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Introduction ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. INTRODUCTION

1. L’expression génique et la traduction

La vie de la cellule eucaryote est régie par un ensemble de mécanismes qui concernent la
naissance, la croissance, la multiplication des cellules, la division ou encore la mort cellulaire.
Toutes ces réponses a des stimulations venant parfois du milieu extérieur impliquent
I’expression des genes ainsi que leur régulation.

L’information génétique est renfermée par les molécules d’ADN qui composent
principalement le noyau. Pour que I’information soit exprimée, la molécule d’ADN est
transcrite en ARN et I’ARN est traduit en protéines. De nombreux facteurs sont impliqués,

leurs régulations sont autant de points de contrdle.

La syntheése des protéines est 1’étape ultime de 1’expression des genes. C’est un

mécanisme important qui permet aux cellules de répondre a toute sorte de stress, de stimuli, et
de croitre grace aux nutriments (Mathews et al., 2000). Pour cela, les protéines impliquées
dans chaque processus biologique doivent étre exprimées au moment opportun et en un lieu
précis. La cellule eucaryote, qui est compartimentée, voit une partie de ses ARN localisés. Ils
sont transportés jusqu’a leur destination ; pendant ce temps leur traduction est régulée.
Pour exprimer I’information contenue dans sa séquence, I’ADN est transcrit dans le noyau
(Figure 1). Le produit de cette synthése est une premiére molécule d’ARN appelée transcrit
primaire ou ARN pré-messager. Apres la transcription, ces ARN subissent des modifications
post-transcriptionnelles. Ils sont épissés, coiffés et poly-adénylés pour parvenir a une
molécule d’ARN messager mature (ARNm) (Figure 1).

Le noyau, entouré par une double membrane, communique avec le cytosol par les pores
nucléaires par lesquels passent les ARNm pour se rendre dans le cytoplasme afin d’étre
traduits. Dans le noyau se trouve un autre compartiment, le nucléole, lieu de production des
pré-ribosomes. Les ARNm qui arrivent dans le cytoplasme peuvent étre directement traduits,
ou transportés jusqu’a leur destination pour y étre exprimés. Certains sont vite dégradés afin

de maintenir une régulation trés fine de 1’expression génique (Figure 1).
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Figure 1 : L’expression des génes dans la cellule eucaryote.

L’ADN est transcrit dans le noyau en ARN pré-messager. Pour donner un ARNm
mature, I’ARN pré-messager est épissé, coiffé et polyadénylé. Cet ARNm est
activement transporté dans le cytoplasme par les pores nucléaires pour étre traduit en
protéine. Pour réguler I’expression des protéines de fagon spatio-temporelle, I’ARNm

est transporté et localisé. 11 est ensuite dégradé.
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2. La maturation des ARN messagers

Pour que les ARN passent du noyau au cytoplasme, ils doivent étre maturés. Ils subissent
des modifications dites « post-transcriptionnelles » qui leur permettent d’étre protégés et
transportés jusqu’au cytoplasme puis traduits. La maturation des ARNm consiste a ajouter une
coiffe du coté 5’ et une queue poly-adénylée du coté 3’ de I’ARN. Ces modifications qui
¢taient connues pour avoir lieu apres la transcription de ’ARNm commencent en réalité avant

la terminaison de la transcription.

a. L’épissage
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Figure 2 : Schéma représentant le mécanisme d’épissage des ARNm.

A. Schéma de l’organisation des jonctions exon (en bleu)-intron (en violet). B. La
séquence située au niveau de la jonction de I’exon amont et I’intron subit une attaque
nucléophile de la part d’une adénine de la boite de branchement de I’intron. La liaison
catalysée permet la formation du « Lasso » au niveau de I’intron éliminé. L’extrémité
3’0OH de I’exon amont attaque la séquence de la jonction entre 1’exon aval et 1’intron.
La liaison entre I’intron et I’exon aval est clivée, les deux exons forment alors I’ARNm
épissé.

Les génes sont composés d’une suite d’exons et d’introns de fagon alternée.

L’épissage consiste a exciser les introns et relier les exons qui constituent la séquence
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codante. Il est réalis¢ par un ensemble de protéines et d’acides nucléiques: Ile
« spliceosome ». Les complexes qui catalysent 1’épissage sont les snRNP (« small nuclear

ribonucleoproteins »).

Au niveau des jonctions exon-intron, se trouvent des séquences nucléotidiques conservées
(Figure 2A). Elles sont reconnues par le spliceosome. L’épissage commence par une attaque
nucléophile du 2°OH du ribose de 1’adénosine de la boite de branchement sur le phosphate de
la jonction intron-exon (Figure 2B). Puis, le 3’°0OH de I’exon attaque le phosphate de la
jonction et forme la liaison entre les deux exons (Figure 2B).

A partir d’'un méme ARN, 1’épissage peut permettre la formation de différents ARN
matures. En effet, les ARN pré-messagers comportent une alternance de plusieurs exons et de
plusieurs introns. Quand la réorganisation entre les exons est variable, on appelle ce

mécanisme 1’épissage alternatif.

b. La poly-adénylation de I’extrémité 3’ de ’ARNm

Du co6té 3°’de ’ARNm une queue est ajoutée aux ARNm. Elle est constituée d’un
enchainement d’adénines. Elle compte 25 a 200 unités d’adénines et protege les ARNm
contre les attaques des nucléases. Cette addition est concomitante a la terminaison de la
transcritpiton. En effet, des facteurs de maturation en 3’ de I’ARNm jouent aussi un rdle dans

la terminaison de la transcritption (Buratowski, 2005).

c. La coiffe des ARN messagers

Les ARN messagers eucaryotes sont aussi pourvus d’une coiffe ajoutée dans le noyau
du c6té 5 du transcrit. La coiffe (m’GpppN) est composée d’une guanosine méthylée en
position 7, de groupements phosphates (p), et d’une base quelconque (N) (Figure 3). Elle a un
role d’initiateur dans la traduction et protége I’extrémité 5° de I’ARNm contre les nucléases.
L’ajout de la coiffe sur I’ARNm est cotranscriptionnel. Lorsque la queue poly(A)n atteind une
taille de 25 a 30 nucléotides, la coiffe est additionnée a I’ARNm via le domaine C-terminal de

I’ARN polymerase II (McCracken et al., 1997).
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Figure 3 : La coiffe des ARN messagers.

L’extrémité 5° des ARNm est pourvue d’une guanosine méthylée en
position 7. Elle est liée a D’extrémité 5° de ’ARNm par un pont
constitué de trois groupements phosphates accrochés sur le méthyl
situé en position 5°.

Lorsque toutes les modifications de maturation sont apportées, les ARNm sont
transportés par les pores nucléaires. Ils vont du noyau, ou ils sont synthétisés, jusqu'au
cytoplasme, ou ils sont traduits, sous la forme de particules : les hnRNPs (« heterogeneous
nuclear ribonucleoparticules ») (Hershey and Merrick, 2000). Ces modifications sont

importantes pour I’initiation dépendante de la coiffe dite «classique».
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3. L’expression des protéines

La synthése des protéines ou mécanisme de traduction comporte trois étapes:
I’initiation, 1’¢longation, la terminaison. Une quatriéme ¢&tape qui permet d’augmenter
I’efficacité est le recyclage du ribosome (Figure 4).

Pendant I’initiation, la petite sous-unité du ribosome reconnait le codon d’initiation aidée le
plus souvent par plusieurs des facteurs d’initiation. Ensuite, la grande sous-unité va s’associer
au complexe pour former un ribosome fonctionnel qui commence la synthése protéique : cette
seconde étape est 1’¢longation. Lors de la reconnaissance du codon non-sens (ou Stop), le
ribosome arréte la synthése protéique et relache le polypeptide. La troisieme étape est la

terminaison de la traduction.

Initiation

Figure 4: Traduction des ARNm dépendante de la coiffe
adapté de (Sonenberg and Dever, 2003).

Les trois étapes de la traduction sont I’initiation, 1’¢longation et la
terminaison. L’initiation implique la reconnaisance de la coiffe et
démarre le plus souvent au niveau d’un codon AUG. Apres
I’¢longation de la chaine polypeptidique se produit la terminaison.
Certains facteurs permettent la circularisation de ’ARNm ce qui
stimule la traduction en augmentant ’efficacité de I’initiation par
recyclage (« recycling ») immédiat du ribosome.
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Les ARNm sont circulaires grace a la présence des facteurs protéiques elF4E, elF4G au
niveau de la coiffe et PABP situé sur la queue poly-A (Figure 4). Le ribosome, lorsqu’il est de
nouveau dissocié, est prét pour un nouveau cycle de synthése. La proximité des deux
extrémités de I’ARNm lui permet d’étre réutilisé de fagon efficace: cette étape est le recyclage

(Kapp and Lorsch, 2004b).
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II.INITIATION DE LA TRADUCTION

Deux grands types d’initiations existent dans la cellule eucaryote. La premiere est
I’initiation dépendante de la coiffe ou initiation classique. Elle implique la coiffe et la queue
poly-adénylée de ’ARNm. La seconde approche d’initiation de la traduction est I’initiation
interne ou indépendante de la coiffe. Elle a lieu grace a des structures secondaires adoptées

par les ARN : les IRES (« Internal ribosome entry site »).

1. Initiation de la traduction dépendante de la coiffe

Les données présentées sont principalement issues d’études des protéines de mammiferes.
Dans certains cas, des paralleles sont effectués avec les facteurs eucaryotes de levure en

particulier lorsque le mécanisme differe de celui des mammiferes.
a. Reconnaissance de la coiffe de ’ARNm

1) Formation du complexe ternaire e[F2¢GTP-ARNt;Y'"

L’initiation classique de la traduction commence par la formation du complexe ternaire
constitué par le facteur elF2, une molécule de GTP et un ARN de transfert initiateur chargé de
méthionine (ARNEM®): eIF2sGTP-ARNt™ (Kapp and Lorsch, 2004b). Pour étre formé, le
complexe ternaire a besoin de cette molécule de GTP. La présence d’'une molécule de GDP
entraine au contraire la dissociation du facteur elF2 de ce complexe (Hershey and Merrick,

2000; Kapp and Lorsch, 2004a).

Le facteur eIF2 est recyclé

Le facteur eIF2 est composé de trois sous-unités o, f et y. La sous-unité y lie P ARNM

ainsi qu’une molécule de GTP (Cigan et al., 1989; Donahue et al., 1988; Naranda et al.,
1995). La sous-unité a est impliquée dans la reconnaissance du codon d’initiation AUG. La
sous-unité B permet la liaison aux facteurs elF2B, elF5 et a I’ARNm (Hershey and Merrick,

2000). Le facteur eIF2, couplé au GTP qui interagit avec 1’ARNtM

, perd son affinité
particuliere pour la méthionine quand le GTP est hydrolys¢é en GDP. Ceci participe au
mécanisme de relachement de I’ARNt; quand le codon d’initiation est reconnu et empéche
notamment les ARNt désacétylés d’entrer dans le cycle d’initiation de la traduction (Kapp and
Lorsch, 2004a). Quand le complexe ternaire atteint le codon d’initiation, et avant que la

grande sous-unité ribosomique ne rejoigne le site d’initiation de la traduction, la molécule de
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GTP est hydrolysée. Le facteur elF2 quitte alors le ribosome sous la forme d’un complexe

binaire elF2-GDP (Figure 5) (Kapp and Lorsch, 2004a).
Le facteur elF2 est recyclé apres un cycle d’initiation. Pour que ce facteur soit de nouveau

actif, la molécule de GDP est échangée pour une molécule de GTP (Kapp and Lorsch, 2004a).
Cette réaction est catalysée par le facteur eIF2B (Hinnebusch, 2000) (Figure 5).

Inmatlon de Phosphorylation
Ia traduction sous-unité elF2o.”

Complexe ternaire Facteur elF2B

@ séquestré par elF2
¢ 6

Facteur elF2
actif

Figure 5 : Recyclage du facteur eIF2 et controdle de la traduction par la phosphorylation de sa sous-unité a.
Le facteur eIF2 fait partic du complexe ternaire e[F2¢GTP<ARNtM. Il comporte 3 sous-unités : o, B et y. La
sous-unité y est associée a une molécule de GTP. Pendant la reconnaissance du codon d’initiation, la molécule de
GTP est hydrolysée en GDP. Pour que le facteur elF2 entre dans un nouveau cycle d’initiation, il est recyclé
grace au facteur elF2B qui catalyse 1’échange de GDP pour du GTP. Le facteur elF2 couplé a une molécule de
GTP peut lier & nouveau un ARNtM®. D’autre part, si la sous-unité o est phosphorylée, le facteur eIF2B est
séquestré, le recyclage des autres facteurs elF2 n’a plus lieu.

Lors de I’apparition de stress dans 1’environnement, les cellules reprogramment leur
machinerie traductionnelle. L arrét de la traduction d’une partie des ARNm est initi€ par la
phosphorylation du facteur elF2a qui entraine la diminution des complexes ternaires
disponibles pour DI’initiation de la traduction (Kedersha et al., 2002; Kedersha et al., 1999;
Stohr et al., 2006). Quand la sous-unité a est phosphorylée (sur son résidu Ser51), 1’échange
de GTP ne peut pas avoir lieu car ceci empéche la dissociation du complexe elF2-elF2B. La
quantité¢ de facteur elF2B disponible est trés diminuée ce qui réduit le taux d’échange de

GDP-GTP. La traduction est ainsi régulée négativement car le taux de facteur elF2 est en
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exces par rapport au taux de facteur elF2B (Figure 5) (Gebauer and Hentze, 2004; Rowlands
et al., 1988).

2) Formation du complexe de pré-initiation 43S

Ensuite, la sous-unit¢ 40S du ribosome, aidée par des facteurs d’initiation va lier le
complexe ternaire (Kapp and Lorsch, 2004b). Les facteurs elF1, elF1A et elF3 sont les
facteurs requis pour ce recrutement (Chaudhuri et al., 1999; Chaudhuri et al., 1997; Majumdar

M \ I
' 34 la sous-unité

et al., 2003). Le facteur elF1A joue un rdle dans 1’association de 1’ARN;
ribosomique 40S par la reconnaissance du complexe ternaire eIF2-GTP-ARNt™. Sa capacité
de lier la sous-unité ribosomique 40S affecte aussi 1’état dissocié du ribosome. Chez la levure,
un systeme reconstitué in vitro, a permi d’identifier que seuls les facteurs elF1 et eIF1A sont
indispensables (Algire et al., 2002). En revanche elF3 affecte ce recrutement in vivo (Valasek
et al., 2002). Ces facteurs forment le complexe de pré-initiation 43S avec le facteur elF5 qui
affecte le recrutement du complexe ternaire et/ou la liaison a I’ARNm de la sous-unité 40S
(He et al., 2003; Kapp and Lorsch, 2004b).

Les facteurs elF3 et eI[F1A empéchent les deux sous-unités ribosomiques de s’associer de

facon prématurée, ce qui conduirait a un ribosome non fonctionnel (Hershey and Merrick,

2000).

3) La coiffe est reconnue par le complexe hétérotrimérique elF4F

D’autre part, le facteur elF4F reconnait la coiffe située du coté 5° de ’ARNm (Figure 6). 11
permet aussi la dissolution des structures secondaires, situées dans la partie 5S’UTR de

I’ARNm, grace a la sous-unité elF4A (Kapp and Lorsch, 2004b).

Le complexe elF4F

Le complexe elF4F est un hétérotrimere composé par les sous-unités elF4A, elF4G et
elF4E (Gingras et al., 1999b). Le facteur elF4A est une hélicase. 1l catalyse de fagon
dépendante de ’ATP, en conjonction avec le facteur elF4B, la dissolution des structures
secondaires de ’ARNm (Grifo et al., 1984; Rogers et al., 2001). Le facteur elF4E a pour
propriété de lier directement la coiffe méthylée de I’ARNm. Son interaction avec le facteur
elF4G permet de recruter le complexe 43S sur ’ARNm pour former le complexe 48S
(Lamphear et al., 1995; Prevot et al.,, 2003a). Le facteur elF4E fait partie des facteurs
limitants de la traduction dans la cellule. Il est régulé par la serine-thréonine kinase Mnk qui

le phosphoryle (Gingras et al., 1999a; Pyronnet et al., 1999). Le facteur elF4G peut lier
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plusieurs des partenaires impliqués dans la traduction : entre autres elF4E, elF4A, elF3 et
PABP («poly-A binding protein »). C’est une protéine d’échafaudage qui permet de
rassembler des facteurs capables d’interagir a la fois avec la coiffe mais aussi avec la queue
poly(A) de ’ARNm afin d’augmenter de fagon synergique I’efficacité de ’initiation (Prevot
et al., 2003a).

Complexe
elF4F

Complexe de pré-initiation 43S

Figure 6 : Reconnaissance de la coiffe de ’ARNm.

(*) Le facteur elF4F reconnait la coiffe de I’ARNm par I’interaction directe de sa sous-unité eIF4E avec la
coiffe de I’ARNm. (**) Le complexe ternaire e[F2«GTPsARNt™®" 1i¢ a la sous-unité ribosomique 40S et aux
facteurs elF1, elF1A, elF3 et elF5, forme le complexe 43S. Il est recruté sur I’ARNm par I’interaction directe
entre le facteur eIF3 et la sous-unité eIF4G du complexe elF4F. (***) Parall¢lement le facteur PABP li¢ a la
queue poly-(A)n contribue a circulariser I’ARNm et stabilise le facteur eIF4G.

4) Chargement du complexe 43S sur ’ARN messager

Le complexe 43S se lie a la coiffe du messager de fagon dépendante de I’ATP et grace au
complexe elF4F. Lorsqu’il est associ¢ a I’ARNm, il devient le complexe 48S. Par son
interaction directe avec la sous-unité ribosomique 40S et avec le facteur elF4G, le facteur

elF3 permet le lien entre le ribosome et I’ARNm (Figure 6) (Prevot et al., 2003b).
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Chez la levure, I’interaction du facteur elF3 avec la sous-unit¢ elF4G n’a jamais ¢été
montrée. Elle semble se produire via le facteur elF5 (Asano et al., 2001). De plus, le facteur
elF5 montre une interaction avec la sous-unit¢ p93 (NIP1) du facteur elF3 qui permet le
recrutement du complexe ternaire sur la sous-unité ribosomique 40S (Valasek et al., 2004).

Chez la levure, la liaison de la sous-unité 40S a I’ARNm peut avoir lieu avec seulement
deux facteurs : elF3 et elF2, et ce de fagon indépendante du facteur elF4G (Jivotovskaya et
al., 2000).

L’initiation de la traduction implique aussi ’extrémité 3’ de I’ARNm. La protéine PABP
(« poly(A)-binding protein ») stimule la traduction des ARN messagers polyadénylés
(Kahvejian et al., 2001; Sachs, 2000). En effet la queue poly-(A)n, associée a plusieurs
facteurs PABP, eux-mémes capables d’interagir avec le facteur elF4G, produit un effet
allostérique sur 1’affinité du facteur elF4E pour la coiffe de I’ARNm (Kahvejian et al., 2005).
Elle permet aussi la circularisation de I’ARN messager grace a son interaction avec d’une part
le facteur elF4G et d’autre part la queue poly-adénylée située a I’extrémité 3’UTR de
I’ARNm. Ceci permet le recyclage des ribosomes apres la terminaison de la traduction par
une de ses interactions avec le facteur eRF3 (« eukaryotic release factor 3 ») (Uchida et al.,

2002).

b. Le balayage

Apres la liaison du complexe 43S sur I’ARNm, la sous-unité 40S et les facteurs qui lui
sont associés effectuent 1’étape caractéristique de la traduction dépendante de la coiffe: le
balayage. Ce mécanisme permet d’identifier le codon initiateur de la traduction (Figure 7). La
sous-unité 43S « glisse » le long du messager dans le sens 5°-3’. Ce mécanisme nécessite de
I’énergie, il utilise I’hydrolyse de I’ATP. Grace a ses propriétés de liaison a I’ARN, le facteur
elF4A est impliqué dans le mécanisme de balayage pendant lequel il aide le facteur elF1 a
dissocier les structures secondaires de I’ARN (Battiste et al., 2000). Ce facteur déroule I’ARN
sur une distance de 3 a 5 paires de bases et le facteur elF4B, protéine de liaison a ’ARN,
maintient les ARN simple-brins pour les rendre accessibles lors de I’initiation de la
traduction; il induit aussi la liaison du ribosome sur I’ARNm (Hershey and Merrick, 2000;
Méthot et al., 1996). Ses deux domaines de liaison a I’ARN lient des séquences de fagon non-

spécifique, mais sont essentiels pour I’activité hélicase du facteur elF4A (Methot et al., 1994).
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Balayage

Complexe de pré-initiation 485

Figure 7 : Balayage de I’ARN messager par le complexe 43S.

Le complexe 43S balaye ’ARNm dans le sens 5’-3 pour identifier le codon initiation. Il est aidé par des
facteurs qui permettent la reconnaissance du codon AUG (elF2, eIF1) alors que d’autres empéchent son
association prématurée avec la sous-unité 60S (elF3, elF1 et eI[F1A).

Le facteur elF4H est homologue de la partie N-terminale du facteur e[F4B principalement
au niveau du RRM. 11 est aussi impliqué dans la stimulation de 1’activité hélicase du facteur
elF4A (Rogers et al., 2001).

Le facteur elF4G, protéine d’échafaudage, est aussi impliqué dans le mécanisme de
balayage. Ce facteur, qui comporte des sites de liaison a I’ARN, contient une séquence d’une
quarantaine d’acides aminés (642-681) cruciale pour ce mécanisme. Il pourrait étre impliqué
dans le guidage de la sous-unité ribosomique 40S et de ses facteurs associés le long de

I’ARNm (Prevot et al., 2003b).

Choix du codon d’initiation
La variation dans le choix du codon d’initiation au sein d’un méme ARNm contribue a la
diversit¢ des protéines geénérées (Touriol et al., 2003). Une étude portant sur quelques
centaines d’ARNm permis d’observer que dans 90% des cas ’initiation avait lieu au niveau

d’un codon d’initiation AUG (Kozak, 1987). Ce modele, admis depuis plusieurs années par
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une partie de la communauté scientifique et qui semble étre le plus couramment utilisé est le
suivant :

Le codon AUG est reconnu par I’anticodon de I’ ARNtM®

qui fait partie du complexe
ternaire. L’interaction se fait par une reconnaissance ARN-ARN entre le codon AUG et
I’anticodon CAU de I’ ARNtM®'. La sous-unité 40S choisit de préférence un codon AUG situé
dans un contexte riche en purines (Hershey and Merrick, 2000).

Le codon AUG n’est pas le seul reconnu par la sous-unité 40S. De nombreux ARNm sont
traduits de facon alternative. Ce mécanisme fut découvert chez les virus « Sadai virus »
(Curran and Kolakofsky, 1988) et « Moloney murine leukemia virus » (Prats et al., 1989).
Leur traduction est initiée au niveau de codons non-AUG, dans un cadre de lecture différent
pour le premier et dans le méme cadre de lecture pour le second.

Le contexte qui pourrait influencer la sélection d’un AUG ou CUG est : la position +5 qui
augmenterait 1’efficacité avec un A ou un C et la position +6 avec un U (Boeck and
Kolakofsky, 1994; Grunert and Jackson, 1994). En revanche, ces résultats ont été contestés en
démontrant que les séquences qui influencent la sélection sont des purines en position -3 et +4
(avec A le +1 du codon AUG) et non les positions +5 et +6 (Kozak, 1997).

De plus en plus d’ARNm cellulaires eucaryotes initient leur traduction au niveau d’un
codon d’initiation non-AUG situé¢ en amont d’un codon AUG (Touriol et al., 2003). Des
structures secondaires de I’ARN en « épingles a cheveux » situées en aval d’un codon non-
AUG augmentent I’efficacité de 1’initiation au niveau de ce codon (Kozak, 1990; Prats et al.,
1992).

Dans le cas ou le contexte n’est pas favorable, le ribosome passe parfois sans initier la
traduction jusqu’a ce qu’il rencontre un autre codon situé dans un contexte plus favorable
(Kozak, 1987). C’est le « leaky scanning » (Kozak, 1995). En effet, un codon AUG situé trop
proche de la coiffe ne sera pas reconnu efficacement par le complexe 43S (Kozak, 1991;
Sedman et al., 1990).

Les facteurs d’initiation influencent aussi cette sélection. Le facteur elF1 influence la
sélection du codon d’initiation AUG (Lomakin et al., 2006). Lors de la rencontre de codons
non-AUG, son interaction avec le facteur elF5 empéche 1’hydrolyse du GTP du complexe
ternaire afin de ne pas commencer la traduction (Valasek et al., 2004). Le facteur elF1A
permet le maintien de la fidélité de reconnaissance du codon d’initiation avec une préférence
pour la séquence AccAUGG (Pisarev et al., 2005). Le facteur elF2 influence la sélection du

codon par rapport a son contexte (Dasso et al., 1990)

23



Initiation de la traduction ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Lorsque le codon est reconnu, le facteur elF1 est relaché: c’est une étape clé pour la
s¢lection de ce codon d’initiation (Cheung et al., 2007). Le facteur elF5 stimule 1’activité
GTPase de la sous-unité y du facteur elF2. Elle a lieu suite a I’établissement de 1’interaction
entre 1’anticodon de I’ARNtM®

2000).

et le codon initiateur de I’ARNm (Hershey and Merrick,

Lorsque le codon d’initiation est identifié, le GTP associé au facteur elF2 est hydrolysé. 11
est aidé par le facteur eIF5. Le facteur eIF2¢GDP relache I’ ARNt™® dans le site P de la sous-
unité ribosomique 40S (Kapp and Lorsch, 2004b; Kolupaeva et al., 2005).

c. Assemblage du ribosome 80S et fin de initiation

Alors, les autres facteurs d’initiation sont expulsés et la grande sous-unité ribosomique
60S lie la petite sous-unité 40S pour former un ribosome fonctionnel 80S (Figure 8). La
réaction nécessite la présence du facteur e[F5B*GTP pour catalyser cette liaison (Pestova et
al., 2000; Unbehaun et al., 2004). En présence du ribosome, il hydrolyse sa molécule de GTP
et provoque ainsi la liaison de la grosse sous-unité (Acker et al., 2006). L hydrolyse du GTP
semble apporter 1’énergie nécessaire au recyclage du facteur elF5B.

Le complexe elF5¢GTP déplace les autres facteurs encore présents ce qui permet leur
relachement. En I’absence du facteur elF5, le facteur elF5B stimule 1’activité GTPase du
facteur elF2 (Hershey and Merrick, 2000).

Le facteur elF1A peut aussi lier le facteur elF5B impliqué dans la stimulation de
I’association des sous-unités ribosomiques 40S et 60S (Olsen et al., 2003). Cette interaction

permet le relachement du facteur eIF1A lors de la formation du ribosome 80S.

Le facteur elF6 se lie a la sous-unité¢ 60S du ribosome. Il empéche ainsi I’association des
deux sous-unités ribosomiques de fagon prématurée. Le relachement du facteur elF6 est une

des étapes qui stimule la formation du ribosome fonctionnel 80S (Ceci et al., 2003).

L’ARNt™® occupe alors le site P du ribosome qui peut commencer 1’élongation de la
chaine polypeptidique (Gray and Wickens, 1998). L’étape d’initiation est accomplie (Figure
8).
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5!

Figure 8 : Le ribosome 80S.

L’ARNtM® s’installe dans le site P (« PEPTIDYL ») et la sous-unité 60S est
assemblée a la sous-unité 40S pour former un ribosome fonctionnel. Les
ARNt suivants se logent dans le site A (« AMINOACYL »). Lorsque la
liaison peptidique est synthétisée entre les sites A et P, I’ ARNt sort par le site
E (« EXIT »).

Le ribosome comporte trois sites dans lesquels les ARN de transfert peuvent se loger. Le
premier ARN de transfert, I’ ARNt™, s’installe directement au niveau du site P (« peptidyl »)
du ribosome lorsqu’il est reconnu par I’ensemble des facteurs canoniques (Figure 8).
L’ARNt™® contient une paire de bases AU située au bout de la tige de sa partie acceptrice. Il
est I’'unique ARNt qui comporte trois paires GC. Elles sont importantes pour sa liaison au
ribosome dans la boucle de 1’anticodon (Kapp and Lorsch, 2004b).

Les ARNt suivants vont tout d’abord dans le site A (« aminoacyl ») du ribosome et la
liaison peptidique est synthétisée entre les deux acides aminés. Ensuite il y a un mécanisme de
translocation : les deux ARNt se décalent d’un site et I’ARNt sortant passe par le site E

(« exit ») avant d’étre expulsé (Kapp and Lorsch, 2004b) (Figure 8).

Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique constitué par des protéines
ribosomiques et des ARN ribosomiques (ARNT). Pour le ribosome eucaryote, la petite sous-

unité 40S est constituée de 33 protéines ribosomiques et d’'un ARNr 18S d’une taille
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d’environ 1800 nucléotides. La grande sous-unité 60S comprend une cinquantaine de
protéines ribosomiques et trois ARNr : 5S, 5,8S et 25S/28S (4700 nucléotides).

La syntheése du ribosome commence dans un domaine nucléaire spécialisé : le nucléole.
C’est a cet endroit que les ARNr sont transcrits et qu’ils sont associés aux protéines
ribosomiques.Le processus démarre par la synthése des pré-ARNr 5S et 35S. Par la suite, des
protéines ribosomiques sont importées du cytoplasme. Les composantes matures (5,8S, 25S
pour les eucaryotes inférieurs/28S pour les eucaryotes supérieurs et 5S pour la grande sous-
unité ribosomique 60S et 18S pour la petite sous-unité¢ ribosomique 40S) sont issus de
différentes digestions par des endonucléases et des exonucléases. La maturation de la sous-
unité 60S se poursuit dans le noyau alors que celle de la sous-unité pré-40S se déroule dans le

cytoplasme (Fromont-Racine et al., 2003).

d. Les facteurs canoniques impliqués dans P’initiation de la traduction (Tableau 1)

Le tableau suivant est une synthese des fonctions qui ont été décrites précédement.

Tableau 1 : Les facteurs d’initiation de la traduction mammiféres adapté de (Hellen and Sarnow, 2001)

Nom Sous-unités Masse (kD)  Fonction

elF1A 1 16,5 Reconnaissance du complexe ternaire
Balayage
Dissociation du ribosome

elF1 1 12,6 Balayage
Sélection du codon AUG

elF2 3 126 Appartient au complexe ternaire
Reconnaissance du codon AUG

elF3 13 800 Assemblage du complexe ternaire

Recrutement de la sous-unité 43S a la coiffe
Etat dissocié du ribosome

elF4A 1 44 Hélicase

elF4E 1 26 Reconnaissance de la coiffe de I’ARNm

elF4G 1 154 Protéine d’échafaudage ; liaison a PABP, eIF4E, elF4A, elF3
Balayage

elF5 1 49 Stimule 1’activité GTPase de elF2

elF4B 1 70 Stimule 1’activité hélicase de elF4A, elF4F
Liaison du ribosome sur I’ARNm

elF4H Stimule I’activité hélicase de eIF4A, eIF4F

elF5B 1 139 Association des sous-unités ribosomiques

elF6 Liaison a 60S
Etat dissocié du ribosome

PABP 1 Liaison de la queue poly(A)

26



Initiation de la traduction ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2. Initiation de la traduction par entrée interne des ribosomes

L’initiation de la traduction par un mécanisme d’entrée interne des ribosomes a lieu au
niveau d’une structure secondaire généralement adoptée par I’ARN en amont du codon
initiateur AUG. Cette structure s’appelle une IRES (« Internal Ribosome Entry Site »).

L’initiation interne de la traduction fut découverte chez les picornavirus : « petits virus a
ARN » (Jackson and Kaminski, 1995). Depuis, de nombreuses IRES ont été détectées sur des
ARN d’autres virus, notamment chez le virus de 1’Hépatite C (HCV) et chez différents
pestivirus comme le virus de la peste porcine CSFV (« Classical Swine Fever Virus »), de la
diarrhée virale bovine BVDV (« Bovine Viral Diarrhea Virus ») et le virus GBV-B apparenté
au HCV (Grace et al., 1999; Rijnbrand et al., 1997; Wang et al., 1993).

Avant que le mécanisme d’entrée interne des ribosomes ne flit établi, les bases de
I’initiation classique étaient en cours d’élaboration. L’importance de 1’extrémité 5’UTR des
ARNm eucaryotes (Kozak, 1979) et I’inaptitude du ribosome eucaryote a initier la traduction
sur un ARN circulaire (ceci contrairement a son homologue procaryote) étaient découverts
(Konarska et al., 1981). Par ailleurs, I’étude des génomes des picornavirus suggérait un
mécanisme différent de celui des ARN messagers eucaryotes car cet ARN viral ne possede
pas de coiffe (Pelletier and Sonenberg, 1988). Les picornavirus dont le génome a ARN est
non coiffé contiennent de nombreux AUG ou la traduction peut €tre initiée, mais un ¢lément
de la séquence est impératif pour initier la traduction: un site d’entrée interne des ribosomes
(IRES) (Jang et al., 1988).

Trois mécanismes d’initiation interne ont ét¢ bien étudiés et présentent trois approches
différentes dans I’initiation de la traduction de leur génome : I’initiation chez les picornavirus,

I’initiation du virus de I’hépatite C (VHC) et celle du virus de la paralysie du cricket (CrPV).

a. Initiation de la traduction chez les picornavirus : premiere IRES identifiée

Il est connu depuis longtemps que les ARN positifs de la famille des picornaviridae,
munis d’une longue région 5’UTR (650 a 1300 nt) riche en codons d’initiation et structures
secondaires, peuvent étre traduits de fagon efficace dans les cellules infectées (Kaariainen and
Ranki, 1984). L’infection par les picornavirus entraine généralement I’inhibition spécifique de
la traduction de la cellule hote (Bushell and Sarnow, 2002). Ces observations ont suggéré que

les ARN viraux de picornavirus étaient traduits par un mécanisme différent de celui de la
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traduction dépendante de la coiffe (adopté dans les cellules hotes). Il fut démontré que
I’initiation interne de la traduction d’ARN de poliovirus avait lieu par un mécanisme
alternatif : ’entrée interne des ribosomes au niveau de régions hautement structurées de la
région 5’UTR: les IRES (Jackson et al., 1990; Jang et al., 1988; Martinez-Salas and
Fernandez-Miragall, 2004).

48S
complex

43S complex

L.

>

A jG

elF4G/4A

Figure 9 : Initiation de la traduction chez le virus EMCV (picornavirus) adapté de (Hellen and
Sarnow, 2001)

Mod¢le d’assemblage du complexe 43S sur une IRES de picornavirus. Le facteur e[F4G (bleu) et le
facteur e[F4A (Vert) sont localisés sur une tige-boucle de I'IRES. Le complexe 43S est recruté sur 'IRES
grace a I’interaction du facteur eIF3 (jaune) avec la protéine d’échafaudage e[F4G.

Pour initier la traduction du virus EMCV, les facteurs elF4A et elF4G se lient directement
en amont du codon d’initiation AUG et induisent la fixation de la sous-unité ribosomique 43S
(Figure 9). Il n’y a pas de mécanisme de balayage, les facteurs elF1, eIF1A et eI[F4E ne sont
pas nécessaires (Pestova et al., 2001).

L’initiation interne permet en particulier aux picornavirus de contourner le cycle de
traduction des ARN messagers de la cellule. La traduction est paralysée durant I’infection
picornavirale en partie a cause du clivage du facteur elF4G. Le fragment C-terminal issu de ce
clivage se substitue au facteur elF4G et empéche une traduction dépendante de la coiffe
efficace. En effet, la partie de liaison au facteur eIF4E (qui reconnait la coiffe) est séparée du

reste du facteur el[F4G (Ohlmann et al., 1996; Pestova et al., 1996b).
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b. Initiation sans ARNt;"'' : Les virus de la paralysie du cricket (CrPV):

De la famille des Dicistroviridae (Lancaster et al., 2006) le virus CrPV est un modele
d’initiation de la traduction trés différent des autres initiations indépendantes de la coiffe. 1l
est constitué d’un génome en deux parties : chacune d’entre elles est traduite de facon
séparée. La premicre séquence code pour les protéines non structurales et la seconde séquence

code pour les protéines structurales du virus. Ces deux parties sont traduites de facon

indépendante de la coiffe grace a une IRES.
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Figure 10 : Représentation schématique du génome du virus CrPV (Pestova and
Hellen, 2005)

(A) Le génome du virus CrPV est composé de deux parties distinstes. Chacune est
traduite de facon indépendante grace a une IRES. La premiére IRES permet
I’expression des protéines non-structurales du virus et I'IRES de la région
intergénique (IGR) permet I’expression des protéines de la capside.

(B) La représentation de la structure secondaire de I’'IRES de la région IGR possede
trois pseuodonoeuds (PK). Les régions de I’'IRES qui s’installent dans les sites E, A et
P du ribosome sont également indiquées.

Contrairement a la majorité des situations décrites auparavant, dans le cas du virus CrPV la
traduction de la partie codant pour les protéines de la capside commence au niveau d’un

codon qui difféere d’une méthionine. Cette IRES est liée directement par la sous-unité¢ 40S
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sans I’intervention d’aucun autre facteur de la machinerie traductionnelle mammifere. Il ne
nécessite pas non plus d’ARNt™. L’IRES de la région IGR, au niveau du pseudonoeud I,
adopte une structure secondaire qui occupe le site P du ribosome normalement occupé par

I’ ARNtM" (Pestova et al., 2004).

c. Initiation de la traduction chez le virus de I’hépatite C

Le virus de I’Hépatite C est un virus a ARN positif, appartenant a la famille des
Flaviridae. 11 est responsable de I’infection de plus de 170 millions de personnes a travers le
monde. Dans 50 a 80% des cas, il cause des hépatites chroniques pouvant évoluer en cirrhose
et en hépatocarcinome (Pawlotsky, 2004).

Les IRES du HCV et des pestivirus ont ét¢ définies comme des IRES de type IV. Les
IRES du HCV, de BVDV et CSFV ont des longueurs respectives de 342, 385 et 372nt. Elles
présentent une homologie de séquence d’environ 50%. L’aspect le plus remarquable de
fonctionnement de I’IRES de type IV est qu’elle se lie directement a la sous-unité 40S d’une

facon stable et spécifique indépendamment des facteurs d’initiation (Pestova et al., 1998).

Le génome du virus de I’hépatite C

Le virus de I’hépatite C est un virus enveloppé dont le génome est constitu¢ d’une
molécule d’ARN de 9600nt. Une importante variabilité génétique est retrouvée sur I’ARN
viral suite aux nombreuses mutations introduites a chaque cycle de réplication. Ainsi un
individu est infecté par une population virale formée de quasi-espéces (Soler et al., 2002).

Contrairement aux ARNm, I'ARN du virus de I'hépatite C ne possede pas de coiffe
méthylée et la traduction de 'ARN viral est initiée indépendamment des facteurs cellulaires
elF4E et elF4G. Le génome du virus de I’hépatite C est constitué d’un brin d’ARN positif
(Rosenberg, 2001). Les séquences situées en 5S’UTR et en 3’UTR de part et d’autre de la

séquence codante sont trés conservées d’un génotype a I’autre.
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Figure 11 : Schéma représentant le génome du virus de I’hépatite C (Adapté de (Rosenberg, 2001)

Le génome de virus de I’hépatite C comprend une séquence codant pour une polyprotéine virale qui contient pour
une partie des protéines structurales (C : nucléocapside, E1 et E2 : enveloppe et p7 en bleu clair) et pour une seconde
partie des protéines non-structurales (NS en bleu foncé). Elles codent pour des protéases, hélicase et ARN
polymérase. La région 5’UTR contient un site d’initiation de la transcription et une IRES qui sert a la traduction de la
polyprotéine virale. Le codon d’initiation est un AUG situé dans la boucle IV de 'IRES. La région 3’UTR est
constituée de deux parties : une partie variable de 40 bases riche en régions poly-UC et une région trés conservée de
98 bases qui est propre au HCV, elle sert a sa réplication.

L’IRES du virus de I’hépatite C, située dans sa région 5’UTR, lui sert a initier la
traduction des protéines structurales et non-structurales. Elle a une longueur de 341nt (Figure
11). Elle est composée de quatre domaines structuraux dont trois principaux pour lesquels
I’importance au cours de D'initiation a ét¢ montrée. Ces domaines adoptent une structure
secondaire conservée dans la famille des virus Flaviridae. Les domaines IIld et Ille sont
importants pour I’initiation dépendante de ’IRES (Lukavsky et al., 2000).

Le génome du virus HCV ne porte pas de queue poly(A) en 3’UTR, mais une séquence
polypyrimidique poly(U/C) conservée d’environ 80nt (Figure 11). Cette séquence est suivie
d’une région structurée et conservée de 98nt appelée région X. Elle comporte trois structures
en tige-boucle : les 46 derniers nucléotides du génome viral constituent la partie la plus stable.
La partie 3’UTR est indispensable a I’infectivit¢ du HCV in vivo et pourrait stimuler la

réplication virale (Friebe and Bartenschlager, 2002; Kolykhalov et al., 1996).
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Initiation de la traduction du HCV

L’initiation de la traduction du virus de 1’hépatite C se fait grace a son IRES. Elle
débute par la formation du complexe binaire composé de la sous-unité 40S et du domaine 111
de I'IRES. Ensuite, le facteur elF3 est recruté, et le complexe elF2-GTP-ARNtM' vient
s’ajouter pour former la sous-unité 48S. Apres ’hydrolyse de la molécule de GTP du facteur
elF2, celui-ci est relaché, la sous-unité¢ 60S rejoint la petite sous-unité ribosomique pour
former le complexe ribosome 80S-IRES (Ji et al., 2004; Pestova et al., 1998).

Un systéme d’initiation de la traduction, constitué¢ de facteurs purifiés, a permis de
montrer que cette IRES était capable de former un complexe binaire stable avec la sous-unité
40S tout en plagant son AUG au niveau du site P du ribosome et sans 1’intervention d’autre
facteur d’initiation de la traduction (Pestova et al., 1998). La structure secondaire de I’IRES
du HCV est donc trés finement adaptée a la structure du ribosome pour placer directement le
codon initiation dans le site P de la petite sous-unité du ribosome (Fraser and Doudna, 2007).
Méme si le facteur elF3 n’est pas indispensable pour la fixation de la sous-unité 40S sur
I’IRES, celui-ci est capable de lier ’IRES de fagon spécifique et stable.

Sous certaines conditions, notamment de magnésium, ’IRES du virus de 1’hépatite C
permet P’initiation de la traduction de facon totalement indépendante des facteurs canoniques
(Lancaster et al., 2006), ce qui avait auparavant ét€ montré seulement chez CrPV (Hellen and
Sarnow, 2001; Pisarev et al., 2005). Ce mécanisme permet fort probablement au virus de
contourner a la fois la réponse antivirale de I’hdte, en échappant au systeme d’initiation
dépendante de la coiffe, et de ne dépendre d’aucun facteur d’initiation. Ce mécanisme est
similaire a celui de ’IRES de la région IGR du virus CrPV (Lancaster et al., 2006). Il est
capable d’initier la traduction au niveau d’un codon non AUG présent dans une seconde ORF

(Jan and Sarnow, 2002; Pestova and Hellen, 2003; Wilson et al., 2000).

d. Les IRES des messagers cellulaires

Les ARN viraux ne sont pas les seuls dotés de structures secondaires au niveau desquelles
la traduction est initiée de facon indépendante de la coiffe. Jusqu’a aujourd’hui, 85 IRES sur
des ARNm cellulaires et 39 IRES sur des ARN viraux ont été décrites (Baird et al., 2006).

Les initiations a I’aide d’une IRES ont lieu dans des situations de stress comme

I’inflammation, I’angiogen¢se, (Johannes et al., 1999; Johannes and Sarnow, 1998), la
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privation de nutriments ou les chocs thermiques (Kaufman, 1999). Les initiations dépendantes
de ’IRES ont aussi ¢té identifi¢ées pendant la croissance de la cellule et pendant 1’apoptose.
Elles permettent la synthese de facteurs impliqués dans la mort cellulaire programmée de
facteurs de survie et d’oncogenes (Holcik et al., 2000). Grace a ces structures secondaires,
I’expression de messagers cellulaires a lieu lorsque la traduction dépendante de la coiffe est
inhibée (Baird et al., 2007).

Parmi les IRES cellulaires, il en existe sur I’ARNm du facteur d’initiation de la traduction
DAPS (Henis-Korenblit et al., 2000), du facteur d’initiation de la traduction eIF4G (Johannes
and Sarnow, 1998), du facteur de croissance FGF2 (Vagner et al., 1995) ou encore de la
protéine hnRNPA/B (Qin and Sarnow, 2004). On retrouve également I’IRES de I’ARNm
codant pour la protéine XIAP (« X-linked inhibitor of apoptosis protein ») (Baird et al., 2007).

Contrairement aux ARN viraux pour lesquels des classes sont établies, les ¢tudes sur les
IRES cellulaires n’ont pas permis de déterminer de structures secondaires communes ou
encore moins des structures primaires.

Des études statistiques ont conduit a I’identification des motifs qui pourraient étre
communs a différentes IRES cellulaires et qui sont présentes chez certaines IRES virales (Le

et al., 1996) (Figure 12).

Figure 12 : Schéma d’un meotif commun d’IRES
(Le and Maizel, 1997)

Motif présent chez 'IRES de picornavirus (b) qui
pourrait étre adopté par différentes IRES cellulaires
(a) comme celle de la protéine BiP exprimée en
réponse a des stress.

Les structures secondaires de onze IRES cellulaires ont été analysées de facon
systématique par empreinte a 1’aide de ribonucléases ou de certaines modifications chimiques
mais aucune similarit¢ ne fut distinguée parmi celles-ci (Baird et al., 2007; Bonnal et al.,
2003; Jang et al., 2004; Jopling et al., 2004; Le Quesne et al., 2001; Martineau et al., 2004;
Mitchell et al., 2005; Mitchell et al., 2003; Pedersen et al., 2002; Pickering et al., 2004;
Yaman et al., 2003).
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Des travaux récents ont été¢ entrepris pour essayer de percer le mysteére de la structure
secondaire des IRES cellulaires. Pour cela ’IRES de ’ARNm codant pour la protéine XIAP a
¢té ¢tudiée par empreinte enzymatique. Elle a ensuite ét¢ utilisée pour identifier des IRES
d’autres messagers qui auraient une structure secondaire du méme type dans une banque de
5’UTR a l'aide du programme RSEARCH (Baird et al., 2007; Klein and Eddy, 2003). Il
permet ’identification de structures secondaires d’ARN simple brin.

Les résultats ont livré plusieurs ARN qui furent testés in vivo pour leurs capacités
d’initiation de la traduction indépendante de la coiffe. Seulement deux en sont capables,
AQP4 et ELGI, et lors de I’¢tude par empreinte enzymatique de leur structure secondaire
seules quelques parties de leur IRES montrent une similarit¢ de structure avec I'IRES de

I’ARNm XIAP (Baird et al., 2007) (Figure 13).
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Figure 13 : Résultats des études de structure secondaire par empreinte a la RNase

((Baird et al., 2007))
(A) Les IRES de XIAP et de ’ARNm ELG1 sont comparées. En gris clair (a et a’) et en
gris foncé (b et b’) sont surlignées les séquences communes prédites par le logiciel

RSEARCH.
(B) Les IRES de XIAP et de ’ARNm AQP4 sont comparées. En gris clair (a et a”) sont
surlignées les séquences communes prédites par le logiciel RSEARCH

En revanche ces IRES ont certains facteurs trans ITAF en commun. Un modéle proposé
actuellement pour classer les IRES cellulaires serait de prendre en compte les facteurs ITAF

qui les régulent ainsi que des petits éléments structuraux qui les composent.
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Les IRES cellulaires pourraient aussi fonctionner comme dans les organismes procaryotes.
En effet ’hypothése avait déja été¢ émise pour I’initiation de la traduction indépendante de la
coiffe du virus de I’hépatite C mais aucune interaction directe n’a été détectée entre I’IRES du
HCV et ’ARNr 18S (Pestova et al., 1998). Or un ARNm cellulaire a été identifié avec neuf
nucléotides qui agissent comme une IRES et parfaitement complémentaires d’une séquence

de I’ARN ribosomique 18S (Chappell et al., 2000).

La traduction des IRES est ainsi régulée par un groupe de protéines de liaison a I’ARN.
Ce sont les facteurs ITAF « IRES-specific cellular trans-acting factors ».

Des ITAF sont impliqués dans la régulation de I’initiation des ARN viraux mais aussi des
ARNm cellulaires (Hellen and Sarnow, 2001). Certains sont retrouvés dans la famille des
protéines hnRNP. Ils ont un role dans la protection des ARN pré-messagers, I’export des
ARNm, la localisation des ARNm, leur stabilité et leur traduction (Dreyfuss et al., 2002)
(Figure 14).

ITAF Target Reference
PTB/nPTB Apaf-1 Mitchell et al.*
Bag-1 Pickering et al.*®
Mnt Our unpublished data
Myb Our unpublished data
MTG8a Our unpublished data
BiP Kin et al>®
IGF1R Giraud et al.*®
PCBP1/2 c-myc Evans et al.g
EgRNP K ‘é’ig‘yc E;’rﬁ”:r 25 al. Figure 14: Liste non exhaustive de
XIAP Holcik et al.73 facteurs ITAF et ’ARN qui contient leur
Unr Apaf-1 Mitchell et a7l.4""‘ IRES cible (Spriggs et al., 2005)
hnRNPC1/2 XIAP Holcik et al. Les ITAF peuvent étre des chaperonnes,
DAP5 HIAP Warnakulasuriyarachchi et al.”® - P P
XIAP Henis-Korenbiit et al.5 stabiliser ou remodeler les structures des
Apaf-1 Henis-Korenblit et al.*° ARN.
c-myc Henis-Korenblit et al.°
elF4GlI fragment Apaf-1 Nevins et al.%®
DAP5 Nevins et al.%®
ELAV/Hu p27 Kullmann et al.”®

La protéine PTB (« polypyrimidine tract binding protein ») appartient a la famille des
hnRNPI. Elle est principalement retrouvée dans le noyau de la cellule, mais elle est aussi
capable de se rendre dans le cytoplasme (Domitrovich et al., 2005). Dans le noyau, PTP

régule I’épissage d’ARN pré-messagers. Dans le cytoplasme, elle facilite la traduction sous le
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controle d’une IRES de picornavirus (Gosert et al., 2000) et stimule I’initiation de la
traduction au niveau de I’IRES de rhinovirus (Hunt and Jackson, 1999). Cette régulation est
effectuée avec 1’aide de la protéine unr («upstream of N-ras ») (Hunt et al., 1999). La
protéine PTB agit en se liant a ’ARN. Elle reconnait les séquences riches en pyrimidines
(Kolupaeva et al., 1996). Elle se lie a trois domaines du génome du HCV: une de ces
séquences est situé¢e dans la partie 5’-UTR (Ali and Siddiqui, 1995; Perez et al., 1997) qui est
requise pour le HCV in vivo (Anwar et al., 2000); les deux autres s€quences sont situées dans

la partie 3°-UTR dont une au niveau de la région X (Ito et al., 1998).

Dans le noyau, la protéine « La autoantigen » interagit avec les transcrits de ’ARN
polymérase III nouvellement synthétisés (Maraia, 2001). 80% se situe dans le noyau mais cela
varie en fonction des conditions de stress. Par exemple ceci se produit apres transfection avec
le HCV (Izumi et al., 2004; Maraia, 2001). Elle se lie a I’extrémité S’UTR du HCV prés du
codon AUG et avec son extrémité 3’UTR au niveau de la région poly(U) et I’interaction avec
le 5°-UTR est importante pour la traduction du virus (Ali and Siddiqui, 1997). Elle interagit
aussi avec I’IRES de poliovirus (Meerovitch et al., 1993).

Les ITAF PTB et La autoantigen sont tous les deux requis pour une traduction efficace du
virus, en revanche La autoantigen stimule la réplication alors que PTB la réprime

(Domitrovich et al., 2005).

Dans la régulation d’ARNm cellulaires, un autre facteur ITAF est la protéine hnRNP Al. Elle
peut avoir les propriétés de stimuler ou bien de réprimer la traduction de certains messagers.
Cette protéine contrdle I’initiation de I’ARNm FGF-2 dans le choix du codon d’initiation
(Bonnal et al., 2005).
En revanche hnRNP Al est aussi un inhibiteur de la traduction dans certaines circonstances.
Dans le cas de ’ARNm XIAP, elle interagit au niveau du méme site de liaison que I'ITAF La
autoantigen qui régule de facon positive sa traduction. Mais ils ne semblent pas entrer en
compétition. (Lewis et al., 2007).

Les hypotheses du mode de fonctionnement des ITAF est qu’ils peuvent aider soit le
recrutement de la sous-unité 40S sur ’IRES, soit stabiliser I'IRES pour permettre 1’initiation
de la traduction (Bonnal et al., 2005). Ils sont certainement impliqués dans des réorganisations

des repliements des IRES de fagon a stimuler ou inhiber la traduction des ARNm cellulaires.
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3. Les facteurs canoniques elF3 et elF4G

a. Le facteur eucaryote d’initiation de la traduction 3

Le facteur elF3 est le plus grand de tous les facteurs canoniques identifiés. Chez les
mammiferes, le facteur elF3 est composé d’au minimum 13 sous-unités (de @ a m) (Browning
et al., 2001) dont deux possedent un RRM : elF3b et elF3g (Tableau 2). La masse apparente
du facteur elF3 est de 800kDa, la taille des sous-unités varie de 25kDa a 170kDa (Damoc et
al., 2007).

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, on retrouve seulement cinq orthologues du
facteur elF3 de mammifeére (Phan et al., 1998) (Tableau 2). Le noyau du facteur elF3 est
constitué de cing sous-unités assemblées de facon stoechiométrique 1:1:1:1:1 (a, b, c, g, i)
auxquelles se rajoute un ¢lément non stoechiométrique, la sous-unité j. Ces cinq sous-unités

constituant le noyau sont requises pour la survie de la levure (Hinnebusch, 2000).

Tableau 2 : Sous-unités du facteur eIF3 présentes chez les mammiféres et chez la levure S. cerevisiae.
Sur une méme ligne sont présentées les sous-unités homologues.

sous-unité  H. Sapiens  Masse (kDa) Référence S. cerevisiae  Masse (kDa) Référence
a p170 166,7 (Johnson et al., 1997) TIF32/ p110 111,1 (Vornlocher et al., 1999)
b pl16 93 (Methot et al., 1997) PRT1/ p90 88.1 (Keierleber et al., 1986)
c P110 106,1 (Asano et al., 1997a) NIP1/p93 (Guetal., 1992)
d po66 63,9 (Asano et al., 1997¢)
e p48 52,1 (Asano et al., 1997b)
f p47 37,5 (Asano et al., 1997¢)
g p44 35,6 (Block et al., 1998b) TIF35/ p33 30.5 (Hanachi et al., 1999)
h p40 40 (Asano et al., 1997¢)
i p36 36,5 (Asano et al., 1997a) TIF34/ p39 38.8 (Naranda et al., 1997)
j p35 29,3 (Block et al., 1998b) HCR1/pl6 (Valasek et al., 1999)
k P28 25 (Mayeur et al., 2003)
1 P67 66,6 (Morris-Desbois et al., 2001)
m GA17 42,5
SuIl 12.3
GCD10/ p62 54.4
TIF31/ p135 145,2

La sous-unité b du facteur elF3 qui possede un RRM est une protéine trés importante de
ce complexe. Elle interagit avec les sous-unités : elF3a, elF3g, elF3i1 et elF3j et chez la levure
avec les sous-unités elF3a, elF3g, elF3i, elF3j et elF3e (ElAntak et al., 2007). Le role de
protéine d’échafaudage et d’organisation de la structure de la sous-unité b du facteur elF3 est
trés conservé. Chez la levure, elF3a et elF3j interagissent directement avec le RRM de la

sous-unité b (Valasek et al., 2001). De plus, la sous-unité elF3j est situé¢e directement dans le
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centre de décodage du ribosome et joue un role dans la formation du complexe 43S (Fraser et
al., 2007).
Parmi ses nombreuses fonctions dans I’initiation de la traduction, le facteur elF3 induit

I’assemblage du complexe ternaire ARNt;M

*elF2¢GTP. Il joue un role essentiel dans
I’initiation classique en liant directement la sous-unité 40S du ribosome en 1’absence d’autre
facteur de la traduction (Pestova et al., 2001). Cette aptitude est augmentée par la présence de
sa sous-unité elF3j (Fraser et al., 2004). Ainsi, il induit la formation du complexe de pré-

initiation 43S (Chaudhuri et al., 1999; Hinnebusch, 2006).

Le facteur elF3 permet de maintenir les sous-unités 40S et 60S dans un état dissoci€, en
prévenant la formation prématurée du ribosome 80S avant que le complexe 48S ne soit formé
(Kolupaeva et al., 2005), ce qui conduirait a I'arrét du processus de traduction.

Le facteur elF3 interagit directement avec I’ARNm (Kolupaeva et al., 2005). Grace a son
interaction avec le facteur elF4G, il permet le recrutement de I’ARNm sur le complexe 43S
(Korneeva et al., 2000; Lamphear et al., 1995). Cette capacité semble due a la sous-unité
elF3j située dans le site de décodage du ribosome (Fraser and Doudna, 2007).

Le facteur elF3 interagit aussi avec plusieurs des facteurs d’initiation de la traduction :
elF1, elF1A, elF2, elF4B, elF4G et elF5 (Asano et al., 2000; Bandyopadhyay and Maitra,
1999; Fletcher et al., 1999; Methot et al., 1996; Olsen et al., 2003; Valasek et al., 2002).

Le facteur elF3 est également un élément clé dans Dinitiation de la traduction
indépendante de la coiffe chez le virus de I’hépatite C (HCV) et chez les Pestivirus comme le
CSFV (« classical swine fever virus ») ou BVDV (« bovine viral diarrhea virus »). Ces virus
enveloppés possedent une entrée interne des ribosomes (IRES) dans leur génome constitué

d’une molécule d’ARN brin positif (Hellen and Pestova, 1999; Sizova et al., 1998a).

b. Le facteur eucaryote d’initiation de la traduction 4G

Le facteur elF4G est un des ¢léments déterminants de I’initiation de la traduction
dépendante de la coiffe. Il possede des domaines d’interaction avec plusieurs des facteurs
impliqués dans la régulation de la traduction : ¢’est une protéine d’échafaudage.

Lors de I’initiation dépendante de la coiffe, il interagit avec le facteur elF3 et aide

ainsi le complexe de pré-initiation 43S a lier la coiffe de I’ARNm.
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La protéine d’échafaudage elF4G comporte deux isoformes (Prevot et al., 2003a).
Chez les levures, elF4G1 et e[F4G2 ont 53% d’identité¢ de séquence et sont respectivement
encodées par les genes TIF4631 et TIF4632 (Goyer et al., 1993). Chez les mammiferes, les
homologues sont elF4GI et elF4GIl avec 46% d’identit¢ de séquence et sont
fonctionnellement identiques (Gradi et al., 1998). Il existe une protéine supplémentaire dans
la famille « eIF4G » des mammiféres dont la séquence est homologue a la partie C-terminale
du facteur elF4GI: p97/DAP-5/NAT-1 (Imataka et al., 1997; Levy-Strumpf et al., 1997;
Yamanaka et al., 1997). Comme ses homologues elF4GI et elF4GII, cette protéine est

exprimée de fagon constitutive.

Le facteur elF4G de mammifeére

Pour le facteur el[F4GI de mammifere, trois domaines de tailles comparables sont définis
(Figure 15). Dans la partie N-terminale (acides aminés 1-720), se situe le site de liaison de la
protéine PABP (acides aminés 132 a 160) et du facteur elF4E (acides aminés 572 a 578).
Cette partie est requise pour la traduction dépendante de la coiffe (Imataka et al., 1998;
Lamphear et al., 1995; Mader et al., 1995).

La partie centrale (acides aminés 720-1200) lie le facteur elF3 par sa sous-unité p48/e
(LeFebvre et al., 2006) au niveau des acides aminés 975 a 1065 du facteur elF4GI (Korneeva
et al., 2000) ainsi que le facteur eI[F4A (Imataka and Sonenberg, 1997).

Le facteur elF4G posséde aussi un site de liaison a I’ARN situé dans les 2/3 de la région
C-terminale de sa séquence. Cette partie est suffisante pour initier la traduction indépendante
de la coiffe en I’absence du complexe elF4F (Ohlmann et al., 1996).

La partie centrale forme un complexe avec I’IRES du virus EMCV et initie sa traduction
(Pestova et al., 1996a). Elle stimule généralement la traduction d’ARNm non coiffés (De
Gregorio et al., 1998). Dans cette partie se trouvent aussi des domaines HEAT (cinq paires
d’hélices antiparalléles) impliqués dans la liaison de ’ARN (Andrade and Bork, 1995;
Marcotrigiano et al., 2001).

La troisiéme partie (acides aminés 1200-1560) possede un second site de fixation pour le
facteur eIF4A (Imataka and Sonenberg, 1997) et peut lier la sérine-thréonine kinase Mnk, qui

phosphoryle le facteur eIF4E (Pyronnet et al., 1999).
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Figure 15 : Les facteurs e[F4GI et eIF4GII mammiféres et leur homologue p97.
Sur ce schéma sont représentés les sites de liaison aux facteurs canoniques PABP, eIF4E, elF4A (2 sites), elF3 et pour
la kinase Mnk1 qui phosphoryle eIF4E.

elF4Gl mammifere

PABP elF4E elF4A elF3 elF4A Mnk1
1 132-160 572-78 722 949 975 1065 1201 1411 1560

elF4GIl mammifeére
elF4A elF3

1 1427

p97/DAP-5/NAT-1
elF4A elF3

1 907

La séquence minimale requise pour initier la traduction est comprise entre les acides
aminés 550 et 1090. Elle inclut le site de liaison au facteur eIF4E et le domaine central du
facteur elF4G (Morino et al., 2000).

La partie C-terminale, absente de la séquence de 1’homologue de S. cerevisiae semble
moduler la traduction, mais n’est pas indispensable (Morino et al., 2000).

I existe un second facteur eIF4GII qui posséde les mémes propriétés biochimiques que le
facteur elF4GI et les mémes sites de liaison sont présents sur sa séquence (Lamphear et al.,

1995).

Le facteur elF4G de levure

De la méme facon que chez les mammiferes, le facteur eIF4G1 de levure contient un site
de liaison pour le facteur elF4A au niveau des acide aminés 542 a 883 (Figure 16)

(Dominguez et al., 1999; Dominguez et al., 2001; Neff and Sachs, 1999). Ce domaine est
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conservé dans sa séquence en acides aminés avec le facteur elF4GI de mammifeére mais
seulement pour le 1% site car le second site est unique (Imataka and Sonenberg, 1997).

Le facteur eIF4G1 interagit avec le facteur eIF4E (acides aminés 409 a 457) (Mader et al.,
1995) et avec la protéine Pabpl, homologue chez la levure de la protéine humaine PABP
(acides aminés 201 a 315) (Tarun and Sachs, 1996).

Ce facteur est pourvu de plusieurs sites de liaison a I’ARN. Les propriétés de liaison a
I’ARN de différents fragments de eIF4G ont été caractérisées a 1’aide de la méthode de « filter
binding assay » (Berset et al., 2003). Les auteurs ont déduit de ces expériences la présence
d’au moins trois sites de liaison a I’ARN. Le premier est contenu dans la séquence d’acides
aminés 1 a 82. Le second est situé¢ au milieu de la séquence du facteur eIF4G, au niveau des
acides aminés 492 a 539. Le troisieme est compris dans la séquence en acides aminés 883 a
952, située tout a fait dans la partie C-terminale de la protéine (Berset et al., 2003).

Chez la levure, I’interaction du facteur elF3 avec la sous-unit¢ elF4G n’a jamais ¢été
montrée. La fonction de recrutement du complexe 43S passe par son interaction avec le
facteur elF5 (Asano et al., 2001).

Il existe aussi chez la levure S.cerevisiae, une protéine qui présente une homologie de
séquence avec le facteur el[F4G au niveau de son site de liaison avec le facteur elF4E: la
protéine p20. Elle est impliquée dans la régulation de D’initiation classique, elle empéche

I’interaction du facteur elF4G avec le facteur eIF4E (Altmann et al., 1997).

elF4G1 de levure

PabpT1 elF4E elF4A

1 201 315 409-457 542 883 952

Figure 16 : Le facteur eIF4G1 de levure.
Le facteur elF4G1 est posséde des sites de liaison avec les facteurs eIF4A (bleu ciel),
elF4E (violet) et Pabpl (bleu foncé).
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Homologue mammifere de la protéine elF4G

La protéine p97/DAP-5/NAT-1 est homologue des parties centrale et C-terminale du
facteur elF4GI de mammifére (Figure 15). Elle présente 30% d’homologie avec le facteur
elF4GI et peut interagir avec les facteurs elF3 et elF4A (Imataka and Sonenberg, 1997,
Yamanaka et al., 1997).

Tout comme pour le facteur eIF4G1, dans son domaine C-terminal se trouve un site de
liaison pour la kinase Mnk1 (Pyronnet et al., 1999) . En revanche, elle ne possede pas de site
de liaison pour les facteurs elF4E et PABP (Imataka and Sonenberg, 1997; Marash and
Kimchi, 2005).

Le facteur p97 est tout d’abord connu pour inhiber la traduction. Sa surexpression dans
des cellules entraine I’inhibition des traductions dépendantes et indépendantes de la coiffe
(Imataka et al., 1997; Yamanaka et al., 1997).

La traduction indépendante de la coiffe est déclenchée lors du stress, de la mitose ou
encore de I’apoptose (Holcik and Sonenberg, 2005; Komar and Hatzoglou, 2005). Pendant
I’apoptose, elle implique la protéine p86, produit du clivage de la protéine p97 par la Caspase-
3 (Morley et al., 2005; Marash and Kimchi, 2005).

Il a été montré récement que le facteur p97 est aussi un activateur de la traduction avec
un rdle essentiel lorsque les cellules ne sont pas stressées (Nousch et al., 2007).

En revanche, la présence du facteur elF4E semble diminuer I’efficacité de I’initiation

indépendante de la coiffe (Hernandez et al., 2004).

c. La stimulation de I’interaction des facteurs elF4G et elF3 est une étape

déterminante pour initiation de la traduction.

Le facteur elF3 et le facteur e[F4G1 sont deux partenaires trés importants dans la
traduction. Au cours de I’initiation dépendante de la coiffe, ces deux facteurs permettent le
recrutement de la sous-unité 43S grace a leur interaction directe. Cette interaction est régulée
par I'insuline qui permet 1’association de mTOR avec elF3, en particulier avec la sous-unité

elF3f (Harris et al., 2006; Holz et al., 2005).
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EXTRACELLULAR STIMULI:
NUTRIENTS, INSULIN,
GROWTH FACTORS
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Figure 17 : Activation de la traduction par mTOR (Mamane et al., 2006)

Les nutriments, des hormones et des facteurs de croissance activent mTOR en
complexe avec raptor et LST8/GBL. La kinase mTOR phosphoryle au minimum deux
cibles qui sont 4E-BP et SK6 (les plus étudiées). La phosphorylation de 4E-BP entraine
le relachement du facteur e[F4E et la phosphorylation de S6K entraine le relachement
du facteur elF3. S6K est activée, elle phosphoryle la protéine ribosomique S6 ainsi que
le facteur elF4B qui peut s’associer a elF3. De plus mTOR stimule 1’association des
facteurs elF3 et elF4G.

La stimulation de I’initiation de la traduction par I’insuline passe par 1’activation d’une
cascade de signalisation dont fait partie la kinase mTOR. Elle implique la phosphrylation de
la protéine 4EBP-1 (Gingras et al., 1999a). Cette modification post-traductionnelle entraine la
dissociation de 4EBP-1 du facteur eIF4E. D’ailleur le motif qui permet a 4EBP-1 d’interagir

avec elF4E est retrouvé dans le domaine d’interaction du facteur eIF4G (Mader et al., 1995).

Les domaines d’interaction du facteur eIF4G pour ses différents partenaires ont été
¢tudiés pour leur implication dans I’initiation de la traduction in vivo. Des constructions pour

lesquelles les sites d’interaction pour PABP, pour eIF4A et pour elF3 ont respectivement été
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delétés ou leurs capacités de liaison de I’ARN ont été supprimées. Il en ressort que 1’abolition
de la liaison pour PABP n’a pas affecté les propriétés du facteur el[F4G dans I’initiation de la
traduction. La suppression des deux domaines de liaison a elF4A empéche une bonne
initiation dans les lysats de reticulocytes. En revanche, une information pour la
compréhension de I’importance de 1’interaction entre les facteurs elF3 et eIF4G au cours de
I’initiation diminue I’aptitude du facteur elF4G a lier eIF4E méme si ce dernier est présent
dans les fractions de polysomes (Hinton et al., 2007).

Ces travaux montrent que les mécanismes d’initiation sont redondants, les interactions qui ont

¢té abolies sont certainement compensées par d’autres mécanismes.
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4. Régulation de Pinitiation de la traduction

Le controle traductionnel est une des clés de la régulation de 1’expression génique. Il est
impliqué dans les premiers stades du développement embryonnaire, la différenciation
cellulaire, et le métabolisme (Gebauer and Hentze, 2004). L’étape la plus souvent régulée est

I’initiation.

Le contrdle de la traduction implique le plus souvent des modifications comme la
phosphorylation ou la déphosphorylation de facteurs canoniques.

Par exemple pour le facteur elF2, quand la sous-unité a est phosphorylée (sur son résidu
Ser51), I’échange de GTP ne peut pas avoir lieu car ceci empéche la dissociation du complexe
elF2-elF2B qui réduit le taux d’échange de GDP-GTP. La traduction est ainsi régulée
négativement car le taux de facteur elF2 est en exces par rapport au taux de facteur elF2B

(Figure 5) (Gebauer and Hentze, 2004; Rowlands et al., 1988)

a. Le facteur elF4G, un élément clé de P’initiation dépendante de la coiffe

Le facteur elF4G est ciblé durant 1’apoptose. Il est clivé par la protéine pro-
apoptotique caspase-3 (Marissen and Lloyd, 1998). Ceci permet 1’inhibition de la traduction
dépendante de la coiffe dans les cellules.

Lors de I’infection par les picornavirus et les lentivirus, des protéases virales clivent des
facteurs canoniques de la traduction. Elles permettent aux virus d’empécher la traduction des
ARNm cellulaires coiffés et poly-adénylés, d’utiliser les facteurs cellulaires canoniques afin
d’initier leur propre traduction. De cette facon, ils peuvent se propager. Lorsque la partie N-
terminale du facteur elF4G est clivée par la protéase virale de picornavirus le complexe
ternaire ne peut plus reconnaitre la coiffe (Lamphear et al., 1993). Ce clivage sépare la partie
de liaison au facteur eIlF4E de celle du facteur e[F4A (Lamphear et al., 1995). Les fonctions
de dissolution des structures d’ARN et de liaison au ribosome étant séparées, cela entraine
I’inactivation de la traduction de la plupart des ARN messagers cellulaires qui sont coiffés

(Ohlmann et al., 1995).
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b. Régulation de PABP par les protéines Paip1, Paip2A et Paip2B

La protéine PABP est aussi dégradée par la protéine pro-apoptotique caspase-3 (Marissen
et al., 2004). De la méme fagon que pour le facteur elF4G, ceci permet de diminuer
considérablement la traduction des ARNm coiffés et poly-adénylés.

La protéine PABP contient quatre domaines de liaison a ’ARN (RRM) en N-terminal.
Ces domaines RRM servent aux liaisons avec les protéines Paip (« PABP-interacting »)-1,
Paip-2, elF4G (Imataka et al., 1998), avec ’ARNm et de nombreux autres facteurs qui
régulent les fonctions de PABP (Figure 18).

Les protéines Paip régulent I’activité de la protéine PABP. Paipl est un activateur de la
traduction (Craig et al., 1998). Paip2A et Paip2B sont deux inhibiteurs de la traduction
(Berlanga et al., 2006; Khaleghpour et al., 2001b). La protéine Paip2A contrdle le niveau
cellulaire de PABP. Lorsqu’il est trop bas, la protéine Paip2 A est ubiquitinylée puis dégradée
ce qui permet 1’arrét de son activité de répression sur la protéine PABP.

La protéine Paipl interagit avec les facteurs elF4A et elF3. Ceci permet une activation de la
traduction. Paip2 inhibe la formation du ribosome 80S par compétition avec Paipl au niveau
de son site de liaison sur PABP (Khaleghpour et al., 2001a). Paip2 est aussi en compétition

avec le facteur elF4G pour son interaction sur la protéine PABP (Karim et al., 2006).
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Paip2  —PAMI
Inhibition

traduction
Compétiton avec
I'ARN messager
pour lier PABP

PABP PABC

Activation
traduction

Paip1 HEAT F—PAM1 ——

Activation
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Figure 18 : Schéma représentant les interactions des protéines Paip et eIF4G avec la protéine PABP

La protéine PABP comporte quatre RRM (« RNA recognition motif ») et un domaine PABC (domaine capable
de reconnaitre un domaine PAM). Elle interagit avec le domaine PAM1 de Paip2 au niveau de son RRM2 et
avec le domaine PAM2 au niveau de son domaine PABC. Paip2 compétitionne le site de liaison a ’ARNm de
PABP. C’est un répresseur de la traduction. La protéine Paip1 interagit avec le RRM2-3 de PABP et avec son
domaine PABC. C’est un activateur de la traduction.

c. Les protéines 4E-BP

Le facteur elF4E est requis pour la liaison de la sous-unité 40S avec la coiffe de I’ARNm.
Il fait partie du complexe elF4F avec le facteur eIF4G avec lequel il interagit. Il existe dans la
séquence de la protéine elF4G un petit domaine aussi présent chez des facteurs de régulation
de la traduction appelés 4E-BP pour « protéine de liaison au facteur eIF4E » (Matsuo et al.,
1997). Lorsque ces protéines sont peu phosphorylées, elles sont capables de lier le facteur
elF4E et entrent en compétition avec le facteur eI[F4G. Comme le facteur elF4E est limitant,
en le ciblant, les protéines 4E-BP peuvent exercer un certain contrdle sur le niveau de facteur
elF4F actif en empéchant I’interaction de la sous-unité eIF4G avec la sous-unité eIF4E. Ainsi
la traduction dépendante de la coiffe est réprimée car le complexe 43S ne peut plus étre

recrut¢ a la coiffe par le facteur elF4E (Figure 19) (Gebauer and Hentze, 2004).
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L hyperphosphorylation des protéines 4E-BP peut étre le résultat de D’activation d’une
cascade par des éléments extracellulaires comme certaines hormones, par exemple I’insuline
(Pause et al., 1994). La phosphorylation de ces protéines les dissocie du facteur elF4E et
permet la reprise de la traduction dépendante de la coiffe.

Ce mécanisme général de régulation du facteur elF4E dépend de différentes classes de

« protéine de liaison au facteur elF4E ». Des exemples sont détaillés dans le chapitre suivant.

Initiation de la traduction

Figure 19 : Le facteur eIF4E est régulé par les 4E-BP

Des protéines capables de lier le facteur elF4E permettent de réguler
I’initiation de la traduction. Elles empéchent le recrutement de la sous-unité
43S en séquestrant le facteur eIF4E. Lorsqu’elles sont phosphorylées, elles
permettent de libérer le facteur eIF4E et la traduction peut reprendre.

d. Régulation de la traduction par des éléments cis de ’ARN messager

Les ARNm sont pourvus de différents ¢léments dans leur séquence qui permettent leur
traduction : les extrémités S’UTR et 3’UTR, les structures secondaires adoptées par les ARN,

des IRES, des séquences traduites ou non qui peuvent recruter des ribosomes (WUORF) (Figure
20).
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Figure 20 : Les éléments de ’ARNm ou éléments cis sont impliqués dans Dinitiation de la traduction et
dans sa régulation.

La traduction est initiée de deux facon : au niveau de la coiffe ou au niveau d’IRES. La séquence comporte des
ORF (« Open Reading Frame ») et des uORF (« upstream ORF ») (en gris). Des séquences cis principalement
situées dans les domaines 5’-UTR et 3’-UTR sont reconnues par des éléments frans qui permettent la régulation

de la traduction.

L’extrémité 5’UTR de PARNm
L’extrémité 5’UTR des ARNm coiffés est en moyenne de 50 a 70 nt. Plus la distance

entre la coiffe et le codon d’initiation AUG est grande, plus I’efficacité¢ de traduction peut
augmenter. Ceci est dii au nombre plus grand de ribosomes qui peuvent lier ce site.
Cependant, les ARNm peuvent adopter des structures secondaires. Si I’extrémité 5’UTR est
masquée par ces structures, il sera traduit mais moins efficacement car le balayage est moins
accessible (Kozak, 1991). De plus des uORF (« upstream open reading frame ») peuvent
apparaitre et retenir un certain nombre de ribosomes sur leur codon AUG.

Les uORF sont de courtes séquences potentiellement traduites situées en amont de la
séquence codante. Elles peuvent affecter le taux de traduction de la séquence principale en
recrutant et séquestrant un certain nombre de ribosomes (Vilela and McCarthy, 2003). Elles
peuvent parfois stimuler la traduction en cachant des ¢léments cis impliqués dans I’inhibition
de la traduction mais le plus souvent ce sont des répresseurs (Neafsey and Galagan, 2007).
Pour bloquer la traduction les uORF ont plusieurs mécanismes : blocage du ribosome par le
peptide synthétisé, séquestration du ribosome au niveau du site de terminaison de ’'uOREF,
induction de la dégradation par NMD (« non sens mediated decay »), échec de la réinitiation

du ribosome au niveau de I’ORF qui suit (Gaba et al., 2001).

Deux approches de régulations peuvent étre considérées. Une premiere approche est
globale, c¢’est-a-dire qu’elle est appliquée a la majorité des ARNm de la cellule. Elle concerne
la modification de facteurs canoniques. Une seconde approche est spécifique, elle touche un

groupe précis d’ARNm sans affecter la synthése protéique générale. Elle est menée par des
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protéines et complexes qui reconnaissent des ¢léments particuliers de certains ARN et situés

principalement dans les parties 5’UTR et 3’UTR de ces ARNm.

e. Mécanismes de régulation par des facteurs trans

Blocage stérique par les protéines IRP et le motif ribonucléique IRE

Les protéines IRP (« IRON regulatory proteins ») 1 et 2 contrdlent le taux de Fer en
régulant la traduction des ARNm codants pour les chaines lourde et 1égére de la ferritine. En
effet, la ferritine a pour role de constituer les réserves de fer de I’organisme en le maintenant
sous une forme disponible et non toxique pour I’organisme.

Lorsque les cellules sont en déficit de Fer, les protéines IRP1 et IRP2 sont capables de se
lier au motif IRE (« Iron response element »). Il est constitué d’une tige-boucle située 40
nucléotides en aval de I’extrémité S’UTR I’ARNm codant pour la ferritine. La liaison des IRP
sur cet €lément bloque le recrutement du complexe 43S, la coiffe étant déja liée par le facteur
elF4F. Ce blocage a pour but I’arrét de la synthese de ferritine.

Lorsque qu’il est de nouveau nécessaire de stocker du fer, les protéines IRP1 et IRP2 vont

étre régulées ou dégradées pour permettre la synthése de ferritine (Rouault, 2006).

Figure 21 : Blocage stérique de ’initiation de la traduction par les protéines IRP.
Les protéines IRP reconnaissent 1’élément cis IRE. Le recrutement de la sous-unité 43S est bloqué de fagon

stérique.
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Exemple de contréle dans la différenciation cellulaire : Maskin

Le facteur Maskin est impliqué dans le contrdle traductionnel au cours du développement
de I’oocyte chez Xenopus (Haccard and Jessus, 2006). 11 régule I’expression de I’ARNm
codant pour la cycline B1 et pour c-Mos.

Pour cela, il interagit avec la protéine CPEB (« CPE (« cytoplasmic polyadenylation
element »)-binding protein») et avec le facteur canonique eIlF4E (Cao and Richter, 2002;
Meijjer et al., 2007).

L’activation de la traduction de ces ARNm est le résultat de la phosphorylation de la protéine
CPEB qui conduit a la dissociation de la déadénylase PARN (« poly(A) ribonuclease ») ainsi
qu’a la polyadénylation de I’ARNm par une poly(A) polymerase cytoplasmique Gld-2 (Kim
and Richter, 2006) (Figure 22).

La phosphorylation de la protéine Maskin et la liaison de la protéine PABP a la queue poly(A)

permettent aussi I’activation de la traduction (Barnard et al., 2005; Cao and Richter, 2002).

.~ 'mG |eIF4E
40 s \
A elF4G |
5\ /_ PABP =
‘AAAAAAAM&O |
mG! elF4E |
= y 2
g5 Pr— ( Maskin ) S\
Maskin ) < \ S N

Aurora

> & @ | Pt s ) g"
QCPEEY) < A A 4 PAP
’ [ Goding = CPE HAAUAAA=AAA AAARARRANY

coding = CPE =AAUAAARAA

Silent mRNA Active mRNA

Figure 22 : Modéle d’induction de la traduction suite a la polyadénylation (Cao and Richter, 2002)

La traduction des ARNm comme ceux codant pour la cycline B1 ou pour c-Mos est inhibée dans les oocytes immatures.
Cette répression est faite par 1’intermédiaire du facteur CPEB qui reconnait CPE un I’élément cis situé¢ dans la partie 3’-
UTR de son ARNm. La protéine CPEB est elle-méme liée par le facteur Maskin qui interagit avec le facteur eIF4E au
niveau de son site d’interaction avec elF4G. Ceci empéche la formation du complexe elF4F impliqué dans I’initiation de la
traduction. Un autre élément cis de I’ARNm dont la séquence est AAUAAA est reconnu par le facteur CPSF (« cleavage
and polyadenylation specificity factor ») de fagon plus ou moins forte.

La stimulation par des progestérones active la kinase Aurora qui phosphoryle CPEB capable de recruter CPSF qui recrute
PAP (« poly(A)-polymerase ») qui catalyse la synthése de la queue poly(A).

PABP peut ainsi lier la queue poly(A) puis le facteur elF4G qui déplace Maskin pour lier eIF4E. Le facteur eIF4G par son
interaction avec elF3 permet le recrutement de la sous-unité 40S.
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De la méme facon que Maskin, la protéine Ngd (Neuroguidin) participe a la régulation
traductionnelle grace a son interaction avec elF4E et CPEB. Cette protéine est détectée dans
les cones de croissance des filipodes au cours du développement des synapses chez la

drosophile (Jung et al., 2006).

L’expression de I’ARNm de Maskin est elle aussi régulée pendant les premiers stades
du développement. Elle est réprimée au stade 4 oocytes et non au stade 6 oocytes. Son
activation correspond aussi a 1’élongation de sa queue poly(A). Trois éléments cis sont situés
au niveau de son 3’UTR (Meijer et al., 2007). Un des facteurs capables de lier ’ARNm de
Maskin a été identifié : EDEN-BP (« embryonic deadenylation element binding protein »)
I’homologue de CUG-BP1 impliquée dans 1’épissage lorsqu’elle est dans le noyau, dans
I’activation de la traduction de certains ARNm comme par exemple celui codant pour p2lou
dans le contrdle du choix du codon d’initiation (Marquis et al., 2006). Son homologue EDEN-
BP est responsable de la déadnylation rapide de certains ARNm maternels afin de réprimer

leur traduction (Paillard et al., 1998).

La traduction de ’ARNm de la 15-lipoxygenase exprimée au cours de la différenciation

des réticulocytes est régulée par les protéines hnRNP K et hnRNP E1/E2

Dans la moelle osseuse rouge, se déroule la synthése des érythrocytes (Hématies ou
Globules rouges) impliqués dans le transport de 1’oxygene dans le sang. Ils sont dépourvus
d’organite et de noyau. Les érythrocytes sont issus de la différenciation des réticulocytes qui a
lieu a la périphérie de la moelle rouge au cours de 1’érythropoicse.

La 15-lipoxygenase (LOX) est une enzyme qui dégrade des phospholipides qui constituent
la mitochondrie. L’ARN codant pour cette enzyme est présent deés les premiers stades de
I’érythropoiese, mais sa traduction est réprimée jusqu’a la différenciation des réticulocytes en
érythrocytes (Ostareck-Lederer et al., 1994).

Les protéines hnRNP K et hnRNP E1/E2 qui jouent un role important dans la régulation
de la traduction d’ARNm cellulaires et viraux sont impliquées dans la régulation de la
traduction de L’ARNm LOX. Ces protéines interagissent avec un ¢lément cis situé¢ dans la
région 3’UTR du messager de certaines enzymes impliquées dans la différenciation. Parmi
celles-ci, ’ARNm codant pour I’enzyme LOX contient un €élément cis situé dans sa partie
3’UTR, I’¢lément DICE (« Differenciation control element »). Il est reconnu par des

domaines KH des protéines hnRNP K et hnRNP E1 (Ostareck-Lederer et al., 1994).
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Ils forment des complexes ribonucléoprotéiques qui empéchent la traduction de I’ARNm
codant pour cette enzyme durant la période ou I’érythrocyte est immature. Le complexe
hnRNP KeDICE*hnRNP E1 bloque I’assemblage du ribosome en empéchant 1’acces de la
sous-unité 60S a la petite sous-unité ribosomique (Ostareck et al., 2001) (Figure 23).

En C-terminal, la protéine hnRNP K contient un domaine riche en proline qui lui permet
d’interagir avec le domaine SH3 des kinases de la famille Src, notamment avec la protéine c-
Src qui phosphoryle la protéine hnRNP K sur un résidu tyrosine, ce qui entraine 1’inhibition
de son interaction avec le domaine DICE et conduit a la reprise de la traduction (Ostareck-

Lederer et al., 2002).

Lo
@l ®
m’G AUG UAA DICE | A(n)
.
Initiation TElongation Terminaison

Etape régulée

Association de la 60S

Figure 23 : Mécanisme de régulation de D’initiation de la traduction de ’ARNm de la 15-lipoxygénase

L’ARNm LOX est exprimé au cours de la différenciation du réticulocyte en érythrocyte. Avant cette étape, la
traduction de cet ARNm est réprimée par les protéines hnRNP K et hnRNP E1 (en vert). Elles reconnaissent la
séquence située en 3’-UTR de ’ARNm DICE (« Differenciation control element ») et empéchent 1’assemblage de
la sous-unité 60S du ribosome.

La traduction de ’ARNm localisé de B-actine est régulée par la protéine ZBP1

La localisation de I’ARNm de B-actine au niveau des sites actifs de polymérisation de
I’actine module la migration cellulaire pendant I’embryogen¢se, la différenciation cellulaire et
possiblement certains cancers (Shestakova et al., 2001; Shestakova et al., 1999). Dans les

neurones primaires, la protéine ZBP1 (« Zipcode-binding protein 1 ») régule la traduction de
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I’ARNm localis¢ de B-actine (Huttelmaier et al., 2005). Cette protéine est aussi présente dans
les granules de stress et module I’expression d’ARNm ciblés lors de la réponse a certains
stress (Farina et al., 2003).

La protéine ZBP1 s’associe avec I’ARNm de B-actine au noyau afin d’empécher sa
traduction de fagon prématurée en bloquant I’étape d’initiation (Huttelmaier et al., 2005)
(Figure 24).

Dans ce mécanisme de répression ’initiation de la traduction de I’ARNm de la B-actine, la
protéine ZBP1 se lie a de ’ARNm (Ross et al., 1997) depuis le noyau jusqu’au point de la
cellule ou il doit étre traduit. La séquence reconnue par ZBP1 située a I’extrémité 3°’UTR de

I’ARNm est une séquence « zipcode » de 54 nucléotides (Huttelmaier et al., 2005).

% ARNm B-actine

5"-UTR |

« zipcode »
Noyau

Périphériede la cellule

5-UTR | I BEN

Figure 24 : Régulation de I’expression de la B-actine par le facteur trans ZBP1

La traduction de ARNm de PB-actine est réprimée au niveau de ’initiation par la protéine ZBPI. Elle
reconnait un élément cis de la partie 3’-UTR de I’ARNm appelée « zipcode ». La répression a lieu lorsque
I’ARNm est dans le noyau ainsi que pendant son transport dans le cytoplasme et ce jusqu’a la périphérie de la
cellule. Lors de son arrivée aux points de polymérisation de 1’actine, situés a la périphérie de la cellule, la
protéine ZBP1 est phosphorylée sur tyrosine par la kinase Src. Elle perd ses capacités de lier la séquence
« zipcode », la traduction est activée.

Le domaine KH impliqué dans la liaison de la protéine ZBP1 au « zipcode » est situé

proche d’un domaine fonctionnel de liaison protéine-protéine SH3 site de liaison pour la
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kinase Src identifi¢ auparavant chez la protéine impliquée dans 1’adhésion cellulaire paxilline
(Farina et al., 2003; Schaller, 2001). Lors de son arrivée a destination, c’est-a-dire au point de
polymérisation de 1’actine, la protéine ZBP1 est phosphorylée sur une tyrosine particuliere par
la protéine kinase Src (Huttelmaier et al., 2005). De cette facon, ZBP1 perd ses capacités
d’interaction avec I’ARNm et la traduction peut démarrer. L’¢tape de I’initiation qui est
impliquée dans cette régulation est I’association de la sous-unité 60S pour former un ribosome

fonctionnel (Huttelmaier et al., 2005).
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III. REGULATION DE L’EXPRESSION DES PROTEINES PAR
LOCALISATION DE LEURS ARNm

La répartition asymétrique des protéines dans la cellule est indispensable pour sa
survie. Elle permet d’une part de polariser la cellule, mais aussi de déterminer son devenir
grace a la différenciation. Pendant le développement embryonnaire, ce mécanisme participe
au développement des différents tissus embryonnaires et a la polarisation des embryons. Un
des mécanismes utilisés pour cette expression asymétrique est la localisation de certains
ARNm.

Ce processus de régulation est retrouvé chez différents organismes. Les ARNm sont
localisés pour permettre I’expression d’une protéine uniquement dans une région précise de la
cellule. La traduction des ARNm est habituellement réprimée pendant leur trajet jusqu’a ce
qu’ils atteignent leur destination (Gray and Wickens, 1998). Cette localisation permet de
déléguer le contrdle de la traduction de I’ARNm localis¢ a des régions particulieres du
cytoplasme (St Johnston, 2005).

Le plus souvent, les ARNm localisés font partie intégrante de complexes composés de
facteurs protéiques. Généralement, les ARNm qui viennent d’étre transcrits sont liés par des
protéines capables de reconnaitre des ¢léments de localisation contenus dans la partie 3’UTR
de ces messagers. Des complexes protéiques moteurs transportent alors ces ARN jusqu’au
lieu cellulaire ou ils doivent étre traduits. Ces facteurs vont aussi contrdler la traduction de ces
ARN pendant leur transport pour qu’ils soient exprimés uniquement au moment opportun
(Shav-Tal and Singer, 2005). Tous ces mécanismes impliquent de nombreux complexes

ribonucléoprotéiques.

1. Localisation des ARN messagers nanos, oskar, bicoid et gurken chez

Drosophila melanogaster

Chez la drosophile, les axes de I’embryon sont définis par la localisation et la restriction
de certains ¢léments. Parmi ceux-ci, les ARNm nanos, oskar, bicoid et gurken sont localisés a
différents poles de I’ceuf durant le développement embryonnaire (Macdonald and Smibert,
1996; Riechmann and Ephrussi, 2001; St Johnston, 1995).

Un des premier ARNm transcrits est I’ARNm nanos, il est localisé de facon transitoire au
pole antérieur de I’ceuf au stade 8 cellules puis commence sa localisation postérieure au stade

9 cellules et enfin sa traduction (Figure 25) (Ephrussi et al., 1991; Gavis and Lehmann, 1994;
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Kim-Ha et al., 1995; Markussen et al., 1995; Rongo et al., 1995). 1l code pour la protéine
Nanos impliquée dans la formation de 1’axe antéropostérieur du corps de la drosophile (Tautz,
1988). Les ARNm nanos qui ne sont pas localisés au pdle postérieur voient leur traduction
réprimée (Bergsten and Gavis, 1999). Dans certains cas ces ARN sont dégradés (Bashirullah
et al., 1999). En revanche, ’ARNm localis¢ au pole postérieur est stable et traduit.
Contrairement a certains ARNm activement transportés, nanos semble diffuser dans 1’ceuf. Il
est aidé par les microtubules jusqu’a ce qu’il atteigne la région postérieure et qu’il s’ancre sur
le cytosquelette d’actine (Forrest and Gavis, 2003). Certaines régions situées dans la partie
3’UTR de I’ARNm nanos sont nécessaires pour sa localisation (Dahanukar and Wharton,
1996; Gavis et al., 1996). Un ¢lément structural de I’ARNm, une tige boucle, est un site de

liaison de la protéine Smaug (smg) qui réprime la traduction de nanos (Crucs et al., 2000).

Figure 25 : L’ARNm nanos est localisé
au pole postérieur de ’embryon.

Le facteur protéique Oskar est impliqué dans la localisation de I’ARNm nanos (Ephrussi
et al.,, 1991). L’ARNm codant pour cette protéine est aussi localisé au pdle postérieur de
I’embryon, ou il est transporté par une kinésine de type I (Brendza et al., 2000). Sa région
3’UTR joue aussi un role pour sa localisation (Kim-Ha et al., 1993). Avant que ’ARNm
oskar n’arrive a sa destination, le pdle postérieur de I’embryon, sa traduction est réprimée par
la protéine Bruno, liée sur une séquence BRE (« Bruno response element ») de sa partie
3°’UTR (Kim-Ha et al., 1995; Webster et al., 1997). La protéine Cup qui interagit avec Bruno
est aussi capable de lier le facteur eIF4E ce qui prévient son interaction avec le facteur elF4G
essentiel pour I’initiation dépendante de la coiffe (Nakamura et al., 2004; Nelson et al., 2004).
Le mécanisme de répression se produit trés certainement a I’étape de I’initiation de la
traduction (Nakamura et al., 2004).La protéine Bruno semble aussi réprimer I’expression de la
protéine Oskar en permettant la formation de particules d’accumulation d’ARNm oskar
(Chekulaeva et al., 2006), ce qui est en accord avec de précédentes évidences que la
répression de la traduction pouvait étre indépendante de la coiffe de ’ARNm (Lie and
Macdonald, 1999). Aprés sa localisation au pdle postérieur, la traduction de I’ARNm oskar

est déréprimée (Gunkel et al., 1998).
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Contrairement aux ARNm nanos et oskar, I’ ARNm bicoid est localisé au pdle antérieur de
I’embryon pendant la phase tardive de la genese de 1’ceut (Figure 26). La protéine Bicoid est
un facteur de transcription réparti en gradient le long de ’embryon du pdle antérieur au pdle
postérieur. Sa régulation est due en partie a la protéine Staufen qui interagit avec un ¢lément

structural de sa partie 3’UTR (Ferrandon et al., 1994; St Johnston et al., 1991).

Figure 26: L’ARNm bicoid est
localisé au poéle antérieur de
I’embryon de drosophile.
http://www.library.csi.cuny.edu/~d
avis/Bio_327/lectures/Post_Tx Pro
cesses/RNA _localization.html

L’ARNm gurken est transporté par une dynéine le long des microtubules jusqu’au pole
antérieur, puis se rend jusqu’au noyau de I’ceuf (MacDougall et al., 2003). La protéine Gurken
est impliquée dans 1’établissement des deux polarisations : antéropostérieure ainsi que dorso-

ventrale.

2. Localisation de ’ARN messager Vgl chez Xenopus

Chez la grenouille Xenopus, plusieurs ARNm impliqués dans 1’établissement des axes
sont localisés aux pdles des ceufs (Kloc and Etkin, 2005). L’asymétrie de distribution de ces
ARNm permet le développement de cellules filles uniques avec un premier axe. La protéine
Vgl est impliquée dans la différenciation tissulaire embryonnaire. L’ARNm Vg/ est localisé
dans le cortex végétal des ceufs de grenouille pendant le développement de 1I’ceuf (Figure 27)
(Melton, 1987). 11 contient une séquence cis de 366nt Vg1LE (« Vgl localization element »)
située en 3°’UTR de I’ARNm suffisante pour localiser un ARNm non localis¢ (Mowry and
Melton, 1992). En amont de cette séquence, un ¢lément de 250nt TCE (« translational control
element) est impliqué dans la régulation de la traduction (Otero et al., 2001; Wilhelm et al.,
2000). La séquence VgILE contient deux motifs VM1 et E2 répétés a plusieur reprises dans
la séquence et leur mutation abolit les propriétés de localisation de cet ¢lément (Deshler et al.,
1997; Gautreau et al., 1997; Kwon et al., 2002). Des facteurs trans identifiés interagissent
avec VgILE. Parmi eux, trois lient les motifs VM1 et E2. Les protéines Xenopus hnRNP I
(VgRBP60) et VglRBP/Vera ont été identifiées et elles lient directement VM1 et E2 (Cote et
al., 1999; Deshler et al., 1998; Havin et al., 1998; Kress et al., 2004; Kwon et al., 2002; Lewis
et al., 2004). Une troisieme protéine, 40LoVe de la famille des hnRNP-D, a les capacités de
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liaison a VELE qui passent par les éléments VM1 et E2 mais aucune interaction n’a été
démontrée, elle pourrait passer par des interactions avec les protéines VgRBP60 et
Vg1RBP/Vera (Czaplinski et al., 2005; Czaplinski and Mattaj, 2006).

La protéine Vgl-RBP/Vera interagit grace a ses domaines KH de liaison de I’ARN (Git
and Standart, 2002). Elle fait partie d’une famille proche de celle de ZBP1 de mammifere.

Figure 27: L’ARNm Vgl est
localisé au pole végétatif de
P’oocyte (Stade 6 de division)
http://www.library.csi.cuny.edu/~d
avis/Bio_327/lectures/Post Tx Pro
cesses/RNA localization.html

La protéine Vgl-RBP interagit avec ’ARNm d’actine. La protéine Netrin-1 régule la
localisation de I’ARNm ce qui résulte en une localisation asymétrique. Elle active aussi la
protéine 4EBP-1 qui réprime ’initiation de la traduction. De la méme fagon que pour ZBP1,
Vg1-RBP est phosphorylée lorsqu’elle au point de polymeérisation et les ARNm sont traduits
(Leung et al., 2006).

3. Localisation de ’ARN messager de f-actine dans le fibroblaste

Chez les mammiféres, ’ARNm de B-actine est localis¢ dans le pole de croissance du
fibroblaste (Figure 28) (Lawrence and Singer, 1986). Cette localisation a lieu grace aux
séquences « zipcode » situées au niveau de la partie 3°’UTR de I’ARNm de B-actine, juste en
aval du codon STOP (Kislauskis et al., 1993; Kislauskis and Singer, 1992). Ces séquences
sont reconnues par une protéine du groupe VICKZ (Vgl-RBP/Vera ; IMP-1,2,3 ; CRD-BP,
KOC, ZBP-1) (Yisraeli, 2005) : ZBP-1 (Zipcode binding protein 1) par I’intermédiaire de ses
domaines fonctionnels KH (Farina et al., 2003; Ross et al., 1997). Les protéines VICKZ sont
impliquées dans des processus tres différents, mais toutes posseédent des domaines de liaison a

I’ARN trés conservés comme les domaines RRM et KH.
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Figure 28 : L’ARNm de B-actine (Rouge) est
localisé au niveau du cone de croissance des
fibroblastes d’embryons de poulet.

Les noyaux sont colorés en bleu et I’actine est en
vert.
http://www.library.csi.cuny.edu/~davis/Bio_327/
lectures/Post_Tx_Processes/RNA_localization.ht
ml

La protéine ZBP-1 recrute I’ARNm de B-actine au niveau du noyau en liant sa séquence
3’UTR et empéche que I’expression de la protéine ait lieu de fagon prématurée et pendant son
transport jusqu’aux pdles de croissance dans les fibroblastes et les neurones primaires
(Huttelmaier et al., 2005). La traduction se produit lorsque le complexe atteint la périphérie de
la cellule.

Les ARNm sont transportés dans des granules de stress qui les protegent des dégradations
(Stohr et al., 2006). Ce phénomene correspond a un besoin de la cellule qui doit rapidement
croitre et se déplacer. Les ARNm stockés dans les granules sont préts a étre traduits lorsqu’ils

rejoignent les points de croissance.

4. Localisation de ’ARN messager ASH1 chez S. cerevisiae

ASH1 mRNA Ashlp-myc DAPI Nomarski

Figure 29 : Localisation de la protéine Ashl et de son ARNm
http://www.mcw.edu/display/router.asp?docid=7837

L’ARNm ASHI1 (Rouge), la protéine Ashl-myc (Vert), le noyau
(bleu) et Nomarski permet de visualiser les contours de la cellule.
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Chez la levure bourgeonnante S. cerevisiae, des ARNm localisés au bourgeon (Figure 29)
sont transportés activement via le cytosquelette d’actine (Darzacq et al., 2003; Gonsalvez et
al., 2005). Un des plus ¢étudiés, I’ARNm ASHI est localisé au bourgeon en fin d’anaphase
(Long et al., 1997; Takizawa et al., 1997). Il est considéré comme systéme modele pour
comprendre les mécanismes impliqués dans le transport et la localisation d’ARNm

cytoplasmiques (Chartrand et al., 2001). Ce modele est développé dans le paragraphe suivant.
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IV. ASH1: MODELE D’ETUDE DE REGULATION D’UN ARN
MESSAGER LOCALISE

Dans les levures de type bourgeonnant comme chez Saccharomyces cerevisiae, de
nombreux ARNm sont localisés et s’accumulent au niveau du bourgeon de la cellule fille
(Shepard et al., 2003). En particulier, I’ARNm ASH/ est localisé¢ au bourgeon de la cellule
fille en fin d’anaphase (Long et al., 1997; Takizawa et al., 1997). Ceci conduit a I’expression
de la protéine Ashl seulement au noyau de la cellule fille. La protéine Ashl est un répresseur
transcriptionnel du géne codant pour la protéine HO impliquée dans le mécanisme de

changement de type sexuel de la levure (Bobola et al., 1996; Sil, 1996).

1. Ashlp répresseur transcriptionnel de I’endonucléase HO

Durant son cycle de réplication, la levure S. cerevisiae passe par plusieurs ploidies.
Elle est parfois haploide a, haploide a ou bien diploide a/a en fonction du moment du cycle
de réplication. Durant la partie du cycle végétatif, la levure diploide a/a subit une méiose puis
une sporulation pour arriver a I’état d’asque contenant quatre spores haploides (Figure 30).

Les spores subissent une germination qui donne quatre levures, dont deux sont
haploides a et deux sont haploides a. Chacune d’entre elles se divise pour donner une cellule
mere de grosse taille et une cellule fille de plus petite taille du méme type sexuel que la levure
mere (Cosma, 2004). La cellule mere (levure de grosse taille) subit une recombinaison qui
entraine son changement de type sexuel alors que celui de la cellule fille est inhibé (Figure
30).

Le type de cellule est déterminé par le locus MAT. Le changement entre MATa et
MATa est provoqué par 1’expression dans le noyau de I’endonucléase HO (Herskowitz, 1988;
Nasmyth, 1982). Le changement de type MAT se produit seulement dans la cellule mere car
la protéine HO est exclusivement exprimée chez les levures issues de la cellule mere en fin de
phase G1 du cycle cellulaire. L’expression asymétrique de la protéine HO entre les cellules
fille et mere est la conséquence directe de 1’expression du gene « HO-specific repressor ». Le
produit de I’expression de ce gene est la protéine Ashl (« asymmetric synthesis of HO »)

(Cosma, 2004).

63



ASHI, ARN messager localisé ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Méiose —» Sporulation

cycle végétatif a | o
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Figure 30 : Réle du répresseur transcriptionnel Ashl sur le changement de type sexuel
au cours du cycle de réplication de la levure bourgeonnante S. cerevisiae.

La protéine Ashl réprime la transcription de la protéine HO chez les levures filles. Ainsi, la
cellule mére sera la seule a pouvoir changer de type sexuel.

2. Transport et localisation de PARNm ASH1

L’ARNm ASHI est localis¢ au bourgeon de la cellule fille. Le transport des ARN
messagers dans le cytoplasme est réalisé grace a trois classes de molécules : les dynéines et
les kinésines qui se déplacent le long des microtubules, et les myosines moteurs qui transitent
le long des filaments d’actine (Muller et al., 2007). Chez la levure S. cerevisiae, tous les
ARNm localisés au bourgeon sont transportés activement via le squelette d’actine (Darzacq et
al., 2003; Gonsalvez et al., 2005).

L’implication de la protéine She2 dans le transport de ’ARNm codant pour le répresseur

transcriptionnel Ashl a été¢ identifiée grace a des mutants du gene SHE2 présents lors d’un
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criblage de genes affectant I’expression de la protéine HO. D’autres protéines identifiées lors
de ce criblage sont aussi impliquées dans la localisation de ’ARNm ASH! : Shel, She3, She4
et She5 (Jansen et al., 1996).

La protéine Shel, aussi appelée Myodp, est une myosine de type V qui possede une
activité moteur pour le transport de ’ARNm ASHI (Munchow et al., 1999). La protéine She3
fait le lien entre She2p, qui lie ’ARNm ASHI, et Myo4p qui s’accroche au cytosquelette
d’actine (Long et al., 2000; Takizawa and Vale, 2000). Le complexe form¢ par I’ARNm
ASH1, la protéine Myo4, les protéines She2 et She3 constituent le locasome (Figure 31) (Bohl
et al.,, 2000; Long et al., 2000; Takizawa and Vale, 2000). Il est transporté le long du
cytosquelette d’actine jusqu’au bourgeon de la levure ou I’ARNm ASH/ est traduit. Les
protéines She4 et She5 sont quant a elles impliquées dans la régulation du cytosquelette

d’actine (Jansen et al., 1996).

Cellule mére

Cellule fille
Noyau

Khd1

Figure 31 : Le locasome et son transport

Le locasome est composé de trois protéines. La protéine Shel ou Myo4p sert de moteur le long des
filaments d’actine. La protéine She3 interagit de facon directe avec Shelp et avec la protéine She2 qui
lie TARNm ASHI au niveau des ses éléments de localisation. Pendant le transport, des facteurs trans
Locl, Puf6 et Khd1p régulent I’expression de I’ARNm.

La localisation de ’ARNm ASH1 au cours de 1’anaphase résulte en une distribution
asymétrique de la protéine Ashl, qui s’accumule uniquement dans le noyau de la cellule fille
(Chartrand, 2002; Long et al., 1997) ou elle empéche le changement de type sexuel (Sil,
1996).
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a. Eléments cis : les éléments de localisation de I’ ARN messager ASH]

Cette localisation est régulée grace a des €¢léments structuraux de sa séquence: les
¢léments cis. Ce sont des séquences reconnues par des protéines impliquées dans la régulation

de I’expression durant le transport : les facteurs trans.

1 1767

AUG E.
5'UTR |‘> = — 3'UTR
598-750 1044-1196 1175-1447 1752-1870
N-800nt C-300nt U

Figure 32 : L’ARN messager ASH]1 et ses éléments de localisation.
L’ARNm ASH] localisé chez S. cerevisiae comporte quatre éléments de localisation. Les éléments E1, E2A,
E2B sont situés dans la séquence codante et E3 inclut le codon stop.

Dans la séquence de ’ARNm ASHI, quatre ¢léments de localisation ont été identifiés. Ces
¢léments induisent de fagon indépendante le transport et la localisation d’'un ARNm au
bourgeon ; ils sont indispensables pour la bonne localisation de ’ARNm ASH! (Chartrand,
2002).

Trois de ces €léments sont situés dans la séquence codante : I’élément E1 (nucléotides 598
a 750), I’élément E2A (nucléotides 1044 a 1196) et I’¢lément E2B (nucléotides 1175 a 1447)
(Figure 32) (Chartrand et al., 1999; Gonzalez et al., 1999). Un quatriéme élément E3
(nucléotides 1752 a 1870) est en partie situé dans la partie 3’UTR et contient le codon STOP
(Figure 32) (Long et al., 1997). Chacun des quatre ¢léments de localisation est reconnu par la
protéine She2 (Bohl et al., 2000; Long et al., 2000). La structure secondaire en tige-boucle de
ces ¢léments est indispensable pour une bonne localisation de ’ARNm ASH! (Chartrand,
2002; Gonzalez et al., 1999). Un motif composé d’une cytosine conservée dans une des
boucles et un triplet CGA dans I’autre boucle est retrouvé dans chacun des éléments de

localisation E1, E2A et E2B (Figure 33) (Olivier et al., 2005).
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Figure 33 : Structure secondaire des éléments de localisation de PARNm ASH1 (Olivier et al., 2005)
Les structures secondaires des quatre éléments de localisation ont les éléments structuraux reconnus par la
protéine She2 encadrés de pointillés.

b. Les facteurs frans impliqués dans la régulation de la traduction de PARNm ASH1

Parmi les facteurs déja identifiés, trois facteurs frans sont particulierement intéressants :

les protéines Locl, Puf6 et Khdl.

é La protéine Locl

La protéine Locl (localisation de ’ARNm) se lie directement a I’ARNm ASH/ au niveau
de sa partie 3’UTR avec 1’¢lément E3 (Figure 32 ; Figure 33). C’est une protéine capable de
lier les ARN double-brins. Dans des levures loc! la protéine Ashl n’est presque plus répartie
de fagon asymétrique (Long et al., 2001). Cette protéine joue donc un réle dans la localisation
asymétrique de ’ARNm ASHI. La protéine Locl, nucléaire, reconnait ’ARNm ASHI qui est
ensuite pris en charge par la protéine She2 pour étre transporté par les pores nucléaires

jusqu’au cytoplasme.

é La protéine Puf6

La protéine Puf6 est un membre de la famille des protéines PUF (homologue de Pumilio
chez la drosophile), impliquées dans la régulation de la traduction. Lors de 1’inactivation du

gene codant pour la protéine Puf6, les localisations asymétriques de I’ARNm ASHI et de la
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protéine Ashl sont trés diminuées. La protéine Puf6 réprime la traduction de I’ARNm ASH1

en liant une séquence située dans la partie 3°’UTR de cet ARNm (Gu et al., 2004).

é La protéine Khdl

La protéine Khd1 (KH-domain protein 1) est un facteur protéique de liaison a ’ARN de la
famille des protéines a domaines KH. Il est requis pour la localisation de ’ARNm ASHI au
bourgeon de la cellule fille, une souche inactivée pour Khd1p entrainant la délocalisation de
cet ARNm (Irie et al., 2002). De plus, la surexpression de Khdlp dans la levure entraine une
baisse de I’expression de la protéine Ashl. Le contrdle produit par la protéine Khdl se situe
au niveau traductionnel car le niveau d’ARNm ASH/ reste inchangé. La régulation se produit
grace a une interaction directe entre la protéine Khdl et ’ARNm ASH/ au niveau des 800

premiers nucléotides de la séquence codante de cet ARNm.
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V. LES DOMAINES FONCTIONNELS DE LIAISON A L’ARN

Les motifs de liaison a ’ARN sont parmi les domaines fonctionnels protéiques les
plus répandus. Dans leurs séquences, quelques acides aminés sont basiques. Ils interagissent
avec les charges négatives des groupements phosphates des ARN. Mais ils contiennent
généralement des acides aminés de type aromatique qui s'intercalent entre les bases des acides
nucléiques par des interactions de Van der Waals. Elles représentent plus de 92% des
interactions observées au sein d’un complexe ARN-protéine (Jones et al., 2001).

Il existe plusieurs familles de protéines qui posseédent des domaines capables de
reconnaitre et lier avec plus ou moins d’affinité les ARN (Tableau 3). En 1993, prés d’une
dizaine étaient recensées, chacune €tant caractérisée par un méme motif ou une séquence
commune (Mattaj, 1993). Chaque famille peut contenir une ou plusieurs copies du motif.
Parfois elles sont une combinaison de plusieurs motifs. Les domaines de liaison a I’ARN sont

impliqués dans de nombreux processus biologiques.

1. Les domaines fonctionnels de liaison a PARN

Les protéines qui interagissent avec I’ARN sont constituées de différents domaines de
liaison a I’ ARN. Il existe une liste de domaines fonctionnels capables de se lier a L’ARN dans
le cadre de différentes fonctions biologiques (Perez-Canadillas and Varani, 2001). Par
exemple, le domaine RS (« serine/arginine-rich ») est une répétition de dipeptides arginine-
sérine. Ils sont généralement trouvés dans les facteurs d’épissage. Le domaine RS, qui est
basique, peut interagir soit avec une protéine soit avec un ARN (Fu, 1995). Les résidus
d’Arginine contribuent fortement a 1’interaction du domaine RS avec I’ARN car ils peuvent
former un réseau de liaisons hydrogenes avec le squelette de sucre-phosphate et les bases de
I’ARN (Burd and Dreyfuss, 1994). Ce domaine est différent du domaine RGG qui contient
des dipeptides de Glycine avec les Arginines. On retrouve ce domaine dans les facteurs
d’¢épissage, dans les protéines hnRNP ou encore dans des hélicases (Birney et al., 1993;
Lukasiewicz et al., 2007). Parmi les domaines impliqués dans la formation de complexes avec
I’ARN, les plus connus et les plus étudiés sont le motif de reconnaissance de I’ARN (RRM) et
le domaine « K-homology » (KH). Ces deux domaines sont développés dans les paragraphes

suivants.
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Tableau 3 : Familles de motifs protéiques capables de lier les acides nucléiques(Adapté de (Mattaj, 1993)).

Motif Longueur en (acides Exemples
aminés)
RNP/RRM/RBD 80 PABP
RGG (“Arg-Gly-Gly” box) 20-300 hnRNP K
KH (hnRNP K homology”) ~70 PCBP2
(“Zinc finger”) Cys-Cys-His-His ~23 TFIIIA
(“Zinc knuckle) Cys-Cys-His-Cys ~14
Cys-Cys-Cys-His ~17 ZF
Riche en arginine ~12-18 TAT
dsRBM (“Double-stranded RNA binding motif) ~65-68 DICER
Domaine “OB-fold” 70-150 Rho (E. coli)

2. Le motif de reconnaissance de ’ARN

Le motif de reconnaissance de I’ARN (RRM) ou domaine ribonucléoprotéique (RNP) ou
domaine de liaison a ’ARN (RBD) est de loin le mieux caractérisé des domaines qui lient
I’ARN ainsi que le plus répandu. Il est impliqué dans un grand nombre de fonctions
biologiques (Varani and Nagai, 1998). On le trouve notamment dans les facteurs canoniques
de traduction, comme dans les facteurs elF3, eIF4B ou encore la protéine PABP (Block et al.,
1998b; Melo et al., 2003; Methot et al., 1994). C’est un motif fort probablement associ¢ a des
fonctions essentielles car il est trés conservé.

Ce motif est retrouvé seul ou associ¢ a d’autres RRM. Les cas ¢tudiés jusqu’a présent
peuvent contenir jusqu’a quatre unités de ces domaines fonctionnels. La caractérisation des
protéines PABP et hnRNP C ont permis de délimiter le domaine RRM et d’estimer sa taille a

90 acides aminés.

a. Structure du motif de reconnaissance de ’ARN

Le RRM a une taille de 90 acides aminés organisés en structures secondaires de type
feuillet B et hélice a. Quatre feuillets B sont disposés de facon antiparalléle dans 1’ordre
suivant : B4B1PB3P2 et deux hélices a sont situées de part et d’autre des feuillets B (Figure 34).
Les résidus les plus conservés sont situés dans la partie centrale hydrophobe du RRM (Nagai
et al., 1990).

Le motif de reconnaissance de I’ARN possede deux signatures appelées RNP1 et RNP2.
La séquence consensus RNP1 contient huit acides aminés (Figure 34): cette séquence est
située proche de la partie C-terminale du domaine fonctionnel au sein du troisieme feuillet f.
Une seconde séquence consensus de six acides aminés qui semble moins conservée que la

premicre fut identifiée, la signature RNP2 (Figure 34).
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Motif RNP1

Lys Gly Phe Gly I’[u- Val X Phe
Arg : Tyr Ala Tyr Ile . Tyr

Ile Phe Ile
Val Tyr Val X Asn Leu
Leu ) Leu

Motif RNP2

W Hélice Alpha
(:» Feuillet Béta

Figure 34 : Signatures RNP2 et RNP1 du motif de reconnaissance de ’ARN.

Le RRM est constitué de I’enchainement des domaines structuraux organisés flalp2p302p4.

Les signatures RNP1 (8 résidus) et RNP2 (6 résidus) sont caractéristiques du domaine

fonctionnel RRM. Elles se situent dans les feuillets 1 (RNP2) et B3 (RNP1) du RRM

La boucle située entre B2 et B3 présente une forte variabilité, elle est donc susceptible de

conférer au motif une certaine spécificité. On peut classer les RRM en deux groupes : d’une
part ceux qui fixent ’ARN de fagon spécifique, comme les protéines U snRNP, et d’autre part
ceux qui ont des séquences pour lesquelles ils présentent une certaine affinité mais dont
I’interaction n’est pas spécifique, comme les hnRNP. Cette classification peut paraitre

arbitraire car elle ne prend pas en compte la capacité de ces motifs a reconnaitre une structure

secondaire de facon spécifique.

b. Exemple de la protéine U1A

La premiére structure en trois dimensions d’un domaine RRM a été déterminée par
cristallographie du fragment N-terminal du RRM1 de la protéine UIA, facteur impliqué dans
I’épissage alternatif (Oubridge et al., 1994). Tous les RRM décrits jusqu’a aujourd’hui
montrent une topologie de structure identique (Figure 35). Les quatre feuillets  numérotés de
1 a 4 dans ’ordre B4B1P3PB2 et les hélices a en violet qui sont appelées A et B représentent

I’organisation en trois dimensions des RRM. Nous pouvons noter la présence d’une hélice a
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supplémentaire qui n’appartient pas au
domaine structural mais qui faisait partie du
domaine étudi¢ (Kormos et al., 2007). La
structure de la prot¢ine UlA a été
caractérisée sous forme libre ainsi que
complexée avec ’ARN. Sous forme libre,
I’hélice a située en C-terminal est compactée
contre le feuillet B au niveau duquel I’ARN
est reconnu. Pour lier I’ARN, cette hélice a
se déplace pour permettre I’accés au feuillet

B et former le complexe.

Figure 35 : Structure du RRM1 de la protéine UlA. C. Séquence et structure des ARN

Le RRMI1 de la protéine UlA est complexé avec la

boucle d’ARN présentée ci-dessus. Les hélices a sont ciblés par les RRM

clairement situées de part et d’autre des feuillets P

organisés de facon anti-paralléle (Kormos et al., 2007; Les protéines de liaison de I’ARN

Spriggs et al., 2005). . . .
reconnaissent a la fois la structure et la

séquence de celui-ci afin d’interagir de fagon
spécifique avec leur ARN cible et pour parvenir a effectuer correctement leur fonction
biologique (Maris et al., 2005). Des études de structure ont montré que de nombreuses
protéines capables de lier I’ARN le font au travers d’une séquence ribonucléique simple brin
proche d’une région contenant une hélice (Antson, 2000; Maris et al., 2005).

Les types de structures d’ARN sur lesquels se fixent les RRM sont tres diverses. Les
séquences de ces ARN varient de simples poly(A) ou poly(U), a de beaucoup plus complexes
comme des tiges-boucles.

Une caractéristique qui renforce la diversité de cette famille est la capacité pour
certains motifs RRM de reconnaitre leur motif d’ARN indépendamment de son repliement;
alors que d’autres ont besoin d’aide provenant soit d’un autre domaine de la protéine soit d’un
autre partenaire protéique. On peut citer en exemple le cas de la protéine U2B qui est tres
spécifique mais seulement en présence de la protéine U2A avec laquelle il forme un
hétérodimere en solution (Price et al., 1998).

Pour le RRM de la protéine UlA situé en N-terminal, sept nucléotides ont été
identifiés dans cette interaction. Le Kp pour la structure tige-boucle est de 107'°M alors que
lorsque la séquence d’ARN lui est présentée sous forme linéaire, le Kp passe a 10°M (Hall,

1994),
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3. Domaine “K Homology”

Le domaine KH (« hnRNP K homology ») est un domaine de reconnaissance de I’ARN
trés répandu. Il est retrouvé aussi bien chez les organismes eucaryotes que chez les
eubactéries. Les domaines KH sont contenus dans des protéines impliquées dans la régulation
de DI’expression génique a plusieurs niveaux : transcriptionnel avec la protéine hnRNP K
(Krecic and Swanson, 1999), traductionnel avec la protéine FMRP (« Fragil X mental
retardation protein ») (Perrone-Bizzozero and Bolognani, 2002) ; les protéines qui contiennent
ces domaines sont aussi impliquées dans 1’épissage alternatif avec la protéine Nova-1 (Jensen
et al., 2000a) ainsi que dans le transport et la stabilisation des ARNm (Perrone-Bizzozero and
Bolognani, 2002). Les domaines KH sont présents dans de nombreuses protéines et en
nombre variable. La protéine Vigilin contient quinze domaines KH (Musco et al., 1996) alors

que la protéine Nova en contient trois (Buckanovich et al., 1993).

Domaine KH de type | Domaine KH de type Il

Domaine KH3 de la protéine hnRNP K Protéine ribosomique S3

Figure 36 : Domaines KH de type I (maxi) et de type II (mini) réalisées avec Bobscript (Esnouf, 1997)

(A) Domaine KH3 de la protéine hnRNP K avec I’organisation f1aAaBBbBcaC. (B) Domaine N-terminal de
la protéine ribosomique de la petite sous-unité S3 avec 1’organisation aAPBafraAaBpb. Les feuillets § sont
annotés en minuscule et les hélices a en majuscule.(Grishin, 2001)

Les domaines fonctionnels KH ont une taille d’environ 70 résidus. Ils contiennent trois
feuillets B compactés sur trois hélices a. Ils peuvent étre organisés de deux manicres
différentes : type I (ou maxi) et type II (ou mini), mais gardent leur core principal sous la
forme Baaf. Un exemple de type I est le domaine KH3 de la protéine hnRNP K (Figure 36A).

I1 est organisé sous la forme Baappoa. Le type II est représenté dans la partie N-terminale de la
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protéine ribosomique de la petite sous-unité¢ S3 (Figure 36B) et voit ses domaines structuraux
organisés sous la forme: affaaf. Le domaine KH contient au milieu du domaine une

séquence consensus

'TlesLeu+Vallle’Gly*X°X°Gly ' X* X IlesLeu+ Val

Les séquences d’acides nucléiques impliquées dans ces interactions sont principalement des
séquences poly(C) simples brins avec des Kp compris entre 10°M pour la liaison de la
séquence poly(C) par le domaine KH3 de la protéine hnRNP K (Braddock et al., 2002)
jusqu’a 10°M pour le domaine KH3 de la protéine Nova avec une séquence ARN simple brin

pour lequel il a une haute affinité (Jensen et al., 2000b).

4. Méthodes particuliéres d’étude de complexes ARN-protéine

La formation d’un complexe ARN-protéine est le résultat d'une reconnaissance spécifique
entre les bases de 'ARN structuré ou non, et des domaines protéiques particuliers. Un des
exemples tres caractéristiques est le ribosome.

La compréhension des bases moléculaires et atomiques de ces interactions commence par
l'identification des fragments d'ARN directement impliqués dans la fixation d’une protéine. A
une échelle plus réduite, la détermination des bases précisément impliquées permet de
comprendre cette organisation macroscopique. Et enfin, ces informations permettent dans des

conditions particulieres, d’étudier la structure de ces complexes.

Pour identifier des séquences d’ARN qui interagissent avec une protéine, une des
techniques de criblage, SELEX (« Systematic Evolution of Ligands by EXpontential
enrichment »), permet de cribler une banque de fragments totalement aléatoires (Tuerk and
Gold, 1990). Cette technique consiste a sélectionner par filtration sur une membrane de
nitrocellulose les complexes ARN-protéine. Les protéines sont retenues sur la membrane et
les ARN qui interagissent également. Ils sont extraits, retro-transcrits, et amplifiés par PCR.
Cette étape permet d’enrichir en fragments ayant de 1’affinité pour la protéine. Apres

plusieurs tours de sélection, les séquences sont séquencées pour Etre analysées.

Pour identifier de courtes séquences issues d’'un ARN de grande taille, une approche
dérivée de SELEX est I’approche combinatoire SERF (« Selective Evolution of Randomized

Fragments »). Elle offre un moyen puissant et précis pour identifier le site de fixation d’une
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protéine sur un ARN in vitro (Stelzl and Nierhaus, 2001). Cette méthode consiste a générer
une banque de fragments aléatoires a partir d’un ARN d’intérét de grande taille.

Cette approche a ¢été tout d’abord appliquée pour la grande sous-unité du ribosome de la
bactérie E. coli en identifiant les sites de liaison des protéines ribosomiques L4 et L6 sur

I’ ARN ribosomique 23S (Stelzl et al., 2000).

1. cONA amplifié par PCR

3 5
2. DIGESTION Dnase

A 5
A 5 —
A 5
A 5 5 A
5 AA &
5 A AS 5 A
A s5'A s A
— 5 A
5’ AA S &
5 A
3. Ligation
=D

<$==m
Vecteur avec promoteur
de transcription

l 4. Amplification par PCR

s r 3

3 s
5. transcription

5 3

Figure 1 :Production d'une bibliothéque de fragments aléatoires

Figure 37 : Construction de la banque de fragments d’ARN.

Les fragments issus de la digestion avec la DNasel sont incubés avec une DNA
polymerase qui compléte les fragments qui ne sont pas francs. Dans cet exemple, la
Taq polymerase ajoute des A aux extrémités pour cloner les fragments dans un vecteur
préparé pour le « T/A cloning ».

Pour construire la banque de fragments d’ARN, I’ADNc est digéré de fagon aléatoire avec
la DNasel. Les fragments sont clonés sous le contrdle d’un promoteur de transcription pour
synthétiser les ARN de la banque. Ces différents fragments sont mis en sélection contre une
protéine d’intérét. Pour cela, les complexes ARN-protéine sont filtrés sur une membrane de

nitrocellulose. Cette membrane a la propriété de retenir les protéines. Les ARN en complexe
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avec la protéine d’intérét sont également retenus. Ils sont extraits, rétro-transcrits puis
amplifiés par PCR. Un tour de sélection est accompli (Figure 38).
Apres plusieurs tours de sélection suivis par une amplification, les séquences sont

analysées pour déterminer le site préférentiel de fixation de la protéine.

ARN d'intérét Protéine

d'intérét
||
Ny #y N
A |
” f«‘ e ’\%
' rétention du IR

"7
4 complexe sur
menba'\e de
/I;urification surgel nitrocellulose Extraction des
dénaturant . ARNdes
des transcrits SERF complexes
retenus surla
Un tour de membrane
sélection-
amplification
transcription RT-PCRdes
\ des fragments ARN extraits
sélectionnés matrices pourla

transcriptiorl/

Les fragments sélectionnés sont séquencés

Figure 38 : Schéma représentant un cycle de sélection par SERF.

Une autre approche tres puissante est le triple hybride chez la levure S. cerevisiae. Elle
permet I’¢tude des interactions ARN-protéine in vivo. Cette technique a été développée en
1996 en méme temps par deux €quipes (Putz et al., 1996; SenGupta et al., 1996). Ce systeme
a déja été utilis€¢ pour détecter des interactions ARN-protéine connues auparavant entre la
protéine virale Gag (HIV-1) et le signal d’encapsidation du virus (Bacharach and Goff, 1998).

Le principe utilise un trans-activateur Gal4p capable de recruter la machinerie
transcriptionnelle et d’activer la transcription. Ce facteur comporte deux domaines distincts :
un domaine de liaison a ’ADN (LexA) et un domaine d’activation de la transcription

(Gal4AD) qui sont indépendants.
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Le domaine de liaison a I’ADN LexA est fusionné a un domaine de liaison a I’ARN bien
caractérisé : « MS2-coat protein » (MCP). La deuxiéme protéine fusion contient le domaine
d’activation de la transcription fusionné a notre protéine d’intérét avec les propriétés de
liaison a I’ARN. Les deux fusions de protéines seront rapprochées grace a une fusion d’ARN
contenant d’une part I’ARN lié par MS2-coat protein et d’autre part I’ARN d’intérét. Nous
avons alors les trois « hybrides » impliqués. Si D’interaction se produit entre les deux
partenaires d’intérét ARN et protéine, ’activateur de la transcription est reconstitué¢ et

fonctionnel (Figure 39).

RNA

GAL4AD

ARNpol.Il

LexA His3 LacZ

opérator

MCP: MS2-coat protein

pIlIA-MS2-2(Ura3)
pGADT7(Leu2)

Figure 39 : Principe de sélection du triple hybride chez la levure S. cerevisiae.

Le site de liaison a I’ADN est placé en amont d’un géne rapporteur. Dans notre cas le site de
liaison est ’opérateur LexA et le géne rapporteur est constitu¢ de His3 précédé du gene
codant pour la Beta-galactosidase. Un geéne codant pour la protéine de fusion « LexA-MS2
coat protein » est intégré au génome dans son chromosome. Elle va lier I’opérateur LexA.

La levure est transformée avec deux constructions. La premiere (plIIA-MS2-2) va lui
permettre d’exprimer un ARN hybride, ARN d’intérét fusionné a deux domaines de liaison a
la protéine MS2. La seconde permet d’exprimer une protéine hybride composée de la protéine
d’intérét et du domaine d’activation Gal4AD (pGADT?7).

La liaison peut étre détectée soit grace a la sélection sur milieu sans Histidine soit par la

détection de I’activité de la B-galactosidase exprimée par le gene rapporteur.
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Ce systeme d’étude d’interactions ARN-protéine a I’avantage d’étre assez rapide et sa mise en
place est facile. On peut alors, tout comme dans 1’approche SELEX, envisager des criblages
(SenGupta et al., 1996) en clonant des banques d’ADNc afin d’identifier les partenaires
d’interaction avec des protéines contenant des domaines de liaison a ’ARN. Un avantage de
cette méthode est qu’il n’est pas nécessaire de purifier la protéine recombinante. On se place
directement dans des conditions natives (Bernstein et al., 2002).

Pour augmenter la sensibilité¢ du systéme, on peut ajouter du 3-aminotriazole (3-AT) dans les
milieux gélosés. Il inhibe 1’activité enzymatique basale de His3 ce qui élimine certains faux
positifs. De plus il permet d’évaluer la force de I’interaction en fonction de la concentration
utilisée dans le milieu.

La souche de levures YBZ1, a été modifiée afin de diminuer le Kp de la protéine MCP et le

nombre de faux positifs (Hook et al., 2005).
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OBJECTIFS

Mon travail de doctorat porte sur [’étude et I’identification de complexes
ribonucléoprotéiques, mais aussi protéine-protéine impliqués dans la régulation de ’initiation
de la traduction des ARNm.

L

Le facteur elF3 joue un role déterminant dans I’initiation de la traduction. Il intervient
pendant la formation du complexe ternaire (constitué par le facteur eIF2, un ARNt™ et une
molécule de GTP). Il stabilise aussi la liaison de I’ARNt™*' & la sous-unité ribosomique 40S et
permet le recrutement du complexe 43S sur la coiffe de ’ARN messager. Il interagit
directement avec la petite sous-unité ribosomique, mais le mécanisme d’interaction des deux
partenaires n’est pas encore connu.

Ce facteur canonique est le plus gros identifié jusqu’a présent. Il compte treize sous-unités
(Damoc et al., 2007) dont deux possedent un motif de reconnaissance de I’ARN (RRM) : les
sous-unités elF3p44/g et elF3p116/b. La sous-unité elF3p116 est connue pour son réle dans la
liaison du facteur elF3 sur I’IRES du VHC (Sizova et al., 1998b).

La sous-unité elF3p44 a ¢été clonée et caractérisée (Bandyopadhyay and Maitra, 1999;
Block et al., 1998a). La séquence de cette protéine a été alignée avec celle de son homologue
de souris Mus musculus (Figure 40). Elle montre une homologie de séquence en acides
aminés de 97%. Son homologue de levure S. cerevisiae elF3p33 présente 33% d’identité de
séquence et 42% de similarité. Les régions de la protéine qui sont les plus conservées sont
certainement les plus importantes pour ses fonctions. La recherche de domaines fonctionnels
avec Prosite (Block et al., 1998b) signale la présence d’'un RRM situé dans la région la plus
conservée de la protéine elF3p44.

L’¢étude des propriétés de liaison de ’ARN de la protéine elF3p44 par «north-
westernblot » a montré que cette protéine €tait capable d’interagir avec I’ARNr 18S et avec
I’ARNm de la B-globine in vitro. La force de I’interaction de la protéine elF3p44 avec I’ ARNr
18S est estimée quatre fois supérieure a celle du contrdle utilisé dans 1’expérience (Block et

al., 1998b). Cette interaction semble spécifique.
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H.sapiens 1 SO EEG| KCVTSELLKEI SPE|JELLPGAPLPP
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Figure 40 : Alignement des séquences des sous-unités eIF3p44 de différentes espéces

Les séquences alignées proviennent des espéces M. musculus, S. pombe, S. cerevisiae et C. elegans. Les
alignements sont réalisés avec le programme Clustal X (Block et al., 1998b). Les carrés les plus foncés
présentent les homologies les plus importantes entre ces différentes especes.

Son homologue elF3p33 chez S. cerevisiae a également été clon¢ (Verlhac et al., 1997).
C’est un gene essentiel chez la levure (Hanachi et al., 1999). Ses propriétés de liaison a
I’ARN ont été¢ analysées. De la méme fagon que pour elF3p44, la protéine interagit avec
I’ ARNr 18S mais également avec ’ARNm de la f-globine.

Les résultats cités ci-dessus montrent que 1’interaction entre le facteur elF3 et la sous-
unité ribosomique 40S pourrait se produire par I’intermédiaire de la sous-unité p44 du facteur
elF3.

Nous avons émis I’hypotheése que la protéine elF3p44 pourrait avoir certains sites

préférentiels de fixation sur I’ARNr 18S.
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Les objectifs étaient les suivants :

1) Confirmer in vitro que le facteur elF3p44 posséde un RRM
2) Identifier le (ou les) sites préférentiels de fixation de p44 sur ’ARNr 18S

3) Etudier la structure des complexes

Pour étudier plus en détail cette interaction, j’ai cloné le motif de liaison a I’ARN de cette
protéine et I’ARNr 188S. J’ai ensuite effectué une étude de type SERF (SElection of Random
RNA Fragments) (Stelzl and Nierhaus, 2001) dérivée de la méthode SELEX pour identifier le
(ou les) site(s) de I’ARN ribosomique 18S sur lequel il pourrait se fixer.

Ces travaux s’inscrivaient dans 1’é¢tude plus générale de I’initiation de la traduction
d’ARNm cellulaires et viraux. Nous voulions appliquer des méthodes de criblage (SERF,
Phage display) pour identifier des complexes ARN-protéine, protéine-protéine ou ARN-ARN
ainsi que leurs sites d’interaction les plus réduits possibles. Le but était de réaliser des études
de structure de ces complexes impliqués dans la traduction. Nous avions pensé a d’autres
candidates pour interagir avec ’IRES du virus HCV, notamment les protéines ribosomiques
S2, S27 (Otto et al., 2002). Malheureusement je n’ai pu mener aucune étude d’interaction
avec ces protéines car apres les avoir clonées, j’ai été confrontée a des mises au point
d’expression et de purification qui me permettaient seulement de les détecter par Western-
blot.

L

L’initiation de la traduction est aussi régulée par d’autres protéines que les facteurs
canoniques. Au cours de la localisation d’ARNm, I’expression des protéines est réprimée pour
permettre leur expression dans des régions particuliéres de la cellule. Chez la levure S.
cerevisiae, Ashlp réprime la transcription de la protéine HO, impliquée dans le changement
de type sexuel. Lors de la division cellulaire, en fin d’anaphase, I’ARNm ASH1 est localis¢ au
bourgeon de la levure, ce qui assure que 1’expression d’Ashlp se déroule seulement au noyau
de la cellule fille.

L’ARNm ASHI est transporté grace a un complexe de plusieurs protéines, le locasome
(voir p.64). 11 voit sa traduction réprimée pendant son transport afin de maintenir une bonne

expression spatio-temporelle de la protéine.
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Des facteurs trans impliqués dans cette régulation ont été identifiés : Khdlp (Irie et al.,
2002) et Puf6p (Gu et al., 2004). Nous nous intéressons plus précisément a la protéine a trois
domaines KH Khdl (voir p.73).

La protéine Khdl a tout d’abord ¢été identifiée par inactivation de genes candidats pour la
régulation de la localisation de ’ARNm ASH! (Irie et al., 2002). Des études de microscopie
ont montré la co-localisation de Khdlp avec ’ARNm ASH! (Irie et al., 2002). Dans cette
¢tude, 1’équipe d’Irie a testé des éléments de localisation identifiés auparavant : les ¢léments
N (800nt), C (300nt) et U (80nt) de ’ARNm ASHI qui correspondent aux éléments El,
E2A/B et E3, respectivement pour vérifier leur co-localisation avec Khdlp (Voir p.66)
(Chartrand et al., 1999; Gonzalez et al., 1999). La protéine Khdl co-localise avec un ARNm
contenant 1’¢lément N, qui inclut les 800 premiers nucléotides de la séquence codante de
I’ARNm ASH1, alors que ce n’est pas le cas des deux autres ¢léments de localisation C et U.

La séquence de ’ARNm ASH]I a été ¢étudiée en détails pour identifier et délimiter d’une
facon plus précise les ¢léments de localisation. Dans les séquences N, C et U, quatre éléments
de localisation distincts (E1 dans N, E1A et E2B dans C et E3 dans U) ont montré qu’ils
pouvaient respectivement permettre la localisation de I’ARNm ASH/ (Chartrand, 2002). La
mutation de chacun des quatre éléments de localisation, tout en maintenant la séquence de la
protéine, a montré une augmentation de I’expression de la protéine Ashl (Chartrand, 2002).
La traduction de ’ARNm ASHI semble étre régulée grace a I’un de ces éléments. Puisqu’un
ARNm contenant 1’¢lément E1 (nt 598-750) co-localise avec Khdlp, cet ¢lément serait un
bon candidat comme cible de ce régulateur traductionnel.

De plus, des ¢tudes de précipitation d’affinité avec Khdlp in vivo ont permis d’isoler
plusieurs protéines impliquées dans I’initiation de la traduction : les facteurs elF4E, elF4Gl,
elF4G2 et Pabpl (Gavin et al., 2006; Gavin et al., 2002).

Notre hypothese de travail est que Khdlp est un régulateur de la traduction de ’ARNm
ASHI. Khdlp réprime la traduction d’Ashl griace a son interaction avec I’élément de
localisation E1 situé¢ dans la séquence codante de cet ARNm. Cette régulation se produit
pendant son transport jusqu’au bourgeon ou elle est alors activée.

Notre objectif était de découvrir par quel mécanisme la traduction de ’ARNm ASH1 est

réprimée pendant son transport, et comment sa traduction est ensuite activée :

1) Comment Khd1p interagit-elle avec ’ARNm ASH1?

2) Quels sont les facteurs canoniques impliqués dans cette régulation?
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3) Existe-t-il un mécanisme particulier de relachement pour activer la traduction?

Dans le cadre de ce travail, j’ai étudié des interactions macromoléculaires impliquées dans
cette régulation. Pour cela, j’ai utilis¢ des approches in vitro de retard sur gel et

d’immunoprécipitation, et des approches in vivo, de triple hybride chez la levure S. cerevisiae.
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I. ETUDE DE L’INTERACTION ENTRE LE FACTEUR eIF3 ET LA
PETITE SOUS-UNITE RIBOSOMIQUE 40S

1. Clonage, expression et purification du motif de reconnaisance de ’ARN de

la sous-unité p44 du facteur elF3 : eIF3RRMp44

a. Clonage du RRMp44 dans le plasmide d’expression pET30b

Le fragment codant pour la protéine elF3rrmpas (NP_003746; acides aminés 227 a 313) est
amplifié par PCR sur les ADNc (ADN complémentaires) obtenus a 1’aide des ARNm purifiés
de cellules humaines (lignées de lymphome B : Namalwa). La séquence (NM_003755) est
amplifi¢e avec les amorces spécifiques sens RRMp44fwdNde (p1:
5’CATATGGAGTCCATGCAGCCCAACCGCAGAGCCGAC3’) et anti-sens  RRMp44revXho  (p2:
5’GTGCTCGAGGTTGGTGGACGGCTTGGCCCACTCGACG3’) concues a 1’aide du logiciel oligo6. Ils
contiennent les sites de restriction Ndel et Xhol. La PCR en deux étapes (68°C/95°C) est
réalisée avec la Pfu HotStart ADN-polymerase (Stratagene) car la séquence amplifiée est tres

riche en nucléotides G et C.

Réaction PCR Conditions PCR

SuL tampon “yield ace” 10X
1,25uL P1(10puM) Imin & 95°C 1 cycle
1,25uL P2 (10pM)

1,25uL 25mM dNTP

1uL 100mM MgCl, 30s 2 95°C puis 35 cycles
2uL ADNc Imin & 68°C
1uL pfu turbo Hot Start
H,0 gsp 50uL 7min a 68°C 1 cycle

Le produit de PCR (297bp) purifi¢ sur gel est incubé 8§ minutes a 72°C avec luL de
polymérase Tag (Roche) qui a les propriétés d’ajouter des A aux extrémités 3’ de I’ADN,
0,5uL d’adénosine (100uM) et 10uL. de tampon 10X de Tag polymerase (Promega).

Le produit de PCR est cloné dans le pTrcHis2 (Invitrogen) afin de faciliter les analyses des
digestions. Le plasmide et le vecteur pET30b (Novagen) sont digérés de facon séquentielle a
37°C avec les enzymes de restriction Ndel et Xhol. Entre chaque digestion, les ADN sont

purifiés avec les colonnes cleanup (Qiagen).
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Le vecteur pET30b digéré est déphosphorylé avec I’enzyme CIAP (« Calf intestinal alkaline
phosphatase ») (promega) 1 heure a 37°C. L’insert et le vecteur sont purifiés sur gel
d’agarose, dosés et ligués avec la Quick T4 DNA ligase (BioLabs) Smin a 25°C.

La construction est vérifiée par séquencage.

b. Expression et purification de la protéine recombinante RRMp44-(His)e

La protéine recombinante est exprimée dans les bactéries E.coli BL21 transformées
par le vecteur pET30b-RRMp44. Elles sont cultivées dans un milieu 2YT en présence de
kanamycine. L expression de RRMp44-(His)e est induite avec ImM IPTG pendant 3 heures a
37°C en phase exponentielle de croissance a DOgoonm=0.8 sous agitation. Les bactéries sont
lysées dans le tampon B (20mM Tris pH 7.9, 500mM NaCl, 10mM Imidazole) par
ultrasonication et centrifugées a 15000g a 4°C pour séparer la fraction soluble des débris
membranaires.

La protéine recombinante RRMp44-(His)s est purifiée par chromatographie d’affinité
de métal immobilis¢ avec les billes Ni-NTA-agarose (Qiagen). Elle est éluée avec des
concentrations croissantes d’imidazole, dialysée contre PBS, concentrée avec un Centricon

YM-3 puis aliquotée et congelée a -80°C.

2. Construction de la banque de fragments de ’ARN ribosomique 18S

a. Clonage de ’ARN ribosomique 18S humain

L’ADNc de ’ARNr 18S (nucléotides 1-1737) est obtenu par retro-transcription sur
I’ARN total purifié de cellules HeLa a 1’aide de ’amorce 18SRev, 50 unités d’« AMV reverse
transcriptase » (Stratagene), 0,8uM de 10mM dNTP, 0.lmM DTT a 37°C pendant 1H.
L’ADNCc est amplifi¢ avec les amorces 18Sfwd (P1: TACTTGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCT3’) et
18Srev (P2: S TCACTAAACCATCCAATCGGTAGTAGCGAC3’), Pfu Hotstart polymerase, en présence de
Taq Extender (Stratagene), a une température d’alignement de 55°C. Les produits de la
réaction de PCR sont purifiés sur un gel d’agarose 1% a 1’aide du kit Qiaquick gel extraction

(Qiagen) et clonés dans le plasmide pBlunt.
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b. Construction de la banque

Le produit PCR amplifi¢ avec les amorces 18Sfwd et 18Srev sur la construction

pBlunt-18S donnent un fragment de 1737pb de I’ARN ribosomique 18S.

Réaction PCR Conditions PCR

30puL tampon taq extender 10X | 1min a 95°C 1 cycle
7,5uL P1(10pM)
7,5uL P2 (10uM)

6uL 25mM dNTP 30s 2 95°C puis 35 cycles
6uL 100mM MgCl, 30S a 55°C puis
150ng de plasmide Imin a 68°C

3uL pfu turbo Hot Start
3uL Taq extender 7min a 68°C 1 cycle
H,0 gsp 50uL

4ug de ce produit sont digérés avec 0,5 unités de Dnasel (Roche) dans un tampon
contenant 2,5mM MgCl,, 15min a 37°C. La Dnasel est immédiatement inactivée Smin a
95°C. Les produits de cette réaction sont incubés 10min a 72°C avec la Tag DNA polymerase,
purifiés avec MinElute PCR purification Kit (Qiagen) puis clonés dans le pGEM-T easy
(Promega) entre les promoteurs de transcription T7 et SP6 (Voir p.108) avec la T4 DNA
ligase du kit Quick ligation Kit (Biolabs). L’ensemble de ces constructions constitue la

matrice de la banque de départ pGEM-18S-SERFO.

c. Préparation de la banque de fragments aléatoires de I’ARN ribosomique 18S

Les ARN sont synthétisés par transcription in vitro avec la T7 ARN polymérase du kit
T7 Megascript (Ambion), en présence de o->*P-UTP pendant la nuit & 37°C. L’ADN qui a
servi de matrice est digéré avec la Dnasel 15min a 37°C.

Les produits de la réaction de transcription sont purifiés sur gel dénaturant 8M urée
6% d’acrylamide-bisacrylamide (19:1). Les bandes sont découpées et €luées du gel dans une
solution d’extraction (0,3M NaOAc pHS, 0,2% SDS) sur la nuit a la température de la picce et
précipités avec ImL d’éthanol absolu pour 400uL de solution d’extraction. Les ARN sont
repris dans le tampon TKM (25mM Tris pH 7.4, 150mM KCI, 5mM MgCl,) et stockés a -
20°C.
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3. SEREF : sélection de fragments spécifiques du RRMp44

SERF: « Selection of random RNA fragments »

Les ARN dilués dans le tampon TKM sont incubés 2min a 70°C et laissés 10min a la
température de la piece pour se replier puis sur glace. Ensuite, la protéine est ajoutée, et le
complexe est incubé 10min a la température de la piece. Pendant ce temps, la membrane est
équilibrée avec 200uL de tampon TKM, et 200uL de complexe (pour chaque puits) sont
filtrés. La membrane est lavée avec 4 X 200uL de tampon TKM.

Les points sont découpés et les ARN sont €¢lués dans la solution d’extraction (0,3M
NaAc, 0,2% SDS) 1h heure a 37°C sur une roue puis précipités avec éthanol.

Les ARN sélectionnés sont rétro-transcrits avec la « Reverse Transcriptase
Stratascript » (Stratagene) pendant 50min a 37°C, avec I’amorce SP6. Les ADNc obtenus sont
ensuite amplifiés par PCR avec les amorces SP6 (P1: SSTATTTAGGTGACACTATAGAA3’) et
T7+SERF (P2: 5 TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATG3’). Cette
derniére amorce reconstitue un promoteur T7 intégre pour le cycle suivant de transcription.

Les produits PCR servent alors de matrice pour la transcription du tour de sélection

suivant. Quatre tours de sélection sont effectués (Tableau 4).

Retro-trancritption Réaction PCR Conditions PCR
30uL d’ARN S5uL 10X buffer Smin a 94°C 1 cycle
+3uL SP6 (10uM) 5min a 65°C | 0,5uL P1
1uL random hexameéres 0,5uL P2 30s a 94°C
+10puL 10mM dNTP 1uL 25mM dNTP | 1min 48°C 35 cycles
+2uL RNAsine 10pL de RT Imin & 72°C
+5uL tampon RT 10X | 1ha37°C 0,5nL Taq
+2uL RTase H,0 qsp 50uL 7min a 72°C 1 cycle

Les derniers ADNc obtenus sont amplifiés par PCR avec les amorces SP6 et T7+SERF et

séquenceés.

92



MATERIEL ET METHODES

Tableau 4 : Conditions de sélection des fragments d’ARNr 18S avec le RRMp44.

Tour de sélection RRMp44 a 3,4ng/pL banque de I’ARNr 18S volume total (uL)
SERFO0 10puL 130uL (7,4ng/pl) 950
SERF1 SuL 100ul (30ng/uL) 605
SERF2 Sl 50ul (40ng/uL) 550
SERF3 Sl 100ul (40ng/uL) 605
SERF4 Séquencage

4. Analyse des séquences sélectionnées par retard sur gel

a. Synthese des ARN
Les plasmides pGEM-4-65, pGEM-3-16, pGEM-4-60 et pGEM-3-15 sont linéarisés avec Spel
(pGEM-X-Y avec X : dernier tour de sélection avant le séquencage. Y : le numéro du clone

séquence). Le plasmide utilis¢é comme contexte est linéarisé avec Sacl.

Les ARN sont transcrits 2H a 37°C en présence de a->"P-CTP avec la T7 ARN polymerase.
Les produits sont purifiés sut un gel dénaturant 8M Urée, 6% AA-bis (19 :1).

b. Formation du complexe

10000 cpm d’ARN dilués dans 10puL. de TKM-4% glycérol sont incubés 2min a 65°C, 10min
a la température de la piece et laissés sur glace pour faciliter leur repliement.

La protéine est diluée dans le tampon TKM-4% glycérol.

Les différentes dilutions de protéine sont ajoutées a I’ARN, le complexe est incubé 20min a
4°C, puis 2uL d’héparine (10mg/mL) sont ajoutés (pour diminuer les interactions non

spécifiques), le complexe est incubé 10min supplémentaires a 4°C.

¢. Analyse des complexes

Apres une pré-migration de 30min, les complexes sont analysés sur un gel dénaturant 5% AA-
bis (29:1) a 150V, pendant 2H a 4°C dans du TBE 0,5X comme tampon de cuve. Le gel est

séché puis exposé sur la nuit avec un film d’autoradiographie a -80°C.
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I1.ETUDE DE LA LOCALISATION DE L’ARNm ASH1

1. Immunoprécipitation de fragments d’ASH1 avec Khd1-TAP

a. Constructions des fusions Ashl-LacZ

Les plasmides utilisés pour les co-immunoprécipitations sont constitués de fragments de
I’ARNm ASHI fusionné a la séquence LacZ. Ils sont clonés dans le plasmide YEP195lac-
LacZ-ADHII (Chartrand et al., 1999; Chartrand, 2002).
Les constructions utilisées contiennent les fragments de I’ARN ASH/ :

Nucléotides 598-750: élément E1

Nucléotides 1-846: élément N

Nucléotides 237-538: début de I’élément N

Nucléotides 1221-1378: ¢lément E2B

b. Souche S288C-Khd1-TAP

Les levures sont génétiquement modifiées pour exprimer la protéine en fusion avec le tag
TAP (« tandem affinity purification ») (Figure 41) (Rigaut et al., 1999). L’intérét de cette
approche est de travailler avec des protéines exprimées de facon constitutive et dans des
conditions natives. Grace a la partie Protéine A, les protéines exprimées en fusion avec
I’étiquette TAP peuvent étre immunoprécipitées avec des billes d’agar couplées a une 1g-G

(immunoglobuline G).

Site de clivage de la TEV

Figure 41 : Schéma d’une protéine fusion
avec un tag TAP.

P - Protéine A Le tag TAP est composé de trois entités : la
prot¢éine  CBP  («clamodulin  binding
T peptide »), un site de clivage pour la protéase
TEV (« Tobacco Etch Virus ») et la protéine
Peptide de liaison A capable d’interagir avec des IgG.

ala calmoduline
CBP

c¢. Immunoprécipitation des complexes ARN-Khd1TAP

Les levures S288C-Khd1-TAP transformées par les plasmides fusions LacZ (YEP195lac-

-URA+GI
PU Glc

LacZ-ADHII) sont mises dans Sml de préculture dans un milieu YE pour la nuit. Le
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jour suivant, les cultures sont diluées dans 50mL de milieu YEP"**"% toute la nuit pour
induire 1’expression sous contrdle du promoteur Gal. Le lendemain, 100 DOgponm de levure
sont centrifugées Smin a 13000rpm puis reprises dans ImL de tampon PBS-0,1% triton X-
100, cocktail antiprotéases (PMSF+Pepstatine+Aprotinine+Leupeptine), 2ul. RNAguard et
brisées avec 250uL de billes de verre 5 X 30s alternées par 5 X 30s sur glace. Le tout est
centrifugé 2min a 13000rpm pour éliminer les débris et récupérer le surnageant.

500uL de surnageant sont incubés avec 30uL de bille IgG-agar a 4°C sur une roue pendant
2H. Les billes sont lavées 5 fois avec 500uL. de PBS froid 1min et centrifugées Imin a
3000rpm.

Les ARN sont ¢lués des billes dans 200uLL. de PBS-DEPC par chauffage Smin a 95°C. Aprées
une premiere extraction au phénol-chlorophorme-isoamyl (PCI), les ARN ¢lués sont traités

avec la DNasel.

Traitement a la DNasel : le culot est repris dans
45uL H,O DEPC 2min a 65°C

+5uL 10X buffer (400mM Tris pH 7.5, 60mM MgCl,)
+2uL de Dnasel (Roche)

1H a37°C

Inactivation 2min a 95°C

PCI+ précipitation avec 10uL de NaOAc 3M et 500uL d’éthanol absolu.

Apres ce traitement, les culots sont repris dans 10ul. d’eau DEPC. 1uL est utilis€¢ pour la
retro-transcription (RT). Les ADNc sont ensuite amplifiés par PCR avec les amorces
LacZSeql (P1) et LacZSeq2 (P2) qui amplifient un fragment de LacZ en fusion avec les
ARN.

Pour le témoin PCR sans RT, une fraction des ARN ¢élués est diluée au 1/50¢me pour

respecter les mémes proportions que pour la RT.
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Retro-trancritption Réaction PCR Conditions PCR

1uL d’ARN SuL 10X buffer Smin a 95°C 1 cycle
+9uL H,O Smin a 70°C puis sur glace 0,5pL P1

1uL random hexameéres 0,5uL P2 30s 2 95°C

+5uL 5X buffer 1uL 25mM dNTP  1min 55°C 30 cycles
+1puL 25mM dNTP 1uL Matrice 30 cycles

+0,5uL RNAguard Smin a 37°C 0,5uL Vent

+7uL H,O H,0 qsp 50uL 7min a 72°C 1 cycle
+0,5uL RTase 50 a 60min 42°C

2. Retards sur gels natifs avec I’élément E1

a. Constructions

L’élément de localisation E1 et PIRE

L’¢lément de localisation E1 (70nt) et I’élément IRE (« iron responsive element ») (60nt) sont
clonés dans le vecteur pGEM-4Z entre les sites de restriction HindlIl et EcoRI. 1ls sont

transcrits sous le contrdle du promoteur T7.

La protéine fusion GST-Khd1

La protéine GST-Khd1 (acides aminés 1-381) est clonée dans le pGEX-4T-1 entre les sites de

restriction EcoRI et Xhol. Elle est exprimée en fusion avec la GST en N-terminal.

Les protéines fusions GST-elF4G1 et GST-elF4G1-Cter

Les protéines elF4G1 (acides aminés 1-952) et elF4G1-Cter (acides aminés 850-952) sont

clonées dans le vecteur d’expression pGEX-2T. Ils sont en fusion avec la GST en N-terminal.

b. Production et purification des protéines recombinantes GST-fusion

Production et purification de GST-Khd1

La protéine recombinante GST-Khdl est surexprimée dans les bactéries Escherichia
coli BL21 (Rosetta 2) transformées par le plasmide pGEX-4T-1-Khdl. Les cellules sont
récoltées apres 3 heures d’induction avec ImM d’IPTG a 30°C. Elles sont reprises dans du

PBS-triton-X100 0,1%, 1M NaCl, Img/ml de lysozyme et un cocktail de protéases
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(PMSF+pepstatine+leupeptine+aprotinine) puis incubées sur glace 30min et ultrasoniquées.
Le lysat est centrifugé 15min a 15000g, a 4°C, pour isoler le surnageant qui contient la
protéine soluble surexprimée.

La protéine fusion-GST est purifiée avec des billes de glutathione-Sepharose 4B (GE
Healthcare). Apres deux lavages avec PBS- triton X100 0,1% puis avec PBS, la protéine
fusion-GST est ¢luée avec 10mM de glutathione réduite dans PBS. Les fractions de protéine
(3mL) sont dialysées sur la nuit contre 4L de PBS et concentrées a 1’aide d’une unité de
filtration de MWCO (« Molecular Weigh Cut Off ») de 10KDa (Centricon Millipore). La
protéine est aliquotée et stockée a -80°C.

Les protéines sont dosées avec la technique de Bradford.

Production et purification des protéines recombinantes GST-elF4G1 et GST-elF4G1-
Cter

Les protéines recombinantes GST-eIF4G1 et GST-elF4G1-Cter sont surexprimée et purifiées
dans les mémes conditions que GST-Khdl. Elles sont concentrées a 1’aide d’une unité de
filtration de MWCO de 50KDa pour elF4Gl et 10kDa pour elF4GI1-Cter (Centricon
Millipore).

c. Transcriptions

Pour produire les ARN, les plasmides pGEM-E1 et pGEM-IRE sont linéarisés avec EcoRI 3-

4H et traités a la protéinase K.

ARN transcrits avec o’>P

Iug de matrice digérée est mise en transcription en présence de 0,5mM de mix ATP, UTP,
GTP, 12uM de CTP et 25uC de **P-aCTP, 0,05ug de BSA (« Bovin Serum Albumin »), 15u
de RNAguard dans le tampon de transcription (tampon de transcription 5X: 200mM Tris
pHS, 150mM MgCl2, 50mM DTT), 2uL. de T7 ARN polymerase, pendant 2H a 37°C.

Les ARN sont purifiés sur un gel dénaturant 8M urée, 6% AA-bis (19:1), 1X TBE, puis
extraits dans la solution d’extraction (0,2% SDS, 0,3M NaOAc) sur la nuit. Apres avoir €té
précipités avec 1’éthanol, ils sont purifiés sur une colonne de G-25 (roche) et dosés au

compteur Beta.
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ARN non-marqués (froids)

10pg de matrice sont mis en transcription avec 3mM de ATP, UTP, GTP, CTP, 0,5u/uL de
RNAguard, 2ulL de T7 ARN polymérase dans le tampon de transcription (Tampon de
transcription 5X : 400mM HEPES pH 7.5, 60mM MgCl2, 10mM spermidine, 200mM DTT)
pendant 2h a 37°C.

La matrice ADN est digérée avec la DNasel et les ARN sont extraits avec du PCI puis

précipités. Ils sont purifiés avec une colonne de G-25 avant d’étre dosés.

d. Phosphorylation de la protéine recombinante GST-Khd1

La protéine recombinante GST-Khdl purifiée est phosphorylée dans le tampon de
phosphorylation (50mM Tris pH 7.5, 10mM MgCl,, 5SmM DTT) avec la kinase caséine de rat
CKI (NEB) en présence de 200uM ATP, 30min a 30°C. La protéine recombinante non
phosphorylée utilisée comme controle est traitée dans les mémes conditions en 1’absence

d’ATP.

e. Protocole du retard sur gel

Les ARN dosés au compteur Beta sont dilués dans le tampon « Binding » (10mM Hépes pH
7.4, 150mM KCI, ImM DTT, 5mM MgCl,, 4% glycérol) a 10000cpm par 10uL. Ils sont
chauffés 2min a 85°C et laissés 10min a la température de la piece puis sur glace.

Les protéines sont diluées dans le méme tampon.

Pour le complexe, 10ul. d’ARN et 10uL de chaque dilution de protéine sont incubés 30min a
4°C. Puis 2uL d’héparine (10mg/mL) sont ajoutés pour diminuer les interactions non-

spécifiques, le complexe est incubé 10min supplémentaires a 4°C.

Pour les gels d’interaction de GST-Khdl, GST-elF4G et GST-elF4G1-Cter avec 1’élément
El, 10 a 50ng d’ARN de transfert d’E.coli sont ajoutés dans le tube de la réaction avec les
protéines avant d’ajouter les ARN d’intérét.

Pour les gels de compétitions, les ARN froids sont ajoutés avant la protéine et incubés avec

celle-ci pendant Smin sur glace.

Les complexes sont analysés sur un gel natif de polyacrylamide a 4% (29:1), TBE 0,5X, a
4°C.
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Apres une pré-migration de 30min, les échantillons sont déposés et laissés pour une migration
de 4H a 120V a 4°C. Le gel est séché 2H et exposé sur la nuit avec un film d’autoradiographie

a-80°C.

3. « Pulldown » de Khd1-His avec GST-eIF4G

a. Constructions

La protéine fusion GST-Khd1-His

La séquence codant pour la protéine Khd1 (acides aminés 1-381) en fusion avec six histidines
est clonée entre les sites Xhol et EcoRI dans le plasmide pGEX-5X-3. La protéine exprimée

est en fusion avec la GST en N-terminale et 1’étiquette de six histidines en C-terminal.

La protéine fusion GST-elF4G1

La construction utilisée est la méme que pour les études de retard sur gel (voir p.97).

b. Production des protéines recombinantes

Production de GST-elF4G

1L de GST-elF4G est exprimé comme dans le paragraphe précédent (voir p.97). Les bactéries
sont récoltées et reprises dans 10mL de PBS, aliquotées par fractions de 2mL puis stockées a -

80°C.

Production et purification de Khd1-HIS

La protéine GST-Khd1-His est produite dans les bactéries BL21DE3 (rosetta2) transformées
par le plasmide pGEXS5X-3-KhdIHIS dans du milieu LB. 500mL de culture a une
DOgsponm=0,8 sont induits pendant 3H a 30°C avec ImM IPTG a 37°C. Les bactéries sont
reprises dans 30mL de tampon de lyse (PBS, 0,1%triton, cocktail d’antiprotéases, 1M NaCl,
Img/mL lysozyme) et incubées 10min sur glace. Les bactéries sont ultrasoniquées 5 fois 30s
puis centrifugées 20min a 15000 rpm a 4°C. Le surnageant est incubé avec 2mL de billes
Glutathionne-sepharose 4B (GE Healthcare) sur une roue a 4°C. Les billes sont lavées avec
30mL de PBST, 30mL de PBS puis avec 15mL de tampon de clivage (1mM CaCl,, 100mM
NaCl, 50mM Tris pHS). La protéine est ensuite digérée sur la colonne, dans SmL de tampon

de clivage et 2 unités de facteur Xa (Pharmacia) sur la nuit (20H) a la température de la piece.
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c. « GST-pulldown »

Un culot de bactéries additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases, 0,1% de tritonX100,
est ultrasoniqué 5 X 10s sur glace. Le lysat est centrifugé 10min a 13000rpm, et le surnageant
est récupéré puis incubé avec 120uL de billes Glutathionne-sepharose 4B (GE Healthcare)
une heure sur une roue a 4°C. Les billes sont lavées avec du PBS-triton 0,1% 3 X 500uL,
Imin a 3000rpm.

30uL de billes couplées a la GST-elF4G sont utilisés pour chaque réaction d’interaction.

Les protéines retenues sur les billes sont analysées par « western-blot » avec un anticorps
dirigé contre I’étiquette Hiss.

Les billes sont reprises dans le tampon de charge, incubées Smin a 95°C et chargées sur un gel
dénaturant SDS-PAGE. Les protéines séparées sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose 45min, a 15V dans le tampon de transfert (25mM Tris, 195mM Glycine, 20%
Méthanol).

La membrane est bloquée toute la nuit a 4°C dans du PBS-lait 5%. Apres trois lavages de
15min avec 100mL PBS-tween20 (tw) 0.3%, elle est incubée 1H a la température de la piece,
avec un anticorps dirigé contre 1’étiquette Hisg de souris, lavée trois fois avec 100mL de PBS-
tw 0,3%, puis incubée avec 1’anticorps secondaire, anti-souris couplé a la peroxydase. La
membrane est lavée quatre fois avec 100mL de PBS-tw et une fois avec 100mL de PBS puis

révélée avec ECL (Amersham).

4. Triple hybride chez S. cerevisiae et dosage de la -galactosidase

a. Constructions

Clonage du C-terminal du facteur elF4G1 dans le pGADT7

Le domaine C-terminal (acides aminés 850 a 952) est clon¢ dans le vecteur pPGADT?7 entre les
sites de restriction BamHI et EcoRI (pGAD-elF4G-Cter). La sélection de ce plasmide se fait

sur un milieu privé d’uracile.

Clonage des éléments E1, E1IMS5, E2BD1 et E2BD2 dans le pIII-MS2-2

Les ¢éléments de localisation sont clonés dans le plasmide pIII-MS2-2 linéarisé par le site de

restriction Smal. La sélection de ce plasmide se fait sur un milieu privé de Leucine.
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b. Préparation de la souche YBZ1 khdl

Pour préparer les levures inactivées pour le gene codant pour la protéine Khdl, elles sont
transformées par un fragment amplifi¢ par PCR qui contient le géne kanMX. Il confere la
résistance a I’ Antibiotique G418. Il est intégré au génome de la levure par recombinaison et

sera utilis¢ comme marqueur de sélection (Figure 42).

Amplification de la séquence codant pour la kanamycine par PCR

Pour que la recombinaison ait lieu sur le géne de KHDI, les amorces utilisées contiennent
deux parties de la séquence de Khdl fusionnées aux séquences flanquantes de la kanamycine
(Figure 42). Le fragment est amplifié par PCR, avec les amorces 5’Khd1-Kan (P1) et 3’Khd1-
Kan (P1). 300uL de réaction PCR avec le plasmide pUG6 qui contient la séquence de la

kanamycine sont préparés.

Réaction PCR Conditions PCR
5uL 10X buffer Imin a 98°C 1 cycle
0,5pL P1( 50pmol)
0,5pL P2 (50pmol) Imin a 98°C
1puL 25mM dNTP Imin a 50°C 40 cycles
7uL 25mM MgSO4 | 2min30 a 72°C
1uL Matrice (1pg/pL)
0,5uL Vent 7min a 72°C 1 cycle
H,0 gsp 50uL
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Figure 42 : Inactivation du géne codant pour la protéine Khdl de la levure YBZ1
par recombinaison.

Préparation des levures YBZ1 compétentes

Une préculture de levures YBZ1 est lancée dans SmL de milieu YPD. Quand la DOgoonm=3,
ImL de cette préculture est dilué dans 50 mL de YPD puis a DOgponm=0.8, les cellules sont
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centrifugées Smin a 3700rpm, lavées avec SmL de SORB et reprises dans 350uL de SORB.

Elles sont aliquotées et stockées a -80°C.

Transformation

Dans un environnement stérile, 10uL. d’ADN de sperme de saumon sont dénaturés 5-10min a
95°C, puis refroidis sur glace 2min. Le fragment PCR purifié avec Qiaquick gel extraction
(Qiagen) est ajouté a S0uL de levures compétentes et 6 volumes de solution PEG (300uL).
L’ensemble est incubé 30min a 30°C sous agitation.

40uL de DMSO sont ajoutés puis les levures sont incubées 1 min a 42°C.

800ul d’eau stérile sont ajoutés, les levures sont récoltées et reprises dans 800ul de YPD et
incubées 2-3H a 30°C.

La transformation est étalée sur une boite de Pétri de milieu gélosé¢ YPD %,

Lorsque les levures ont poussé, un réplica est transféré sur une autre boite YPD'®. Pour cela
elles sont imprégnées sur un tissu stérile qui est appliqué sur la nouvelles boite de Pétri. Cette
technique permet de diminuer le nombre de clones faux positifs.

La souche YBZI1 khdl est vérifiée apres extraction des ADN génomiques qui sont analysés

par réaction de PCR.

Extraction des ADN génomiques

Plusieurs clones sont mis en préculture dans SmL de milieu YPD, sur la nuit a 30°C sous
agitation. Les levures sont récoltées, reprises dans 500uL de solution sorbitol (0,9M sorbitol,
0,IM Tris pHS, 0,IM EDTA) puis additionnées de 50uL de zymolase (6uLl de lytiase
(1000u/puL) + 294uL de solution sorbitol), S0uL de solution 2-ME (19,6uL de beta-
mercaptoéthanol dans 1mL d’eau). Les levures sont centrifugées et reprises dans 500uL de
tampon (50mM Tris pH8, 20mM EDTA) + 50uL de 10% SDS et incubés 20min a 65°C,
additionnées de 200uL de KOAc 5M et laissés sur glace 30min. Le mélange est centrifugé
3min a 13000 rpm pour garder le surnageant qui est précipité avec 1 mL d’EtOH absolu.

Le culot sec est repris dans 300uL de TE (10mM Tris pH 8, 10mM EDTA pHS), 20min a
65°C puis traité avec S0uL de RNAse A (Img/ml) et précipité a 1’isopropanol. Le culot est
alors repris dans 150uL de TE, extrait par PCI et précipité avec éthanol absolu et NaOAc 3M
puis repris dans 60uL d’eau.
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Les ADN génomiques sont utilisés pour amplifier par PCR la séquence de kanamycine
flanquée des parties restantes de la séquence de Khdl. Les amorces utilisées sont 5’Khd1 et

3’Khd1 situées aux extrémités de la séquence génomique de la protéine Khdl.

Réaction PCR Conditions PCR
10pL 10X buffer Imin 2 98°C 1 cycle
1uL P1( 50pmol/pL)

1uL P2 (50pmol/uL)  1min & 98°C
2uL 25mM dNTP Imin & 55°C 40 cycles
4uL 100mM MgSO,  2min a 72°C
10uL ADN génomique
0,5uL Vent 7min a 72°C 1 cycle
H,0 gsp 100pL

c. Etude de interaction par triple-hybride

Les souches YBZ1 et YBZ1 khdl sont transformées avec les plasmides pGAD-elF4G-Cter et
les différentes constructions de plII-MS2-2.

Pour la transformation, sont ajoutés: 10ul d’ADN de sperme de saumon, 10ul de chaque
plasmide, et 500ul de solution « yeast transfo buffer ». L’ensemble est vortexé puis mélangé a
des levures récoltées sur un Pétri.

Le tout est laissé sur la nuit a température de la picce.

Les levures sont étalées sur des pétri YPD™"V",

Lorsque les levures ont pouss€, une colonie de chaque transformation est étalée sur un Pétri
YPD U His 1 troisiéme sélection, avec Dhistidine, permet de réaliser un crible positif.

Seules les levures dans lesquelles les complexes ARN-protéine sont formés vont pousser.

Dans certains cas, du 3-AT (3-amino-1, 2, 4-triazole) est ajouté au milieu gélos¢.

d. Quantification de ’interaction par quantification de la p-galactosidase

5mL de préculture sont lancés dans du milieu YEPUrteurle

sur une roue a 30°C, pendant la
nuit. 2ml sont dilués dans 8 ml de milieu YPD. Lorsque la DOgponm=0.5-0.8, 8mL de culture
sont récoltés, additionnés de 1,5mL de Tampon Z (60mM Na,HPO4, 40mM NaH,PO4, 10mM

KCl, ImM MgSQ,), vortexé et centrifugés.
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Pour briser les levures, elles sont reprises dans 300uL de tampon Z, 3 gouttes de CHCl; et 3
gouttes de 0,1% SDS. L’ensemble est vortexé.

Pour la réaction de dosage de 1’enzyme, 100uL de la phase supérieure sont additionnés de
700uL de tampon Z+2-ME (135uL de B-mercaptoéthanol dans S0mL de Tampon Z) et 160uL
de tampon Z+ONPG (38mg ONPG + 9,5ml de Tampon Z), les tubes sont incubés a 30°C.
Quand le mélange devient jaune, apres 15H, la solution est arrétée avec 400uL de Na,CO;
IM. Le mélange est centrifugé 10min a 13000rpm et le surnageant est dosé au

spectrophotometre pour une absorbance a une DO4onm.
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III. INFORMATIONS COMPLEMENTAIRES

1. Synthése des constructions utilisées

Constructions

Sujet

pET-RRMp44

pGEX-4T1-Khdl
pGEX-5X3-Khd1-His
pGEX-2T-elF4G1

pGEX-5X-3-elF4G-Cter

YEP195Lac-lacZADHII

pBlunt-18S
plIIA-MS2-2
pGADT7
pGEM-EI
pGEM-IRE
pGEM-EIM6

RRM de la sous-unité p44 du facteur elF3 en fusion une étiquette (His)s en C-
terminal

GST-Khdlp en fusion avec la GST en N-terminal

GST-Khd1-Hisg en fusion avec la GST en N-terminal

Acides aminés 1-952 du facteur e[F4G1 de levure en fusion avec la GST en N-
terminal

Acides aminés 850-952 du facteur eI[F4G1 de levure en fusion avec la GST en N-
terminal

Plasmide dans lequel son clonées les différentes séquences de I’ARNm
ASH Iutilisées pour les immunoprécipitations avec Khd1-TAP

ARNr 18S

Plasmide pour la construction de I’ARN fusion dans le triple-hybride

Plasmide pour la construction de la protéine fusion dans le triple-hybride
Plasmide pour la transcription de 1’élément E1

Plasmide pour la transcription de I'IRE

Plasmide pour la transcription du mutant E1M6

2. Souches de levure

Souche

Génotype

S288C-Khd1-TAP
YBZ1

YBZ1-khdl

S288C, KHDI1-TAP ::HIS3

MATa, ura 3-52, leu 2-3, 112, his3-200, trpl-1, ade2, LYS2:: (LezAop)-lacZ,
LexA-MS2 coat (N55K)

YBZ1, khdl ::KAN
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3. Site de clonage multiple du vecteur pGEM-Teasy

T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3., ACIATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT} TAA|CC CGGG”C TGCAG“CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 Promoter

Apal Aat I Sphl BstZ | Neo |

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3’(Cloned insert) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA ITTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

I | | | lL_J_ —
Not | acll EcoRI Spe | EcoR | Not| Pst | sall
BstZ | BstZ |

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT . .. 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... 5

I | | “ " | SP6 Promoter
Ndel Sacl BstX | Nsi

4. Tampons et milieux de culture

2YT (1 litre) 16g de Tryptone
10g de yeast extract
5g NaCl

LB (1 litre) 10g de Tryptone
5g de yeast extract
10g NaCl

PBS (1 litre) 80g NaCl
2g KCI
14,4g Na,HPOy4
2,4g KH,PO4
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TBE (1 litre) 108g de Tris
55g d’acide borique
40mL de 0,5N EDTA

YEP 1% Bacto yeast extract (10g)
2% Bacto peptone (20g)

YPD YEP + 2 % Dextrose (glucose)

Yeast transfo buffer 40,5% PEG (3350)
100mM LiOAc
10mM Tris-HC1 pH 7.5
ImM EDTA

MATERIEL ET METHODES
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Etude du RRMp44 et de son interaction avec I’ARNr 18S RESULTATS

I. ETUDE D’UNE INTERACTION PUTATIVE ENTRE LE FACTEUR
EUCARYOTE D’INITIATION DE LA TRADUCTION 3 ET LA
SOUS-UNITE RIBOSOMIQUE 40S

1. Clonage, expression et purification du RRM de la sous-unité p44 du

facteur elF3

a. Analyse de la séquence de la sous-unité p44 du facteur elF3

La sous-unité elF3p44/g est une protéine de 320 acides aminés pour une masse de 35,6
kDa (Damoc et al., 2007). Elle contient, dans sa partie C-terminale, un motif de

reconnaissance de I’ARN de 73 acides aminés (Figure 43).

'MPTGDFDSKPSWADQVEEEGEDDKCVTSELLKGIPLATGDTSPEPELLPGAPL
PPPKEVINGNIKTVTEYKIDEDGKKFKIVRTFRIETRKASKAVARRKNWKKEG
NSEFDPPGPNVATTTVSDDVSMTFITSKEDLNCQEEEDPMNKLKGQKIVSCRI
CKGDHWTTRCPYKDTLGPMQOKELAEQLGLSTGEKEKLPGELEPVQATQNKTGK
YVPPSLRDGASRRGESMQPNRRADDNA?**TIRVINLSEDTRETDLQELFRPFG

SISRIYLAKDKTTGQSKGFAFISHHRREDAARATIAGVSGFGYDHLILNVE WA
320
KPSTN . N

| ]
=3

RNP1 RNP2

Figure 43 : Séquence en acides aminés de la protéine e[F3p44 (NP_003746)
Le domaine fonctionnel RRM est représenté par I’ensemble des lettres rouges. Les deux étiquettes
caractéristiques de ce domaine RNP2 et RNP1 sont encadrées.

Le Motif de Reconnaissance de I’ARN est partagé chez un grand nombre de protéines
ligands d’ARN comme les protéines snRNP (« small nuclear ribonucleoprotein ») impliquées
dans 1’épissage ou hnRNP (« heterogenous nuclear ribonucleoprotein ») impliquées entre
autres dans le transport nucléaire des ARNm. Les structures tridimensionnelles de plusieurs
RRM ont été résolues par cristallographie et RMN (Résonance magnétique nucléaire). Leur
structure secondaire se présente généralement sous la forme de quatre feuillets § contenant les
signatures RNP-1 et RNP-2 et de deux hélices a. L’agencement se fait dans 1’ordre p1-al1-p2-
p3-02-p4.

D’apreés les résultats d’alignement de séquences (Blast effectué contre la banque
« Swissprot »), la sous-unité p44 du facteur elF3 contient un domaine RRM. 1l est situé dans la

partie C-terminale de la protéine (acides aminés 240-317). La séquence en acides aminés prédit
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une structure secondaire de la forme B1-a1-B2-B3-a2-B4. Au sein des feuillets B sont présents les
motifs RNP-2 et RNP-1 caractéristiques des RRM.

Ces protéines sont parmi les premiers résultats de Blast du RRMp44 contre la banque
« Swissprot ». Le RRMp44 montre une homologie substantielle avec ces RRM bien caractérisés
fonctionnellement et structurellement.
Jai aligné la séquence du RRMp44 avec celles des RRM des protéines suivantes (Figure 44) :
elF3p33 (TIF 35) ’homologue de p44 chez S. cerevisiae,

* sxl («Sex-lethal ») un facteur d’épissage et régulateur de la traduction
impliqué dans le déterminisme sexuel chez la drosophile,

*  hnRNPAI impliquée dans le transport nucléo-cytoplasmique des ARNm,

* ¢t U2AF facteur impliqué dans I’épissage.

10 2 o © e 7 %
\RRMp44_homo_sapiens TIIRMTNLISEDTRETDL-QELFR---PFGSISRI--YLAKDKTTGQSKGF I SFIHRREDAARAITAGVS - - - - - GFGYDHLILNVE
RRMp33_S_cerevisiae TLKIMQVINENADENSLREELLF---PFAPIPRV.-SVVRNKETGKSRGL VTFSSEEVAEQALRFLD- - - - - GRGYMNL ILRVE
oxl_drosophila NLYMTNLPRTITDDQL-DTIFG- - -KYGSIVQK- -NILRDKLTGRPROGVABVRY[NKREEAQEAISALNNVIPEG-GSQPLSVR- -
hnRNPA1_homo_sapiens -|IFMGG IIKEDTEEHHL-RDYFE- - -QYGKIEVI--EIMTDRGSGKKRGF VTFIDDHDSVDKIVIQKY - - - - .. HTVNGHNCEV -
U2AF_homo_sapiens -LYMGNIIPFGITEEAM-MDFFNAQMRLGGLTQAPGNPVLAVQINQDKNE LEFIRSVDETTQAMAFDG - - - - - - I1FQGASLKIR
ol | ol el o el it el

TLYV+N+PED+TE--L--+LF----P+GSI-+1--NIVRDK-TG+SRGFAFVTF - -SREEA-QAIAFL------ G-GYQGL+LRVE

Prédicti Secondaire L 4 — -

Figure 44 : Alignement de la séquence du RRMp44 avec d’autres domaines RRM déja caractérisés.

Les motifs RNP des domaines RRM de la protéine eIlF3p33 de S. cerevisiae, de la protéine sx/ de Drosophila,
des protéines humaines hnRNPA1 et U2AF, sont encadrés en rouge. La structure secondaire de ces domaines est
schématiquement représentée sur la ligne du bas ; les hélices alpha sont en rouge et les feuillets beta sont en vert.

Les prédictions des structures secondaires de chacun des RRM donnent I’organisation
Bl-al-p2-p3-a2-p4.

L’alignement de ces séquences présente les motifs RNP encadrés en rouge. Les acides
aminés les plus souvent représentés sont surlignés en dégradé de bleu. Les plus foncés sont les
plus conservés. Dans le domaine RNP-1, généralement le plus conservé, nous pouvons noter la
présence de I’acide aminé aromatique phénylalanine (F). Cet acide aminé a un role prépondérant
dans la reconnaissance de I’ARN. Il est presque tout le temps retrouvé a ces mémes places dans

le motif RNP-2.
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» Dans la partie C-terminale, la sous-unité p44 contient une séquence caractéristique
des RRM (acides aminés 240 a 317). J’ai décidé de cloner cette séquence afin

d’étudier les propriétés de liaison a I’ARN de ce domaine.

b. Clonage de la séquence codante pour le RRMp44

Jai cloné ’ADN codant pour les acides aminés 227 a 320 de la protéine elF3p44 en
fusion avec I’étiquette poly-histidine du coté C-terminal. Cette s€quence qui contient le RRM
identifi¢ précédemment (acides aminés 240 a 313) est clonée a partir de I’ARN total purifi¢ de
cellules Namalwa (Figure 45). Les lignées cellulaires Namalwa sont des lymphocytes B issus
d’une tumeur de Burkitt africaine qui comporte deux copies du virus EBV intégrées au

génome.

elF3p44
Figure 45: Schéma de la séquence
protéique eIF3p44 avec son RRM
Le RRM est situé dans la partie C-
terminale (240-313). La partie clonée
contient les acides aminés 227 a 320.

c. Purification de la protéine recombinante RRMp44-His

La protéine recombinante a été exprimée dans les bactéries E. coli BL2IDE3
transformées par le plasmide pET-RRMp44. Cette protéine est exprimée en grandes quantités
dans la fraction soluble.

La protéine est purifiée par chromatographie d’affinité avec des billes de nickel dans
des conditions natives. Elle est ¢luée pour une concentration d’imidazole de 60mM (Figure

46). Le profil d’¢lution de RRMp44-His montre que toute la protéine attachée sur les billes
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semble étre ¢luée. De plus sa pureté est assez bonne. Les fractions 2, 3, 4 et 5 qui sont les plus
pures sont rassemblées puis concentrées pour le criblage.

La taille de la fusion RRMp44-His est évaluée a 11772 Da (http://ca.expasy.org/). Sur

le gel dénaturant SDS-PAGE, elle migre entre les marqueurs de poids moléculaire 6,5 kDa et

16,5 kDa.

Elution
Lavages Imidazole 60mM

16,5kDa-
6,5kDa-

RRMp44-(His)6

Figure 46 : Profil d’élution de la protéine RRMp44 produite dans les bactéries E. coli BL21
Le surnageant (SN) est la fraction bactérienne soluble dans laquelle est retrouvée la protéine
recombinante surexprimée. Elle se situe entre les marqueurs de poids moléculaire (M) de taille
6,5kDa et 16,5kDa. L’ensemble des protéines bactériennes qui ne s’accrochent pas a la colonne de
billes de nickel est dans le «flow-through» (FT). Les lavages sont effectués avec des
concentrations croissantes d’imidazole (10mM a 40mM). La protéine est éluée a une concentration
d’imidazole de 60mM. Les fractions les plus pures sont 2, 3, 4 et 5.

Les fractions les plus pures sont utilisées pour les études d’interaction.

v La sous-unité p44 du facteur eIF3 contient un domaine caractéristique de liaison de
I’ARN de type RRM

v" Le RRM se situe dans sa partie C-terminale entre les acides aminés 240 et 313

v' La protéine recombinante RRMp44-His est soluble et peut étre purifiée dans des

conditions natives
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2. Construction de la banque d’ARNr 18S

a. Clonage de ’ARN ribosomique 18S humain

L’ADNCc de I’ARNTr 18S (nucléotides 1-1737) a ét¢ obtenu par rétro-transcription d’ARN
total purifié a partir de cellules HeLa (Figure 47A). Le produit d’amplification obtenu par
PCR est utilisé pour préparer la banque de fragments aléatoires d’ARNr 18S.

b. Construction de la banque

Le produit PCR de 1737pb de I’ARNTr 18S est digéré par la DNAsel. Cette enzyme coupe
spécifiquement les double-brins d’ADN de facon aléatoire.

L’analyse des produits de digestion sur un gel d’agarose montre une trainée d’ADN
(Figure 47A). Les fragments ont une taille majoritairement comprise entre 100 et 400 paires
de bases.

Les fragments d’ADN sont clonés entre les promoteurs de transcription T7 et SP6 du
vecteur pGEM-T-easy (Promega) (Figure 47B). Ce vecteur a ’avantage d’avoir une forte
efficacité de ligation. En revanche, nos fragments sont clonés indistinctement dans les deux
sens. Nous construisons donc une banque qui comporte des ADNc codants pour des
fragments d’ARNr 18S sens mais aussi anti-sens. Cette réaction de ligation est la base de

départ de la banque.
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A
603-
DNAse | 310- Fragments de
2322- > 194- I'ADNc de 18S
2027-
18S non digéré
B — = C

d'ARNr 18S

Vecteur vide

> Banque de fragments

-

pGEM-T easy
(Ampi)

Figure 47 : Préparation de la banque de fragments de ’ARN ribosomique 18S.

(A) L’ADNCc de 18S est cloné par RT-PCR. Il est amplifié par PCR puis digéré par la DNAsel. (B) Ces produits de
digestion sont clonés entre deux promoteurs de transcription SP6 et T7 dans le vecteur pGEM-Teasy. (C) Les ARN
qui possedent un fragment de I’ARNr 18S sont purifiés sur un gel dénaturant.
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La majorité des vecteurs qui se sont refermés contiennent des ADNc de la séquence de
18S, alors qu’une autre partie s’est recircularisée. En effet, dans la réaction de ligation, le
vecteur est en exces pour cloner toutes les séquences. La banque est amplifiée par PCR avec
les amorces qui correspondent aux promoteurs T7 et SP6. Ce produit PCR est utilisé comme
matrice pour la transcription. J’ai choisi d’utiliser le promoteur T7 qui a une efficacité de
transcription supérieure au promoteur SP6.

Afin de travailler avec les fragments d’ADNc de 18S d’une taille permettant de minimiser
un site de potentiel de liaison de la protéine, seuls certains produits de transcription sont
purifiés du gel dénaturant. Les fragments de I’ARNr de taille comprise entre 30 et 150 sont
découpés du gel dénaturant et utilisés pour le criblage. En pratique, apreés la premicre
transcription les ARN obtenus ont des tailles comprises entre 160nt, transcrit du contexte du
vecteur pGEM vide, et 560nt qui sont les ARN issus des clones qui ont un insert de 400pb.
Pour m’affranchir des ARN issus des vecteurs vides et de ceux qui sont issus des clones avec
des inserts de trop grande taille, je purifie les fragments sur gel dénaturant (Figure 47C). Au
cours de la purification, les ARN qui possedent des fragments de 18S compris entre 30 et 150
paires de base (c’est-a-dire les transcrits d’une taille de 190 a 310) sont découpés. Ces ARN

constituent la banque de départ pour le criblage.

L’ARNTr 18S est cloné a partir d’ADNCc.

La banque aléatoire de fragments de 18S congue par digestion avec la DNAsel donne

un ensemble de fragments d’une taille comprise entre 30 et 150pb.

3. SERF : Criblage de la banque de fragments de PARNr 18S contre le
RRMp44

a. Sélection des fragments de ’ARNr 18S

Les fragments de ’ARNr 18S sont utilis€s pour la sélection in vitro avec la protéine

recombinante RRMp44.
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La méthode SERF est dérivée du SELEX. Elle consiste a s€lectionner au sein d’une
banque de fragments d’ARN celui (ou ceux) qui ont de I’affinité pour une protéine d’intérét.
Plusieurs cycles sont effectués afin d’enrichir 1’ensemble avec le (ou les) fragment (s) qui ont
le plus d’affinité pour la protéine d’intérét.

Dans mon cas, ’ARNr 18S digéré qui constitue ma banque de départ est criblé par le
RRMp44 recombinant produit dans les bactéries. La protéine purifiée et les fragments d’ARN
sont incubés pour permettre au complexe ribonucléoprotéique de se former. Ce complexe est
filtré sur une membrane de nitrocellulose. Grace aux propriétés de cette membrane de retenir

les protéines, les ARN complexés aux protéines sont ¢galement retenus (Figure 48).

Ny My N
,'gf "' rétention du ’J&/‘

\XJ
4 complexe ARN-
protéine sur
/’urification surgel nitrocellulose Extraction des
dénaturanturée . ARNdes
T T des transcrits SERF complexes
. + avecinsert retenussurla
[ 4toursde membrane
(- sélection-
amplification
- . transcription RT-PCRdes
desfragments .» ARN extraits
selectionnes e matrices pourla
o transcription

...} o

Les fragments sélectionnés sont clonés pour étre séquencés

Figure 48 : Schéma d’un cycle de sélection effectué pour le criblage de la banque d’ARNr 18S par
la protéine recombinante RRMp44-His

Les ARN des complexes sont extraits puis rétro-transcrits. Les ADNc obtenus sont
amplifiés par PCR afin d’étre utilisés comme matrice de transcription pour le tour suivant.

Cette ¢étape permet d’enrichir la banque en fragments qui ont de 1’affinité pour le RRMp44.
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La taille des ARN purifiés et utilisés dans les cycles de sélection varie entre 30 et
150nt (plus le contexte de 160nt). La diversité¢ de la bibliothéque correspond au nombre de
fragments différents de la banque (Figure 49). Dans le cas de ’ARNr 18S, nous sommes en
présence d’'un ARN d’une taille de 1800 bases et la taille moyenne des fragments (30 a 150nt)
est estimée a 100nt. La complexité de la bibliothéque obtenue correspond & 6,4x10* fragments

différents.

Les fragments qui contiennent la séquence consensus de 40 nucléotides représentent
environ 0,2 % de la population initiale. Sachant que chaque tour de sélection-amplification
permet d’enrichir 10 fois en consensus, la détection du site d’interaction devrait avoir lieu a

I’1ssue du troisiéme ou du quatrieme tour de sélection.

Taille d'ADNc digéré

\ Figure 49 : Formule de calcul de la diversité de la bibliothéque

Taille moyenne des fragments

b. Résultats du criblage

Les fragments issus des tours 3 et 4 de sélection ont ét€¢ séquencés. Les résultats du
séquengage sont présentés dans le Tableau 5.

La premiere analyse qui se dégage de cette série de séquengages est la prédominance
d’une séquence composée des nucléotides 1700 a 1730 de I’ARNr 18S. Elle est retrouvée
dans les 2/5° des séquences. En revanche cette séquence est anti-sens. En effet la banque de
fragments est constituée des deux séries de fragments sens et anti-sens de I’ARNr 18S.

De plus, et contre toute attente, aucune séquence sens ne semble avoir été sélectionnée

et amplifiée de fagon préférentielle.
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Jai alors regardé si dans ces séquences un motif se répétait. Parmi les 49 séquences,

62% contiennent un consensus de 4 nucléotides GUAG. Pour 77% d’entre elles, la séquence

est dans un contexte GUXGUAG.

Aussi, une partie des séquences comporte un environnement riche en Guanosine et

Cytidine.

Tableau 5 : Résultats du criblage de la banque de fragments de ’ARN ribosomique 18S contre le RRM de
la protéine eIF3p44.
Voir explications dans le texte.

Clone Séquence Orientation
>4-65 UACCUGGUUGAUCCUGCCAGUAGCAUAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUG 1-56 sens
>4-116 UACCUGGUUGAUCCUGCCAGUAGCAUGCUUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGA 1-52 sens Groupe 2
>4-138 UACCUGGUUGAUCCGGCCAGUAGCAUAUGCUGUCUCAAAGAUUAAGCCAUGCAUGUCA 1-59 sens
>4-158 GGCGCUGACCCCCUUCGCGGGGGGGAUGCGUGA 184-201 sens
>3-22 UGGUCCGCCGCGAGGCGAGCCACCGCCCGUCCCCG 704-737 sens
>4-60 CGAUCAGAUACCGUCGUAGUUCCGACCAUAAACGAUGCCGAC 1053-1094 sens Groupe 3
>4-61 AGAUACCGUCGUAGUUCCGACCAUAAACGAUGCC 1058-1091 sens
>3-16 CGACCAUAAACGAUGCCGACCGGCGAUGCGGCGGCGUUAUUC 1075-1116 sens
>4-19 UGGCGAUGCGGCGGCGUUAUUCCCAUGACCCGCCGG 1096-1130 sens Groupe 4
>4-26 GGCGAUGCGGCGGCGUUAUUCCCAUGACCCGCCGG 1096-1130 sens
>4-16 GCUUAAUUUGACUCAACACGGGAAACCUCACCCGGCCCGGACACGGACAGGAUUGACAGAUUGAUAA 1236-1301 sens
>4-63 CGUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCUUAGUUGGUGGAGCGAUUUG 1317-1361 sens
>4-5 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAGCGACGGGCGGUGA 1703-1737 als
>3-15 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAGCGACGGGCGGUGUGUACGAAGGGCAGGGACUUAAAA 1678-1737 als
>4-18 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAGACGACGGGCGGUGUGUACAAAGGGCAGGGA 1683-1737 als
>3.21 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUGUACAAAGGGCAGGGA 1683-1737 als
>4-33 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAGCGACGGGCGGUG 1700-1737 als
>4-62 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUG 1698-1737 als
>4-67 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAGCGACGGGCGGUGUGUACAAAGGGCAGG GACUUA 1679-1737 als
>4-68 UCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAGCGACGGGCGGUG 1700-1737 als
>4-20 ACUAAACCAUUCCAAUCNCGUA GUAGCGACGCGGCCGUGUGA 1698-1735 als
>4-75 CUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUGUA 1696-1734 als Vi 1
>4-71 CUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUGUA 1696-1734 als
>4-54 CUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUGUA 1696-1734 als
>4-31 CUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUG 1698-1734 als
>4-56 CUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUG 1698-1734 als
>4-72 AACCAUCCAAUCGGUAGUAGCGACGGGCGGUGUG 1698-1731 als
>4-74 AACCAUCCAAUCGGUA GUAGCGACGGGCGGUGUGUA 1696-1731 als
>4-79 AACCAUCCAAUCGGUA GUAGCGACGGGCGGUGUGUA 1696-1731 als
>4-83 AACCAUCCAAUCGGUAGUAGCGACGGGCGGUGUGUA 1696-1731 als
>4-166 UCUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGG GCGGUGUGUA 1696-1734 als
>3-21 UUCACUAAACCAUCCAAUCGGUA GUAG CGACGGGCGGUGUGUACAAAGGGCAGGGA 1683-1737 als
>3.5 GGCGGUGUGUACAAAGGGCAGGGACUUAAUCAACGCAAGCUUAUGACCCGCACUUACUGGGAAUUCCUCA 1649-1706 als
>4-9 CAUCACGAAUGGG GUUCAACGGGUUACCCGCGCCUGCCGGCGUAGGGUAGGCACACGCUA 1545-1603 als
>4-11 AGAAGUUGGGGGACGCCGACCGCUCGGGGGUCGCGUAACUAGUUAGCAUGA 1395-1444 als
>4-155 GGGGGACGCCGACCGCUCGGGGGUCGCGUAACUA 1404-1437 als
>4-53 GGACGCCGACCGCUCGGGGGUCGCGUAACUAGUUAGCA 1397-1434 als
>4-17 UGGGGGUCGCGUAACUAGUUA 1400-1419 als
>4-64 AAACGCUUCGGGCCCCGCGGGACACUCAGCUAAGAGCAUCGAGGGG 756-801 als
477 CAUUCCAAUUACAGGGCCUCGAAAGAGUCCUGUAU- 474-563 s
UGUUAUUUUUCGUCACUACCUCCCCGGGUCGGGAGUGG GUAAUUUG-CGCGCCUGC
>4-78 UGGUCACCAUGGUAGGCACGGCGACUACCAUCGAAAGUUGAUAGGGC 355-401 als
>4-73 UGGUCACCAUGGUAGGCACGGCGACUACCAUCGAAAGUUGAUAGGGC 355-401 als
>4-168 UCACCAUGGUAGGCACAGCGACUACCAUCGAAAGUUGAUAGGGCAGACGUUCGNAUG 342-398 als
>4-141  UCCAUGGUAGGCACAGNGACUACCAUCGAAAGUUGAUAGGGCAGACNUUCGAAUGGNUCGUCGCCGCCACGGGG 323-395 a/s
>4-87 GGGCAGACGUUCGAAUGGGUCGUCGCCGCCACGGGGGG 321-358 als
>4-129 GGGCAGACGUCGAAUGGGUCGUCGCCGCCACGGGGGGCGUGCA 316-358 als
>4-81 GAAUGGGUCGUCGCCGCCACGGGGGGCGUGCG 315-346 als
>4-70 GGGGGCGUGCGAUCGGCCCGAGGUAUCUAGAGUCACCA 287-325 als

Pour la suite de I’étude, j’ai choisi de m’intéresser a quatre groupes de séquences (Tableau 5).

La séquence prédominante anti-sens pour les nucléotides 1730 a 1700. Toutes les

séquences qui contiennent ces nucléotides constituent le groupe I. Le consensus

GUAG est présent deux fois dans la séquence.

Une séquence qui contient le consensus GUAG (clones 4-65, 4-116, 4-138). Le groupe

IT est constitué des séquences des nucléotides 1 a 59.
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= Le groupe III va représenter les séquences qui ont le consensus GUXGUAG (4-60, 4-
61). Les nucléotides impliqués sont 1058 a 1091.

= Enfin le groupe IV n’a aucune des séquences prédominantes (3-16, 4-19, 4-26) mais
qui est riche en GC tout comme les séquences du groupe I. Ce sont les nucléotides

1075 a 1116.

Les séquences issues du criblage du RRMp44 ont une séquence prédominante qui

correspond aux nucléotides 1730 a 1700
Malheureusement cette s€quence est anti-sens de I’ARNr 18S

Il ressort aussi un contexte riche en G et C ainsi qu’une séquence GUXGUAG

4. Analyse des fragments sélectionnés

Interaction du RRMp44 avec les fragments des groupes I, IL, I1I et IV

Apres I’analyse des résultats du criblage, j’ai choisi de tester quatre groupes pour leurs
capacités d’interagir avec le RRMp44. Pour essayer de discriminer parmi ces quatre groupes
celui qui aurait une affinité plus grande, je les ai transcrits en présence de **P pour faire des
analyses de « retard sur gel ».

Un représentant de chaque groupe est incubé avec la protéine recombinante RRMp44-His.
Les résultats de ces interactions sont observés sur le gel natif (Figure 50). Des concentrations
croissantes de RRMp44 sont ajoutées aux différents clones.

Comme on peut le voir a la Figure 50, la protéine RRMp44 est capable d’interagir avec

chacune des séquences des différents groupes.
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[RRMp44] en pM

- 0,5 5 - 0,5 5 - 0,5 5 - 0,5 5

Groupe Groupe ll Groupe lll Groupe IV

Figure 50 : gel natif des complexes du RRMp44 avec les séquences des groupes I, I1, III et IV
A et B : complexes ARN-protéine formés par le RRMp44. * : ARN non lié.

Les affinités semblent sensiblement les mémes pour ces différentes séquences. Il existe un
complexe un peu plus faible avec le représentant du groupe IV. Un complexe ARN-protéine
commence a apparaitre pour la premiére concentration de protéine (0,5uM). Ce résultat nous
donne un ordre de grandeur du Kp du RRMp44 pour ces ARN. Il semble supérieur a 1uM.
Apres 1’analyse des groupes sur un gel natif, je n’ai pas réussi a identifier parmi ces
clones une séquence qui aurait une meilleure affinité que les autres. Ni pour la séquence du

groupe I retrouvée dans les 2/5° des séquences, ni pour aucune séquence sens de I’ARNr 18S.

J’ai alors émis 1’hypothése que ces fragments avaient une certaine affinité méme si le
Kp est faible, et je les ai alors comparés a un contrdle. J’ai choisi d’utiliser le contexte dans
lequel j’ai cloné mes fragments en le digérant pour avoir une taille équivalente a mes

fragments de 18S. (Figure 51).
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Spel
Promoteur T7 MCS1 Insert L MCS2
5 3
pGEM+Insert
Sacl
Promoteur T7 MCS1 MCS2 ¢
5 3’

pGEM

Figure 51 : Constructions des transcrits utilisés pour le retard sur gel avec le RRMp44
Le contrdle est construit sur la base du contexte du site de clonage multiple du pPGEM

J’étudie les complexes entre le RRMp44, le contexte, et les ARN des groupes I, Il et IV. Les
complexes sont analysés sur un gel natif. Il apparait un complexe pour chacun des transcrits
(Figure 52). Le contexte montre avec RRMp44 une affinité au moins aussi bonne que celle

qui existe avec les autres transcrits.

Les fragments sélectionnés ne semblent pas 1’avoir été directement par leur affinité avec la

protéine RRMp44.
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[RRMp44]| en pM

Contexte Groupe | Groupe IV Groupe lll

Figure 52 : Retard sur gel natif des ARN des groupes I, III et IV et du contexte de transcription
* . ARN non-lié. A et B : Complexes ARN-protéine.

Pour trouver la raison pour laquelle ces séquences ont été sélectionnées lors du
criblage, j’ai testé¢ la formation des complexes a de plus hautes concentrations de RRMp44
purifié. J*ai testé une concentration de RRMp44 allant jusqu’a 10uM.

Sur les gels précédents (Figure 50 ;Figure 52), une premicre bande (A) présente
correspond fort probablement au complexe 1:1 entre I’ARN et la protéine. Une seconde bande
(B) intense apparait pour des concentrations plus grandes. Dans I’intervalle apparaissent
d’autres bandes beaucoup moins fortes peut-étre dues a des protéines qui interagissent avec
plusieurs ARN.

Afin de savoir si la répartition entre ces deux formes peut varier avec les plus fortes
concentrations de protéine j’ai formé les complexes avec le contexte et la séquence du groupe
I (Figure 53). Les concentrations allant jusqu’a 10pum ne laissent apparaitre que deux types de
complexes. Il semble qu’ils soient constitués d’un ARN associé a une ou deux molécules de

RRMp44 (Figure 53).
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[RRMp44] en pM

- 1 5 10 - 1 5 10

Contexte Groupe |

Figure 53 : Retard sur gel natif des complexes du contexte et du groupe I pour
des concentrations de RRMp44 de 1uM, 5uM et 10uM.
* . ARN non-lié. A et B : Complexes ARN-protéine.

v" Le RRMp44 est capable d’interagir avec I’ARN

v Dans la séquence de I’ARNTr 18S aucun des domaines ne semble avoir été sélectionné

pour une affinité particuliére pour RRMp44
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5. Conclusion

Dans cette partie, j’ai présenté des travaux menés dans le cadre de 1’étude de 1’interaction
du facteur elF3 et de la petite sous-unité ribosomique 40S. Pour cela, j’ai cloné I’ARN
ribosomique 18S d’une part et le RRM de la sous-unité elF3p44 d’autre part.

Pour déterminer si une séquence préférentielle existait au sein de ’ARNr 188, j’ai procédé¢ a
la construction d’une banque de fragments aléatoires a partir de sa séquence. J’ai appliqué la
technique SERF pour cribler cette banque afin d’identifier les interactions putatives avec le
RRMp44 exprimé et purifié¢ dans les bactéries.

Le résultat de ce criblage m’a donné un ensemble de séquences de ’ARNr 18S constitué d’un
mélange de fragments sens et d’anti-sens.

L’analyse indépendante de I’orientation m’a permis d’identifier une séquence (GUAQG)
retrouvée dans 62% des ARN isolés.

L’analyse de séquences qui me semblaient pertinentes par des retards sur gel m’a tout d’abord
donné une information. Le RRMp44 est capable d’interagir avec I’ARN. En revanche, je n’ai

pas pu déterminer parmi les s€quences sélectionnées, celle dont I’affinité serait la meilleure.

128



Régulation de la traduction de ’ARNm ASHI par KhdIp RESULTATS

Avant—propos AU SUJET DES TRAVAUX REALISES SUR LA REGULATION DE LA

TRADUCTION DE L’ARNM ASH1 PAR LA PROTEINE KHDI1.

Les résultats des travaux réalisés a Montréal sont le fruit du travail de plusieurs étudiants.
Dans cette partie de résultats, j’expose les expériences que j’ai réalisées et lorsque cela est
nécessaire, je fais une bréve syntheése des expériences et des résultats importants pour la

compréhension du cheminement scientifique.
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II.ETUDE D’INTERACTIONS MOLECULAIRES IMPLIQUEES
DANS LE MECANISME DE REGULATION DE L’INITIATION
DE LA TRADUCTION DE L°’ARN MESSAGER ASH1

1. Interaction de Khdlp avec PARNm ASH1

a. Khdl1p interagit avec E1

Pour identifier un domaine de I’ARNm ASH! capable d’interagir avec la protéine Khdl,
J’ai effectué des immunoprécipitations de différents fragments de la séquence d’ASH1 (Figure
54):

1) Nucéotides 1-846 : séquence qui englobe I’¢élément N

2) Nucéotides 598-750 : I’¢lément E1

3) Nucéotides 37-284 : une partie de I’élément N (sans E1)

4) Nucéotides 1221-1378 : I’élément E2BD1

ARNM Ash1
1 _ 1767
N - U
598-750
1-846 | =2ER)
37286 [ ]
12211375

Figure 54 : Fragments utilisés pour les études d’interaction.
Les séquences utilisées pour les essais d’immunoprécipitations dans la souche Khd1-TAP.

Les levures qui sont utilisées dans cette expérience expriment de fagon constitutive la
protéine Khdl en fusion avec une étiquette TAP (voir p.95). Elles sont transformées avec
différentes constructions du plasmide YEp195 dans lequel sont clonés les fragments de

I’ARNm ASH1 sous controle du promoteur GAL (Figure 54). Les levures sont tout d’abord
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cultivées dans un milieu qui contient du glucose. Lorsqu’elles sont arrivées en phase de
croissance, elles sont diluées dans un milieu qui contient du galactose pour induire
I’expression des différentes constructions d’ARN en fusion avec la séquence de LacZ.

Les protéines Khd1-TAP sont immunoprécipitées avec des billes couplées a une 1gG qui
reconnait une partie de I’étiquette TAP de Khdl : la protéine A. Les ARN qui se sont liés sont

extraits pour étre analysés par RT-PCR en amplifiant un fragment de la séquence LacZ.

Tableau 6 : Résultats de ’immunoprécipitation des fragments d’4ASH1 par la protéine Khd1TAP
Séquence d’Ashl  1-846 598-750 37-284 1221-1375

IP+RT + + - -
IP-RT - - - -
ARN total + + + +

Ces immunoprécipitations ont permis d’identifier I’élément E1 comme étant le site
d’interaction entre Khdlp et ’ARNm ASHI (Tableau 6). Ces résultats sont en accord avec

ceux publiés par Irie et al. (2002).

La protéine Khdl interagit avec I’ARNm ASH/ au niveau de I’élément E1. Contrairement
a de nombreuses protéines de sa classe, Khd1p ne semble pas interagir avec la partie 3°’UTR
de ’ARNm. Généralement ces séquences contiennent des €léments régulateurs. Dans le cas
de la protéine ZBP-1, elle se lie a la partie 3’UTR de I’ARNm de B-actine pour réguler sa
localisation aux lamellipodes de la cellule, ce qui permet a la cellule d’étre polarisée ainsi que

sa motilité (Farina et al., 2003; Kislauskis et al., 1993).

b. L’interaction entre Khdl1p et I’élément E1 est directe in vitro

Pour confirmer in vitro qu’une interaction directe est possible entre Khdlp et I’élément
El, jai effectué¢ des essais de retard sur gel en conditions natives entre la protéine

recombinante GST-Khd1 et I’élément E1 transcrit in vitro (Figure 55).
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Lorsque des quantités croissantes de protéine sont ajoutées a I’ARN, un complexe est
observé entre Khdlp et ’ARN El. Pour les concentrations les plus élevées, des bandes
supplémentaires apparaissent. Elles sont probablement dues a la dimérisation de la protéine.
Les domaines KH sont en effet connus pour leur aptitude a former des dimeres (Ramos et al.,
2002). L’interaction de Khdlp avec ’ARN El forme un complexe spécifique. Dans les
mémes conditions que pour ’ARN EIl, I’élément IRE utilis¢ comme contrdle négatif ne
montre que treés peu de complexe avec la protéine.

Afin de vérifier sur le gel si le complexe observé est dii a I’interaction de la protéine avec
I’ARN marqué, j’ai effectué des compétitions avec 1’élément E1 transcrit in vitro froid
(Figure 55). Lorsque des quantités croissantes d’ARN froid sont ajoutées, le complexe
disparait peu a peu.

Ces résultats montrent donc que I’interaction entre Khd1p et E1 est directe.
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GST-Khd1
- — ] - — ] ARN E1 froid
10 50 150

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

ARN E1 ARN IRE ARN E1

Figure 55 : Retard sur gel natif de I’élément E1 avec GST-Khd1.

Des quantités croissantes de GST-Khdlp (0, 0,3, 0,64, 1,6 et 3,2 uM pour les lignes 1-5 et pour les lignes 6-10 ;
9,6uM pour les lignes 11-13) sont ajoutées aux ARN. L’astérisque indique I’ARN non complexé. Les compétitions
des complexes GST-Khd1-E1 sont réalisées avec des exces de I’élément E1 froid (10X, 50X et 150X ; lignes 11-13)

c¢. L’interaction de Khdlp avec I’élément E1 est spécifique

Afin de m’assurer de la spécificité de I’interaction entre I’élément E1 et la protéine Khdl,
j’ai effectué d’autres compétitions. Les ARN El et IRE froids sont utilisés pour observer leur
effet sur le complexe formé par I’ARN E1 et Khd1p (Figure 56).

Des quantités croissantes de 1’élément E1 froid ou de I’IRE froid sont ajoutées a la réaction.
Pour la compétition avec E1 froid, dés la premicre condition (40 fois) la moitié du complexe
avec I’ARN EI1 disparait. Il n’est presque plus visible dés qu’il y a 100 fois plus d’ARN froid.
En revanche, la compétition avec I’ARN IRE est beaucoup moins efficace. Ces résultats

montrent a nouveau que ’affinité de Khd1p pour I’ARN E1 est supérieure a celle pour I’'IRE.
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GST-Khd1
ARN E1 ARN IRE

40 100 200 40 100 200
1 2 3 a 5 6 7 8

Figure 56 : Retard sur gel natif de I’élément E1
avec GST-Khdl en compétition avec E1 et IRE
froids.

L’ARN EI seul est marqué par un astérisque (ligne 1).
L’ARN EI est en complexe avec 0,63uM de GST-
Khdl (ligne 2). Des quantités croissantes (40, 100 et
200 fois) d’ARN EIl froid sont ajoutées au méme
complexe EI-Khdl que ligne 1 (lignes 3-5). Les
compétitions sont également réalisées avec I’ARN IRE
froid (40, 100 et 200 fois) (lignes 6-8).

ARN E1

d. L’interaction de Khdlp avec la boucle apicale

Les protéines qui possedent des domaines KH ont beaucoup été étudiées. Elles sont
connues pour interagir de préférence avec les ARN simples brins. Certaines ont une
préférence pour des séquences qui possedent 1’¢lément UCA (Musunuru and Darnell, 2004).
Une étude précédente a montré que Khdlp aurait une préférence pour les séquences riches en
pyrimidines (Denisenko and Bomsztyk, 2002).

Nous avons remarqué que la boucle terminale de I’élément E1 était riche en pyrimidines

offrant ainsi un site potentiel d’interaction avec Khdlp.
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El E1M6
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GeGCG ':; sod Figure 57 : Structures secondaires de I’élément E1
3 CFav et du mutant E1M6.
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Figure 58 : Compétitions des complexes Khd1p-
E1 par les ARN E1 et E1IM6.

Des quantités croissantes de GST-Khdlp (0, 2.5,
15ug) sont ajoutées a 1’élément E1 marqué. Pour les
compétitions, des quantités croissantes d’E1 froid ou
de EIM6 froid sont additionnés au complexe
composé E1-GST-Khdlp (15ug ).

ARN E1 ARN El ARN E1
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Pour essayer d’identifier quelle(s) partie(s) de 1’élément sont impliquées dans 1’interaction
avec Khdlp, j’ai utilisé une construction de mutant de I’¢lément E1. La boucle apicale
AUUUCA est mutée en GAAUUC (Figure 57).

Jai effectué¢ des expériences de compétition du complexe Khdlp-El avec le mutant M6
(Figure 58). Sur le gel, lorsque ’ARN E1 froid est additionné a la réaction, le complexe
disparait. Lorsque la compétition est réalisée dans les mémes conditions avec 1’¢lément
EIM6, dont la boucle apicale est mutée, la compétition est beaucoup moins efficace, ceci

suggere que cette mutation affecte 1’interaction Khd1p-El.

v' L’élément E1 (nt 598-750), situé dans la séquence codante de ’ARNm ASHI, est

I’élément de localisation li€ par la protéine Khd1.
v" Khdlp se lie a ’ARN E1 de fagon directe.

v’ Cette interaction est spécifique.
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*Pour découvrir l’étape de traduction ciblée par la protéine Khdl, des gradients de sucrose
ont servi a isoler les différentes fractions ribosomiques pour localiser les ARNm ASHI. Dans
une souche sauvage, I’ARNm ASHI se situe majoritairement dans les monosomes. Dans une
souche inactivée pour Khdl, les ARNm ASH1I se retrouvent dans la fraction de polysomes. La

protéine Khdl agirait sur [’étape de [’initiation en amont de I’assemblage des ribosomes.

*Pour confirmer que Khdl affecte seulement la traduction et non la localisation de I’ARNm
ASHI, la distribution d’Ashlp a été observée dans une souche sauvage et dans une souche ou
Khdlp est inactivée. La localisation asymétrique de la protéine Ashl passe de 80% (souche
sauvage) a 40% (souche khdl). En revanche [’asymétrie de localisation de I’ARN reste

inchangée.

2. Khdlp interagit avec le domaine C-terminal du facteur canonique elF4G1

Des études de « GST-pulldown » avec Khdlp in vivo ont permis d’isoler plusieurs
protéines impliquées dans 1’initiation de la traduction : les facteurs elF4E, elF4G1, elF4G2 et

Pabp1 (Gavin et al., 2006; Gavin et al., 2002).

*Des expériences de « GST-pulldown » avec une protéine recombinante GST-elF4G et des
extraits de levure qui expriment Khdl-TAP ont permis de retenir la protéine Khdl-TAP. La
méme expérience avec un traitement a la RNase A fait perdre [’interaction entre Khdl et

elF4G.

Khdl1p et elF4G interagissent in vitro

Pour confirmer les résultats d’interaction entre Khdlp et le facteur eIF4G in vivo, j’ai
réalisé une expérience de « GST-pulldown » avec la protéine recombinante GST-elF4G et la
protéine Khd1 en fusion avec une étiquette de six histidines (Khd1-His). J’ajoute Khd1-His a
la protéine GST-elF4G liée sur des billes couplées a la glutathione. Aprés le « GST-

pulldown », les protéines sont analysées par western-blot avec un anticorps anti-histidine qui
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détecte la présence de Khdl-His (Figure 59). En présence de GST-eIF4G, 1/8°™ de la
protéine se trouve en complexe avec elF4G apres 1 heure d’incubation. Khdlp n’est pas

retenue avec la GST seule.

N Figure 59: Résultats des

‘é:?,b Qb‘e-{o” & 1mmun(3prec1pltatlons (IP) des protéines

Q QD «,0\ e < NS recombinantes GST-eIF4G1 et Khdl-
\\b\ N\ S b\Q (%) b\Q His produites dans des bactéries.
NA O O o« I . o

N X La protéine Khdl-His est détectée par la

. reconnaissance d’un anti-corps anti-(His)s.
a-Hiss — Dans le premier puits sont déposés les
1/8™ de la quantit¢é de Khdl-His de
départ. Les résultats de I'IP de Khd1-His
par GST-elF4G (second puits) et la GST
seule (troisiéme puits) sont présentés.

*Pour identifier la partie du facteur elF4G impliquée dans [’interaction avec Khdlp, des
immunoprécipitations de différentes délétions du facteur elF4G1 ont été testées avec Khdl-
Tap. Le résultat est que seules les constructions qui possedent le domaine C-terminal du

facteur elF4G1 (acides aminés 850-952) retiennent Khd1-TAP.

v" Le facteur canonique elF4G interagit avec Khdlp.

v Le domaine du facteur elF4G impliqué dans I’interaction avec Khdl est contenu dans

ses 102 derniers acides aminés.
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3. Le facteur elF4G interagit avec I’élément E1 de PARNm ASH1

a. Le facteur canonique elF4G interagit avec I’élément E1 de ’TARNm ASH1

Le facteur elF4G contient dans sa partie C-terminale un domaine capable d’interagir avec
I’ARN (Berset et al., 2003). Afin de déterminer si ce facteur est capable d’interagir avec
I’ARNm ASHI par son ¢lément E1, j’ai utilis€ une construction pour exprimer le facteur
elF4G recombinant en fusion avec la GST. J’ai testé ses capacités d’interagir avec 1’élément
E1 transcrit in vitro.

Lorsque des concentrations croissantes de la protéine recombinante sont ajoutées a I’ARN
E1, un complexe apparait (Figure 60). L’interaction avec le facteur eIF4G est directe. Pour les
concentrations les plus élévées, plusieurs bandes sont visibles, la protéine eI[F4G qui comporte
plusieurs domaines fonctionnels de liaison a I’ARN et aux protéines est certainement capable
de multimériser. La méme expérience est réalisée avec I’'IRE et I’interaction est moins forte
méme si un complexe apparait. Le facteur el[F4G semble avoir une affinité plus forte pour

I’¢lément E1 que pour I’ARN IRE.

[GST-elF4G] [GST-elF4G]

g gemttE ] o e ]

Figure 60 : Autoradiographie d’un gel
natif de polyacrylamide de la protéine
recombinante GSTelF4G1 avec les
ARN El1 et IRE transcrits in vitro.

Les ARN sont mis en présence de
quantités croissantes de GSTelF4G1
recombinante (0, 140, 280, 700, 1400,
4200 ng). L’astérisque (*) indique I’ARN
non lié

ARN E1 ARN IRE
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b. Le domaine impliqué dans I’interaction du facteur eIF4G1 avec E1 est la partie

C-terminale (acides aminés 850-952)

Le domaine C-terminal du facteur eIF4G est impliqué dans I’interaction avec Khd1p. Pour
savoir si ce domaine (amino-acides 850-952) est aussi responsable de la liaison a 1’¢lément
El, j’ai effectué des essais de retard sur gel de cet €lément transcrit in vitro en présence de
o*?P-CTP avec le domaine C-terminal en fusion avec la GST exprimé dans les bactéries.

Apres I’addition de concentrations croissantes de GST-elF4G-Cter, le domaine C-terminal
forme un complexe avec 1’élément de localisation E1 (Figure 61). De la méme facon que pour
le facteur elF4G1 de la pleine longueur, on observe plusieurs bandes aux plus fortes
concentrations. En revanche, 1’affinit¢ semble moins bonne que pour la fusion GST-elF4G.
Dans les mémes conditions, le domaine C-terminal semble interagir presque aussi bien avec

I’ARN IRE et serait moins spécifique.
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[GST-Cter-elF4G] [GST-Cter-elF4G]

-] ]

ARN E1 ARN IRE

Figure 61 : Autoradiographie d’un gel natif avec la protéine recombinante elF4G1-
Cter en complexe avec I’élément E1

Les ARN sont mis en présence de concentrations croissantes de GST-elF4G1-Cter
recombinante (0, 100, 200, 500, 1000, 3000 ng). L’astérisque (*) indique I’ARN non lié.

c. Le facteur elF4G interagit avec I’élément E1 in vivo et cette interaction est

indépendante de Khd1p

Pour confirmer que I’interaction du facteur eIF4G avec 1’élément E1 existe aussi in vivo, j’ai
effectué¢ des essais de triple hybride chez la levure S. cerevisiae. J’ai utilisé une construction
qui contient le domaine C-terminal du facteur elF4G1 (pGAD-elF4G-Cter). Cette
construction est utilisée comme appat. Les interactions sont testées avec des constructions de

pIlII-MS2-2, qui contiennent différents ARN :

1) L’élément E1
2) Le domaine 1 de I’élément E2B
3) Le domaine 2 de 1I’élément E2B

4) Le mutant EIMS dont la tige liée a la boucle apicale est détruite
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El E1IMS E2B
c
vVu vVu A6
g e ¢ &
Cy.aA € oA Aesak
CG U G -U
G-C U C A
C-G
G-C A C b
U-G A '(‘; UG
G C, A
AGAA UA AGAA-UA Cg-?;
A A 3 .
GrGCGt GGG U-A Domaine 1
C cG AUy
AU AU C
= o8 55
AlaCc AVACe C-G
A . 2
AyCpA AyCpA ¢ ¢
AU AU U-A
U-A U-A U-A
U-é U-CA S-G
G -A
}x] ¢ ,l" A-U
U.A U-A G-C
A-U AU 1266 U-AUCCUCA CCUGUGCGUCCCAAGG
CU-A A CU.A s
AU A,U" CAUACACUCCAAGCCCAAGGUCACCCAA
AGCAAA G—CAAA
A A A . UUAUCAUAGAUUUGCUCUCGACUCUCCC
G.caAl ccaal Domaine 2
615U-A704 615U-A704 CCUCAAAGCCCUCGAAGAUCAUCAAAUU
5' 3' 50 30
CAAGCAUAACGAAAAAGGGAA -3
E2B E2B

E2B gy
D2

Souche sauvage Souche Khd1

Figure 62 : Le domaine C-terminal du facteur eIF4G1 interagit in vivo avec I’élément E1 dans un systéeme de
triple-hybride chez la levure

Les levures YBZ1 expriment une fusion de la protéine LexA avec la protéine MS2coat. Elles sont transformées avec
un plasmide exprimant une fusion du domaine C-terminal de e[F4G1 ainsi qu’un plasmide expimant un ARN
fusionné au domaine lié par la protéine MS2coat. L’interaction de la protéine et de I’ARN permettent 1’activation
d’un géne rapporteur (HIS3) et la croissance sur un milieu sans histidine.
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Les essais de triple-hybride ont montré que le domaine C-terminal du facteur elF4Gl
pouvait interagir de facon spécifique avec 1’¢lément E1 in vivo (Figure 62). L’expérience a
aussi ¢té réalisée avec le domaine 1 de I’élément de localisation E2B de I’ARNm ASH]I.
Comme le montre le schéma de 1’élément E2B sur la Figure 62, il adopte une structure
secondaire en tige-boucle analogue a celle de I’¢lément E1. Le résultat est négatif et
I’interaction est spécifique a E1. Une autre construction avec le domaine 2 de 1’élément E2B
qui ne montre pas de repliement structuré a été testée. Il n’interagit pas avec le domaine C-
terminal du facteur elF4Gl.

Afin d’obtenir des informations sur la partie de 1’élément directement impliquée dans la
liaison, un mutant de I’ARN E1, M5 (Figure 62) a ¢été utilis€é pour le comparer au sauvage.
Les mutations ont pour effet de déstabiliser la tige apicale. Le résultat de cet essai montre que
I’interaction avec la protéine est perdue. La mutation peut avoir comme effet d’avoir changé
un (ou des) nucléotide(s) impliqué(s) dans I’interaction. Elle peut aussi avoir déstabilis¢ la
structure secondaire en ne rendant plus accessible le site de liaison a elF4G.

De plus, I’expérience a été répétée dans une souche inactivée pour I’expression de Khdl. Les
résultats sont identiques a ceux observés dans une souche sauvage. Cette interaction n’est pas

dépendante de Khdlp.

d. L’interaction entre le C-terminal du facteur elF4G et E1 est faible

Le systeme de triple hybride que nous utilisons fonctionne en permettant I’expression
d’un gene impliqué dans la biosynthese de I’histidine. Les levures dans lesquelles I’interaction
est produite sont sélectionnées en les cultivant sur un milieu sélectif ou il manque cet acide
aminé. Celles qui poussent doivent le produire en activant sa transcription.

Lorsque les interactions sont faibles, le géne HIS3 est assez peu exprimé mais permet aux
levures de pousser. En revanche si cette interaction est forte, beaucoup de géne HIS3 est
transcrit.

Il existe une substance qui inhibe 1’enzyme encodée par HIS3, le 3-AT (3-amino-1 ,2 ,4 -
triazole). Si les levures sont cultivées en présence de cet inhibiteur, seules celles qui
expriment de grandes quantités d’histidine seront viables. Il existe une relation entre la

quantité de 3-AT supportée par les levures qui peut €tre ajoutée et la force de I’interaction.
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Pour évaluer la force de I’interaction, j’ai effectué¢ les mémes sélections sur des milieux

contenant différentes concentrations de 3-AT (Tableau 7).

Tableau 7 : Tableau de synthése des conditions des essais d’interactions avec le facteur eIF4G en triple-
hybride

[3-AT]=0mM [3-AT]=0.5mM [3-AT]=ImM [3-AT]=5mM
El . - - -

EIMS - - - -
Souche YBZ1 sauvage E2BDI - - - -
E2BD2 - - - -
El 4 - - -

E1IMS5S - - - -
Souche YBZ1AKhd1 E2BD1 - - - -

E2BD2 - - - -

Les sélections réalisées sur les milieux qui contiennent du 3-AT n’ont pas pousse, et
ce également pour la concentration de 3-AT la plus faible, ce qui suggere que I’interaction est

faible.

Pour évaluer de fagon plus précise les intensités relatives dans différents essais de triple-
hybride, la B-galactosidase exprimée est dosée. Cette enzyme est exprimée quand il existe une
interaction entre I’ARN et la protéine.

Cette enzyme présente chez les bactéries catalyse la coupure de la liaison osidique présente au
sein de la molécule de lactose. Elle a un autre substrat treés utile pour son dosage : I’ortho-
nitrophényl-p-D-galactopyranoside (o-NPG). Quand elle est clivée, cette molécule libere deux
substances : le galactose et 1’ortho-nitrophénol (0-NP) qui devient jaune en milieu basique

(Figure 63). Il est facilement quantifié par son absorbance a 420nM.

OH

Grom CHioH " Figure 63 : Réaction catalysée par

[ L No .
U\J— o p-galoctosidase © la B-galactosidase sur I’o-NPG.
@ o + @/ La quantit¢ d’o-NPG libérée est
proportionnelle a la quantit¢ de B-

’ galactosidase exprimée.
o-NPG Galactose o-nitrophénol
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La quantité¢ d’ortho-nitrophénol libérée est proportionnelle a la B-galactosidase exprimée dans

le triple-hybride, et reflete la force de I’interaction du complexe ARN-protéine.

Unité de B-galactosidase : Quantité qui hydrolyse 1uM d'ONPG en 0-nitrophénol par minute

Unité Miller

1000 X DOa420nm
Figure 64 : L’unité Miller
t X V X DOsoonm
Temps d'incubation Absorbance d'1mL de culture

Volume de la réaction

Pour mesurer les forces des interactions, les levures transformées pour les études de
triple hybride sont mises en culture. Lorsqu’elles ont assez pouss€, les lysats sont extraits et
les quantités de B-galactosidase exprimées sont dosées. Grace a la formule de Miller (Figure
64), les unités de 1’enzyme sont évaluées.

Jai effectué ce dosage dans les souches sauvage et khdl. Les résultats sont concordants avec
ceux des sélections sur milieu privé d’histidine (Figure 62). L’interaction du C-terminal
d’elF4G avec I’¢lément E1 est plus forte qu’avec les autres transcrits (Figure 65). De méme,
dans la souche khd1 I’interaction avec E1 reste la plus forte.

En revanche, les valeurs absolues des unités inférieures a 0,1 unités Miller sont trés faibles.
Elles traduisent la présence d’une interaction faible méme si celle-ci peut avoir une certaine
spécificité. Pour une interaction forte, comme pour ’interaction de She2p pour I’élément

E2BDI1, la valeur de I’'unité Miller est d’environ 250 (Olivier et al., 2005).
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Valeur relative en

unité "Miller"

1.2
0,060 0OYBZ1 Sauvage

1
B YBZ1-KO Khd1
08 Valeur mesurée
en unité “Miller”

0,037
06
0,028
0,024
04
0,022
0,017
0,012
0,2
0 -
E1M5 D1 D2

Figure 65 : Quantification de la force des interactions entre le C-terminal du facteur eIF4G1 et les ARN
E1, EIMS, E2BD1 et E2BD2 en unité Miller.

L’expérience est répétée 5 fois.

Le facteur eIF4G1 interagit avec I’¢lément E1
Le domaine C-terminal (acides aminés 850-952) du facteur eIF4G est responsable de

cette interaction

La pleine longueur du facteur elF4G semble avoir une plus forte affinité que le

domaine C-terminal 1solé

Cette interaction est indépendante de Khd1p

147



Régulation de la traduction de ’ARNm ASHI par KhdIp RESULTATS

4. L’interaction avec I’élément E1 est modulée par I’état de phosphorylation

de Khd1p

L’ hypothese de I’activation de la traduction par des modifications post-traductionnelles a
¢té montrée auparavant pour les protéines ZBP-1 et hnRNP K (Huttelmaier et al., 2005;
Ostareck-Lederer et al., 2002). La phosphorylation de tyrosines situées a c6té de leur domaine
KH régule leur activité. Or la protéine Khdl, de la méme fagon que ces deux protéines, est
pourvue de trois domaines KH (Figure 66). Son activit¢ de répresseur pourrait étre aussi

modulée par phosphorylation.

*Pour savoir si Khdlp est phosphorylée dans les levures, des études de marquage
métabolique ont été réalisées dans des souches qui expriment KhdI-GFP. En effet la protéine

Khdl est phosphorylée in vivo.

Des travaux sur les kinases de levure ont identifi¢ Khd1p comme substrat de la kinase

de caséine de type 1 Ycklp (Ptacek et al., 2005).

*Khdlp est phosphorylée par Ycklp in vitro. Plusieurs sites potentiels de phosphorylation
existent. Des essais de phosphorylation de différentes délétions de Khdlp ont permis de
délimiter le site de phosphorylation. Ce domaine comprend les 49 derniers acides aminés et

se situe en aval du dernier domaine KH.

EGDATVVTERSDSASFLEEKEEPQENHDNKEEQS

KH1 KH2 KH3 _

1 381

Figure 66 : Le site de phosphorylation de Khd1p se situe en aval de son troisi¢me domaine KH
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La phosphorylation de Khd1 abolit son interaction avec I’élément E1

Dans le but de montrer I’effet de la phosphorylation de Khdlp sur le complexe formé avec
El, la protéine Khd1 a été produite sous la forme recombinante GST-Khd1 dans les bactéries.
Dans cet environnement bactérien, les modifications post-traductionnelles sont inexistantes.
La protéine GST-Khd1 a été testée pour ses capacités d’interaction avec 1’é¢lément E1 avant et

aprés sa phosphorylation (Figure 67).

GST-Khd1

GST-Khd1 phosphorylée

GST-KHD1

phosphorylée par
GST-KHD1 CKI

83kDa- s —-— —

62kDa- s - -
47,5kDa- —
32,5kDa- -
i b

ARN E1

Figure 67 : Retard sur gel du complexe formé par Khdlp et ’élément E1 avant et aprés la
phosphorylation de Khdl1 par la caséine Kinase de type 1 de rat.

Sur le gel SDS-PAGE, la pureté des protéines est vérifiée. Le rapport de quantité entre les
protéines GST-Khd1 et GST-Khd1 phosphorylée est confirmé.

149



Régulation de la traduction de ’ARNm ASHI par KhdIp RESULTATS

Lorsque des concentrations croissantes de GST-Khd1p sont ajoutées a 1’élément E1, un
complexe est tres clairement formé. Les mémes conditions sont utilisées avec la protéine

GST-Khdl phosphorylée : I’interaction est tres diminuée.

v" La phosphorylation de Khdlp par la kinase CKI diminue ses propriétés de liaison de

I’ARN in vitro

5. Conclusion

Les travaux présentés ci-dessus entrent dans le cadre de 1’¢tude du régulateur
traductionnel Khdlp. Cette protéine est impliquée dans la régulation de la traduction de
I’ARNm ASHI. Cet ARNm localis¢ au bourgeon de la cellule fille voit son expression
réprimée pendant son transport jusqu’au bourgeon.

J’ai étudié les interactions macromoléculaires impliquées dans cette régulation. J’ai tout
d’abord montré que Khdlp interagit avec ASH/ dans sa séquence codante. Elle peut lier
I’¢lément de localisation E1 (nucléotides 595-750). Cette interaction est directe et spécifique.
Le facteur canonique elF4G est certainement impliqué puisqu’il interagit directement avec
Khdlp et avec I’¢lément E1. Les deux sites d’interaction sont situés dans sa séquence C-
terminale.

La protéine Khd1 est impliquée dans la répression de la traduction de I’ARNm ASHI. Mais ce
mécanisme cesse lorsque Khd1p est phosphorylée par la kinase ancrée a la membrane Ycklp.
J’ai montré in vitro que la phosphorylation de Khdl réduit de beaucoup ses capacités

d’interaction avec 1’élément E1.
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Au cours de ces travaux, j’ai abordé¢ deux aspects de la traduction par 1’étude de
complexes ARN-protéine. Le premier concerne le facteur elF3 et la sous-unité 40S dans
I’étape d’initiation de la traduction et le second concerne la localisation de I’ARNm ASHI et

de sa régulation traductionnelle par Khd1p pendant son transport.

La sous-unité p44 du facteur elF3 et son interaction avec ’ARN

Dans cette premiere partie, je me suis concentrée sur 1’é¢tude de D’interaction entre le
facteur elF3 et la petite sous-unité ribosomique 40S. Pour cela, j’ai cloné I’ARNr 18S afin de
réaliser une banque de ses fragments dans le but de la cribler avec la protéine elF3p44 qui
possede un RRM. Auparavant, cette protéine avait montré une aptitude a lier I’ARNr 18S in
vitro (Block et al., 1998b). Son domaine RRM étant bien défini, j’ai choisi le domaine C-
terminal recombinant qui contient ce RRM pour le criblage.

L’approche utilisée est SERF. Cette technique a déja permis d’identifier les motifs
d’interaction entre I’ARNr 23S de la grande sous-unité du ribosome bactérien et trois de ses
protéines (Stelzl et al., 2000). Elle s’inspire du SELEX, qui consiste a cribler une banque de
fragments totalement aléatoires d’ARN avec une protéine d’intérét.

A TP’issue du criblage de la banque d’ARNr 18S par le RRMp44, j’ai eu une seule
séquence majoritaire. Malheureusement cette s€quence est anti-sens. En effet la banque était
constituée du mélange de clones sens et anti-sens. Cette séquence est liée par le RRMp44,
mais n’a pas montré d’affinité préférentielle par rapport aux autres clones et au contrdle sur

les gels natifs.

Les interactions ARN-RRM

Dans le tableau de la Figure 68, les RRM qui possedent les RNP-1 et RNP-2 les plus
proches de ceux de RRMp44 sont ceux des protéines sxI (RRM2) et hnRNP A1 (RRM1). La
séquence d’ARN en complexe avec sxl est UGU et celle avec hnRNP A1l est une séquence
d’ADN, TAGG. Aucune ne fait partie de celles qui auraient pu étre parmi les fragments

sélectionnés. C’est également le cas pour les autres séquences présentées dans ce tableau.
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Le nombre de nucléotides impliqués dans les interactions est trés variable. Pour la
protéine CBP20, deux nucléotides dans I’ARN suffisent et pour la protéine U2B’ huit

nucléotides sont directement liés (Auweter et al., 2006).

Position on the RRM domain N.a No» Ny No Ny N, N3
Protein and sequence bound
UIA (24,30) A L L G C A C
Sex-lethal RRM1 (26) ! ! L L L L (
Sex-lethal RRM2 (26) ! G L
PABP RRM1 (25) A A A A
PABP RRM2 (25) A A A A
U2B" (31) A ! ! G C A G L
hnRNPA 1 RRM1 (36) T A G G
hnRNPA 1 RRM2 (36) ) I A G G
Nucleolin RRM1 (27,35) C G A
Nucleolin RRM2 (27,35) ! C C
HuD RRMI (33) ! ! A L L L
HuD RRM2 (33) L L
HuD RRM2 (33) ! A L
CBP20 RRM (28,34) G N
PTB RRMI (29) ! C (
PTB RRM2 (29) C { N
PTB RRM3 (29) ! C { N N
PTB RRM4 (29) L C N
Fox-1 RRM (23) L G C A L G L
hnRNPD RRM (37) T A G G
Number of bases in each position
A 3 6 (1 syn) 4 3
C 0 7 1 2
umr 11 4 5 5
G 2 2 5 (all syn) 4 (1 syn)

N indicates that any nucleotide can be bound.

Figure 68 : Table des séquences ADN et ARN, dont la structure des complexes a été étudiée par RMN ou
cristallographie (Auweter et al., 2006).

Les nucléotides NO, N1, N2 et N3 sont situés au cceur de 1’interaction. Pour chaque position est indiqué le nucléotide
directement impliqué dans I’interaction (observé sur la structure).

Les nucléotides les plus importants sont NO, N1 et N2 (Figure 68 ; Figure 69). Ils forment
un complexe avec les acides aminés aromatiques (Position 2 de RNP-2, Positions 3 et 5 de
RNP-1), a la base de cette interaction (Figure 69). Nous pouvons imaginer que le RRMp44
n’ait pas vraiment sélectionné de séquence spécifique. Mais lorsque les complexes sont
analysés sur le gel natif, & d’importantes concentrations de protéine, deux nucléotides dans la
séquence de I’ARN suffisent pour permettre 1’interaction, méme si le contexte n’est pas

optimal. Il aurait moins d’affinité mais serait en mesure d’interagir avec ces ARN.
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/

Entre les sucre
de N1 et N2
position 3

RNP-1 V
N-1 NO N1 N2 N3 N4
Peuvent étre Feuillet p4 Feuillet 1 Feuillet 3 Peut interagir En général na sont
impliqués dans position 2 de position 5 de pas de cible pas impliqués dans
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Figure 69 : Schéma récapitulatif des interactions qui participent a la formation du complexe ARN-protéine
dans le cas du RRM

Les RRM reconnaissent habituellement les séquences simples brin, mais le RRM N-
terminal de la protéine Ul A reconnait sa s€quence spécifique uniquement si elle est dans une
tige-boucle ou bien une boucle interne (Allain et al., 1996; Oubridge et al., 1994). Cette
séquence, lorsque située dans un contexte qui ne peut plus former ces structures secondaires,
interagit 10* fois moins (Oubridge et al., 1994). Elle passe d’un Kp=10""M pour la séquence
située dans la tige-boucle ou la boucle interne a un Kp ~10°M pour la séquence linéaire (Hall,
1994).

La structure secondaire de I’ARN est trés importante pour 1’interaction, elle permet a la
protéine d’adopter les changements de conformation qui meénent a la formation du complexe
dans un état stable (Allain et al., 1996). Dans le cas du RRM du facteur elF3p44, il se pourrait
qu’il ait une préférence pour les structures secondaires qu’adoptent les ARN. Effectivement,
I’ ARNTr 18S est une molécule tres structurée. Or dans mon €tude, les fragments les plus courts

sont privilégiés et dans un contexte qui ne forme pas de tige boucle.
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Pour estimer I’affinité des fragments issus du criblage pour le RRMp44, j’ai utilisé
comme contrdle le contexte de sélection (voir p.108 et p.113). L’ARN est transcrit avec le
promoteur T7 et se termine au niveau du site Sacl. On retrouve au niveau des sites Not! deux
séquences riches en G et en C. Les analyses des complexes sur gel natif ont montré un
complexe aussi fort qu’avec les séquences issues du criblage. Parmi les séquences
sélectionnées, un certain nombre contiennent des séquences riches en GC et surtout en G
(>80%). Pour le contexte, il ressort dans sa séquence deux régions riches en nucléotides G et
C. Il se pourrait que ce fragment ait aussi une certaine affinité pour le RRMp44 et ne soit pas

un contexte adapté pour cette étude.

Le domaine RRM de la protéine p44 montre une homologie substantielle avec un des
domaines RRM de la protéine hnRNP Al et du facteur U2AF65 (Figure 44). Ces protéines
impliquées dans le repliement des ARN sont des chaperonnes. Elles déplient les ARN mal
repliés ou empéchent la formation de structures secondaires qui iraient a I’encontre de leur
fonction biologique. Cette caractéristique est retrouvée aussi pour le facteur U2AF65 dans
I’épissage (Schroeder et al., 2004). Le facteur elF3p44 pourrait avoir une fonction analogue a
celle de certaines chaperonnes pendant la synthése des protéines. Ceci pourrait expliquer le
Kp qui ne semble pas trés bon (>1uM faible interaction), et son aptitude a lier plusieurs ARN

trés différents de la méme fagon.

Le principe de I'utilisation d’une banque de fragments d’'un ARN donné est tres
intéressant. Il apporte un atout supplémentaire par rapport au SELEX en permettant de
diminuer la complexité de la banque d’ARN initiale et le nombre de tours de sélection requis
pour identifier la ou les séquence(s) gagnantes. Un autre avantage du SERF par rapport au
SELEX est de sélectionner des séquences issues de I’ARN cible présent dans la nature, alors
que ce n’est pas toujours le cas pour les aptameres qui résultent du SELEX.

En revanche, le principe de sélection suivi d’une amplification posséde certains
inconvénients. Lors de la sélection, les artéfacts de sélection peuvent étre amplifiés. Par
exemple, si certaines séquences sont sélectionnées pour d’autres raisons que leur interaction
directe avec la protéine, elles seront amplifiées de la méme fagon par la PCR. Nous pouvons
imaginer que des séquences sont capables de former des dimeres et multiméres en raison de
leurs séquences palindromiques. Ces séquences peuvent €tre retenues sur le filtre sans pour

autant interagir avec la protéine de la sélection.
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Pour aborder cette étude, une alternative aurait pu étre de sélectionner les ARN liant le
RRMp44 par retard sur gel natif, de découper les fragments du gel, les extraire et de les
amplifier apres par RT-PCR. Le temps de migration sur le gel natif amene le complexe en
¢quilibre permanent, permettant de conserver de préférence les ARN ayant une plus grande
affinité pour la protéine. Pour la construction de la banque, un contexte de tige-boucle aurait
pu apporter un avantage certain pour la présentation des séquences. Ce systéme pourrait
empéecher les séquences étudiées d’étres prises dans une tige et de mieux refléter le contexte

structurel d’un ARN donné.

Une autre approche pour ce type d’étude qui me parait puissante est la combinaison de
deux systéemes de sélection. Une technique de sélection in vitro associée a une technique de
s¢lection in vivo (Konig et al., 2007). Par exemple, si on utilise le SELEX et le triple-hybride :
I’approche SELEX donne une série de clones qui sont ensuite testés pour leur aptitude a lier la
protéine in vivo. Une fois que des motifs sont sélectionnés, il est possible de faire un paralléle
avec la séquence dans son contexte, par exemple I’ARNr 18S, afin de tenir compte de sa

structure secondaire et de son contexte pour les études ultérieures.

De tous récents travaux sur le facteur elF3 de mammifére viennent d’identifier les sous-
unités du facteur elF3 essentielles pour la liaison de la sous-unité 40S a PARNm. La
reconstitution d’un facteur elF3 capable de favoriser la liaison de la petite sous-unit¢ du
ribosome nécessite 11 sous-unités. Or p44 et p36 n’en font pas partie (Masutani et al., 2007).
Ce qui suggere que ces deux protéines ne sont pas nécessaires a la fonction du facteur elF3
dans le recrutement du ribosome. Ceci n’empéche pas une possibilité d’interaction avec
I’ARNr 18S mais si elle existe, elle n’est pas cruciale pour I’initiation de la traduction.

D’autres fonctions ont été attribuées a p44. Cette protéine est exprimée de facon
constitutive dans de nombreux tissus (Kim et al., 2006). Si sa fonction premicre n’est pas de
lier ’ARNr 188, sa fonction dans la traduction est cependant trés importante. Dans des lysats
de réticulocytes, lorsqu’on supprime p44, la synthese des protéines n’est plus efficace (Hou et
al., 2000). Un criblage de double-hybride a permis d’identifier un partenaire de p44: la
protéine 4.1R (« Erythroid protein 4.1 ») (Hou et al., 2000). C’est une protéine du
cytosquelette, suggérant que p44 pourrait étre impliquée dans la fixation de 1’appareil de
traduction au cytosquelette.

Une autre protéine est aussi connue pour interagir avec le facteur elF3p44 : le facteur AIF

(« Apoptosis-inducing factor ») (Kim et al., 2006). La cascade stimulée par le facteur AIF
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provoque la mort cellulaire. Aprées la liaison du facteur AIF a p44, ce dernier est clivé par une
caspase (Kim et al., 2006). Ce mécanisme qui cible la sous-unité p44 indique de nouveau que
cette protéine a des fonctions importantes dans la traduction et dans sa régulation lors de

I’apoptose.

Régulation traductionnelle de ’ARNm ASH1 par Khd1p

Dans une seconde partie, j’ai étudié les interactions impliquées dans la régulation de
I’expression d’Ashlp, répresseur transcriptionnel du gene HO (qui est impliqué dans le
changement de type sexuel chez la levure). La protéine Khd1 régule la traduction de I’ARNm
ASH] en interagissant directement avec 1’élément E1 contenu dans la séquence codante de ce
transcrit. Cette inhibition de la traduction de ’ARNm ASH1 a lieu au cours de son transport,
qui va du noyau ou I’ARNm est synthétisé¢ jusqu’au bourgeon de la cellule fille ou ce transcrit
est localisé.

L’interaction de Khd1p avec I’élément E1 d’ASH1 a été confirmée de plusieurs fagons: in
vitro par retard sur gel et in vivo par immunoprécipitation suivie de RT-PCR. En revanche,
les nucléotides impliqués dans cette interaction n’ont pas encore été identifiés. Une des études
de compétition de retard sur gel, montre que 1’interaction du mutant M6 de 1’¢lément E1
(Figure 57) dont la boucle apicale est mutée, semble étre moins forte qu’avec le sauvage
(Figure 58). Nos résultats suggerent que cette boucle apicale pourrait contenir un site de

liaison a Khdlp.

Les protéines qui possedent des domaines KH ont beaucoup été étudiées. Des ¢léments
d’interaction ont ét¢ identifiés; certaines ont une préférence pour des séquences qui possedent
I’¢lément UCA (Musunuru and Darnell, 2004). Pour la protéine hnRNP K, le domaine DICE
reconnu par cette protéine est une séquence riche en nucléotides CU (Ostareck-Lederer et al.,
1994). L’interaction se produit avec les domaines KH1 et KH3 (Messias et al., 2006). Pour la
protéine Nova, la séquence identifiée est liée par le domaine KH3. Elle contient les
nucléotides UCAU (Jensen et al., 2000b). Une étude précédente a montré que Khdlp aurait
une préférence pour les séquences riches en pyrimidine (Denisenko and Bomsztyk, 2002).
Nous avons remarqué que la boucle terminale de I’élément E1 était riche en pyrimidines

offrant ainsi un site potentiel d’interaction avec Khdlp.

Sur la structure de I’ARN EI1, la séquence de la boucle apicale est la suivante :
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SUCAUUUCAA®

Elle contient le dinucléotide UC répété deux fois. Mais surtout, les s€quences qui seraient
plus probables pour I’interaction avec Khd1lp sont UCAU et UCA, toutes deux exposées en
raison de leur situation sur la boucle apicale du motif. Il serait trés intéressant d’effectuer des
analyses d’empreinte de digestion a la RNase (« foot printing ») de 1’élément E1 avec Khdlp
en attachant une attention particulicre a cette boucle.

Pour mieux caractériser ’interaction, il faudra par la suite envisager d’identifier le
domaine KH impliqué dans I’interaction. Pour la protéine hnRNP K, le domaine de liaison a
I’¢lément DICE est situé¢ au niveau du domaine KH3. De plus, un site de phosphorylation
important est situ¢ a ce niveau (Ptacek et al., 2005). Les acides aminés phosphorylés qui
régulent ’interaction entre Khd1p et I’ARN EI, se retrouvent juste en aval du domaine KH3
situé¢ en C-terminal de la protéine. Il serait ainsi fort probable que I’interaction entre Khdlp et
I’ARN EI se situe au niveau de ce domaine KH.

Sur les complexes des gels natifs de Khdlp avec E1 (Figure 55), il apparait plusieurs
bandes. Elles sont probablement dues a des dimérisations de la protéine. Cette dimérisation
pourrait jouer un rdle dans les interactions ARN-protéine (Ramos et al., 2002). Par exemple,
la protéine Nova forme un homodimére avec son domaine KH3 pour lier ’ARN et cette
dimérisation est importante pour augmenter 1’affinité de cette protéine pour I’ARN (Lewis et
al., 2000). L’interaction spécifique entre I’ARNm ASHI et Khdlp est abolie lorsque ce
complexe atteint la membrane du bourgeon. A ce niveau, la kinase caséine de type I Ycklp
est ancrée a la membrane (Babu et al., 2002). Dans le modele proposé, elle phosphoryle la
protéine Khdl sur des résidus sérine et thréonine situés en aval du domaine KH3, ce qui

relache ’ARNmMm et le laisse accessible a la machinerie traductionnelle.

Role de Pinteraction du facteur eIF4G avec PARN

Nous avons montré que facteur elF4G1 interagit avec I’élément E1 in vitro par retard sur
gel et in vivo par triple hybride. Suite a 1’é¢tude des propriétés de liaison a ’ARN, I’équipe de
Berset et al. montrérent que ce facteur possede trois domaines de liaison a I’ARN (Berset et
al., 2003). Le premier est situ¢ dans la partie N-terminale de la protéine (acides aminés 1 a
82), le second est dans la partie médiane (acides aminés 492 a 539) et le dernier se retrouve
dans la partie C-terminale (acides aminés 883 a 952). Mes résultats sur 1’étude de I’interaction

avec El localisent le site d’interaction dans la partie C-terminale du facteur elF4G (acides
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aminés 850 a 952). Cette méme équipe suggérait que ces domaines de liaison a I’ARN du
facteur elF4G pourraient interagir avec I’ARNr. Or mes résultats suggerent plutdt que ces

domaines permettraient d’interagir avec I’ARNm.

Un criblage par SELEX a été réalisé avec le facteur elF4G de mammifére. Les résultats ont
permis de trouver plusieurs séquences dans lesquelles le méme motif se retrouvait (Miyakawa
et al., 2006). Parmi ces aptameres, certains sont capables d’inhiber la traduction et d’autres ne
le sont pas méme s’ils ont les méme séquences consensus. Apres 1’étude de leur structure
secondaire, 1’aptamere dont ’effet sur la traduction a été démontré présente une organisation

en tige boucle avec une autre boucle asymétrique interne (Figure 70).
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Figure 70 : Prédiction de la structure secondaire de I’aptamére sélectionné
contre le facteur eIF4G de mammifére par SELEX (Miyakawa et al., 20006).
Les séquences surlignées en bleu et en rouge sont les consensus ressortis du

criblage SELEX contre le facteur eIF4G.
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Si cet aptamere est comparé a I’élément E1 de I’ARNm ASH 1, nous pouvons remarquer la
présence des deux boucles, apicale et latérale, qui sont retrouvées de la méme fagon dans
I’aptamere sélectionné par SELEX.

Le facteur elF4G pourrait reconnaitre la structure secondaire de 1’élément E1. Ceci serait
concordant avec les résultats de triple-hybride qui montrent que le domaine C-terminal du
facteur elF4G perd ses capacités d’interaction avec 1’élément E1MS dont la structure

secondaire est détruite au niveau de la tige.

D’autre part, le facteur elF4G est une protéine d’échafaudage. Elle présente un certain
nombre de sites d’interaction avec des protéines dont le réle dans la traduction est clairement
¢tabli. Ce facteur est aussi capable de lier I'IRES du virus a ARN positif EMCV (Pestova et
al., 1996a). Le domaine du facteur elF4G nécessaire pour lier ’IRES du virus EMCV a été
délimité. 11 se situe dans les régions 746-772 et 941-949 du facteur elF4G (Lomakin et al.,
2000). Ces régions correspondent a des domaines qui seraient capables de lier ’ARN (De

Gregorio et al., 1998; Goyer et al., 1993)

Role des interactions eIF4G-Khd1p-E1 dans la traduction de PARNm ASH1

Nous avons montré que le facteur canonique elF4G interagit avec Khdlp. Ce facteur est
aussi capable d’interagir avec I’élément E1. Ces résultats soulevent la question du type de
complexe formé entre Khdlp, elF4G et ’ARN E1. D’apres les résultats obtenus, plusieurs
modeles seraient envisageables.

Nous sommes certains de deux choses :

1) La protéine Khdl interagit avec ASHI pendant son transport pour réprimer sa

traduction

2) Khdlp relache cet ARNm quand il atteint le bourgeon

L’ARNm ASH]1 est transporté au bourgeon grace a la protéine She2, qui fait le lien entre
I’ARNm et le locasome. Nous avons vu que le facteur canonique elF4G était capable
d’interagir avec I’¢élément E1 et avec Khdlp. Or le moment ou ce facteur intervient et

comment il agit n’est pas connu.
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Une premiere possibilité serait que le facteur elF4G interagisse directement avec Khdlp.
Nous avons montré que I’interaction existe in vifro. Comme Khdlp se lie a ’ARNm ASH1
par I’¢lément E1 tout le long du transport, ce systéme permettrait de recruter le facteur elF4G,
éventuellement associé a elF4A et elF4E, qui sera par la suite utilisé pour la traduction quand
Khdlp aura été phosphorylée (Figure 71A). Ce systeme permettrait que la traduction soit

initiée tres rapidement apres que la séparation des deux levures ait eu lieu.

Un autre modele pourrait impliquer I’interaction directe du facteur elF4G avec 1’¢lément
El. Les expériences de « GST-pulldown » suggerent que I’interaction Khdlp-elF4G est
dépendante de I’ARN. Dans ce second mécanisme, nous pourrions imaginer que le facteur
elF4G est tout d’abord recruté par Khdlp, puis au cours du trajet vers le bourgeon, le facteur
elF4G soit aussi utilis¢ pour I’inhibition de la traduction pendant le trajet jusqu’au bourgeon.
Son interaction simultanée avec la coiffe de I’ARNm ASH1 et avec I’élément E1, disposerait

I’ARN de fagon a ce que la traduction ne soit pas initiée pendant le trajet.
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Figure 71 : Mécanismes suggérés pour la régulation de Dinitiation de la traduction de PARNm
ASHI pendant son transport.

A. Le facteur elF4G interagit avec Khdlp qui interagit avec I’élément E1. B. les trois partenaires, e[F4G,
El et Khdlp forment un complexe ternaire pendant le transport d’ASH1.

La protéine She2 est aussi lice a E1 (Olivier et al., 2005). Si ces trois protéines lient
simultanément I’ARN E1, il y aurait fort possiblement un encombrement stérique. La protéine
She2 pourrait garder ses interactions avec I’ARNm ASH! seulement au niveau des éléments

E2A, E2B et E3, suffisantes pour le transport (Figure 71B). Cependant, si on consideére que
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les interactions E1-Khdl, El1-e[F4G et E1-She2 sont stériquement possibles, le complexe
ternaire elF4G-Khd1-E1 pourrait étre transporté par She2p. La traduction serait réprimée par

elF4G et par Khd1p jusqu’a ce cette derniere soit phosphorylée par la kinase YcklIp.

Un modele qui pourrait nous aider a comprendre comment Khdlp pourrait inhiber la
traduction de ’ARNm ASH1 en ciblant le domaine C-terminal du facteur elF4G est celui du
complexe GAIT et ’ARNm de la céruloplasmine. Une ¢tude récente sur la régulation de la
traduction de I’ARNm de la céruloplasmine par le complexe GAIT implique le facteur elF4G
en tant que répresseur de la traduction spécifique de cet ARNm (Kapasi et al., 2007). Le
complexe GAIT interagit avec un motif situé dans la partie 3’-UTR de cet ARNm. Lorsque la
protéine ribosomale L13a est phosphorylée, elle interagit avec le domaine C-terminal du
facteur elF4G et avec le complexe GAIT li¢ a I’élément GAIT situé dans le 3’UTR de cet
ARNm. Ceci a pour effet de circulariser I’ARNm d’une part, et d’autre part de bloquer
I’acces du complexe 43S a elF4G. Ainsi, le recrutement de la sous-unité 40S a la coiffe ne
peut plus avoir lieu. Nous pouvons spéculer que la liaison de Khd1p au domain C-terminal de

elF4G1 pourrait aussi bloquer le recrutement de la sous-unité 43S sur I’ARNm.
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Conclusion

Dans le cadre de I’étude d’interactions ARN-protéine impliquées dans la régulation de
I’étape d’initiation de la traduction mes projets concernaient :
1) L’étude de Dinteraction putative entre le facteur elF3 et la sous-unit¢ 40S du
ribosome.
2) L’étude d’interactions ARN-protéines impliquées dans la régulation de la traduction

de ’ARNm ASH1 localisé au bourgeon chez la levure

Au cours de ces travaux, nous avons identifié le site de liaison de la protéine Khd1 sur
I’ARNm ASH]I : 1’élément de localisation E1. Il adopte une structure particuliere en tige-
boucle. Le complexe Khdlp-E1 est crucial dans la régulation de la traduction de I’ARNm
ASHI pendant son transport. Cette interaction est régulée par une modification post-
traductionnelle de Khd1p qui est phosphorylée lorsque le complexe atteint le bourgeon de la
levure. L’¢lément est aussi un site de liaison du facteur elF4G. Son role précis dans ce
mécanisme n’a pas €té ¢lucidé, mais il pourrait recruter les autres facteurs du complexe elF4F
sur I’ARNm.

Les travaux sur le RRMp44 en revanche n’ont pas permis d’identifier de site de liaison a
la sous-unité 40S.

Pour étre recrutée a la coiffe de ’ARNm, la sous-unité 40S est associée a des facteurs
canoniques pour former le complexe 43S. Les facteurs elF3 et elF5 en font partie. Ils
interagissent directement avec elF4G (elF3 pour les mammiferes et elF5 pour les levures).
Ceux-ci permettent de faire le lien entre la coiffe de I’ARNm et la sous-unité 40S pour assurer
son recrutement.

La protéine p44 qui était tout d’abord proposée comme candidate pour établir une liaison
avec la sous-unit¢ 40S ne fait finalement pas partie du coeur de elF3 nécessaire pour le
recrutement de 40S a la coiffe. Cependant, son RRM pourrait €tre nécessaire pour interagir
avec les ARNm. Les études initiales sur les domaines d’interaction a I’ARN du facteur e[F4G
suggéraient que ceux-ci seraient impliqués dans une interaction avec I’ARNr. Nos résultats

montrent plutdt une interaction avec un ARNm, dont 1’¢lément E1.
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Ainsi, mes ¢études suggerent que d’autres points d’interaction avec I’ARNm, autres que la
coiffe, sont certainement impliqués dans la stabilisation des facteurs canoniques lors de

I’initiation de la traduction.
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SUMMARY

In S. cerevisiae, the ASH1 mRNA is localized at
the bud tip of late-anaphase cells, resulting in
the exclusive sorting of Ash1p to the daughter
cell nucleus. While the mechanism behind the
localization of this transcript has been well
studied, the regulation of its translation is still
poorly understood. We now report that the
RNA binding protein Khd1 interacts with the
ASH1 mRNA localization element E1 and with
the C-terminal domain of elF4G1 to regulate
the translation of this transcript. Khd1p reduces
translation initiation on the ASH7 mRNA and
diminishes Ash1p leakage into the mother cell
nucleus. Furthermore, we show that the casein
kinase Yck1p phosphorylates Khd1p at the
plasma membrane, disrupting the Khd1p-RNA
complex and releasing its translational
repression on the ASH7 mRNA. This study
reveals how, by linking mRNA sorting and
translational activation, Khd1p and Yck1p regu-
late the spatiotemporal expression of a cell fate
determinant.

INTRODUCTION

The intracellular localization of mMRNAs allows cells to
properly define the site and time of expression of specific
proteins. This mechanism of protein sorting is essential in
biological processes like axis determination during
embryonic development, asymmetric cell division, cell
motility, and neuronal growth (Kindler et al., 2005; St.
Johnston, 2005). In order to avoid any premature or
ectopic expression of the localized proteins, the transla-
tion of these transcripts is thought to be tightly regulated.
This regulation is often mediated by trans-acting factors
that interact with cis-acting elements in the untranslated
regions (5’ and 3'UTR) of the target mRNAs (Kuersten
and Goodwin, 2003). Translation initiation, the rate limiting
step in translation, is frequently the target of these factors

(Gingras et al., 1999; Richter and Sonenberg, 2005). A
recent study has shown that translation onset of the
neurite-localized B-actin mRNA can occur through the
phosphorylation of its translational repressor ZBP1 at
the end site of localization, thus providing a spatial regula-
tion of translational activation (Huttelmaier et al., 2005). It
is still unclear how common is this mechanism of spatial
regulation.

The budding yeast S. cerevisiae serves as a model
system for studying the asymmetric segregation of cell
fate determinants through mRNA localization (Chartrand
et al., 2001; Darzacq et al., 2003). The asymmetric sorting
of Ash1p to the daughter cell nucleus correlates with the
localization of the ASH7 mRNA to the distal tip of daughter
cells during the anaphase of the cell cycle (Long et al.,
1997; Takizawa et al., 1997) and results in the inhibition
of mating type switching in the daughter cell (Jansen
et al., 1996; Sil and Herskowitz, 1996). The core compo-
nents of the ASH7 mRNA localization machinery have
been identified and were shown to form a complex, called
the “locasome,” which includes Myo4p, She2p, and
She3p (Bohl et al., 2000; Long et al., 2000; Takizawa
and Vale, 2000). While the factors involved in ASH1
mRNA sorting are well known, the translational regulation
of this transcript is still poorly understood. A previous
study has reported that the presence of cis-acting locali-
zation elements within the coding sequence of the ASH1
mRNA plays a role in the regulation of its translation (Char-
trand et al., 2002). Moreover, two trans-acting factors,
Pufép and Khdip, were suggested to participate in
ASH1 mRNA translational control (Gu et al., 2004; Irie
et al., 2002), but their specific roles were not determined.
Furthermore, how the translation of the ASH7 mRNA is
activated at the bud tip is still unknown.

We now report that Khd1p, a protein with three RNA
binding hnRNP K homology (KH) domains, is a transla-
tional regulator of the ASH7 mRNA that interacts with
the C-terminal domain of elF4G1 and binds the localiza-
tion element E1 of this mRNA. Interestingly, deletion of
the C-terminal domain of elF4G1 increases the translation
of an ASH1 reporter mRNA in vivo. Furthermore, we show
that the yeast casein kinase Yck1p interacts with Khd1p at
the plasma membrane and phosphorylates the C-terminal
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end of Khd1p. This phosphorylation disrupts the interac-
tion between Khd1p and RNA and relieves the Khd1p-
mediated translational control on an ASH71 reporter
mRNA. Our results show that the spatiotemporal regula-
tion of protein synthesis, by which the translational control
of a localized mRNA is released only as the transcript
reaches its final destination, is an important mechanism
for the efficient sorting of a cell fate determinant.

RESULTS

Khd1p Regulates the Translation of the ASH7 mRNA
through the Localization Element E1

To establish the regulating effect of Khd1p on ASH1
mRNA translation, the expression of endogenous Ash1p
was compared between a wild-type (WT) KHD1 strain
and a khd1 null strain. Deletion of KHD1 resulted in
a 2.5-fold increase in myc-tagged Ash1p expression (Fig-
ure 1A). ASH7 mRNA levels are equal in the WT and khd1
strains, suggesting that Khd1p acts at a posttranscrip-
tional level to regulate the expression of Aship
(Figure 1B). To corroborate these results, the kinetics of
Ash1p synthesis were measured in WT and khd1 strains.
The ASH1 mRNA was expressed from a galactose-
inducible promoter, and the synthesis of Ash1p-myc
was measured by western blot. After 1 hr of galactose
stimulation, the khd1 yeast strain showed a 2- to 3-fold
increase in Ash1p synthesis compared to the WT strain
(see Figure S1A in the Supplemental Data available with
this article online). Northern blot analysis showed that
ASH1 mRNA levels were similar in both strains after 1 hr
of galactose induction (Figure S1B).

Khd1p was previously reported to bind within the first
800 nucleotides of the ASH7 mRNA coding sequence,
a region that includes the localization element E1 (Irie
et al., 2002). This localization element is bound by the
RNA binding protein She2p and is sufficient to target
a transcript to the bud of yeast cells (Chartrand et al.,
1999). We previously reported that disruption of the four
ASH1 mRNA localization elements results in the increased
synthesis of Ash1p (Chartrand et al., 2002), suggesting the
possibility that one of the localization elements may be
a target site for a translational regulation factor. In order
to show that a possible interaction between Khd1p and
the element E1 is involved in the translational regulation
of the ASH1 mRNA, luciferase fusions that contained
either the first 900 nucleotides (including the element E1)

or the first 621 nucleotides of the coding sequence of
ASH1 (omitting the element E1) were generated
(Figure 1C). For both constructions, the ASH7 coding
sequence was in-frame with the luciferase, generating
Ash1-Luc fusion proteins. As shown in Figures 1D and
1E and Figure S1C, the fusion of the first 900 nucleotides
of the ASH17 coding sequence with luciferase resulted in
a 1.8-fold increase in luciferase activity in a khd1 strain
compared to a WT strain. In contrast, the luciferase fusion
that excluded the localization element E1 showed no
difference in activity between WT and khd1 strains. More-
over, the expression of luciferase alone under the ASH1
promoter did not show any difference in the presence or
absence of Khd1p (data not shown). To rule out the
possibility that the mere binding of a protein within the
coding sequence of the ASH7 mRNA would explain
such effect on Ash1p synthesis, the same induction of
ASH1 mRNA was performed in a yeast strain deleted of
the She2 protein, which also binds within the coding
sequence of ASH1 (Bohl et al., 2000; Long et al., 2000).
SHE2 deletion did not result in increased Ash1p expres-
sion, suggesting a specific effect of Khd1p on Ash1p
synthesis (Figure S1A).

To test the possibility of a direct interaction between
Khd1p and the localization element E1, recombinant
GST-Khd1p and in vitro-transcribed localization element
E1 RNA were used in an electrophoresis mobility shift
assay (EMSA). As shown in Figure 1F, a complex was
observed between Khd1p and the E1 RNA. This complex
was specific, since only a weak shift was observed
between GST-Khd1p and the iron-responsive element
(IRE) RNA (Figure 1F). Multiple bands were observed at
a higher protein concentration, suggesting a possible
dimerization of Khd1p with RNA. In a competition assay,
the main shifted band was efficiently competed by an
excess of unlabeled E1 RNA (Figure 1F, lanes 11-13) but
weakly competed by an excess of unlabeled IRE RNA
(Figure S1D), which shows that the observed shifts were
caused by the formation of a specific protein-RNA
complex. Altogether, these results indicate that Khd1p
interacts directly with the localization element E1.

Deletion of KHD1 Increases the Ribosome Load

on the ASH1 mRNA and Decreases the Asymmetric
Distribution of Aship

To determine at which level of ASH7 mRNA translation
Khd1p acts, a sucrose gradient was used to purify the

Figure 1. Khd1p Regulates the Translation of the ASH7 mRNA through the Localization Element E1

(A) Detection of endogenous levels of Ash1p-myc and Pgk1p in a WT, khd7 null, and ash1 null strains by western blot.

(B) Endogenous levels of ASHT mRNA and ACT7 mRNA in a WT, khd1 null, and ash1 null strain, detected by northern blot.

(C) Schematic representation of the constructions used for the luciferase assays. Constructions are on single-copy vectors and under the endoge-
nous ASH1 promoter. Numbers represent ASH7 mRNA coding sequence nucleotides in-frame with luciferase.

(D) Luciferase assay for the Ash14_ggo-Luc fusion protein in WT, khd7 and control strains normalized on total protein concentration.

(E) Luciferase assay for Ash14_gp1-Luc protein in WT, khd7 and control strains normalized on total protein concentration.

(F) EMSA for GST-Khd1 with localization element E1 and the IRE RNA. Increasing concentration of recombinant GST-Khd1p (0, 0.3, 0.64, 1.6, and
3.2 uM in lanes 1-5 and 6-10; 9.6 uM in lanes 11-13) was added to P*2-labeled RNA. The free RNA is indicated by an asterisk. Competition of the
Khd1p-E1 RNA complex with unlabeled E1 RNA (10 times, 50 times, and 150 times excess, lanes 11-13). Paired t test, “p < 0.005. Error bars indicate

mean + standard deviation from at least four independent experiments.
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various ribosome fractions from WT or khd1 yeast cells
and reveal the distribution of the ASH7 mRNA in these
fractions using dot blots. As shown in Figure 2A, the
ASH1 mRNA is mostly in the monosome and lower
polysomes fractions of the gradient in a WT yeast strain,
as is Khdip (Figure S2). However, when KHD1 was
deleted, the ASH7 mRNA was redistributed toward the
higher polysome fractions of the gradient (Figure 2B).
Deletion of KHD1 had no impact on the distribution of
the ACT1 mRNA, suggesting that the effect of Khd1p is
specific to the ASH7 mRNA. Similar results were obtained
when using RT-PCR for the detection of the ASH7 mRNA
in the fractions of the polysome gradient (data not shown).
Altogether, these results show that Khd1p specifically
reduces the ribosome load on the ASH7 mRNA.

Since an increased translation of the ASH7 mRNA has
been shown to decrease the asymmetric distribution of
Ash1p (Chartrand et al., 2002; Gu et al., 2004), the effect
of a deletion of KHD1 on the distribution of Ash1p in
late-anaphase cells was explored using immunofluores-
cence. While 80% of late-anaphase WT yeasts showed
an asymmetric localization of Ash1p in the daughter cell
nucleus, only 40% of khd1 yeasts still had Ash1p segre-
gated to the daughter cell nucleus (Figures 3A and 3B).
These results are similar to those obtained in strains in
which all four ASH1 localization elements were moved to
the 3'UTR of this transcript (Chartrand et al., 2002) or to
a puf6 strain (Gu et al., 2004). To determine if this defective
sorting of Ash1p was caused by a decreased localization
of the ASH1 mRNA at the bud tip in a khd7 strain, the
localization of this transcript was assessed by FISH. As
shown in Figures 3C and 3D, ASH7 mRNA localization
was similar in both WT and khd1 strains, suggesting that
the defect in Ash1p asymmetric distribution observed in
a khd1 strain was not due to the mislocalization of its
transcript.

Khd1p Interacts with the C-Terminal

Domain of elF4G1

Large-scale affinity precipitation assays have shown that
Khd1p is associated in vivo with several proteins involved
in translation initiation: elF4E, elF4G1, elF4G2, and Pabp1
(Gavin et al., 2002, 2006). Among these proteins, elF4E
and elF4G are the two that are the more frequently
targeted by translation regulation factors (Gingras et al.,
1999). In order to identify the mechanism by which
Khd1p regulates the translation of the ASH7 mRNA, the
interaction between Khd1p and these two translation
initiation factors was investigated by GST pull-down assay
using a yeast extract containing TAP-tagged Khdip.
Khd1p-TAP from the yeast extract was retained by an
immobilized GST-elF4G1 recombinant protein, but not
by GST alone (Figure 4A). Treatment with RNase A disrup-
ted this complex, suggesting that the interaction is facili-
tated by the presence of RNA. No interaction between
Khd1p-TAP and the cap binding protein elF4E was
detected by this approach (data not shown).
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Figure 2. Deletion of KHD1 Results in a Redistribution of
ASH1 mRNA to the Higher Polysome Fractions

(A) Sucrose gradient and relative distribution of ASHT mRNA and ACT1
mRNA in a WT strain.

(B) Sucrose gradient and relative distribution of ASHT mRNA and ACT1
mRNA in a khd7 strain. These results are representative of two
independent experiments using dot blots and a third using RT-PCR.

Since the interaction between Khd1p and elF4G1 is
RNA dependent, it could be the result of the two proteins
being bound to the same RNA. In order to verify this
possibility, the same GST pull-down assay was performed

798 Molecular Cell 26, 795-809, June 22, 2007 ©2007 Elsevier Inc.



Molecular Cell
Spatiotemporal Control of ASH7 mRNA Translation

A asymmetric

symmetric

Cells with phenotype (%)

Cells with phenotype (%)

100 4 Ash1p
_
WT
80 -
khd1
70 4
60
50
40 4
304
20 4
10 4
0~ . -
Asymmetric Symmetric
distribution distribution
80 ASHT mRNA
70 B v
60 - | khd1
50 -
40
304
20 4
10
0+ .
Bud tip Bud
localized localized
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with myc-tagged She2p. Since both Khd1p and She2p
bind the E1 element of the ASH7 mRNA, one can expect
She2p to interact with elF4G1 if the interaction is solely
the result of RNA binding. Using this assay, She2p and
elF4G1 did not interact in the presence or absence of
RNA (Figure 4B), suggesting that indirect protein-RNA
interactions do not explain the association of elF4G and
Khd1p. Moreover, the interaction between Khd1p and
elF4G1 was confirmed in vitro by using recombinant
GST-elF4G1 and Khd1p-Hisg purified from bacteria
(Figure 4C). To identify the Khdip binding site on
elF4G1, recombinant GST fusions of deletion mutants of

B) Levels of asymmetric versus symmetric distribution of Ash1p in WT and khd1 yeast strains.

C) Phenotypes of ASH1 mRNA localization scored by fluorescent in situ hybridization.

D) Levels of bud tip versus bud-localized ASH7 mRNA in WT and khd1 yeast strains. More than 100 cells were counted, and both phenotypes
localized and delocalized) were scored. Error bars indicate mean + standard deviation.

elF4G1 were generated and tested in GST pull-down
assays with the TAP-tagged Khd1 protein. The results
show that only the fusions that contain the C-terminal
domain of elF4G1, from amino acids 850 to 952, are capa-
ble of binding Khd1p-TAP (Figure 4D).

While these results showed that the C-terminal domain
of elF4G1 interacts with Khd1p, they did not prove that
this interaction is involved in the translational control of
the ASH7 mRNA. The implication of the C-terminal do-
main of elF4G1 in the translational control of the ASH1
mRNA was assessed in vivo by using a yeast strain
knocked out for both TIF4631 (elF4G1) and TIF4632
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Figure 4. Khd1p Interacts with the C-Terminal Domain of elF4G1

(A) GST pull-down assays of yeast extract containing Khd1p-TAP with recombinant GST-elF4G1. Lane 2, 1/16 of the extract was loaded on the gel.
Lane 5, the extract was treated with RNase A prior to pull-down with GST-elF4G1.

(B) GST pull-down assays of yeast extract containing She2p-myc with recombinant GST-elF4G1. Lane 5, the extract was treated with RNase A prior
to pull-down with GST-elF4G1.

(C) GST pull-down assay of recombinant Khd1p-His6x and GST-elF4G1 purified from bacteria.

(D) GST pull-down assays of yeast extract containing Khd1p-TAP with various deletions of recombinant GST-elF4G1. elF4G1 and its interaction do-
mains are schematically represented. Numbers represent amino acids of elF4G1 in fusion with GST.

(E) Luciferase assay for Ash14_ggo-Luc fusion expressed in elF4G1 WT and elF4G1-ACterm strains normalized on total protein concentration. Paired
t test, *p < 0.001.

(F) Luciferase assay for WT firefly luciferase in elF4G1 WT and elF4G1-ACterm strains normalized on total protein concentration. Error bars indicate
mean + standard deviation from at least five independent experiments.
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(elF4G2) genes and which only expressed full-length
elF4G1 (elF4G1 WT) or a C-terminal deletion of elF4G1
(elF4G1-ACterm) from a single-copy vector. Since general
translation was decreased in the strain lacking the
C-terminal domain of elF4G1 (Berset et al., 2003), the
luciferase activity was normalized on the total protein
concentration from the extracts in order to compare the
relative luciferase activity of these strains despite the
deletion of the C-terminal domain of elF4G1. As shown
in Figure 4E, the expression of the Ash1;_ggo-luciferase
fusion was increased by 1.7-fold in the strain expressing
elF4G1-ACterm compared to the strain expressing the
full-length elF4G1. In comparison, the expression of
luciferase alone showed no significant difference between
the two strains (Figure 4F). These results suggest that the
C-terminal domain of elF4G1 is involved in the transla-
tional control of the ASH7 mRNA.

Khd1p Is Phosphorylated by the Plasma Membrane-
Anchored Casein Kinase Yckip

The identification of elF4G1 and Khd1p as key actors in
the regulation of ASH7 mRNA translation raises the ques-
tion of how the translation of this transcript is activated. As
we and others have shown, translational control is impor-
tant for the proper sorting of Ash1p (Chartrand et al., 2002;
Gu et al., 2004). However, there must be a mechanism to
activate the translation of the ASH7 mRNA as it reaches
the bud tip. One possibility is that posttranslational modi-
fication of Khd1p could remodel the translation regulation
complex and trigger the release of ASH7 mRNA from
translational repression, allowing local protein synthesis
at the bud tip. Indeed, previous studies have reported
that the phosphorylation of tyrosine residues near the
KH domain proteins hnRNP K and ZBP1 modulate their
activity as translational regulators (Huttelmaier et al.,
2005; Ostareck-Lederer et al., 2002).

To verify that Khd1p is a phosphoprotein, a metabolic
labeling of yeasts expressing Khd1p-GFP or GFP alone
was performed using P®-labeled orthophosphate,
followed by immunoprecipitation using an anti-GFP anti-
body. As shown in Figure 5A, P%%-labeled Khd1-GFP
was detected by autoradiography, which shows that
Khd1p is indeed phosphorylated in vivo. To identify
a candidate kinase involved in Khd1p phosphorylation,
we turned toward an in vitro large-scale phosphorylation
study of yeast kinases that reported that Khdip is
a substrate for the serine/threonine kinase Yck1p, a type
1 casein kinase (CK1) (Ptacek et al., 2005). To assess
the relevance of Yck1p activity on the translational regula-
tion of the ASHT mRNA in vivo, the expression of the
Ash14_ggo-luciferase reporter was measured in a WT,
a yck1 knockout, and a khd1 yck1 double knockout strain.
As shown in Figure 5B, Ashi1-luciferase activity was
reduced by 2.5-fold in a yck1 strain compared to a WT
strain. Northern blots indicated that the Yck1p-dependant
regulation of Ash1-luciferase expression was not due to
variations in mRNA levels (Figure 5C). Normal Ashi-
luciferase expression was restored in a khd1 yck1 double

knockout, suggesting that Yck1p is involved in the trans-
lational control of the ASH7;_goo-LUC mRNA and acts
through Khd1p.

Yckl1p is anchored at the plasma membrane (Babu
et al., 2002), while Khd1p accumulates in the cytoplasm
(Huh et al., 2003). To determine if Yck1p interacts with
Khd1p in vivo, a Split-Venus protein complementation
assay was used (Michnick et al., 2006). In this assay,
based on a split fluorescent protein, Khd1p was fused to
fragment 2 of the Venus protein (VF2), while Yckip
harbored an N-terminal Venus fragment 1 (VF1). When
both proteins were coexpressed, the fluorescence of the
reconstituted Venus protein was observed at the cell
periphery, indicating that Khd1p and Yck1p can interact
in vivo (Figure 5Da). When Khd1p-VF2 was coexpressed
with VF1 alone, a diffuse cytoplasmic fluorescence signal
was observed (Figure 5Dc). Coexpression of VF2 and
VF1-Yck1p, or VF2 and VF1, showed no fluorescent signal
(Figures 5De and 5Dg). Altogether, these results show that
Yck1p can interact with Khd1p at the plasma membrane.

To determine if Khd1p is directly phosphorylated by
Yck1p, recombinant GST-Khd1p was expressed and
purified from E. coli and used in an in vitro phosphorylation
assay with yeast-purified His-tagged Yck1p (Moriya and
Johnston, 2004). This assay showed that full-length
GST-Khd1p was readily phosphorylated in vitro by
Yck1p-His-proA (Figure 6B). Yeast-purified Yck1p-His-
proA was pulled down by GST-Khd1p in vitro, but not by
GST alone, confirming the interaction between these two
proteins (Figure S3A). Finally, recombinant CK1 from rat
was also found to phosphorylate GST-Khd1p in vitro,
which supports the observation that Khd1p is a substrate
for CK1 (Figure S3B). To identify the Yck1p phosphoryla-
tion site(s) on Khd1p, deletions mutants of Khd1p were
used in the in vitro phosphorylation assay (Figure 6A).
While in silico analysis predicted two perfect CK1 sites
within the first 260 amino acids of Khd1p, only a fragment
that consists of the last 49 amino acids, next to the third
KH domain, was found to be phosphorylated by Yckip
in vitro (Figure 6B). Within these 49 amino acids, four
serines and two threonines constitute potential phosphor-
ylation sites, and all match the CK1 consensus site:
D/Es_4-Xo0-S/T (Kennelly and Krebs, 1991). To confirm
that these six residues constitute the Yck1p phosphoryla-
tion site of Khd1p, they were all mutated to alanines, and
the resulting GST-Khd1p-MUT protein was poorly phos-
phorylated by Yckip (Figure 6C). Interestingly, a recent
large-scale phosphoproteomic analysis in S. cerevisiae
reported the identification of a phosphoserine residue at
position 358 of Khd1p purified from yeast (Chi et al.,
2007). This serine is one of the mutated residues in the
GST-Khd1-MUT protein (asterisk in Figure 6A), suggest-
ing that Yck1p might phosphorylate this residue.

Phosphorylation of Khd1p at Its C Terminus Reduces
Its RNA Binding Capacity

These results raise the question of the impact of Khd1p
phosphorylation on its function as an RNA binding protein
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Figure 5. Khd1p Phosphorylation by Yck1p Controls Its Translational Repression Activity

(A) Khd1p is a phosphoprotein. Immunopurification of GFP or Khd1p-GFP from yeasts grown on P*2-labeled orthophosphate. Left panel, western blot
using anti-GFP antibody. Right panel, autoradiography.

(B) Luciferase assay for Ash14_ggo-Luc in WT, yck1, khd1 yck1, and ash1 strains normalized on total protein concentration. Paired t test, *p < 0.005.
Error bars indicate mean + standard deviation from at least three independent experiments.
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and as a translational repressor. Since the phosphoryla-
tion of RNA binding proteins has previously been shown
to decrease their affinity for RNA (Ostareck-Lederer
et al.,, 2002), the phosphorylation of Khd1p by Yckip
may affect its interaction with the E1 RNA. To test this
possibility, recombinant GST-Khd1p purified from bacte-
ria was phosphorylated in vitro by rat CK1 and used in
a gel shift assay with the E1 RNA. Rat CK1 was used
because of its higher enzymatic activity and the fact that
it phosphorylates the same residues on Khd1p as Yckip
(as shown by the poor phosphorylation of the Khd1-
MUT protein by the rat CK1; Figure S4C). CK1-phosphor-
ylated GST-Khd1p interacted weakly with the E1 RNA
compared to the unphosphorylated form of GST-Khd1p
(Figure 6D), suggesting that CK1 phosphorylation
decreases the RNA binding capacity of Khd1p.

Phosphorylation of Khd1p Relieves the Translational
Repression on an ASH71 Reporter mRNA

Finally, the Khd1 and Khd1-MUT proteins were expressed
at near-endogenous level in yeast from a single-copy
plasmid with the KHD1 promoter (plasmids pKHD7 and
pKHD1-MUT). We first established that the mutations at
the C-terminal end of Khd1p had no effect on its expres-
sion level compared to WT Khd1p (Figure S4A). Khd1p-
MUT was as functional as the WT Khd1 protein, since
a Khd1p-MUT-GFP was retained by an immobilized
GST-elF4G1 recombinant protein (Figure S4B) and
recombinant GST-Khd1p-MUT had the same capacity to
bind RNA than the WT Khd1p (data not shown). To deter-
mine the effect of the mutations of the six C-terminal
serine and threonine residues on the phosphorylation of
Khd1p in vivo, a metabolic labeling of yeasts expressing
Khd1p-GFP or Khd1p-MUT-GFP was performed using
P32-labeled orthophosphate, followed by immunoprecipi-
tation using an anti-GFP antibody. As shown in Figure 6E,
while P®2-labeled Khd1p-GFP was detected, little phos-
pho-labeled Khd1p-MUT-GFP was present afterimmuno-
precipitation, suggesting that these mutations decrease
the phosphorylation of Khd1p in vivo.

The significance of the phosphorylation of Khd1p on
the translation of the ASH7;_gp0-LUC mRNA was also
assessed. A khd1 yeast strain cotransformed with the
WT KHD1 plasmid, and the ASH1,_gpo-LUC reporter had
the same luciferase activity as a WT yeast strain (bars
1 and 2, Figure 6F). The translation of the ASH7_goo-LUC
mRNA was sensitive to the deletion of the YCK7 gene
when the WT KHD1 plasmid was present, as shown by
the nearly 2-fold decrease in luciferase activity in this
strain (bar 3, Figure 6F). Mutations of the S/T residues of
Khd1p that are phosphorylated by Yck1p had the same
effect on the luciferase activity as did the deletion of
YCK1 (compare bars 2 and 3 versus 2 and 4, Figure 6F).
Moreover, deletion of YCK71 had no impact on the

luciferase activity in the yeast strain expressing Khd1p-
MUT (compare bars 4 and 5, Figure 6F), suggesting
that the effect of Yckip on the translation of the
ASH11_gpo-LUC reporter mRNA is mediated by its phos-
phorylation of the serine and threonine residues at the
C-terminal end of Khd1p. From all these results, we con-
clude that phosphorylation of the C-terminal serine and
threonine residues of Khd1p by Yck1p decreases the ac-
tivity of Khd1p as a translational repressor by interfering
with its binding to the localization element E1 of the
ASH1 mRNA.

DISCUSSION

Khd1p: An Unconventional Translational Regulator
Several KH domain proteins, like hnRNP K, ZBP1, and
GLD-1, are known regulators of translation (Huttelmaier
et al., 2005; Jan et al.,, 1999; Ostareck-Lederer et al.,
2002). But how these factors interact with the translation
initiation machinery and repress translation is still
unknown. In the current study, we have identified Khd1p
as a bona fide elF4G1-interacting protein that regulates
the translation of the ASH7 mRNA. First, deletion of
KHD1 enhances the ribosome load on the ASH7 mRNA,
resulting in increased synthesis of the Ash1 protein. Sec-
ond, Khd1p interacts directly with the localization element
E1 of the ASH7 mRNA and with the C-terminal domain of
elF4G1. Third, deletion of the C-terminal domain of
elF4G1 increases the translation of an ASH7-LUC mRNA
reporter, suggesting that this domain of elF4G1 is involved
in the translational control of this transcript. Previous
evidence of a role for Khd1p in the control of ASH1
mRNA translation came from the overexpression of this
factor, which results in a reduced Ash1p level in yeast
(Irie et al., 2002). There is also genetic evidence that
Khd1p regulates the asymmetric activation of the HO
promoter, which is repressed by Ash1p. Overexpression
of Khd1p suppresses myo4 and she3 deletions in a genetic
assay based on the asymmetric activation of the HO
promoter, pointing toward a role of Khd1p in the regulation
of the ASH1/SHE pathway (Irie et al., 2002; Tadauchi et al.,
2004).

The finding that the deletion of KHD7 results in
increased accumulation of Aship in the mother cell
nucleus, even if the ASHT mRNA is still properly localized
at the bud tip, underlines the importance of combining
translational control to mRNA transport in order to avoid
any premature protein synthesis before the transcript
reaches its final destination. In the absence of Khd1p,
early Ash1p synthesis during the transport of the ASH1
mRNA results in the ectopic accumulation of Ash1p in
the mother cell nucleus. As Puf6p is also implicated in
the translational control of the ASH7 mRNA (Gu et al,,
2004), this double control of Ash1p synthesis may reduce

(C) Levels of ASH1;_g0o-LUC mRNA and ACT1 mRNA in a WT, yck1 null strain, yck1 khd1 double knockout strain, and ash1 strain, as detected by

northern blot.

(D) Split-Venus protein complementation assay between Khd1p and Yck1p.
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any undesirable leakage of this factor to the mother cell
before cytokinesis, which would be detrimental to the
asymmetry in mating type switching.

This study also reveals that Khd1p is an unconventional
regulator of translation. First, most known translational
repressors or activators interact with mRNAs in their
5’ or 3’ untranslated regions (de Moor et al., 2005; Picker-
ing and Willis, 2005). Surprisingly, Khd1p is instead
recruited within the coding sequence of the mRNA it reg-
ulates. To our knowledge, this is the only known transla-
tional regulator to do so. Since Khd1p has been reported
to interact with several other mMRNAs beside ASH1 (Gerber
et al., 2004), it will be interesting to find if it binds these
transcripts in their coding sequences and represses their
translation. Second, Khd1p interacts with the C-terminal
domain of elF4G1, a domain not usually targeted by trans-
lation regulation factors. Unlike the mammalian elF4G, the
yeast elF4G C-terminal domain does not recruit the kinase
Mnk1 but binds RNA instead (Berset et al., 2003). The
C-terminal end contains one of the three RNA binding
domains of elF4G1, and it is important for its function,
since its deletion reduces protein synthesis in yeast.
However, its specific role is not clear yet. While recombi-
nant Khd1p and elF4G1 were found to interact in vitro,
their association may be enhanced by the interaction
with the localization element E1, as suggested by the
RNA dependency of their interaction in the GST pull-
down assays. Our data support a model in which Khd1p
bound to the localization element E1 interacts with
elF4G1 and affects its capacity to promote translation
initiation on the ASH1 mRNA (Figure 7A). The mechanism
by which the Khd1p-elF4G1 interaction inhibits translation
initiation remains to be elucidated.

A Role for CK1 in Translational Control

CK1 is a ubiquitous kinase in the eukaryotic kingdom and
is involved in processes as various as cell division,
apoptosis, and membrane transport (Knippschild et al.,
2005). It is also implicated in the regulation of the Wnt
and hedgehog pathways, which play crucial roles in
many aspects of development in vertebrate and inverte-
brate (Price, 2006). In this study, we have identified a func-

tion for this kinase in the translational control of a specific
mRNA and in regulating the spatiotemporal expression of
a cell fate determinant.

Our results show that the yeast casein kinase Yck1p is
important for relieving the Khd1p-mediated translational
control on the ASH7 mRNA. First, Yck1p interacts with
Khd1p at the plasma membrane and phosphorylates its
C-terminal end. Second, this phosphorylation decreases
the affinity between Khd1p and the localization element
E1. Third, mutagenesis of the CK1-phosphorylated
residues at the C-terminal end of Khd1p and the deletion
of YCK1 decrease the translation of an ASHT1 reporter
mRNA, suggesting that Ycklip is important for the
activation of ASH7 mRNA translation. Data from epifluor-
escence microscopy show that, while Khd1p is present in
the cytoplasm, Yckip and Khdip interact only at the
plasma membrane. Since Khdip colocalizes with the
ASH1 mRNA at the bud tip (Irie et al., 2002), this would
restrict the location where the ASH7 mRNA/Khd1p
complex comes into proximity with Yck1p to the bud
cortex. From these results, we propose that the translation
of ASH1 mRNA is controlled by the Khdip/elF4G1
complex during its transport (Figure 7B). As the ASH1
mRNA/Khd1p/elF4G1 complex reaches the bud tip,
Khd1p is phosphorylated by Yckip anchored at the
plasma membrane, relieving its interaction with the
ASH1 mRNA and activating its translation locally. In this
model, the localization machinery controls the location
where the ASHT mRNA is to be translated (the bud tip),
while the Khd1p/Ycklp interaction controls both the
location and the time when the ASH7 mRNA is to be trans-
lated (as it reaches the bud tip). In the absence of Yck1p,
Khd1p maintains its repression on the translation of the
ASH1 mRNA, which would explain the decreased level
of Ash1-luciferase protein in a yck1 strain. But why is there
a need for a rapid activation of ASH7 mRNA translation
when it reaches the bud tip? One explanation comes
from the finding that insertion of a stop codon after the
initation codon of the ASH7 mRNA reduces its tight
localization at the cortex (Gonzalez et al., 1999; Irie
et al.,, 2002), implicating translation in the process of
cortical anchoring of this mRNA.

Figure 6. Ser/Thr Residues at the C-Terminal End of Khd1p Are Phosphorylated by Yck1p and Are Important for the Translational
Control of an ASH1 Reporter mRNA

(A) Description of the deletion fragments generated as GST-Khd1 fusion proteins. The last 34 amino acids of Khd1p are displayed. Underlined amino
acids were mutated to alanine in the Khd1-MUT protein. Asterisk, Serssg was identified as a phosphoserine by Chi et al. (2007).

(B) In vitro phosphorylation of GST-tagged fragments of Khd1p by the yeast-purified Yck1p-proA-His. Left panel, Coomassie blue staining of the
GST-Khd1p fragments used in the phosphorylation assay. Right panel, autoradiography of P*2-phosphorylated GST-Khd1 fragments.

(C) In vitro phosphorylation of GST, GST-Khd1p, and GST-Khd1-MUT proteins with yeast-purified Yck1p. Left panel, Coomassie blue-stained gel of
the GST-tagged proteins. Right panel, autoradiography of the P32-phosphorylated GST-Khd1 proteins.

(D) EMSA for GST-Khd1 or CK1-phosphorylated GST-Khd1 with localization element E1. Increasing concentration of recombinant GST-Khd1p (100,
250, and 500 nM in lanes 2-4 and 5-7) was added to P*2-labeled RNA. The free RNA is indicated by an asterisk. Unphosphorylated GST-Khd1 was
incubated with CK1 without ATP.

(E) Immunopurification of Khd1p-GFP or Khd1p-MUT-GFP from yeasts grown on P®2-labeled orthophosphate. Left panel, western blot using anti-
GFP antibody. Right panel, autoradiography.

(F) Luciferase activity from the Ash14_ggo-Luc protein expressed in the following: WT strain plus control plasmid, khd1 strain plus pKHD1, khd1
yck1 strain plus pKHD1, khd1 strain plus pKHD1-MUT, khd1 yck1 strain plus pKHD1-MUT normalized on total protein concentration. Paired
t test, *p < 0.05; **p < 0.001. Error bars indicate mean + standard deviation from at least four independent experiments.
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Figure 7. Model for the Regulation of Khd1p-Mediated Translational Repression of the ASH7T mRNA

(A) Khd1p binds the localization element E1 of the ASH7 mRNA and associates with elF4G1 in order to repress the translation of this transcript.
(B) Spatiotemporal regulation of the translation of ASH7 mRNA. The ASH7 mRNA is recruited by the Khd1p-elF4G1 complex, which represses its
translation (1) and associates with the localization machinery (2). The resulting RNP complex moves toward the bud through the actin cytoskeleton
(3). Upon reaching the bud, Khd1p is phosphorylated by the membrane-anchored Yck1p (4), which leads to the local activation of ASH7 mRNA

translation (5).

Interestingly, another kinase known to regulate the
translation of a localized transcript is Src, a membrane-
anchored kinase that promotes translation of the
neurite-localized B-actin mRNA (Huttelmaier et al., 2005).

Since most localized mRNAs in species studied so far
are targeted close to the plasma membrane, membrane-
associated kinases like Src and CK1 may be key regula-
tors of the local translation of these transcripts or in
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releasing these mRNAs from their localization machinery,
through their capacity to phosphorylate the RNA binding
proteins associated with these transcripts.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Growth Media and Yeast Strains

Yeast cells were grown in either synthetic growth media lacking the
nutrients indicated or rich media (Rose et al., 1990). Transformation
was performed according to the protocol of Gietz and Schiestl
(Schiestl and Gietz, 1989). Yeast gene disruption cassette was created
by PCR ampilification of the loxP-KAN-/oxP construct in plasmid pUG6
and primer specifics for the gene of interest (Guldener et al., 1996).
Specific disruption was confirmed by PCR analysis of genomic DNA.
Yeasts strains used in this study are described in Table S1.

Plasmid Constructions

Plasmid YIP128-GAL1prom-ASH1-MYC is described in Chartrand
et al. (2002). Plasmids containing ASH7-luciferase fusions were
made from the Firefly luciferase of the pGL3 plasmid (Promega). All
luciferase fusions are in-frame with the Ash1 protein. The luciferase
fusion under the endogenous ASH7 promoter containing the
ASH1;_g00 fragment was obtained by subcloning the Sacl-Ncol frag-
ment of C3319 in pGL3 Basic (Promega). The Sacl-Sall fragment
from the resulting vector was subcloned in YCP33. ASH1_g24-FLuc
and FLuc were cloned under ASH1 endogenous promoter in YCP33
by recombination in yeast. All KHD1 in fusion with GST was cloned
in pGEX-4T-1 or pGEX-5X-3 (GE Healthcare) plasmids as EcoRI-
Xhol PCR fragments. GST fusions of elF4G were generated by PCR
amplification. For Venus PCA fusions, KHD1 was cloned as an Xbal-
BspEl fragment in p415-linker-VF2 ,and YCK7 was cloned as
a EcoRI-BamHI fragment in p416-VF1 linker (kind gifts from Emily
Manderson and Stephen W. Michnick). pPC3 and pPC4 were obtained
by cloning a BspEl-Xhol GFP fragment in pPC1 and p415-VF2.
Endogenous KHD1 promoter was cloned as Sacl-Pstl fragment in
pPC4 to obtain pPC5. pKHD1 and pKHD1-MUT were cloned as
Xbal-Xhol fragments in pPC5. Plasmids used in this study are
described in Table S2.

Luciferase Assays

Overnight cell cultures were diluted to ODggo = 0.1 and grown to
ODgqo = 0.8 in 5 mL cultures. Cells were resuspended in 150 uL PBS 1x,
6 mM NaNg, aprotinin, leupeptin, pepstatin, and PMSF and broken with
glass beads. Extracts were cleared, and 20 plL of the extract was used
with 80 pL of LAR (Promega) for the Iuciferase assay, and the results
were normalized on the total protein concentration obtained by Bradford.
All luciferase assays are the average of at least four independent
experiments.

Northern Blots

RNA was purified from yeast cultures according to (Schmitt et al.,
1990). Northern blots were performed according to Sambrook and
Russel (2001). ASH1, FLUC, and ACT1 probes were labeled with
[-*P] dCTP using Ready-To-Go DNA Labeling Beads —dCTP
(Amersham).

Fluorescence In Situ Hybridization and Immunofluorescence
Yeast cells were processed for fluorescent in situ hybridization and
immunofluorescence according to the protocols described in Char-
trand et al. (2000). For in situ hybridization, yeast spheroplasts were
hybridized with a pool of Cy3-conjugated ASH7 DNA oligonucleotide
probes. For immunofluorescence, a 1:50 dilution of a mouse anti-
myc 9E10 antibody (Roche) was used as primary antibody. For the
secondary antibody, a 1:1000 dilution of a Donkey anti-Mouse Oregon
Green-conjugated antibody (Jackson Laboratories) was used.

GST Pull-Downs

GST fusions of elF4G1 were purified according to Tarun and Sachs
(1996). Briefly, transformed BL21 cells were grown to an ODggo Of
0.6 in 1 liter and induced with 0.5 mM IPTG for 4 hr. Cells washed
with buffer C (150 mM NaCl, 16 mM Na,HPO,4, 4 mM NaH,PQO,), resus-
pended in 10 mL and aliquoted in 2 mL, and frozen at —80°C. Aliquot
containing recombinant GST-elF4G1 was thawed, brought to 0.1%
Triton X-100, 87.5 pg/mL PMSF, 5 ng/mL pepstatin, 5 png/mL aprotinin,
5 ng/mL leupeptin, and sonicated 10 s, then put on ice five times.
Extract was cleared, and supernatant was incubated 1.5 hr at 4°C
with glutathione Sepharose-4B (Amersham) and washed three times
with buffer C, 0.1% Triton X-100. Strains S288C-Khd1-TAP and
K699-She2-myc were grown to an ODggp of 1, and 100 ODgoo Was
broken with glass beads in 1 ml of buffer A (PBS 1x, 0.1% Triton
X-100, 87.5 png/mL PMSF, 5 ng/mL pepstatin, 5 pg/mL aprotinin,
5 ng/mL leupeptin). Extract was cleared, and the supernatant was
applied on immobilized GST-elF4G1 for 2 hr at 4°C. Beads were
washed five times in buffer A and eluted by boiling in loading buffer
for 3 min. Eluted proteins were loaded on a 10% SDS-PAGE gel and
transferred to Hybond-ECL nitrocellulose membrane (Amersham).
The membrane was incubated first with a goat anti-mouse-HRP
(1:1000) (Amersham) and second with a rabbit anti-Goat-HRP
(1:1000) (Sigma) and revealed with the ECL kit (Amersham).

Electrophoretic Mobility Shift Assays

To produce in vitro-transcribed RNA, plasmids pGEM-E1 and pGEM-
IRE were linearized with EcoRI and transcribed with T7 RNA polymer-
ase in the presence of [¢->2P]CTP (Jorgen et al., 1998). The transcripts
were purified on 6% denaturing polyacrylamide gels, then extracted
and desalted on G25 Sephadex spin columns (Roche). For unlabeled
RNAs, the transcripts were purified, after treatment with DNase |, by
phenol/chloroform extraction, ethanol precipitation, and desalting on
G25 Sephadex spin columns. GST-Khd1p was expressed and purified
according to the protocol published by Pharmacia. For EMSA, the *2P-
labeled RNA was denatured by heating at 85°C for 2 min in the binding
buffer and allowed to fold at room temperature for 10 min. A total of
10,000 CPM of labeled RNA (~1 ng) was added to the binding buffer
(10 mM HEPES [pH. 7.4], 150 mM KCI, 1 mM DTT, 5 mM MgCl,, 4%
glycerol, 15 U RNase Inhibitor [Pharmacia]) prior to the addition of var-
ious concentration of recombinant protein up to a final volume of 20 pl.
The reactions were incubated at 4°C for 30 min, then 2 ul of 10 mg/ml
heparin was added and incubated for ten more minutes at 4°C to pre-
vent nonspecific interactions. The samples were separated on a 4%
nondenaturing gel at 120V for 4 hr at 4°C, dried, and exposed overnight
with Kodak films. For competition experiments, unlabeled RNAs were
added prior to the addition of the protein.

Supplemental Data

Supplemental Data include Supplemental Experimental Procedures
and four figures and can be found with this article online at http://
www.molecule.org/cgi/content/full/26/6/795/DC1/.
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Translation through Phosphorylation
of Khd1p by the Casein Kinase Yck1p
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SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

Ashl1p Kkinetics and Western blots

For endogenous expression of Ashlp, cells were grown in YPD to an ODgg of 0.8. For
Ashlp kinetics, yeast cells were grown in 600 ml of non-inducible, non-repressive
medium (2% lactic acid, 3% glycerol) up to an ODsoo of 0.2-0.4, induced with galactose
and 50 ml samples were taken at different time points, to which NaN3 (6 mM final
concentration) was added to stop all reactions. Yeast cells were processed with 500 pl of
glass beads mixed with 500 pl of sample buffer (60 mM Tris pH 6.8, 0.5mM PMSF, 0.5
mM Benzamidine, pepstatin, leupeptin, aprotinin, 10% glycerol, 2% SDS, 5% B-
mercaptoethanol and 0.0025% Bromophenol Blue). The tubes were vortex 45 seconds
and put on ice 45 seconds, repeated 4 times. After a centrifugation of 5 minutes, the
supernatant was recovered. For the Western blot, yeast extracts was loaded on a 10%
SDS-PAGE gel and transferred to a nitrocellulose membrane. Ashlp-myc was detected
using a mouse anti-myc antibody (9E10; Roche) and Pgklp was detected with a mouse
anti-Pgk1 antibody (Molecular Probes), following by a HRP-labelled goat anti-mouse

secondary antibody (Jackson Laboratories) and revealed with the ECL kit



(AmershamPharmacia). Western blots were quantified using the Scion Image software

(NIH Image). The results are the average of at least three independent experiments.

Sucrose gradients and dot blots

Yeast cultures were grown in the selection medium and reached stationary phase (D.O.¢00
1.0 to 1.5). Polysome disassembly was inhibited by adding 100pg/ml cycloheximide
(Sigma) for 15 minutes on ice. Cells were harvested by centrifugation 10 minutes at 4000
rpm, washed twice with water (10 ml) containing 100ng/ml cycloheximide and lysed
with glass beads and 1X lysis buffer (25mM Tris HCI pH 7.2, 50mM KCI, 30mM MgCl,,
5SmM B-mercaptoethanol, 200pg/ml cycloheximide, 2pg/ml aprotonin, ImM PMSF,
0,5ug/ml leupeptin, 2,9 pg/ml E64, 1 ug/ml antipaine, 0.2 pg/ml chymostatine and 20mM
VRC). Cells supernatant was transferred into an Eppendorf tube and centrifuged 10
minutes at 6500 rpm. at 4°C, and a second time at 14000 rpm. Finally, 300 pl to 500 ul of
supernatant were loaded on a 10-50 % sucrose gradient (10 mM Tris pH 7.4, 70 mM
NH4Cl, 4mM MgOAc) and centrifuged at 36000 rpm. for 2.5 hours at 4°C with a
Beckman SW41 rotor (210 000G). For each gradient, 21 fractions of 500 ul were
collected in Eppendorf tubes while the gradient profile was monitored at OD,s4. Each
fraction was phenol extracted and the RNA was precipitated with ethanol.

Dot blot assay was performed on sucrose gradient fractions. Briefly, samples were
first denatured at 65°C for 5 minutes and then applied on Hybond-N membrane
(Amersham). Samples crosslinked by UV were washed 2 hours at 68°C with
hybridization solution (0,5M NaHPO,, 7% SDS, ImM EDTA). Finally, the probe was

added for 12 hours at 68°C with hybridization solution.



Protein expression and purification

Recombinant protein GST-Khd1 was overproduced in Escherichia coli BL21 (Rosetta 2)
transformed with pGEX-4T-1-Khd1 (plasmid pPC13). The cells were harvested 3 hours
after induction with 1mM IPTG at 30°C, resuspended in PBS-TritonX100 0,1%, 1M
NaCl, 1mg/ml lysozyme and antiproteases cocktail (PMSF + pepstatine + leupeptin +
aprotinine) for 30min on ice and sonicated. The lysate was cleared by centrifugation for
15min at 15000g, 4°C, to yield the supernatant with the overexpressed soluble protein.
The GST fusion protein was purified by affinity chromatography with Glutathione-
Sepharose 4B (GE Healthcare). The GST-fusion protein was eluted with 10mM reduced
glutathione in PBS. The recombinant protein fractions were dialysed overnight in PBS
and concentrated using a 10-kDa molecular weight cut-off filter unit (Centricon-
Millipore). The Khdl-6xHis recombinant protein was produced as GST-Khd1-6xHis
from the plasmid pPC18 in BL21 bacteria and purified as above. For the elution, the

GST tag was cleaved with Factor Xa overnight at room temperature.

In vitro phosphorylation and purification of Ycklp

GST fusions proteins were purified as for GST-pulldowns and in vitro
phosphorylation assays were carried out as described in Moriya et al. (2004). The GST-
Eluted GST-Khd1 was phosphorylated in 50mM Tris pH 7.5, 10mM MgCl,, SmM DTT
with rat Casein Kinase CKI (NEB) supplemented with 200uM ATP, 30 minutes at 30°C.

The unphosphorylated GST-Khd1p was treated the same way, but without ATP.



P** metabolic labelling

An overnight culture of yeast in selective media was diluted in 1L of low
phosphate YPD an grown to an OD = 0.8. Cells were centrifuged, washed with low
phosphate YPD, resuspended in 40mL of low phosphate YPD, supplemented with
333uCi of P* orthophosphate and incubated at 30°C for 1 hour. Cells were then washed
with PBS 1X, resuspended in lysis buffer (PBS 1X, 0.1% triton X-100, 87.5ug/mL
PMSEF, 5 pg/mL pepstatin, 5 pg/mL aprotinin, 5 pg/mL leupeptin, SOmM NaF, 20mM 2-
glycerol-phosphate and 1mM Na3VO,) and lysed with glass beads. The lysate was
cleared by centrifugation. Immunoprecipitation was carried out with polyclonal anti-GFP
antibody (Rockland) overnight at 4°C. Protein A-Sepharose was added for 2 hours and
beads were washed with PBS 1X, 0.1% Triton X-100. Purified proteins were eluted,
resolved by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose for autoradiography and western

blotting.



TABLE S1. Yeast strains used in this study

strain

genotype

source

K6278-cla4

K6278-cla4, khdl
K699

K699-khdl
K699-yckl
K699-khdl, yckl
K699-she2
K699-She2-Myc
K5552
K5552-khd1
S288C
S288C-Khd1-TAP
YMK328

Mat a, ura3-1, leu2-3, his3-11, trpl-1,
ade2-1, ashl::TRP1, clad4A

K6278, khdl::KAN

Mat a, ura3-1, leu2-3, his3-11, trpl-1,
ade2-1

K699, khdl::KAN

K699, yckl::KAN

K699, khdl::loxP, yckl::KAN

K699, she2::KAN

K699, SHE2-mycl3

K699, ASHI::ASHI-myc9

K5552, khdl::KAN

Mat a, his3A1, leu2A0 met15SA0 ura3A0
S288C KHDI1-TAP::HIS3

Mat a, ade2, his3, leu2, trpl, ura3,
tif4631::LEU?2, tif4632::ura3
p[TIF4632-URA3-CEN]

Chartrand, 2002

this study
Jansen, 1996

this study

this study

this study

this study
Takizawa, 2000
Long, 1997

this study

Open Biosystem
Open Biosystem
Mark P. Ashe




TABLE S2. Plasmids used in this study

Plasmid Features Source

C3319 YEPlac181 with ASHI under endogenous Jansen, 1996
promoter

p415-VF2 pRS415 containing Venus Fragment 2 under Emily Manderson
ADH|1 promoter

p416-VF1 pRS416 containing Venus Fragment 1 under Emily Manderson
ADH1 promoter

pGEM Vectors for in vitro transcription Promega

pGEX Vectors for GST fusion proteins expression Amersham

YCP33 Single copy yeast vector with URA3 selectable Gietz, 1988
marker

YEPlac181  Multicopy yeast vector with LEU2 selectable Gietz, 1988
marker

YIPlac128  Yeast integrative vector with LEU2 selectable Gietz, 1988
marker

pAS466 pGEX-2T containing eI[F4G1 (amino acids Tarun, 1996
1 to 952)

pBM4536 pRS426 expressing YCKI-7xHis-ProA (amino Moriya, 2004
acids 1 to 536) under ADH I promoter

pDD-01 YIP128 containing ASHI-myc (9x) under GAL!  Chartrand, 2002
promoter

pKHDI pRS415 expressing KHDI under endogenous This study
promoter

pKHDI- pRS415 expressing KHDI-MUT under This study

MUT endogenous promoter

pPC1 p415-VF2 containing KHD1 This study

pPC2 p416-VF1 containing YCK/ This study

pPC3 pRS415 expressing GFP under ADH promoter This study

pPC4 pRS415 expressing KHD 1-GFP under This study
ADH1 promoter

pPC5 pRS415 expressing KHD1-GFP under This study
endogenous promoter

pPC6 pRS415 expressing KHD1-MUT-GFP under This study
endogenous promoter

pPC8 pGEM-4z containing element E1 Olivier, 2005

pPC9 pGEM-4z containing IRE Olivier, 2005

pPC10 pGEX-1AT containing eI[F4G1 (amino acids Dominguez, 1999
160 to 492)

pPCl11 pGEX-1AT containing eIF4G1 (amino acids Dominguez, 1999

pPCl12

542 to 883
pGEX-3X containing e[F4G1 (amino acids

Dominguez, 1999



pPC13
pPC14

pPC15
pPCl16
pPC17
pPC18
pPC19
pPC20
pPC21
pPC22
pPC23
pPC24
pPC25

pPC30

pPC31

pPC32
pPC33
pPC34

pXR193

441 to 952)

pGEX-4T-1 containing KHD1

pGEX-5X-3 containing e[F4G1 (amino acids
441 to 656)

pGEX-5X-3 containing e[F4G1 (amino acids
490 to 656)

pGEX-5X-3 containing e[F4G1 (amino acids
850 to 952)

pGEX-5X-3 containing KHD! (amino acids 1
to 381)

pGEX-5X-3 containing KHD[-6xHis
pGEX-5X-3 containing KHDI-MUT
pGEX-5X-3 containing KHD! (amino acids 1
to 170)

pGEX-5X-3 containing KHD/ (amino acids 171
to 381)

pGEX-5X-3 containing KHD/ (amino acids 171
to 281)

pGEX-5X-3 containing KHD! (amino acids 282
to 381)

pGEX-5X-3 containing KHD! (amino acids 282
to 332)

pGEX-5X-3 containing KHD! (amino acids 333
to 381)

Single copy vector with TRP1 selectable marker
expressing T/F4631 under TIF4632 promoter
Single copy vector with TRP1 selectable marker
expressing T1F4631(nt 1-2600) under TIF4632
promoter

YCP33 containing ASH 1 (nt 1-621)-LUC under
endogenous promoter

YCP33 containing ASH 1 (nt 1-900)-LUC under
endogenous promoter

YCP33 containing LUC under ASH1
endogenous promoter

YIP128 containing ASHI-myc (9x) under
endogenous promoter

This study
This study

This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study

This study

Mark P. Ashe

This study

This study

This study

This study

Chartrand, 2002
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Figure S1. Kinetics of the Ashl protein synthesized from wild-type ASHI mRNA

(A) Kinetics of Ashlp synthesis after galactose induction of a GALIprom-ASHI-MYC
gene (pDD-01) in a wild-type yeast strain (¢), in a SHE2 knockout strain (she2 ®), in a
KHDI1 knockout strain (khdl A). Error bars indicate mean + standard deviation from
three independent experiments. (B) ASHI/ mRNA levels in the three yeast strains

normalized to ACTI mRNA after one hour of induction. FError bars indicate mean +



standard deviation from three independent experiments. (C) Absolute luciferase activity
from the Ashl;gp-Luc and Ashl,¢y;-Luc fusion proteins in WT, khdl and control
strains. Luciferase activity was normalized on total protein concentration. Since their
absolute luciferase activity reflect both their expression level and the intrinsic activity of
the luciferase fusion protein, they cannot be directly compared. However, the effect of a
KHDI deletion on their relative activity can be compared. Hence, luciferase activity in
the WT strain was normalized to 1 for each construct and displayed in two separate
graphs (Figures 1D and 1E). Error bars indicate mean =+ standard deviation from at least
four independent experiments. (D) Electrophoresis mobility shift assay for GST-Khdl
with localization element E1 competed by unlabelled E1 RNA and IRE RNA. Lane 1:
P*? labelled EI RNA. Lane 2: P¥ labelled E1 RNA with 0.63uM GST-Khdl.
Competitions of the Khd1p-E1 RNA complex with 40 times, 100 times, and 200 times
unlabelled E1 RNA (lanes 3 to 5) and with 40 times, 100 times, and 200 times unlabelled

IRE RNA (lanes 6 to 8).
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Figure S2. Cosedimentation of Khd1p with ribosomes
Sucrose gradient and distribution of Khd1p-TAP and Rpl3p, a protein of the large subunit

of the ribosome, in the various fractions of the gradient.
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Figure S3. CKI interacts with and phosphorylates GST-Khdlp in vitro

(A) GST pulldown assay of yeast purified Ycklp-His;-proA with GST-Khdl1p purified
from bacteria. (B) In vitro phosphorylation of GST-KhdIp by the rat purified CK1. Left
panel, Coomassie blue staining of the GST and GST-Khdl proteins. Right panel,

autoradiography of P*?-phosphorylated GST-Khd1p.
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Figure S4. Characterization of the Khd1-MUT protein

(A) Detection of levels of Khd1-GFP and Khd1-MUT-GFP expressed in a khdl yeast
strain from the plasmids pPC5 and pPC6, respectively, by Western blot. (B) GST
pulldown assays of yeast extract containing Khd1-MUT-GFP with recombinant GST-
elF4G1. Lane 4: extract was treated with RNAse A prior the pulldown with GST-
elF4Gl. (C) In vitro phosphorylation of GST, GST-Khdlp and GST-KhdI-MUT
proteins with rat CK1. Left panel, Coomassie blue stained gel of the GST tagged

roteins. Right panel, autoradiography of the P32-phosphory1ated GST-Khdl proteins.
p ghtp



