay of its targets Ataxin-1 and Snurportin-1 by promoting their
ubiquitylation and therefore stimulate senescence [37]. As the same role of platform for

ubiquitination in gastric cancer, IncCcRNA HOTAIR is associated with an upregulation of cell
invasiveness and tumor metastasis, by inducing Runx3 proteolysis. The authors highlight the
possibility of using this interaction HOTAIR-Runx3 as a potential therapeutic target to treat
gastric cancer. All these findings on scaffolding protein complexes by IncRNA HOTAIR suggest
importance of IncRNA scaffolding in both physiological and pathological state.

In addition to their scaffolding role on signal transduction link to many cancers, IncRNA
can also participate to innate immunity by acting as a scaffolding mediator in response to

inflammasome stimuli [39]. LncRNA NEAT1 (Nuclear paraspeckle assembly transcript)

illustrates this ability in mouse macrophages since it can promote the activation of
inflammasomes by associating with them and consequently triggering pro-caspase-1
processing. Upon an inflammasome activating signal, IncRNA NEAT is released from
paraspeckles and translocates to cytoplasm to participate in signal transduction of
inflammasome activity. Their study supports a direct role of IncRNA NEAT1 in regulation
inflammation.

Altogether these recent findings illustrate the crucial role of scaffolding RNA in the
signal transduction from many diverse biological processes in not only physiological but also
in pathological states. Scaffolding INcRNA can thus act as critical platform to guide and amplify

the signal transduction.
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Downstream cellular response

Final stage of signalling events often occurs in the nucleus and leads to changes in
gene expression, nuclear organisation or DNA metabolism. Scaffolding IncRNAs can influence
these molecular events at various levels including chromatin remodelling, transcription
initiation and DNA damage response. Thus, here too, these specific IncRNAs bring together
nucleic acids molecules and proteins to form architectural complexes like chromatin
remodelers, transcription factor complexes or DNA damage foci. Here we discuss recently
described IncRNAs which are able to bind to diverse effectors leading to different cellular
answers. We do not detailled the historical examples of ribosomal and spliceosomal
complexes since they have been already extensively reviewed elsewhere.

Many IncRNAs regulate activity of chromatin-modifying complexes through scaffolding
properties as part of the various downstream, cellular responses of different signalling
cascades. The most well known example of this category of INncRNA is IncRNA Xist which has

been extensively reviewed [40], therefore here instead we will focus on the other less

discussed examples. For example, IncRNA ROCK1 (Regulator of Cytokines and Inflammation)
or named Inc-MARCKS (myristoylated alanine-rich protein kinase C) has been described as a
positive regulator of innate immune function during pathogen infection in human. Indeed, after
TLR activation, IncRNA ROCK1 interacts with APEX1 (apurinic/apyrimidinic
endodeoxyribonuclease 1) to build a ribonucleoprotein complex binding to MARCKS promoter

and then facilitating the recruitment of the histone deacetylase HDAC1 which removes
acetylation on histone H3K27 [41] (Fig. 4). This complex decreases MARCKS promoter activity

and Ca2+ signalling, but it activates inflammatory cytokine and chemokine production. By a

very similar mechanism, the INcRNA HOTAIR regulates expression of c-Myc target genes in
breast cancer cells [42]. HOTAIR serves as a platform to facilitate the recruitment of the
chromatin-modifying enzyme LSD1 which demethylates histone H3 on K4, leading to the
activation of c-Myc target genes [42]. More precisely, the authors found that HBXIP

(Mammalian hepatitis B X-interacting protein) and LSD1 are scaffolded by HOTAIR to bring c-
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Myc at the promoter of c-Myc target genes. This explains why c-Myc has carcinogenesis
activity. Although HOTAIR usually interacts by PRC2 by its 5’ end, in addition to LSD1 which
interacts with the 3’ end of HOTAIR, in this study, they did not detect interaction of HOTAIR
with PRC2. Another interesting example is lincRAM which remodels the SWI/SNF chromatin
remodelling complex to modify the chromatin at the promoter of MyoD target genes during the
myogenic differentiation for muscle development and regeneration [43]. In that case, lincRAM
interacts with MyoD to favor the formation of the MyoD-Baf60c-Brg1 complex which then
activates the transcription of MyoD target genes through SWI/SNF chromatin modifier [43]. In
the case of the MICEE (Mirlet7d-C1D-EXOSC10- EZH2) complex, there is again a role of
silencing of gene transcription mediated by a ribonucleoprotein complex. Singh et al. have

demonstrated that the microRNA mirlet7d binds to IncRNA and then to C1D to silence certains
bidirectionally expressed genes [44]. To enable this effect, the exosome complex degrades
the ncRNA and then, the subunit EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) of PRC2 will

transcriptionally silence the bidirectionaly gene locus by methylation of histone H3 on K27.

This ribonucleoprotein complex is named MiCEE and it regulates expression of genes targeted
to the perinucleolar region. In addition, the same group found recently [45] that reduced

MIRLET7D in idiopathic pulmonary fibrosis alters epigenetic gene silencing driven by MiCEE

complex. The IncRNA NEAT1 has an oncogenic function by promoting B-catenin nuclear
transport followed by increased growth and invasion, in glioblastoma [46]. IncRNA NEAT1 is
thus another case of scaffold to PRC2 via EZH2 binding to silence the promoter of negative
effectors of the Wnt pathway such as Axin2, ICAT, GSK3 [46]. In the upstream events of the

pathway, NEAT1 expression is activated by EGFR stimulation. Indeed STAT3 and NF-KB bind
to NEAT1 promoter to stimulate its expression. Although the 7SK RNA is very well known as
regulator of RNA Pol ll-dependant P-TEFb transcription (see below regulation transcription
section), it is also implicated in chromatin remodeling at enhancers loci by interacting with BAF,

a chromatin-remodelling complex [47]. BAF binds to the stem-loop 3 (SL3) of 7SK RNA where

HEXIM interacts, but not exactly at the same locus. 7SK performs the role of platform and it
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drives interaction with proteins to regulate transcription at enhancers via BAF and at promoters
via P-TEFb.

Apart from chromatin remodelling complexes, certain IncRNAs are also directly
associated with scaffolding transcription initiation complexes (Fig. 4). An interesting example
of this category of scaffolding INcCRNAs is 7SK RNA, as it employs its scaffolding function to
network with different interacting proteins thereby activating different transcriptionnal
programmes depending on the cellular condition [48]. Under basal conditions, when 7SK is
bound to HEXIM, it facilitates the recruitment of P-TEFb to form the P-TEFb inactive complex
leading to the pause of the promoter proximal transcription of many genes [49]. During
genotoxic stress, activated kinase p38 increases the binding of RBM7 protein with the SL3 of
7SK RNA. This interaction in turn triggers the release of P-TEFb from 7SK snRNP complex,
but without dissociation of HEXIM from 7SK. These alterations in RNA-protein interactions
promote activation of RNA Pol Il transcription of specific DDR genes, leading to a pro-survival

transcriptional programm [50]. Recent data have shown that 7SK RNA is also able to bind to

Ku protein [51]which is a sensor of the double strand breaks and thus activates the non-
homologous end-joining DNA repair pathway. Ku binds to the G-rich loop of the SL1 of 7SK
RNA and recent data suggests that it is bound to the inactive P-TEFb complex [51]. However,
the underlying mechanism which governs the choice of partner of 7SK RNA leading to
opposing downstream responses still remains to be elucidated. Transcription can be regulated
by intronic circular RNA, such as Circ-CTNNB1 which is mostly expressed in the nucleus. The
target genes of circ-CTNNB1 are associated with the Wnt signalling pathway which explains
the over-expression of B-catenin in cancer cells. Circ-CTNNB1 is upregulated in cancer tissues
and cell lines and it is also described to be associated with unfavorable outcomes in patients
with gastric cancer. It binds to the DDX3 protein (Dead-box polypeptide 3) and so facilitating
the direct interaction with the transcription factor YY1 (Yin Yang 1) followed by its
transactivation [52]. In addition, the authors have shown that blocking interaction between

DDX3 and CTNNB1 inhibits growth and cancer progression. The IncRNA guardin inhibits
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cellular senescence since it is a platform to stabilize LRP130 and PGC1alpha heterodimers
formation at FOXO4 promoter to repress its activation and then inhibiting p21 transcription
[53]. Consistent with this mechanism, guardin expression, although being p53-independent, is

activated by rapamycin, which is an agent known to be suppressor of cell senescence. FOSL2
(FOS-like antigen 2) protein is a repressor of guardin transcription. Low levels of FOSL2 are
observed after rapamycin exposition and thereby increased expression of guardin. In the
contrary, A-ROD (Activating Regulator of DKK1) is a IncRNA which regulates the Wnt

signalling pathway in many tissues and in breast cancer [54]. This IncRNA is transcribed 130Kb

downstream to DKK1 (Dickkopf homolog 1) on the opposite strand, it is spliced and
polyadenylated. It facilitates the recruitment of the transcriptional factor EBP1 at the DKK1
promoter. Furthermore, transcriptional enhancement of DKK1 is dependent to the release of
A-ROD from the chromatin. The necessity to be dissociated to the chromatin to act is a novel
property of INCRNA.

Some IncRNA are involved in the DNA damage response (DDR) by modulating
interaction between effectors of the DDR (Fig. 4). The IncRNA guardin is crucial for genomic
stability in steady state cells and under genotoxic stress. It plays role both in the telomere
formation and in the repair of double strand breaks. Firstly, it sequesters microRNA mir23a
which normally binds to Telomeric repeat-binding factor 2 (TRF2) mRNA : guardin acts as a
sponge of mir23a [55]. This allows TRF2 to prevent the chromosome end-to-end fusion and
thus protects telomere formation. The second action of IncRNA guardin is to form a platform
to facilitate heterodimerization of BRCA1 (Breast cancer 1) and BARD1 (BRAC1-associated
RING domain protein 1) which are important effectors of Homologous recombination process
to repair double strand breaks. Both proteins bind to guardin through different structural

domains. It is important to note that expression of guardin is p53-dependent. HITT (HIF-1alpha
inhibitor at translation level) is an another INcRNA involves in the HR repair [56]. After DSBs,

EGR1 (Early Growth Response 1) is increased and activates transcription of INcRNA HITT

which interacts with ATM at the HEAT repeats domain. At basal level, the presence of HITT
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does not inhibit ATM function. However, after genotoxic stress, there is a competition between
HITT and binding of NBS1 (MRN subunit) with ATM leading to decrease HR activity and then
promote apoptosis. Thus HITT is the first example of RNA directly binding ATM to regulate
DDR. The IncRNA NORAD (non-coding RNA activated by DNA damage) is required for
genomic stability [57]. Indeed it forms a complex with many proteins involved in DNA replication
and repair, in steady state cells and it is localised in the nucleus after replication stress or DNA
damage. NORAD interacts with RBMX, a protein involved into HR repair, and controls its ability
to form a ribonucleoprotein complex named NARC1 (NORAD-activated ribonucleoprotein
complex 1). NARC1 contains TOPO1 (topoisomerase |), ALREF and the PRPF19-CDC5L
complex, all those proteins playing essential role into DNA replication and genomic stability.
NORAD, via RBMX, is a scaffold to the NARC1 formation involves into genomic stability. The
dilncRNA (damage-induced long non-coding RNAs) are bidirectionally synthesized de novo at
DSB sites by RNA Pol Il and they are further cleaved into shorter DDRNA (DDR RNA) by

Drosha and Dicer [27] which are necessary to the DDR focus formation [58]. At resected ends,

dilncRNA form an DNA-RNA hybrids named R-loop that could be a scaffold to the rapid
recruitment of DDR factors to realize homologous recombination. Thus dilncRNA function is to
bring to close proximity many DDR proteins. However both the biogenesis and the role of RNAs

present at the DSB sites are still under investigation [28].

Another function in which IncRNA is also implicated is the molecular organization of the
nucleus, and more precisely, they are involved into the liquid-liquid phase separation that leads
to the creation of membraneless compartments (Fig. 4). These uncommon compartments are
really important to add another layer of physical separation of processes in the nucleus.
Paraspeckles are membraneless-organelle and they are one type of nuclear bodies induced
by stress and they contain up to 40 RBP around to the longer isoform of the IncRNA NEAT1

which is a necessary structural factor for the paraspeckles formation [59]. NEAT1 thus allows

the recruitment of many RBP by RNA-protein interactions to built paraspeckles that regulate

gene expression. The presence of NEAT1 is important to the liquid-liquid phase separation
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phenomenon that is observed in the paraspeckles. The low complexity of domains named
“prion-like domain” are present in two third of the proteins [60] and it is crucial to liquid-liquid

phase separation. Low-complexity domains and disordered regions of the RBP allow formation
of weak interaction between molecules to promote phase separation. Thus NEAT1 would be

a platform to condensate RBPs necessary to induce phase separation. Regarding to dilncRNA,
the authors [28] found that dilncRNA molecules, with yH2AX, promote liquid-liquid phase

separation of 53BP1 to form the DDR foci. This then allows a local concentration of DDR

factors to build at the proximity of DSBs foci and then mount a rapid response to repair DNA.
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Conclusions, perspectives and future directions

To conclude the ever increasing body of evidence implicating IncRNAs with cancer and
other diseases, there needs to be an implementation of standardised tools to screen potential
scaffolding INcRNA for diagnostic, prognostic or therapeutic targets.

Cancer immunotherapy which involves administration of antibodies targeting Immune
checkpoint inhibitors (ICs) like CTLA4, PD-1, PD-L1 signalling pathways and ultimately
causing activation of cytotoxic T cell response against cancer cells is one of the most current
promising avenues of cancer treatment [61,62] (Fig. 5). Additionally recent studies have
revealed that administration of pro-inflammatory cytokines like IL-6 in conjunction with PD-L1
inhibitors can enhance the efficacy of treatment in certain models [63]. IL-6 has been shown
to be regulated directly and indirectly by several INcRNAs including DILC, HOTAIR, GASS5,
RP1-445 H22.4, H19 which impinge on the NFKB pathway resulting in distinct outcomes [64].
While majority of these INcCRNAs exert their effects by acting as competing endogenous RNAs
(ceRNAs) or pseudogenes, more mechanistic studies are needed for therapeutic intervention.
Using IncRNA and genomic data from a cohort of 348 bladder cancer patients (IMvigor210
trial) and 71 melanoma patients (TCGA) subjected to immunotherapy, Yu et al. [65] used a
multiomics pipeline taking into account specific INcCRNA signature, tumor alteration burden, PD-
L1 expression, and Cytotoxic T Cell infiltration rates. Based on their analysis, they could divide
the patients into four different subclasses with respect to overall survival rate. Interestingly,
patients who belonged to the most immune immune class characterised by immune-functional
IncRNA signature and high CTL infiltration had the highest overall survival rate. These
emerging studies underscore the potential of IncRNAs to be used as biomarkers for cancer
immunotherapy [65]. Similar integrative computational analysis has also been done for
identifying tumor-infiltrating immune-related INcRNAs (TILncRNA) as predictive biomarkers for
prognosis and immunotherapy response in NSCLC tumors by molecular profiling of purified

immune cells, cancer cell lines and bulk cancer tissues [66]. In this context, modified Proximity
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Ligation Assays which can detect RNA:protein interactions can also be used to score patients
with solid tutors for INcRNAs which has been established as reliable markers for different
cancers. Similarly, recent advances in single molecule live-imaging methods like fluorogenic
oligonucleotide-based probe based molecular beacons which can convert RNA target
hybridization into a quantifiable fluorescence signal can greatly expedite our understanding of

the highly cell and tissue type specific INcCRNA localization patterns and spatial dynamics [67].

The emerging wake of RNA therapeutics has made targeting the possibility of drugging
a IncRNA with the same efficiency as that of a protein target. This is especially significant for
disorders resulting from errors in cell signalling pathways. Since an RNA therapeutic in
principle targets the original RNA or protein which is responsible for the disease condition,
RNA therapies have a better chance of success in patients rather than other small molecule
inhibitors which target or block downstream biological pathways. Antisense oligonucleotides
(ASOs) which are typically 16-22nt long synthetic single-stranded DNA analogs, often
harbouring sugar and phosphorothiorate backbones, that selectively bind to cognate
complementary RNA targets. ASOs have the potential to reduce, restore, or modify RNA and
protein expression by multiple mechanisms including the RNAse H1 pathway and splicing (Fig.
5). Thus these strategies can be utilised to selectively target IncRNAs arising from intronic
segments of genes. In recent years, ASOs based therapies have shown better dose dependent
responses and reversible effects of target gene expression compared to siRNA approaches.
These advantages of ASOs has led to a number of preclinical studies which targeted INcRNAs
and demonstrated a significant amelioration in the disease condition as in the case of Wisp2

super-enhancer—associated INcRNA (WISPER) for cardiac fibrosis and LUNAR1 for human T
cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) [68,69]. It is to be noted that IncRNAs in general
often show poor sequence conservation between species [70]. This often imposes limitations

in preclinical studies with other model organisms. Inspite of these difficulties, preclinical studies

for IncRNA CHROME and H19 was undertaken in animal models of cardiovascular disease

[71,72]. At a molecular level, Zalatan et al. [73] designed CRISPR associated RNA scaffolds
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which could be targeted to specific genomic locus and be used to engineer specific
transcriptional cascades. Such strategy opens up new possibilities for metabolic rewiring as a
therapeutic strategy for oncogenic signalling and metabolic diseases (Fig. 5). In yet another
strategy, synthetic in vitro transcribed IncRNAs containing an inverted SINEB2 repeat element
(SINEUPs) were designed to increase Glial Cell Derived Neurotrophic Factor (Gdnf) protein
levels by increasing translation initiation efficiency [74]. Interestingly, this procedure had no
effect on Gdnf mRNA levels thereby making a possible therapeutic procedure more robust to
cellular feedback [74] (Fig. 5).

Peptide Nucleic Acids (PNA) which consist of a neutral charged peptide backbone that
is conjugated to nucleic acids can be yet another interesting approach to target IncRNAs
especially scaffolding IncRNAs which mediate RNA-protein and protein-protein interactions
[75] (Fig. 5). The PNA backbone can modify by pH-low insertion peptide (pHLIP) specific
target INcRNAs in the low pH tumor immune microenvironment. Studies perform in mice
harboring platinum resistant xenografts of ovarian cancer, show that the administration of PNA
targeting single stranded region of scaffolding INcRNA HOTAIR perturbed its interaction with
PRC2. This leads to NF-KB cascade activation and ultimately re-sensitising the tumor to
chemotherapy [75].

Notably, not only the cell specific expression of INcRNAS but also epitranscriptomic
signatures on the IncRNAs could modulate their influence in oncogenic signalling. In the last
decade, several high throughput studies have identified methylation, pseudouridylation,
modifications in INcCRNAs [76,77]. Further developments in 3rd generation sequencing, mass
spectrometry and other methodologies will enable dissection of each RNA modification in

cellular context [78].
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Figure legends

Fig. 1. Scaffolding IncRNA present plethora of functions in cell signalling. LncRNA act
as scaffold at all stages of signalling pathway, from signal sensing (1) to signal transduction

(2) leading to downstream cellular responses (3).

Fig. 2. LncRNAs act as signal sensing in cells. LncRNA, like Link A, can be scaffold for
protein-lipid and protein-protein interactions to further activate specific pathway (A). LncRNA,
such as MUF or LINC006673-v4, can be the initiating step to downstream activation of a
pathway (for example Wnt/B-catening pathway) through protein-protein interactions at different
stage of the cascade (B and C). To simplify the scheme, only the steps of the pathway which
are involved in the interaction with RNA are shown. LA, lung adenocarcinoma; HCC-MSC,

Hepatocellular Carcinoma Cells-Mesenchymal Stem Cells.

Fig. 3. LncRNAs control signal transduction in cells. LncRNA CRNDE is an example of
IncRNA (e.g. PVT1, MAYA, CRNDE, HOTAIR) which are plateform for protein binding, leading
to the activation of signalling pathway. In the contrary, IncRNA MAYA acts as an inhibitor of

the signalling pathway. GB, gallblader carcinoma.

Fig. 4. LncRNAs are scaffold of various downstream cellular response. Many IncRNAs
(e.g. HOTAIR, linc-RAM, 7SK RNA, MiCEE, ROCK1, NEAT1) regulate activity of chromatin
remodeler. Transcripton is regulated by many IncRNAs such as 7SK RNA, GUARDIN, A-ROD,
and the circular INcRNA CTNNB1. DNA damage response is under the control of different
IncRNAs (e.g. GUARDIN, NORAD, dilncRNA, HITT). The phase separation at the

paraspeckles is regulated by dilncRNA (e.g. NEAT1).

Fig. 5. lllustration of avenues using scaffolding properties of IncRNA as potential tools

in medical field. Many methods (e.g. siRNA, ASO, PNA, SINEUP, synthetic CRISPR scaffold)
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are under investigation to target IncRNA for therapeutic intervention (left side) and for
prognostic biomarkers in cancer immunotherapy (right side) (e.g. H19, DILC, GASS, RP1-445
H22.4, HOTAIR). ASO, Antisense Oligonucleotides; PNA, Peptide Nucleic Acids; SINEUP,

Synthetic In Vitro Transcribed IncRNAs.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Titre : Activité de liaison a ’'ARN des protéines de la voie de signalisation MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) dans le mélanome
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Résumé

Des études récentes ont souligné I'importance des ARN dans la régulation des interactions protéine-protéine. En permettant I'assemblage de complexes
protéiques nucléaires, les ARN non codants agissent comme des échafaudages et favorisent ainsi les interactions protéine-protéine afin de réguler I'état de
la chromatine. Les ARN sont également capables d’interagir avec des protéines pour en moduler leurs activités, leurs interactions ou encore leurs localisations.
Cependant, le réle potentiel des ARN dans la régulation des interactions protéine-protéine dans les principales voies de transduction du signal cytoplasmique
reste largement inconnu.

L’objectif de la thése a consisté a rechercher et & mettre en évidence une activité de liaison directe a 'ARN de protéines impliquées dans les voies de
transduction du signal cytoplasmique et d’évaluer le réle des interactions ARN-protéines de transduction sur la signalisation intra-cellulaire.

En utilisant des approches de CLIP (CrossLink et ImmunoPrécipitation) et de 2C (Complexe Capture : purification d’ARN basée sur leur affinité pour une
matrice de silice), qui peuvent mettre en évidence des interactions directes entre les protéines et les ARN in vivo, nous avons démontré une interaction directe
avec I'’ARN de certaines protéines clés de la voie de signalisation MAPK. Des approches de microscopie telles que le PLA (Proximity Ligation Assay) nous
ont permis de démontrer une modulation des interactions protéine-protéine dépendant de I'ARN dans la voie MAPK, suggérant qu'une composante ARN est
impliquée dans la stabilisation de ces interactions protéine-protéine. Nous avons spécifiquement identifié un mutant de délétion BRAF, une protéine oncogéene
centrale et une cible thérapeutique dans le mélanome, qui montre une déficience dans son activité de liaison a I'ARN, ainsi qu’une activité de signalisation
réduite.

En mettant en évidence I'existence d'une modulation des interactions protéine-protéine médiée par I'ARN, cette étude démontre I'importance sans précédent
de Il'activité de liaison a I'ARN des principales protéines de transduction du signal qui devrait étre prise en compte dans la compréhension et le ciblage des
cellules tumorales.

Title : RNA binding activity of signal transduction proteins in melanoma
Keywords : RNA, RNA-binding protein, cancer, signalisation, melanoma
Abstract

Recent studies have underscored the importance of RNAs in the regulation of protein-protein interactions. By allowing the assembly of protein complexes,
non-coding RNAs act as scaffolds and thus promote protein-protein interactions in order to regulate the chromatin state. RNAs are also able to interact with
proteins in order to modulate their activities, interactions or localisation. In the cytoplasm, highly regulated signalling pathways are regulated through a cascade
of protein-protein interactions. In the MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) signalling pathway, the binding of a ligand to a membrane receptor triggers a
cascade of phosphorylation and protein-protein interactions that allow the transduction of the signal. Abnormal activity of this pathway through increased ligand
binding or activating mutations lead to cellular dysfunction associated with tumor initiation and progression.

The potential role of RNAs in the direct regulation of protein-protein interactions of key cytoplasmic signal transduction pathways remains largely unknown.
The aim of the thesis was to investigate and demonstrate the direct RNA binding activity of proteins involved in the MAPK pathway and to evaluate the role of
RNA-protein interactions on intracellular signalling.

Using a combination of CLIP (crosslinking and immunoprecipitation) and silica matrix-based affinity capture (2C complex capture) approaches that can uncover
direct interactions between proteins and RNAs in vivo, we demonstrated a direct interaction between key MAPK signalling proteins and RNA in melanoma
cells. Subsequent microscopy studies using proximity ligation assay (PLA) led us to demonstrate an RNA-dependent modulation of protein-protein interactions
in the MAPK pathway, suggesting that an RNA component is involved in the stabilization of these protein-protein interactions. We specifically identified a
deletion mutant in BRAF, a central oncogenic protein and therapeutic target in melanoma, that lacks RNA binding activity and harbors decreased signaling
activity.

By highlighting the existence of an RNA-mediated modulation of protein-protein interactions, this study shows the unprecedented importance of the RNA

binding activity of key signal transduction proteins that should be considered in the understanding and targeting of tumor cells.
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