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Liste des abréviations 
 

 

3-AT  :  3-aminotriazol  

A   :   Adénine  

A600nm  :  Absorbance à la longueur d’onde 

de 600 nm  

AAA+  :  ATPase associated with diverse 

cellular processes  

ADN   :  Acide désoxyribonucléique  

ADN db  :  Acide désoxyribonucléique 

double brin  

ADNc   :  Acide désoxyribonucléique 

complémentaire  

ARN   :  Acide ribonucléique  

ARNm  :  Acide ribonucléique messager  

ARNnc  :  ARN non codant  

ARNr   :  Acide ribonucléique ribosomique  

ARNt   :  Acide ribonucléique de transfert  

ATP   :  Adénosine 5' triphosphate  

Bcd1   :  Box C/D snoRNA 1  

C   :   Cytosine  

CAB   :  Cajal bodies box  

CB   :   Cajal Bodies  

CBC   :  Cap Binding Complex  

Cbf5   :  Centromere binding factor 5  

ChIP   :  Chromatin Immunoprecipitation  

Ci   :   Curie  

cpm   :  coups par minute  

CTD   :  Carboxy Terminal Domain  

Da, KDa  :  Dalton, kilodalton  

Damp   :  Decreased abundance by mRNA 

perturbation  

DMSO  : diméthylsulfoxyde  

DNase  :  Désoxyribonucléase  

dNTP   :  Désoxyribonucléotide 

triphosphate  

DTT  :   dithiothréitol  

EDTA  :  éthylène diamine tétraacétate  

eRNA :  enhancer ARN 

FC   :   Fibrillar Center  

G   :   Guanine  

GST   :  Glutathione S-transferase  

HEPES :  acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-

pipérazine éthane sulfonique  

IPTG  :  isopropyl β-D-thiogalactoside  

ITS   :   Intenal Transcibed Spacer  

Kan   :   Kanamycine  

Kb   :   Kilobase  

lncRNA  :  long ARN non codant 

Lsm   :  Sm Like  

mChIP  :  modified Chromatin 

Immunoprecipitation  

miRNA :  micro RNA 

MOPS  :  3-(N-morpholino) propanesulfonic 

acid  

Nat   :   Nourseothricine  

NB   :   Nucleolar bodies  

NES   :  Nuclear Export Signal  

Nhp2   :  Non-Histone Protein 2   

NLS   :  Nuclear Localization signal  

NMD   :  Non sens Mediated Decay  

NoLS   :  Nucleolar Localization Signal  
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Nop   :  Nucleolar protein  

nt   :   nucléotide  

NUFIP  :  Nuclear FMRP Interacting Protein  

ORF   :  Open Reading Frame  

PAGE   :  polyacrylamide gel 

electrophoresis  

pb   :   paire de base  

PBS   :  Phosphate Buffer Saline  

PCR   :  Polymerase Chain Reaction  

PEG  :  Polyéthylène glycol  

pGal   :  promoteur galactose dépendant  

Pih1   :  Protein interacting with Hsp90-1  

pré-ARNm :  précurseur de l'ARN messager 

pré-ARNr  :  précurseur de l'ARN ribosomique  

PUA   :  PseudoUridine synthase and 

Archaeosine transglycosylase  

R   :   Purine (adénine ou guanine)  

R2TP   :  Rvb1p/Rvb2p/Tah1p/Pih1p  

RBD   :  RNA Binding Domain  

Rex4  :  RNA exonuclease    

RMN   :  Résonance Magnétique 

Nucléaire  

RNAse   :  Ribonucléase  

RNP   :  Ribonucléoparticle  

Rrp9p  :  Ribosomal RNA Processing 9  

Rsa1   :  Ribosome assembly 1  

RT  :   Reverse Transcription  

Rtt106p  :  Regulator of Ty1 Transposition 

106  

Rvb1/2  :  RuVB-like  1/2 

SAM   :  S-Adenosyl-L-Methionine  

sb   :   simple brin  

scaRNA  :  small Cajal Bodies RNA  

SDS  :   sodium dodecylsulfate  

SELEX  :  Systematic Evolution of Ligands 

by Exponential enrichment  

SMN   :  Survival of MotoNeuron  

siRNA : small interfering RNA 

snoRNA  :  small nucleolar ARN  

snoRNP  :  small nucleolar 

Ribonucleoparticle  

snRNA  :  small nuclear ARN  

snRNP  :  small nuclear RNP  

Snu13   :  small Nuclear ribonucleoprotein 

associated  

sRNA   :  small ARN  

sRNP   :  small RNP  

SSC   :  Saline-Sodium Citrate  

SSPE  :  Saline-Sodium Phosphate EDTA  

SSU   :  Small Subunit  

T   :   Thymine  

Tah1   :  TPR containing protein asociated 

with Hsp90  

TBE   :  Tris-Borate-EDTA  

TBP   :  TATA box Binding Protein  

TE  :   Tris-EDTA  

UAS  :  Upstream activating sequences  

UsnRNP  :  Uridine rich small nuclear 

ribonucleoprotein particle  

Y   :   Pyrimidine (cytosine, uracile ou 

thymine)  

Y2H/Y3H :  Yeast two-hybrid/ Yeast three-

hybrid  

YPD  :  Yeast extract Peptone Dextrose  

YPG  :  Yeast extract Peptone Galactose  

Ψ   :   Pseudouridine    

Les abréviations internationales utilisées pour désigner les acides aminés 

(nomenclature à 3 lettres ou à une lettre) ne sont pas inclues dans cette liste.  
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1 Les ARN non codants (ARNnc) 

 

Les cellules de tous les organismes vivants contiennent deux catégories distinctes 

d’acides ribonucléiques (ARN): les ARN messagers (ARNm) traduits en protéines, et les 

ARN dits non codants (ARNnc) qui ne sont pas traduits en protéines. Les exons des gènes 

codant des protéines représentent 1.2% de la totalité du génome humain, et environ 80% de 

celui-ci est soit activement transcrit, soit interagit avec des protéines régulatrices ou est 

associé à d’autres activités biochimiques (Consortium, 2012). L’obtention de ces résultats a 

été possible grâce au développement des nouvelles technique de séquençage à haut débit 

permettant l’analyse du génome et du transcriptome entier (projet ENCODE - Encyclopedia 

of DNA Elements) (Consortium, 2012; Consortium, 2007). Cette découverte, ainsi que 

d’autres, comme l’épigénétique ou l’identification de la transcriptase inverse chez les 

rétrovirus, a modifié notre vision du dogme central de la biologie moléculaire, basé sur 

l'hypothèse classique que les ARN constituent essentiellement des intermédiaires entre les 

séquences d'ADN et la machinerie de synthèse des protéines (Crick, 1958; Ricciuti et al., 

2014). Bien que le nombre réel des ARNnc dans les génomes eucaryotes reste inconnu, les 

estimations varient d’un ordre de plusieurs milliers d’ARNnc (Consortium, 2012; Pignatelli et 

al., 2016; Washietl et al., 2007). Longtemps sous-estimés, les ARNnc ont connu un regain 

d’intérêt considérable au cours des dernières années, en raison de leur très grande variété et 

des fonctions importantes qui leur sont associées. En effet, les ARNnc participent à la plupart 

des processus biologiques, depuis la réplication du matériel génétique et son expression 

dans la cellule, jusqu’au développement de l’organisme (Cavaille, 2004). La biologie des 

ARN a été révolutionnée par la découverte et la caractérisation des différents rôles que les 

ARNnc jouent dans les processus biologiques centraux tels que l'épissage (Kishore and 

Stamm, 2006), la défense du génome (Billi et al., 2012; Lee et al., 2012), la structure des 

chromosomes (Simon et al., 2011; Yang et al., 2011) et la régulation de la l'expression des 

gènes (Chen and Rajewsky, 2007). Les ARNnc ont également été associés à des maladies 

humaines, y compris le cancer (Croce, 2009; Nicoloso et al., 2009), des troubles 

neurologiques tels que la maladie de Parkinson (Gehrke et al., 2010) et la maladie 

d'Alzheimer (Faghihi et al., 2008; Gehrke et al., 2010; Hebert et al., 2008), les troubles 

cardio-vasculaires (Yang et al., 2007; Zhao et al., 2007) et de nombreuses autres (Esteller, 

2011).  
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1.1 Les familles d’ARNnc 
 

La taille des ARNnc est très variable. Certains peuvent être constitués de milliers de 

nucléotides, comme l’ARNnc Xist (17 kb) qui participe à l’inactivation d’un des deux 

chromosomes X chez les femelles des mammifères. D’autres ARNnc, comme les microARN, 

sont de très petite taille (21-23 bases) et interviennent dans la régulation post-

transcriptionnelle de l’expression des gènes chez les animaux et les plantes (Tableau 1) 

(Abel et al., 2014). 

1. Petits ARN non-codants  
(Small non-coding RNAs) (< 200 pb) Fonctions 

ARN de transfert (ARNt) Transfert des acides aminés dans la synthèse protéique. 

ARN ribosomiques 5S et 5.8S (ARNr) Composants ARN des sous-unités ribosomiques, impliqués 
dans la traduction.  

MicroARN (miARN) Régulation des mARN au niveau post-transcriptionnel 

Small interfering ARN (siARN) Dégradation post-transcriptionnelle des ARNm de manière 
hautement séquence-spécifique.  

PIWI-interacting ARN(piARN) Petits ncARN qui forment le complexe avec le complexe 
RISC dans les  cellules germinatives. 

Petits ARN nucléolaires (snoARN) 

Petits ARN des Cajal bodies (scaARN) 

Modification et traitement d'autres ARN en particulier les 
ARNr, ARNt et snARN, principalement par méthylation et 
pseudouridylation. 

Petits ARN nucléaires (snARN) Petits ARNnc impliqués dans l'épissage des pré-ARNm et 
la régulation des facteurs de transcription. 

Riboswitches Régulation de l'expression des ARNm par liaison 
spécifique et directe à de petites molécules. 

2. Longs ARN non-codants 
(Long non-coding RNAs) (>200 pb) Fonctions 

ARN longs non-codants  
(Long non-coding ARN) (lncARN) 

ARNnc de plus de 200 nucléotides qui régulent l'expression 
des gènes par mécanisme épigénétique, épissage, 
empreinte génomique, régulation de la transcription et 
transport intracellulaire. 

ARN antisens ARN simple brin complémentaire aux ARNm transcrits, 
impliqué dans l'inhibition de la traduction de l'ARNm cible. 

ARN longs associés aux promoteurs 
Promoter associated longRNAs (PARs) 

Transcrit de plus de 200 nt qui régule l'expression des 
gènes par interaction avec leurs promoteurs. 

ARN non-codants associés aux télomères 
Telomere-associated ncRNAs (TERRAs) 

Régulateurs négatifs de la longueur des télomères par 
inhibition de la télomérase. 

Tableau 1 : Les différents types d’ARN non-codants bien caractérisés à ce jour. Adapté 

de (Dupuis-Sandoval et al., 2015). 



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 14 
 

1.2 Nomenclature des gènes des ARNnc 
 

Les gènes codant des ARNnc de petite taille (<200nt) sont nommés après la classe 

spécifique de l’ARN identifié par similarité de séquence, par exemple SNORA1, "petit ARN 

nucléolaire à boîtes H/ACA 1". Les ARNnc humains sont répertoriés et leur nom est 

standardisé par HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) (Tableau 2). Pour revue, 

voir (Wright and Bruford, 2011). 

Les gènes codant des ARN longs non codants (> 200nt) (lncRNA) sont de préférence 

nommés en fonction de la fonction connue dans la transcription, par exemple XIST. Les 

transcrits antisens sont nommés en utilisant le symbole HGNC approuvé pour le gène codant 

la protéine avec le suffixe 'AS' pour 'antisens' (le symbole du gène ne doit pas être le 

symbole du gène codant la protéine codée sur l’autre brin), les transcriptions introniques sont 

marquées avec «IT» et les transcrits qui se chevauchent avec «OT». Les séquences 

intergéniques des lncRNA contiennent le préfixe LINC pour ‘long intergenic non-protein 

coding RNA’ par exemple LINC00028. Un guide de la nomenclature des gènes lncRNA a été 

publié en 2014, voir http://www.humgenomics.com/content/8/1/7)  

Type d'ARN Symbole HGNC Nom entier 

miRNA MIR microRNA 

ARNt génomique TRNA ARN de transfert (code des acides aminés en une lettre) 

ARNt mitochondrial MT-T ARNt mitochondrial (code des acides aminés en une lettre) 

ARNr -- 5S RN5S ARN ribosomique 5S  

 -- 5.8S RN5-8S ARN ribosomique 5.8S  

 -- 18S RN18S ARN ribosomique 18S 

 -- 28S RN28S ARN ribosomique 28S 

Spliceosomal -- U1 RNU1 snRNA U1 

  -- U2 RNU2 snRNA U2  

  -- U4 RNU4 snRNA U4 

  -- U5 RNU5 snRNA U5   

  -- U6 RNU6 snRNA U6  

  -- U4atac RNU4ATAC snRNA U4atac 

  -- U6atac RNU6ATAC snRNA, U6atac  

  -- U11 RNU11 snRNA U11  

  -- U12 RNU12 snRNA U12 

http://www.humgenomics.com/content/8/1/7
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Type d'ARN Symbole HGNC Nom entier 

snoRNA à boîtes H/ACA SNORA petit ARN nucléolaire à boîtes H/ACA  

snoRNA à boîtes C/D SNORD petit ARN nucléolaire à boîtes C/D  

scaRNA SCARNA petit ARN spécifique aux corps de Cajal  

piRNA -- cluster PIRC cluster RNA interagissant avec piwi  

piRNA -- individual PIRNA RNA interagissant avec piwi 

RNase MRP RMRP component ARN de la RNase endoribonucléase 
mitochondriale MRP  

RNase P RPPH1 ARN de la ribonuclease P component H1 

U7 RNU7 snRNA U7  

Télomérase TERC ARN de la télomérase  

lncRNA -- Fonction connue Nom basé sur la 
fonction (eg XIST) 

Ex : X (inactive)- transcrit spécifique (non-codant des 
protéines) 

lncRNA -- antisense '-AS' suffixe* 
(eg BOK-AS1) Ex : ARN antisense BOK 1 (non-codant des protéines) 

lncRNA -- intronic '- IT' suffixe* 
(eg MAGI2-IT1) 

Ex : transcrit intronique MAGI2-IT1 1 (non-codant des 
protéines) 

lncRNA -- host gene of 
small ncRNA 

'HG' suffixe 
(eg SNHG1) 

Ex : gène hôte du petit ARN nucléolaire 1 (non-codant des 
protéines) 

lncRNA -- intergenic LINC ARN long intergénique non-codant des protéines  

Tableau 2: Nomenclature courante utilisée pour les ARNnc humains. *gène codant. Après (Wright 

and Bruford, 2011). 

 

1.3 Les petits ARNnc 
 

La grande majorité des petits ARNnc contiennent moins de 200-300 nucléotides et ne 

portent pas les signatures des ARNm, incluant la coiffe 5' et la queue de polyA (Carninci et 

al., 2005). Les petits ARNnc les plus étudiés comprennent certains ARN ribosomiques 

(ARNr), les ARNt, les piRNA (Brennecke et al., 2007), les riboswitches (St Johnston, 2005), 

les snRNA (Matera et al., 2007) et les microARN (Bartel, 2004). Cette famille inclue 

également les snoRNA (Bachellerie et al., 2002), qui seront présentés dans le Chapitre 2 et 

dont une classe sera décrite en détail dans le Chapitre 3.  
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1.3.1 Les ARNt 
La fonction principale des ARN de transfert (ARNt) est de fournir aux machineries de 

synthèse des protéines des acides aminés, tel que dicté par les codons de l'ARN messager 

(ARNm) (Hopper, 2013; Phizicky and Hopper, 2010). Cependant, il est maintenant reconnu 

que les ARNt eucaryotes ont des fonctions supplémentaires dans des processus comme le 

ciblage des protéines pour la dégradation via la voie de la règle N-terminale (N-end rule), la 

signalisation dans la voie générale de régulation d'acides aminés, et la régulation de 

l'apoptose par liaison aux cytochromes c (Dever and Hinnebusch, 2005; Mei et al., 2010; 

Varshavsky, 1997). Les ARNt sont également utilisés comme amorces de transcription 

inverse et pour le transfert de brin pendant la réplication rétrovirale (Marquet et al., 1995; 

Piekna-Przybylska et al., 2010).  

Des mécanismes récemment découverts montrent des rôles de fragments des ARNt 

dans la régulation de la traduction et dans les réponses cellulaires à différents stress 

(Hopper, 2013; Parker, 2012; Yamasaki et al., 2009). En raison de toutes ces fonctions, les 

modifications des taux de transcription d'ARNt ou des défauts dans plusieurs étapes de leur 

traitement post-transcriptionnel déterminent de nombreuses maladies humaines, par 

exemple des troubles neuronaux (Lemmens et al., 2010) et l’hypoplasie ponto-cérébelleuse 

(Budde et al., 2008). 

Des petits ARNnc générés à partir d’ARNt représentent potentiellement une nouvelle 

classe d'ARN régulateurs. Alors que dans les voies de surveillance des ARNt leur 

dégradation est complète et aucun produit de dégradation ne devrait persister, des 

fragments relativement stables d'ARNt (tRF) de tailles différentes ont été trouvés chez de 

nombreux organismes (Megel et al., 2015). Des demi-ARNt sont créés principalement suite à 

différents stress, mais des fragments plus courts d'ARNt d'environ 15 à 25 nucléotides sont 

également abondants. Ces fragments ont des fonctions potentiellement importantes, y 

compris dans l'inhibition de la traduction ou l'induction de l’interférence ARN ou l’apoptose 

(Megel et al., 2015). 

1.3.2 Les ARNr 5S et 5.8S 
Les acides ribonucléiques ribosomiques (ARNr) sont les composants ARN des 

ribosomes, et sont essentiels pour la synthèse des protéines dans tous les organismes 

vivants (archées, bactéries et eucaryotes). Ce sont les constituants prédominants du 

ribosome, qui contient environ 60% d'ARNr et 40% de protéines. Les ribosomes contiennent 

deux ARNr majeurs et plusieurs dizaines de protéines associées. Les ribosomes fonctionnels 

sont constitués par l’association de deux sous-unités, une grande sous-unité (LSU) et une 
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petite sous-unité (SSU). L’ARNr de la LSU agit comme un ribozyme, catalysant la formation 

de la liaison peptidique.  

L'ARNr 5S d’environ 120 nucléotides et d’une masse de 40 kDa, est un composant 

structurel et fonctionnel de la grande sous-unité du ribosome à l'exception des ribosomes 

mitochondriaux chez les champignons et les animaux. Les ribosomes sans l’ARNr 5S sont 

fonctionnellement inactifs. L’ARNr 5S est transcrit sous la forme d’un précurseur portant une 

extension de 10 nucléotides en 3’ qui est éliminée par l’exonucléase 3’-5’ Rex1p. 

L'ARN ribosomique 5.8S (ARNr 5,8S) est un composant de la grande sous-unité du 

ribosome eucaryote et joue un rôle important dans la traduction des protéines. Sa séquence 

est présente au sein du précurseur 45S qui est transcrit par l'ARN polymérase I et qui porte 

également les séquences des ARNr 18S et 28S. Il contribue au mécanisme de translocation 

du ribosome lors de l’élongation de la traduction. Chez les eucaryotes il est présent sous 

deux formes: une forme majoritaire courte 5.8SS et une forme longue minoritaire 5.8SL, qui 

contient 6 nucléotides additionnels à son extrémité 5’ par rapport à la forme courte. 

1.3.3 Les miRNA et les siRNA 
Les microARN (miRNA) sont des petits ARNnc contenant environ 22 nucléotides, 

présents chez les plantes, les animaux et certains virus, et qui fonctionnent dans le 

mécanisme de silencing par régulation post-transcriptionnelle de l'expression génique 

(Ambros, 2004). Leur fonction repose sur la mise en place d'un appariement de bases avec 

des séquences complémentaires présentes au sein des régions 3' UTR des ARNm (Bartel, 

2009). L’association conduit à une altération de la fonction des ARNm, par plusieurs 

mécanismes possibles (Bartel, 2009; Fabian et al., 2010). L'ARNm est clivé en deux 

fragments si l’appariement miRNA-ARNm est parfait. Dans la majorité des cas, l’appariement 

est non parfait ce qui conduit à une répression de l’initiation de la traduction qui peut être 

suivie par une déstabilisation de l'ARNm par un raccourcissement de la queue poly(A), 

l’élimination de la coiffe, puis sa dégradation. 

Les petits ARN interférents (siRNA) constituent une classe de molécules d'ARN 

double brin, avec une longueur de 20-25 paires de bases générées par le clivage de longs 

duplex d’ARN par l’enzyme Dicer. Les siRNA produits interfèrent avec l'expression de gènes 

à un niveau post-transcriptionnel. Ils présentent une complémentarité parfaite de séquence 

avec l'ARNm. Un brin du duplex de siRNA, dans la plupart des cas le brin antisens, est 

chargé dans un complexe protéique appelé RNA-Induced Silencing Complex (RISC). Le brin 

lié par RISC permet, par appariement de bases, l’association du complexe à l'ARNm cible. 
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L'ARNm est alors clivé par l’activité endonucléolytique de la protéine de la famille Argonaute 

qui est présente au sein du complexe RISC, puis dégradé.  

Les miRNA ressemblent aux siRNA, mais ils proviennent de régions de transcrits 

d'ARN qui se replient sur eux-mêmes pour former des motifs en tige-boucle courts, alors que 

les siRNA proviennent de régions plus longues d'ARN double brin (Bartel, 2004). Le génome 

humain peut coder plus de 1000 miRNA (Bentwich et al., 2005) qui sont abondants dans de 

nombreux types de cellules de mammifères (Lagos-Quintana et al., 2002; Lim et al., 2003) et 

semblent cibler environ 60% des gènes humains et d'autres mammifères (Friedman and 

Burge, 2014; Friedman et al., 2009; Lewis et al., 2005). Les miRNA sont bien conservés 

chez les plantes et les animaux, et sont considérés comme un élément essentiel et 

d’évolution ancienne de la régulation des gènes. Alors que les composantes de base de la 

voie microARN sont conservées entre les plantes et les animaux, les répertoires miRNA 

dans les deux royaumes semblent avoir émergé de façon indépendante avec différents 

modes primaires d'action (Shabalina and Koonin, 2008).  

Les miRNA de plantes réalisent habituellement un appariement quasi-parfait avec 

leurs cibles d'ARNm, ce qui induit la répression génique par clivage des transcrits cibles 

(Jones-Rhoades et al., 2006). En revanche, les miRNA animaux sont capables de 

reconnaître leurs ARNm cibles en utilisant un appariement de seulement 6-8 nucléotides 

(région « seed ») à l'extrémité 5' du miRNA (Ellwanger et al., 2011; Lewis et al., 2005; Lewis 

et al., 2003), qui ne suffit pas pour induire le clivage des ARNm cibles. (Bartel, 2009). La 

régulation combinatoire est une caractéristique de la régulation des miRNA chez les animaux 

(Bartel, 2009; Rajewsky, 2006). Un miRNA donné peut avoir des centaines de cibles 

d'ARNm différentes, et une cible donnée peut être régulée par plusieurs miRNA (Friedman et 

al., 2009; Krek et al., 2005).  

Des expériences de séquençage à haut débit et des expériences de protection à la 

RNase ont montré l'expression généralisée de fragments de snoRNA, appelés ARN dérivés 

de snoRNA (snoRNA-derived RNAs, ou sdRNAs) (Brameier et al., 2011). Ces données ont 

fourni des pistes sur de nouvelles fonctions des snoRNA (Falaleeva and Stamm, 2013). Ces 

fragments ont été retrouvés dans toutes les espèces testées, allant des espèces de 

mammifères à Giardia lamblia (Saraiya and Wang, 2008) et le virus d'Epstein-Barr (Hutzinger 

et al., 2009). Les snoRNA à boîtes H/ACA donnent lieu à des ARN d’une longueur de 17-19 

nucléotides, alors que les snoRNA à boîtes C/D génèrent des fragments de plus de 27 nt. La 

longueur des fragments ARN issus des snoRNA à boîtes C/D suggère qu’ils sont différents 

des miRNA qui ont une longueur moyenne de 21-22 nucléotides (Kawaji et al., 2008; Ono et 

al., 2011; Taft et al., 2009b). Certains sdRNA ressemblent aux miRNA, peuvent s’associer 
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avec des protéines Argonaute et ainsi influencer la traduction des ARNm. Une autre 

catégorie de sdRNA sont plus longs, forment des complexes avec les hnRNP et influencent 

l'expression des gènes. Ces modèles de fragmentation des snoRNA sont conservés dans 

plusieurs types de cellules, ce qui suggère l’existence d’un processus de maturation 

spécifique, plutôt que ces formes raccourcies soient des intermédiaires d’un processus de 

dégradation (Falaleeva and Stamm, 2013). 

Une analyse par immunoprécipitation et séquençage à haut débit des petits ARN 

associés aux protéines humaines Ago1 et Ago2 a révélé la présence de petits ARN 

provenant du snoRNA ACA45 (Ender et al., 2008). Ce snoRNA semble être maturé en petits 

ARN de 20 à 25 nucléotides, et l’un de ceux-ci s’associe de manière stable avec les 

protéines Ago en régulant l’ARNm de CDC2L6 pas association avec son extrémité 3' UTR 

(Ender et al., 2008). De même, 11 sno-miRNA provenant des snoRNA à boîtes C/D ont été 

trouvés avoir une fonction de répression génique efficace (Brameier et al., 2011). Une 

analyse bioinformatique approfondie récente et soutenue par la validation expérimentale, a 

suggéré que près de la moitié de tous les snoRNA boîtes C/D génèrerait des fragments plus 

courts (Scott et al., 2012).   

Une autre analyse bioinformatique a identifié 84 miRNA introniques qui sont codés 

dans les snoRNA à boîtes C/D, ou dans des précurseurs montrant des similarités avec les 

snoRNA à boîtes C/D (Ono et al., 2011). Les prédictions des structures de ces précurseurs 

de miRNA snoRNA-like ressemblent aux structures des snoRNA à boîtes C/D. Ces 

fragments contiennent principalement les séquences des boîtes C et D, souvent retrouvées à 

proximité dans les molécules repliées, et sont conservées dans plusieurs lignées cellulaires, 

ce qui indique qu'ils ne sont pas le résultat de la dégradation aléatoire (Ono et al., 2011). 

Cinq précurseurs de miRNA snoRNA à boîtes C/D - like ont été testés (miR-27b, miR-16-1, 

mir-28, miR-31 and let-7g) et ils ont tous été retrouvés associés à la Fibrillarine (Ono et al., 

2011). Ces données suggèrent qu'une sous-catégorie de petits ARN régulateurs a pu 

évoluer à partir des snoRNA à boîtes C/D ou H/ACA. 

 

1.3.4 Les piRNA 
Contrairement aux miRNA, qui ont été étudiés pendant une vingtaine d'années, les 

piRNA ont été découverts plus récemment. Leur biogenèse et leurs fonctions restent encore 

mal connues. Néanmoins les piRNA sont beaucoup plus spécifiques pour les cellules 

germinales, où ils sont plus nombreux que les miRNA. Cela suggère qu'ils peuvent 

potentiellement jouer des rôles fondamentaux dans le développement des cellules 

germinales. En 2006, au moins quatre groupes de recherche ont identifié ce nouveau 
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membre de la famille de petits ARNnc dans des testicules de mammifères (Aravin et al., 

2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006; Luo et al., 2015; Watanabe et al., 2006). Les 

piRNA ont généralement une taille de 24 à 31 nt, qui est donc plus longue que celle d'autres 

types de petits ARNnc connus (Grivna et al., 2006; Watanabe et al., 2006; Zhong et al., 

2015). Ces ARN sont appelés piwRNA en raison de leur association avec les membres de la 

sous-famille PIWI de la famille des protéines Argonaute. Chez les animaux, les protéines 

Argonaute sont divisées en deux sous-familles. La sous-famille Argonaute est impliquée 

dans l'interférence ARN et dans la régulation génique médiée par les microARN. La sous-

famille PIWI est impliquée dans des événements spécifiques à la lignée germinale, comme la 

maintenance de cellules souches de la lignée germinale et la méiose (Girard et al., 2006). 

Leur activité protège la lignée germinale des phénomènes de transposition (Luo et al., 2015). 

De plus, récemment il a été montré que des piRNA et des molécules piRNA-like sont 

exprimées également dans des cellules somatiques (Cichocki et al., 2010; Lee et al., 2011a; 

Malone et al., 2009; Yan et al., 2011), dans des lignées de cellules cancéreuses et dans des 

tumeurs (Cheng et al., 2012; He et al., 2015; Huang et al., 2013). 

 

1.3.5 Les riboswitches 
Le terme riboswitch a été établi pour définir les ARN qui contrôlent l'expression des 

gènes par la liaison de métabolites sans nécessiter des facteurs protéiques. Plus 

récemment, le nom a commencé à être utilisé pour des ARN « riboswitch-like », qui 

répondent aux changements de température (Johansson, 2009; Klinkert and Narberhaus, 

2009), l’interaction avec des ARNt (Gutierrez-Preciado et al., 2009), ou la liaison des ions 

métalliques (Cromie et al., 2006; Dann et al., 2007). 

Contrairement aux ARN décrits ci-dessus agissant en trans sous la forme d’entités 

libres, les riboswitches ou ribocommutateurs sont des éléments agissant en cis et retrouvés 

au sein d'une région non codante d’un ARNm. Ces structures font néanmoins partie des 

ARNnc de petite taille. Les bactéries utilisent couramment ces éléments d'ARN en tant que 

régulateurs des voies métaboliques et comme médiateurs des changements dans la 

physiologie cellulaire. Certains riboswitches sont étonnamment complexes (Breaker, 2011). 

Un riboswitch typique consiste en deux domaines fonctionnels: un récepteur pour les petites 

molécules (appelé le domaine aptamère) et un domaine régulateur (nommé plate-forme 

d'expression) (Garst and Batey, 2009; Winkler and Breaker, 2003). Le récepteur est une 

structure fortement repliée qui lie spécifiquement une molécule effectrice, typiquement un 

métabolite directement lié aux gènes codés par l'ARNm contenant le riboswitch. Par exemple 

les riboswitches fixant spécifiquement des purines régulent principalement, mais pas 
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exclusivement, les gènes impliqués dans la biosynthèse ou le transport des purines (Mandal 

et al., 2003; Mandal and Breaker, 2004). Actuellement, plus de 20 classes de riboswitches 

ont été validées, contenant des aptamères s’associant spécifiquement à des acides 

nucléiques et des nucléosides, à des acides aminés, des cofacteurs, des aminoglycosides, 

et aux ions métalliques (Breaker, 2011). En outre, il y a beaucoup de motifs «orphelins» qui 

sont soupçonnés être des riboswitches, mais n'ont pas d’effecteur connu (Barrick et al., 

2004; Batey, 2012; Weinberg et al., 2007; Weinberg et al., 2010).  

 

1.4 Les longs ARNnc (lncRNA) 
Des études de séquençage à haut débit ont révélé au cours de la dernière décennie 

l’existence de milliers d'ARN non codants chez la souris et l’humain (Carninci et al., 2005; 

Derrien et al., 2012), qui sont maintenant classés principalement en fonction de leur longueur 

et de l’origine de leur transcription. Les lncRNA constituent la classe la plus large de ces 

molécules décrites, contenant au moins 200 nucléotides et avec peu ou pas de potentiel 

codant pour une protéine (Cabili et al., 2011; Ng et al., 2013). Ceux-ci ne seront pas décrits 

en détail dans ce manuscrit. Le lecteur pourra se reporter à de nombreuses revues qui leur 

sont consacrées (Dube et al., 2016); Liu et al., 2015; Ma et al., 2013; (Cabili et al., 2011; 

Derrien et al., 2012; Kim and Sung, 2012; Nakagawa and Kageyama, 2014; Wilusz, 2016).  

 

1.5 Les particules ribonucléoprotéiques (RNP) 
Chez les eucaryotes, la plupart des ARN sont transcrits sous la forme de précurseurs 

qui sont maturés. Dès leur synthèse, ils entrent en association avec des protéines (Sloan et 

al., 2015), et les particules ribonucléoprotéiques formées (RNP) peuvent avoir une 

composition protéique qui évolue durant le processus de leur biogenèse, jusqu’à ce que les 

RNP matures atteignent leurs sites fonctionnels. Les RNP jouent des rôles centraux dans 

une multitude de processus cellulaires dans les cellules eucaryotes, comme par exemple le 

clivage des ARN, l’épissage, le transport, la traduction, ou l’export des protéines à travers les 

membranes.  

Le mécanisme de maturation des ARN repose sur des interactions transitoires avec 

des protéines de liaison à l’ARN (RNA binding proteins - RBP), qui facilitent les différentes 

étapes de la biogenèse des RNP et qui sont uniques à chaque type d'ARN (Fernandez-

Pevida et al., 2015; Muller-McNicoll and Neugebauer, 2013). La biogenèse des RNP est 

généralement réalisée de façon hiérarchique et séquentielle, où chaque étape de la voie 

d’assemblage dépend de l'achèvement de la précédente, ce qui garantit que des pré-

complexes intermédiaires correctement assemblés poursuivent leur assemblage. Ceci 
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constitue un mécanisme de contrôle qualité des pré-particules intermédiaires, nécessaire 

pour garantir la production d’un produit final fonctionnel. Les étapes intermédiaires de la 

biogenèse sont souvent réalisées dans des compartiments cellulaires différents, ce qui 

confère au processus d’assemblage la possibilité de l’utilisation de machineries spécialisées 

pour chaque étape. Le passage d’une étape à l’autre nécessite fréquemment le transport des 

pré-particules intermédiaires d’un site de traitement au suivant. Pendant le processus, de 

nombreux facteurs intermédiaires, qui ne sont pas retrouvés dans la particule mature, 

interviennent de façon transitoire afin d’assurer la stabilité ou la maturation des ARN, de 

protéger les particules immatures contre une activation prématurée, de prévenir les 

interactions non-spécifiques, de réaliser le transport des particules entre les différents sites 

de traitement, de favoriser l’échange entre des divers composants intermédiaires. Ces 

facteurs correspondent à des chaperonnes, des hélicases d’ARN, d’autres RNP, des 

enzymes de modification, des nucléases; les facteurs impliqués dans la production des RNP 

sont généralement largement plus nombreux que les composants présents dans la particule 

mature.   
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2 Les snoRNA/snoRNP 

 

L’activité des ribosomes nécessite la présence de nucléotides modifiés à des 

positions précises dans la séquence de leurs ARNr. Ces modifications sont générées par 

des enzymes catalysant des réactions de modifications chimiques sur les transcrits. Parmi 

les modifications post-transcriptionnelles les plus abondantes figurent la méthylation de 

l’hydroxyle en position 2' du ribose (2'-O-méthylation) et la conversion d’uridines en 

pseudouridines (pseudouridylation). Ces modifications sont présentes dans des régions 

phylogénétiquement conservées et fonctionnellement importantes du ribosome. Chez les 

eucaryotes et les archées, ces réactions de modification des ARNr sont majoritairement 

catalysées par des RNP à activité catalytique méthylase et pseudouridine synthase, 

appelées snoRNP chez les eucaryotes et sRNP chez les archées (Bleichert and Baserga, 

2010). La spécificité des snoRNP repose sur leur composant ARN snoRNA, dont une région 

s’apparie avec une séquence d’un ARN cible afin de diriger les sous-unités catalytiques de 

ces RNP sur le site de modification dans les ARN cibles. Ces enzymes comptent également 

parmi leurs substrats les ARNt chez les archées (Renalier et al., 2005), les ARNm et les 

snRNA chez les eucaryotes (Cavaille et al., 2000; Ganot et al., 1999; Jady and Kiss, 2001; 

Massenet S, 1998; Motorin and Helm, 2011; Uliel et al., 2004). 

 

2.1 Les petits ARN nucléolaires (snoRNA) 
 

Les petits ARN nucléolaires (snoRNA) représentent une classe d'ARN régulateurs 

dont une fonction bien documentée est de participer à la biogenèse des ribosomes. Les 

snoRNA se répartissent en deux classes en fonction de la conservation de séquences, de 

leur structure et leur fonction principale: les snoRNA à boîtes C/D et les snoRNA à boîtes 

H/ACA. Les snoRNA à boîtes C/D participent à la 2'-O-méthylation des nucléotides, et les 

snoRNA à boîtes H/ACA à la pseudouridylation (Cavaille et al., 1996b; Ganot et al., 1997a).  

Une autre catégorie proche des snoARN est représentée par les petits ARN qui 

s’accumulent spécifiquement dans les corps de Cajal (scaRNA) et qui sont impliqués dans 

les modifications nucléotidiques des UsnRNA transcrits par l'ARN polymérase II (Darzacq et 

al., 2002 ; Richard et al., 2003 ; Henras et al., 2004; Meier, 2005). On distingue des scaRNA 

à boîtes C/D et à boîtes H/ACA mais aussi quelques membres de cette famille contiennent à 

la fois des boîtes C/D et des boîtes H/ACA (Williams and Farzaneh, 2012). 
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La désignation de « snoRNA » a été introduite en 1981, mais l'identification initiale du 

premier petit ARN nucléolaire (le snoRNA U3) a été faite plus de dix ans plus tôt (Pene et al., 

1968). Après fractionnement des ARN à partir de noyaux de cellules de rat par 

électrophorèse sur gel, des bandes d'ARN de petite taille ont été observées, et les ARN 

correspondants ont été baptisés petits ARN nucléaires (snRNA) (Weinberg, 1973). Comme 

ceux-ci ont été trouvés être riches en uridine, ils ont reçu la désignation « U » utilisée 

aujourd'hui. Parmi ceux-ci figurait en abondance un petit ARN nucléolaire, le snoRNA U3 

(Busch et al., 1982; Prestayko et al., 1970). L’identification et la caractérisation des snoRNA 

peuvent être divisées en deux périodes. La période initiale est caractérisée par la découverte 

des snoRNA et leur lien fonctionnel avec les ARNr, notamment le snoRNA U3 (Hughes and 

Ares, 1991; Kass et al., 1990), ce qui a permis la prédiction de leur implication dans la 

synthèse des ribosomes; cette hypothèse a été renforcée après la démonstration du lien 

fonctionnel entre U3 et les ARNr par la formation de pontages covalents (Beltrame and 

Tollervey, 1992). Les recherches dans ce domaine ont permis l'identification d'autres 

snoRNA ou des formes variantes du snoRNA U3, ainsi que la caractérisation structurelle et 

de l’expression du snoRNA U3 et des complexes snoRNP (Maxwell and Fournier, 1995). 

Après le séquençage de plusieurs snoRNA, les motifs conservés C/D et leur structure 

secondaire ont été identifiés. Á la suite, les boîtes C/D ont été retrouvées dans d'autres 

snoRNA, et la présence d’autres motifs distincts (les boîtes H/ACA), a conduit à la 

désignation des deux classes actuelles de snoRNA (Olson 2004).  

La deuxième période a commencé à la fin des années 1980, facilitée par les progrès 

simultanés des nouvelles stratégies et technologies pour l'analyse de la synthèse des 

ribosomes, des snoRNA et des nouvelles fonctions des ARN. Des anticorps spécifiques pour 

la triméthylguanosine qui est présente à l’extrémité 5' de snoRNA, ainsi que pour la protéine 

nucléolaire Fibrillarine a facilité la détection des snoRNA et a permis leur sélection parmi les 

autres ARN nucléoplasmiques. Depuis, la compréhension de la structure et des fonctions 

des snoRNA s’est considérablement élargie. 

De nouveaux snoRNA ont été identifiés par des approches bio-informatiques basées sur 

la recherche d'une complémentarité de séquence entre les snoRNA et les ARNr ou d'autres 

séquences d'ARN. Ces nouvelles techniques de détection plus larges ont non seulement 

conduit à l'identification d'un grand nombre de snoRNA dans divers organismes, mais ont 

également permis de retrouver un certain nombre de snoRNA «orphelins», pour lesquels 

aucunes des cibles ARN connues ne peuvent être identifiés. Ces snoRNA ont finalement 

conduit à la découverte de nouvelles fonctions cellulaires de ces ARN (Kawaji and 

Hayashizaki, 2008). 
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Les dernières années ont connu un développement remarquable des technologies de 

séquençage à haut débit, ce qui a permis de réaliser des analyses systématiques en 

transcriptomique (RNA-seq), protéomique (ChIP-seq), génomique (DNA-seq), épigénomique 

et métabolomique, à travers toutes les facettes de la biologie. Parmi ces techniques, le 

séquençage du transcriptome est capable d’identifier les taux d’expression de tous les 

transcrits dans une cellule particulière, à un moment donné, et dans un état particulier, et 

permet l’identification et la quantification de leurs isoformes, l’expression spécifique des 

exons, l'expression spécifique des allèles et l'expression haplotype spécifique - pour revue - 

(Suravajhala et al., 2016). 

Les études initiales du transcriptome se basaient sur les technologies d’hybridation sur 

des puces ADN et offraient une capacité limitée pour cataloguer et quantifier tous les ARN 

qui sont exprimés dans une cellule. Le séquençage à haut débit de nouvelle génération 

(NGS, Next Generation Sequencing) (Metzker, 2010) a révolutionné la transcriptomique en 

permettant l'analyse de l'ARN par séquençage d'ADNc à grande échelle (ARN-seq).  

Dans le cas du séquençage des ARN autre que les ARNm, l'ARN cellulaire est choisi en 

fonction de la gamme de taille souhaitée. Pour les ARN tels que les snoRNA, l’isolement est 

réalisé par sélection de taille, soit par électrophorèse sur un gel de polyacrylamide, où le 

fragment d'ARN est découpé du gel et récupéré par diffusion, soit en utilisant des billes 

magnétiques, qui portent des charges positives dans des environnements acides (pH < 6.0) 

et des charges négatives lorsque le pH est > 8,0. L'ARN naturellement chargé peut être lié 

ou libéré de la surface des billes en fonction du pH de l’environnement (Shi et al., 2015). Des 

séquences « adaptatrices » sont ajoutées aux extrémités 3' et 5', puis les ARN sont purifiés. 

La dernière étape est la production d'ADNc par transcription inverse, suivie du séquençage 

par l’une des technologies disponibles. 

 

2.1.1 Organisation génomique des gènes des snoRNA 
 

L'explosion récente d’études génomiques dans les systèmes eucaryotes (Amaral et al., 

2008; Huttenhofer et al., 2002) est révélateur d'une adaptation évolutive remarquable de 

l'organisation génique des snoRNA. Des nombreuses études réalisées ces dernières 

années, explorant les snoRNA dans les génomes eucaryotes se concentrent soit sur la 

structure, la fonction et les cibles des snoRNA (Bachellerie et al., 2002; Filipowicz and 

Pogacic, 2002; Kiss, 2002; Reichow et al., 2007) ou sur l'expression des snoRNA et leur 

fonction dans des lignées eucaryotes individuelles: plantes (Brown et al., 2003; Tycowski and 

Steitz, 2001), drosophile (Tycowski and Steitz, 2001), trypanosomatidés (Uliel et al., 2004), 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Diffusion_de_la_mati%C3%A8re
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ou humains (Kiss et al., 2006; Lestrade and Weber, 2006). Ainsi, il y a plusieurs types 

d’organisation génomique des snoRNA qui ont déjà été identifiés chez les cellules 

eucaryotes, chacune correspondant à un mode de transcription distinct. 

 

2.1.1.1 Diversité des gènes des snoRNA en fonction de leur localisation et de leur 
mode d’expression 

Les séquences de snoRNA peuvent être trouvées au sein d’unités transcriptionnelles 

qui leur sont propres, ou au sein d’un gène hôte et le plus souvent dans ses régions 

introniques. Dans ce cas, le snoRNA n’est pas transcrit de façon indépendante mais à partir 

du promoteur du gène hôte (Figure 1). Chez la levure et les animaux, la production des 

snoRNA à partir des introns est largement dépendante du processus d’épissage. Par contre, 

chez les plantes, la transcription des snoRNA introniques semble être un phénomène 

indépendant de l’épissage (Brown et al., 2008).  

Dans les deux contextes (intragénique et intergénique), les gènes des snoRNA 

peuvent être seuls ou organisés en groupes ou clusters. Dans le dernier cas, les snoRNA 

individuels sont générés à partir d’un précurseur ARN polycistronique qui subit des étapes de 

clivages enzymatiques. Ce processus chez la levure semble utiliser les mêmes endo et exo-

ribonucléases requises pour la maturation des pré-snoRNA monocistroniques (Chanfreau et 

al., 1998a; Petfalski et al., 1998; Qu et al., 1999).  



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 27 
 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Organisation génomique des unités transcriptionnelles codant des snoRNA. Représentation 

schématique des différents types de localisation génomique des gènes des snoRNA. Les unités codant des 

snoRNA avec des promoteurs indépendants (A) et ceux qui sont situés dans les introns (B) sont transcrits par 

l’ARN polymérase II. Fréquemment, les introns du même gène hôte voisin contiennent des snoRNA avec une 

distribution de type “un gène par intron”. Dans ces cas, les séquences codant des snoRNA ont été considérées 

comme «individuelles introniques», même si plusieurs snoRNA différents peuvent provenir du même transcrit 

précurseur. Adapté de Dieci et al., 2009.  
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2.1.1.2 Les gènes des snoRNA avec des promoteurs indépendants 

Tous les génomes eucaryotes contiennent des gènes de snoRNA dotés de promoteurs 

indépendants. Chez la levure et les plantes, de tels promoteurs dirigent la synthèse des 

transcrits snoRNA monocistroniques et celle des précurseurs polycistroniques. La plupart 

des promoteurs de gènes de snoRNA sont reconnus par l'ARN polymérase II (Pol II), mais 

quelques-uns possèdent des éléments de contrôle reconnus par la machinerie de 

transcription de l’ARN polymérase III (Pol III). Le caractère interchangeable entre Pol II et Pol 

III dans la  transcription des gènes des snoRNA chez les eucaryotes est connu depuis 

longtemps et se base sur des études des gènes codant le snoRNA U3. Chez les vertébrés et 

invertébrés, ce gène est transcrit par la Pol II à partir d'un promoteur contenant l'élément de 

séquence proximal (PSE) caractéristique pour les gènes des snRNA (Jawdekar and Henry, 

2008). Chez la levure, les deux gènes de U3 sont transcrits par la Pol II, à partir d’un 

promoteur TATA, potentialisé par des éléments facilitateurs situés à distance (Nabavi and 

Nazar, 2008), alors que chez les plantes, et même chez les algues unicellulaires 

(Chlamydomonas reinhardtii), le gène est transcrit par la Pol III à partir d’une séquence 

située en amont (USE, fonctionnellement analogue à la PSE des métazoaires), suivie d'un 

élément TATA-like (Antal et al., 2000; Kiss et al., 1991). De plus, chez la levure les deux 

gènes du snoRNA U3 contiennent un intron avec des séquences conservées (Brule et al., 

1995; Myslinski et al., 1990). L’ARN MRP est un autre snoRNA abondant et qui n’a pas de 

fonction de guide de modification. Son promoteur indépendant a été caractérisé chez 

plusieurs espèces eucaryotes et est utilisé par la Pol III (à partir des promoteurs PSE/USE-

TATA) à la fois chez les métazoaires et chez les plantes, mais pas chez la levure (Briand et 

al., 2001; Dieci et al., 2007). Une analyse complète des gènes codant le snoRNA U3 et leurs 

contextes génomiques chez E. gracilis, a identifié que, contrairement à la plupart des autres 

organismes, où le snoRNA U3 est un gène à copie unique, chez l’Euglena il est codé par une 

famille multigénique comprenant au moins 14 membres (Charette and Gray, 2009). Il existe 

moins de données concernant l'organisation des promoteurs des gènes transcrits de manière 

autonome codant les snoRNA guides. Néanmoins, ils apparaissent généralement être 

transcrits par la Pol II à partir de promoteurs en amont (Deng et al., 2006; Leader et al., 

1997; Tycowski et al., 2004), mais la nature de ces promoteurs est en grande partie non 

caractérisée. Certaines informations sont disponibles dans le cas de la levure, où les 

promoteurs des gènes de snoRNA ont tendance à contenir des boîtes TATA et des éléments 

riches en A/T, ainsi que des sites de liaison pour les facteurs régulateurs généraux, comme 

Rap1p et Abf1p (Qu et al., 1999). Le snoRNA snR52 de levure est une exception, car il est 

transcrit par la Pol III à partir des régions de contrôle (boîtes A et B, typiques des gènes 

d'ARNt) qui sont situées dans une séquence transcrite primaire (Guffanti et al., 2006). 
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L'utilisation des boîtes A et B spécifiques à la Pol III pour la transcription des gènes de 

snoRNA a également été décrite chez les plantes A. thaliana et O. sativa, où quelques 

snoRNA guides sont synthétisés comme précurseurs bicistroniques ARNt-snoRNA (Kruszka 

et al., 2003), et chez le nématode C. elegans (Deng et al., 2006). Au moins deux gènes de 

snoRNA guides chez la drosophile sont également transcrits indépendamment par la Pol III, 

possiblement grâce à l'utilisation des éléments promoteurs contenant la boîte B (Isogai et al., 

2007). En conclusion, il semble que la transcription des gènes autonomes des snoRNA a 

évolué plutôt de manière opportuniste, grâce à l'exploitation flexible des différents types de 

promoteurs spécialisés. 

 

2.1.1.3 Les gènes des snoRNA introniques 

Les snoRNA introniques ont été identifiés dans tous les génomes eucaryotes. Ils 

peuvent être trouvés soit dans une organisation "un gène par intron", ou en groupes de deux 

ou plusieurs unités codantes situés dans le même intron. Ces groupes, à leur tour, peuvent 

être soit constitués de gènes de snoRNA homologues (groupe d’homoclusters), provenant 

probablement des duplications locales en tandem, ou consistent en gènes de snoRNA 

hétérologues (groupes d’hétéroclusters) qui peuvent même contenir à la fois des snoRNA à 

boîtes C/D et des snoRNA à boîtes H/ACA (Chen et al., 2008b). Aussi, des grands groupes 

d’hétéroclusters introniques peuvent être composés de plusieurs petits hétéroclusters (Brown 

et al., 2003). Souvent, les différentes unités contenant des séquences de snoRNA se 

trouvent dans des introns de gènes d’ARN non-codants. Une telle situation a été initialement 

identifiée chez les mammifères et plus tard chez la drosophile (Tycowski and Steitz, 2001), et 

se caractérise par la présence de plusieurs gènes de snoRNA différents au sein des introns 

consécutifs de la même unité de transcription non-codante, avec une distribution "un gène 

par intron" (Huang et al., 2005b). Apparemment, ces unités de transcription, également 

appelés UHG (à partir du gène hôte U22 identifié à l'origine (Tycowski et al., 1996)), sont 

consacrées à la production des snoRNA. Ils pourraient donc, en principe, être classés parmi 

les gènes des snoRNA exprimés par des promoteurs indépendants. Cependant, en raison de 

leur emplacement particulier, elles sont comptées parmi les unités de codage des snoRNA 

introniques (Tableau 3). Enfin, un intérêt particulier est l'identification, dans le génome de C. 

elegans, de loci de snoRNA introniques montrant des signes de transcription indépendante 

(par exemple la présence de séquences conservées en amont, qui dans certains cas 

ressemblent à des régions de contrôle spécifiques pour la Pol III (Deng et al., 2006). Une 

observation similaire a été faite dans une recherche génomique à haut débit des signatures 

des promoteurs des gènes de miRNA chez l'homme, montrant qu'un tiers des miRNA 

introniques humains contiennent des régions d’initiation de la transcription indépendantes, 
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qui, pour la plupart, sont spécifiques à la Pol II (même si certains d'entre eux sont occupés 

par la Pol III in vivo et présentent des éléments spécifiques au promoteurs de type Pol III) 

(Ozsolak et al., 2008). 

 

   
Indépendants Introniques 

Polymérase 
III 

Organisme snoRNA Gènes Individuel Clusters Individuel Clusters 

S. cerevisiae 75 76 (47 C/D; 29 
H/ACA) 

50 (23 C/D; 
27 H/ACA) 17 (C/D) 8 (6 C/D; 2 

H/ACA) 0 1 

S. pombe 55 55 (32 C/D; 24 
H/ACA) 

43 (20 C/D; 
24 H/ACA) 8 (C/D) 4 (C/D) 0 0 

C. elegans 161 161 (96 C/D; 
65 H/ACA) 

42 (33 C/D; 
9 H/ACA) 0 119 (63 C/D; 56 

H/ACA) 0 71 

D. 
melanogaster 131 227 (111 C/D; 

116 H/ACA) 
8 (5 C/D; 3 
H/ACA) 0 135 (101 C/D; 

34 H/ACA) 
82 (5 C/D; 77 
H/ACA) 2 (H/ACA) 

H. sapiens 216 456 (257 C/D; 
181 H/ACA) 

42 (15 C/D; 
27 H/ACA) 

2 (1 C/D; 1 
H/ACA) 

412 (259 C/D; 
153 H/ACA) 0 0 

O. sativa 140 357 (345 C/D; 
12 H/ACA) 76 (C/D) 

174 (169 
C/D; 5 
H/ACA) 

0 104 (97 C/D; 
7 H/ACA) 3 (C/D) 

A. thaliana 155 246 (199 C/D; 
47 H/ACA) 

57 (42 C/D; 
15 H/ACA) 

146 (131 
C/D; 15 
H/ACA) 

23 (6 C/D; 17 
H/ACA) 6 (C/D) 14 (C/D) 

Tableau 3: Organisation des gènes des snoRNA dans des génomes eucaryotes de référence. 

Adapté de (Dieci et al., 2009). 

 

2.1.1.3.1 Caractéristiques fonctionnelles communes de gènes hôtes des snoRNA 

introniques 

Lorsque les snoRNA introniques ont été découverts, ils se sont avérés être associés à 

des gènes codant des protéines impliquées dans la fonction du nucléole, la structure du 

ribosome ou la synthèse des protéines (Maxwell and Fournier, 1995). Des données 

génomiques confirment le fait que la tendance des unités de snoRNA à coloniser des gènes 

liés à la fonction ribosomique représente une caractéristique universelle de l’organisation des 

gènes des snoRNA chez les eucaryotes. Fait important, la plupart des gènes hébergeant des 

snoRNA guides chez les vertébrés appartiennent à la famille de gènes TOP (terminal 

oligopyrimidique), qui comprennent des gènes codant des protéines liées à la traduction, 
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mais aussi d'autres gènes caractérisés par une transcription massive et une régulation 

dépendante de la croissance (Yamashita et al., 2008). Ce biais de localisation universelle de 

gènes des snoRNA introniques suggère la possibilité d'une expression régulée de manière 

coordonnée entre les snoRNA et d'autres composants impliqués dans le même processus (c. 

à. d. la biogenèse du ribosome) (Bachellerie et al., 2002; Maxwell and Fournier, 1995).  

Cas des snoRNP à boîtes C/D. Chez l’homme, les snoRNA à boîtes C/D sont 

préférentiellement situés à une distance conservée, environ 70 nt en amont du site 

d'épissage 3' de l'intron et au moins 41 nt en aval du point de branchement (Hirose and 

Steitz, 2001). Des expériences réalisées sur le gène de la protéine GAS5, qui contient les 

snoRNA à boîtes C/D U75 et U76 introniques, ont montré que leur synthèse est optimale 

lorsque la distance entre le site d'épissage en 3' et le gène des snoRNA est située entre 65 

et 85 nt, indépendamment de la séquence nucléotidique (Hirose and Steitz, 2001). Cette 

longueur minimale est particulièrement rigide: si elle est de moins de 65 nt, l’expression du 

snoRNA est abolie. La seule exception connue à cette règle concerne le snoRNA U16, codé 

dans le premier intron du gène de la protéine ribosomique L1. Cet intron hôte est un intron 

de classe mineure (intron AC-AT) excisé par le spliceosome dépendant de U12 (Burge et al., 

1998). La conservation de cette distance a également été observée dans le gène UHG de la 

drosophile (Tycowski and Steitz, 2001), ce qui suggère que cette contrainte de longueur est 

générale pour les organismes métazoaires (Hirose and Steitz, 2001). Par contraste avec 

l'effet de la distance entre le point de branchement en 3’ et le corps du gène des snoRNA à 

boîtes C/D, de manière surprenante le déplacement de la région codante du snoRNA plus 

proche de l'extrémité 3' du site d'épissage n'a pas d'incidence sur l'épissage de l'intron hôte. 

Ces données suggèrent l'existence d’un couplage fonctionnel avec la machinerie d'épissage. 

L'assemblage du spliceosome soit précède ou soit est capable de déplacer les protéines du 

complexe snoRNP (Hirose and Steitz, 2001). Ainsi, des interactions sont probablement 

mises en place entre des facteurs d’épissage et les protéines cœur ou les facteurs 

d’assemblage des snoRNP pendant leur biogenèse (Hirose and Steitz, 2001). Les premières 

observations indiquent que le recrutement des protéines SNU13 et Fibrillarine s’effectue 

après la formation du complexe spliceosomal C1 sur les intermédiaires en lasso de la 

réaction d’épissage (Hirose et al., 2003). Des expériences in vitro ont démontré que le 

recrutement de la protéine cœur SNU13 sur le motif en K-turn de snoRNA à boîtes C/D 

introniques dépend de facteurs d'épissage spécifiques du complexe spliceosomique C1, ce 

qui explique le besoin d’un emplacement approprié par rapport au point de branchement 

pour une maturation efficace (Hirose et al., 2003; Richard et al., 2006). La protéine IBP160 

(Intron Binding Protein 160), appartenant à ce complexe, interagit avec la région située 33 à 

40 nt en amont du point de branchement et ce, de manière distance-spécifique plutôt que 
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séquence-spécifique (Hirose et al., 2006). Vu que cette protéine est requise pour la 

production de snoRNP, celle-ci correspond probablement à un facteur de couplage entre 

l’épissage et la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. Cependant, aucune interaction n’a été 

observée entre IBP160 et SNU13 ou la Fibrillarine. Cela suggère l’existence d’autres 

partenaires associés aux snoRNA à boîtes C/D qui interviendraient dans ce processus. Les 

données actuelles suggèrent que l’IBP160 assisterait par son activité hélicase le repliement 

correct de l’ARN plutôt que de recruter directement des partenaires protéiques (Hirose et al., 

2006). 

Chez la levure, si cette distance est inférieure à 44 nt, ni l’ARNm, ni le(s) snoRNA 

hébergé(s) dans son intron ne sont produits (Vincenti et al., 2007). Chez la levure il y a peu 

de snoRNA introniques (Maxwell and Fournier, 1995). Leur libération dépend en partie de 

l’épissage du pré-ARNm et de leur excision de l’intron en forme de lasso qui doit être ouvert 

par l’enzyme de débranchement Dbr1p. Pourtant, les snoRNA introniques peuvent être 

produits chez des levures déficientes en Dbr1p (Ooi et al., 1998), ce qui suggère l'implication 

d'une autre endonucléase qui linéarise le lasso intronique (Ooi et al., 1998). Néanmoins, le 

taux de snoRNA introniques matures est réduit dans des mutants de Dbr1p. Fait intéressant 

dans ces expériences, l'accumulation des snoRNA introniques au sein des précurseurs en 

forme de lasso variaient en fonction de la taille de l’intron hôte. Les snoRNA introniques 

portés par les introns courts, tels que U24 et snR38, s’accumulent plus sous forme de 

précurseurs en lasso que ceux codés dans les introns plus longs, par exemple, les snoARN 

U18 et snR39 (Ooi et al., 1998). Ces résultats suggèrent l’existence d’une voie de 

biosynthèse impliquant une maturation exonucléolytique dépendante de l’épissage pour les 

snoRNA introniques. Curieusement, le snoRNA U24 présent dans une structure en lasso 

peut être fonctionnel pour réaliser la méthylation de l'ARN ribosomique (Ooi et al., 1998). 

Des exonucléases produisent les extrémités finales 5' et 3' des snoRNA: les 

exonucléases 5' → 3' de levure Rat1p et Xrn1p jouent un rôle essentiel dans la formation de 

l’extrémité 5' des snoRNA introniques et polycistroniques (Petfalski et al., 1998). La 

maturation de certains snoRNA de levure à leur extrémité 3' exige spécifiquement 

l’exonucléase 3' → 5' Rrp6p, qui est une sous-unité des complexes exosomes nucléaires de 

levure (Allmang et al., 1999). 

Cas des snoRNA H/ACA. Contrairement aux snoRNA à boîtes C/D introniques, les 

gènes des snoRNA à boîtes H/ACA humains ne montrent pas une localisation préférentielle 

à proximité de l'extrémité 3' de leurs introns hôtes (Schattner et al., 2006). Alors que la 

longueur moyenne d'un intron humain est d'environ 3400 nt (Lander et al., 2001), la longueur 

moyenne des introns contenant des snoRNA à boîtes H/ACA est d’environ 7400 nt. La 
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signification fonctionnelle de cette observation, reste incertaine, d'autant plus que certains 

snoRNA à boîtes H/ACA sont situés dans des introns très courts (Richard et al., 2006). De 

plus, il a été constaté qu’ils se localisent de façon aléatoire par rapport aux extrémités des 

introns hôtes. Des expériences in vivo ont montré que l'expression du snoRNA à boîtes 

H/ACA humain U64 n’est pas affectée par un changement de sa position intronique par 

rapport au point de branchement et que les snoRNA H/ACA U17, U19 et U64 flanqués par 

des séquences courtes naturelles sont également traités de manière efficace à partir de 

l'extrémité 5’, du milieu ou de la région 3' terminale du deuxième intron du pré-ARNm du 

gène de la β-globine humaine (Richard et al., 2006). Pris ensembles, ces résultats plaident 

fortement contre une synergie entre le traitement des snoARN à boîtes H/ACA humains et 

l’épissage des pré-ARNm (Richard et al., 2006). 

Chez la levure, les protéines Nhp2 et Cbf5 du cœur des snoRNP à boîtes H/ACA, ainsi 

que le facteur d’assemblage Naf1p (Dez et al., 2002; Fatica et al., 2002) sont présents au 

niveau des snoRNA à boîtes H/ACA activement transcrits (Ballarino et al., 2005; Yang et al., 

2005). Etant donné que Naf1p peut interagir avec Cbf5p et Nhp2p ainsi qu'avec le domaine 

carboxy-terminal phosphorylé (CTD) de l'ARN polymérase II (Ho et al., 2002; Ito et al., 2001) 

et qu'il est associé aux facteurs Pol II Spt16p, Sub1p et Tfg1p (Yang et al., 2005), il est 

proposé qu’il joue un rôle central dans le recrutement des protéines cœur sur le snoRNA en 

cours de synthèse (Richard et al., 2006; Yang et al., 2005).   

Vu que les introns de mammifères sont très instables après leur débranchement, il 

semble raisonnable de supposer que, dans le but de maximiser l'efficacité de l'expression 

des ARN introniques, les protéines cœur des RNP H/ACA et les facteurs d’assemblage sont 

activement recrutés sur le pré-ARNm naissant (Richard et al., 2006). L’association des 

protéines H/ACA peut efficacement concurrencer le recrutement des facteurs d'épissage qui 

sont chargés activement sur le pré-ARNm naissant au cours de la transcription. L'existence 

d'un mécanisme stimulant l’assemblage des précurseurs snoRNP à boîtes H/ACA sur le pré-

ARNm naissant est en outre soutenu par le fait que l'expression correcte et efficace des RNP 

à boîtes H/ACA humaines est dépendante de la transcription par la Pol II (Richard et al., 

2006).  
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2.2 Les fonctions des snoRNA/snoRNP 
 

Les premiers membres de la famille des snoRNA à boîtes C/D qui ont été 

caractérisés fonctionnellement, les snoRNA U3 et U8, qui sont essentiels et hautement 

conservés, sont codés dans leurs propres unités de transcription et jouent un rôle dans le 

clivage endonucléolytique et dans le repliement des pré-ARNr (Kass et al., 1990; Peculis and 

Steitz, 1993; Tyc and Steitz, 1989). Deux snoRNA supplémentaires (snR10/ACA21 et 

snR30/U17) sont également requis pour des clivages précoces du pré-ARNr, mais un très 

grand nombre de snoRNA servent de guides pour spécifier les positions à modifier, 

principalement dans les ARNr et aussi dans le petit ARN nucléaire U6 transcrit par l’ARN 

polymérase III (Ganot et al., 1999; Watkins and Bohnsack, 2012). Des molécules 

apparentées au snoRNA à boîtes C/D, les petits ARN spécifiques des corps de Cajal 

(scaARN), guident la modification des autres UsnRNA, qui sont transcrits par l’ARN 

polymérase II (Darzacq et al., 2002). Chez les vertébrés, des dizaines à des centaines de 

nucléotides de l’ARNr sont modifiés par les snoRNP, soit par une 2'-O-ribose méthylation 

guidée par des snoRNA à boîtes C/D, soit par une pseudouridylation guidée par les snoRNA 

à boîtes H/ACA (Bachellerie et al., 2002; Filipowicz and Pogacic, 2002; Tyc and Steitz, 1989; 

Watkins and Bohnsack, 2012) (tel que décrit dans le tableau Tableau 4 pour l'homme).  

Cependant, dans plusieurs organismes, un nombre important de snoRNA n’ont pas 

de cibles identifiées (Hertel et al., 2008; Vitali et al., 2003) (Tableau 4 pour l'homme). En plus 

de ces snoRNA orphelins, plusieurs études récentes ont décrit des snoRNA présentant des 

caractéristiques et des modèles d'expression non canoniques, ainsi que des interactions 

avec des partenaires protéiques inattendus et assurant des fonctions diverses et non 

canoniques, ce qui suggère l’existence de fonctions portées par les snoRNP plus complexes 

que celles connues actuellement (Dupuis-Sandoval et al., 2015). Par exemple, plusieurs 

analyses par ARN-seq ont révélé l'association étroite des snoRNA et d'autres espèces 

d'ARN au niveau de la chromatine (Caudron-Herger et al., 2011; Mondal et al., 2010).  
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Fonctions canoniques snoRNA à boîtes C/D  snoRNA à boîtes H/ACA 

Clivage endonucléolytique et 

repliement du pré-ARN 
6 snoRNA 

 
0 

Modifications des ARNr 
118 snoRNA  

(110 positions 2′ O-méthylées)  

86 snoRNA   

(100 positions pseudouridylées) 

Modifications du snRNA U6 
6 snoRNA  

(5 positions 2′ O-méthylées)  

1 snoRNA  

(2 positions pseudouridylées) 

snoRNA orphelins 137 snoRNA   21 snoRNA 

Total 267 snoRNA  108 snoRNA 
  

  
  

Fonctions non-canoniques snoRNA à boîtes C/D  snoRNA à boîtes H/ACA 

Régulation de la chromatine 7 snoRNA 
 

14 snoRNA 

Epissage 3 snoRNA 
 

0 

Modification de cibles  

non-canoniques 
0 

 
2 snoRNA 

Médiateurs du stress oxydatif 5 snoRNA 
 

1 snoRNA 

sdRNA avec des propriétés 

miRNA-like 
10 snoRNA 

 
1 snoRNA 

snoRNA chevauchant des  

loci codant des miRNA 
2 snoRNA   2 snoRNA 

Total 27 snoRNA   20 snoRNA 

Tableau 4: Fonctions des snoRNA et nombre de membres identifiés à ce jour chez l’humain. Adapté de 

(Dupuis-Sandoval et al., 2015). 

 

2.2.1 Méthylation des cibles non-canoniques 
Les cibles canoniques de snoRNA C/D et H/ACA ont été largement caractérisées et 

des centaines de nucléotides 2'-O-méthylés ou de pseudouridines ont été identifiées dans 

les ARNr chez l’humain (Bachellerie et al., 2002; Filipowicz and Pogacic, 2002; Lestrade and 

Weber, 2006). Chez les archées, en plus de modifier les ARNr, les ARN équivalents aux 

snoRNA sont également connus pour modifier les ARNt (Bachellerie et al., 2002). Il a été 

montré par ingénierie des ARN que les éléments guide des snoRNA peuvent être modifiés 

pour cibler la modification de sites non-ARNr, quoique ces modifications se réalisent moins 
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efficacement que pour les ARNr, probablement parce que le substrat modifié n’est pas 

localisé au niveau du nucléole (Cavaille et al., 1996b). Des expériences récentes de PAR-

CLIP (Photoactivatable Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation) 
réalisées avec des cellules humaines HEK293 ont conduit à l'identification de nouvelles 

cibles potentielles. Parmi les ARN identifiés à plusieurs reprises comme liés aux snoRNP à 

boîtes C/D, d’autres ARN ont été détectés, comme les ARN 7SK et 7SL, qui ont été validés 

comme portant des sites 2'-O-méthylés, bien que les snoRNA guidant ces modifications ne 

sont pas encore connus (Kishore et al., 2013). En outre, les snoRNA à boîtes C/D ont été 

identifiés associés aux snoRNP à boîtes H/ACA et vice-versa, ce qui suggère qu’une classe 

de snoRNA peut guider les modifications sur les ARN de l’autre famille. En effet, le snoRNA 

H/ACA SNORA61 est 2'-O-méthylé et les snoRNA à boîtes C/D SNORD16 et SNORD35A 

sont pseudouridylés, mais les snoRNA guides de ces modifications ne sont pas identifiés 

(Kishore et al., 2013). Enfin, de nombreux ARNm ont également été détectés associés aux 

snoRNP dans ces expériences. Un nombre statistiquement significatif de séquences de 

snoRNA guide ont été identifiées comme complémentaires pour un grand nombre de ces 

ARNm, ce qui suggère que les snoRNA pourraient jouer un rôle dans la modification des 

ARNm (Kishore et al., 2013). 

 

2.2.2 Redondance des snoRNA 
Les régions guide des snoRNA canoniques interagissent par complémentarité des 

bases avec leurs séquences d’ARN cibles, en formant un duplex d'ARN de 6 à 20 paires de 

bases, sans former de boucles et avec peu de mésappariements (Chen et al., 2007; Ganot 

et al., 1997b). 

L'identification des éléments canoniques des snoRNA a été réexaminée au cours des 

dernières années, offrant une vue nuancée vis-à-vis de l'identification de leurs cibles, des 

modifications apportées et de leurs régulations. En 2011, un sous-ensemble de snoRNA à 

boîtes C/D de Saccharomyces cerevisiae et humains a été dégagé pour lequel les snoRNA 

possèdent des séquences complémentaires étendues qui ne sont pas contigües à la 

séquence guide et dans certains cas, se situent à l'autre extrémité du snoRNA (van Nues et 

al., 2011). Les nouvelles interactions impliquent entre 4 et 10 résidus supplémentaires qui 

s'apparient avec l’ARN cible. Les appariements de bases supplémentaires favorisent 

probablement l'interaction snoRNA-ARN cible ou augmente sa stabilité, possiblement en 

facilitant l'accès à des régions fortement structurées des ARNr (van Nues et al., 2011). Les 

appariements de bases supplémentaires stimulent jusqu'à un facteur cinq le taux de 

méthylation (van Nues et al., 2011). 
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Dans une étude ultérieure, des analyses génomiques comparatives ont conduit à la 

prédiction de cibles pour les snoRNA orphelins. Les fonctions de snoRNA homologues se 

sont révélées être évolutivement stables, permettant d’attribuer à quatre snoRNA orphelins 

humains des cibles dans l’ARNr et de proposer des snoRNA guides pour huit positions 

modifiées déjà connues dans l’ARNr, ainsi que deux positions modifiées connues dans les 

snRNA, pour lesquelles aucun guide n’avait été précédemment retrouvé (Kehr et al., 2014). 

De plus, des complémentarités ont été prédites entre de nombreux snoRNA et des régions 

orphelines dans les ARNr pas connues pour être modifiées, ce qui soulève la possibilité que 

ces modifications pourraient être apportées spécifiquement dans certaines conditions ou 

dans certains tissus et pourraient contribuer à la spécialisation des ribosomes (Dupuis-

Sandoval et al., 2015; Kehr et al., 2014; Xue and Barna, 2012). 

La redondance ajoute également un niveau de complexité dans l'étude de la 

régulation des cibles des snoRNA. La redondance apparente entre des snoRNA et des 

cibles a été remarquée dans de nombreux organismes, avec de nombreux snoRNA présents 

sous forme de petites familles de deux ou trois membres presque identiques. Certains 

présentent des dizaines de copies de gènes, un exemple étant les 42 copies du snoRNA 

HBII-52 chez l'homme (Nahkuri et al., 2008), et un exemple encore plus marquant dans le 

génome de l’ornithorynque qui porte jusqu'à des dizaines de milliers de copies d’un snoRNA 

H/ACA issues d’un rétrotransposon (Schmitz et al., 2008) Quand ils ne sont pas orphelins, 

ces paralogues guident généralement la modification des mêmes cibles et sont codés dans 

des introns différents du même gène hôte, bien que ce ne soit pas toujours le cas (Hoeppner 

and Poole, 2012; Hoeppner et al., 2009). Chez l’humain, selon la banque de données 

snoRNA database, (Lestrade and Weber, 2006), 22 des 120 (18%) positions modifiées par 

les snoRNA dans la grande sous-unité ribosomique sont guidées par plus d'un snoRNA, 

tandis que pour la petite sous-unité ribosomique, la proportion des résidus modifiés par des 

snoRNA redondants atteint 29% (22 sur 76).  

Les snoRNA ont été décrits comme des éléments génétiques mobiles 

intragénomiques pouvant migrer à des endroits différents mais aussi pouvant se copier à 

l'aide de mécanismes de rétrotransposition comme en témoignent leurs nombreuses copies 

dans les génomes de mammifères (Schmitz et al., 2008; Weber, 2006). De nombreuses 

familles de snoRNA sont anciennes et remontent au dernier ancêtre commun eucaryote 

(LECA), mais alors que beaucoup de leurs gènes hôte sont soupçonnés avoir existé dans le 

LECA, des études génomiques comparatives menées par Hoeppner et Poole suggèrent que 

l'emplacement intronique des snoRNA n’est pas ancestral (Hoeppner and Poole, 2012). Il a 

été récemment proposé que l’évolution des snoRNA suit un modèle de dérive par lequel les 
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snoRNA migrent de façon intragénomique dans différents gènes hôtes, principalement sur la 

base de leur profils d’expression (Hoeppner and Poole, 2012). Il est proposé que la grande 

mobilité et la redondance des snoRNA a probablement favorisé l'acquisition de nouvelles 

cibles et de nouvelles fonctions (Weber, 2006). 

 

2.2.3 Les snoRNA dans les pathologies 
 

Des variations de taux d’expression de snoRNA dans différents tissus ont été 

observées chez différents organismes et l’hypothèse d’une possible régulation tissu-

spécifique en lien avec les transcrits de leurs gènes hôtes a été proposée (Chang et al., 

1998). Des profilages d’ARNnc, comme les microARN et les snoRNA, dans différents 

échantillons sanguins ou de biopsies de patients atteints de pathologies ont également 

montré des variations de taux d’expression de ces ARNnc, suggérant une utilisation possible 

de ces ARN comme biomarqueurs de pathologies. Ces observations suggèrent également la 

possibilité des liens directs entre dérégulation de l’expression des ARNnc et développement 

pathologique. 

2.2.3.1 Les snoRNA dans les maladies neurodégénératives 

Le système nerveux central contient un grand nombre de types cellulaires, qui 

expriment environ 80% des protéines du génome humain, excédant ainsi l’expression 

génique de tous les autres organismes (Gstir et al., 2014; Lein et al., 2007). Ainsi, 

l’expression génique, contrôlée par des régulations transcriptionnelles et post-

transcriptionnelles, est d’une grande diversité dans les différents types cellulaires. Elle suit 

des changements continus pendant le développement et présente des adaptations en 

réponse à des stimuli environnementaux. En général, les ARNnc augmentent la complexité 

de la régulation génique dans tous les tissus humains. La complexité d’un organisme n’est 

pas en relation avec la taille de son génome, ni avec le nombre de gènes codant des 

protéines (Figure 2) (Lein et al., 2007; Taft et al., 2007). Alors que le nombre de gènes 

codant des protéines reste relativement constant, les séquences non-codantes introniques et 

intergéniques augmente en fonction de la complexité des organismes (Mattick, 2011).  
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Figure 2 : La proportion des séquences ne codant pas de protéines augmente avec la complexité du 
processus de développement des organismes. Adapté de (Mattick, 2011; Taft et al., 2007).  
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Les ARNnc ont été trouvés être impliqués dans des nombreuses maladies 

neurologiques (Cavaille et al., 2000; Haramati et al., 2010; Hebert et al., 2010; Kim et al., 

2007; Stark et al., 2008; Taft et al., 2009a). Le snoRNA orphelin HBII-52, qui est localisé 

dans un locus soumis à l’empreinte génétique parentale et est exprimé dans le cerveau, 

participe à l’épissage alternatif du récepteur de sérotonine 2C par complémentarité des 

séquences ARNm-snoRNA (Nicholls and Knepper, 2001). L’inactivation de ce snoRNA 

conduit à une production de différentes formes d’ARNm (Kishore and Stamm, 2006). Ce 

snoRNA est situé au locus humain 15q11q13, qui est associé avec deux maladies 

neurologiques: le syndrome Prader-Willi et le Syndrome Angelman. Ces maladies 

apparaissent après une perte d’expression génique dans cette région sur l’une des deux 

allèles (paternel ou maternel). La perte de snoRNA dans cette région peut être impliquée 

dans la progression de ces maladies possiblement par un épissage inapproprié de l’ARNm 

du récepteur de la sérotonine (Nicholls and Knepper, 2001). 

Plus récemment, des études visant à déterminer les variations dans les taux des ARN 

non codants dans différents modèles murins de maladies neurologiques comme la maladie 

d’Alzheimer, ont trouvé une dérégulation de deux nouveaux snoRNA (e307 et e470), 

dérégulation détectable avant la formation des plaques amyloïdes (Gstir et al., 2014). 

 

2.2.3.2 Implication des snoRNA dans le cancer 

2.2.3.2.1 Rôle de pro-oncogène 

Les premières indications que les snoRNA pouvaient être impliqués dans l’apparition 

des cancers datent depuis plus d’une dizaine d’années. Ainsi, il a été observé que les 

snoRNA H/ACA h5sn1, h5sn2, h5sn3 et h5sn4, qui ont un niveau d’expression variable dans 

les divers tissus humains, ont une expression dérégulée dans les méningiomes par rapport 

aux tissus de cerveau normal (Chang et al., 2002). Cette observation a suggéré la possibilité 

d’un lien possible entre le processus de biogenèse des snoRNA et la cancérogenèse. Des 

études ultérieures menées dans cette direction ont confirmé ce lien (Dong et al., 2009; Dong 

et al., 2008; Gee et al., 2011; Liao et al., 2010; Martens-Uzunova et al., 2012; Mourtada-

Maarabouni et al., 2008; Mourtada-Maarabouni et al., 2009; Siprashvili et al., 2016; Williams 

et al., 2006; Zhang et al., 2016c).  

Le SNORA42 a été récemment trouvé surexprimé dans certains cancers du poumon 

(cancers non à petites cellules, NSLC) (Mei et al., 2012). La réduction du taux de SNORA42 

par siARN a comme résultat une diminution de la croissance cellulaire et un effet inhibiteur 

sur les capacités oncogénique des lignées cellulaires de NSLC. Ces cellules sont aussi 
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moins susceptibles à former des tumeurs dans des modèles de souris nude (athymiques). 

Au contraire, une surexpression de ce snoRNA conduit à une augmentation de la 

prolifération cellulaire in vitro. Il a été aussi montré que son expression est inversement 

corrélée à celle de la protéine p53  (Tumor protein p53), le suppresseur de tumeurs retrouvé 

le plus inhibé dans tous les types de cancers. Ces résultats suggèrent que le rôle oncogène 

du SNORA42 serait lié à une inhibition de l’apoptose dépendante de la protéine p53, mais le 

mécanisme exact de ce lien n’a pas encore été précisé. Le SNORA42 est surexprimé dans 

des cancers de poumon (Liao et al., 2010) et les patients chez lesquels il est surexprimé 

présentent un temps de survie réduit par rapport aux autres patients (Mei et al., 2012).  

Un travail visant à trouver une corrélation entre le profil d’expression des snoRNA avec 

des anomalies chromosomiques fréquents dans les leucémies aigues a mis en évidence une 

sous-expression globale des snoRNA dans des leucémies par rapport à des cellules saines 

(Valleron et al., 2012). Cette même étude a aussi conduit à identifier les SNORD112 et 

SNORD114 (exprimés normalement dans le cerveau) spécifiquement exprimés dans les 

leucémies aigues promyélocytaires (LAP). La surexpression du variant SNORD114-1 active 

la croissance cellulaire, a priori en modulant le cycle cellulaire via une inhibition du 

suppresseur tumoral Rb (Retinoblastoma protein) (Valleron et al., 2012). 

Une analyse globale des snoRNA présents dans les cellules de carcinome 

épidermoïde de la tête et du cou a identifié une dérégulation globale des 33 snoRNA par 

rapport à des cellules normales (Zou et al., 2015). Notamment la réduction très importante 

d’un de ces snoRNA, le SNORD35B (snoRNA à boîtes C/D) a été trouvée être corrélée avec 

la survie globale des patients, suggérant une importance fonctionnelle dans la pathogénie de 

ce type de cancer et dans l’évolution clinique des patients.  

 

2.2.3.2.2 Rôle anti-tumoral 

Les snoRNA SNORD50A et SNORD50B ne sont exprimés dans 10-40% des cancers 

humains les plus fréquents. Ces deux ARN sont connus pour guider la modification de 

l’ARNr 28s (Rebane et al., 2002). Les premières pistes indiquant un rôle possible dans les 

cancers reposent sur la découverte que le gène hôte de SNORD50 est localisé au niveau du 

point de cassure de la translocation t(3;6)(q27;215), présente dans des nombreux cancers 

(Tanaka et al., 2000). Ultérieurement, il a été retrouvé comme étant le seul gène du locus 

6q14-q15 à être muté et sous-exprimé dans le cancer de la prostate (Dong et al., 2008) et la 

présence des variants mutés homozygotes est associée à des cancers de grade élevé. Le 

rôle de suppresseur de tumeurs a été aussi identifié par la suite dans des cancers du sein 

(Dong et al., 2009). Plus récemment, il a été trouvé que l’absence d’expression de ces 
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snoRNA a comme conséquence une quantité augmentée de K-Ras active et une hyper 

activation de la voie de signalisation Ras-ERK1/ERK2, ainsi qu’une affinité accrue d’une 

farnésyltransférase pour K-Ras et une phénylation anormale de cette protéine. Ces 

observations suggèrent que les modifications de K-Ras sont synergiques avec la perte 

d’expression de SNORD50A et SNORD50B dans les cancers. Une invalidation des gènes de 

ces deux snoRNA par le système CRISPR/Cas9 favorise la tumorogenèse, et une délétion 

des deux snoRNA apparue de manière concomitante avec des mutations dans la protéine K-

Ras a été identifiée dans de multiples tumeurs humaines (Siprashvili et al., 2015). 

Une approche de séquençage à haut débit des ARNnc dans des cellules de cancer de 

poumon de type NSCLC (non-small cell lung carcinoma) (Gao et al., 2015) a identifié une 

série de 29 snoARN qui sont surexprimés à un niveau au moins trois fois supérieur par 

rapport à des tissus de poumon normal. La vérification de ces résultats par qRT-PCR a 

confirmé cette surexpression pour 16 snoRNA; 6 gènes (snoRA47, snoRA68, snoRA78, 

snoRA21, snoRD28 et snoRD66) ont été identifiés associés à la survie globale des patients 

atteints de NSCLC quand ils sont surexprimés, avec une sensibilité et une spécificité de 70% 

à 95,0%. Un modèle de prédiction composé de trois gènes (snoRA47, snoRA68 et snoRA78) 

a été développé, pouvant potentiellement prédire de façon significative la survie globale des 

patients. 

snoRNA Type Expression Implication Type de 
cancer 

U50 à boîtes C/D Réduite Suppresseur tumoral Sein et prostate 

h5sn2 à boîtes H/ACA Réduite Suppresseur tumoral Méningiome 

RNU43 à boîtes C/D Réduite Suppresseur tumoral Sein et poumon  

RNU44 à boîtes C/D Réduite Suppresseur tumoral Sein et poumon 

snoRD33 à boîtes C/D Augmentée Oncogène NSCLC 

snoRD66 à boîtes C/D Augmentée Oncogène NSCLC 

snoRD76 à boîtes C/D Augmentée Oncogène NSCLC 

snoRA42 à boîtes H/ACA Augmentée Oncogène NSCLC 

snoRD44 à boîtes C/D Augmentée Oncogène Sein 

Tableau 5 : snoRNA représentatifs pour une implication dans le cancer et leur rôle proposé. NSCLC : Cancer de 

poumon non à petites cellules. Adapté de (Mannoor et al., 2012). 
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2.2.3.2.3 Empreinte génomique parentale des locus snoRNA et cancer 

La perte de l’empreinte génomique parentale au locus hébergeant des snoARN est 

aussi impliquée dans le développement des cancers, par l’expression altérée des gènes 

présents à ces locus (Benetatos et al., 2011; Jelinic and Shaw, 2007). L’empreinte 

génomique parentale des snoRNA a été signalée être associée à certains cancers 

(Benetatos et al., 2011; Donsante et al., 2007). Par exemple, l'intégration d'un vecteur viral 

AAV (Adeno-associated virus) contenant un activateur du cytomégalovirus et le gène de β-

glucuronidase humaine dans le génome de souris néonatales normales pourrait produire un 

carcinome hépatocellulaire. Le locus AAV-HCC sur le chromosome 12 porte de multiples 

gènes soumis à l’empreinte parentale, y compris le gène Rian, qui code au moins 9 snoRNA 

et des miRNA (Seitz et al., 2004; Shimoda et al., 2002). Fait intéressant, les snoRNA soumis 

à l’empreinte et codés dans Rian ont été retrouvés surexprimés de ~10 à ~500 fois dans les 

tissus tumoraux par rapport aux tissus normaux. Par conséquent, l'effet oncogénique de 

l'intégration du vecteur pourrait être due à la surexpression des snoRNA (Benetatos et al., 

2011). Un autre exemple est MEG3, un gène exprimé à partir du chromosome maternel. Il 

possède des activités de suppression tumorale et sa sous-régulation inhibe la prolifération 

des cellules cancéreuses par des voies dépendantes ou indépendante de p53 (Benetatos et 

al., 2011). MEG3 héberge les snoRNA SNORD112, SNORD113 et SNORD114 et des 

miARN suppresseurs de tumeur (Benetatos et al., 2011; da Rocha et al., 2008; Kagami et 

al., 2008). En outre, MEG8 localisé sur le chromosome 14q32 est un autre gène codant un 

lncRNA dont l’expression est soumise à l’empreinte parentale. Le dysfonctionnement de 

MEG8 est impliqué dans plusieurs maladies, dont les syndromes Prader-Willi et Angelman 

(Cavaille et al., 2002; da Rocha et al., 2008). Le locus 14q32 peut avoir aussi une fonction de 

suppression de tumeurs (Ko et al., 2005). Comme pour MEG3, l’ARN produit par MEG8 

porte des répétitions de deux snoRNA introniques: SNORD113 (9 copies) et SNORD114 (31 

copies) (Cavaille et al., 2002). Au total, les snoRNA soumis à l’empreinte parentale 

pourraient avoir des fonctions importantes dans la carcinogenèse. Néanmoins, la recherche 

vers une meilleure compréhension du rôle biologique précis de ces snoRNA et s’ils ont une 

fonction indépendante de leurs gènes hôtes dans l'initiation et de la progression du cancer 

est nécessaire (Williams and Farzaneh, 2012). 

 

2.2.3.2.4 Les snoRNA comme biomarqueurs 

Le développement des biomarqueurs permettant la détection des tumeurs dans des 

stades précoces présente un grand intérêt, car la mise en place d’un traitement le plus 

rapidement possible a des conséquences majeures sur l’évolution de la maladie. Il y a de 
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plus en plus de preuves montrant que les cellules tumorales libèrent des quantités 

substantielles d’ARN résistants à la dégradation par les RNases dans le flux sanguin, et 

qu’ils sont présents en quantité suffisante pour être détectés de manière quantitative. Les 

taux sanguins de ces ARN sont modifiés chez des patients présentant des cancers par 

rapport à des sujets sains. La première étude visant à identifier des acides nucléiques 

circulants dans le sérum des patients atteints d’un cancer a été réalisée en 1977 (Leon et al., 

1977). Des travaux ultérieurs ont permis de détecter des séquences mutées provenant des 

gènes de Kras et Nras (Sorenson et al., 1994; Vasioukhin et al., 1994). Plus récemment, des 

analyses génomiques à haut débit des ADN circulants ont démontré le potentiel de cette 

technique comme méthode de détection précoce, ainsi que la prédiction de la 

chemosensiblité des tumeurs (Chan et al., 2013; Kishikawa et al., 2015; Murtaza et al., 

2013). Même s’il reste encore beaucoup de questions concernant leur mécanisme de 

libération dans le flux sanguin, leur origine, la spécificité des complexes de transport, les 

ARNnc circulants représentent une piste prometteuse dans le dépistage précoce des états 

cancéreux et dans le suivi des stades de cette maladie. Des données dans ce sens 

concernent les miRNA (Lu et al., 2005; Rosenfeld et al., 2008), les snoRNA (Dong et al., 

2009; Gee et al., 2011; Mei et al., 2012; Valleron et al., 2012), les snRNA (Baraniskin et al., 

2013; Kuhlmann et al., 2014; Matera et al., 2007; Mazieres et al., 2013), les piRNA (Cheng et 

al., 2011; Qiao et al., 2002), les lncRNA (Arita et al., 2013; Isin et al., 2014; Xie et al., 2013). 

 

2.2.3.3 Les snoRNA orphelins  

Un certain nombre de snoRNA ne montrent aucune complémentarité apparente à des 

positions modifiées connues dans l’ARNr ou les snRNA et ont été supposés guider des 

modifications dans d'autres espèces d'ARN. Les snoRNA impliquées dans les fonctions non 

canoniques les plus étudiés sont les membres de la famille des snoRNA orphelins à boîtes 

C/D SNORD115 (M/HBII-52) et SNORD116 (M/HBII-85) codés par le locus SNURF-SNRPN 

soumis aà l’empreinte génomique sur le chromosome humain 15 (Kishore et al., 2010; Runte 

et al., 2001). Des preuves convaincantes ont été recueillies pour la famille de snoRNA de 

SNORD115, qui chez l'homme et la souris sont exprimés exclusivement dans le cerveau, et 

réalisent la modification directe du pré-ARNm du sérotonine-type de récepteur 2c (5 HT2cR) 

(Kishore et al., 2010; Kishore and Stamm, 2006; Vitali et al., 2005). Le SNORD115 est 

intégré dans les introns d'un grand transcrit polycistronique SNURF/SNRPN, exprimé 

uniquement à partir du locus paternel; les régions génomiques correspondant aux 

SNORD115-SNORD116 portent de grandes délétions chez les individus atteints du 

syndrome de Prader-Willi (PWS).  
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2.2.3.3.1 Implication des snoRNA dans le Syndrome Prader-Willi 

Le syndrome Prader-Willi (PWS) est un trouble cognitif et du développement, qui 

représente la cause la plus fréquente de l'obésité génétique morbide chez l'homme (Bittel 

and Butler, 2005). Il est caractérisé par un faible tonus musculaire, une maturité sexuelle 

incomplète ou retardée, un léger retard mental, des problèmes de comportement et de 

compulsion alimentaire, conduisant à une obésité morbide si elle est non contrôlée (pour 

revue (Butler, 2011; Cassidy et al., 2012)). 

L'empreinte génomique est un phénomène épigénétique dans lequel le phénotype est 

modifié en fonction du sexe du parent contribuant à l'allèle du gène (Hanel and Wevrick, 

2001) et provient de changements épigénétiques lorsque l'expression des gènes est 

contrôlée sans modifier la séquence d'ADN. Il est réversible durant la gamétogenèse. La 

régulation de l'expression génique est habituellement réalisée par la méthylation de l'ADN. 

Le contrôle de l'expression des gènes imprimés dépend du parent d'origine avec l'expression 

de l'allèle soit maternel soit paternel pour un locus ou un gène imprimé(e) (Butler, 2011).  

Le PWS résulte d'un manque d'expression des gènes paternels situés dans la région 

15q11-q13. Environ 70% des patients PWS portent des délétions complètes du domaine 

soumis à l’empreinte génomique hérité paternellement, et environ 25% de tous les cas sont 

dus à une disomie uniparentale maternelle (deux copies de chromosomes maternels) 

(Buiting, 2010; Cassidy et al., 2012). Le syndrome opposé au PWS, le syndrome 

d'Angelman, est dû à la perte d'expression maternelle de gènes dans la même région, qui 

sont normalement inactivés sur le chromosome paternel 15. Un idéogramme du 

chromosome 15 et l'ordre des gènes dans la région 15q11-q13 est montré dans la Figure 3. 
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Figure 3 : Représentation du chromosome 15 montrant l'ordre des gènes codants et non-codants 
transcrits dans la région 15q11-q13 et l'emplacement des points de coupure pour les délétions typiques 
de type I et II. La région chromosomique 15q11-q13 contient environ 8 millions de paires de bases d'ADN, comprenant un 

grand groupe de gènes soumis à l’empreinte génomique et aussi un domaine non imprimé dans lequel les gènes sont aussi 

exprimés soit sur le chromosome maternel soit sur celui paternel 15, mais avec quelques gènes montrant un biais d'expression 

paternel (Bittel and Butler, 2005; Bittel et al., 2003; Butler et al., 2008). Les séquences d'ADN répétées en faible nombre de 

copies sont regroupées au niveau ou à proximité des deux points de rupture principaux du chromosome proximal («break point 

1», BP1 et «break point 2», BP2) et le point de rupture distal (BP3) dans la région 15q11-q13 (Chai et al., 2003; Nicholls and 

Knepper, 2001). La délétion typique PWS peut appartenir à deux classes, de Type I et de Type II. La suppression la plus 

grande, de Type I (TI) implique BP1, qui est le plus proche du centromère tandis que BP2, est impliqué dans la délétion de 

type2 (TII), plus petite. BP3 est situé dans la région 15q11-q13 et est commun dans les deux sous-groupes de suppression 

typiques. Abréviations: Cen, centromère; Tel, télomères; BP, breakpoint; IC, centre d’impression; snoRNAs, petits ARN 

nucléolaires. Adapté de (Butler, 2011).  
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Il y a environ 100 gènes ou transcrits identifiés dans la région 15q11-q13 entre BP1 et 

BP3 et environ 10 de ces gènes sont imprimés et paternellement exprimés (Cassidy and 

Driscoll, 2009). Plusieurs gènes codant des protéines exprimées paternellement sont situés 

à ce locus, y compris NECDIN (NDN), MAGEL2, MKRN3, NPAP1, et le SNURF-SNRPN bi-

cistronique (Figure 3). En dehors des gènes codants, ce locus contient également des 

gènes d’ARNnc, comme par exemple, les longs transcrits non-codants PWRN1/PWRN2 

localisées entre les gènes NDN et SNURF-SNRPN. Le locus PWS code également de 

nombreux snoRNA à boîtes C/D exprimées paternellement. La plupart d'entre eux, sinon 

tous, sont portés par les introns du transcrit U-BE3A-ATS (Runte et al., 2001), qui contient 

deux clusters de répétitions des gènes de SNORD116 (snoRNA HBII-85) et SNORD115 

(snoRNA HBII-52) contenant 29 et respectivement 47 copies (Cavaille et al., 2000). D’autres 

snoRNA, comme le SNORD107 (HBII-436), le SNORD64 (HBII-13), et le SNORD108 (HBII-

437), sont codés par une seule copie, et le SNORD109A/B (HBII-438a/438b) par deux 

copies (Cavaille et al., 2000; Runte et al., 2001) (Figure 3). L'analyse des différentes 

délétions du locus PWS dans des modèles de souris, ainsi que l’analyse de l'expression des 

gènes chez les patients présentant des translocations chromosomiques ont prédit le locus 

SNORD116 comme étant une région critique du PWS (PWScr) (Ding et al., 2005; Gallagher 

et al., 2002; Rozhdestvensky et al., 2016; Runte et al., 2005; Schule et al., 2005). 

Le SNORD115 contient un élément antisens conservé de 18 nucléotides, 

complémentaire avec un segment d'un exon de pré-ARNm de 5-HT2cR épissé 

alternativement (Cavaille et al., 2000). Par ailleurs, le deuxième intron du pré-ARNm de 5-

HT2cR abrite un snoRNA H/ACA (Cavaille et al., 2000). En 1997, Burns et al. (Burns et al., 

1997) ont découvert que les transcrits de 5-HT2cR subissent une édition adénosine-à-

inosine (A-to-I) site spécifique, conduisant à des produits de traduction alternatifs. Plus 

précisément, la variation de séquence d'acides aminés est limitée à la deuxième boucle 

intracellulaire en contact avec des protéines G. Les variantes générées des récepteurs 

présentent des différences significatives dans l’efficacité de la transduction du signal. En 

conséquence, les souris mutantes exprimant uniquement une isoforme entièrement éditée 

du récepteur présentent beaucoup de traits phénotypiques caractéristiques de PWS 

(Morabito et al., 2010). Curieusement, en 2005 l’équipe de J. Cavaillé (Vitali et al., 2005) a 

montré que la modification exercée par SNORD115 sur le même segment de pré-ARNm de 

5-HT2cR a un effet antagoniste sur l’édition réalisée par l’enzyme nucléaire ADAR2 

(adénosine désaminase agissant sur l'ARN 2). Plus précisément, la snoRNP SNORD115 est 

censée empêcher l’édition A-I à travers une méthylation du ribose, inactivant ainsi l’inhibiteur 

exonique de l'épissage. L'exon épissé alternativement Vb est ainsi incorporé dans l'ARNm 

mature, donnant lieu à un récepteur totalement fonctionnel. Peu de temps après, le 
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laboratoire de S. Stamm (Kishore and Stamm, 2006) a présenté des preuves que l’inclusion 

de l'exon Vb pourrait être indépendante de la méthylation et a proposé que la snoRNP 

SNORD115 s’associe de manière transitoire avec le pré-ARNm du récepteur, masquant 

directement l’inhibiteur de l'épissage. Une autre étude a révélé que le même snoRNA est 

effectivement maturé en ARN de taille plus courte (appelés snoRNA transformés (psnoARN)) 

qui, au lieu de former des snoRNP canoniques, s’associent avec des protéines hnRNP pour 

réguler l'épissage d’autres pré-ARNm (Kishore et al., 2010). Dans un modèle murin de PWS 

où l’expression du SNORD115 fait défaut, seule une augmentation de l'édition, mais pas un 

changement dans le taux d'épissage du 5-HT2cR, a pu être confirmée (Doe et al., 2009). 

D’ailleurs, le rôle de l’édition augmentée du pré-ARNm dans le PWS est fortement débattu 

dans la communauté, car ce phénomène ne peut pas toujours être lié au phénotype de la 

maladie (Glatt-Deeley et al., 2010). 

Tous les snoRNA provenant du locus PWS sont d'origine intronique, ce qui est le cas 

avec la plupart des snoRNA de vertébrés. À l'exception de SNORD9, prédit pour guider la 2'-

O méthylation à la position A53 du snRNA U6 (Ganot et al., 1999), les autres snoRNA 

provenant du locus PWS n'ont pas de cibles connues. Récemment, des microdélétions sur le 

chromosome paternel du groupe de gènes SNORD116 ont été identifiés comme la principale 

cause génétique de PWS (Anderlid et al., 2014; de Smith et al., 2009; Ding et al., 2008; Ding 

et al., 2005; Duker et al., 2010; Sahoo et al., 2008), bien que le manque d'expression de 

SNORD115 contribue probablement au phénotype de la maladie. Des indications existent 

également qu’un défaut d'expression des gènes hôtes des snoRNA SNORD115/116 pourrait 

être la principale cause de PWS. Notamment, le locus PWS présente des propriétés 

inhabituelles: une organisation chromatinienne allèle-spécifique existe au niveau du cluster 

des gènes des snoRNA et les gènes hôtes épissés des snoRNA SNORD115/116 

s’accumulent à proximité du site de transcription (Powell et al., 2013a; Powell et al., 2013b; 

Vitali et al., 2010). Le gène hôte de SNORD116 a été impliqué dans le contrôle de la 

dépense d'énergie diurne du cerveau en réprimant indirectement un groupe de gènes 

régulés de manière diurne bien connus, qui pourraient expliquer les traits phénotypiques de 

PWS (Powell et al., 2013a). De plus, une classe de longs ARN non codants (lncRNA), 

exprimée à partir du locus PWS et contenant un motif SNORD à leurs extrémités 5' et 3' a 

été identifiée dans des cellules souches embryonnaires humaines (Yin et al., 2012). Ces 

transcrits s’associent fortement avec les régulateurs d'épissage de la famille Fox dans le 

noyau, et pourraient donc agir comme des éponges pour ces protéines régulatrices en titrant 

leur activité. Ainsi, la baisse du taux d’expression de sno-lncARN dans PWS pourrait 

entraîner une augmentation des niveaux de Fox et des anomalies dans l’épissage du pré-

ARNm, ce qui entraîne un développement anormal (Bratkovic and Rogelj, 2014). 
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En ce qui concerne le snoRNA SNORD116 mature, l’équipe de S. Stamm a identifié 

par expériences de protection à la RNase que les transcrits introniques de SNORD116 

donnent également lieu à des snoRNA de tailles plus courtes, les deux snoRNA pourraient 

partager les mêmes voies de maturation (Shen et al., 2011). Ces expériences apportent des 

indications sur l’existence d’événements spécifiques de maturation et confirment que tous les 

snoRNA à boîtes C/D ne sont pas clivés. Cependant, la pertinence physiologique des deux 

ensembles de psnoARN doit encore être clarifiée. Des données de l’équipe de J. Cavaillé 

remettent en question l’existence des psnoARN SNORD115/116 fonctionnels (Bortolin-

Cavaille and Cavaille, 2012). La plupart ne seraient que de simples produits de dégradation 

des ARN endogènes et/ou des fragments clivés dérivés du couplage imparfait des 

ribosonmes et de nombreuses variantes de SNORD116/SNORD115. Néanmoins, il est 

tentant de spéculer que SNORD116 ou des psnoARN apparentés modifient l’épissage, vu 

que des membres de la famille de SNORD116 ont été prédits de cibler préférentiellement les 

séquences d'exons de transcrits primaires régulés par épissage alternatif (Bazeley et al., 

2008). 

 

2.2.3.3.2 Autres snoRNA orphelins 

Les snoRNA du locus 15q11-q13 ne sont pas les seuls exemples de snoRNA 

orphelins regroupés dans des locus soumis à l’empreinte parentale. Chez l'homme, le locus 

exprimé maternellement 14q32 porte les snoRNA à boîtes C/D (SNORD112-114) et partage 

des similitudes notables avec le locus des snoRNA PWS en termes d'organisation 

génomique (Cavaille et al., 2002). En outre, l’expression des deux groupes de snoRNA est 

différente selon le tissu, avec un taux plus abondant dans la muqueuse utérine et dans le 

cerveau. Chez les rongeurs, le locus orthologue humain 14q32 donne lieu à des snoRNA 

exprimés strictement dans le cerveau, avec aucune homologie significative avec leurs 

homologues humains, contrairement à la situation du locus PWS. Pourtant, chez l'homme et 

chez la souris, les deux loci sont régulés en fonction du développement des neurones et 

affichent des décondensations significatives de la chromatine spécifique de l’origine 

parentale (Leung et al., 2009). De manière intéressante, dans les régions génétiques 

hautement transcrites dans les neurones de souris, seuls les loci de PWS et 12qF1 

(orthologue à 14q32 chez l'homme) sont complètement décondensés aux allèles paternels et 

maternels. Le contexte génomique du cluster des snoRNA apparaît être vital pour le 

remodelage de la chromatine. En outre, la décondensation de la chromatine au niveau des 

loci de ces snoRNA est nécessaire pour leur localisation nucléolaire correcte. Lors de la 

maturation neuronale des cellules de Purkinje, des souris dépourvues de l’expression des 
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SNORD115/SNORD116 présentent des nucléoles significativement plus petits par rapport au 

type sauvage (Leung et al., 2009).  

Plusieurs snoRNA orphelins spécifiques du cerveau (SNORD115, SNORD116, 

SNORA35, et le snoRNA à boîtes C/D spécifique aux rongeurs MBII-48) ne sont pas 

uniformément exprimés dans le cerveau de souris, avec des niveaux plus élevés dans 

l'hippocampe et l'amygdale, dans des régions impliquées dans l'apprentissage et dans la 

mémoire. Cette observation a conduit Rogelj et al. à étudier les changements d'expression 

dans l'hippocampe lors de la consolidation contextuelle de la mémoire (Rogelj et al., 2003). 

Grâce à l'utilisation de la peur conditionnée contextuellement (une méthode d'apprentissage 

pavlovien qui établit une association entre les stimuli et leurs conséquences aversives), les 

SNORD115 et PMBI-48 ont été retrouvés respectivement sur- et sous-exprimés. Les 

changements dans les niveaux d'expression ont été de courte durée (détectés à 90 min, 

mais pas à 25 heures après le traitement). Les résultats suggèrent un rôle pour SNORD115 

et PMBI-48 dans les fonctions supérieures du cerveau, mais l'analyse fonctionnelle reste 

entravée par l'absence d'identification d'ARN cible; des différences potentielles dans le motif 

d'épissage de l'ARNm de 5 HT2cR ont été examinées, cependant, aucun changement 

accompagnant la surexpression de SNORD115 n’a pu être détecté. 

Une autre snoRNA orphelin (SNORD3A) semble être impliqué dans la modulation de 

la réponse à l’accumulation de protéines non repliées dans le réticulum endoplasmique (RE) 

dans les maladies à prions (Cohen et al., 2013). Son expression est augmentée dans le sang 

des patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ). En outre, une surexpression 

dans le cerveau a été confirmée dans deux modèles murins de MCJ. Dans le même temps, 

ATF6, un facteur de transcription nécessaire à une expression élevée des chaperonnes, 

s’accumule dans le cerveau touché, mais ses protéines clientes gardent le même taux 

cellulaire. Aucune autre étude mécanistique détaillée n’a été rapportée et il est donc difficile 

de savoir si SNORD3A est impliqué dans la réponse au stress, dans le blocage de la 

production de chaperonnes pour prévenir la récupération de la fonction du RE, ou si sa 

surexpression est un épiphénomène de stress du RE résultant de l'agrégation de la protéine 

prion. Néanmoins, SNORD3A revêt un grand potentiel en tant que marqueur de la maladie, 

d'autant plus que la MCJ ne peut être confirmée que post-mortem par des analyses en 

Western blot ou des analyses immunohistochimiques (Falaleeva and Stamm, 2013). 
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3 Les snoRNP à boîtes C/D 

 

Les complexes snoRNP à boîtes C/D catalysent la méthylation des riboses dans 

l'ARNr des eucaryotes et des archées. Chez les eucaryotes, ces RNP comprennent le jeu 

invariable de quatre protéines coeur: la Fibrillarine/Nop1p, Nop58p, Nop56p et Snu13p, qui 

s’associent spécifiquement avec un snoRNA à boîtes C/D (Lapinaite et al., 2013). Bien que 

le rôle précis des méthylations des riboses dans les ARNr soit resté élusif dans les 

organismes unicellulaires comme les levures, les organismes multicellulaires affichent des 

phénotypes spécifiques suite à la perte de certaines méthylations spécifiques (Higa-

Nakamine et al., 2012). Des études récentes ont également mis l'accent sur leur rôle dans le 

développement des cancers humains et murins, en particulier dans les cancers du sein et de 

la prostate (Su et al., 2014). Nop1p et les snoRNA sont surexprimés dans plusieurs tissus 

cancéreux et cette surexpression a été démontrée comme cruciale pour la tumorogénese. La 

suppression de la surexpression des snoRNA réduit considérablement la tumorogénicité, via 

l'activation de la voie p53 (Su et al., 2014). Dans ce chapitre seront discutés les aspects 

structuraux et fonctionnels des snoRNP à boîtes C/D. 

 

3.1 Transcription et maturation des snoRNA à boîtes C/D 
 

Les cellules eucaryotes utilisent des stratégies très différentes pour synthétiser les 

snoRNA, qu’ils soient de type C/D ou H/ACA. Bien que majoritairement introniques chez les 

vertébrés, certains snoRNA, tels que les snoRNA U3, U8 et MRP, et la plupart des snoRNA 

chez la levure sont monocistroniques et transcrits par l'ARN polymérase II (Pol II) à partir de 

gènes indépendants. Une organisation polycistronique plus complexe, particulièrement 

fréquente chez les plantes, et également utilisée par la levure et les trypanosomes, repose 

sur un regroupement dans une même unité transcriptionnelle de plusieurs snoRNA différents 

(Terns and Terns, 2002; Weinstein and Steitz, 1999). Chez le trypanosomatide Leptomonas 

colossoma, une unité poly-snoRNA contenant à la fois des snoRNA à boîtes C/D et à boîtes 

H/ACA est répétée en tandem (Liang et al., 2001). 

 

3.1.1 Maturation des snoRNA à boîtes C/D 
Les snoRNA présents dans des unités polycistroniques ou dans des introns, et les 

transcrits monocistroniques portant des extensions longues à leur extrémités 3’, tels que U3, 

nécessitent des étapes de maturation des formes précurseurs de l’ARN pour produire des 
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molécules matures. Chez la levure, l'excision des snoRNA à partir de transcrits 

polycistroniques s’effectue par des coupures endonucléolytiques initiales catalysées par 

l'endoribonucléase Rnt1p, l'orthologue de la RNase III bactérienne (Chanfreau et al., 1998b). 

Les extrémités libérées fournissent des points d'entrée pour les exonucléases 5'→3' (Rat1p 

et Xrn1p chez la levure) et 3'→5' (l'exososome et sa composante Rrp6p étant fréquemment 

utilisé pour le clivage final), qui éliminent les nucléotides excédentaires (Allmang et al., 1999; 

van Hoof et al., 2000b). La maturation de l'extrémité 3' du snoRNA U3 nécessite également 

le facteur Rnt1p, qui clive le pré-ARN U3 au niveau d’une tige-boucle distale (Kufel et al., 

2000). Dans le cas de U3, le traitement exonucléolytique se poursuit par deux étapes et 

nécessite une interaction de l'ARN U3 partiellement maturé avec la protéine Lhp1, 

l'homologue de levure pour la protéine La chez les vertébrés. Ce traitement par étapes est 

présent pour d'autres petits ARN. Il pourrait agir comme un système de contrôle de qualité 

en retardant l’action de l’exosome, Lhp1p/La pouvant offrir le temps nécessaire pour 

l’assemblage approprié des RNP et/ou pour des étapes de maturation supplémentaires de 

l'ARN (Kufel et al., 2000). Certains pré-snoRNA ne contiennent pas le motif en tige-boucle 

reconnu par Rnt1p. Pour ces pré-snoRNA, le point d’entrée 3'→5' pour les exonucléases est 

généré par le clivage réalisé par le système de clivage/polyadénylation de l'ARNm utilisé 

dans la maturation des extrémités 3' des ARNm (Fatica et al., 2000). 

Les snoRNA introniques peuvent suivre deux voies alternatives de maturation. Ils 

sont généralement maturés après la réaction d’épissage libérant l’intron sous la forme d’un 

lasso. Après débranchement, des exonucléases éliminent les séquences ne faisant pas 

partie des snoRNA. Dans une deuxième voie (mineure), ne dépendant pas de l’épissage, les 

snoRNA sont excisés des introns par des endonucléases et des extrémités matures sont 

ensuite générées de manière exonucléolytique. La présence de protéines associées à la pré-

snoRNP est nécessaires pour protéger le snoRNA de la dégradation et ainsi ces protéines 

contribuent à définir précisément les extrémités des snoRNA matures (Terns and Terns, 

2002; Weinstein and Steitz, 1999). De façon intéressante, le traitement endonucléolytique 

des snoRNA à boîtes C/D introniques implique la protéine Rnt1, qui clive l’ARN au niveau de 

la tige formée par les séquences introniques flanquantes. Chez la levure, dans un système in 

vitro reproduisant la maturation des snoRNA introniques, le clivage au niveau de cette tige 

(qui représente un substrat non-canonique de la protéine Rnp1) dépend de l'interaction entre 

Rnt1p avec la protéine Nop1, déjà associée avec l’ARN (Giorgi et al., 2001). D'autres 

expériences indiquent que les protéines des snoRNP jouent un rôle actif dans la maturation 

des pré-snoRNA (Lafontaine and Tollervey, 2000). Chez les mammifères, les snoRNA à 

boîtes C/D introniques sont préférentiellement situés ~ 70 nt en amont du site 3' d'épissage. 

Comme nous l’avons déjà évoqué, des expériences in vitro et in vivo ont révélé qu’un 
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espacement adéquat entre les snoRNA et les points de branchement des introns est 

essentiel pour l'efficacité de la formation du snoRNA, suggérant des interactions 

fonctionnelles entre la machinerie d'épissage et celle de la biogenèse des snoRNP (Hirose 

and Steitz, 2001; Vincenti et al., 2007) (cf. Chapitre 2.1.1.3.1). 

 

3.1.2 Maturation de l’extrémité 5’ des snoRNA 
Les transcrits de l’ARN polymérase II se caractérisent par l’ajout d’une coiffe m7G au 

niveau de leur extrémité 5’, qui leur confère de nouvelles propriétés. Cette coiffe est 

impliquée dans de nombreux processus et contribue aux événements de maturation. Les 

snARN U1, U2, U4 et U5, l’ARN de la télomérase, ainsi que plusieurs snoRNA portent une 

coiffe hyperméthylée obtenue après l’ajout d’une double méthylation en position 2 de la 

guanine (m2,2,7G) par une méthyltransférase nucléolaire (triméthyl guanosine synthase 1 – 

Tgs1p), qui leur confère des propriétés distinctes de celles des ARNm. Cependant, certains 

snoRNA perdent leur coiffe m7G car ils sont maturés par une activité exonucléolytique à leur 

extrémité 5’. 

3.1.2.1 La coiffe 7-méthylguanosine (m7G)  

Dès que les ARN naissants qui émergent au cours de la transcription par l'ARN 

polymérase II atteignent 22-25 nucléotides, la 7-méthylguanosine (m7GpppG) est ajoutée à 

leur extrémité 5' triphosphate par trois étapes enzymatiques séquentielles, qui sont 

catalysées chez S. cerevisiae par les facteurs Cet1p, Ceg1p et Abd1p. La coiffe est 

immédiatement reconnue et liée par le cap-binding complexe nucléaire (nCBC), un complexe 

qui contient une sous-unité de liaison à la coiffe, la cap-binding protein 20 (CBP 20) et une 

protéine auxiliaire, la cap-binding protein 80 (CBP 80), (Cbc2p et Cbc1p/Sto1p, chez la 

levure, qui forment le complexe de la coiffe) (Gonatopoulos-Pournatzis and Cowling, 2014; 

Izaurralde et al., 1995; Izaurralde et al., 1994; Li et al., 2016b; Sonenberg and Hinnebusch, 

2009; Topisirovic et al., 2011). 

Peu après l’initiation de la transcription, l’ARN polymérase II entre en « pause » et la 

transcription s’arrête. La reprise de la synthèse des transcrits est un point majeur dans le 

contrôle de la transcription (Guenther et al., 2007). Des guanylyltransférase et 

méthyltransférases sont recrutées par l'ARN polymérase II pendant cette étape, et la reprise 

de l’élongation de la transcription dépend en partie de ces enzymes (Cowling, 2010). 

Les implications du complexe nucléaire de la coiffe est multiple: le couplage entre les 

différentes étapes de la transcription par l’ARN polymérase II, le processus d’épissage 

(Izaurralde et al., 1995), les étapes de maturation de l’extrémité 3’ des ARNm, l’export des 
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UsnARN vers le cytoplasme (Behm-Ansmant et al., 2007), le contrôle qualité des ARNm par 

le système NMD (Non-sens Mediated Decay) (Lee et al., 2015), la traduction des ARNm (le 

facteur eIF4G interagit avec la protéine PAB1 (PolyA-Binding protein 1) et facilite la 

circularisation de l’ARNm en favorisant la ré-initiation du processus de traduction) (Kressler 

et al., 2010). 

 

3.1.2.2 La coiffe triméthylée 2,2,7-méthylguanosine (m2,2,7G) 

La coiffe m7G de petits ARN nucléaires (snARN), petits ARN nucléolaires (snoARN) 

ainsi que l'ARN de la télomérase et les ARNm des sélénoprotéines (Boon et al., 2015) est 

connue pour être hyperméthylée par la Triméthylguanosine synthase 1 (Tgs1p) au cours de 

la maturation des particules ribonucléoprotéiques. L'enzyme responsable de 

l’hyperméthylation de la coiffe m7G des UsnARN chez la levure a été identifié par Mouaikel et 

ses collègues en 2002 et il a été nommé Tgs1p conformément à sa fonction (Mouaikel et al., 

2002). Elle catalyse deux transferts successifs des groupes méthyles, chacun à partir d’une 

S-adénosyl-L-méthionine (AdoMet) vers l'azote N2 de la guanine, générant deux molécules 

de S-adénosyl-L-homocystéine (AdoHcy) au niveau de la coiffe m2,2,7G modifié (m3G ou 

TMG pour triméthyl G) (Hausmann and Shuman, 2005).  

La coiffe hyperméthylée est importante pour le transport nucléolaire des snoRNA à 

boîtes C/D (Boulon et al., 2004). Le facteur de transport PHAX lie les snoRNA coiffés m7G et 

les orientent vers les corps de Cajal (CB), où ils subissent la triméthylation de la coiffe. Suite 

à cette modification, PHAX se dissocie des ARN portant la coiffe hyperméthylée et ils sont 

pris en charge par la protéine CRM1 et ensuite dirigées vers le nucléole. 

Chez S. cerevisiae, les UsnRNA sont triméthylés dans le noyau au niveau du 

nucléole (Mouaikel et al., 2002). Pour les snoRNA et l’ARN de la télomérase, ce processus a 

lieu dans les CB (Jady et al., 2004; Zhu et al., 2004). En absence de corps de Cajal, ces 

modifications s’effectuent dans le nucléole (dans les NB pour les snoRNA à boîtes C/D) 

(Franke et al., 2008; Verheggen et al., 2002). Bien que chez la levure la protéine Tgs1 ne 

soit pas essentielle pour la viabilité cellulaire, sa suppression conduit à un phénotype 

cryosensible, car les mutants montrent une croissance réduite à des températures plus 

basses ainsi que l’absence de coiffe m2,2,7G pour certains UsnRNA et snoRNA (Mouaikel et 

al., 2002).  

Chez S.cerevisiae, le snoRNA U3 mature porte aussi une coiffe m2,2,7G, mais il subit 

plusieurs étapes intermédiaires de maturation avant l’acquisition de cette modification. Le 

transcrit naissant subit, dans un premier temps, un clivage précoce par l’endonucléase Rnt1p 
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jusqu’au site +58, puis +21 (Kufel et al., 2000; Kufel et al., 2003). Ce clivage est suivi par des 

étapes de dégradation exonucléolytique 5’-3’ par l’exosome ou par des endonucléases de la 

famille Rex (Rex1-3p) jusqu’aux sites +12 ou +18. Les produits intermédiaires issus de cette 

dégradation sont stabilisés par les protéines Lsm et la protéine Lhp1, facteurs qui sont 

recrutés sur les séquences riches en U présentes en amont des sites de clivage. Ces 

facteurs sont ensuite chassés du complexe par les protéines constitutives des snoRNP à 

boîtes C/D (Nop1, Nop56p et Nop58p), ce qui permet la dernière étape de formation de 

l’extrémité mature, catalysée par l’exosome. Comme la coiffe m2,2,7G est présente seulement 

dans les formes matures de U3, l’étape d’hyperméthylation catalysée par le facteur Tgs1p 

est ultérieure aux étapes de maturation nucléolytique décrites (Kufel et al., 2000; Kufel et al., 

2003). 

 

3.1.3 Terminaison de la transcription et maturation de l’extrémité 3’ des 
snoRNA   

Comme déjà présenté au début du Chapitre 3.1.1, la maturation des snoRNA (ainsi 

que celle des ARNr et des snARN) exige le clivage endonucléolytique de la longue extrémité 

3' de leurs transcrits naissants et l'élimination des fragments d'ARN excisés par une 

dégradation exonucléolytique réalisée par l’exosome jusqu’à l’extrémité 3’ mature (Allmang 

et al., 1999; Bernstein and Toth, 2012; Chanfreau et al., 1998a; Perumal and Reddy, 2002). 

Ces processus impliquent un complexe de ribonucléases connu sous le nom d’exosome 

(Allmang et al., 1999). En plus de sa participation dans le traitement de l’extrémité 3’, 

l’exosome intervient dans les voies de surveillance et de turnover des ARN (Chlebowski et 

al., 2013; Schaeffer et al., 2011; Schmid and Jensen, 2008). Dans le noyau, il médie le 

turnover des précurseurs des ARNt (pré-ARNt) et des pré-ARNm (Gudipati et al., 2012). Les 

exosomes nucléaires éliminent également rapidement les pré-ARNt et les pré-ARNm issus 

d’une maturation aberrante (Bousquet-Antonelli et al., 2000; Hilleren et al., 2001; Kadaba et 

al., 2004) ainsi que les transcrits cryptiques instables (CUTs – Criptic Unstables Transcripts) 

générés par la transcription antisens et intergénique (Davis and Ares, 2006; Neil et al., 2009; 

Wyers et al., 2005).  

Chez S. cerevisiae, le traitement des transcrits à leur extrémité 3’ est catalysé pour la 

plupart des snoRNA par la protéine Rnt1 (RNase three protéine 1) (Filipowicz et al., 1999) 

qui génère les sites d’entrée pour l’exosome (Liang et al., 2014). Etant la seule ARNase III 

de S. cerevisiae, la protéine Rnt1 est impliquée dans la production des snARN (Abou Elela 

and Ares, 1998; Liang et al., 2014), celle des pré-ARNr (Elela et al., 1996), et celle des 

snoRNA (Chanfreau et al., 1998; Chanfreau et al., 1998a). Elle est également impliquée 
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dans la dégradation de plusieurs ARNm (Danin-Kreiselman et al., 2003; Meaux et al., 2011). 

Rnt1p ne clive pas l'ARN double brin dans des conditions physiologiques, mais reconnaît 

spécifiquement des hélices surmontées d’une boucle à 4 résidus conservées de type 

"AGNN", situés 13 à 16 paires de bases des sites de coupure (Lebars et al., 2001). 

L’absence de Rnt1p perturbe le cycle cellulaire et la croissance (Ochs et al., 1985), inhibe la 

production du ribosome, affecte la réponse au stress de la paroi cellulaire et induit une 

sensibilité à la température (Catala et al., 2008). Bien que Rnt1p clive normalement des 

structures en tige-boucle, elle peut diriger le clivage en trans par liaison à un petit ARN guide 

par analogie avec le mécanisme de l’interférence ARN (RNAi), qui est absent chez S. 

cerevisiae (Lamontagne and Abou Elela, 2007). 

L'activité des exosomes nucléaires dépend de protéines ou de complexes 

supplémentaires. Des études sur le rôle de l’exosome dans la maturation des ARN ont 

montré que le complexe de polyadénylation TRAMP (Trfp/Airp/Mtr4p), le complexe 

Nrd1p/Nab3p/Sen1p, ainsi que la sous-unité exosomique Rrp47p (alias Lrp1p) et la protéine 

Mpp6 (Chlebowski et al., 2013) participent à la maturation de l’extrémité 3’ des snoRNA à 

boîtes C/D (Costello et al., 2011; Feigenbutz et al., 2013; Garland et al., 2013).  

Le complexe NNS (Nrd1p/Nab3p/Sen1p) est un cofacteur de l’exosome nucléaire, 

composé de deux protéines de liaison à l'ARN de manière séquence spécifique, appartenant 

à la famille des protéines hnRNP (Nrd1p et Nab3p), et une hélicase ARN/ADN ATP-

dépendante, Sen1p, qui interagit avec l'ARN polymérase II et l’exosome pour stimuler la 

terminaison de la transcription des transcrits courts de l’ARN polymérase II, dont les snoRNA 

et le snARN U4. Il favorise la dégradation médiée pas les exosomes des transcrits contenant 

des sites de liaison au complexe Nrd1p/Nab3p (Vasiljeva and Buratowski, 2006). Le 

dysfonctionnement de ces trois facteurs essentiels à la viabilité cellulaire affecte la 

biogenèse de nombreux transcrits en provoquant l’accumulation de précurseurs non maturés 

en 3’ (Steinmetz et al., 2001) et le traitement/dégradation des ARNnc (Carroll et al., 2004; 

Steinmetz et al., 2001; Vasiljeva and Buratowski, 2006). Les sous-unités du NNS lient les 

différentes classes d’ARNnc, y compris des snoRNA, des CUT, des ARNt et des ARNm, par 

l'intermédiaire des terminateurs NNS-dépendants (Jamonnak et al., 2011; Wlotzka et al., 

2011). Nrd1p et Nab3p reconnaissent spécifiquement les terminateurs de la transcription 

spécifiques pour le complexe NNS, contenant les motifs ARN « GUAG/A » et « UCUU » 

(Steinmetz et al., 2006). 

Nrd1p et Nab3p interagissent également de manière directe l’un avec l'autre par 

l'intermédiaire de domaines de liaison (Carroll et al., 2007; Vasiljeva et al., 2008). En outre, 

Nrd1p peut être co-immunoprécipitée avec l’exosome et interagit directement avec Rrp6p et 
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Trf4p (Tudek et al., 2014), et TRAMP et Nab3p interagissent avec Sen1p (Vasiljeva and 

Buratowski, 2006). Nrd1p interagit avec le domaine C-terminal de l'ARN Pol II et l’exosome, 

reliant ainsi la terminaison de la transcription avec la maturation des snoRNP (Grzechnik and 

Kufel, 2008). 

Dans les modèles qui ont été proposés récemment, Nrd1p se lie au domaine C-

terminal de l'ARN Pol II lors de la transcription précoce d'un ARNnc et l'hétérodimère Nrd1p-

Nab3p reconnaît le terminateur de l’ARNnc, recrute l'hélicase Sen1p pour dissocier le 

complexe d'élongation et pour terminer la transcription par un mécanisme impliquant la 

liaison Sen1p-ARN et l’hydrolyse de l'ATP, et recrute l'exosome pour traiter/dégrader 

l’ARNnc. Notamment, l'orthologue humain de Sen1p, la protéine Senataxin, qui est associée 

à des troubles neurodégénératifs, participe à la terminaison de la transcription dans les 

cellules humaines, ce qui suggère la présence des homologues humains de Nrd1p et Nab3p 

(Chen et al., 2004). La protéine Nrd1 interagit avec le domaine CTD de l’ARN polymérase II 

(Carroll et al., 2004; Steinmetz and Brow, 1998). La phosphorylation de la Sérine 2 du 

domaine CTD inhibe le recrutement de Nrd1p, tandis que la phosphorylation de la Sérine 5 

est essentielle pour l’interaction avec la Pol II (Kubicek et al., 2012; Yogesha et al., 2014).  

Le complexe TRAMP favorise la terminaison de la transcription des snoRNA 

dépendante de Nrd1p/Nab3p (Grzechnik and Kufel, 2008) et ajoute des extensions poly(A) 

sur les substrats d'ARN, ce qui favorisent leur dégradation subséquente (LaCava et al., 

2005; Vanacova et al., 2005; Wyers et al., 2005). Rrp47p interagit directement avec Rrp6p et 

fonctionne spécifiquement pour promouvoir les processus médiés par Rrp6p (Mitchell et al., 

2003; Peng et al., 2003). Il a été montré que la région C-terminale de Rrp47p interagit avec 

les protéines Nop56 et Nop58 ainsi qu’avec les snoRNA à boîtes C/D (Costello et al., 2011). 

Rrp6p est une sous-unité catalytique conservée de l’exosome eucaryote. 

L'expression de Rrp6p dans des mutants rrp47Δ est sensiblement réduite pendant la 

croissance dans un milieu minimal, par des effets sur le niveau de transcription et la stabilité 

des protéines. L’expression exogène de Rrp6p restore un phénotype normal dans des 

mutants rrp47Δ, ce qui suggère que la fonction principale de Rrp47p est de faciliter 

l'expression des niveaux appropriés de Rrp6p. Le complexe Rrp6p/Rrp47p et la protéine 

Rex1 (une autre exoribonucléase à activité RNase D 3'→5') portent des activités 

exonucléases redondantes pour la maturation de l'extrémité 3' des snoRNA à boîtes C/D, car 

la surexpression de Rrp6p dans un mutant rrp47Δrex1Δ (les doubles mutants rrp6Δ et 

rrp47Δ présentent un phénotype synthétique létal avec les mutants Rex1Δ)(van Hoof et al., 

2000a), restore le défaut de maturation des snoRNA en 3’ (Feigenbutz et al., 2013). 
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Les snoRNA provenant des transcrits polycistroniques chez S. cerevisiae sont libérés 

suite à des étapes de maturation nucléolytique supplémentaires, au niveau de régions 

internes séparant les différents ARN. Ces étapes sont réalisées par l’enzyme Rnt1p, qui 

génère des sites d’entrée pour l’activité exonucléase 5’→3’ des protéines Rat1p et Xrn1p, et 

pour l’activité exonucléase 3’→5’ de l’exosome (Allmang et al., 1999; Chanfreau et al., 

1998b; Petfalski et al., 1998; van Hoof et al., 2000b).  

Chez la levure, le complexe PAF1 (Paf1p, Ctr9p, Cdc73p, Rtf1p et Leo1p) a été 

retrouvé impliqué dans les mécanismes de terminaison de la transcription des snoRNA 

(Sheldon et al., 2005). Ce complexe, conservé chez l’homme, participe à l’élongation de la 

transcription par l’ARN polymérase II. Le complexe PAF1 s’associe physiquement à l'ARN 

Pol II et aux régions codantes de gènes activement transcrits (Simic et al., 2003; Squazzo et 

al., 2002), où les membres du complexe réalisent des interactions physiques et génétiques 

avec des facteurs impliqués dans l’élongation de la transcription, y compris le complexe 

Spt4p-Spt5p et FACT, et des protéines qui contrôlent la phosphorylation de l'ARN Pol II 

(Mueller and Jaehning, 2002).  

Plusieurs membres du complexe PAF1 (les facteurs Rtf1p, Paf1p et Ctr9p), sont 

essentiels pour certaines modifications des histones qui se produisent lors de la 

transcription. Le complexe PAF1 est nécessaire pour le recrutement et l'activation de 

l'ubiquitine conjugase Rad6p et l'ubiquitine ligase Bre1p, qui ubiquitinyle la lysine 123 de 

l'histone H2B chez la levure (Ng et al., 2003a; Xiao et al., 2005). L’ubiquitinylation de 

l’histone H2B dépendante de Paf1p et le recrutement du complexe histone méthyltransférase 

Set1p sont nécessaires pour la méthylation subséquente de la lysine 4 de l'histone H3 

(Krogan et al., 2003a; Ng et al., 2003b). Le complexe PAF1 est également nécessaire pour 

la méthylation de l'histone H3K79 par la méthyltransférase Dot1p, une modification 

importante pour la répression transcriptionnelle (Krogan et al., 2003; Ng et al., 2003a) et la 

méthylation K36 de l’histone H3 par la méthyltransférase Set2p au cours de l’élongation de la 

transcription (Krogan et al., 2003b). 
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3.2 Structure des snoRNP à boîtes C/D 
 

3.2.1 Les snoRNA à boîtes C/D 
Chez les eucaryotes, les snoRNA à boîtes C/D ont une taille typiquement comprise 

entre 70 et 300 nucléotides (Lestrade and Weber, 2006; Weinberg and Penman, 1968) et 

contiennent deux éléments conservés appelées boîtes С (5’-RUGAUGA–3’) et D (5’–CUGA–

3’), situés à l'extrémité 5' et respectivement 3'-terminale de la molécule d'ARN (Figure 4). 

Ces éléments s’associent pour former un motif C/D qui forme une structure dite en « kink-

turn » ou « K-turn », caractérisée par la présence de deux hélices, I et II, séparées par une 

boucle interne de 3 nt (Figure 5) (Vidovic et al., 2000; Watkins et al., 2000). Cette structure 

contient dans la boucle centrale asymétrique, deux paires de bases conservées non 

canoniques G:A dites paires de bases sheared. Cette structure représente le motif pour le 

recrutement spécifique de la protéine Snu13 et SNU13(15.5K) (Watkins et al., 2002) chez les 

eucaryotes et de la protéine L7Ae chez les archées (Kuhn et al., 2002).  

Dans la plupart des snoRNA on retrouve deux motifs supplémentaires, les boîtes C’ et 

D’, dont les séquences sont moins conservées que celles des boîtes C et D (Baserga et al., 

1991; Watkins et al., 2002). Ces deux boîtes sont situées en position interne: la boîte D’ dans 

la moitié 5' de l’ARN, et la boîte C’ dans la partie 3' (Kiss-Laszlo et al., 1998). Les boîtes C’ et 

D’ sont séparées par 3 à 12 nucléotides non appariés ou par des séquences plus longues 

qui s’associent pour former soit l’hélice I d’un motif en K-turn ou soit un motif en K-loop 

lorsque la distance entre les deux boîtes C’ et D’ est courte (3-4 nt) (Kiss-Laszlo et al., 1998; 

Kuhn et al., 2002; Nolivos et al., 2005). Alors que chez les archées la protéine L7Ae peut lier 

le motif en K-loop formé par le motif C’/D’, ses homologues eucaryotes (Snu13 et 

SNU13(15.5K)) n’ont pas d’affinité suffisante. 

L’appariement entre le snoRNA et son ARN cible forme un duplexe parfait, de 10 à 20 

paires de bases (Cavaille et al., 1996b; Kiss-Laszlo et al., 1996). Ces duplexes ARN 

substrat/ARN guide se forment entre les nucléotides situés directement en amont des boîtes 

D et D', et contiennent une information structurale essentielle pour la 2’-O-méthylase 

(Nop1p/Fibrillarine) pour cibler de façon invariable le 5ième nucléotide du substrat, apparié en 

amont des boîtes D et D’, (règle « N + 5 » (Filipowicz et al., 1999; Kiss-Laszlo et al., 1996). 

Chez les archées, les sARN à boîtes C/D sont plus courts, d’une taille généralement 

comprise entre 50 et 70 nt et leurs boîtes C’/D’ sont mieux conservées (Gaspin et al., 2000; 

Omer et al., 2000). Les boîtes C’ et D’ sont séparées par une séquence généralement courte 

de 3 ou 4 nt, et forment un motif en K-loop, que l’on peut aussi retrouver dans les sARN à 

boîtes H/ACA (Nolivos et al., 2005).   
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Figure 4: Représentation schématique des snoRNA à boîtes C/D. Les snoRNA à boîtes C/D partagent deux 

éléments conservés: les boîtes С (PuUGAUGA) et D (CUGA) situés, respectivement, aux extrémités 5' et 3' 

terminales de la molécule d'ARN. Souvent, les snoRNA à boîtes C/D ont également une copie supplémentaire de 

boîtes C’ et D’ situées dans la partie interne du snoRNA. Les boîtes C, D et C', D' s'assemblent pour former des 

motifs structurés en K-turn. Le complexe composé d’un ARN à boîtes C/D associé aux protéines nucléolaires 

Nop1p (fibrillarine), Nop56p, Nop58p et Snu13p (SNU13(15.5K))  catalyse spécifiquement la 2'-O-méthylation du 

nucléotide visé dans la séquence nucléotidique de l'ARN cible, apparié avec le 5ième résidu en amont des boîtes 

D et D'. La S-adénosylméthionine (SAM) sert de donneur de groupe méthyle et est convertie en S-

adénosylhomocystéine (SAH). Adapté de Stepanov et al., 2015.  
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Figure 5: Motifs en K-turn classique. (A) Motif K-turn consensus. (B) Trois exemples de motifs en K-turn. La 

première séquence représente le K-turn de Haloarcula marismortui (HmKt-7), avec indication des positions des 

nucléotides. (C) Structure 3D du HmKt-7 (Huang et al., 2016; PDB: 4BW0). Le même code couleur a été utilisé. 

Adapté de (Huang and Lilley, 2016).  
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3.2.2 Les protéines des snoRNP à boîtes C/D 
 

3.2.2.1 La protéine Snu13/SNU13(15.5K) 

La protéine Snu13 de S. cerevisiae et son homologue humain, la protéine SNU13 

(15.5K), font partie de la famille L7Ae. Elles ont été identifiées initialement comme 

composants de la tri-snRNP spliceosomale U4/U6-U5 (Gottschalk et al., 1999; Nottrott et al., 

1999; Vidovic et al., 2000). Ces protéines interagissent spécifiquement avec les ARN formant 

un motif en K-turn (uniquement avec le motif en K-turn formé dans l’extrémité 5’ du snARN 

U4, les motifs présents dans les snoRNA à boîtes C/D et le motif B/C spécifique du snoRNA 

U3), mais pas avec les motifs en K-loop (Charron et al., 2004; Nottrott et al., 1999; Watkins 

et al., 2000). Les structures 3D des protéines Snu13 de levure et son homologue chez 

l’humain, la protéine SNU13 (anciennement nommée 15.5K) sont très similaires (Oruganti et 

al., 2005; Vidovic et al., 2000), témoignant d’une forte conservation au cours de l’évolution.  

L’une des premières structures d’un complexe formé entre la protéine SNU13 humaine 

et le motif en K-turn du snARN U4 a été obtenue par radiocristallographie (Vidovic et al., 

2000) et a permis de montrer la forte conservation de structure avec la protéine L7Ae 

d’archée. Ces protéines partagent la même organisation en sandwich hélice α - brin β - 

hélices α. Les deux protéines reconnaissent des motifs en K-turn très similaires. Une 

caractéristique principale de la structure 3D du K-turn est l'angle aigu formé par le squelette 

ribose-phosphate de la boucle interne (Ban et al., 2000; Vidovic et al., 2000) et qui est 

stabilisé par l'empilement des résidus aux positions 1 et 2 sur les hélices I et II, 

respectivement (Figure 5). En conséquence, le résidu U présent en position 3 dans la 

boucle, qui est hautement conservé dans les motifs en K-turn et est reconnu par les 

protéines de la famille L7Ae, sort à l'extérieur du motif et joue un rôle essentiel dans 

l'interaction ARN-protéine (Vidovic et al., 2000). La liaison de SNU13/Snu13p permet en 

outre le recrutement des autres protéines cœur spécifiques des RNP: PRP31 pour la snRNP 

U4 (Nottrott et al., 2002), U3-55K (Rrp9p chez la levure) sur le motif B/C du snoRNA U3 

(Clery et al., 2007; Granneman et al., 2002), et NOP56, NOP58 et Fibrillarine (Nop1p chez la 

levure) sur les snoRNA et les scaRNA à boîtes C/D (Schultz et al., 2006b; Watkins et al., 

2002). Les facteurs déterminants pour la reconnaissance sélective de ces protéines 

spécifiques sont représentés par les éléments variables des motifs K-turn, (la longueur de 

l'hélice I et la séquence de l'hélice II) (Clery et al., 2007; Schultz et al., 2006a; Watkins et al., 

2002). 

La structure de la protéine Snu13 de S. cerevisiae sous forme libre a été obtenue plus 

tard (Oruganti et al., 2005) (Figure 6), en confirmant la forte conservation structurale avec la 
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protéine humaine SNU13. Les deux protéines eucaryotes présentent des différences 

structurales notables dans les feuillets ß centraux de leur structure 3D par rapport à leur 

homologue chez les archées, la protéine L7Ae. Les différences structurales observées 

offrent une explication possible de la différence observée dans spécificité pour l'ARN entre 

Snu13p/SNU13 et L7Ae. 

Au Laboratoire, des études approfondies ont été menées sur l’interaction de la protéine 

Snu13 de S. cerevisiae et les motifs en K-turn atypiques C’/D et B/C présents dans le 

snoRNA U3 (Clery et al., 2007; Marmier-Gourrier et al., 2003). Les protéines Snu13 et 

SNU13 interagissent avec les motifs C’/D et B/C du snoRNA U3 (Marmier-Gourrier et al., 

2003; Watkins et al., 2000), la pré-structuration du motif en K-turn n’étant pas essentielle 

pour le recrutement de ces deux protéines, car sa formation est induite par la formation du 

complexe (Marmier-Gourrier et al., 2003; Mougin et al., 2002). De plus, in vitro, la protéine 

Snu13 a une affinité très faible pour le motif C’/D (Kd apparent > 1,5 µM), tandis qu’elle 

interagit avec une forte affinité avec le motif B/C (Kd apparent < 250 nM) (Marmier-Gourrier 

et al., 2003). La faible affinité naturelle de Snu13p pour le motif C’/D est due à la présence 

d’un résidu U non canonique situé en position 2 du motif en K-turn (Marmier-Gourrier et al., 

2003). 

En raison d'une hélice I très réduite (un seul appariement G-C), le motif B/C ne se 

structure pas en K-turn. Cependant, des expériences de retard de migration sur gel ont 

révélé une affinité plus élevée de Snu13p pour le motif B/C, par rapport au motif C’/D. Une 

analyse phylogénétique du snoRNA U3, couplée à une analyse d’affinité de Snu13p pour les 

motifs C'/D et B/C du snoRNA U3 de levure, et une étude fonctionnelle d'un snoRNA U3 

tronqué portant des substitutions de bases dans les motifs C'/D et B/C, ont révélé que la 

conservation des résidus 2 et 3 dans le K-turn B/C est plus important pour la fixation de 

Snu13p et la fonction du snoRNA U3, que la conservation des résidus correspondants dans 

le K-turn C’/D. Cela suggère que l’interaction de Snu13p avec un K-turn contenant une hélice 

I très courte impose des contraintes de séquence dans la boucle interne (Marmier-Gourrier 

et al., 2003). Par la suite, A. Clery a identifié au laboratoire les déterminants ARN majeurs 

pour l’interaction avec Snu13p. Une paire G-C dans la tige II, un résidu G en position 1 dans 

la boucle, et une tige I courte ont été identifiés comme étant essentiels pour l’interaction avec 

la protéine Rrp9p (Clery et al., 2007). 
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Figure 6: Comparaison de la structue 3D de la protéine Snu13 avec ses homologues. (A) Superposition de 

la structure de Snu13p avec ses homologues. Snu13p non liée à l’ARN en orange (PDB: 1ZWZ), L7Ae non liée à 

l’ARN en cyan (PDB: 1PXW), L7Ae de PF liée à un snoARN à boîtes C/D en bleu (PDB: 1RLG), L7Ae de M. 

jannashi liée à une boucle interne d’un motif en K-turn en vert (PDB: 1RA4) et SNU13 liée à une tige 5’ du snRNA 

U4 en gris (PDBid: 1E7K). Snu13p a une structure qui ressemble à celle de ses orthologues, en particulier au 

niveau de la surface d’interaction à l’ARN. L(α5_β4): boucle qui connecte l’hélice α5 et le feuillet β4. La hélice α2 

contienne le plus grand nombre de residus interagissant avec l’ARN. (B) Vue detaillée des régions montrant des 

differences entre la structure de Snu13p et L7Ae. (a) région L(α2_β2); (b) région L(β4_α6); (c) région du feuillet β 

de Snu13p et SNU13; (d) Répresentation schématique montrant comment les différences observées dans la 

structure de Snu13p et L7Ae pourraient expliquer leur spécificité du substrat. Adapté de Oruganti et al., 2005.  
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3.2.2.2 La 2’-O-méthylase Nop1p/Fibrillarine 

La protéine Fibrillarine, appelée Nop1p chez la levure, a été identifiée pour la première 

fois dans les cellules eucaryotes (Ochs et al., 1985) et a été retrouvée associée aux snoRNA 

chez la levure (Schimmang et al., 1989). C’est une méthyltransférase SAM-dépendante de 

classe I (Schubert et al., 2003). Elle est principalement située dans les régions FC (centres 

fibrillaires) et DFC (centres fibrillaires denses) des nucléoles (Ochs et al., 1985) où elle est 

directement impliquée en tant que composant protéique des snoRNP à boîtes C/D dans 

plusieurs étapes de la biogenèse des ribosomes. Elle est aussi retrouvée dans les corps de 

Cajal (Ochs et al., 1985). Essentielle à la viabilité cellulaire et à la production des ARNr, la 

fibrillarine est conservée chez les eucaryotes et chez les archées (Tollervey et al., 1991; 

Tollervey et al., 1993).  

Nop1p/Fib est nécessaire pour la synthèse et l'accumulation des snoRNP à boîtes C/D 

introniques des pré-ARNm et des transcrits polycistroniques (Lafontaine and Tollervey, 

2000). Chez S. cerevisiae, son absence affecte principalement la production de l’ARNr 18S 

en inhibant les clivages précoces aux sites A0, A1 et A2 (Tollervey et al., 1991), mais 

détermine aussi une réduction du taux des snoRNA, à l’exception du snoRNA U3 (Tollervey 

et al., 1991). 

Chez les eucaryotes la fibrillarine forme un complexe avec les protéines 

NOP56/Nop56p, NOP58/Nop58p, Snu13/SNU13 et les différents ARN guides comme U3. La 

Fibrillarine est également impliquée dans les premières étapes d’initiation de la transcription 

des ARNr où elle interagit avec les facteurs PI4 et 5P2 (Sobol et al., 2013; Yildirim et al., 

2013), reliant la modification des ARNr avec l’initiation de la transcription des ARNr. 

En fonction de l'organisme, la masse moléculaire de la Fibrillarine varie entre 34 et 38 

kDa et a été initialement décrite dans le nucléole de Physarum polycephalum (Christensen et 

al., 1977). Elle fait partie de la superfamille de Rossmann-fold S-adénosylméthionine (SAM) 

méthyltransférases (MTases) (Wang et al., 2000). Les caractéristiques de cette superfamille 

comprennent un motif de liaison conservé SAM, la triade/tétrade catalytique [KDK-(H)] 

conservée et localisée dans la poche de fixation du substrat (Feder et al., 2003) et sept brins 

β flanqués par 6 hélices α pour former une structure α-β-α qui porte l’activité catalytique 

(Rakitina et al., 2011). L’aspartate de ce motif a un rôle essentiel dans la catalyse, car il 

pourrait être responsable de la déprotonation du groupement 2’-OH du ribose et/ou de la 

stabilisation du co-substrat SAM (Aittaleb et al., 2003). Les structures primaires et 

secondaires de membres de cette famille sont conservées et l'une de leurs principales 

caractéristiques est un site riche en résidus arginine et glycine (domaine GAR) et un motif 
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spécifique pour la liaison à l'ARN. La Fibrillarine réalise le transfert d’un groupe méthyle 

depuis un donneur S-Adénosine-(L)-Méthionine (SAM) vers un ribose cible (Aittaleb et al., 

2003; Omer et al., 2002). L'activité MTase a été confirmée par la reconstitution in vitro de 

RNP à partir des composants protéiques et ARN purifiés de l’archée Sulfolobus solfataricus 

(Omer et al., 2002). Chez les archées le domaine C-terminal est responsable de l’interaction 

avec la protéine NOP5 (Aittaleb et al., 2003). In vitro, la protéine seule interagit très peu avec 

les snoRNA (Omer et al., 2002), même si des expériences de pontages aux UV ont montré 

des contacts directs avec l’ARN au sein des RNP (Bohnsack et al., 2009; Cahill et al., 2002). 

Chez les eucaryotes, la Fibrillarine contient un domaine N-terminal GAR (Glycine and 

Arginine Rich) qui n’est pas présent chez les archées.  

La surproduction de Fibrillarine dans les cellules de mammifères peut conduire à une 

altération de la méthylation ribosomique pouvant influencer le processus de traduction. Les 

ribosomes hautement méthylés sont très efficaces pour les initiations de la traduction 

dépendantes des éléments IRES (Internal Ribosomal Entry Site) conduisant à une lecture 

erronée lors de la traduction qui se traduit par l’apparition de certains types de cancers tels 

que le cancer du sein et le cancer de la prostate (Koh et al., 2011; Marcel et al., 2013; Miller 

et al., 2012). Des niveaux élevés d'expression de la Fibrillarine ont été observés dans 

plusieurs types de cellules cancéreuses, en particulier lorsque les niveaux de p53 sont 

réduits. En effet p53 est un régulateur négatif direct de la transcription de la Fibrillarine 

(Rodriguez-Corona et al., 2015). Elle a été aussi montrée interagir avec les protéines virales 

du virus de la grippe A, ainsi qu’avec la protéine Tat (trans-activator of transcription) du HIV 

(Melen et al., 2012; Yoo et al., 2003).  

Chez les plantes, la Fibrillarine a été montrée être un co-facteur du complexe 

médiateur de l'ARN polymérase II (la sous-unité 36a) (Backstrom et al., 2007). Récemment, 

la Fibrillarine a été montrée être impliquée dans des mécanismes épigénétiques nucléolaires 

(Loza-Muller et al., 2015), où elle réalise la méthylation de l'histone H2A chez la levure 

(position Q105) et dans des cellules humaines (position Q104); cette méthylation est 

spécifiquement réalisée dans le nucléole (Tessarz et al., 2014). Cette modification est 

exclusivement réalisée au niveau des promoteurs actifs de l’unité transcriptionnelle du pré-

ARNr 35S, (Loza-Muller et al., 2015). La glutamine méthylée fait partie d’un motif de 

reconnaissance par le complexe chaperonne d’histones FACT. Lors de la transcription par 

l'ARN Pol I, FACT interagit préférentiellement avec l’histone H2A méthylée dans des 

nucléosomes réorganisés et présents dans les promoteurs actifs des ARNr (Tessarz et al., 

2014). Cette modification représente le premier marqueur épigénétique des histones dédié 
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spécifiquement à l’ARN polymérase I et représente une voie de régulation des interactions 

entre le complexe FACT et les nucléosomes (Tessarz et al., 2014).  

Les promoteurs de ARNr des cellules eucaryotes et de plantes présentent des 

différences significatives (Knight et al., 2014; Perry, 2005). Chez les plantes, la Fibrillarine 

est également capable de méthyler l’histone H2A liée à l'ADNr, dans les régions des 

promoteurs. Chez le chou Brassica oleracea, des histones H2A méthylées in vivo peuvent 

être trouvées en dehors des régions du génome présentes dans le nucléole, ce qui montre 

que chez les plantes, cette modification peut avoir des rôles épigénétiques supplémentaires 

qui ne se retrouvent pas dans les cellules animales (Loza-Muller et al., 2015).  

Récemment, il a été démontré que la Fibrillarine joue un rôle dans les infections 

virales et est associée à des RNP virales. La fibrillarine 2 recombinante d’Arabidopsis 

thaliana (AtFib2) a été montrée interagir in vitro avec différents types d’ARN incluant les 

ARNr, des snoRNA, des snRNA, des siRNA et des ARN viraux. Il semble que AtFib2 

possède deux sites de liaison à l’ARN dans son domaine central (acides aminés 138-179) et 

respectivement dans le domaine C-terminal (acides aminés 225-281). L'octamère conservé 

GCVYAVEF présent dans AtFib2 ne lie pas directement l'ARN mais il a éventuellement un 

rôle facilitateur pour le repliement correct du site central de liaison à l'ARN (Rakitina et al., 

2011). 

 

3.2.2.3 Les protéines Nop56p/NOP56 et Nop58p/NOP58 

Les protéines Nop56 (nucleolar protein of 56 kDa) et Nop58p (nucleolar protein of 58 

kDa) ont été identifiées chez la levure S. cerevisiae lors d’un crible synthétique létal réalisé 

avec des mutants de la protéine Nop1 (Gautier et al., 1997). Nop56 et Nop58 sont deux 

protéines nucléolaires essentielles à la viabilité cellulaire qui présentent une forte homologie 

de séquence (21% d’identité et 45% similarité), ce qui pouvait montrer leur origine dans un 

événement de duplication génique qui aurait eu lieu seulement chez les eucaryotes (Gautier 

et al., 1997). En effet une seule protéine (NOP5) est présente chez les archées. Elles portent 

des fonctions distinctes, car chez la levure elles ne sont pas capables de se substituer l’une 

à l’autre (Gautier et al., 1997). La protéine humaine NOP56 de 611 acides aminés présente 

une identité de 52% et une similarité de 68% avec son homologue de levure Nop56p, alors 

que l'homologie de NOP58 avec la protéine de levure Nop58 est plus faible (41% d'identité et 

57% de similarité). Curieusement, la protéine NOP56 humaine ne présente pas les motifs 

KKE/D dans sa partie C-terminale et ne peut pas complémenter une souche de levure 

n’exprimant plus Nop56p (Gautier et al., 1997).  
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Une caractéristique commune de Nop56p et Nop58p est la présence de répétitions du 

motif KKE/D présent à leur extrémité C-terminale. Des répétitions de séquences similaires 

sont présentes dans les protéines humaines associées aux microtubules MAP1A et MAP1B 

(Langkopf et al., 1992; Noble et al., 1989), et les répétitions KKE/D ont été rapportées être 

impliquées dans la liaison aux microtubules (Pedrotti and Islam, 1994). Des répétitions 

fortement homologues sont présentes dans deux autres protéines nucléolaires de levures: 

Cbf5p, la pseudouridine synthase des ARNr (Jiang et al., 1993; Lafontaine et al., 1998), et 

Dbp3p qui est une hélicase ARN nécessaire pour le clivage au niveau du site A3 du pré-

ARNr (Weaver et al., 1997). Le domaine C-terminal contenant des répétitions du motif 

KKE/D qui est présent dans les protéines Nop56p/NOP56 et Nop58p/NOP58 n’est pas 

requis pour leur localisation et fonction chez la levure (Gautier et al., 1997) mais il est 

possiblement impliqué dans l’interaction avec l’hyperméthylase Tgs1p (l’isoforme longue) 

(Mouaikel et al., 2002). Ces répétitions KKE/D ont un rôle de signal de localisation nucléaire 

(NLS) et nucléolaire (NoLS) pour les protéines humaines (Pradet-Balade et al., 2011). 

L’isoforme longue de l’hyperméthylase de la coiffe Tgs1p (Tgs1 LF), contient un signal 

d'exportation nucléaire riche en leucine et se lie au signal de localisation nucléolaire (NoLS) 

de la protéine Nop58. Des données in vitro indiquent que CRM1 interagit avec Tgs1 LF et 

favorise sa dissociation du NoLS de Nop58p, CRM1 semblant promouvoir le transport 

nucléolaire de snoRNP par la dissociation de Tgs1 LF des NoLS de Nop58p (Pradet-Balade 

et al., 2011).  

Le domaine NOP présent dans ces deux protéines est retrouvé dans la protéine 

Prp31/PRP31. Il correspond à un domaine de liaison à l’ARN comme cela a été montré pour 

la protéine Prp31/PRP31 qui s’associe de manière stable avec le snRNA U4 (Liu et al., 

2007). 

Même si les deux protéines partagent une forte homologie de séquences et font partie 

des protéines cœur des snoRNP à boîtes C/D, leurs absence d’expression mène à des 

phénotypes différents (Lafontaine and Tollervey, 1999, 2000). L’épuisement en Nop58p 

conduit à forte diminution des snoRNA à boîtes C/D chez la levure, les taux de snoRNP à 

boîtes H/ACA n’étant pas affectés. Les snoRNA C/D U3 et U14 sont requis pour les 

premières étapes de clivage des pré-ARNr et l’absence de Nop58p entraîne une forte 

inhibition de la synthèse de l'ARNr 18S. De plus, l'épuisement en Nop58p conduit à 

l'accumulation de formes étendues en 3 'des snoRNA U3 et U24 (Lafontaine and Tollervey, 

1999). 

L’analyse in vivo des complexes snoRNP a montré que la protéine Nop56 est associée 

de façon stable avec les snoRNA et ce uniquement en présence de Nop1p. Par contre, 
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Nop58p et Nop1p peuvent s’associer avec les snoRNA de manière indépendante (Lafontaine 

and Tollervey, 2000). L’épuisement en Nop56p entraîne un défaut dans les événements 

précoces de maturation des pré-ARNr aux sites A0, A1 et A2 et conduit à un épuisement de 

l’ARNr 18S, mais en moindre mesure que celui induit par la réduction du taux de Nop58p. En 

revanche, l’épuisement en Nop56p ne conduit pas à une diminution du taux des snoRNA à 

boîtes C/D (Lafontaine and Tollervey, 2000). Chez l’homme aussi, l’absence de NOP58 et 

NOP56 conduit à une réduction du taux de snoRNA à boîtes C/D, et cet effet est plus fort 

dans le cas de NOP58 (Watkins et al., 2004).  

Chez l’humain la conservation de la séquence de l’hélice II du motif en K-turn est 

essentielle pour le recrutement des protéines NOP56 et NOP58 sur l’ARN (Watkins et al., 

2002). Le motif NOP de la protéine NOP5 d’archée est précédé par un domaine « coiled-

coil » contenant au milieu un domaine Tip, qui participe à la dimérisation de la protéine (Ye et 

al., 2009), et la partie N-terminale représente un domaine contenant 3 hélices α et deux brins 

β, qui est impliqué dans l’interaction avec la Fibrillarine (Aittaleb et al., 2003). Le domaine 

« coiled-coil » de Nop56p et Nop58p leur permet aussi de former un hétérodimère. Cette 

propriété permet de connecter les motifs C/D et C’/D’ au sein d’une snoRNP C/D et 

contribuent à former la structure pseudo-dimèrique proposée pour les snoRNP (Aittaleb et 

al., 2003; Bizarro et al., 2014; Lin et al., 2011). 

L’activité du complexe R2TP (Chapitre 3.3.1.2) contribue à la stabilité de la protéine 

Nop58 in vivo. De plus, cette stabilité est contrôlée par la redistribution subcellulaire du 

complexe R2TP en réponse aux conditions de croissance et la disponibilité des nutriments 

(Kakihara et al., 2014). Les travaux de l’équipe de W. Houry indiquent qu’en conditions 

optimales de croissance, le complexe R2TP se localise dans le noyau et interagit avec les 

snoRNA à boîtes C/D. Cette interaction est significativement réduite dans les cellules en 

conditions défavorables de croissance quand le complexe R2TP se relocalise principalement 

dans le cytoplasme (Kakihara et al., 2014). L’interaction entre le complexe R2TP et Nop58p 

(acides aminés 285-447) non présente au sein des RNP est médiée par la partie N-terminale 

de Pih1p (acides aminés 1-230) (Kakihara et al., 2014).  
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Figure 7 : Structures cristallines des protéines d’archée Nop5 et Fibrillarine. (A) Structure d’un dimère Nop5 

tronqué de sa région N-terminale (Nop5ΔNTD). NTD: domaine N-terminal, CTD: domaine C-terminal. Une sous-

unité est colorée en vert et l’autre en fonction des domaines: CTD en rouge, le domaine « coiled-coil » en 

magenta et le domaine « Tip » en orange. (B) Structure du complexe Nop5ΔCTD–Fibrillarine. Une seule copie de 

chaque protéine est montrée. Les domaines CTD et NTD de Nop5 sont colorés en vert foncé, respectivement en 

vert clair, et la Fibrillarine (Fib) en cyan. (C) Alignement des structures des complexes Nop5 NTD–Fib. SS: 

Sulfolobus solfataricus; PF: Pyrococcus furiosus. L’alignement est réalisé par rapport à la structure de la 

Fibrillarine. Adapté de Ye et al., 2009  
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Deux études récentes de séquençage à haut débit de petits ARN ont montré que les 

snoRNA à boîtes C/D humains ont des extrémités qui sont déterminées de manière très 

précise par la position des boîtes C et D. Avec quelques exceptions, les snoRNA à boîtes 

C/D commencent exactement quatre à six nucléotides en amont de la boîte C et se terminent 

deux à cinq nucléotides en aval de la boîte D (Deschamps-Francoeur et al., 2014; Kishore et 

al., 2013), soutenant l'idée d'une protection contre le clivage exonucléolytique par la 

présence de protéines liées au motif en K-turn (Darzacq and Kiss, 2000; Deschamps-

Francoeur et al., 2014; Kishore et al., 2013). Fait intéressant, les snoRNA à boîtes C/D 

peuvent être classés en fonction des caractéristiques de leurs extrémités en considérant la 

contribution de la protéine NOP58 pour leur stabilité (Deschamps-Francoeur et al., 2014). 

Bien que NOP58 soit considérée comme une composante essentielle de toutes les snoRNA 

à boîtes C/D, une population nombreuse de ces particules n’est pas affectée par une 

diminution de la quantité de cette protéine chez l'homme. Les snoRNA significativement 

affectés par l'épuisement de NOP58 ont généralement des extrémités « longues », situées à 

cinq nucléotides en amont de la boîte C et se terminant quatre ou cinq nucléotides en aval 

de la boîte D (Dupuis-Sandoval et al., 2015). Les résidus terminaux supplémentaires sont 

complémentaires, et peuvent former, en s’appariant, une tige terminale qui augmente la 

stabilité du motif en K-turn (Deschamps-Francoeur et al., 2014). En revanche, les snoRNA à 

boîtes C/D qui ne sont pas touchés par l'épuisement de NOP58 ont généralement des 

extrémités « courtes », dont beaucoup comptent seulement deux nucléotides après la boîte 

D, ce qui rend la formation d’un K-turn peu probable. Ces données suggèrent qu'un sous-

ensemble de protéines différentes peut se lier aux extrémités de ces snoRNA, ce qui 

entraîne un traitement diffèrent de leurs extrémités. À l'appui de cette hypothèse, un sous-

ensemble de snoRNA humains à extrémités courtes a été montré être fortement affecté par 

l'appauvrissement de la protéine RBFOX2 (Deschamps-Francoeur et al., 2014), un facteur 

d'épissage pour lequel les sites consensus de liaison ont déjà été déterminés par CLIP-seq 

chez l'homme dans des cellules souches embryonnaires et comprennent un motif C partiel 

(GUGAUG) (Yeo et al., 2009). Les données issues des expériences de CLIP-seq incluent 

des nombreux loci codant des snoRNA (Yeo et al., 2009), suggérant que RBFOX2 pourrait 

être un composant d'un sous-ensemble des snoRNP à boîtes C/D non canoniques, ou 

pourrait contribuer à l'épissage au cours de la biogenèse des snoRNA introniques (Dupuis-

Sandoval et al., 2015). 
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3.2.3 Structure des snoRNP à boîtes C/D chez les archées 
 

Chez les archées, les sRNP catalytiquement actives se composent des trois 

composants protéiques L7Ae, NOP5 et Fibrillarine, qui s’associent à un des sARN C/D 

produits dans la cellule (Figure 8) (Omer et al., 2006). La reconstitution d’une particule sRNP 

C/D in vitro a été réalisée pour la première fois en utilisant des protéines recombinantes de 

S. solfataricus et un sARN produit par transcription in vitro. La sRNP obtenue était active in 

vitro et pouvait 2’ O-méthyler un fragment d’ARNr à la position prédite (Omer et al., 2006). Il 

n’est pas clair si d'autres facteurs s’associent avec ce complexe minimal pour un 

assemblage optimal ou une activité catalytique in vivo (Omer et al., 2006; Yip et al., 2013). 

Cette étude a également permis d’étudier les étapes d’assemblage de la sRNP. Dans une 

première étape de l’assemblage, deux copies de la protéine L7Ae lient respectivement les 

motifs des boîtes C et D, et D' et C' et stabilisent le motif structural en K-turn. Cette étape est 

suivie par l'addition supplémentaire des protéines NOP5 et de la Fibrillarine pour achever 

l'assemblage du complexe actif. NOP5 et Fibrillarine s’associent à la particule seulement en 

présence de la protéine L7Ae (Omer et al., 2006; Omer et al., 2002). Il est généralement 

admis qu'un seul exemplaire de la protéine L7Ae se lie à chacun des deux motifs en K-turn 

et cette nucléation sur chaque site permet l'ajout d'un hétérodimère contenant les protéines 

NOP5 et Fibrillarine (Fib) (Rashid et al., 2003; Tran et al., 2003). 

Des études de microscopie électronique et de cristallisation des complexes sRNP à 

boîtes C/D chez les archées ont révélé des structures qui contiennent soit deux, soit quatre 

copies des protéines L7Ae, NOP5 et Fibrillarine (Bleichert et al., 2009; Lin et al., 2011). Des 

expériences récentes en spectroscopie RMN et SAXS montrent la présence de dimères de 

sRNP, chacun contenant deux sARN à boîtes C/D et quatre copies de chaque protéine 

(Lapinaite et al., 2013). Ces études ont révélé le potentiel de méthylation séquentielle des 

ARN cibles par le même complexe dimèrique sRNP à boîtes C/D (Dennis et al., 2015). 

La structure obtenue par cristallographie de L7Ae associée à un fragment de sARN à 

boîtes C/D a confirmé la formation d'un motif en K-turn et l'importance de ce motif dans la 

liaison de la protéine L7Ae (Moore et al., 2004). Les protéines Fibrillarine et NOP5 peuvent 

interagir en formant des hétérodimères qui favorisent leur association aux sRNA à boîtes 

C/D (Aittaleb et al., 2003). De plus, l’association de la Fibrillarine avec le sARN in vitro est 

dépendante de la protéine NOP5 (Omer et al., 2002). Les structures cristallines et des 

études biochimiques des complexes Fibrillarine/NOP5 ainsi que d’un complexe sRNP à 

boîtes C/D partiellement assemblé avec L7Ae, NOP5, Fibrillarine ont révélé l'importance de 

la protéine NOP5 pour l’association des autres protéines (Xue et al., 2010; Ye et al., 2009). 
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Le domaine C-terminal (CTD) de NOP5 se lie à la surface composite formée par L7Ae et le 

sARN, alors que le domaine N-terminal (NTD) de NOP5 interagit avec la Fibrillarine (Xue et 

al., 2010; Ye et al., 2009). Par ailleurs, le domaine en superhélice de NOP5 procure une 

surface d'interaction avec une deuxième protéine NOP5. Cette interaction permet de créer 

une liaison entre les protéines assemblées sur chacun des deux motifs à boîtes C/D. Les 

structures des complexes NOP5/Fibrillarine provenant d'espèces différentes, ainsi qu'un 

complexe partiel sRNP à boîtes C/D ont suggéré qu'il existe une région charnière flexible 

dans la protéine NOP5, autour de laquelle le NTD se déplace (Oruganti et al., 2007). Cette 

région charnière peut également permettre un mouvement de l'enzyme Fibrillarine associée, 

ce qui permet une catalyse efficace après la liaison au substrat. 

La structure tridimensionnelle d'une sRNP à boîtes C/D complète, catalytiquement 

active, a été obtenue par analyse par microscopie électronique à coloration négative (EM) 

après reconstitution de la sRNP à partir des composants protéiques purifiés de l’archée M. 

jannaschii (Bleichert and Baserga, 2010; Bleichert et al., 2009). De manière inattendue, cette 

structure a montré des dimères de sRNP (di-sRNP), résultats qui sont d’ailleurs soutenus par 

de nombreuses données biochimiques (Bleichert et al., 2009; Ghalei et al., 2010). Dans le 

modèle de di-sRNP, plutôt que d'avoir deux ensembles de trois protéines cœur associées à 

un seul sARN, la structure complète est composée de quatre ensembles de protéines cœur 

associées à deux sARN. Curieusement, l’ancrage des protéines cœur dans la di-sRNP a 

également suggéré que les dimères de NOP5 agissent comme un pont entre les protéines 

L7Ae et Fibrillarine assemblées sur le motif à boîtes C/D d'un sARN avec ceux qui sont 

assemblés sur les boîtes C’/D’ d’un deuxième sARN. Ainsi, l’orientation du sARN n’est pas 

parallèle au dimère de NOP5 (Figure 8). Alors que la résolution relativement faible de la 

reconstruction en EM ne fournit pas de détails atomiques, il est présenté un nouveau modèle 

de la façon dont les sRNP à boîtes C/D peuvent effectuer la réaction de catalyse. Dans une 

autre étude plus récente, la même équipe a montré que la tige formée par les extrémités N et 

C-terminales du sRNA de M. jannaschii est importante pour la formation des di-sRNP (Yip et 

al., 2016). Ce motif participe à des interactions entre les deux sRNA au sein de la particule et 

son mauvais reploiement mène à une efficience réduite des di-sRNP (Yip et al., 2016). Les 

sRNA fournissent une interface qui relie la moitié gauche de la di-sRNP avec la moitié droite, 

tandis que les domaines coiled-coil des Nop5 fournissent une interface qui relie la moitié 

supérieure de la moitié inférieure (Bleichert and Baserga, 2010). Par conséquent, les deux 

interfaces formées par les sARN et les deux protéines NOP5 sont importantes pour 

l’assemblage correct des di-sRNP (Yip et al., 2016).   
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Figure 8 : Structure des sRNP à boîtes C/D des archées. (A) Vues en ME colorée négativement de sRNP de 

S. solfataricus reconstituée avec un sARN naturel. Les structures des protéines L7Ae (bleu), NOP5 (vert), et 

Fibrillarine (cyan), sont ancrées dans la reconstitution. Panneau inférieur - schéma du modèle de di-sRNP. (B) 

Panneau supérieur - deux vues de la structure cristalline résolue par diffraction aux rayons X d’une sRNP à boîtes 

C/D de S. solfataricus reconstituée avec un sARN non-naturel, rendues en PyMol (PDB ID: 3PLA). Les protéines 

cœur sont codées par les mêmes couleurs comme en (A). Le sARN est en jaune et l'ARN substrat est en rouge. 

Panneau inférieur - schéma du modèle de mono-sRNP. Tiré de Yip et al., 2013.  
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Des arguments en faveur de ce modèle ont été apportés par une étude 

cristallographique de la structure d’une demi-sRNP couplée avec son substrat (Xue et al., 

2010). Les auteurs ont réussi à modéliser une di-sRNP et de prédire son fonctionnement. 

Dans ce modèle, l’ARN substrat ne peut pas interagir avec la Fibrillarine située sur le même 

motif en K-turn en raison de contraintes stériques, mais en revanche il peut interagir avec la 

Fibrillarine présente sur le motif en K-turn opposé du même sARN. Ce modèle implique un 

mouvement de la protéine L7Ae, pour faciliter la fixation du substrat et le positionnement de 

la sous-unité catalytique (Figure 9) (Xue et al., 2010).  
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Figure 9 : Modèle structural des snoRNP à boites C/D. (A) Représentation des modèles symétrique et 

asymétrique des snoRNP à boîtes C/D. L’interaction possible avec l’ARN substrat (en jaune) est montrée. (B) 

Illustration de quatre modèles possibles de structuration de l’ARN guide (rouge) dans le modèle diRNP. Le 

symbole ± L7Ae indique la présence ou l’absence de la protéine L7Ae au niveau du chaque motif en K-turn. (a) 
ARN guide sans substrat; (b et c)  le substrat ARN simple ou double interrompe la connexion entre les deux 

motifs en K-turn interagissant avec la protéine L7Ae; (d) un seul substrat lié au chaque ARN guide. Adapté de 

Xue et al., 2010.  
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Le modèle de di-sRNP a été remis en question suite à la détermination de la structure 

cristalline d'une sRNP à boîtes C/D totalement assemblée à partir de composants de S. 

solfataricus. Dans cette structure, les deux couples de boîtes sont appariés simultanément à 

deux substrats (Lin et al., 2011). En contraste avec la structure de di-sRNP, la structure 

cristalline indique qu'un complexe sRNP complet se compose de deux lots de protéines 

cœur L7Ae-NOP5-Fibrillarine assemblés sur un seul sARN à boîtes C/D et qui interagissent 

par la dimérisation des domaines Coiled-coil des deux protéines NOP5 (Figure 9), chaque 

couple de boîtes étant associé et assurant la 2’-O-méthylation de son propre substrat. Ce 

modèle de mono-sRNP contredit non seulement le modèle de di-sRNP en terme d'état 

oligomérique du complexe mais suggère également une orientation différente des protéines 

et du sARN dans le complexe. Tandis que le dimère NOP5 relie les motifs C/D et C’/D’ 

provenant de deux sARN dans la structure di-sRNP, dans le modèle mono sRNP il relie les 

boîtes C/D et C’/D’ situées sur le même sARN (Figure 9). Dans le modèle de mono-sRNP, 

l’orientation du sARN est parallèle au dimère NOP5 (Yip et al., 2013). D’autre part, ce 

modèle est en accord avec la conservation de la taille d’une douzaine de nucléotides de la 

région entre les deux motifs C/D et C’/D’ (Tran et al., 2005). 

L’ensemble des résultats de ces études structurales suggère que les sRNP à boîtes 

C/D de différentes espèces d'archées contenant des protéines très conservées pourraient 

adopter de structures différentes. Une explication possible réside dans les différents sARN 

utilisés pour chacune de ces études. Dans la structure di-sRNP, un sARN naturel constitué 

d'un seul brin continu contenant à la fois des motifs en K-turn et K-loop a été utilisé (Bleichert 

and Baserga, 2010; Bleichert et al., 2009). En revanche, dans la structure mono-sRNP, un 

sARN non-naturel composé de deux brins d'ARN, contenant deux motifs en K-turn et 

l’absence de la boucle interne, a été utilisé (Lin et al., 2011) (Figure 10). En fonction de la 

présence ou de l’absence de la boucle du sARN les sRNP seraient structurées différemment 

comme démontré par des expériences d’électrophorèse en gel natif (Bower-Phipps et al., 

2012). Tandis que le sARN naturel, avec la boucle interne, ne forme que les espèces de di-

sRNP, l'utilisation d'un sARN non naturel, dépourvu de la boucle interne, conduit à la 

formation d'une population mixte de mono- et de di-sRNP (Bower-Phipps et al., 2012). Des 

protéines provenant de quatre espèces différentes d’archées se rassemblent pour former à 

la fois des mono- et des di-sRNP, selon le sARN (Bower-Phipps et al., 2012; Yip et al., 

2013).   
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Figure 10 : Les sRNP à boîtes C/D d'archées peuvent adopter de structures différentes en fonction des 
caractéristiques des sARN guide. (A) Gauche: représentation du sARN U8, contenant les motifs connus des 

snoRNP à boîtes C/D. La boucle formée entre les boîtes C’ et D’ est présente et est structurée en motif en K-loop 

(Bleichert et al., 2009). Droite: une structure artificielle en double brin, mimant un snoRNA; l’ARN CD45 résulte de 

l’hybridation entre deux brins d’ARN, et il manque par conséquence la boucle interne. Il contient deux motifs en K-

turn (Lin et al., 2011). (B) Deux modèles d’assemblage des snoRNA à boîtes C/D. Haut: modèle mono sRNP; 

Bas: modèle di-sRNP. Fibrillarine (cyan), Nop5 (vert), L7Ae (bleu foncé), sRNA à boîtes C/D (pointillés rouges). 

Extrait de (Bower-Phipps et al., 2012).  
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Des expériences récentes de spectroscopie RMN ont confirmé la présence des di-

sRNP, chacun contenant deux sARN à boîtes C/D et quatre copies de chaque protéine 

(Lapinaite et al., 2013). Ces études ont révélé le potentiel de méthylation séquentielle des 

cibles d’ARNr par le même complexe di-sRNP. Ainsi, la présence de deux séquences guide 

dans chaque complexe sRNP à boîtes C/D pourrait avoir évoluée pour fournir un mécanisme 

régulateur pour le repliement des ARNr, qui est facilité par les interactions entre les 

complexes sRNP et l'ARNr naissant. 

 

3.2.4 Structure des snoRNP à boîtes C/D chez les eucaryotes 
 

Dans une première étude réalisée chez la levure S. cerevisiae par l’équipe de S. 

Maxwell, il a été montré que le motif C/D est suffisant pour la fonctionnalité des snoRNP à 

boîtes C/D. (Qu et al., 2011). De plus, la fonctionnalité du motif C’/D’ structuré en K-loop 

nécessite la présence d’un motif C/D. Par rapport aux archées, les distances plus grandes 

présentes sur les snoRNA des eucaryotes entre les motifs C/D et C’/D’, ainsi que la 

distribution apparente asymétrique des protéines, a longtemps suggéré un fonctionnement 

indépendant des deux motifs (Qu et al., 2011). Antérieurement, dans ces expériences 

menées sur le snoRNA U24, il a été montré que le motif C/D peut être stabilisé par la 

présence d’un motif H/ACA (Kiss-Laszlo et al., 1998). La méthylation in vivo des deux 

nucléotides cibles dans l’ARNr - A534 (guide D) et U547 (guide D') des nucléotides cibles a 

été possible en utilisant une construction chimérique U24-snR5 possédant à la fois un motif 

C/D terminal et un motif C’/D’ interne (Qu et al., 2011). Ces expériences ont aussi révélé 

qu’une distance de 12 à 36 nucléotides entre les deux motifs est requise pour obtenir un 

motif C’/D’ fonctionnel. Quand la longueur entre les 2 motifs est plus grande, les snoRNA 

chez la levure forment des structures en tige-boucle afin d’ajuster la distance entre les deux 

motifs. Il a aussi été montré qu’un snoRNA chimérique ne possédant que la boîte C/D est 

également capable de méthyler la séquence nucléotidique s’appariant en amont de la boîte 

D. 

Comme nous l’avons vu, les sRNP d’archées forment un complexe symétrique avec 

deux jeux de protéines cœur L7Ae, NOP5 et Fibrillarine présents sur chaque motif C/D et 

C’/D’ (Rashid et al., 2003; Reichow et al., 2007). En revanche, le complexe snoRNP 

eucaryote avait été décrit comme étant asymétrique, avec la protéine cœur Snu13/SNU13 

retrouvée uniquement sur le motif terminal C/D (Szewczak et al., 2002). Ce modèle était 

basé sur les observations que la protéine SNU13 est incapable de se lier au motif en K-loop 

C'/D' in vitro (Watkins et al., 2002; Watkins et al., 2000) et qu’il n’est pas ponté au motif C’/D’ 
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suite à un traitement aux UV in vivo (Szewczak et al., 2002). Les résultats obtenus par 

l’équipe de S. Maxwell ont montré que la protéine Snu13 est en effet recrutée sur le motif 

C’/D’, en dépit de son incapacité à reconnaître le motif en K-loop, ce qui suggère que la 

présence de Snu13p dans ce complexe se produit probablement par des interactions 

protéine-protéine entre les deux motifs (Qu et al., 2011). Ces données suggèrent un modèle 

d’assemblage symétrique chez la levure, avec un lot de trois protéines Snu13-Nop1-

Nop56/Nop58 associées par couple de boîtes. De plus, la distance entre les deux motifs 

serait ajustée par les dimères des protéines Nop56 et Nop58 (Qu et al., 2011). Chez S. 

cerevisiae, les protéines Nop1 et Nop58 peuvent s’assembler de façon indépendante dans 

les particules snoRNP mais le recrutement de la protéine Nop56 nécessite la présence de 

Nop1p (Lafontaine and Tollervey, 2000). Cependant, chez la levure la formation d’un pré-

complexe Nop1p-Nop56p n’a pas été observée (Lafontaine and Tollervey, 2000). 

 

3.3 La biogenèse des snoRNP à boîtes C/D 
 

Chez les archées, la biogenèse des RNP à boîtes C/D est un processus simple, vu que 

chacune des familles de RNP, C/D et H/ACA, peuvent être reconstituées in vitro en utilisant 

des protéines recombinantes et un ARN transcrit in vitro (Baker et al., 2005; Charpentier et 

al., 2005; Galardi et al., 2002; Omer et al., 2002). Ce type d’expériences n’a pu être réalisé 

avec les composants protéiques de pleine taille des eucaryotes. Ceci suggère l’existence 

d’un processus d’assemblage beaucoup plus complexe. Ainsi, les RNP nécessitent chez les 

eucaryotes des mécanismes cellulaires spécialisés pour leur assemblage, même lorsqu’il est 

possible de les reconstituer in vitro à partir de composants purifiés (Meister et al., 2001). La 

biogenèse des UsnRNP est étudiée depuis plus longtemps que celle des snoRNP. Le 

processus est complexe avec des phases dans le nucléoplasme, le cytoplasme, les corps de 

Cajal, le nucléole. Elle requiert l’intervention du complexe SMN (survival of motor neurons) 

pour charger dans le cytoplasme l’anneau de 7 protéines Sm sur les UsnRNA transcrits par 

l’ARN polymérase II (Fischer et al., 2011; Fischer et al., 1997; Neuenkirchen et al., 2015). 

Des études exhaustives sur ce système modèle et les connaissances de la biogenèse des 

snoRNP H/ACA ont montré que les facteurs d'assemblage remplissent des rôles multiples 

(Grimm et al., 2013; Li et al., 2016a; Zhang et al., 2011). Tout d'abord, ils facilitent la 

formation d'une pré-RNP formée par les protéines cœur assemblées en l'absence de l'ARN, 

stabilisant ainsi les intermédiaires d'assemblage labiles. Deuxièmement, ils fournissent un 

échafaudage structurel et organisent les protéines d'une manière qui favorise l'assemblage 

spécifique avec certains ARN. Troisièmement, ils empêchent la liaison des ARN non 

spécifiques comme SHQ1 et NAF1 lors de l’assemblage des snoRNP H/ACA. Par 
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conséquent, en interagissant à la fois avec les protéines cœur des RNP et avec les 

composants ARN des RNP, les facteurs d'assemblage assurent l'efficacité, la spécificité et le 

contrôle de la qualité de la production des RNP.  

Plusieurs facteurs intervenant transitoirement sont requis pour la biogenèse des 

snoRNP à boîtes C/D et H/ACA ont été identifiés ces dernières années (Tableau 6). C’est 

notamment le cas des protéines ATPases AAA+ RVB1 et RVB2, de Tah1p et Pih1p qui 

forment le complexe R2TP (qui est un cochaperon de la protéine de choc thermique 

HSP90/Hsp82). L’assemblage repose également sur la protéine NUFIP1/Rsa1 et son co-

facteur TRIP3(ZNHIT3)/Hit1p, ainsi que sur la protéine ZNHIT6/Bcd1 (pour revue (Bizarro et 

al., 2014; Kiss et al., 2006; von Morgen et al., 2015)). 

S.cerevisiae/ 
H.sapiens 

MW (KDa) Nombre aa IP ADNc (nt) Chr. 

Rvb1p/RUVBL1 50,4 / 50,2 463 / 456 5,62 / 6,36 1392 / 1761 IV / 3 

Rvb2p/RUVBL2 51,6 / 51,2 471 / 463 4,96 /5,32 1416 / 2009 XVI / 19 

Pih1p/PIH1D1 39,5 / 32,4 344 / 290 5,71 / 4,79 1035 / 1192 VIII / 19 

Tah1p/RPAP3 12,5 / 75,7 111 / 665 6,51 / 6,77 336 / 4370 III / 12 

Rsa1p/NUFIP1 44 / 56,3 381 / 495 6,03 / 9,64 1146 / 3492 XVI / 13 

Hit1p/TRIP3 18,4 / 17,6 164 / 155 9 / 5,35 495 / 951 X / 17 

Bcd1p/ZNHIT6 42,3 / 53,9 366 / 470 6 / 5,52 1101 / 2797 VIII / 1 

Tableau 6: Caractéristiques des facteurs d’assemblage intervenant dans la biogenèse des snoRNP à 
boîtes C/D chez S. cerevisiae et chez l’humain. MW : poids moléculaire ; IP : point isoélectrique 

 

3.3.1 Facteurs impliqués dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D  
 

3.3.1.1 Les chaperonnes HSP90  

Les chaperonnes sont des protéines impliquées dans le repliement des protéines et 

dans l’assemblage/désassemblage des complexes protéiques. (Macario and Conway de 

Macario, 2005). La chaperonne Hsp90 (protéine de choc thermique 90) est abondamment 

exprimée et, conjointement avec Hsp70 et des co-chaperonnes, constitue le complexe 

chaperonne Hsp90, qui stabilise et active plus de 200 protéines dans des cellules de 

mammifères (Makhnevych and Houry, 2012; Neckers, 2007; Trepel et al., 2010; Zhao et al., 

2005). Elle est impliquée dans une large gamme de processus cellulaires, y compris la 
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signalisation cellulaire, l'homéostasie cellulaire, le remodelage de la chromatine, la réparation 

de l'ADN, la dégradation des protéines, la maintenance du génome et l'assemblage de 

machineries de transcription et de traduction (Prodromou et al., 1997; Saibil, 2013). Deux 

principales isoenzymes cytoplasmiques de Hsp90 sont connues, la forme inductible/majeure 

Hsp90α et la forme constitutive/mineure Hsp90β (Csermely et al., 1998). L'une des 

principales différences structurales est que la forme α dimérise facilement, alors que cela est 

beaucoup moins efficace pour la forme de β (Pennisi et al., 2015).  

La spécificité de substrat et l’activité du dimère Hsp90 dépendent de partenaires 

protéiques d’interaction appelés co-chaperonnes (Ali et al., 2006; Li et al., 2012). Bien que la 

plupart des co-chaperonnes de Hsp90 bien connues sont de petites protéines (Cdc37, p23, 

SGT1, Aha1), des travaux récents ont montré que ces co-chaperonnes peuvent être des 

complexes multi-protéiques, comme par exemple le complexe R2TP (Li et al., 2012; Zhao et 

al., 2005). La participation du complexe chaperon Hsp90 à l’assemblage protéique et à la 

dégradation protéique représente un mécanisme de contrôle qualité et fournit de la plasticité 

aux complexes protéiques dynamiques (Echtenkamp and Freeman, 2012; Quadroni et al., 

2015). 

Contrairement aux autres chaperones, Hsp90 n’est pas nécessaire pour le repliement 

de novo des protéines, mais facilite plutôt la maturation finale des protéines clientes 

spécifiques, qui sont déjà dans un état de reploiement avancé. En effet, la plupart des 

protéines clientes de Hsp90 doivent être correctement repliées afin d'interagir avec succès 

avec leurs partenaires de liaison. Par conséquent, le complexe chaperon Hsp90 joue un rôle 

clé dans la coordination spatiale et temporelle des interactions des protéines (Taipale et al., 

2010; Tiwari et al., 2015). Pour assurer l’assemblage correct des protéines, Hsp90 remplit 

trois fonctions principales dans des conditions normales: (i) il interagit spécifiquement avec 

une vaste gamme de protéines clientes grâce à ses co-chaperonnes (par exemple, p23 et 

Cdc37); (ii) il stabilise les intermédiaires de repliement, ce qui permet aux protéines clientes 

d'interagir avec leurs partenaires de liaison spécifiques; et (iii) il régule la dégradation médiée 

par l'ubiquitine et le protéasome (Echtenkamp and Freeman, 2012; Quadroni et al., 2015; 

Taipale et al., 2010).  
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Figure 11 : Représentation schématique du cycle ATP-ase des protéines Hsp90, et les changements 

conformationnels qui se produisent à chaque étape. Le recrutement de l’ATP et des co-chaperonnes, suivi du 

recrutement de la protéine client déterminent la formation de la chaperonne fonctionnelle. Une fois les protéines 

client repliées correctement, celles-ci quittent le complexe, et les co-chaperonnes libèrent Hsp90 dans une 

conformation partiellement ouverte, liée à l’ADP. Enfin, l’ADP est libéré du complexe et Hsp90 revient à sa 

conformation initiale ouverte, qui lui permet de commencer un nouveau cycle. Dans le complexe fonctionnel 

Hsp90, la protéine Hsp90 est colorée en bleu et cyan (les deux monomères) et la protéine client est colorée en 

rouge. Adapté de Verma et. al., 2016.  
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Près de 100 protéines sont connues pour être régulées par Hsp90. La plupart de ces 

substrats sont impliqués dans la transduction du signal, et ils interagissent avec Hsp90 au 

sein d’un complexe multi-protéique Hsp90/Hsp70. De nombreuses études indiquent que les 

complexes chaperonnes-protéines clientes ont tendance à suivre une progression temporelle 

- des complexes protéines clientes-Hsp40 à un stade précoce après la synthèse des 

protéines, puis à des complexes protéines clientes-Hsp70 à des stades intermédiaires et 

finalement à des complexes protéines clientes-Hsp90 à des stades tardifs (Young et al., 

2004). La co-chaperonne Hop peut s’associer à la fois à Hsp70 et à Hsp90 et facilite le 

transfert des protéines d’une protéine chaperonne à l’autre (Johnson et al., 1998). 

L'hydrolyse de l'ATP par l’activité ATPase intrinsèque de Hsp90 conduit à un changement 

conformationnel dans Hsp90 qui est nécessaire pour induire un changement conformationnel 

dans les protéines clientes (Fan et al., 2003). 

L'activité du complexe Hsp90 est régulée à plusieurs niveaux, comprenant le cycle 

ATPase, l'association avec les co-chaperonnes reconnaissant spécifiquement la 

conformation et les modifications post-traductionnelles (Echtenkamp et al., 2011; Soroka et 

al., 2012). Les co-chaperonnes modulent la reconnaissance des protéines clientes par le 

complexe Hsp90, régulent son activité ATPase, et modulent les activités biochimiques de 

ses protéines clientes. Dans les conditions physiologiques, Hsp90 représente environ 1-2% 

des protéines cellulaires totale. Dans des conditions environnementales extrêmes, le 

réservoir de chaperonnes peut être rapidement activé afin de maintenir la protéostasie 

cellulaire (Welch, 1991; Welch and Feramisco, 1982).  

 Chez S. cerevisiae il existe deux isoformes de Hsp90: la protéine Hsc82, qui est 

exprimée de façon constitutive, et la protéine Hsp82, qui est surexprimée en condition de 

stress thermique ou en phase stationnaire de croissance (Borkovich et al., 1989; Donalies 

and Stahl, 2001). Ces isoformes, principalement cytoplasmiques, semblent faire l’objet de 

passages transitoires dans le noyau durant la phase exponentielle de croissance (Dezwaan 

and Freeman, 2008; Shibata and Morimoto, 2014; Tapia and Morano, 2010). L’isoforme 

Hsp82p s’accumule dans le noyau des cellules en phase stationnaire (Tapia and Morano, 

2010).  

Chaque monomère de Hsp90 se compose de trois domaines stables à la protéolyse 

limitée: un domaine N-terminal (N) impliqué dans la fixation et dans l'hydrolyse de l'ATP, un 

domaine central (M), qui facilite l'hydrolyse de l'ATP et est partiellement impliqué dans la 

liaison au substrat, et un domaine C-terminal (C), qui permet la dimérisation et est impliqué 

dans le recrutement des co-chaperonnes contenant des domaines TPR (Tetratricopeptid 

Repeat). Les domaines TPR contiennent plusieurs motifs hélice-boucle-hélice de 34 acides 
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aminés (motifs TPR), et sont souvent présents dans la structure des cofacteurs des 

protéines HSP (Roberts et al., 2015). La protéine Sti1/HOP, une co-chaperonne majeure de 

Hsp90, contient plusieurs domaines TPR, qui lui permet d’interagir avec les motifs C-

terminaux EEVD des chaperonnes Hsp90 et Hsp70 (Scheufler et al., 2000). Ces trois 

domaines sont séparés par des domaines charnières flexibles qui permettent à la 

chaperonne d’adopter différentes conformations.  

Tandis que chaque sous-unité contient un domaine ATPase, la dimérisation est 

critique pour la fonction in vivo (Wayne and Bolon, 2007). L'activité ATPase et les 

changements de la conformation de Hsp90 sont grandement influencés par les protéines 

clientes et de nombreuses co-chaperonnes dont Aha1p, p23, Cdc37, PPIases et Pih1p 

(Bose et al., 1996; Cox and Johnson, 2011; Zhao et al., 2005). Les protéines clientes de 

Hsp90 peuvent également être dirigées vers les voies de dégradation (McClellan et al., 

2005), et des co-chaperonnes comme l'ubiquitine ligase E3 CHIP (C-terminus of Hsc70-

interacting protein) aide à la médiation de ce processus (Xu et al., 2002). Par quel 

mécanisme chaque sous-unité dans le dimère Hsp90 assure la liaison à ses co-chaperonnes 

et conduit finalement à la maturation de la protéine cliente est une question qui est en cours 

d’étude, mais il est clair que l'asymétrie du dimère Hsp90 joue un rôle important dans ce 

processus (Alvira et al., 2014; Flynn et al., 2015; Karagoz et al., 2014; Kirschke et al., 2014; 

Lavery et al., 2014; Lorenz et al., 2014).  
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Figure 12 : Hsp90 fonctionne avec des multiples co-chaperonnes pour réaliser la maturation des 
nombreux facteurs protéiques. L’image du milieu représente une modélisation moléculaire (structure cristalline 

PDB: 2GC9) d’un homo-dimère Hsp90 associé a deux monomères de co-chaperonne p23. Chaque sous-unité 

Hsp90 semble interagir de manière asymétrique avec les clients au cours du processus de maturation. Adapté de 

Flynn et al., 2015.  
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3.3.1.2 Le complexe R2TP 

Le complexe R2TP chez S. cerevisiae est formé par les protéines Rvb1p, Rvb2p, 

Tah1p et Pih1p. Bien que le complexe R2TP ait été d'abord découvert chez la levure en tant 

que complexe associé à Hsp90 (Zhao et al., 2005), ses sous-unités sont hautement 

conservées de la levure aux mammifères. Ce complexe a été identifié et purifié chez 

l'homme (Te et al., 2007), où il se compose des quatre sous-unités : PIH1D1, RPAP3, 

RuvBL1 et RuvBL2, connus sous divers noms (Tableau 7). Le complexe s’associe 

également avec les protéines préfoldine et préfoldine-like PFDN2, PFDN6, UXT, WDR92, 

URI et PDRG1, qui forment un complexe impliqué dans l'assemblage des complexes 

protéiques (Cloutier and Coulombe, 2010)(von Morgen et al., 2015).  

 

 
Mammifères Levure 

PIH1D1 NOP17 Nop17, Pih1 

RPAP3 hSPAGH Tah1 

RuvBL1 Pontin, RVB1, TIP49A, TAP54α, ECP-54, TIH1, p50 Rvb1 

RuvBL2 Reptin, RVB2, TIP49B, TAP54β, ECP-51, TIH2, p47 Rvb2 

Tableau 7: Noms alternatifs pour les protéines du complexe R2TP 

 

 

 Mammifères Levure 

ZNHIT6 NY-BR-75 Bcd1 

ZNHIT3 TRIP3 Hit1 

NUFIP1 NUFIP Rsa1 

Tableau 8: Noms alternatifs pour les facteurs d’assemblage impliqués dans la biogénèse des snoRNP à 

boîtes C/D 
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3.3.1.2.1 Identification du complexe R2TP 

Le complexe R2TP a été découvert chez S. cerevisiae comme une entité 

interagissant avec Hsp90. Afin de comprendre par quel mécanisme Hsp90 réalise son effet 

protecteur cellulaire, l’équipe de W. A. Houry a entrepris une série d’études protéomiques et 

génomiques à grande échelle visant à identifier l'ensemble des partenaires protéiques et des 

substrats interagissant avec la chaperonne Hsp90 de levure (isoformes Hsp82p et Hsc82p). 

Une combinaison de quatre stratégies expérimentales complémentaires a été employée. 

Dans un premier temps, une recherche des interactions protéine-protéine médiées par 

Hsp90 a été réalisée par un crible par double hybride (Y2H) systématique à l’échelle 

génomique. Une autre approche a été d’identifier les protéines qui co-immunoprécipitent 

avec Hsp90. Une troisième approche a été d’identifier des interactions synthétiques létales 

entre un allèle mutant spécifique de Hsp90 et un nombre d’environ 4700 souches de levure 

invalidées (KO) pour des gènes uniques par la technique de « synthetic genetic array » 

(SGA). En quatrième lieu, un crible des souches KO afin d’identifier une hypersensibilité 

différentielle à la geldanamycine, un inhibiteur de Hsp90, en utilisant aussi des techniques à 

haut débit. Collectivement, ces expériences ont identifié 627 substrats et cofacteurs 

potentiels de Hsp90, ce qui représente environ 10% du protéome de levure. L’identification 

de ces partenaires potentiels de Hsp90 suggère des liens possibles de Hsp90 avec la 

régulation transcriptionnelle, le cycle cellulaire, le traitement de l'ADN, ou le transport 

cellulaire. Parmi ces candidats potentiels, deux nouveaux cofacteurs non définis auparavant 

ont été caractérisés, les protéines codées par les gènes YCR060W et YHR034C, qui 

interagissent physiquement et fonctionnellement avec Hsp90 et entre eux, et qui se sont 

avérés interagir avec deux ATPase AAA+ essentielles et liées au remodelage de la 

chromatine (Zhao et al., 2005). 

YCR060Wp est une petite protéine de 111 acides aminés (12,5 kDa) qui contient un 

motif TPR bien défini chez la levure. Cette protéine a été nommée Tah1 (TPR-containing 

protein associated with Hsp90). Tah1p interagit avec l'extrémité C-terminale de Hsp90 

(résidus 599-709) dans un test d’interaction Y2H. Le domaine TPR de Tah1p est similaire au 

domaine TPR2B du cofacteur Sti1p/HOP de Hsp90 (une protéine de 589 acides aminés) 

(Scheufler et al., 2000) et aux motifs TPR de Sgt2, une protéine de 346 acides aminés riche 

en glutamine et contenant le motif TPR, et de fonction inconnue, tandis que l'homologue 

humain le plus proche est la protéine SGT2 (également appelée SGTB, de 304 acides 

aminés). Comme plusieurs autres cofacteurs de Hsp90, la suppression de Tah1p dans la 

souche S288C ou W303 ne confère aucun défaut de croissance évidente (Zhao et al., 2005). 
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YHR034Cp est une protéine de 344 acides aminés (39,5 kDa) qui ne contient pas de 

motifs connus. Elle a été baptisée Pih1 (protéine interagissant avec Hsp90) car elle interagit 

fortement avec l'extrémité C-terminale de Hsp90 dans des tests de Y2H. Bien qu'il n'y ait pas 

de paralogue de levure de Pih1p retrouvé, un orthologue humain proche et de taille similaire 

(290 acides aminés), mais dont la fonction était inconnue, a été détecté (nommée PIH1D1, 

aussi appelé NOP17). Une souche de levure S288C invalidée pour le gène PIH1 présente 

une croissance ralentie et les cellules sont de taille réduite, ce qui suggère un rôle important 

pour cette protéine dans la croissance et/ou la division cellulaire. 

Tah1p avait déjà été rapportée interagir avec Pih1p dans des tests Y2H (Ito et al., 

2001). Suite à des expériences in vitro de pull-down avec les protéines recombinantes 

Hsc82, Pih1 et Tah1, l’équipe de W. A. Houry a démontré qu’il existe une interaction entre 

Hsp82p et Pih1p qui est médiée par Tah1p. En absence de Tah1p l’interaction de Pih1p 

avec Hcs82p n’est plus détectable. Ces données suggéraient que les trois protéines 

pouvaient former un complexe ternaire (Zhao et al., 2005). 

Les données obtenues in vitro et la présence des motifs TPR de Tah1p suggèrent 

fortement que Tah1p et Pih1p correspondent à de nouveaux cofacteurs de la chaperonne 

Hsp90. Afin de tester cette hypothèse, les auteurs ont utilisé un essai in vivo afin de 

déterminer si l’invalidation des gènes TAH1 ou PIH1, dans les souches de levure ΔTAH1 et 

ΔPIH1, respectivement, affectait la capacité de Hsp90 à replier correctement deux de ses 

protéines clientes bien caractérisées, le récepteur glucocorticoïde (GR, un facteur de 

transcription) et vSrc (une protéine tyrosine kinase). Des souches de S. cerevisiae W303 de 

type sauvage et invalidées présentent des taux de croissance similaires. Dans les souches 

ΔTAH1 ou ΔPIH1, la maturation du GR est compromise de manière significative, (60% par 

rapport à la souche sauvage), alors que les niveaux d'expression de GR n’étaient pas 

perturbés. Des effets similaires ont été observés pour la maturation du vSrc (Nathan et al., 

1997). L’absence de production de Tah1p ou de Pih1p n'affecte pas de façon significative les 

niveaux d'expression de vSrc, mais conduit à un niveau réduit de phosphorylation de 

tyrosines par rapport aux cellules de type sauvage, ce qui indique un rôle pour Tah1p et 

Pih1p dans la maturation Hsp90-dépendante de vSrc. L'effet perturbateur de Tah1p et Pih1p 

sur la fonction et l'activité de Hsp90 in vivo est similaire à celui observé pour les autres 

cofacteurs établis de Hsp90, telles que Aha1p, Cns1, Hch1p. 

Il était donc établi à ce stade que Tah1p et Pih1p sont de nouveaux cofacteurs de 

Hsp90 formant probablement un complexe ternaire avec la chaperonne Hsp90. Vu que les 

différents cofacteurs de Hsp90 ciblent des protéines clientes différentes, les auteurs ont 

ensuite tenté d'identifier les substrats de Tah1p et Pih1p, par des purifications d'affinité TAP 
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en utilisant des souches de levure exprimant les protéines Tah1 ou Pih1 fusionnées à leur 

extrémité C-terminale avec l’étiquette CBP-ProtA (dite étiquette TAP). Les résultats montrent 

que Tah1p et Pih1p non seulement sont purifiées ensemble, mais aussi en des quantités 

stœchiométriques avec Rvb1p et Rvb2p. Hsp90 n'a pas été observée dans ces expériences 

probablement parce qu’elle est impliquée dans beaucoup d'autres interactions 

simultanément et ses niveaux dans ce complexe sont en dessous des limites de détection 

(Zhao et al., 2005). 

Comme nous le détaillerons plus loin, Rvb1/2 sont des composants essentiels du 

complexe de remodelage de la chromatine Ino80 qui est lié à la régulation de la transcription 

de 5% des gènes de levure. Ces protéines sont également des sous-unités essentielles d'un 

complexe de remodelage de la chromatine de 13 protéines, le complexe SWR-C, qui régule 

la transcription des gènes présents au niveau de la hétérochromatine en facilitant 

l’incorporation de Htz1p, une forme variante de l’histone H2A (Mattiroli et al., 2015). Hsp90 

interagit physiquement avec Rvb1p, Htz1p, ainsi qu'avec Ies1p, un autre composant du 

complexe Ino80. De plus, Hsp90 interagit avec Vps1p, Swr1p et Aor1p, qui sont des 

composantes essentielles du complexe SWR-C. Les auteurs ont appelé le complexe Rvb1p-

Rvb2p-Tah1p-Pih1p le complexe R2TP, en reprenant les initiales de chacune des protéines 

(Zhao et al., 2005). Ces données suggèrent que Tah1p et Pih1p, et par extension Hsp90 

peuvent participer au repliement et/ou à l'assemblage de Rvb1/2 dans les complexes de 

régulation de la transcription Ino80 et/ou SWR-C (Zhao et al., 2005). 

Dans les souches ΔTAH1 et ΔPIH1, les niveaux apparents des protéines Rvb1/2 en 

association avec le complexe Ino80 augmentent de manière significative. Étant donné que 

Tah1p et Pih1p sont détectées dans le noyau et dans le cytoplasme tandis que la localisation 

de Hsp90 est exclusivement cytoplasmique chez la levure, il est possible que Hsp90 et R2TP 

agissent de manière transitoire dans le cytoplasme par le maintien de Rvb1/2 dans un état 

en équilibre jusqu'à ce que par la suite, celles-ci correctement agencées sont transportées 

par le complexe R2TP dans le noyau où elles sont incorporées dans les complexes Ino80 et 

SWR-C.  

Depuis cette découverte, le complexe R2TP a été impliqué dans divers processus 

cellulaires tels que l'assemblage des snoRNP (Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008), des 

ARN polymérases (Boulon et al., 2010), l’apoptose (Inoue et al., 2010) et la signalisation 

PIKK (phosphatidylinositol 3-kinase related protein kinases) (Horejsi et al., 2010). Les PIKK 

et leurs complexes (Horejsi et al., 2010) sont impliqués dans la signalisation des dommages 

à l'ADN (ATM, ATR , DNA-PKcs), la régulation de la transcription (TRRAP), la voie NMD 



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 91 
 

(nonsense mediated mARN decay) (SMG1), et la voie mTOR (la signalisation par des 

éléments nutritifs) (Izumi et al., 2012).  

 

 

Figure 13 : Représentation schématique du complexe R2TP. (A) Protéines du R2TP chez la levure: Rvb1, 

Rvb2, Tah1, et Pih1. (B) Protéines du R2TP humain: RuvBL1, RuvBL2, RPAP3, et PIH1D1. Les protéines de 

levure Rvb1/Rvb2 et humaines RuvBL1/RuvBL2 contiennent les motifs conservés: Walker A, le domaine 

d’insertion, de liaison à l’ADN/ARN, les motifs Walker B, sensor 1, le doigt d’arginine, et sensor 2. Tah1 de levure 

et RPAP3 humaine contiennent les motifs TPR. Pih1 de levure et PIH1D1 humain contiennent le domaine PIH1. 

L’arrangement des domaines des protéines Rvb1, Rvb2, RuvBL1, et RuvBL2 est basé sur les structure 

cristallographiques de RuvBL1 (Matias et al., 2006). L’arrangement des domaines de Tah1 et RPAP3 est basé 

sur les données SMART - Simple modular architecture research tool (Letunic et al., 2009). L’arrangement des 

domaines de Pih1 et PIH1D1 est réalisé d’après les données CDD (Conserved Domain Database de NCBI, 

(Marchler-Bauer et al., 2011)). (C) Modèle du complexe R2TP de levure. Adapté de Kakihara et al., 2011.  
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L’implication du R2TP dans l'assemblage de divers complexes semble être due en 

partie à Pih1p et Tah1p, qui servent de protéines adaptateurs/recruteurs. Par exemple, 

l’assemblage cytoplasmique du complexe ARN Pol II humain implique une co-chaperonne, le 

complexe Préfoldine-like. Le complexe Préfoldine et le complexe ARN Pol II sont recrutés 

par le complexe R2TP (Cloutier et al., 2009) par le biais de Tah1p qui interagit directement 

avec Rpb1p (la plus grande sous-unité de l’ARN Pol II). Ainsi, les complexes R2TP et 

préfoldine-like sont recrutés ensemble pour faciliter l'assemblage du complexe ARN Pol II 

(Boulon et al., 2010). Des exemples similaires illustrent une fonction adaptateur/recruteur de 

Pih1p pour recruter la chaperonne Hsp90 au niveau d'autres macrocomplexes. Par exemple 

les snoRNP à boîtes C/D de levure par l'intermédiaire d'une interaction entre Pih1p et 

Nop58p, et l'activation de la voie de signalisation PIKK par le recrutement de Hsp90 à PIKK 

via une interaction entre Pih1p et la sous-unité de PIKK, la protéine Tel2 

(Lakshminarasimhan et al., 2016; Pal et al., 2014; von Morgen et al., 2015).  

 

 

Figure 14 : Fonctions potentielles du complexe R2TP humain. Les fonctions connues sont indiquées en bleu 

et celles inconnues en rouge. La stabilisation du complexe SMG1 et mTOR par le complexe R2TP nécessite 

l’interaction du domaine PIH1-N à TEL2. D’autres protéines potentielles de liaison au domaine PIH1-N sont 

indiquées, mais leur rôle dans le fonctionnement du complexe R2TP reste à être élucidé. Adapté de von Morgen 

et al., 2015.  
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3.3.1.2.2 Les protéines Rvb1/TIP49 (RuvBL1) et Rvb2/TIP48 (RuvBL2) 

Les gènes codant Rvb1p et Rvb2p (dénomination chez la levure; TIP49/TIP48 ou 

RuvBL1/ RuvBL2 ou Pontin/Reptin chez les métazoaires) sont essentiels pour la viabilité 

dans tous les organismes modèles examinés jusqu'à présent, y compris S. cerevisiae (Qiu et 

al., 1998), Drosophila melanogaster (Bauer et al., 2000) et Caenorhabditis elegans (Matias et 

al., 2006). Dans la suite du manuscrit, Rvb1/2 feront référence aux protéines de levure et 

RuvBL1/2 aux protéines humaines. 

Depuis leur découverte, les Rvb1/2/RuvBL1/2 ont été trouvées associées à de 

nombreuses voies cellulaires (Jha and Dutta, 2009), y compris le remodelage de la 

chromatine (Choi et al., 2009; Jonsson et al., 2001; Shen et al., 2000), la régulation de la 

transcription (Jonsson et al., 2001; Ohdate et al., 2003), la biogenèse des complexes 

ribonucléoprotéiques (Izumi et al., 2010; McKeegan et al., 2007), l'assemblage mitotique 

(Ducat et al., 2008; Gartner et al., 2003), l’assemblage du complexe télomérase (Venteicher 

et al., 2008), l’assemblage des ARN polymérases nucléaires (Boulon et al., 2008; Forget et 

al., 2010), la réponse aux dommages de l'ADN et l'apoptose (via les complexes de 

remodelage de la chromatine SWR1, INO80 et TIP60), le développement cellulaire, 

l’apparition des métastases dans le cancer et la voie de signalisation PIKK (Izumi et al., 

2010) (Figure 15). 
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Figure 15 : Fonctions des Rvb1/2. Rvb1 et Rvb2 fonctionnent dans l’assemblage des complexes/processus 

cellulaires multiples. Elles sont impliquées dans l’assemblage du fuseau mitotique, du complexe télomérase, des 

snoRNP à boîtes C/D, des complexes de remodelage de la chromatine et des PIKK. Elles réalisent aussi d’autres 

fonctions dans divers processus, comme la transcription ou l’apoptose, par interaction avec des facteurs comme 

la β-caténine, c-Myc, Hint1 ou TBP. TERT, télomérase reverse transcriptase. Adapté de Nano et al., 2013.  
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Rvb1p/RuvBL1 et Rvb2p/RuvBL2 sont membres de la superfamille des AAA+ 

(adénosine triphosphatase associée à des activités cellulaires diverses) possédant à la fois 

des activités ATPase et potentiellement hélicase (Gribun et al., 2008). Les membres de cette 

famille sont caractérisés par la présence d'un domaine AAA+ contenant les motifs Walker A 

et B, deux domaines sensor 1 et 2 et un doigt d’arginines (Figure 16) (Jha and Dutta, 2009; 

Neuwald et al., 1999; Patel and Latterich, 1998). Le motif Walker A lie l’ATP qui est ensuite 

hydrolysée par le motif Walker B, l’ensemble des deux motifs Walker fournissant ainsi une 

activité ATPase. Les domaines sensor détectent si de l'ATP ou de l'ADP est associée à la 

protéine. Quant au doigt d'arginines, il connecte les sous-unités dans les structures 

hexamèriques, le motif d’une sous-unité interagissant avec l’ATP liée à la sous-unité 

adjacente (Guenther et al., 1997; Matias et al., 2006; Ogura et al., 2004). Rvb1p et Rvb2p 

sont similaires en termes de séquence et de structure chez diverses espèces et leurs gènes 

sont essentiels pour la survie des cellules (Qiu et al., 1998; von Morgen et al., 2015), ce qui 

n’est pas surprenant, vu qu’elles sont impliquées dans plusieurs processus biologiques allant 

de l'assemblage des complexes macromoléculaires (avec ou sans l’implication de Pih1p et 

Tah1p), le remodelage de la chromatine et la régulation de la transcription des gènes 

(Jonsson et al., 2001; Nano and Houry, 2013). 

RuvBL1 a été découverte en 1997 au sein d'un complexe avec la TATA-binding 

protein (TBP) chez le rat (Kanemaki et al., 1997). RuvBL1 et RuvBL2 ont été retrouvées 

présentes dans un complexe avec l’holoenzyme ARN polymérase II en 1998 (Qiu et al., 

1998) et, par la suite, RuvBL2 a été identifiée comme partenaire d'interaction de RuvBL1 

dans des cellules humaines (Kanemaki et al., 1999). Ces protéines partagent une similarité 

de séquence limitée (env. 30%) avec l’hélicase bactérienne RuvB (Yamada et al., 2001). La 

protéine RuvB participe à la recombinaison homologue et la réparation de l'ADN, en 

entraînant la migration des brins d’ADN et la résolution des jonctions de Holliday dans un 

complexe avec RuvA et RuvC (Tsaneva et al., 1993). Il a été observé que la suppression des 

gènes RVB1 et RVB2 chez S. cerevisiae peut être complémentée par la surexpression du 

complexe RuvAB bactérien (Radovic et al., 2007). Ces données et la similitude entre les 

séquences a conduit à proposer que Rvb1/2 / RuvBL1/2 peuvent avoir une activité d'hélicase 

en utilisant la liaison et l'hydrolyse de l'ATP. Toutefois, cette activité hélicase n’est pas 

clairement démontrée, les protéines purifiées présentent en effet une très faible activité 

hélicase (Gribun et al., 2008; Kanemaki et al., 1999). 
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3.3.1.2.2.1 Structure 

Les structures cristallines de RuvBL1 ont révélé trois sous-domaines structuraux : les 

domaines N terminal (domaine I) et C terminal (domaine III) qui forment le domaine AAA+, et 

un domaine central flexible, inséré dans le domaine I (appelé aussi domaine d'insertion) 

(domaine II). Le domaine I (DI) contient les motifs Walker A et B, le motif doigt d’arginines et 

le motif sensor I, tandis que le domaine III (DIII) contient le motif sensor II. Ensemble, ces 

deux domaines forment le noyau AAA+ et sont suffisants pour former des anneaux 

hexamèriques (Gorynia et al., 2011). Le doigt d’arginines d’une sous-unité s’étend vers le 

site ATP-ase de la sous-unité adjacente, ce qui assure la coordination de l’hydrolyse de 

l’ATP entre les sous-unités du hexamère (Nano and Houry, 2013). Le domaine II (DII) 

correspond à une insertion de 160-170 acides aminés situés dans le domaine DI entre les 

motifs Walker A et B qui est unique aux Rvb1p/RuvBL1) et Rvb2p/RuvBL2 en comparaison 

des autres membres de la famille AAA+ (Matias et al., 2006). DII, situé à l'extérieur du noyau 

de la protéine, adopte une conformation favorable à la liaison des nucléotides (OB-fold, 

oligonucleotide-binding fold), qui s’associent au noyau AAA+ par un élément de liaison 

souple formé de deux brins ß antiparallèles (Petukhov et al., 2012). Le domaine DII est 

impliqué dans la liaison de l'ADN ou de l'ARN (Matias et al., 2006), potentiellement dans la 

régulation de l'activité hélicase (Matias et al., 2006; Niewiarowski et al., 2010; Petukhov et 

al., 2012), dans les interactions protéine-protéine et dans l'assemblage en une structure 

dodécamèrique (Lopez-Perrote et al., 2012; Matias et al., 2006; Niewiarowski et al., 2010). 

La suppression de DII augmente l’activité ATPase et hélicase, ce qui indique une fonction 

d'auto-inhibition de ce domaine (Petukhov et al., 2012). Dans cette étude l’activité hélicase a 

été mesurée à partir de duplexes ADN en double brin et d’hybrides ARN/ADN avec un des 

brins radiomarqués et incubés avec Rbv1, Rvb2 ou Rvb1/2 en présence ou en absence 

d’ATP. La capacité des protéines à libérer la sonde a été évaluée sur gels natifs (TAE-

PAGE) à différents moments (Petukhov et al., 2012).   
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Figure 16 : Structure 3D des protéines Rvb1/2. (a) Organisation en domaines de la protéine Rvb1 humaine. En 

rouge est réprésenté le sous-domaine αβα N-terminal et en bleu le sous-domaine α C-terminal du domaine AAA+, 

en jaune le domaine d’insertion. Les motifs conservés avec le domaine AAA+ sont aussi réprésentés: WA, Walker 

A; WB, Walker B; SI, Sensor I; SII, sensor II; R-finger, doigt d’arginine. (b) A gauche: structure cristalline d’un 

monomère de Rvb1 humaine. A droite: vue latérale et horizontale d’un héxamère formé par des monomères de 

Rvb1 humaine. Le code couleur est le même que dans la Figure (a). (c) Vue horizontale et latérale de la structure 

cristalline d’un complexe dodécamèrique formé par Rvb1/2 humaines, avec une délétion partielle du domaine II. 

Les monomères humains de Rvb1 sont colorés en vert, et ceux de Rvb2 en rose. Adapté de Nano et al., 2013.  
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3.3.1.2.2.2 Organisation en structures hexamériques et dodécamériques 

Les ATPases AAA+ constituent souvent des hexamères (Smith et al., 2006) et en 

conséquence, Rvb1/RuvBL1 et Rvb2/RuvBL2 peuvent former des homo- ou hétéro-

hexamères et/ou des structures doubles-hexamèriques - des dodécamères.  

RUVBL1/2 ont été associées à des maladies humaines et leur gènes sont 

surexprimés dans les poumons, le foie et le côlon de patients atteints de cancers (Nano and 

Houry, 2013). Les deux protéines forment des oligomères d'ordre supérieur, soit homogènes 

ou hétérogènes, qui peuvent influencer leur activité, leur fonction et l'association avec 

d'autres complexes protéiques (Jeganathan et al., 2015; Lakomek et al., 2015; Nguyen et al., 

2013; Tosi et al., 2013). Des études de microscopie électronique sur SWR1 indiquent que 

Rvb1p et Rvb2p existent sous forme hétérohexamérique (Lakomek et al., 2015; Nguyen et 

al., 2013; Watanabe et al., 2015); des formes en anneaux hétérohéxameriques et 

dodécamèriques ont été observés dans le complexe Ino80 (Lakomek et al., 2015; Nguyen et 

al., 2013; Tosi et al., 2013; Watanabe et al., 2015). L'oligomérisation de Rvb1/2/RuvBL1/2 

dans plusieurs complexes est un champ intensément étudié, et il est de plus en plus évident 

que l'organisation moléculaire de ces protéines est complexe et variable en fonction des 

espèces.  

La structure cristalline d'un mono-hexamère de RuvBL1 a révélé la liaison forte d'un 

ADP avec le domaine AAA+, ce qui pourrait expliquer sa très faible activité ATPase et 

indiquant que le mono-hexamère n’est peut-être pas la structure physiologiquement active 

(Matias et al., 2006). Rvb1p et Rvb2p de levures incubées ensemble forment un cycle 

hexamérique, qui a pu être observé par microscopie électronique. Ensemble, ces protéines 

ont une activité ATPase et hélicase plus élevée par rapport aux protéines séparées (Gribun 

et al., 2008). Dans cette étude, l’activité hélicase a été mesurée à partir d’une sonde ADN 

radiomarquée hybridée sur un plasmide simple brin et incubée avec Rbv1, Rvb2 ou Rvb1/2 

en présence ou en absence d’ATP. La capacité des protéines à libérer la sonde a été 

évaluée sur gels d’électrophorèse natifs (TAE-PAGE) à différents temps de la réaction. De 

plus, dans ces conditions, Rvb1/2p se sont montrées inefficaces pour libérer une sonde plus 

longue, de 28 nt, ce qui suggère qu’individuellement, ces facteurs ont une capacité limitée 

d’activité hélicase, et que le complexe Rvb1/2 est probablement celui qui est le plus efficace 

en conditions physiologiques (Gribun et al., 2008). 

De nombreuses études montrent également la formation d'un dodécamère, 

comprenant à la fois RuvBL1 et RuvBL2 (Gorynia et al., 2011; Niewiarowski et al., 2010; Puri 

et al., 2007; Torreira et al., 2008). Un marquage avec des anticorps anti-Rvb2p chez la 

levure a révélé que seulement l'un des deux anneaux contenait cette protéine, plaidant pour 
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la formation de deux hexamères homogènes (Torreira et al., 2008). La structure cristalline et 

une analyse par spectrométrie de masse du complexe RuvBL1/2 humain montre la formation 

d'un dodécamère composé de deux hexamères hétérogènes (Gorynia et al., 2011; 

Niewiarowski et al., 2010). Dans le complexe dodécamèrique, l'activité ATPase des deux 

protéines est nécessaire pour catalyser l’hydrolyse de l'ATP (Puri et al., 2007) et en fonction 

de l'arrangement du domaine d'insertion, les complexes RuvBL1/2 prennent une forme plus 

comprimée ou plus relaxée (Lopez-Perrote et al., 2012).  

De manière intéressante, des hexamères avec une stœchiométrie différente d’un 

rapport RuvBL1/2 de 3:3 ont également été détectés (Niewiarowski et al., 2010). Les 

différentes conformations pourraient représenter la diversité des fonctions que ces protéines 

jouent in vivo: une conformation pourrait être importante pour l'activité hélicase, tandis 

qu'une autre peut être impliquée dans l'assemblage des complexes protéiques (Torreira et 

al., 2008). En outre, les effets indépendants et parfois même opposés des RuvBL1/2 sur la 

transcription suggèrent que les ATPases peuvent agir indépendamment les unes des autres 

(Gallant, 2007); pour revue von Morgen et al., 2015. 

Les différents états oligomériques du complexe Rvb1/2/RuvBL1/2 ont fait l'objet de 

nombreuses études structurales (Gorynia et al., 2011; Lopez-Perrote et al., 2012; Gribun et 

al., 2008). La structure de RuvBL1 humaine (Matias et al., 2006) et une version tronquée de 

RuvBL2 sans le domaine DII (Petukhov et al., 2012) ont révélé des arrangements homo-

hexamèriques similaires. Le domaine DII était également absent dans la structure cristalline 

du complexe humain RuvBL1/2 (Gorynia et al., 2011), qui montre un arrangement 

dodécamèriques des deux anneaux hétérohéxamériques empilés les uns sur les autres. Les 

complexes dodécamèriques présentent des interactions entre les anneaux hexamèriques qui 

sont médiées par les domaines DII (Cheung et al., 2010; Lopez-Perrote et al., 2012; Torreira 

et al., 2008).  

 

3.3.1.2.2.3 Fonctions 

Les différentes activités du complexe Rvb1/2/RuvBL1/2 ne sont pas seulement 

régulées par des cofacteurs, mais aussi en fonction de leurs divers états d'assemblage. Le 

complexe INO80 contient des dodécamères Rvb1/2 en tant que modules interagissant avec 

le nucléosome (Tosi et al., 2013). Le complexe SWR1, qui effectue la réaction inverse, ne 

contient qu'un seul hétéro-hexamère Rbv1/2 (Nguyen et al., 2013). La plasticité structurale 

du complexe Rvb1/2 semble être en corrélation avec ses diverses activités. Son activité 

ATPase est augmentée dans les dodécamères Rvb1/2 (Niewiarowski et al., 2010), tandis 

que son activité hélicase semble augmenter lors de la suppression des domaines DII dans 
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les dodécamères (Gorynia et al., 2011). En outre, l’association aux nucléosomes a été 

montrée pour des homo-hexamères de Rvb1 et Rvb2 (Queval et al., 2014), et aussi pour des 

dodécamères Rvb1/2 dans le complexe INO80, mais pas pour les dodécamères isolés 

(Silva-Martin et al., 2016; Tosi et al., 2013).  

Bien que les données in vitro pour les protéines humaines RuvBL1/2 ne montrent 

aucune ou tout au mieux une activité ATPase limitée (Grigoletto et al., 2011), certaines 

fonctions in vivo sont altérées après la mutation des motifs Walker A ou B: par exemple, des 

mutations délétères de l'activité ATPase chez la levure ont comme conséquence des défauts 

de croissance graves, et l'inactivation de l'activité de RuvBL1/2 de mammifères diminue 

l'activation de la voie mTOR et la stabilité du composant TERC du complexe télomérase 

(Kim et al., 2013; Venteicher et al., 2008). Il est donc très probable que l'activité ATPase de 

RuvBL1/2 soit importante pour au moins une partie de leurs fonctions et qu'elles pourraient 

avoir besoin d'autres protéines, absentes dans les essais in vitro, qui favorisent l'activité 

ATPase. Comme nous l’avons déjà mentionné, les protéines purifiées présentent également 

une activité hélicase faible (Huen et al., 2010). 

Il est également intéressant de mentionner que Rvb1/2p ne peuvent se compléter 

mutuellement et ont des polarités de déplacement d’un brin d’ADN opposées : Rvb1p 

déplace l'ADN de 3' vers 5' (Makino et al., 1999), tandis que Rvb2p le déplace de 5' vers 3' 

(Kanemaki et al., 1999), ce qui peut entraîner des différences dans leur association avec 

d'autres protéines (Lakshminarasimhan et al., 2016). 

 

3.3.1.2.2.1 Les protéines Rvb1/2/RuvBL1/2 comme chaperonnes 

Plusieurs études ont démontré un rôle des Rvb1/2 dans l'assemblage de nombreux 

complexes dans différents organismes suggérant qu'elles pourraient avoir une activité de 

chaperonnes. La faible abondance de Rvb1p et Rvb2 dans les cellules par rapport à d'autres 

composants de plusieurs complexes dont elles font partie suggère que les Rvb1/2 ne sont 

associées que transitoirement avec chaque complexe, offrant ainsi un argument pour une 

activité générale de chaperonne des Rvb1/2 / RuvBL1/2 plutôt qu’une activité catalytique 

définie dans chaque complexe (Gallant, 2007).  
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  Fonction Interaction directe 

Complexe cible Complexe cible Complexe R2TP 
Composant 

du R2TP 

Composant 

du complexe 

cible 

Confirmé 

    ARN polymérase II Transcription Assemblage ? ? 

snoRNP Biogenèse des ribosomes, spliceosomes, 

et télomérase 

   

snoRNP à boîtes C/D 2′-O-méthylation du pré-ARN Assemblage PIH1D1? NOP58? 

snoRNP à boîtes H/ACA  Pseudouridylation du pré-rARN Assemblage PIH1D1? NAP57? 

SMG1 Nonsense mediated mARN decay Assemblage PIH1D1 TEL2 

mTORC1 Régulateur central du métabolisme 

cellulaire 

Assemblage PIH1D1 TEL2 

ATM/ATR/DNA-PK Kinases impliquées dans la signalisation 

des dommages AND 

Possible 

assemblage 

PIH1D1 TEL2 

Potentiel 

    ECD/p53 Facteur de transcription impliqué dans la 

réponse aux dommages ADN 

Possible 

assemblage 

PIH1D1 ECD 

UBR5 E3 ubiquitine ligase impliquée dans la 

signalisation des dommages ADN 

? PIH1D1 UBR5 

INO80 Complexe de remodelage de la 

chromatine, impliqué dans les 

réparations de l'ADN avec des coupures 

double brin 

Possible 

chargement des 

RUVBL1/2 

? ?, 

RUVBL1/2 

TIP 60 Complexe de remodelage de la 

chromatine avec une activité 

acétyltransférase importante pour la 

réponse aux dommages ADN 

Possible 

chargement des 

RUVBL1/2 

? ?, 

RUVBL1/2 

SWI/SCRAP Complexe de remodelage de la 

chromatine, impliqué dans la 

signalisation des dommages ADN 

Possible 

chargement des 

RUVBL1/2 

? ?, 

RUVBL1/2 

Fanconi anemia core 

complex 

Reconnaissance et réparation des 

crosslinks ADN 

Possible 

chargement des 

RUVBL1/2 

? ?, 

RUVBL1/2 

Tableau 9: Cibles potentielles et confirmées du complexe R2TP - d’après von Morgen et al., 2015  
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3.3.1.2.3 La protéine Pih1 (Nop17p/NOP17) 

Les protéines Pih1 et Tah1 (PIH1D1 et respectivement RPAP3 chez l’homme) sont 

des sous-unités spécifiques et exclusives du complexe R2TP. Pih1p (initialement connue 

sous le nom de Nop17/NOP17) est une protéine de ~40 kDa instable, stabilisée par 

l’interaction avec Tah1p (Paci et al., 2012). Pih1p est principalement localisée dans le 

nucléole et contient un domaine Pih à son extrémité N-terminale, deux régions IDR (régions 

désordonnées intrinsèquement) et une région C-terminale, qui est très sensible à la 

dégradation. Des analyses bio-informatiques et des études mutationnelles (Paci et al., 2012) 

ont montré que la région IDR1 de Pih1p est largement responsable de l’interaction avec 

Rvb1/2 et que la région IDR2 et la partie C-terminale sont nécessaires pour la liaison à 

Tah1p (Lakshminarasimhan et al., 2016). 

Chez la levure, Pih1p joue un rôle central au sein du complexe R2TP vu qu’elle lie 

directement les autres composants du complexe (Kakihara and Houry, 2012). Il a été 

proposé que Hsp90 et Tah1p stabilisent Pih1p (Paci et al., 2012). Comme Tah1p, Pih1p 

interagit avec Hsp90, bien que l'interaction soit relativement faible, et le domaine C-terminal 

de Pih1p interagit avec le domaine C-terminal de Tah1p (Back et al., 2013; Eckert et al., 

2010; Paci et al., 2012; Pal et al., 2014). De plus, Pih1p interagit avec Rvb1p et Rvb2p par 

son domaine intermédiaire. Chez les mammifères, RPAP3 et Hsp90 agissent également 

ensemble pour stabiliser PIH1D1 et éventuellement PIH1D1 relie les composants du 

complexe R2TP (Paci et al., 2012; Zhao et al., 2008). Alors que le domaine intermédiaire 

n’est pas présent chez PIH1D1 des mammifères, la partie C-terminale (acides aminés 250-

290) porte l'interaction avec le reste du complexe R2TP, même s’il n’est pas clairement établi 

lequel des composants de R2TP interagit directement avec la partie C-terminale de Pih1p 

(Horejsi et al., 2014). 

  Deux articles récemment publiés ont identifié le domaine de liaison phospho-peptide 

de PIH1D1 (domaine PIH-N), qui est distinct de tout autre domaine phospho-peptide connus 

jusqu'à présent. Le domaine est capable de lier indépendamment du reste du complexe le 

partenaire d'interaction de PIH1D1, la protéine TEL2. Les structures des domaines PIH-N 

chez la souris et chez l’humain sont très similaires. Les deux études ont identifié un motif 

commun dans le domaine N-terminal de PIH1D1, qui est responsable de la liaison à TEL2, 

qui contient une séquence acide DpSDD phosphorylée au niveau du résidu sérine. La 

structure du complexe formé entre PIH1D1 humaine et un peptide phosphorylé de TEL2 ont 

révélé la formation de liaisons hydrogène avec la lysine 57, la lysine 64 et l'arginine 168 de 

PIH1D1 (résidus 57, 64 et 133 chez la souris) et la sérine phosphorylée et l’aspartate du 

motif DpSDD. Les mutations de ces résidus dans PIH1D1 inactivent l’interaction avec TEL2 
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in vivo (Horejsi et al., 2014; Pal et al., 2014). Le domaine PIH-N interagit directement d'une 

manière dépendante de la phosphorylation avec des partenaires nouveaux interagissant 

avec PIH1D1: ECD, SNRP116 et UBR5. Des données de spectrométrie de masse suggèrent 

également que l'interaction entre PIH1D1 et la sous-unité principale de l'ARN polymérase II, 

RPB1, dépend de la phosphorylation de la lysine 64. Néanmoins, il n’est pas clair si 

l’interaction avec RPB1 est directe ou médiée par un autre facteur (Horejsi et al., 2014). Ces 

données indiquent que le domaine N-PIH reconnaît et recrute des substrats spécifiques au 

R2TP lors de l'assemblage des complexes PIKK, snoRNP et l'ARN polymérase II et, 

éventuellement, d'autres complexes. 

Un domaine de liaison similaire au PIH-N est probablement aussi présent dans 

l’orthologue de PIH1D1 - la protéine Kintoun, qui est impliquée dans l'assemblage 

cytoplasmique des dynéines, nécessaires pour la motilité des cils (Omran et al., 2008). Les 

lysines chargées positivement qui sont importantes pour la liaison au domaine PIH-N sont 

substituées par des arginines chargées positivement dans Kintoun qui est capable d’interagir 

avec TEL2 phosphorylée mais avec une affinité faible (Horejsi et al., 2014; Pal et al., 2014). 

Etant donné que Kintoun interagit avec DYX1C1, une protéine contenant un domaine TPR 

impliqué dans l'assemblage de la dynéine, il pourrait fonctionner en tant que co-chaperonne 

d'une manière similaire à celle de PIH1D1 dans le complexe R2TP (Tarkar et al., 2013). 

 

3.3.1.2.4 La protéine Tah1/RPAP3 

Tah1 (RPAP3 ou hSpagh dans les humains) est l’élément le plus petit du complexe 

R2TP d’une taille de 111 acides aminés. Comme nous l’avons déjà évoqué, cette protéine 

connecte Pih1p à la chaperonne Hsp90. Chez la levure, le domaine C-terminal déplié (aa 93-

111) de Tah1p interagit avec le domaine C-terminal de Pih1p (Back et al., 2013; 

Lakshminarasimhan et al., 2016). Tah1p peut stabiliser Pih1p en l'absence de l'activité de la 

chaperonne Hsp82p pendant la phase stationnaire de croissance, et par conséquent 

l’interaction Tah1p:Pih1p est suffisante pour assurer la stabilité de Pih1p (Quinternet et al., 

2015). Elle porte également un domaine tétratricopeptide (TPR) (Millson et al., 2008; Zhao et 

al., 2005) qui est responsable de la liaison à l'extrémité C-terminale de Hsp90 (motif MEEVD) 

(Back et al., 2013).  

Les domaines TPR sont connus pour faciliter les interactions avec les chaperonnes 

Hsp70 ou Hsp90 et sont impliqués dans d'autres interactions protéine-protéine (Smith, 2004). 

Le domaine TPR de Tah1p est impliqué dans la liaison avec Hsp90(Hsp82p), mais pas avec 

Hsp70 dans les cellules en phase stationnaire de croissance et ce domaine n’est pas 

essentiel pour le recrutement de Hsp90(Hsp82p) au complexe R2TP (Millson et al., 2008; 
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Zhao et al., 2008). Alors que des mutations au niveau du domaine TPR de Tah1p diminuent 

l'interaction entre Tah1p et Hsp90(Hsp82p), elles n’ont pas d'incidence sur l'interaction entre 

Tah1p et Pih1p. Tah1p forme un dimère, qui se lie à chacun des monomères de Hsp90 

présents dans le dimère Hsp90, en empêchant simultanément sa liaison à d'autres co-

chaperonnes (Pal et al., 2014).  

L’homologue de RPAP3 chez la drosophile (Spagh) contient un domaine TPR qui 

interagit avec Hsp70 et avec Hsp90 et stimule leurs activités (Benbahouche Nel et al., 2014). 

La présence de deux domaines TPR dans RPAP3 humaine et sa forte interaction avec 

chacune des chaperonnes Hsp90 et Hsp70 indiquent que RPAP3 couple le complexe R2TP 

à Hsp90 et peut-être avec d'autres chaperonnes (Chagot et al., 2015; Smith, 2004). 

L'analyse cristallographique de RPAP3 montre une interaction entre les deux domaines TPR 

et des peptides de Hsp90 contenant la séquence conservée MEEVD. La suppression de 

l’interaction de RPAP3 avec Hsp90 nécessite des mutations dans les deux domaines TPR, 

ce qui suggère que le dimère de Hsp90 est lié par une molécule de RPAP3 (Pal et al., 2014).  

RPAP3 est exprimée sous trois isoformes. L’isoforme 1 (et éventuellement l’isoforme 

3) coopère avec PIH1D1 et est nécessaire pour sa stabilisation. L’isoforme 2 ne dispose pas 

d'un codage en phase de l'exon pour les 34 acides aminés présents dans les deux autres 

isoformes, et de ce fait n’interagit pas avec PIH1D1. La partie C-terminale de RPAP3 

interagit (indépendamment des domaines TPR) avec une sous-unité du complexe préfoldine-

like WDR92 et peut donc servir de médiateur pour l'interaction entre R2TP et ce complexe 

(Back et al., 2013; Itsuki et al., 2008). 
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Figure 17 : Comparaison des complexes HSP90-R2TP de levure et de mammifères. Les protéines 

homologues entre levure et mammifères sont indiquées avec le même code couleur. N signifie le domaine N-

terminal, C le domaine C-terminal et M le domaine intermédiaire d’une protéine. Tah1 de levure contient un seul 

domaine TPR et deux molécules de Tah1 sont nécessaires pour l’interaction avec le dimère HSP90. Tah1p 

interagit avec Pih1p, qui à son tour lie d’un côté les substrats de HSP90 avec son domaine N-terminal, et d’une 

autre part les protéines Rvb1/2 avec le domaine intermédiaire. Par comparaison, le complexe R2TP chez les 

mammifères interagit avec le dimère HSP90 avec une seule molécule de RPAP3, qui contient deux domaines 

TPR. Le domaine C-terminal de RPAP3 interagit de manière directe ou indirecte avec les autres composants du 

complexe (PIH1D1, RUVBL 1/2 et les composants du complexe prefoldin-like, absent dans le complexe R2TP de 

levure). Adapté de von Morgen et al., 2015  
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3.3.1.2.5 Fonctions du complexe R2TP 

Le complexe R2TP est récemment devenu l’objet de nombreuses études, mais la 

fonction exacte est encore peu comprise et le mécanisme moléculaire de son action peu 

détaillé (von Morgen et al., 2015). Il n'y a pas d’informations complètes disponibles sur les 

associations entre les membres de ce complexe et d'autres protéines cellulaires.  

 

3.3.1.2.6 Rôle du complexe R2TP dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D 

La réduction de l’expression de Tah1p chez la levure conduit à une diminution de la 

stabilité des snoRNA à boîtes C/D et cet effet est évident seulement dans les cellules en 

phase stationnaire de croissance, possiblement parce que Tah1p et Hsp90 sont nécessaires 

pour la stabilisation de Pih1p dans ces conditions (Zhao et al., 2008). L’appauvrissement de 

Rvb2p et Pih1p conduit à un phénotype thermosensible et à une perturbation dans 

l'accumulation et la localisation des snoRNP à boîtes C/D et H/ACA (Boulon et al., 2008; 

Newman et al., 2000). Pih1p et Rvb1/2 interagissent avec Nop58p (Boulon et al., 2008) et il a 

été montré que Pih1p lie directement la région C-terminale de Nop58p (Gonzales et al., 

2005), et que l'interaction est plus forte dans l'absence d'ARN. La fixation d'ADP, d'ATP et de 

l’analogue non hydrolysable ATPγS par les Rvb1/2p, mais pas l'hydrolyse de l'ATP, conduit à 

la dissociation du complexe R2TP et libère également le complexe R2TP du domaine C-

terminal de Nop58p. Étant donné que les motifs Walker A et Walker B de Rvb1/2p sont 

essentiels pour l’accumulation des snoRNA à boîtes C/D chez la levure, l’activité ATPase 

doit jouer un rôle à une étape autre que celles de l'assemblage des pré-snoRNP (Boulon et 

al., 2008; McKeegan et al., 2007). 

Les protéines RuvBL1/2 de mammifères et tous les composants du complexe R2TP 

sont essentiels pour l’assemblage des snoRNA à boîtes C/D (Boulon et al., 2008; Newman 

et al., 2000). Les composants du complexe R2TP interviennent dès les étapes précoces de 

la biogenèse des snoRNP, lorsque des complexes de nature uniquement protéique sont pré-

assemblés dans le cytoplasme. De même que la protéine Pih1 de levure, la protéine PIH1D1 

humaine se lie à NOP58 et à NUFIP1. Une analyse protéomique récente a révélé que 

RuvBL1/2 sont des composants de pré-snoRNP à différents stades de maturation et sont 

libérées tardivement. PIH1D1 et RPAP3 ne sont pas présentes au niveau des pré-snoRNP, 

ce qui a conduit à proposer que PIH1D1 et RPAP3 pourraient charger les RuvBL1/2 de 

manière ATP dépendante aux premières étapes de formation des pré-snoRNP (sans 

l’implication de l’ARN), et ne pas participer aux étapes ultérieures de l'assemblage (Bizarro et 

al., 2014). 
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Au moins deux facteurs d'assemblage - Shq1p/SHQ1 et Naf1p/NAF1 - sont importants 

pour la biogenèse des snoRNP à boîtes H/ACA (Machado-Pinilla et al., 2012). Shq1p/SHQ1 

se lie à la sous-unité catalytique Cbf5p/NAP57, et empêche la liaison de Cbf5p/NAP57 aux 

ARN (Grozdanov et al., 2009; Yang et al., 2002). En conséquence, la libération de SHQ1 de 

NAP57 est nécessaire pour l’assemblage des snoRNP à boîtes H/ACA sur les snoRNA 

H/ACA naissants. L’incubation en extraits cytosoliques de cellules HeLa a permis de 

supprimer l’interaction entre SHQ1 de NAP57 d'une manière ATP indépendante (Machado-

Pinilla et al., 2012). Le complexe R2TP apparaît contribuer à ce remodelage étant donné que 

la libération de SHQ1 du complexe a été inhibée en présence d'anticorps dirigés contre le 

complexe R2TP, mais pas par addition de Geldanamycine, un inhibiteur de Hsp90. NAP57 

se lie directement à PIH1D1 in vitro et l'interaction de sa partie non structurée C-terminale 

avec RuvBL1/2 est essentielle pour sa désolidarisation de SHQ1 (Machado-Pinilla et al., 

2012). Ces expériences indiquent que le complexe R2TP intervient dans des étapes 

précoces de l'assemblage des snoRNP à boîtes H/ACA et est nécessaire pour l'élimination 

des inhibiteurs d’assemblage présents sur les précurseurs des snoRNP à boîtes H/ACA. 

NAP57 ne contient pas le motif DpSDD reconnu par le domaine N-terminal de PIH1D1, 

cependant il contient des séquences acides phosphorylés qui peuvent influencer l'interaction 

avec le domaine PIH-N. Étant donné que le complexe R2TP purifié a été incapable de libérer 

NAP57 de SHQ1, des facteurs supplémentaires peuvent être nécessaires pour cette réaction 

ou pour un assemblage correct du complexe R2TP lui-même (Machado-Pinilla et al., 2012; 

von Morgen et al., 2015). 

 

3.3.1.2.7 Rôle du complexe R2TP dans l’assemblage de l’ARN polymérase II 

Les cellules eucaryotes contiennent trois ARN polymérases différentes: (a) l'ARN 

polymérase I qui transcrit les ARN ribosomiques, (b) l'ARN polymérase II pour la transcription 

des ARNm, des U snARN Sm U1, U2, U4, U5, U7, LSm U11, U12, U4-atac et la plupart des 

miRNA et (c) l'ARN polymérase III qui produit une gamme de petits ARN, y compris les ARNt 

et les snRNA U6 et U6 atac.  

L'ARN polymérase II est constituée de 12 sous-unités parmi lesquelles RPB1 et 

RPB2 forment le site actif, tandis que les autres sous-unités sont situées à la périphérie du 

complexe (Cramer et al., 2008). Le complexe R2TP conjointement avec le complexe 

préfoldine-like interagit avec l'ARN polymérase II, et participe à son assemblage dans le 

cytoplasme et dans le transport de la polymérase assemblé vers le noyau. Une analyse 

quantitative par spectrométrie de masse a révélé que la polymérase est assemblée en 

plusieurs étapes, qui comprennent la formation de deux sous-complexes de l'ARN 
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polymérase II. Le complexe R2TP interagit préférentiellement avec RPB1 non-assemblée et 

avec des sous-complexes contenant RPB1. L’appauvrissement en RPAP3 et l'inhibition de 

HSP90 conduit à une déstabilisation du RPB1 dans le cytoplasme. Il est à noter que RPAP3 

se lie également à la sous-unité RPB5 de l’ARN polymérase II indépendamment de RPB1 et 

est nécessaire pour son incorporation dans le complexe d'ARN polymérase. RPB5 interagit 

aussi avec URI, un composant du complexe préfoldine-like humain, également impliqué dans 

l'assemblage de l’ARN polymérase dans le cytoplasme (Miron-Garcia et al., 2013). Ainsi, le 

complexe préfoldine-like peut également être impliqué dans l'assemblage de RPB5 dans le 

complexe ARN polymérase II. Il est fortement possible que RPB1 soit recrutée au complexe 

R2TP par interaction directe ou indirecte avec le domaine PIH-N, car PIH1-N interagit avec 

RPB1 phosphorylée (Horejsi et al., 2014). RPB1 ne contient pas le motif DSDD, reconnu par 

le domaine PIH-N, mais il contient d'autres séquences acides phosphorylées par la Caséine 

Kinase 2 (CK2), qui pourraient interagir avec PIH-N. Sinon, l'interaction peut être médiée par 

un autre facteur de liaison au domaine PIH-N et à RPB1. 

L’ARN polymérase I et III sont également des macrocomplexes. Vu que le complexe 

R2TP interagit avec plusieurs de leurs sous-unités, il est probable qu’il soit impliqué dans 

leur assemblage (Boulon et al., 2012; Jeronimo et al., 2007). En outre, PIH1D1 est 

directement impliqué dans la transcription des ARNr par l'ARN polymérase I (Zhai et al., 

2012), dépendante de mTORC1. 

Une étude récente par TAP-tag chez la levure (Lakshminarasimhan et al., 2016) 

basée sur une analyse protéomique par spectrométrie de masse des protéines co-purifiées 

avec les protéines Rvb1 ou Rvb2 fusionnées à l’étiquette TAP, montre que Rvb1/2p 

s’associent avec plusieurs complexes protéiques. Curieusement, l’analyse réalisée en 

utilisant des souches de levure dépourvues de Pih1p ou de Tah1p, indique que Rvb1/2p 

s’associent à Hsp90 et au complexe ARN Pol II. À l'appui de cette association indépendante 

de Pih1p et de Tah1p, des études in vitro suggèrent la formation d’interactions directes entre 

Rvb1/2p et Hsp90 ou entre Rvb1/2p et le complexe ARN Pol II. L’interaction entre Rvb1/2p et 

le complexe ARN Pol II / Hsp90 est renforcée en l'absence de Pih1p. L'analyse par ARN-Seq 

de ces souches n’exprimant plus Pih1p ou Tah1p a montré des liens inattendus avec des 

changements d'expression de gènes associés à la biogenèse des ribosomes, la biogenèse 

des complexes ribonucléoprotéiques, les stimuli abiotiques, et la réponse aux modifications 

de température (Lakshminarasimhan et al., 2016). Dans cette même étude, une analyse GO 

des 80 protéines présentant une expression modifiée indique que les complexes 

ribonucléoprotéiques représentent la catégorie la plus enrichie suggérant une fonction 

importante du complexe R2TP dans ce processus. Notamment, les protéines Nop1 et Nop56 
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co-purifient avec Rvb1/2p en l'absence de Pih1p et/ou Tah1p. De plus, en absence de Pih1p, 

les grandes sous-unités Rpb1p et Rpb2p du complexe ARN Pol II sont enrichies d’un facteur 

10 dans les fractions co-purifiées avec Rvb1/2 (Lakshminarasimhan et al., 2016).  

 

3.3.1.2.8 Le complexe R2TP et cancer 

Les membres du complexe R2TP sont surexprimés dans les cancers: les niveaux de 

PIH1D1 sont augmentés dans plusieurs lignées de cellules de cancer du sein (Kamano et 

al., 2013), les RuvBL1/2 sont surexprimées dans les cancers du foie et du côlon (Grigoletto 

et al., 2011; Jha and Dutta, 2009) et leur expression plus élevée dans les tissus cancéreux 

est positivement corrélée avec l'expression de gènes impliqués dans les processus 

métaboliques activés par la signalisation de mTOR (Kim et al., 2013). Les taux de HSP90 

sont augmentés aussi dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses (Calderwood et al., 

2006; Jego et al., 2013; Jeng et al., 2015; Khajapeer and Baskaran, 2015) et son activité est 

essentielle pour le déroulement de divers processus dans les cellules cancéreuses. Il joue 

également un rôle clé dans la maturation conformationnelle des protéines de signalisation 

oncogéniques telles que HER-2/ERB2, Akt, Raf-1, Bcr-Abl, et p53 mutée. De nombreux 

médicaments agissant sur HSP90 sont actuellement utilisés ou testés pour le traitement du 

cancer (Khajapeer and Baskaran, 2015). HSP90 est devenue une cible antinéoplasique 

d’intérêt, et plusieurs molécules sont testées dans les différentes étapes des essais cliniques 

(Dong et al., 2016; Li et al., 2015; Neckers and Workman, 2012). L'inhibition de HSP90 

révèle des effets significatifs in vitro dans différents types de cancers, comme le 

glioblastome, le cancer du poumon, et le cancer du pancréas (Choi et al., 2014; Mayer et al., 

2012; Pillai and Ramalingam, 2014; Speranza et al., 2016; Wachsberger et al., 2014). 

L’inhibition ou l'épuisement des co-chaperonnes de HSP90 telles que p23, Cdc37 et Aha1 

sensibilise en outre des cellules aux effets des médicaments ciblant HSP90 (Neckers and 

Workman, 2012). L’augmentation de l'activité de mTOR peut favoriser la croissance des 

tumeurs et les inhibiteurs de mTOR sont déjà utilisés en clinique (Fruman and Rommel, 

2014). CK2 est essentielle pour la viabilité cellulaire et la progression du cycle cellulaire. Elle 

est nécessaire pour la tumorigenèse, mais le mécanisme précis n’est pas établi (Trembley et 

al., 2010). Des sites phosphorylés par CK2 forment des motifs d'interaction protéine-protéine, 

critiques pour la régulation des voies de réponse aux dommages de l'ADN (Guerra et al., 

2014; Horejsi et al., 2014; Yata et al., 2012) et pour la reconnaissance des substrats 

spécifiques par le complexe R2TP. La pertinence de CK2 comme cible moléculaire dans le 

cancer a conduit au développement d'inhibiteurs des CK2 pour une utilisation clinique, qui 

sont puissants et hautement spécifiques et administrable par voie orale, avec une efficacité 
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anti-tumorale connue dans des modèles de xénogreffe du sein, du pancréas et de la prostate 

chez la souris (Cozza et al., 2013; Gyenis et al., 2013). 

Le complexe R2TP reconnaît spécifiquement les sites phosphorylés par CK2 et 

fonctionne en association avec HSP90 pour assembler plusieurs complexes impliqués dans 

de nombreux processus cellulaires liés au cancer, ce qui en fait une cible prometteuse pour 

de nouveaux médicaments anticancéreux. Les cibles potentielles comprennent l'activité 

ATPase de RuvBL1/2 (Elkaim et al., 2012; Grigoletto et al., 2013) et des inhibiteurs de liaison 

au domaine PIH-N qui miment le motif DpSDD et devrait empêcher la fonction du R2TP. Les 

inhibiteurs du complexe R2TP pourraient être utiles dans un contexte clinique, soit pour 

stimuler l’effet des inhibiteurs de HSP90, CK2, ATM et ATR, afin de sensibiliser les cellules à 

un traitement du cancer basé sur l'induction de lésions de l'ADN (radiothérapie et certains 

types de chimiothérapie), ou comme alternative aux inhibiteurs de HSP90 (von Morgen et al., 

2015). 

 

3.3.1.3 La protéine Rsa1/NUFIP1 

Dans une étude visant à identifier des facteurs présentant des liens fonctionnels avec la 

protéine Dbp6, une hélicase d’ARN ATP-dépendante requise pour l’assemblage de la sous-

unité ribosomique 60S chez S. cerevisiae, l’équipe de P. Linder avait trouvé la protéine 

YPL193W comme étant impliquée dans une phase nucléoplasmique tardive du processus 

d’assemblage de la sous-unité ribosomique 60S. L’équipe a alors proposé le nom de Rsa1p 

(Ribosome assembly 1) à cette ORF de fonction inconnue (Kressler et al., 1999). Cette 

protéine n’est pas essentielle à la viabilité cellulaire, mais sa délétion confère un défaut de 

croissance plus important à 37°C qu’à 30°C (Kressler et al., 1999). Elle contient un motif de 

localisation nucléaire (NLS) potentiel dans sa partie C-terminale (acides aminés 363-

PNYKNRK-369) et présente une localisation principalement nucléoplasmique (Kressler et al., 

1999) mais elle n’est pas présente au niveau du nucléole. 

Dans une souche invalidée pour le gène RSA1, une réduction modérée du nombre de 

sous-unités 60S libres est observée mais des polysomes incomplets s’accumulent (Kressler 

et al., 1999) et les taux d’ARNr 25S sont plus réduits. L’effet observé sur l’ARNr 25S n’est 

pas dû à une modification de sa stabilité, mais à une diminution de sa production. Ces effets 

sont plus évidents à 37°C et plus discrets à 30°C. De plus, la maturation de l’ARNr 18S 

semble elle aussi être affectée par l’absence de Rsa1p, car ses taux diminuent légèrement, 

en corrélation avec l’accumulation de l’intermédiaire de maturation 23S du pré-ARNr. Cette 

observation pouvait refléter l’effet d’un mécanisme de rétrocontrôle négatif induit par le 

défaut de biogenèse de la sous-unité 60S (Kressler et al., 1999). L’invalidation de RSA1 
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conduit à l’accumulation des sous-unités 60S libres dépourvues de la protéine Qsr1 (Kressler 

et al., 1999). Cette protéine ribosomique est requise pour l’association des sous-unités 60S 

avec les sous-unités 40S et est incorporée dans la particule 60S après l’échange avec la 

protéine Nmd3, dans le cytoplasme (Hedges et al., 2005). Qsr1p fonctionne en conjonction 

avec la protéine Sdo1 et la GTPase Efl1p (facteur d'élongation eucaryote 2 (eEF2)-like) pour 

favoriser la libération du facteur d’anti-association Tif6p (Menne et al., 2007) et le facteur 

adaptateur pour l'export nucléaire Nmd3p (Hedges et al., 2005). En plus, la combinaison des 

mutations qsr1-1 et ΔRSA1 conduit à une forte inhibition de la croissance. Ces données 

indiquaient que la protéine Rsa1 pouvait participer à des étapes tardives d’assemblage des 

sous-unités 60S (participation dans l’échange Nmd3p-Rpl10p).  

La protéine Rsa1 a ensuite été identifiée, lors d’un crible par triple hybride (Y3H) réalisé 

dans le groupe de B. Charpentier au Laboratoire, visant à identifier des partenaires 

d’interaction du motif ARN formé par les boîtes B et C du snoRNA U3. Des études 

ultérieures ont révélé le fait que le fragment C-terminal de Rsa1p (aa 230 - 381) est suffisant 

pour complémenter le défaut de croissance d’une souche ΔRSA1. L’interaction par Y3H s’est 

avérée être indirecte. En effet, la formation d’un complexe entre l’ARN U3 et Rsa1p n’était 

observée par retard de migration sur gel qu’en présence de Snu13p et nécessitait un K-turn 

fonctionnel. La protéine Rsa1 n’étant pas retrouvée dans les particules snoRNP U3 matures 

(Watkins et al., 2000) et ne s’accumulant pas dans le nucléole (Kressler et al., 1999), 

l’hypothèse d’une interaction transitoire au cours de la biogenèse de la snoRNP U3 a alors 

été émise. 

En parallèle à ce travail, l’équipe d’E. Bertrand menait des études visant à identifier par 

crible double-hybride de nouveaux partenaires d’interaction de la protéine SNU13/15.5K 

(Boulon, 2005). C’est ainsi qu’a été identifiée la protéine NUFIP1 (Nuclear FMRP Interacting 

Protein). Il s’est avéré que NUFIP1 est l’homologue fonctionnel de Rsa1p et un travail 

collaboratif a débuté entre les deux laboratoires. 

La protéine NUFIP1 contient un domaine à doigt de zinc de type C2H2, un signal de 

localisation nucléaire (NLS) bipartite et un site cdk. Elle se localise principalement dans le 

noyau, étant faiblement détectée au niveau du cytoplasme et des nucléoles (Bardoni et al., 

1999; Cabart et al., 2004). En outre, ce nouveau facteur s’associe à la protéine nucléaire 

BRCA1 qui est un facteur de l’ARN polymérase II impliqué dans la régulation de la 

transcription (Cabart et al., 2004). De plus NUFIP1 interagit en test double-hybride avec les 

protéines LSM4 et TGS1 (Boulon, 2005). NUFIP1 est exprimée dans de nombreux types 

cellulaires, est son expression est régulée au cours du cycle cellulaire (Bardoni et al., 1999; 

Cabart et al., 2004). 
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L’équipe de B. Bardoni avait initialement identifié NUFIP1 comme nouveau partenaire 

d’interaction de la protéine FMR1 (Fragile X Mental Retardation) son expression étant 

dérégulée au cours du développement du syndrome du X-fragile (Bardoni et al., 1999). 

FMR1 est un facteur impliqué dans la stabilité, le transport et le contrôle de la traduction 

d’une population d’ARNm (De Rubeis and Bagni, 2010; Fatemi et al., 2010) et a été trouvée 

impliquée dans de nombreuses maladies psychiatriques, comme l'autisme, la schizophrénie, 

les troubles bipolaires et les troubles dépressifs majeurs (Fatemi and Folsom, 2011). Son 

rôle est essentiellement situé dans les neurones, où elle est intégrée dans des RNP de haut 

poids moléculaire, participant à l’export des ARNm vers le cytoplasme, ainsi qu’à leur 

traduction au niveau des dendrites. Les protéines FMR1 et NUFIP1 présentent une co-

localisation nucléaire, leur profil d’expression est superposable dans le cortex, l’hippocampe 

et les cellules de Purkinje et interagissent physiquement in vitro avec les ARN poly(G) ou 

poly(U), mais cette interaction n’est néanmoins pas médiée par son domaine à doigt de zinc 

de type C2H2 (Bardoni et al., 1999).  

Vu le lien retrouvé entre NUFIP1 et BRCA1, une fonction potentielle pour la protéine 

NUFIP1 pouvait exister dans les étapes précoces de la biogenèse des ARNm (Cabart et al., 

2004). Bien caractérisé dans les cancers, le gène de prédisposition au cancer du sein 

BRCA1 code une protéine suppresseur des tumeurs qui a des implications dans des 

processus tels que la réponse aux dommages à l’ADN, la progression du cycle cellulaire, 

l’apoptose, la réponse aux hormones stéroïdiennes (Katiyar et al., 2006). Ces fonctions sont 

accomplies par des interactions avec des facteurs de transcription (Guendel et al., 2015). 

L’interaction existante entre les protéines NUFIP1 et BRCA1 (Cabart et al., 2004) semble 

être en rapport avec l’activité de transcription car NUFIP1 active spécifiquement l’activité 

ARN polymérase II en fonctionnant comme activateur transcriptionnel basal in vitro et aussi 

in vitro quand il est exprimé de manière ectopique. L'activité maximale de stimulation de 

NUFIP1 peut être réalisée dans le cadre d'une coexpression transitoire de BRCA1 et de la 

cycline T1. Des données obtenues à partir de dosage de matrices d'ADN immobilisées, 

montrent que NUFIP1 est associée à la matrice tout au long du cycle de transcription. En 

plus, NUFIP1 augmente la libération de complexes de transcription ouverts de la forme hyper 

phosphorylée de l’ARN polymérase II d’une manière ATP-dépendante. Cela suggère que 

NUFIP1 peut agir directement sur des promoteurs activés (Cabart et al., 2004). De plus, 

cette fonctionnalité est dépendante de la présence du domaine à doigt de zinc.  

Des expériences de co-immunoprécipitation ont montré que la protéine NUFIP1 

s’associe avec d’autres facteurs de transcription, autres que BRCA1, comme les deux 

membres du complexe PTEF-b, CDK9 et la cycline T1 (Cabart et al., 2004). Le complexe 
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NUFIP1-CDK9 est résistant au traitement à la RNase A, ce qui indique que l’ARN n’est pas 

nécessaire pour l’association de NUFIP1 au complexe P-TEFb (Cabart et al., 2004), mais 

celle-ci repose sur l’interaction avec la cycline T1, car une forte interaction entre ces deux 

partenaires a été détectée dans des expériences de GST-pull down (Cabart et al., 2004). 

La kinase cycline-dépendante 9 (CDK9), qui est la kinase du facteur positif de 

l’élongation de la transcription b (P-TEFb), est essentielle pour le cycle cellulaire et pour 

l'apoptose. CDK9 s’associe à chacune des quatre cyclines (T1, T2A T2b et K), formant des 

facteurs positifs distincts de l’élongation de la transcription (P-TEF). P-TEFb est régulée de 

manière positive avec l’élongation transcriptionnelle par la phosphorylation du domaine C-

terminal (CTD) de l'ARN polymérase II (Peng et al., 1998), ainsi que par des facteurs 

d'élongation négatifs, qui bloquent l'élongation par l’ARN polymérase II peu après l'initiation 

de la transcription. P-TEFb apparaît moduler positivement les autres étapes lors de la 

transcription (Han et al., 2014). NUFIP1 a un effet activateur de la transcription qui nécessite 

la présence de la cycline T1 (Cabart et al., 2004). 

La protéine NUFIP1 est également présente dans le complexe de pré-initiation de la 

transcription (PIC, Pré-Initiation Complex) et reste associée avec la polymérase au cours de 

l’élongation. En présence d’ATP, NUFIP1 utilise l’hydrolyse de l'ATP à des promoteurs 

activés pour induire un changement conformationnel dans les complexes contenant la 

polymérase II qui facilite la transition du PIC vers un complexe d’élongation (Cabart et al., 

2004). La transition de l'ARN polymérase II du PIC vers le complexe d’élongation est 

marquée par une augmentation de la phosphorylation de la sérine 2 dans les motifs 

conservé « YSPTSPS » de son domaine carboxyle-terminal (CTD) (Fuchs et al., 2009; 

Phatnani and Greenleaf, 2006). Toutes ces données montrent que NUFIP1 interagit 

sélectivement avec le facteur de transcription P-TEFb, interaction médiée par la sous-unité 

cycline T1 et favorise l’activation transcriptionnelle dépendante de BRCA1. 

Les protéines NUFIP et Rsa1 ne présentent pas de conservation dans leurs séquences 

primaires, à l’exception d’une région centrale de 36 résidus, nommée domaine PEP, pour 

lequel les deux facteurs partagent 35% d’identité et 60% de similarité. Cette région a été 

identifiée par des méthodes bio-informatiques en utilisant l’algorithme de recherche PSI-

BLAST (Boulon, 2005). La protéine NUFIP1 est conservée chez de nombreux organismes 

eucaryotes, mais pas chez S. cerevisiae, tandis que la protéine Rsa1 est conservée 

spécifiquement chez les levures, en particulier sa région C-terminale. La conservation de ce 

petit domaine chez les plantes et les métazoaires et chez la levure suggère une implication 

fonctionnelle conservée. De plus, NUFIP1 a comme partenaire d’interaction la protéine 

SNU13, et Rsa1p interagit avec la protéine Snu13. Comme SNU13 et Snu13p sont des 
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homologues faisant partie de la même famille des protéines L7Ae, le domaine PEP a été 

suspecté, puis identifié comme étant impliqué dans les interactions des protéines NUFIP1 et 

Rsa1 avec SNU13 et Snu13p lors du métabolisme des snoRNP à boîtes C/D (Boulon et al., 

2008; Rothé et al., 2014a). Les structures 3D établies pour les protéines SNU13 humaine et 

Snu13 de levure sont très similaires (Oruganti et al., 2005; Vidovic et al., 2000) et 

reconnaissent spécifiquement les motifs en K-turn.  

 

3.3.1.4 Les protéines contenant un domaine ZF-HIT 

 Il est intéressant de noter que les protéines à doigt de zinc de la famille HIT semblent 

avoir des liens spécifiques avec les ATPases AAA+ RuvBL1/2. Il existe six protéines de cette 

famille dans le génome humain (ZNHIT1 à ZNHIT6) (pour revue Verheggen et al., 2015). 

Deux d'entre elles, ZNHIT3 et hBcd1/ZNHIT6, sont impliquées dans la biogenèse des 

snoRNP et sont étroitement associées à RuvBL1/2 in vivo. Deux autres protéines de cette 

famille, ZNHIT1 et ZNHIT4, font partie, respectivement, des complexes de remodelage de la 

chromatine SRCAP et INO80 (Cai et al., 2006; Dong et al., 2014; Wong et al., 2007). 

RuvBL1/2 sont également des éléments clés de ces complexes. En outre, les données 

structurales récentes du complexe de levure INO80 révèlent que l'orthologue de ZNHIT4, 

Ies2p, interagit avec RuvBL1/2 et joue un rôle central dans leur intégration dans le reste du 

complexe (Tosi et al., 2013). Les deux protéines restantes, ZNHIT2 et ZNHIT5/DDX59, sont 

mal caractérisées, mais ZNHIT2 a également été trouvée être étroitement associée à des 

protéines RuvBL (Jeronimo et al., 2007; Verheggen et al., 2015). Collectivement, ces 

données suggèrent que les protéines ZNHIT peuvent contribuer à la spécificité de substrat 

de RuvBL1/2. En outre, vue que hBCD1/ZNHIT6 réalise des contacts de manière ATP-

dépendante avec RuvBL1/2 (McKeegan et al., 2009), et que ZNHIT3 semble être libérée lors 

de la liaison du complexe pré-snoRNP aux snoRNA (Bizarro et al., 2014), il est tentant de 

spéculer que les protéines à doigt de zinc de la famille HIT peuvent jouer un rôle 

particulièrement important dans la régulation de l'activité et la fonction des protéines 

RuvBL1/2, en contribuant à la spécificité de leur substrat (Bizarro et al., 2014; Verheggen et 

al., 2015).  
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Figure 18 : Représentation schématique des 6 protéines présentant le domaine ZNHIT chez l’humain. Le 

domaine HIT est coloré en vert et les autres domaines avec des couleurs différentes. La plupart des protéines 

ZNHIT interagissent avec des complexes cellulaires dans lesquels les protéines RUVBL 1/2 détiennent des rôles 

importants, soit comme facteurs d’assemblage (snoRNP à boîtes C/D) ou comme partie intégrale des complexes 

purifiés (INO80, SWR1), comme indiqué dans la figure. Tiré de Verheggen et al., 2015. 
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Figure 19 : Identification de Bcd1p (Box C/D snoRNA accumulation) comme facteur impliqué dans la 
stabilité des snoRNA à boîtes C/D. Hybridation des ARN sur des puces contenant des oligonucléotides ADN, 

afin de mesurer par rapport à une souche sauvage l’abondance des ARN non-codants dans des souches dont 

l’expression de certaines protéines a été réduite. La couleur rouge indique une augmentation relative, et la 

couleur verte une diminution relative de l’ARN testé. L’expression de Bcd1p a été mise sous le contrôle d’un 

promoteur inductible TetOff. Dans la souche tetO7-BCD1, les taux des snoRNA à boîtes C/D sont fortement 

diminués par rapport à une souche sauvage, alors que l’expression des snoRNA à boîtes H/ACA était inchangée 

ou légèrement modifiée. Extrait de Peng et al., 2003  
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3.3.1.4.1 La protéine Bcd1/ZNHIT6  

La protéine Bcd1 (Box C/D snoRNA 1) a été identifiée pour la première fois chez la 

levure comme possiblement impliquée dans la biogenèse des snoRNA à boîtes C/D en 2003 

par l’équipe de T.R. Hughes, dans un crible à grande échelle à partir de mutants de levure. 

L’étude visait à identifier de nouveaux acteurs participant au métabolisme d’ARN non-

codants (Peng et al., 2003). Dans cette étude, le taux d’ARN de 468 souches de S. 

cerevisiae génétiquement modifiées a été étudié par Northern blot. Soit les parties codantes 

de gènes non essentiels à la viabilité cellulaire étaient mutées, soit pour les gènes 

essentiels, l’expression a été placée sous le contrôle d’un promoteur tetO7 qui est régulé 

négativement en présence de la doxycycline, un antibiotique de la famille des tétracyclines. 

Le système tetO7, comme tout système d’arrêt de la transcription, présente l'inconvénient 

que les phénotypes se manifestent progressivement, ce qui rend difficile la distinction entre 

effets primaires et effets secondaires; cependant, il présente l'avantage que la présence de 

doxycycline à faible concentration est physiologiquement non toxique pour la levure (Hughes 

et al., 2000).  

La protéine Bcd1 est essentielle pour la viabilité cellulaire et s’est avérée essentielle 

pour l’accumulation spécifique des snoRNA à boîtes C/D (Hiley et al., 2005; Peng et al., 

2003), car le taux de snoRNA à boîtes H/ACA n’est pas modifié par rapport à une souche 

sauvage (Peng et al., 2003). En condition d’épuisement de Bcd1p, des défauts de biogenèse 

des ARNr ont été observés. Mis à part un doigt à zinc dans sa région N-terminale et un 

signal de localisation nucléaire, aucun autre motif connu n’est détecté dans sa séquence 

primaire. Sans autres données fonctionnelles, il a été proposé que Bcd1p pouvait jouer un 

rôle dans la biogenèse des snoRNA à boîtes C/D qui serait analogue à celui joué par la 

protéine Naf1 dans la biogenèse des snoRNA à boîtes H/ACA (Peng et al., 2003). Il a été 

proposé que Bcd1p pourrait agir comme facteur d’échange avec la protéine Nop56 (Matera 

et al., 2007). 

 La protéine ZNHIT6 est l’homologue humain de Bcd1p de levure (Zinc Finger, HIT-

Type Containing 6). Elle existe chez l’humain sous deux isoformes, une première contenant 

470 acides aminés (ZNHIT6-001), codée par 10 exons et une deuxième plus courte de 431 

acides aminés (ZNHIT6-201), codée par 11 exons, qui se différentie de la première par la 

séquence dans sa partie C-terminale à qui il manque 39 acides aminés. Un intron alternatif 

est présent dans la deuxième isoforme, entre les exons 10 et 11. Par contre, l’isoforme plus 

courte se caractérise par un ARNm qui possède une région 3’UTR plus longue que la 

première. La région codante contient 11 exons, tandis que la protéine de levure est codée 
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par un seul exon. Elle contient un motif à doigt de zinc qui est situé au milieu de la protéine, 

tandis que chez la levure, le doigt à zinc de Bcd1p est présent dans la partie N-terminale.  

Un alignement des séquences entre les deux homologues, humain (isoforme longue) 

et de levure, montre que le domaine conservé de ZHHIT6 débute à l’aminoacide 220, ce qui 

correspond au domaine à doigt de zinc. Le domaine qui est présent à l’extrémité N-terminale 

de ZNHIT6 contenant les acides aminés 1-216, n’est pas présent dans Bcd1p. Au sein de la 

protéine ZNHIT6, la séquence correspondant à la protéine de levure débute à l’aminoacide 

220. De manière intéressante, tout le domaine ZNHIT61-218 est codé au niveau génomique 

par un seul exon, tandis que le domaine ZNHIT6219-470 est codé par les 9 autres exons. 

La protéine ZNHIT6 a été trouvée être associée à toutes les formes des pré-snoRNP 

U8 et U3, (McKeegan et al., 2007). Ces travaux de l’équipe de N. Watkins ont montré que 

l’absence de ZNHIT6 conduit à une réduction significative des taux des snoRNA U3, U8 et 

U14. Cet effet n’a pas été retrouvé pour l’ARN 7SL, démontrant que les effets observés sont 

spécifiques pour les snoRNA à boîtes C/D (McKeegan et al., 2007). La même équipe a 

réalisé des expériences de GST pull down afin de rechercher les interactions protéine-

protéine potentielles entre ZNHIT6, NUFIP1, PIH1D1(NOP17) et TAF9. A cette fin, une 

forme tronquée de ZNHIT6 (ZNHIT61-360) a été produite chez E.coli sous forme recombinante 

et fusionnée à la GST. La protéine de pleine taille portant des étiquettes GST ou HIS a été 

produite in vitro dans des lysats de réticulocytes de lapin en présence d’acides aminés 

marqués au S35. GST-ZNHIT61-360 est capable de s’associer in vitro avec NUFIP1 et ZNHIT6 

de plein taille (acides aminés 1-470) mais pas avec TAF9 et PIH1D1(NOP17). ZNHIT61-470 

de pleine taille interagit avec TAF9. Cependant, vu que la forme tronquée ZNHIT61-360 ne 

portait plus un segment de 111 acides aminés de l'extrémité C-terminale, les auteurs ont 

suggéré que TAF9 interagit avec cette région manquante de la protéine. GST-ZNHIT61-360 

interagit efficacement avec la protéine TIP48 (Rvb2p chez S. cerevisiae) en présence d'ADP 

et une interaction plus faible a été observée en présence d'ATP. Une faible interaction a été 

observée entre GST-ZNHIT61-360 et TIP49 en présence d'ATP, mais pas en présence d'ADP 

ou en absence de nucléotide (McKeegan et al., 2007). GST-SNU13 a été aussi montrée 

capable d’interagir avec ZNHIT6 pleine taille, mais pas avec la forme tronquée 1-360, ce qui 

indique que le doigt à zinc et la partie N-terminale présents dans GST-BCD11-360 ne sont pas 

suffisants pour cette interaction. ZNHIT6 est aussi été retrouvée dans des complexes purifiés 

à partir de GST-NOP58. L’ensemble de ces données suggèrent que (i) ZNHIT6 interagit 

avec NUFIP1, TAF9, SNU13, NOP58, RUVBL1 et RUVBL2, (ii) qu’elle est capable de 

multimérisation et iii) l'interaction avec TIP48 et TIP49 peut être régulée par la fixation d’un 

nucléotide. 
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La réduction du taux ZNHIT6 par interférence ARN conduit à une réduction du taux 

du snoRNA U3 dans les corps de Cajal. Cela pourrait être le résultat soit d’une perte de 

localisation dans les corps de Cajal ou, plus probablement, d’une réduction du taux global 

des snoRNA dans le nucléoplasme (McKeegan et al., 2007).  

 

3.3.1.4.2 La protéine Hit1/ZNHIT3 

Dans un crible visant à identifier chez S. cerevisiae des mutations conférant un 

phénotype thermosensible à haute température mais qui n’influencent pas la croissance en 

conditions normales (Kawakami et al., 1992), une protéine de 164 acides aminés baptisée 

Hit1 (High Temperature growth, YJR055W) dont le gène est localisé sur le chromosome X a 

été identifiée. Pendant une longue période sa fonction est restée inconnue. Pendant les 

travaux menés au laboratoire par Benjamin Rothé durant son doctorat, une analyse détaillée 

de la relation entre les facteurs Rsa1p et Pih1p par co-purification, suivie d’une analyse 

exhaustive des protéines associées, ont retrouvé Hit1p associée à la protéine TAP-Rsa1 

dans des extraits cellulaires (Rothé et al., 2014b). Cette interaction directe est nécessaire 

pour assurer la stabilité de Rsa1p. Rsa1p, Hit1p et des membres du complexe R2TP ont été 

montrés être associés aux pré-snoRNA U3, ce qui indique leur association transitoire avec 

ces ARN. En même temps, l’analyse des souches de levure invalidées pour des différents 

gènes des facteurs d’assemblage (∆PIH1, ∆RSA1, ∆HIT1) a montré la présence de liens 

fonctionnels entre ces facteurs, car un phénotype synthétique létal a été identifié pour les 

souches issues du croisement entre la souche ∆PIH1 et les souches ∆RSA1 ou ∆HIT1 

(Rothé et al., 2014b). Hit1p contribue à la stabilité de Rsa1p in vivo, car dans la souche 

∆HIT1, les taux de Rsa1p sont réduits par rapport à une souche de type sauvage. 

L’interaction Rsa1p-Hit1p a été initialement observée par double hybride (Ito et al., 2001) et a 

été confirmé par notre équipe (Rothé et al., 2014b). Les effets observés sur les taux de 

snoRNA en absence de Hit1p sont similaires avec ceux en absence de Rsa1p (Rothé et al., 

2014a; Rothé et al., 2014b): des niveaux réduits pour tous les snoRNA à boîtes C/D testés, 

sauf le U3, et des taux normaux de snoRNA à boîtes H/ACA et de UsnARN ont été 

observés. Pour la maturation du snoRNA U3, il a été montré que Hit1p et Rsa1p jouent 

probablement un rôle dans le traitement de l’extrémité 3’ (Rothé et al., 2014a).  

En utilisant une approche de protéolyse ménagée, couplée à une analyse par 

spectrométrie de masse, R. Back, M. Quinternet, X. Manival et J.M. Saliou ont réussi à isoler 

un complexe minimal Rsa1p317-352-Hit1p70-164, dont la structure par RMN a été résolue (Travail 

de thèse R. Back) (Rothé et al., 2014a). 
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La protéine ZNHIT3, aussi appelée TRIP3 (Thyroid Hormone Receptor Interacting 

protein 3), l’homologue humain de Hit1p est aussi requise pour maintenir la stabilité de 

NUFIP1 avec qui il s’associe de manière stable dans des cellules HeLa. Il a été montre que, 

comme Hit1p, la protéine ZNHIT3 est importante pour la stabilité de NUFIP1 (Rothé et al., 

2014a). 

 

3.3.2 Modèle d’assemblage des snoRNP à boîtes C/D chez les eucaryotes 
 

L’assemblage des particules snoRNP à boîtes C/D dans un extrait cellulaire préparé à 

partir de cellules humaines commence avec la fixation de la protéine Snu13/SNU13 sur le 

motif en K-turn formé par les boîtes C et D (Watkins et al., 2002). Les protéines Fibrillarine et 

NOP56 ont été retrouvées dans des études de microscopie électronique in vivo à être 

associées entre elles, indépendamment de leur association aux snoRNP (Lechertier et al., 

2009). Cette interaction, indispensable pour l'association des deux protéines avec les 

snoRNA à boîtes C/D, ne requiert pas le domaine riche en glycine et en arginine, ni le 

domaine de liaison à l'ARN, mais l’hélice alpha de la Fibrillarine (Lechertier et al., 2009). 

Des études in vitro des snoRNP à boîtes C/D ont suggéré une voie d'assemblage 

ordonné qui a lieu directement sur le snoRNA (Schultz et al., 2006b). En plus du domaine 

coiled-coil (cf. Chapitre 3.3.1.2.2), Nop56p et Nop58p contiennent un domaine NOP, qui est 

un module de liaison aux RNP et qui interagit avec un complexe préformé SNU13-snoRNA 

(Liu et al., 2007). Plusieurs études in vitro avaient conduit à l'hypothèse selon laquelle 

l'assemblage des snoRNP est initiée par la liaison de SNU13 au motif C/D du snoRNA suivie 

par le recrutement du dimère NOP58/Fibrillarine, l'interaction avec NOP56/Fibrillarine qui 

sont associés à l'extrémité C'/D’, et la formation de la structure mature active (Watkins et al., 

2002).  

In vivo, l'assemblage des snoRNP à boîtes C/D nécessite plusieurs facteurs 

d'assemblage: le complexe chaperonne HSP90-R2TP qui est également nécessaire pour la 

biogenèse des snoRNP H/ACA (Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008) et les deux facteurs 

spécifiques aux snoRNP C/D : NUFIP1, qui relie SNU13 au R2TP (Boulon et al., 2008; Rothé 

et al., 2014a), et BCD1, dont la fonction reste mal caractérisée (Peng et al., 2003). NOP58 

et/ou SNU13 sont des clientes probables de HSP90 (Boulon et al., 2008 ), et les sous-unités 

RuvBL1/RUVBL2 du complexe R2TP ont été supposées contribuer à un événement de 

remodelage sur la snoRNP immature (Boulon et al., 2008) (Watkins et al., 2004), car elles 

réalisent des interactions dépendant de l'ATP avec des protéines des snoRNP à boîtes C/D 

et avec d’autres facteurs d'assemblage (Cheung et al., 2010; McKeegan et al., 2009).  
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Le travail en collaboration avec le groupe d’Edouard Bertrand a apporté des informations 

supplémentaires sur le processus d’assemblage des snoRNP chez l’humain (Bizarro et al., 

2014). Des expériences de protéomique quantitative de type SILAC réalisées à Montpellier 

et de biologie structurale réalisées à Nancy ont révélé l'existence d'un complexe contenant 

cinq facteurs d'assemblage et les deux protéines SNU13 et NOP58 des snoRNP (Bizarro et 

al., 2014). Une étape tardive conduit à la libération de NUFIP1 et l'activation de l’activité 

catalytique de la snoRNP (Bizarro et al., 2014). Dans des cellules humaines HeLa 

transfectées avec un mutant du snoRNA U3 qui présente une association réduite avec 

NOP56, NOP58 et la Fibrillarine, un complexe protéique uniquement composé de ZNHIT3, 

BCD1(ZnHIT6), NUFIP1, RuvBL1/2, NOP58 et SNU13 peut être caractérisé. C’est ce 

complexe qui s’associerait aux snoRNA naissants accompagné de la libération rapide de 

ZNHIT3, alors que NUFIP1 et RuvBL1/2 resteraient liées jusqu'à un stade avancé de la 

biogenèse. La dissociation de ZNHIT3 mènerait à un renforcement de l’association de la 

Fibrillarine au complexe qui est déclenchée par l’interaction de NOP58 avec le motif C/D 

(Bizarro et al., 2014). Par conséquent, le complexe protéique précurseur semble être 

remodelé après sa liaison aux snoRNA naissants (Bizarro et al., 2014). RuvBL1/2 

s’associent avec NUFIP1, ZNHIT3 et ZNHIT6, mais l’interaction avec les deux derniers 

facteurs semble plus labile que celle avec NUFIP1 (Bizarro et al., 2014). Leur relâchement 

du complexe se réalise dans une phase tardive du processus d’assemblage (Bizarro et al., 

2014). Dans la même étude, un nouveau facteur potentiellement impliqué dans ce processus 

a été identifié, la protéine c12orf45, qui a été retrouvée associée au complexe et partenaire 

potentiel d’interaction avec RuvBL1/2.   
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Figure 20 : Modèle d’assemblage des snoRNP à boîtes C/D. Les diverses étapes intermédiaires sont 

montrées et le rôle potentiel du complexe R2TP dans ce processus est montré. Au début, un complexe protéique 

contenant ZNHIT3, NUFIP1, BCD1, et RuvBL1/2 s’associe à SNU13 et NOP58. A la suite, le snoRNA à boîtes 

C/D est incorporé dans la particule naissante, et la Fibrillarine interagit avec NOP58. Pendant cette étape, 

ZNHIT3 est libéré, mais NUFIP et SNU13 restent associées afin de prévenir un état catalytiquement actif de la 

particule. La rotation du module catalytique, formé par la Fibrillarine et le domaine N-terminal de NOP58, est 

déterminée par la libération de NUFIP1, et réalise l’activation de la particule. Dans cet état, le dimère 

NOP58/Fibrillarine interagit avec le snoRNA et avec le domaine TIP de NOP56, qui stabilise la particule dans une 

configuration active fermée. Fib: Fibrillarine. Tiré de Bizarro et al., 2014. Dans ce schéma les protéines ne 

respectent pas la nomenclature définie pour les protéines des RNP humaines.  
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3.3.3 Transport et localisation des snoRNP à boîtes C/D 
 

Le motif C/D s’est avéré être nécessaire et suffisant pour la localisation nucléolaire 

des snoRNA (Lange et al., 1998; Narayanan et al., 1999; Samarsky and Fournier, 1998; 

Verheggen et al., 2001). Pendant leur biogenèse, les snoRNP à boîtes C/D réalisent des 

passages par des structures spécialisés, comme les corps de Cajal chez les vertébrés ou les 

corps nucléolaires (nucleolar bodies ou NB) chez la levure. Ces structures contiennent 

l’hyperméthylase Tgs1p/TGS1 qui catalyse la réaction d’hyperméthylation de la coiffe m7G 

de certains snoRNA.  

Chez la levure, les protéines constitutives des snoRNP à boîtes C/D Snu13p, 

Nop1p/Fibrillarine, Nop56p et Nop5p/Nop58p sont importantes pour la localisation 

nucléolaire (Verheggen et al., 2001). En effet, l’expression d’un snoRNA U14 avec une tige 

terminale allongée afin de le stabiliser (Huang, 2002), a montré que l’appauvrissement de 

ces protéines conduit à une accumulation de l’ARN dans le nucléole, et cet effet est plus 

marqué pour Snu13p et Nop1p (Verheggen et al., 2001). De plus, seules les snoRNP 

correctement assemblées sont adressées au nucléole, car la localisation nucléolaire de 

Nop1p et Nop58p est dépendante de l’expression des autres protéines constituantes de la 

RNP (Verheggen et al., 2001). Les snoRNA U3 et U14 surexprimés à partir d’un vecteur ou 

placé dans un contexte intronique s’accumulent dans les NB (Verheggen et al., 2001). 

L’adressage de ces snoRNA vers le nucléole s’effectue après l’assemblage des protéines 

constitutives, car en leur absence ainsi qu’en absence du motif C/D, ils présentent une 

délocalisation hors du nucléole. L’accumulation nucléolaire des snoRNP à boîtes C/D est 

régulée par les facteurs Srp40p/NOPP140 et Nsr1p/Nucléoline, qui ont des effets opposés. 

En effet, l’absence de Srp40p conduit à une perte des snoRNA au niveau des NB, alors que 

l’absence de Nsr1p stimule cette accumulation et ces effets sont spécifiques pour les 

snoRNP à boîtes C/D (Verheggen et al., 2001). Comme nous le verrons plus loin (Chapitre 
3.4.1.3.1), le snoRNA U3 est probablement recruté sur le pré-ARNr pendant les étapes 

intermédiaires d’assemblage du processome SSU par les protéines Nsr1/Nucléoline et Rrp5. 

La Nucléoline n’est associée que transitoirement au SSU, où elle favorise l’appariement du 

snoRNA avec le pré-ARNr et probablement quitte le complexe peu après le recrutement de 

la snoRNP U3 (Turner et al., 2009).  

Dans une recherche systématique de mutants délétères pour la localisation 

nucléolaire des snoRNA chez S. cerevisiae (Qiu et al., 2008) les facteurs Nop4p, Prp21p et 

Tao3p ont été identifiés et sont requis pour l’accumulation de certains snoRNA dans les NB 
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et deux autres protéines, Sec14 et Htl1, comme impliquées dans leur dispersion depuis les 

NB vers le reste du nucléole.  

Nop4 est une protéine nucléolaire critique pour le traitement correct des pré-ARNr et 

la production de ribosomes fonctionnels (Berges et al., 1994; Sloan et al., 2013; Sun and 

Woolford, 1994). L’épuisement cellulaire en Nop4p se traduit par une inhibition du clivage au 

niveau des sites A0, A1 et A2 du pré-ARNr 35S (Berges et al., 1994; Sloan et al., 2013), 

sites connus pour nécessiter l’activité du snoRNA U3 (Hughes and Ares, 1991), ainsi qu’à 

l'accumulation de l’ARN 27SA et de ses produits de maturation (Berges et al., 1994; Sun and 

Woolford, 1994), mais le mécanisme moléculaire de la fonction de Nop4p n’est pas connu.  

Sec14p est une protéine cytosolique de transfert des phospholipides, requise pour la 

sécrétion des protéines depuis l’appareil de Golgi vers la membrane plasmatique (Bankaitis 

et al., 1989; Tschopp et al., 1984). Toutefois, la sécrétion continue de la protéine est 

essentielle pour la synthèse des ribosomes (Mizuta and Warner, 1994), ce qui indique des 

liens indirects avec des fonctions possibles à l'intérieur du noyau.  

Htl1p n’est pas une protéine essentielle pour la viabilité cellulaire, mais est importante 

pour la croissance de la levure à 37°C (Lanzuolo et al., 2001). Htl1p est une protéine 

nucléaire (Romeo et al., 2002) et est un composant du complexe de remodelage de la 

chromatine RSC, qui fonctionne dans la régulation et l'élongation de la transcription de l'ARN 

polymérase II (Oum et al., 2011; Romeo et al., 2002). Il est possible que les défauts 

d’élongation de la transcription retrouvés en absence de Htl1p génère des défauts dans le 

traitement des extrémités 3’ des snoRNA et/ou dans l’assemblage des snoRNP (et un défaut 

dans le ciblage nucléolaire) (Qiu et al., 2008). 

Chez les vertébrés, l’adressage des snoRNA vers les CB nécessite aussi la présence 

du motif C/D (Boulon et al., 2004; Narayanan et al., 1999; Samarsky and Fournier, 1998). 

Les facteurs NOP56 et NOP58 sont importantes pour l’adressage nucléolaire, car leur 

domaine C-terminal basique (Turner et al., 2009) est nécessaire et suffisant pour leur 

localisation nucléaire et nucléolaire (Pradet-Balade et al., 2011). Par rapport à l’assemblage 

des snoRNP à boîtes C/D de levure, seule la protéine SNU13 est nécessaire pour 

l’accumulation du snoRNA U3 au niveau des CB (Boulon et al., 2004). La protéine NOPP140 

(nucleolar phosphoprotein 140 kDa) est également impliquée dans le transport des snoRNA, 

fonctionnant comme une navette entre les CB et les nucléoles (Morimoto and Boerkoel, 

2013; Watkins et al., 2004) et régulant l’accumulation des particules dans ces 

compartiments. La Nucléoline est l'une des protéines non ribosomique les plus abondantes 

dans le nucléole où elle joue un rôle central dans la transcription par la Polymérase I. Elle se 
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trouve également à l'extérieur du nucléole, dans le nucléoplasme, le cytoplasme ainsi que 

dans la membrane cellulaire (Berger et al., 2015). Elle a notamment un rôle important dans 

la localisation nucléolaire des snoRNA, en favorisant leur incorporation dans les complexes 

pré-ribosomiques (Ginisty et al., 1999; Turner et al., 2009). 

PHAX et CRM1 sont deux facteurs importants dans le transport et la localisation 

intranucléaire des snoRNP (Boulon et al., 2004). Ils sont connus pour participer à la 

biogenèse des UsnRNP spliceosomales, en assurant l’export des UsnRNA coiffés m7G vers 

le cytoplasme. L'export des UsnARN est médié par un ensemble de cinq protéines: CBC 

(heterodimeric nuclear Cap Binding Complex) (Izaurralde et al., 1995), PHAX (Ohno et al., 

2000), CRM1, le récepteur de l'export nucléaire de la famille importin β et Ran-GTP 

(Izaurralde et al., 1997). CBC et PHAX sont des protéines adaptateur associant les snARN à 

la machine d’export nucléaire. CBC reconnaît et lie la coiffe m7G des snARN et PHAX 

interagit directement avec CBC et le snRNA (Segref et al., 2001). Un complexe stable de 

pré-export est initialement formé entre CBC, PHAX et le snRNA (Mourao et al., 2010). La 

phosphorylation de PHAX par la kinase CK2 est une condition préalable pour la liaison du 

signal d'export nucléaire (NES) de PHAX à CRM1-Ran-GTP conduisant à l'exportation 

nucléaire du complexe CBP-PHAX-snRNA-CRM1-Ran-GTP (Kitao et al., 2008; Ohno et al., 

2000). Dans le cytoplasme, l’hydrolyse de Ran-GTP et la déphosphorylation de PHAX par la 

phosphatase 2A (Kitao et al., 2008; Ohno et al., 2000) conduisent à la libération de CRM1 et 

Ran-GDP. La libération de PHAX et CBC se produit simultanément avec la liaison du 

complexe protéique SMN au snRNA (Massenet et al., 2002; Mourao et al., 2010). 

Le snoRNA U3 représente une exception, car bien que possédant une coiffe m7G, il 

n’est pas exporté (Boulon et al., 2004; Terns and Dahlberg, 1994). Cependant, sa coiffe m7G 

est importante pour son transport vers les CB (Boulon et al., 2004). Les protéines PHAX et 

CRM1 interviennent de manière séquentielle dans le transport du snoRNA U3. La protéine 

PHAX s’associe dans un premier temps au snoRNA U3 porteur de la coiffe m7G et favorise 

son accumulation dans les CB. Ensuite, le complexe CRM1/Ran-GTP est recruté sur l’ARN 

porteur d’une coiffe m2,2,7G et intervient dans son transport vers le nucléole.  

Le facteur CRM1 participe au trafic nucléaire des snoRNP en coopération avec 

l'isoforme longue de l’hyperméthylase cytoplasmique TGS1 (TGS1-LF) et NOP58. TGS1-LF 

contient un signal d'export nucléaire riche en leucine, alterne entre le noyau et le cytoplasme 

de manière CRM1-dépendante, et interagit avec le signal de localisation nucléolaire (NoLS) 

situé dans la partie C-terminale basique de NOP58 (Pradet-Balade et al., 2011). Des 

données in vitro indiquent que CRM1 interagit avec TGS1-LF et favorise sa dissociation du 

NoLS de NOP58 (Pradet-Balade et al., 2011). La protéine TGS1-LF, est principalement 
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localisée au niveau du cytoplasme (Pradet-Balade et al., 2011) et son interaction avec le 

domaine C-terminal de la protéine NOP58 inhibe la localisation nucléolaire des snoRNP 

(Pradet-Balade et al., 2011). En présence du complexe Ran-GTP, CRM1 reconnaît le signal 

d’export (NES) spécifique de la protéine TGS1-LF conduisant à la dissociation de NOP58 et 

en favorisant ainsi l’adressage cytoplasmique de TGS-LF et le transport des snoRNP vers le 

nucléole (Pradet-Balade et al., 2011).  

D’autres ARN présentant une coiffe m7G sont transportés par ce mécanisme 

dépendant de PHAX, comme les snoRNA U8, U13 ou bien l’ARN du complexe télomérase 

(Boulon et al., 2004; Watkins et al., 2004), mais aussi le snoRNA U14 intronique qui n’est 

pas coiffé m7G, ce qui indique que son rôle ne s’arrête pas seulement dans les ARN portant 

la coiffe m7G (Watkins et al., 2004). Cette observation a été confirmée par la démonstration 

du transport d’un ARN U3 variant ne portant pas de coiffe m7G (Boulon et al., 2004). Ainsi, le 

système PHAX/CRM1 participe au trafic intranucléaire des ARN non codants 

indépendamment de la coiffe m7G incluant les snoRNA H/ACA (Pradet-Balade et al., 2011). 

Ce système pouvait en effet avoir le rôle de régulation des taux des snoRNP produits en 

corrélation avec le nombre des ribosomes. L’indisponibilité de la protéine CRM1 due à une 

séquestration par les sous-unités 40S et 60S pourrait moduler l’adressage des snoRNP vers 

les nucléoles, en ralentissant ainsi la production de nouveaux ribosomes (Pradet-Balade et 

al., 2011). 

 

3.3.4 Importance des modifications post-traductionnelles  (MPT) pour la 
biogenèse des snoRNP à boîtes C/D  

 

La MPT par SUMOylation est un mécanisme important de régulation de la fonction 

des protéines, en particulier dans le noyau. Ces modifications ont été identifiées chez 

certaines protéines des snoRNP humaines, en en particulier la protéine NOP58 (Matic et al., 

2010; Westman and Lamond, 2011; Westman et al., 2010). Des expériences de protéomique 

quantitative par SILAC ont permis d’identifier Nhp2p et Nop58p comme faisant partie des 

protéines SUMOylés (Westman et al., 2010). Cela révélait un rôle potentiel de la 

SUMOylation dans la biogenèse et/ou la fonction des snoRNP. Des analyses mutationnelles 

ont révélé la présence de ces modifications au niveau de la lysine K5 de Nhp2p, et les 

résidus de la région C-terminale K467 et K497 de Nop58p (Westman et al., 2010). La 

SUMOylation du résidu K497 est plus importante que celle du résidu K467 (Westman et al., 

2010). Néanmoins, un alignement des séquences de la protéine Nop58 chez différentes 

espèces révèle que les résidus K467, K497 et le motif consensus pour la SUMOylation (ψ-K-
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X-[E/D]) les entourant, sont conservés entre l'homme et la souris, mais pas chez les 

organismes inférieurs, ce qui suggère que la SUMOylation de Nop58p est apparue 

récemment dans l'évolution (Westman et al., 2010). L’ajout des groupements SUMO sur 

NOP58 au niveau du nucléoplasme ou des Corps de Cajal est principalement catalysé par 

les enzymes SUMO2/3 et moins par SUMO1. Les isopeptidases SEN3/5 sont impliquées 

dans l’élimination du groupement SUMO se produisant au niveau du nucléole (Westman et 

al., 2010).  

Une étude récente a analysé la présence de structures spécifiques nucléolaires 

nommées CNoBs (CRM1-Nucleolar bodies) et INB (Intranucleolar bodies) dans les cellules 

HeLa humaines (Souquere et al., 2015). Les INB sont fibrillaires et présentent une forte 

concentration des enzymes SUMO1 et SUMO-2/3.  

La phosphorylation de la serine 502 de NOP58 est un pré-requis pour la conjugaison 

d’un groupement SUMO avec la lysine 497. De manière remarquable, les trois acides 

glutamiques aux positions 503-505 ne se sont pas capables de compenser l'absence de la 

sérine dans le mutant S502A (Matic et al., 2010). La sérine 502 est situé dans le site 

consensus de phosphorylation de la caséine kinase II (CK2) ([ST]xx[ED]) (Matic et al., 2010). 

De plus, la phosphorylation par la caséine kinase II d'un peptide correspondant au motif 

SUMO-phospho dans NOP58 apparait favoriser la SUMOylation de NOP58. 

Fonctionnellement, la SUMOylation de NOP58 est importante pour la liaison au snoRNA 

(Westman et al., 2010). 

Les protéines NOP56 et SNU13 ne semblent pas être des cibles pour des 

modifications par SUMO. Le fait que la protéine NOP56 humaine est relativement peu 

SUMOylée même si elle contient aussi un domaine C-terminal riche en lysines, suggère que 

ce mode de régulation est spécifique pour la protéine NOP58. La modification sélective des 

certaines protéines cœur mais pas sur d’autres pouvaient indiquer que les modifications 

post-traductionnelles, et en particulier les SUMOylations, constituent un système général de 

régulation de la biogenèse des snoRNP. 

Chez l’humain, les différences dans les MPT, telles que la SUMOylation des K467 et 

K497 de NOP58 pourraient souligner les différences fonctionnelles de NOP56 et NOP58 

dans la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. Le domaine C-terminal (~aa 441-529) très 

chargé de NOP58 pourrait agir comme un capteur pour réguler la fonction et/ou la quantité 

de la protéine par le biais des MPT. Les domaines de NOP58 (aa 482-529) et NOP56 (aa 

505-603) présentent une localisation nucléolaire et dans les CB, et des versions tronquées 

de ces domaines NOP58 (aa 1-482) et NOP56 (aa 1-505) résident dans le cytoplasme 
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(Westman et al., 2010). Ceci suggère que les domaines C-terminaux de NOP56/58 

contiennent chacun un NoLS et sont impliqués dans la régulation de la biogenèse et/ou le 

transport des snoRNP à boîtes C/D vers le nucléole (Westman et al., 2010). Dans le modèle 

proposé par Westman et al, NOP58 nouvellement traduite est importée rapidement dans le 

nucléoplasme et s’accumule dans les CB. NOP58 s’associe avec des facteurs d'assemblage 

des snoRNP et les protéines cœur des snoRNP à boîtes C/D (Westman and Lamond, 2011). 

La SUMOylation se produit soit dans le nucléoplasme, soit dans les CB ou dans les deux, et 

favorise les interactions avec les facteurs d'assemblage nécessaires à la restructuration des 

événements soutenant une association stable de protéines des snoRNP avec le snoRNA 

(Watkins et al., 2004). Le complexe mature s’accumule ensuite dans le nucléole, où une ou 

plusieurs molécules SUMO sont libérées de NOP58 par SENP3 et/ou SENP5. Les protéines 

NOP58 nucléolaires sont plus stables que les protéines NOP58 nucléoplasmiques ce qui 

peut indiquer le fait que la SUMOylation peut agir comme une « étiquette » de signalisation 

pour les snoRNP qui ont été assemblées correctement, avec des défauts empêchant la 

SUMOylation et permettant l’ubiquitination de NOP58 et la dégradation subséquente par le 

protéasome dans le nucléoplasme (Westman and Lamond, 2011). 

La poly(ADP-ribosy)lation (PARylation ou pADPr) est une MPT réversible trouvée 

chez les eucaryotes supérieurs. Cette modification représente l’un des premiers mécanisme 

de réponse et de signalisation suite à un stress génotoxique (Lukas et al., 2011). L'activation 

des poly(ADP-ribose)(PAR) polymérases (PARP, aussi appelé ADP-ribosyltransférases) 

entraîne la synthèse rapide des chaînes longues ramifiées de PAR, et ce phénomène peut 

conduire à une augmentation transitoire rapide de 10 à 500 fois plus des niveaux de PAR 

cellulaires (Hassa et al., 2006). Les polymères PAR sont proposés de jouer un rôle clé dans 

la régulation de la structure et la modulation de la chromatine, dans la réparation de l'ADN, 

dans la transcription et dans l’apoptose (Luo and Kraus, 2012). 

Des travaux récents montrent que la FBL humaine porte des résidus PARylés 

(Boamah et al., 2012; Gagne et al., 2012; Jungmichel et al., 2013; Zhang et al., 2013b). 

Chez la Drosophile, la perturbation du métabolisme de pADPr soit par PARP1 ou par le 

PARG (PARG poly(ADP-ribose) glycohydrolase) provoque une mauvaise localisation de la 

FBL et la fragmentation du nucléole. La PARylation de la Fibrillarine a lieu dans les CB 

(Kotova et al., 2009).  

Une étude spécifique à FBL rapporte que FBL peut être poly-ubiquitinylée, mais ne 

précise pas sur quel(s) site(s) (Chen et al., 2002). Dans cette étude, l’inhibition de la 

transcription nucléolaire par le mercure induit une redistribution de la Fibrillarine nucléolaire 
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(Chen and von Mikecz, 2000), et une co-localisation avec les protéasomes 

nucléoplasmiques, ainsi qu’une dégradation de la Fibrillarine dépendante du protéasome.  

La base de données PhosphoSitePlus (www.phosphositeplus.org) référence 31 

résidus modifiés chez la FBL humaine, dont 4 résidus acétylés (K102, K121, K205 et K206), 

10 résidus ubiquitinylés (K102, K109, K121, K131, K143, K158, K205, K206, K285, K292), 3 

résidus méthylés (R15, R27, R34, R36), 4 résidus SUMOylés (K102, K109, K143, K158), 8 

résidus phosphorylés (S6, S116, Y118, S124, S126, T208, T298, Y302) et 1 résidu succinylé 

(K121). Néanmoins, une partie de ces données sont issues d’expériences de spectrométrie 

de masse à haut débit, et donc ne sont pas toutes confirmées.  

Des études de mutations du domaine GAR, de SILAC, et de spectrométrie de masse 

ont identifié quatre mono-méthylations d’arginine dans le domaine GAR (Ai et al., 1999; Guo 

et al., 2014). Des acétylations de lysines ont été décrites chez la FBL humaine dans des 

échantillons enrichis en peptides acétylés avec des anticorps spécifiques de lysine acétylée 

(Choudhary et al. 2009; Mertins et al. 2013). Deux phosphosérines pS6 et pS124 (la plus 

documentée, 28 études) ont été détectées lors d’étude du phosphoprotéome mitotique 

(Dephoure et al., 2008; Hegemann et al., 2011; Kettenbach et al., 2011; Malik et al., 2009; 

Olsen et al., 2010; Santamaria et al., 2011) suggérant que certaines MPT de la FBL humaine 

puissent avoir lieu en réponse à des signaux régulant la prolifération cellulaire, ou lors de 

l’arrêt de la biogenèse des ribosomes pendant la mitose. 

Aucune de ces MPT n’a été l’objet d’études biochimiques dédiées, et bien que les 

rôles globaux de l’acétylation, la phosphorylation, l’ubiquitinylation et la PARylation soient 

très étudiés, nous ne disposons d’aucune information concernant leur rôle exact vis-à-vis de 

FBL et de son activité. 

 

3.4 Les fonctions des snoRNP à boîtes C/D 
 

Les ARN ribosomiques (ARNr) contiennent plusieurs résidus 2'-O-méthylés et 

pseudouridines, dont la plupart sont regroupés dans des régions fonctionnellement 

importantes du ribosome, telles que le centre peptidyl transférase (PTC), le centre de 

décodage et l’interface entre sous-unités (Decatur and Fournier, 2002). La 2'-O-méthylation 

stabilise les paires de bases uniques ou les liaisons d’hydrogène et peut renforcer ou 

modifier le repliement de l’ARN (Helm, 2006). Ce type de modification est essentiel pour la 

croissance cellulaire, tandis que la suppression de certaines modifications individuelles 

augmente la sensibilité cellulaire à des stress et aux antibiotiques agissant sur le ribosome 

(Baudin-Baillieu et al., 2009; Liang et al., 2007, 2009). Chez les eucaryotes les 2’-O-méthyles 
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sont introduits dans les ARNr par l’activité des snoRNP à boîtes C/D. De plus, quelques 

snoRNP non catalytiques comme la snoRNP U3 est essentielle pour la maturation du 

précurseur des ARNr. Ainsi, les snoRNP C/D, tout comme les snoRNP H/ACA, sont des 

acteurs essentiels de la biogenèse des ribosomes.  

3.4.1 La biogenèse des ribosomes 
Les ribosomes organisés en deux sous-unités ribonucléoprotéiques (Tableau 10) sont 

les composants cellulaires qui participent au décodage du code génétique des phases 

ouvertes de lecture des ARNm et catalysent la synthèse des protéines dans tous les 

organismes. Leur biogenèse est l’un des processus les plus complexes et les plus coûteux 

en énergie de la cellule. Il est ainsi essentiel d’avoir une coordination de l’expression des 

différents composants participant à ce processus, en fonction des différents statuts 

cellulaires (nutritionnels, stress environnemental, présence des facteurs de croissance) 

(Warner, 1999). Cela nécessite une coordination très fine entre la production des protéines 

ribosomiques, des ARNr et des snoRNP (Fromont-Racine et al., 2003; Henras et al., 2008; 

Lafontaine and Tollervey, 2001; Venema and Tollervey, 1999). Chez les eucaryotes, ce 

processus a lieu de manière séquentielle, depuis le nucléole, puis le nucléoplasme, et enfin 

le cytoplasme. Il implique la transcription et la maturation des ARN pré-ribosomiques, leur 

repliement correct et l’assemblage avec les protéines ribosomiques, ainsi que le transport 

des particules pré-ribosomiques dans le cytoplasme, pour les étapes finales de leur 

maturation. Des nombreux facteurs intermédiaires (protéines et petits ARN) participent de 

manière transitoire dans les différentes étapes de maturation (Henras et al., 2008), et parmi 

ces facteurs, les snoRNP C/D et H/ACA réalisent des étapes de modifications de 

nucléotides, des clivages endonucléolytiques et participent à la formation des particules pré-

ribosomiques. 

 Archées Bactéries Eucaryotes 
Ribosome 
(coefficient de sédimentation) 70S 70S 80S 

Grande sous-unité 
(coefficient de sédimentation) 50S 50S 60S 

   Nombre de protéines 33 34 46 

   ARNr  23S  
5S  

23S  
5S  

28S  
5S  
5,8S  

Petite sous-unité 
(coefficient de sédimentation) 30S 30S 40S 

   Nombre de protéines 20 21 33 

   ARNr 16S  16S 18S  

Tableau 10: Comparaison entre les ribosomes d’archées, bactériens et eucaryotes.  
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L’assemblage des ARNr (soit un total de ~5500 nt) avec les 79 r-protéines pour former 

des ribosomes nécessite 76 snoRNA différents et plus de 200 facteurs d'assemblage 

différents. Non seulement ce processus est coûteux en énergie pour la cellule, mais aussi il 

doit être réalisé à une vitesse très rapide et en continu, car plus de 2000 ribosomes sont 

assemblés chaque minute dans une cellule de levure en croissance rapide (Warner, 

1999)(Warner 1999). 

La biogenèse du ribosome est également soumise à une inspection rigoureuse, et des 

mécanismes complexes assurent un contrôle qualité. Ce contrôle est couplé à l'export des 

pré-ribosomes vers le nucléoplasme et comprend des étapes cytoplasmiques de contrôle, 

juste avant les dernières étapes de la construction des sous-unités. 

Parce que la production des ribosomes est étroitement liée à la croissance et à la 

prolifération cellulaire, la dérégulation de leur assemblage a de profondes conséquences. 

Des mutations dans la plupart des facteurs d'assemblage et des r-protéines qui mènent à 

leur perte de fonction complète sont létales chez la levure et chez les embryons des 

métazoaires. Une perte de fonction partielle, ou haplo-insuffisance des ribosomes chez 

l'homme peut se manifester comme une variété de maladies, dites ribosomopathies, y 

compris une petite taille, du retard mental, des anomalies articulaires, des aplasies 

médullaires, des dysmorphies cranio-faciales, ou encore la prédisposition au cancer.  
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3.4.1.1 Transcription des pré-ARNr par l’ARN polymérase I 

Chez les eucaryotes, la biogenèse des ARNr et son incorporation dans les sous-

unités ribosomiques est un processus complexe qui commence dans le nucléole avec la 

synthèse par l’ARN polymérase I d’un précurseur pré-ARNr 35S chez la levure et 45S chez 

l’homme et par la transcription dans le nucléoplasme du pré-ARNr 5S par l’ARN polymérase 

III. Les ARNr 18S, 5,8S et 28S sont libérés durant les étapes de maturation du pré-ARNr 

35S/45S. Dans le précurseur pré-ARNr, les séquences des ARNr sont bordées au niveau 

des extrémités du transcrit par des régions appelées 5’-ETS et 3’-ETS (External Transcribed 

Spacer); les séquences 18S, 5.8S et 25/28S sont séparées par les régions ITS1 et ITS2 

(Internal Transcribed Spacer). Le transcrit primaire naissant est modifié par des snoRNA et 

s’associe avec une multitude de facteurs d’assemblage et de protéines ribosomiques dans 

des particules pré-ribosomiques 90S (Dragon et al., 2002; Grandi et al., 2002; Osheim et al., 

2004). Il subit alors des étapes successives de maturation, qui consistent dans un premier 

temps à éliminer la région 5’-ETS de l’ARNr 35S (donnant naissance à l’ARNr 32S) 

(Gallagher et al., 2004; Lee and Baserga, 1997). Puis, après clivage au niveau du site A2 

présent dans la séquence ITS1, entre les ARNr 18S et ARNr 5.8S, la particule pré-

ribosomique 90S se divise alors en deux complexes indépendants correspondant aux 

particules ribosomiques pré-40S et pré-60S. Les sous-unités ribosomiques sont ensuite 

maturées et assemblées pour former les ribosomes dans la cytoplasme (Henras et al., 

2008).   

 

3.4.1.2 Les étapes de maturation des pré-ARNr 

Les quatre séquences espaceurs transcrites au sein du pré-ARNr sont éliminées par des 

réactions de clivage endonucléolytique et exonucléolytique (Venema and Tollervey, 1995) 

(Figure 21). Ce processus commence habituellement avec le clivage par l’endonucléase 

RNase III Rnt1p pour générer l'extrémité 3' du pré-ARNr primaire 35S (Kufel et al., 1999). 

Les clivages du pré-ARNr 35S peuvent se produire soit dans la région 5' ETS soit dans la 

séquence ITS1, à l'un des sites A0, A1, ou A2. La séquence 5' ETS est éliminée en deux 

étapes: le clivage au site A0 qui génère le pré-ARNr 33S, puis le clivage au site A1 qui 

produit le pré-ARNr 32S (Beltrame et al., 1994; Hughes and Ares, 1991). Le clivage au site 

A2 dans l’ITS1 génère les pré-ARNr 20S et 27SA2, divisant la voie de biogenèse des pré-

ARNr et la maturation des sous-unités (Udem and Warner, 1972). Le clivage dans l’ITS1 

peut également être fait par la RNase MRP (mitochondrial ARN processing) au niveau du 

site A3, produisant les pré-ARNr 23S et 27SA3 (Lygerou et al., 1996).   
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Figure 21 : Maturation des pré-ARNr chez la levure. Le pré-ARNr 35S est transcrit par l’ARN Polymérase I et 

contient les séquences pour les ARNr 18S, 5.8S, et 25S (cylindres noirs, gris foncé et gris claire), séparées par 

des séquences ETS (External Transcribed Spacer) et ITS (Internal Transcribed Spacer), représentées par des 

lignes solides. Le pré-ARNr 5S (cylindre blanc) est transcrit par l’ARN Polymérase III. Les séquences espaceurs 

sont éliminées du pré-ARNr par des étapes de clivage endo- et exonucléolytique, au niveau des sites indiqués. Le 

processus commence dans le nucléole mais des étapes de maturation ont lieu dans le nucléoplasme et 

cytoplasme. Pendant les divisions cellulaires rapides, la plupart des pré-ARNr subissent des clivages co-

transcriptionnelles aux sites A0, A1 et A2, avant la fin de la transcription. Tiré de Woolford and Baserga, 2013.  
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Le pré-ARNr 20S est intégré dans des particules pré-RNP 43S et le pré-ARNr 27SA2 se 

trouve dans le pré-rRNP 66S (Udem and Warner, 1972). Les pré-rRNP 43S sont exportées 

du nucléole à travers le nucléoplasme vers le cytoplasme, où le pré-rARN 20S subit un 

clivage endonucléolytique au niveau du site D pour supprimer les séquences ITS1 restantes, 

produisant ainsi l’ARNr 18S mature (Fatica et al., 2003). En revanche, la maturation de 

préribosomes 66S est plus complexe et plus longue. La maturation du pré-ARNr 27SA2 

continue dans le nucléole par deux voies alternatives:  

1. Environ 85 à 90% de pré-ARNr 27SA2 évoluent vers l’intermédiaire 27SA3 par 

clivage endonucléolytique par la RNase MRP sur le site A3 dans l’ITS1 (Lygerou et 

al., 1996; Shuai and Warner, 1991). Les autres séquences ITS1 sont éliminées du 

pré-ARNr 27SA3 par les exonucléase 5'-3' Rat1p et Rrp17p qui s’arrêtent au niveau 

du site B1S pour former l'extrémité 5' du pré-ARNr 27SBS (Oeffinger et al., 2009). 

2. Les autres 10 à 15% des pré-ARNr 27SA2 sont directement clivés au niveau du site 

B1L dans le pré-ARNr 27SA2, par une endonucléase inconnue, pour générer le pré-

ARNr 27SBL. Les pré-ARNr 27SBS et 27SBL subissent un traitement identique par 

un clivage endonucléolytique au site C2 dans l’ITS2 pour générer le pré-ARNr 25.5S 

et 7SS ou 7SL. L'extrémité 5' de l'ARNr 25.5S est clivée par Rat1p pour former les 

ARNr 25S matures (Geerlings et al., 2000). Les extrémités 3' du pré-ARNr 7S sont 

traitées en plusieurs étapes pour produire les ARNr 5.8SS et 5.8SL matures 

(différence de 6 nt à leur extrémité 5') (Henry et al., 1994; Mitchell et al., 1996). Cette 

hétérogénéité dans l’extrémité 5' des ARNr 5.8S est conservée parmi les eucaryotes, 

bien que sa signification reste incertaine. Les deux formes sont fonctionnelles, étant 

donné que les deux sont présentes dans les polyribosomes. 

Bien que les intermédiaires pré-ARNr soient des repères utiles pour la progression de 

l'ensemble de la sous-unité, il n'y a pas nécessairement un ordre obligatoire dans la voie de 

biogenèse complète. Bien que parfois une étape de maturation soit un prérequis pour initier 

l’étape suivante (Lamanna and Karbstein, 2011; Vos et al., 2004), dans d'autres cas, le 

blocage d'une étape n'empêche pas des étapes ultérieures de se produire (Torchet and 

Hermann-Le Denmat, 2000). Ainsi, l'ordre apparent des étapes peut être dicté par la vitesse 

relative à laquelle ces sites sont identifiés et sont utilisés, plutôt que simplement par la fin 

d'une étape précédente. 



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 135 
 

3.4.1.3 La maturation et la modification des ARNr s’effectue de manière co-
transcriptionnelle 

Des études portant sur l’analyse de la chromatine chez la levure (Osheim et al., 2004) 

ont révélé un clivage co-transcriptionnel dans la majorité des transcrits pré-ARNr naissants. 

D’autres études, basées sur des dosages biochimiques quantitatifs et des modélisations 

mathématiques du clivage (Kos and Tollervey, 2010), montrent que 70% des transcrits ont 

été clivés de manière co-transcriptionnelle. Cependant, le clivage en ITS1 n’est pas 

obligatoire. Chez la levure le mécanisme peut être à la fois post- et co-transcriptionnel. 

L’ARNr naissant s’associe précocement avec de nombreux facteurs dans une particule pré-

ribosomique 90S appelée processome SSU (Zhang et al., 2016b). 

Chez l’homme, la nucléoline se lie à un motif évolutivement conservé (ECM) au niveau 

du site A' dans la région 5' ETS et stimule le recrutement de la snoRNP U3 sur le pré-ARNr 

in vitro (Ginisty et al., 1998). Cette étape n’est pas dépendante de l’appariement des bases 

entre le snoRNA U3 et l’ARNr pour l'intégration de la snoRNP U3 dans le processome SSU 

(Ginisty et al., 1998). Cela suggère que la nucléoline joue un rôle clé dans le recrutement de 

la snoRNP U3. La nucléoline, la protéine nucléolaire le plus abondante, est impliquée dans 

de nombreux processus, et un excès de cette protéine bloque la maturation du pré-ARNr 

chez des oocytes de Xenopus sp. (Roger et al., 2003). Par conséquent, l'association de la 

nucléoline avec la snoRNP U3 peut aider à réguler l'interaction de cette protéine avec le pré-

ARNr. En outre, la nucléoline contribue possiblement au recrutement du complexe 50S sur le 

pré-ARNr et sur les séquences du snoRNA U3 qui s’apparient avec l’extrémité 5' ETS, qui ne 

sont pas nécessaires pour la formation de la SSU processome. Le recrutement du complexe 

50S sur le pré-ARNr est probablement aussi médié par la protéine de liaison à l'ARN RRP5. 

En effet, cette protéine s’est avérée essentielle pour la production d'ARNr 18S dans les 

cellules humaines (Sweet et al., 2008). 

En plus de la RNase MRP et de la snoRNP U3, il y a 3 autres snoRNP qui jouent un rôle 

dans le traitement du pré-18S: U14, snR30 (U17, E1) et snR10 (Kiss et al., 2010; Watkins 

and Bohnsack, 2012). U14 est un snoRNA à boîtes C/D et snR30 et snR10 sont des 

snoRNA à boîtes H/ACA (Tableau 11). Les snoRNA U14 et snR30 sont codés par des 

gènes essentiels mais pas le snR10. Le U14 et le snR10 effectuent un double rôle à la fois 

dans le traitement des pré-ARNr et il réalise des modifications sur l’ARNr (Liang et al., 2010). 

Contrairement à ces deux snoRNP mais de la même manière que le U3, le snR30 s’apparie 

au pré-ARNr pour participer au traitement pré-18S mais il n'a pas de cible ARN connue 

(Atzorn et al., 2004; Lemay et al., 2011). Le snoRNP snR30 s’associe spécifiquement avec 

les protéines Utp23 et Kri1 (Hoareau-Aveilla et al., 2012) et il y a des données suggérant que 
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Utp23p est nécessaire pour la libération de snR30 des pré-ribosomes en cours 

d'assemblage. L’ARN snR30 a été montré être requis pour l'assemblage du processome 

SSU (Hoareau-Aveilla et al., 2012). 

snoRNA Classe Essentiel ? Fonction 

U3 Box C/D Oui Maturation 

U14 Box C/D Oui Maturation et 2′-O-méthylation 

snR30 Box H/ACA Oui Maturation 

snR10 Box H/ACA Non Maturation et pseudouridylation 

RNase MRP Unique 
Oui mais pas pour la 

maturation 
Maturation 

Tableau 11: Les snoRNA de levure participant dans le traitement du pré-rARN 18S. 

 

Alors que de nombreux facteurs protéiques et des complexes snoRNP sont nécessaires 

pour réaliser les clivages dans la biogenèse nucléolaire du pré-ARNr SSU, l'identification des 

enzymes de clivage pour la biogenèse du 18S a été plus difficile. La protéine Utp24, qui 

content un domaine PINc (associé avec une activité nucléase) a été proposée comme 

enzyme de clivage aux sites A1 et A2 (Bleichert et al., 2006). Des mutations des résidus 

dans le site actif prédit de la Utp24p provoquent une croissance réduite des cellules et des 

défauts de clivage au niveau des sites A1 et A2, en accord avec un rôle d'endonucléase de 

clivage pour ces étapes de la biogenèse nucléolaire de la SSU. La protéine cyclase-like, 

Rcl1, a également été proposé avoir une activité endonucléase qui clive au niveau du site A2 

(Horn et al., 2011) car Rcl1p recombinante clive l’ARNr contenant le site A2 in vitro (Delprato 

et al., 2014; Tanaka et al., 2011). 

 

.  
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Figure 22 : Formation co-transcriptionnelle des particules pré-ribosomiques chez Saccharomyces 
cerevisiae. (A) Image de microscopie électronique d'un gène d'ADNr en cours de transcription. (B) 

Représentation schématique des divers étapes d'assemblage des pré-ribosomes sur le pré-ARNr naissant. Chez 

S. cerevisiae les clivages aux sites A0, A1 et A2 ont lieu de façon co-transcriptionnelle. Adapté de Osheim et al., 

2004.  
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L’assemblage des ribosomes débute de manière co-transcriptionnelle, par la formation 

d’une grande particule contenant le pré-ARNr 35S, sur lequel des nombreux facteurs non-

ribosomiques s’associent de manière transitoire (Tschochner and Hurt, 2003). Cette particule 

initiale a un haut poids moléculaire, et contient en principal des facteurs impliqués dans la 

maturation de l’ARNr 18S, qui est incorporé dans la particule pré-40S. Le complexe pré-60S 

est assemblé ultérieurement, mais ce processus commence aussi de manière co-

transcriptionnelle (Osheim et al., 2004). L’assemblage des ribosomes débute par le 

recrutement de protéines ribosomiques, d’autres facteurs non-ribosomiques et des RNP sur 

le pré-ARNr 35S naissant. (Kressler et al., 2010). Dans ce stade, un bouton terminal se 

forme à l’extrémité 5’ de l’ARNr 35S (Miller and Beatty, 1969; Osheim et al., 2004) (Figure 
22B). L’observation par microscopie électronique de ces éléments permet la visualisation 

des structures dites en « arbre de noël » (Osheim et al., 2004) (Figure 22A). Apres le clivage 

au site A2, d’autres bourgeons terminaux apparaissent, l’extrémité 5’ du transcrit primaire, 

qui vont être incorporés dans la particule pré-60S (Osheim et al., 2004) (Figure 22).  

Alors que la fonction de guidage des modifications est relativement bien comprise pour 

les snoRNP à boîtes C/D, ces particules peuvent également exercer d'autres fonctions. 

Certains snoARN eucaryotes à boîtes C/D ou H/ACA exercent des fonctions autres que la 

modification de l'ARN (Henras et al., 2008; Phipps et al., 2011). Un exemple est la snoRNP à 

boîtes C/D U3, qui est un acteur essentiel de l’activité au sein du processome, et nous allons 

par la suite détailler son mécanisme d’action. D’autres snoRNP participent à l’activité du 

processome. En plus de la snoRNP U3 et d'autres snoRNP de modification, de nombreux 

facteurs participant à la biogenèse de la SSU s’associent à la pré-ARNr SSU. Un grand 

nombre des composants protéiques de processome SSU contiennent des domaines 

d'interaction protéine-protéine, comme des répétitions WD, bien qu'il existe aussi des 

domaines de liaison à l’ARN connus identifiables. Certaines r-protéines de la SSU peuvent 

également être retrouvées associés avec la snoRNP U3 (Bernstein et al., 2004). Cependant, 

des facteurs d’assemblage spécifiques pour la biogenèse de la LSU ne sont pas retrouvés 

associés au processome SSU chez la levure. Lorsqu'elles sont épuisées, la quasi-totalité des 

protéines essentielles provoquent des défauts de clivage du pré-ARNr au niveau des sites 

A0, A1, et A2. La perturbation ou la déplétion des protéines non essentielles provoque une 

cryosensibilité, une caractéristique bien connue dans les défauts d'assemblage des 

ribosomes (Guthrie et al., 1969), et dans les défauts de clivage au niveau des sites A1 et A2. 

La voie de l'assemblage et de la structure de la particule 90S a été étudiée récemment en 

analysant les constituants des particules 90S de levure associés à l’ARNr 18S (Zhang et al., 

2016b). Il a été déterminé qu’un nombre de 65 protéines et les snoRNA C/D U3, U14 et 

snoRNP H/ACA snR30 sont co-purifiés, révélant un processus d’assemblage dynamique et 
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séquentiel. La nucléation du complexe 90S peut être initiée par la région 5’ ETS. Lorsque la 

structuration de l’ARNr 18S est presque terminée, le processome 90S subit une 

réorganisation, libérant des snoRNP U14, snR30, et un jeu de 14 protéines. Il existe aussi 

des complexes 90S entièrement assemblés n'ayant pas subi de maturation de la région 5' 

ETS (Zhang et al., 2016b).  

Chez la levure, les snoRNP à boîtes H/ACA catalysent la pseudouridylation de 55 sites 

sur l'ARNr, alors que les snoRNP à boîtes C/D catalysent la 2'-O-ribose méthylation de 44 

sites (Decatur and Fournier, 2002). La méthylation co-transcriptionnelle a aussi lieu dans les 

ARNr humains, où il y a deux fois plus de modifications que chez l’ARNr de levure (102 sites 

pseudouridylés et 93 sites méthylés) (Decatur and Fournier, 2002 et pour revue Lafontaine, 

2015; Watkins and Bohnsack, 2012). 

Les modifications se produisent dans des séquences des ARNr matures qui ont une 

importance fonctionnelle dans le ribosome (Decatur and Fournier, 2002). Ces modifications 

sont importantes pour un fonctionnement optimal du ribosome, car les ribosomes où celles-ci 

font défaut présentent une efficacité réduite de traduction (Jack et al., 2011; Liang et al., 

2007).  
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Figure 23 : Sites de modification des ARNr chez la levure. L'ARNr de Saccharomyces cerevisiae est estimé à 

contenir 109 modifications, et les positions de nucléotides sont connus pour 108 d'entre eux. Les sites prédits 

sont présentés dans les sous-unités ribosomiques tridimensionnelles pour toutes les 44 pseudouridines (Ψ), 54 

(sur 55) 2’-O-méthylations (Nm) et 10 (~10) méthylations de bases (mN). La distribution de ces modifications 

dans la petite (SSU) et grande sous-unité (LSU) sont les suivantes: Ψ (rouge), 14/30; mN (orange), 3/7; Nm 

(vert), 17/37. (A) Structure secondaire des ARNr montrant les sites de modification pour l’ARNr 18S (à gauche) et 

les ARNr 25S-5.8S (à droite). Les domaines d'ARNr sont identifiés par des chiffres romains; les zones ombrées 

indiquent des segments importants présents chez la levure mais absents dans la structure cristalline de la LSU. 

Les points bleus marquent des modifications situées dans l’ARNr 18S sans équivalent dans les organismes 

archées ou bactériens, et absentes dans la structure tridimensionnelle de la SSU. (B) Les positions des 

modifications chez la levure dans deux vues de la SSU. L’hélice 44 est représentée en cyan. (C) Sites de 

modification chez la levure dans deux vues de la LSU. Le code couleur est le même que dans (A) et des 

nucléotides modifiés se distinguent en montrant le volume atomique plein; le squelette de l’ARNr est coloré en 

gris et les protéines en bleu pour la SSU, marron pour la LSU. Extrait de Decatur and Fournier, 2002. 
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3.4.1.3.1 Le snoRNA U3 

Le snoRNA à boîtes C/D U3 a été le premier snoRNA identifié (découvert en 1968 et 

initialement dénommé snR17 chez la levure), et est devenu depuis le plus largement étudié 

des snoRNA. Il est enrichi dans le nucléole et co-purifie avec les ribosomes. C’est un 

élément central du processome SSU et il est essentiel pour les étapes précoces de la 

maturation de l’ARNr 18S (Phipps et al., 2011). Le snoRNA U3 est le snoRNA le plus 

abondant dans la cellule, et a des particularités par rapport aux autres snoRNA : il ne réalise 

pas de réactions de 2’-O-méthylation, et il est essentiel pour les clivages précoces du pré-

ARNr aux sites A0, A1 et A2. Son absence conduit à un arrêt de la maturation des pré-ARNr 

aux sites A0, A1, et A2, ce qui entraîne une accumulation des complexes 35S non traités, 

l’absence des ARNr 18S, et une létalité cellulaire (Phipps et al., 2011). Il est évolutivement 

conservé et il a été identifié chez tous les eucaryotes examinés jusqu'à présent (Charette 

and Gray, 2009).  

Les précurseurs du snoRNA U3 sont transcrits chez la plupart des eucaryotes par 

l’ARN Polymérase II. Chez la levure, l’ARN mature est généré à partir de ces précurseurs qui 

subissent un clivage endonucléolytique à leur extrémité 3’, suivi d’un traitement 

exonucléolytique. Ces précurseurs se terminent par des séquences poly(U) et sont 

normalement stabilisés par la liaison de la protéine Lhp1. Ce processus nécessite la 

participation des protéines Lsm (Like-Sm) nucléaires. Le complexe heptamérique Lsm 2-8 

joue un rôle de chaperonne permettant de stabiliser l’extrémité 3’ durant les étapes de 

clivage (Kucera et al., 2011) en conjonction avec Lhp1p. Le complexe Lsm semble 

fonctionner comme un « back-up » pour stabiliser les extrémités 3' qui ne sont pas protégés 

par Lhp1p. Ces facteurs sont également impliqués dans la maturation des transcrits de l’ARN 

polymérase III.  

Ses particularités structurelles sont dues à son architecture unique: il contient deux 

motifs en K-turn, le motif C’/D qui recrute les protéines cœur des snoRNP à boîtes C/D, et un 

motif B/C qui recrute les protéines Snu13/SNU13 et Rrp9/h55K. Cette dernière est spécifique 

pour le snoRNA U3 (Fournier et al., 1998; Jeppesen et al., 1988; Parker and Steitz, 1987; 

Samarsky and Fournier, 1998; Segault et al., 1992) (Figure. 24). Sa structure secondaire 

peut être divisée en trois domaines, chacun avec des éléments de séquences spécifiques, 

des composants protéiques et des fonctions distinctes: un domaine impliqué dans des 

interactions d'appariement de bases avec le pré-ARNr, une partie constituée par les régions 

charnières 5' et 3’, et une domaine terminal en tige-boucle 3' contenant les motifs C/D 

(Mereau et al., 1997; Samarsky and Fournier, 1998).  
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Le domaine 5’ est aussi nommé le domaine fonctionnel, et contient les boîtes très 

conservées GAC, A' et A (Myslinski et al., 1990). Ces éléments de séquence sont 

complémentaires à l'extrémité 5' et à une région interne de l’ARNr 18S (Antal et al., 2000; 

Beltrame and Tollervey, 1992; Mereau et al., 1997). Des interactions entre les séquences 

antisens dans le snoRNA U3 et le pré-ARNr ont été identifiées, et ces interactions sont 

conservées dans la phylogénie (Hughes, 1996).  

La région « charnière » (3’-hinge), du snoRNA U3 est généralement non structurée 

(Jeppesen et al., 1988; Parker and Steitz, 1987), exceptée une petite structure en tige-boucle 

centrale trouvée dans de nombreux organismes (y compris la levure - Mereau et al., 1997), 

qui est associée au sous-complexe Mpp10 du processome SSU (Gerczei and Correll, 2004; 

Gerczei et al., 2009). Les séquences 5 'et 3' de cette région peuvent fournir un espacement 

approprié entre le domaine 5’ (avec fonction de liaison au pré-ARNr) et le domaine 3’ du 

snoRNA U3 (lié aux complexes protéiques) (Borovjagin and Gerbi, 2000; Samarsky and 

Fournier, 1998). Des appariements se produisent également entre la séquence de la région 

charnière et la région 5’ ETS du snoRNA U3 (Borovjagin and Gerbi, 2004, 2005).  

La structure secondaire du domaine 3' du snoRNA U3 s’organise en une tige-boucle 

prolongée et ponctuée par un certain nombre de structures en tige-boucle courtes, formant 

une structure cruciforme chez la levure (Samarsky and Fournier, 1998). Toute cette région 

est très variable chez les snoRNA U3 de différents organismes (Samarsky and Fournier, 

1998) et il varie significativement entre les espèces (en structure et taille) (Parker and Steitz, 

1987; Segault et al., 1992). Toutefois, ce domaine en tige-boucle 3’ contient dans cet ordre 

les boîtes C', B, C et D et est impliqué dans les interactions avec les protéines de la snoRNP 

U3 (Jeppesen et al., 1988; Parker and Steitz, 1987), dans la stabilité de l'ARN, et dans la 

localisation nucléolaire (Clery et al., 2007; Granneman et al., 2009; Marmier-Gourrier et al., 

2003). Cette région contient également deux motifs en K-turn formés par l’association entre 

les séquences C’ et D formant le motif C’/D qui est l’analogue des motifs présents dans les 

autres snoRNA C/D, et les séquences B et C formant le motif B/C qui est spécifique du 

snoRNA U3 (Marmier-Gourrier et al., 2003).  

L’importance de ces éléments structurels a été intensivement étudiée par rapport à 

leur biogenèse et leur fonction chez la levure. (Hughes, 1996; Marmier-Gourrier et al., 2003; 

Mereau et al., 1997). Ainsi, les boîtes C’ et D sont nécessaires pour la stabilité du snoRNA 

U3, pour l’hyperméthylation de la coiffe et pour sa localisation dans le nucléole. Les boîtes B 

et C sont en revanche importantes pour la fonction de la snoRNP U3, mais elles ne sont pas 

nécessaires pour la production du snoRNA ou pour son adressage nucléolaire. Le domaine 

5’ n’est pas nécessaire non plus pour la production de l’ARN U3. Chez l’homme, la boîte C 
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est nécessaire pour le maintien des taux normaux de snoRNA U3 (Granneman et al., 2004), 

ce qui représente une différence par rapport à la levure, qui indique le fait que la biogenèse 

et la stabilité de la snoRNP U3 humaine est plus complexe et plus dépendante du motif B/C 

(Granneman et al., 2004). 

 

3.4.1.3.1.1 La snoRNP U3 

En utilisant l'appariement de bases avec son snoRNA, la snoRNP U3 participe au 

clivage du pré-ARNr 35S et peut agir comme une chaperonne dans le repliement de l'ARN 

(Beltrame and Tollervey, 1992, 1995; Mereau et al., 1997). De plus, il existe d'autres 

snoRNA eucaryotes qui ont acquis des fonctions dans la biogenèse des pré-ARNr (Chen et 

al., 2016; Watkins and Bohnsack, 2012). 

La snoRNP U3 contient les quatre protéines cœur retrouvés associées aux snoRNP à 

boîtes C/D (Snu13p/SNU13, Nop1p/Fibrillarine, NOP56/58) et en plus une cinquième 

protéine qui lui est spécifique, Rrp9/U3-55K (Lubben et al., 1993; Venema et al., 2000; 

Watkins et al., 2004; Watkins et al., 2000), et qui est essentielle à la viabilité cellulaire et pour 

la fonction de la snoRNP U3. Ces deux protéines homologues, qui sont requises pour la 

viabilité cellulaire, se sont avérées essentielles pour la fonction de la snoRNP U3 

(Granneman et al., 2004; Lukowiak et al., 2000; Venema et al., 2000), et contiennent dans 

leur structure 7 domaines WD40 (Granneman et al., 2002; Pluk et al., 1998). Le recrutement 

de Rrp9p/U3-55K sur l’ARN nécessite le recrutement préalable de la protéine Snu13/SNU13 

au niveau du motif B/C (Clery et al., 2007; Granneman et al., 2002). Chez l’humain, les 

motifs WD40 C-terminaux participent à l’interaction avec U3-55K in vitro (Clery et al., 2007; 

Granneman et al., 2002). Chez la levure, il a été montré au laboratoire que 3 paramètres 

sont importants pour la liaison de Rrp9p sur l’ARN : une paire de bases G-C inversée dans 

l’hélice II du K-turn, l’hélice I contenant une seule paire de bases, et un résidu G en position 

1 du K-turn (Clery et al., 2007). De plus, il existe deux sites au  niveau des hélices 2 et 4 du 

snoRNA U3 importants pour la fixation de Rrp9p sur l’ARN (Granneman et al., 2009). 

Apres l’incorporation dans les pré-ribosomes, d’autres facteurs sont recrutés, comme 

le complexe MPP10 (Mpp10p-Imp3p-Imp4p) et les protéines Dhr1, Rcl1, Sof1 et Bms1, (Bax 

et al., 2006; Colley et al., 2000; Granneman et al., 2003; Horn et al., 2011; Karbstein et al., 

2005; Lee and Baserga, 1999).  
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Figure 24 : Structure secondaire du snoRNA U3 (snR17A) de Saccharomyces cerevisiae interagissant 
avec le pré-ARNr 18S. Les différentes séquences conservées sont indiquées. Le domaine 5' (domaine 

fonctionnel) et le domaine 3' sont séparés du par une région charnière. (3’ hinge). Le snoRNA U3 s’apparie avec 

le pré-ARNr 18S pour diriger les clivages au niveau des sites A0, A1, et A2. Les lignes colorées correspondent 

aux différents ARN. snoRNA U3 - bleu; ARNr 18S mature - violet; Extrémité 5’ ETS du pré-ARNr - rouge. Adapté 

de Phipps et al., 2011.  
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. Le motif C’/D du snoRNA U3 est un motif C/D non canonique, qui détermine une 

structuration du motif en K-turn qui est non-optimale pour la fixation de la protéine Snu13/U3-

55K (Marmier-Gourrier et al., 2003; Nottrott et al., 1999). Cependant le motif C’/D est 

fonctionnel dans la snoRNP U3. L’équipe de N.J. Watkins (Knox et al., 2011) a montré que le 

recrutement de la protéine Rrp9 sur le motif B/C favorise une fonctionnalité optimale du motif 

C’/D pour le recrutement des autres protéines cœur sur le motif C’/D.   

Les interactions entre l’ARN et les protéines de la snoRNP U3 de levure ont été 

identifiées par une approche CRAC (séquençage à haut débit des fragments d’ARN retenus 

après pontage covalent avec les protéines d’intérêt) (Granneman et al., 2009). Ces 

expériences ont montré que la protéine Nop58 se fixe sur l’hélice II du motif C’/D et la 

Fibrillarine et Nop56p à la base de l’hélice 3, à proximité du motif B/C. Dans un modèle 

pseudo-symétrique d’assemblage de la snoRNP U3 (Figure 25), le motif C’/D est associé 

aux protéines SNU13 et NOP58, alors que le motif B/C est associé avec les protéines 

SNU13, U3-55K et NOP56. Deux protéines Fibrillarine seraient aussi associées au 

complexe, par interaction avec NOP56/NOP58.  

La protéine humaine SIRT7 (une déacétylase NAD(+)-dépendante), a des rôles 

importants dans la biogenèse des ribosomes et dans la prolifération cellulaire. Elle est 

associée à l'ARN polymérase I, interagit avec les ARN pré-ARNr et favorise la synthèse des 

ARNr. SIRT7 est également associée à des snoRNA. L’absence de SIRT7 altère les étapes 

précoces de clivage dépendantes du snoRNA U3, nécessaires pour la génération de l'ARNr 

18S. Mécaniquement, SIRT7 déacétyle la protéine U3-55k (Rrp9p chez S. cerevisiae) 

spécifique du snoRNA U3 et l’acétylation réversible de U3-55k module l'association de U3-

55k avec le snoRNA U3. La déacétylation par SIRT7 améliore la liaison de U3-55k au 

snoRNA U3, qui est une condition préalable pour la maturation des pré-ARNr. Dans des 

conditions de stress, SIRT7 est libérée des nucléoles, conduisant à une hyperacétylation de 

U3-55k et des défauts dans la maturation des ARNr (Chen et al., 2016). 
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Figure 25 : Représentation schématique de la snoRNP U3. La structure secondaire de U3 est montrée en noir, 

avec les motifs C’/D et B/C et les protéines associées indiquées. Tiré de Knox et al., 2011.  
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3.4.1.3.2 Le snoRNA U14 

Le snoRNA à boîtes C/D U14 est présent chez tous les eucaryotes, où il a une double 

fonction. Il est nécessaire à la fois pour le traitement de l'ARNr 18S chez la levure (mais pas 

chez le xénope), et pour la méthylation de l'ARNr 18S (Dunbar and Baserga, 1998; Enright et 

al., 1996; Li et al., 1990). Il s’apparie avec deux régions adjacentes dans la boucle présente 

dans la moitié 5 'de l'ARNr 18S. Un site d'appariement de bases, adjacent à la boîte D sert 

de guide pour la méthylation et l'autre est essentiel pour la maturation de l'ARNr (Liang and 

Fournier, 1995). Fait intéressant, chez Caenorhabditis elegans, le snoRNA U14 ne contient 

pas la séquence requise pour la maturation de l’ARNr (Huang et al., 2007b), tandis que chez 

la drosophile, la séquence guide de la méthylation est absente (Yuan et al., 2003). Par des 

expériences pontages covalents in vivo chez la levure, U14 a été également montré interagir 

avec l'ARNr de la grande sous-unité (Kudla et al., 2011; Morrissey and Tollervey, 1997). 

 

3.4.1.3.3 Les snoRNA U8 et U13 

Ces snoRNA à boîtes C/D ont été trouvés seulement chez les animaux. Ces ARN, 

comme le snoRNA U3, présentent une coiffe m3G à l’extrémité 5’ et une séquence « leader » 

entre la coiffe et la boîte C, et ne guident pas la méthylation des ARNr (Henras et al., 2008). 

Les séquences « leader » ont été proposées s’apparier avec des séquences de l’ARNr/pré-

ARNr pour réguler le repliement de l’ARNr. Le snoRNA U8 est essentiel pour les étapes de 

maturation de l’ARNr 28S chez le xénope (Peculis and Steitz, 1993). Il a été initialement 

proposé s’apparier à l'extrémité 5' de l’ARNr 28S (Peculis, 1997). Plus tard, il a été suggéré 

qu’il s’apparie avec une région centrale de l’ARNr 28S ainsi qu’avec l’extrémité 3’ de l’ITS2 et 

l’extrémité 5’ de l’ARNr 5.8S (Michot et al., 1999). Dans les deux modèles, le snoRNA U8 

inhiberait l’appariement de bases entre les ARNr 28S et 5.8S, mais des données 

concluantes pour ces modèles manquent. Concernant le snoRNA U13, il est connu que son 

extrémité 5’ et une boucle vers l'extrémité 3’ sont complémentaires à des régions présentes 

à l'extrémité 3' de l'ARNr 18S (Watkins and Bohnsack, 2012). Il est possible que ce snoRNA 

soit important pour la formation de l'extrémité 3’ de l’ARNr 18S (Cavaille et al., 1996a). 

L'appariement de base chevauche également le site méthylé par Dim1p à l'extrémité 3' de 

l’ARNr 18S (Lafontaine et al., 1994), et U13 pourrait jouer un rôle dans la régulation de la 

liaison et/ou de l’activité de Dim1p. L'importance fonctionnelle de ce snoRNA reste 

cependant, à déterminer (Watkins and Bohnsack, 2012). 
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3.4.1.4 Les snoRNA à boîtes C/D avec fonction de guide de méthylation 

Dans le modèle original, 10 à 12 appariements de bases entre la séquence en 5’ de la 

boîte D du snoRNA et la région cible sélectionnée sur le site de la modification, est suffisant 

pour assurer la spécificité et la force de l'interaction efficace pour la méthylation catalysée 

par la snoRNP à boîtes C/D (Kiss-Laszlo et al., 1996). Plus de la moitié des snoRNA à boîtes 

C/D analysés à la fois chez la levure et chez l'homme, contiennent des régions conservées 

supplémentaires qui sont complémentaires à une région de l'ARNr adjacente à ces sites 

cible (van Nues et al., 2011). Des interactions supplémentaires avec le site cible pour les 

snoRNA snR75 et snR76 de levure se sont avérées importantes pour la méthylation efficace, 

avec des niveaux de modification réduits jusqu'à cinq fois lorsque les régions 

supplémentaires ont été mutées (van Nues et al., 2011). L'appariement supplémentaire des 

bases pourrait stabiliser les interactions snoRNA-ARNr ou augmenter la spécificité de la 

cible. De plus, ces interactions pourraient aider le snoRNA à rivaliser soit avec d'autres 

snoRNA qui lient l'ARNr dans la même région ou contre la formation de structures 

secondaires dans l’ARNr, qui pouvaient gêner l'accès des snoRNA. Pour plusieurs snoRNA, 

les appariements additionnels à l’ARNr chevauchent ceux des interactions canoniques (van 

Nues et al., 2011) suggérant la possibilité d’un mécanisme de régulation de la fonction des 

snoRNA. Il est aussi possible que la combinaison d'interactions entre les régions guide 

canoniques et les régions non-canoniques puissent orchestrer le repliement correct de 

l'ARNr (Watkins and Bohnsack, 2012). 

Chez la levure, la 2'-O-méthylation de l'ARNr 18S et une partie de l'ARNr 25S a lieu de 

manière co-transcriptionnelle (Kos and Tollervey, 2010). Cela signifie que les snoRNA sont 

en interaction avec le pré-ARNr naissant, ce qui aura des répercussions importantes sur le 

repliement de l'ARNr. Les interactions avec les snoRNA sont probablement rompues 

séquentiellement pour permettre un repliement par étapes du pré-ARNr (Watkins and 

Bohnsack, 2012).  

 

3.4.2 Autres fonctions des snoRNP à boîtes C/D 
 

3.4.2.1 Fonctions métaboliques  

Les snoRNA à boîtes C/D ont été récemment identifiés comme participant à la 

régulation de la réponse au stress métabolique chez les mammifères. Ainsi, la perte des trois 

snoRNA à boîtes C/D (U32a, U33 et U35a - snR39, snR55 et snR73 chez la levure), codés 

au locus d’une protéine de la grande sous-unité ribosomique L13a (rpL13a) est suffisante 



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 149 
 

pour conférer une résistance au stress oxydatif et lipotoxique in vitro et empêche la 

propagation du stress oxydatif in vivo (Michel et al., 2011). Pour identifier les gènes critiques 

nécessaires à la réponse lipotoxique, les auteurs ont effectué un criblage génétique dans 

des cellules CHO (ovaire de hamster chinois) en utilisant la technique « retroviral promoter 

trap mutagenesis ». Cette technique est basée sur l’emploi d’un vecteur rétroviral contenant 

une cassette avec un gène rapporteur et un gène de résistance sans promoteur propre. Le 

gène rapporteur est exprimé uniquement s’il est inséré en aval du promoteur d’une unité 

transcriptionnelle. Ainsi la séquence codante du gène ciblé peut être interrompue, le gène 

rapporteur est alors exprimé et le gène ciblé peut être identifié. Une lignée cellulaire mutante 

dans lequel le locus de la protéine ribosomique L13a est affecté a ainsi été isolée. Cette 

technique permet la génération d’un transcrit de fusion unique, contenant l’extrémité 5’ de 

l’ARNm du gène d’intérêt, suivi de la séquence codant le gène de résistance. De façon 

intéressante, les introns de ce gène, contenant les trois snoRNA à boîtes C/D retrouvés 

affectés (U32a, U33, U35a), sont essentiels pour la lipotoxicité, et non la séquence codante. 

U32a méthyle la position A1511 de la LSU, U33 méthyle U1326 de la SSU et U35a méthyle 

C4506 de la LSU. De plus ces trois snoRNA sont retrouvés de façon surprenante dans le 

cytosol dans des conditions de cytotoxicité. En outre, un quatrième snoRNA à boîtes C/D, 

U34, qui méthyle la position U2824 de la LSU, est présent dans un intron du transcrit de 

L13A, mais il n’a pas été retrouvé comme ayant une influence sur la lipotoxicité (Michel et al., 

2011). Les auteurs ne retrouvent pas de différences de méthylation de leurs cibles entre la 

lignée mutée et une lignée sauvage, ce qui suggère que le rôle de ces snoRNP dans la 

régulation du stress métabolique ne passe pas par l’activité de méthylation de l’ARNr mais 

par un autre mécanisme qui suppose leur passage dans le cytosol. 

Une autre étude a identifié un lien entre les snoRNA et le métabolisme lipidique 

(Brandis et al., 2013). Les données montrent que le snoRNA U60 (SNORD60) joue un rôle 

dans la régulation du trafic intracellulaire de cholestérol. Dans le modèle cellulaire CHO, les 

auteurs ont sélectionné une lignée qui est déficiente pour le transport rétrograde de 

cholestérol (de la membrane plasmique vers le réticulum endoplasmique). Cette lignée a été 

retrouvée comme étant haplo-insuffisante pour ce snoRNA à boîtes C/D canonique. Dans la 

lignée sélectionnée, l’altération du trafic de cholestérol peut être restaurée après 

complémentation avec du U60 murin. De plus, il n’y a pas de différences de méthylation de 

l’ARNr cible par le U60 par rapport à une lignée sauvage. Cela indique de nouveau un 

mécanisme d’action différent de celui de la modification nucléotidique de l’ARNr. Le rôle bien 

connu des snoRNA à boîtes C/D dans la méthylation des ARNr a été extensivement étudié 

chez les cellules eucaryotes, mais une grande partie de ces études a été menée chez des 

organismes qui ne présentent pas de conservation importante des boîtes C ou D ou pour 
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lesquelles la structure intron-exon est différente (Xenopus laevis, Gallus gallus, lézards). Il 

est fort possible que la fonction pour la méthylation de l’ARNr soit la seule fonction de ce 

snoRNA exprimé dans ces organismes. Sa conservation chez les mammifères soutient la 

notion des possibles fonctions supplémentaires, spécifiques qui serait apparu au cours de 

l’évolution (Brandis et al., 2013). 

Toujours dans le modèle cellulaire CHO, une autre équipe a identifié le snoRNA à 

boîtes H/ACA U17 (SNORA73/E1 chez l’humain, snR30 chez S.cerevisiae, snoRNA 

orphelin) comme participant aussi au trafic intracellulaire du cholestérol. En réalisant un 

criblage des mutants présentant des défauts dans le trafic intracellulaire de cholestérol, les 

auteurs ont identifié un mutant haplo-insuffisant du snoRNA U17. U17 n’a pas d’autres 

fonctions décrites en plus de sa fonction de clivage du pré-ARNr dans la région 5’ ETS 

(Chapitre 3.4.1.3) (Enright et al., 1996; Jinn et al., 2015). 

 

3.4.2.2 Les snoRNA et l’épissage alternatif / l’édition des ARN 

Au cours des dernières années, plusieurs études ont identifié une multitude de petits 

fragments (<35 nt) dérivés de snoRNA qui ont été baptisés « sdRNA » (ARN dérivés de 

snoRNA, snoRNA-derived RNAs) (cf. Chapitre 3.4.2.3) qui s’accumulent de manière stable 

dans la cellule. Certains de ces fragments peuvent participer à la régulation de l’épissage ou 

de la traduction (Brameier et al., 2011; Ender et al., 2008; Kishore et al., 2010; Ono et al., 

2011; Saraiya and Wang, 2008; Scott et al., 2009; Scott et al., 2012). Une comparaison de 

l’ensemble des petits ARN humains issus des données de séquençage à haut débit révèle 

que les profils d'accumulation des sdRNA à boîtes C/D sont conservés dans de multiples 

types cellulaires, et que les taux des différents sdRNA issus d’un snoRNA donné varient. Les 

profils d’expression des sdRNA pour des nombreux snoRNA sont spécifiques et ressemblent 

aux profils de clivage des miRNA. Beaucoup de ces petits ARN ne montrent pas les 

caractéristiques de la dégradation générale des ARN, comme c’est le cas pour les petits 

fragments issus des snARN ou des ARNr. Alors que 53% des sdRNA contiennent un motif à 

boîte C dérivé de snoRNA d’origine, les boîtes D et D’ sont aussi fréquemment retrouvées 

dans les sdRNA (54%). Relativement peu (12%) contiennent une région guide contenant les 

deux motifs (C et D).  

Dans une étude de 2012, le snoRNA à boîtes C/D HBII-180C a été analysé plus en 

détail, révélant la présence de la boîte C’ dans le sdRNA dérivé et la présence d’une 

complémentarité des séquences avec plusieurs ARN pré-messagers, y compris celui du 

gène FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3). Les analyses fonctionnelles ont 

démontré que cette région du HBII-180C peut influencer l'épissage alternatif de l’ARNm de 
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FGFR3. En effet, la surexpression du snoRNA HBII-180C dans des cellules HeLa (cancer du 

col de l’utérus) détermine des taux réduits de l’isoforme épissée de FGFR3. Par contre, la 

surexpression d’un snoRNA muté au niveau de la boîte D ne reproduit pas le même effet. De 

plus, la surexpression d’un ARN portant la séquence cible de HBII-180C montre une 

surexpression de FGFR3 épissé. Ces données soutient l’implication de ce snoRNA dans la 

régulation de l'épissage (Scott et al., 2012). 

Une étude récente réalisée chez l’humain a montré que, dans un extrait nucléaire 

soluble préparé dans des conditions natives, un sous-ensemble de snoRNA à boîtes C/D 

n’est pas associé à la Fibrillarine, ce qui indique qu'une fraction de ces snoRNA s’assemble 

dans des complexes protéiques différents des snoRNP canoniques (Falaleeva et al., 2016). 

Le snoRNA à boîtes C/D SNORD27 réalise la 2'-O-méthylation de A27 dans l’ARNr 28S. 

Dans cette étude, SNORD27 est proposé réguler l'épissage alternatif du pré-ARNm du 

facteur de transcription E2F7, et cette fonction se réalise par interaction directe ARN-ARN 

sans la méthylation de l'ARN, probablement par un mécanisme de compétition avec la 

snRNP U1 spliceosomale (Falaleeva et al., 2016). En outre, l’épuisement de SNORD27 

active des exons auparavant « silencieux » dans plusieurs autres gènes grâce à la 

complémentarité de bases situées dans la séquence entière de SNORD27. Ainsi, certains 

snoRNA peuvent intervenir à la fois dans le traitement des pré-ARNr et dans celui des pré-

ARNm, ce qui augmente le répertoire des facteurs régulateurs d'épissage et relie les deux 

processus (Falaleeva et al., 2016).  

 

3.4.2.3 Les sdRNA 

Il y a plus de vingt ans, le groupe de V. Ambros identifiait lin-4, un gène de C. elegans 

ne codant pas une protéine mais un ARN d’environ 21-23 nt dont l’invalidation affectait de 

façon très importante le développement du ver (Lee et al., 1993). Au début considéré comme 

spécifique à C. elegans, des petits ARN apparentés à lin-4 ont été ultérieurement décrits 

pour d’autres organismes (A. thaliana, D. melanogaster, C. elegans, M. musculus, H. 

sapiens). Certains d’entre eux sont très conservés au cours de l’évolution, suggérant une 

fonction biologique importante. Les membres de cette nouvelle classe d’ARN n’ayant pas de 

fonction codante ont été collectivement appelés microRNA ou miRNA (Cavaille, 2004). 

En plus de leur fonction bien caractérisée dans le guidage des modifications 

enzymatiques des ARNr, les snoRNA peuvent générer des molécules plus petites, 

correspondant à la taille des miRNA, et qui sont capables de lier les protéines Argonaute et 

peuvent exercer des effets spécifiques des miRNA. Ces molécules sont appelées sno-

miRNA ou sdRNA (snoRNA-derived small ARN, petits ARN dérivés de snoRNA) (Brameier et 
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al., 2011; Falaleeva and Stamm, 2013; Taft et al., 2009b; Yu et al., 2015a). Ces nouveaux 

ARN peuvent être générés à partir de snoRNA précurseurs à boîtes C/D ou à boîtes H/ACA 

(Taft et al., 2009b). Une partie de ces sno-miRNA ressemble aux miRNA et peuvent 

s’associer aux protéines Argonaute pour réguler la traduction d’ARNm cible. D’autres sdRNA 

sont de taille plus longue et forment des complexes avec les hnRNP, avec des effets sur 

l’expression des gènes. Elles ont été décrites pour la première fois par le laboratoire de G. 

Meister qui a montré l’existence de petits ARNnc stables issus des précurseurs de snoRNA 

(Ender et al., 2008), suite à une analyse à haut débit des ARN associes aux protéines Ago1 

et Ago2 humaines, protéines qui s’associent aux microARN au sein du complexe RISC (ARN 

induced silencing complex) et qui sont impliquées dans le silencing des gènes (Dunoyer, 

2009; Saraiya and Wang, 2008). Le premier ARN de ce type identifié provenait du snoRNA 

ACA45, et sa cible potentielle a été identifiée être l’ARNm de CDC2L6, une protéine qui fait 

partie du complexe Médiator. Cela a suggéré un rôle fonctionnel pour les produits issus de la 

maturation du snoRNA ACA45, en lien avec le silencing post-traductionnel des gènes et dont 

le mécanisme d’action est similaire à celui des miRNA (Abel et al., 2014).  

 

3.4.2.4 Les snoRNA-piRNA 

Une autre classe de petits ARN, les piRNA, est exprimée dans les cellules 

somatiques ovariennes et dans des cellules neuronales chez les invertébrés, mais aussi 

dans de nombreuses autres cellules somatiques de mammifères (Rajasethupathy et al., 

2012; Ross et al., 2014; Sienski et al., 2012; Yan et al., 2011). L'analyse fonctionnelle 

indique que les piRNA régulent l'expression de gènes cibles dans de nombreuses processus. 

Principalement, les piRNA sont capables de cliver l'ARN cible et de médier sa dégradation 

(Brennecke et al., 2007). Néanmoins, il a été montré que les piRNA induisent de novo à la 

fois la méthylation de l'ADN dans les testicules de souris et dans les neurones (Aravin et al., 

2007; Rajasethupathy et al., 2012). Les piRNA peuvent également promouvoir la formation 

d’hétérochromatine à travers la régulation de la marque de triméthylation de H3K9 et sont 

capables de transmettre cette marque de silence épigénétique d'une génération à l'autre 

(Ashe et al., 2012; Shirayama et al., 2012). Dans la plupart des cas, les piRNA jouent des 

rôles dans la suppression de l'expression des rétrotransposons afin d’augmenter la stabilité 

du génome. Cependant, il a également été révélé que les piRNA peuvent activer l'expression 

génique par la régulation épigénétique globale en cis de l’hétérochromatine subtélomérique 

de la drosophile (Yin and Lin, 2007). Ces travaux montent que les piRNA participent à la 

formation de la marque de modification d’histone H3K4me3 et inhibent la formation de celle 

de type H3K27me3, mais ils montrent également que la méthylation H3K9me3 et d’autres 

modifications des histones, tels que l'acétylation, sont également présentes. Les 
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mécanismes moléculaires par lesquels les piRNA médient le recrutement de divers 

complexes d'activation épigénétique restent encore très peu compris. 

Récemment, il a été montre que des piRNA dérivés de snoRNA à boîtes C/D peuvent 

jouer des rôles dans la différentiation lymphocytaire CD4+ chez l’humain. Le piRNA 

piR30840 dans les lymphocytes T CD4+ a été retrouvé associé aux protéines PIWI4 et 

AGO4 et cette association est spécifique des cellules T CD4+ humaines. Ces données 

suggèrent un rôle spécifique de cette classe d’ARNnc dans les lymphocytes humains: cet 

ARNnc régule les taux d’ARNm de l’interleukine 4 par une augmentation de sa dégradation 

par l’exosome nucléaire via le complexe TRAMP (Trf4-Air2-Mtr4), par un mécanisme de 

complémentarité des séquences entre le piRNA et une région intronique de l’ARNm de IL-4 

(Zhong et al., 2015). 

 

3.4.2.5 La découverte de nouveaux membres de snoRNA 

Le séquençage à haut débit a permis l’identification de nouveaux membres potentiels 

faisant partie des snoRNA à boîtes C/D et H/ACA. Des études récentes par PAR-CLIP 

(photoreactive nucleotide-enhanced cross-linking and immunoprecipitation) des protéines 

cœur associées aux snoRNA, suivi par le séquençage des ARN liés ont permis la détection 

des dizaines de nouveaux snoRNA humains, dont certains ont également été détectés par 

Northern blot et/ou représentent des copies ou des homologues de snoRNA connus 

identifiés chez l'homme ou chez d’autres organismes (Kishore et al., 2013). Ces techniques 

ont révélé l’existence des molécules snoRNA-like de taille très petite ou très grande (Figure 
26) (Dupuis-Sandoval et al., 2015). Des mini-snoRNA de type C/D avec des boîtes C et D, 

mais dépourvues des boîtes C' et D' ont été ainsi détectées associées aux protéines cœur 

des snoRNP dans des cellules HEK293 (Kishore et al., 2013). Ces mini-snoRNA peuvent 

être aussi d’une taille réduite à 27 nucléotides ce qui les rend trop courtes pour contenir deux 

séquences guide (Kishore et al., 2013). En même temps, des ARN non codants de grande 

taille avec des extrémités snoRNA (sno-lncARN) ont été identifiés par séquençage à haut 

débit des transcriptomes non-polyadenylés de cellules humaines HeLa et de cellules 

souches embryonnaires humaines et, dans une autre étude, de cellules souches 

embryonnaires de singe et de souris (Yin et al., 2012; Zhang et al., 2014). Les sno-lncARN 

sont produits à partir des loci contenant deux snoRNA au sein du même intron. Alors qu'ils 

sont censés être traités par la machinerie d’assemblage des snoRNP canoniques, ils 

interagissent aussi avec le facteur d’épissage RBFOX2 et ont été proposés agir par la 

modulation des taux de RBFOX2 dans des types cellulaires spécifiques, en régulant ainsi 

l'épissage alternatif (Yin et al., 2012). Le nombre réduit de paires de snoRNA codés dans le 
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même intron hôte semble limiter le nombre de sno-lncARN possibles; bien qu'un exemple de 

sno-lncARN produit à partir de snoRNA dans les introns voisins a été décrit chez la souris, 

son expression est régulée par des phénomènes d’épissage alternatif (Dupuis-Sandoval et 

al., 2015; Zhang et al., 2014). 

La découverte de nouvelles fonctions potentielles des snoRNA provient en grande 

partie des études de séquençage de l'ARN à haut débit qui ont révélé l'association étroite 

entre les snoRNA et d'autres espèces d'ARN avec la chromatine (Caudron-Herger et al., 

2011; Mondal et al., 2010). En outre, plusieurs composants protéiques de snoRNP à boîtes 

C/D ont été identifiés en liaison avec le remodelage de la chromatine et la transcription, les 

protéines Rvb1/2 en sont un exemple (cf. Chapitre 3.3.1.2.2). Leurs homologues humains, 

les protéines RuvBL1/2 ont aussi été retrouvées en interaction avec l'histone acétylase 

TIP60, qui acétyle les nucléosomes in vitro et possède une activité ATPase et ADN hélicase 

(Ikura et al., 2000; Ravens et al., 2015). De plus, les protéines cœur des snoRNA à boîtes 

C/D Nop56p/Nop58p interagissent avec les régions d’attachement à la matrice (MARs) chez 

les plantes, et auraient un rôle dans l’organisation des domaines chromatiniennes (Hatton 

and Gray, 1999). De plus, RuvBL1 été identifiée dans ces domaines MARs, suggérant une 

fonction des protéines en lien avec des snoRNA dans l'organisation structurelle de la 

chromatine (Holzmann et al., 1998). Un autre indice concernant l'activation de la transcription 

est fourni par l'association de RuvBL1 de rat avec la TBP et avec l'ARN polymérase II (Gentili 

et al., 2015; Kanemaki et al., 1997; Qiu et al., 1998). 

Les composants protéiques des complexes snoRNP ont été identifiés dans des 

processus spécifiques à la chromatine, soulevant la possibilité qu'ils fonctionnent en 

conjonction avec les snoRNA. Cependant, la preuve directe de la présence des snoRNA est 

absente, et il est possible que les protéines fonctionnent en l'absence de molécules d'ARN. 

En ce qui concerne la fonction spécifique des snoRNA sur la chromatine, il est possible que 

les snoRNA associés à la chromatine forment de nouveaux complexes RNP contenant des 

protéines spécifiques de la chromatine, qui remplacent les protéines présentes dans les 

snoRNP classiques (Schubert and Langst, 2013). 

  



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 155 
 

 

Figure 26 : Diversité des snoRNA à boîtes C/D-like. Alors que les snoRNA à boîtes C/D varient habituellement 

en longueur entre 60-90 nucléotides (a), les mini-snoRNA, lient les mêmes partenaires d'interaction que les 

snoRNA classiques, mais ne portent pas les boîtes C'et D' (b). Les snoRNA-lncRNA (longs ARN non codants) 

sont composés de deux snoRNA à boîtes C/D à chaque extrémité et de la séquence intronique qui les sépare (c). 

De nombreuses études ont également détecté des ARN dérivés des snoRNA stables (probablement sdRNA), 

générés par l'action des endonucléases ou des exonucléases. Certains sont des sdRNA miARN like, tandis que 

d'autres sont plus longs (d). Les boîtes C/C' et D/D' sont représentées, respectivement, par des couleurs bleu et 

violet. Extrait de Dupuis-Sandoval et al., 2015.  
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3.4.2.6 Médiateurs de stress et régulateurs du trafic lipidique 

En 2011, un crible génétique mené afin d’identifier les gènes critiques pour la survie 

dans des conditions de croissance lipotoxique, correspondant à un stress métabolique 

impliqué dans la pathogenèse des complications du diabète, a retrouvé de façon inattendue 

trois snoRNA à boîtes C/D hautement conservés (Michel et al., 2011): U32A (SNORD32A), 

U33 (SNORD33) et U35A (SNORD35A), qui sont codés dans les introns du gène de la 

protéine ribosomique Rpl13a. Ces snoRNA s’accumulent dans le cytoplasme des cellules 

d'ovaire de hamster chinois après traitement par palmitate, utilisé pour reproduire un état 

physiopathologique lipotoxique. En outre, la déplétion de ces snoRNA confère une protection 

contre la lipotoxicité (Michel et al., 2011). D'autres expériences ont démontré que ces 

snoRNA sont des médiateurs de stress oxydatif général, réagissant de la même manière en 

présence de H2O2 et à la lipotoxicité. Il a donc été conclu que les snoRNA U32A, U33 et 

U35A jouent un rôle non canonique dans la régulation des réponses au stress oxydatif, peut-

être grâce à la régulation de la traduction de l'ARNm ou à la séquestration des ARN 

spécifiques (Michel et al., 2011). 

Plus récemment, deux autres études ont identifiées des snoRNA à boîtes C/D 

supplémentaires éventuellement impliqués dans la régulation de la fonction du réticulum 

endoplasmique et dans la réponse au stress. Le snoRNA à boîtes C/D SNORD3A est 

surexprimé chez les patients atteints de la maladie Creutzfeldt-Jacob, dans un modèle de 

souris de la maladie et chez les souris infectées (Cohen et al., 2013). Les taux de SNORD3A 

sont également corrélés avec l'activation de ATF6, un événement central dans la réponse 

aux protéines mal repliées (Cohen et al., 2013). Ensuite, une étude visant à identifier les 

gènes impliqués dans l'internalisation du cholestérol a identifié le snoRNA à boîtes C/D 

SNORD60 comme impliqué dans le transport du cholestérol vers le réticulum endoplasmique 

(Brandis et al., 2013). L'expression réduite du SNORD60 conduit à un défaut dans le trafic du 

cholestérol qui est restauré par complémentation avec SNORD60 (Brandis et al., 2013). En 

outre, SNORD60 est capable de s’associer aux protéines des snoRNP canoniques (Brandis 

et al., 2013). De manière intéressante, comme pour les snoRNA U32A, U33 et U35A, la 

régulation négative du SNORD60 ne conduit pas à une plus faible méthylation de sa cible 

dans l’ARNr 28S, ce qui indique que les phénotypes observés ne sont pas dus à des effets 

sur les ARNr (Brandis et al., 2013; Michel et al., 2011). Bien que le mécanisme par lequel 

ces snoRNA réalisent la régulation de ces processus ne sont pas clairs et plusieurs 

hypothèses ont été proposées, il implique un appariement de bases de la région guide, dans 

le cas du SNORD60 et la localisation cytoplasmique des snoRNA de la protéine Rpl13a 

(Dupuis-Sandoval et al., 2015). 
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3.4.2.7 Facteurs associés à la chromatine 

En 2012, Schubert et al. ont montré que des snoRNA spécifiques contrôlent le 

compactage de la chromatine et son accessibilité dans les cellules de drosophile (Schubert 

et al., 2012). Ils ont identifié un mécanisme dépendant de l'ARN qui maintient la structure de 

la chromatine ouverte dans des régions euchromatiques dans des cellules de Drosophile 

(Schubert and Langst, 2013). Ce mécanisme réversible d'ouverture de la chromatine, 

reconstitué in vitro, dépend du facteur de décondensation Drosophila 31 (Df31) qui se lie 

spécifiquement à l'ARN et se localise dans les régions euchromatiques (Schubert and 

Langst, 2013; Schubert et al., 2012). Df31 est capable d'attacher à la chromatine une sous-

classe hétérogène d’ARN courts simple brin (Schubert et al., 2012). Cette classe d'ARN 

nommées caARN (chromatin associated ARN) est stablement liée à la chromatine et est en 

grande partie composée de snoRNA, qui sont préférentiellement liés par DF-31. Cette liaison 

des snoRNA à la chromatine, médiée par DF-31, conduit à la formation d’un réseau d'ARN-

chromatine, avec la création des domaines de chromatine ouverts pour la transcription. 

L’analyse de caARN dans les cellules humaines a révélé aussi un fort enrichissement en 

snoRNA à ce niveau, ce qui implique un rôle conservé pour ces molécules dans les 

structures chromatiniennes d'ordre supérieur (Schubert and Langst, 2013; Schubert et al., 

2012). 

Plusieurs composants protéiques des snoRNP à boîtes C/D étaient déjà liés au 

remodelage de la chromatine et à la transcription. Il avait été montré que chez la levure, les 

protéines Rvb1 et Rvb2 forment un dimère ayant une activité ATPase in vitro et possèdent 

une activité de remodelage de la chromatine in vivo. Ces protéines affectent la transcription 

de 5% du génome (Avner and Heard, 2001; Jonsson et al., 2001; Khurana and 

Bhattacharyya, 2015). En outre, Rvb1p et Rvb2p sont des composantes du complexe de 

remodelage de la chromatine INO80 qui est impliqué dans la régulation de la transcription et 

de la stabilité génomique (Lafon et al., 2015; Papamichos-Chronakis et al., 2011; Shen et al., 

2000). Les protéines humaines p50 et p55 ont aussi été retrouvées d’interagir avec l'histone 

acétylase TIP60, acétylant les nucléosomes in vitro et possédant une activité ATPase et 

ADN hélicase (Ikura et al., 2000). En plus, la protéine Nop56/Nop58 interagit avec les 

régions de fixation à la matrice (MARS) chez les plantes, qui sont supposé à organiser les 

domaines de la chromatine (Hatton and Gray, 1999). La protéine p55 a aussi été identifiée 

dans le MARs, suggérant une fonction des protéines des snoRNA dans l'organisation 

structurelle de la chromatine (Holzmann et al., 1998). Un autre lien avec l'activation de la 

transcription est fournie par l'association de p55 de rat avec la TBP et l'ARN polymérase II 

(Gentili et al., 2015; Kanemaki et al., 1997; Qiu et al., 1998; Queval et al., 2014). 
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Les composants protéiques des complexes snoRNP ont été identifiés dans des 

processus spécifiques à la chromatine, soulevant la possibilité qu'ils fonctionnent en 

conjonction avec le snoRNA. Cependant, la preuve directe de la présence des snoRNA est 

absente, et il est possible que les protéines fonctionnent en l'absence des molécules d'ARN. 

En ce qui concerne la fonction spécifique des snoRNA sur la chromatine, il est possible que 

les snoRNA associés à la chromatine forment de nouveaux complexes RNP contenant des 

protéines spécifiques à la chromatine, en remplacement les protéines des snoRNA 

classiques (Schubert and Langst, 2013). 
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4 Les chaperonnes d’histones 

 

Une analyse des données issues de cribles en double hybride nous a permis d’identifier 

plusieurs partenaires potentiels d’interaction avec la protéine Bcd1 (Hazbun et al., 2003; Ito 

et al., 2001). Les expériences menées au cours de mon travail de thèse ont permis de 

valider et caractériser l’une de ces interactions : l’interaction avec la protéine Rtt106, connue 

comme membre de la famille des chaperonnes d’histones et impliquée dans la régulation de 

la structure de la chromatine des régions transcrites, mais également celles 

transcriptionnellement inactives. De façon intéressante, des expériences de cartographies 

d’interactions génétiques (GIM) chez la levure, menées durant le travail de thèse de B. Rothé 

en collaboration avec l’équipe de C. Saveanu (Institut Pasteur), ont montré un effet 

épistatique de la délétion du gène RSA1 codant le facteur d’assemblage des snoRNP et la 

délétion du gène RTT106 (YNL206C) codant la chaperonne d’histone Rtt106p. Ces données 

suggéraient donc également un lien fonctionnel potentiel entre Rtt106p et la biogenèse des 

snoRNP C/D (Rothé, 2013). Un état des connaissances sur les chaperonnes des histones 

H3 et H4 en particulier centré sur Rtt106p et son rôle fonctionnel est donc présenté en 

clôture de cette partie introductive. 

 

4.1 Chaperonnes d’histones et assemblage des nucléosomes 
 

La structure de la chromatine est régulée de manière dynamique et étroite. Cette 

régulation repose sur la présence ou l'absence de modifications post-traductionnelles (MPT) 

des histones, mais aussi par l’action de protéines chaperonnes d'histones, qui peuvent 

également réguler le trafic et l'assemblage des histones en nucléosomes par des interactions 

non-covalentes avec les histones et les enzymes les modifiant (Dahlin et al., 2015). 

Au cours de la phase S du cycle cellulaire, les nucléosomes situés avant les fourches 

de réplication sont désassemblés pour faciliter le passage de la machinerie de réplication. 

Une fois l'ADN répliqué, des nucléosomes doivent être reformés en utilisant les histones 

parentales qui ont été précédemment désassemblées, ainsi que des histones nouvellement 

synthétisées, dans un processus appelé assemblage des nucléosomes couplé à la 

réplication de l'ADN (Replication-coupled nucleosome assembly, RCNA; Figure 27) (Dahlin 

et al., 2015). Ce processus est important pour l'héritage épigénétique et pour l'intégrité 

génomique (Ransom et al., 2010).  
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Au cours de certaines réponses aux dommages de l'ADN, les histones parentales 

doivent également être enlevées pour ouvrir la voie à la machinerie de réparation d'ADN. Ce 

processus présente de nombreuses similitudes avec le processus RCNA (Morrison and 

Shen, 2009; Polo, 2015; Yao et al., 2016). En outre, l'assemblage des nucléosomes lors de 

la transcription et l'échange d'histones peut se produire au cours du cycle cellulaire pendant 

l’assemblage des nucléosomes indépendant de la réplication de l’ADN (RINA, Replication-

independent nucleosome assembly ; Figure 27) (Dahlin et al., 2015). 

 

4.1.1 Assemblage des nucléosomes couplé à la réplication de l'ADN (RCNA) 
L'incorporation de l'ADN répliqué dans des structures de type nucléosomes est 

proposée être liée à la réplication de l'ADN (McKnight and Miller, 1977; Stillman, 1986). 

Selon une estimation, la RCNA génère environ 30 millions de nucléosomes par réplication 

par cellule humaine (Kadyrova et al., 2013). Si la synthèse d'ADN et l'assemblage des 

nucléosomes sont découplés par l’appauvrissement des facteurs d'assemblage des 

nucléosomes, les cellules présentent des phénotypes d’instabilité génomique (Mattiroli et al., 

2015; Tyler et al., 1999). Pendant la phase S, les nucléosomes déjà présents sur l'ADN 

génomique en aval des fourches de réplication doivent être désassemblés pour faire place à 

la machinerie de réplication (Figure 36). Après la réplication de l'ADN, les histones 

parentales peuvent être recyclées et rechargées sur les brins d'ADN naissant (Henikoff, 

2008). Cependant, le doublement de la quantité d'ADN lors de la réplication nécessite le 

doublement de la quantité des histones dont la synthèse doit donc rester active pour 

assembler de nouveaux nucléosomes (Dahlin et al., 2015). 

En dépit de sa complexité, le processus d'assemblage des nucléosomes dans des 

cellules de mammifères est conceptuellement similaire à celui de levure, et par conséquent 

de nombreuses caractéristiques de l'assemblage des nucléosomes sont conservées de la 

levure aux cellules humaines. Par exemple, les nucléosomes doivent être désassemblés en 

débutant par le retrait des dimères H2A-H2B, suivi par celui des tétramères (H3-H4)2. Leur 

assemblage débute par le chargement des tétramères (H3-H4)2 néo-synthétisés sur les 

duplex d'ADN naissant, qui est ensuite suivi par le dépôt rapide de deux dimères H2A-H2B 

pour former un nucléosome complet (Verreault, 2000). Un système complexe de 

chaperonnes d'histones, des histones modifiées et d’enzymes de modification d’histones 

coordonnent ce processus (Figure 28) (Burgess and Zhang, 2013).   
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Figure 27 : Représentation générale des mécanismes RCNA et RINA. (Haut) Assemblage des nucléosomes 

couplé à la réplication (RCNA). Les nucléosomes sont désassemblés afin de laisser la place à la machinerie de 

réplication et notamment la progression de la fourche de réplication. Les nucléosomes sont ensuite réassemblés 

par un mécanisme s’effectuant en relation étroite avec la réplication de l’ADN. (Bas) Assemblage des 

nucléosomes indépendant de la réplication (RINA). Les mécanismes de désassemblage, d’accès à l’ADN et de 

réassemblage des nucléosomes sont retrouvés dans des processus indépendants de la réplication, comme la 

transcription des gènes. Adapté de Dahlin et al., 2015.  
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Figure 28 : Voies du mécanisme RCNA chez la levure. Le chargement des nucléosomes parentaux et 

naissants s’effectue de façon aléatoire sur les ADN double brin produits. Les complexes H3-H4 nouvellement 

synthétisés forment un premier hétéro-complexe avec le facteur Asf1p (Asf1p-H3-H4), qui servira de substrat 

pour l'acétylation de H3K56 (H3K56ac) par le complexe histone acétyltransférase Rtt109p-Vps75p chez S. 

cerevisiae (Han et al., 2007b). H3K56ac favorise l’ubiquitinylation de H3K121, K122 et K125 par Rtt101p-Mms1p 

(Han et al., 2013), qui affaiblit l'interaction entre Asf1p et H3-H4, ce qui facilite le transfert des dimères H3-H4 vers 

CAF-1 et Rtt106p. Ensuite, CAF-1 et Rtt106p réalisent l’assemblage des tétramères H3-H4 pour la formation des 

nucléosomes. PCNA: antigène nucléaire de prolifération cellulaire. Adapté de Dahlin et al., 2015.   
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Chez la levure. Les complexes H3-H4 nouvellement synthétisés forment un premier hétéro-

complexe avec le facteur Asf1p (Asf1p-H3-H4), qui servira de substrat pour l'acétylation de 

H3K56 (H3K56ac) par le complexe l'histone acétyltransférase Rtt109p-Vps75p (Han et al., 

2007b). H3K56ac favorise alors l’ubiquitinylation de H3K121, K122 et K125 par Rtt101p-

Mms1p (Han et al., 2013). Cette MPT affaiblit l'interaction entre Asf1p et H3-H4, ce qui 

facilite le transfert des dimères H3-H4 vers CAF-1 et Rtt106p. Ensuite, CAF-1 et Rtt106p 

réalisent l’assemblage des tétramères H3-H4 pour la formation des nucléosomes (Fazly et 

al., 2012; Liu et al., 2012; Winkler et al., 2012). Des études chez la levure et dans des 

cellules humaines indiquent que la capacité de CAF-1 pour assembler de manière 

préférentielle l'ADN en cours de réplication dans les nucléosomes dépend, au moins en 

partie, de sa capacité à interagir avec l'antigène nucléaire de prolifération cellulaire (la pince 

glissante PCNA du réplisome). PCNA est associée à des molécules d'ADN répliquées et 

recrute CAF-1 au site de réplication de l'ADN (Sharp et al., 2001; Zhang et al., 2000).   

Les dimères H3-H4 nouvellement synthétisés s’associent au facteur Asf1 

(antisilencing function protein 1) et sont importés du cytoplasme vers le noyau sous la forme 

hétérotrimérique Asf1-H3-H4 (Dennehey et al., 2013; English et al., 2006). Les histones H3 

nouvellement synthétisées sont modifiées par l’acétylation de la lysine 56 conduisant à une 

marque caractéristique H3K56ac avant leur assemblage dans des nucléosomes (Costelloe 

and Lowndes, 2010; Masumoto et al., 2005). H3K56ac est une modification d'histone 

atypique, car elle se situe dans le domaine globulaire du tétramère des histones et non au 

niveau de leur extrémités N-terminales qui sont exposées hors du macrocomplexe (Chen et 

al., 2015; Kenseth and Coldiron, 2004). Les niveaux de H3K56ac sont maximaux pendant la 

phase S et diminuent dans les phases ultérieures. L'acétylation de H3K56 (ainsi que d’autres 

résidus de H3) est catalysée par l’histone acétyle transférase Rtt109p chez la levure, qui 

peut former un complexe avec la protéine chaperonne d'histones Vps75 (vacuolar protein 

sorting 75) in vivo (Driscoll et al., 2007; Han et al., 2007a). Rtt109p est unique parmi les HAT 

connues, car elle est la seule enzyme responsable de la formation de H3K56ac et utilise le 

complexe Asf1-H3-H4 comme substrat (Figure 28).  

Les chaperonnes d'histones telles que Vps75p et Asf1p sont cruciales pour la 

réplication RCNA. Outre son rôle dans la stabilisation de Rtt109p, Vps75p participe au trafic 

de Rtt109p dans le noyau (Keck and Pemberton, 2011) et facilite l'acétylation des lysines N-

terminales sur H3 catalysée par Rtt109p. Alors que Rtt109p catalyse la formation de 

H3K56ac via le substrat Asf1-H3-H4 in vivo, le rôle de Vps75 semble se rapporter plutôt à 

l’acétylation de la queue de H3 catalysée par Rtt109. Récemment, une étude sur le domaine 

C-terminal de Rtt109p a fourni des preuves que Vps75p peut jouer un rôle dans la formation 
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de H3K56ac in vivo (Radovani et al., 2013), ce qui démontre les interactions complexes 

entre Rtt109p, les chaperonnes d'histones et les substrats des histones (Dahlin et al., 2015). 

Des défauts dans la génération de H3K56ac conduisent à une croissance cellulaire 

réduite, une sensibilité génotoxique accrue et à la formation de foyers Rad52 (coupures 

chromosomiques) - phénotypes liés à des perturbations dans la RCNA (Han et al., 2007a; Li 

et al., 2008). H3K56ac favorise l'interaction de H3-H4 avec l'ubiquitine ligase E3 Rtt101Mms1 in 

vivo et in vitro (Han et al., 2013). Cette interaction favorise à son tour l’ubiquitinylation de H3 

sur les lysines K121, K122 et K125 par Rtt101Mms1. Des perturbations dans ce processus 

conduisent à des phénotypes correspondants à des erreurs du mécanisme RCNA. En 

particulier, l’ubiquitinylation H3K122ub affaiblit l'interaction Asf1-H3, ce qui facilite ensuite le 

transfert en aval du dimère H3K56ac-H4 de l’Asf1 vers Rtt106p (regulator of Ty1 

transposition 106) et CAF-1 (chromatin assembly factor-1) (Su et al., 2012). CAF-1 a un rôle 

bien connu dans le ciblage sur l'ADN des histones nouvellement synthétisées H3-H4 (Krude, 

1999; Smith and Stillman, 1991; Verreault et al., 1996). Il interagit avec l'antigène nucléaire 

de prolifération cellulaire (PCNA) par l'intermédiaire de sa plus grande sous-unité p150, liant 

efficacement la réplication de l'ADN avec l'assemblage des nucléosomes (Georgescu et al., 

2015; Zhang et al., 2000). Comme nous le verrons en détail, Rtt106p favorise probablement 

l'assemblage des nucléosomes en aidant à l'assemblage des tétramères (H3-H4)2 (Dahlin et 

al., 2015; Fazly et al., 2012; Lombardi et al., 2015; Su et al., 2012; Zunder et al., 2012). Fait 

important, le dépôt des tétramères (H3-H4)2 néo-synthétisés par CAF-1 et Rtt106p devrait 

inhiber la formation des nucléosomes mixtes contenant un dimère parental et un autre 

dimère nouvellement synthétisé H3-H4 (Burgess and Zhang, 2013; Xu et al., 2010).  

Après le dépôt des dimères (H3-H4)2, deux dimères H2A-H2B sont déposés pour 

compléter l’octamère de nucléosome. Des expériences in vitro montrent que la chaperonne 

FACT peut déposer des dimères H2A-H2B sur l'ADN (Belotserkovskaya et al., 2003). 

Cependant, il n’est pas encore clairement établi comment les chaperonnes d'histones sont 

impliquées dans le dépôt des dimères H2A-H2B (et aussi l’histone H1) sur l'ADN 

nouvellement répliqué. Parfois, au cours de ce processus complexe d'assemblage, H3K56ac 

est déacétylée par Hst3/Hst4, des histone déacétylases (HDAC) dont l'expression est 

maximale pendant les phases G2/M et qui sont régulées par la kinase MEC1 (Haldar and 

Kamakaka, 2008; Simoneau et al., 2015; Thaminy et al., 2007; Yang et al., 2008). Aussi, une 

autre HDAC, la protéine Sir2, a également été impliquée dans l’éviction des histones 

H3K56ac au niveau de l’hétérochromatine télomérique (Xu et al., 2007).  
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Chez les mammifères. Le mécanisme d’assemblage RCNA dans des cellules de 

mammifères semble être plus complexe que chez la levure. Par rapport aux cellules de 

levure où il y a seulement une histone H3, les cellules de mammifères expriment à la fois 

l’histone canonique H3 (H3.1/H3.2) et la variante d’histone H3 (H3.3). Différente par 

"seulement" cinq acides aminés, l’histone H3.1 canonique est assemblée dans les 

nucléosomes pendant la phase S dans le contexte de la RCNA. En outre, les dimères 

d'histones H3.1-H4 sont recrutés par les facteurs Asf1a et Asf1b et sont transférés sur CAF-1 

(Alvarez et al., 2011). Le facteur Cul4A-DDB1, un paralogue de la protéine de levure 

Rtt101Mms1, apparaît également réguler négativement l'interaction entre Asf1p et le complexe 

d’histones H3-H4 (Han et al., 2013).  

Par rapport à la levure, les marqueurs d'histones essentiels pour l'assemblage des 

nucléosomes de mammifère et leur contribution dans les mécanismes moléculaires 

d'assemblage des nucléosomes ne sont pas bien connus. Bien que détectables, les niveaux 

de H3K56ac apparaissent moins élevés dans les cellules humaines par rapport à la levure 

(Jasencakova et al., 2010). Ainsi, les H3K56ac représentent moins de 1% des H3 totales 

dans des cellules de mammifères (Drogaris et al., 2012). Cependant, comme chez la levure, 

les niveaux de H3K56ac dans les cellules de mammifères semblent augmenter sur la 

chromatine après traitement génotoxique et également peuvent co-localiser aux sites de 

réparation de l'ADN (Das et al., 2009), bien que des rapports contradictoires existent (Miller 

et al., 2010; Tjeertes et al., 2009). Ces observations suggèrent que le rôle de H3K56ac dans 

l'assemblage des nucléosomes chez les mammifères est soit moins critique soit bien plus 

complexe, est très localisée et/ou correspond à un phénomène transitoire en comparaison 

de sa fonction identifiée dans des organismes moins complexes (Dahlin et al., 2015). Il est 

toutefois établi que CAF-1 est nécessaire pour incorporer H3K56ac dans la chromatine, et 

Asf1 (Asf1a) est cruciale pour réaliser la H3K56ac in vivo (Das et al., 2009). Les enzymes 

catalysant la formation de H3K56ac et son élimination dans des cellules de mammifères ont 

également été décrites. Les HAT p300 et Gcn5 peuvent acétyler H3K56 dans des cellules de 

mammifères (Das et al., 2009; Tjeertes et al., 2009). La modification H3K56ac est éliminée 

par différentes déacétylases (HDAC1, HDAC2, SIRT1, SIRT2 et SIRT6) dans des cellules de 

mammifères (Miller et al., 2010; Toiber et al., 2013; Yang et al., 2009; Yuan et al., 2009). 

Les niveaux de H3K56ac sont plus élevés dans certains cancers et dans les cellules 

indifférenciées (Das et al., 2009) et ont été liés à des signatures épigénétiques globales 

uniques (Li et al., 2014) et aux facteurs de pluripotence comme NANOG, SOX2 et OCT4 

dans les cellules souches embryonnaires (Tan et al., 2013; Xie et al., 2009).  
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En plus de H3K56ac, les histones nouvellement synthétisées H3-H4 dans des cellules 

de mammifères apparaissent être acétylées sur les lysines H4K5 et H4K12 (catalysée par la 

HAT1) et porter la méthylation H3K9 (Loyola et al., 2009; Nagarajan et al., 2013; Verreault et 

al., 1998). La marque H4K12ac est conservée de la levure à l'homme, et la perte de HAT1 

conduit à des défauts dans la prolifération et la réparation des dommages de l'ADN. 

Cependant, cette acétylation apparaît aussi être indispensable pour la réplication RCNA 

(Barman et al., 2006). Il est probable que H4K5 et K12ac régulent l’assemblage des 

nucléosomes en partie par la modulation de l'import nucléaire des histones H3.1-H4 

nouvellement synthétisées car des mutations de ces résidus sont liées à des niveaux réduits 

de H3.1-H4 dans le noyau (Ejlassi-Lassallette et al., 2011). 

 

4.1.2 Assemblage des nucléosomes indépendant de la réplication de l’ADN 
(RINA) 

Comme dans la réplication de l'ADN, les nucléosomes doivent être réassemblés 

après la transcription des gènes dans un processus d’assemblage RINA (Figure 27). Le 

mécanisme mis en jeu comprend également un échange d'histones où les histones libres 

sont incorporées dans des nucléosomes intacts. L'échange d'histones fournit aux cellules ne 

se divisant pas la possibilité de régler de manière dynamique la structure de la chromatine, 

et de disposer d'un mécanisme pour le remplacement des histones endommagées.  

Beaucoup d’histones sont échangées, y compris CenH3 (liée aux centromères), H3.3 

et quelques formes variantes de H2A de mammifères. Le dimère H2A-H2B, dernier incorporé 

lors de l’assemblage du nucléosome, est échangé plus facilement que (H3-H4)2, premier 

complexe désassemblé, même si le tétramère (H3-H4)2 peut être divisé et les dimères H3-

H4 peuvent être échangés au niveau des gènes activement transcrits (Katan-Khaykovich 

and Struhl, 2011). Alors que l’échange d’histones est supposé se produire fréquemment sur 

les gènes fortement transcrits, ce processus a été aussi observé dans les promoteurs inactifs 

(Das and Tyler, 2013). Il semble que le dépôt et l’échange de H2A-H2B se produisent de 

façon similaire dans les processus RCNA et RINA. Contrairement aux tétramères (H3-H4)2 

qui sont relativement stables, les dimères H2A-H2B peuvent subir un échange rapide avec 

H2A-H2B libre (non lié). Cela se produit même lors de la phase S, ce qui suggère que le 

dépôt de H2A-H2B se produit de manière similaire dans le contexte de réplication de l’ADN 

et de la transcription.  

L’une des chaperonnes des histones H2A-H2B la plus largement étudiée est Nap1p, 

qui lie préférentiellement H2A-H2B in vivo (Mosammaparast et al., 2002). Nap1p contribue 

au dépôt et à l’échange de H2A-H2B à plusieurs niveaux, à l’import des dimères H2A-H2B 
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du cytoplasme vers le noyau, perturbe des interactions histone-ADN non productives ou bien 

permet le dépôt direct des deux dimères H2A-H2B et H3-H4 sur l’ADN pour l’assemblage 

des nucléosomes in vitro (Andrews et al., 2010; D'Arcy et al., 2013; Fan et al., 2015; Ito et 

al., 1997; Mosammaparast et al., 2002).  

FACT est une autre chaperonne d’histones impliquée dans l’assemblage des 

complexes H2A-H2B dans les nucléosomes, qui favorise la liaison H2A-H2B sur H3-H4 in 

vitro (Jamai et al., 2009; McCullough et al., 2015). 

Dans les cellules de mammifères, l’histone H3.3 est déposée lors du mécanisme de 

RINA (avec H4) par des chaperonnes telles que HIRA, DAXX et DEK. HIRA est impliquée 

dans l’assemblage et l’échange d’histones H3.3-H4, les cellules dépourvues de cette 

chaperonne ont des niveaux réduits de H3.3 au niveau des gènes réprimés et actifs. DAXX 

est impliquée dans le dépôt de H3.3 au niveau des régions télomériques, tandis que DEK est 

impliquée dans le maintien de l’intégrité de l’hétérochromatine. Par conséquent, par rapport à 

RINA, l’incorporation de H3.3 est régulée par différentes chaperonnes d’histones à différents 

sites sur la chromatine (Dahlin et al., 2015). 

Par rapport à la réplication (RCNA), il existe des différences notables dans la façon 

dont le dimère H3-H4 est incorporé lors du processus RINA. Par exemple dans RCNA, les 

tétramères (H3.1-H4)2 sont rarement fractionnés. Cependant, au cours de la phase S, un 

faible pourcentage des tétramères parentaux (H3.3-H4)2 est divisé en dimères H3.3-H4, qui 

forment alors des nucléosomes mixtes contenant des dimères H3.3-H4 naissants et 

parentaux (Ramachandran and Henikoff, 2015; Xu et al., 2010). Chez la levure, ces 

nucléosomes mixtes sont concentrés dans les régions fortement transcrites ainsi qu’au 

niveau des régions régulatrices (Katan-Khaykovich and Struhl, 2011). Par conséquent, 

contrairement à H3.1-H4, il est possible que H3.3-H4 puisse être déposé soit sous forme de 

dimère soit de tétramère (Dahlin et al., 2015). 

Les rôles de la modification H3K56ac sont intimement liées à Asf1p, car cette 

chaperonne est également importante pour le désassemblage de la chromatine. Les 

perturbations liées à Asf1p sont corrélées avec une diminution du remodelage des 

nucléosomes, l’expulsion des histones et l’incorporation de nouvelles histones H3 aux 

niveaux de sites de transcription (Gkikopoulos et al., 2009; Rufiange et al., 2007). Lorsque la 

levure est incapable d’acétyler H3K56, les taux d’échange des histones baisse globalement 

(Kaplan et al., 2008). Néanmoins, Asf1p peut avoir des rôles dans l’assemblage de la 

chromatine en dehors de RINA, indépendamment de son rôle dans le désassemblage de la 

chromatine. Rtt109p et Asf1p (mais curieusement, pas H3K56ac) sont importantes pour la 
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répression de la transcription dans certains cas (Erkina and Erkine, 2015; Lin and Schultz, 

2011), attestant de l’interaction complexe entre l’échange des histones, la transcription, les 

chaperonnes d’histones et les MPT des histones. D’autres MPT d’histones peuvent affecter 

RINA, en particulier le dépôt des histones H3.3-H4 nouvellement synthétisées. La 

phosphorylation de l’histone H4K47 (H4K47ph) par PAK2 favorise l’assemblage de H3.3-H4 

tout en inhibant l’assemblage de H3.1-H4 (Dahlin et al., 2015). 

 

4.1.3 L’assemblage des nucléosomes dans la réparation de l’ADN 
L’intégrité de l’ADN est constamment mise à l’épreuve, par des erreurs intrinsèques à 

la machinerie cellulaire qui réplique l’ADN, des rayonnements électromagnétiques, des 

produits chimiques (mutagènes par exemple). Des défauts dans la réparation d’ADN sont 

une caractéristique des cancers humains (Jackson and Bartek, 2009). Plusieurs voies de 

réparation d’ADN existent, notamment la recombinaison homologue (HR), non-homologous 

end joining (NHEJ), par excision de nucléotides (NER), par excision des bases. En ce qui 

concerne la chromatine, le modèle actuel de réparation de l’ADN est « accès, réparation, 

restauration » (Smerdon, 1991). Autrement dit, la chromatine doit être d’abord désassemblée 

pour que la machinerie de réparation d’ADN puisse accéder au site endommagé(s) (accès) ; 

cette machine doit effectuer les réparations nécessaires sur l’ADN (réparation), et ensuite la 

machinerie de réparation doit se détacher et la chromatine est réassemblé (restauration). 

Des erreurs dans l’assemblage des nucléosomes associés au processus de réparation 

d’ADN peuvent avoir des conséquences importantes, un montage incorrect pourrait 

endommager l’héritage épigénétique ou conduire à une instabilité génomique. Par exemple, 

le dommage de l’ADN a le potentiel de se propager rapidement, car les nucléosomes 

flanquant une cassure double brin (DSB) peuvent être perturbés au cours de réparation de 

l’ADN (Adam et al., 2014; Tsukuda et al., 2005). 

Le rôle précis des chaperonnes d’histones dans la réparation de l’ADN reste 

méconnu. La résection des extrémités ADN peut conduire à un désassemblage des 

nucléosomes via des complexes de remodelage de la chromatine comme INO80 (Chambers 

and Downs, 2012; Morrison et al., 2004). Il existe aussi un échange dynamique de formes 

variantes d’histones au niveau des sites de lésions et de réparation de l’ADN (Volle and 

Dalal, 2014). L’histone H2A.Z est incorporée près de DSB dans les cellules humaines (Xu et 

al., 2012), et des défauts de son incorporation mènent à une sensibilité génotoxique 

augmentée et a des défauts de réparation de l’ADN. Les nucléosomes sont alors plus faciles 

à démonter, ce qui permet un meilleur accès de la machinerie de réparation (Dahlin et al., 

2015). La forme variante d’histone H2A.X, qui a une distribution aléatoire à travers la 
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chromatine, est phosphorylée sur la sérine 129/139 chez la levure et chez les mammifères, 

respectivement, par le système de contrôle des dommages à l’ADN. Cette forme variante 

d’histone est donc impliquée dans la signalisation de la présence de lésions de l’ADN, et est 

éliminée (via des dimères H2A.X-H2B) et remplacée par des dimères canoniques H2A-H2B 

par l’action du complexe FACT (Heo et al., 2008). 

L’assemblage des nucléosomes pendant les réparations de l’ADN se produit de façon 

similaire celui de la réplication RCNA, peut-être parce que la réparation de l’ADN implique la 

synthèse de l’ADN. Conformément à cette idée, le complexe CAF-1 est recruté aux sites 

endommagés par les UV, où il favorise le dépôt des nouvelles histones H3.1-H4 aux sites de 

réparation de l’ADN à l’aide de PCAF (Adam et al., 2014). Récemment, la chaperonne 

d’histones H3.3 HIRA a été montré être enrichie dans les sites d’ADN endommagés dans les 

cellules humaines, avant l’arrivée du complexe CAF-1 (Adam et al., 2013). Chez la levure, 

une composante importante de l’assemblage des nucléosomes après les réparations de 

l’ADN est la modification H3K56ac dépendante d’Asf1p (Chen et al., 2008a). 

 

4.2 Les différents types de chaperonnes d’histones 
 

Du fait de leur propriété hautement basique, les histones ont tendance à former des 

agrégats insolubles avec l’ADN lorsqu’ils sont mélangés ensemble dans des conditions 

physiologiques. Pour éviter ces effets délétères, des chaperonnes  permettent la liaison et la 

livraison des histones à l’ADN pour former des nucléosomes lors, comme nous venons de le 

décrire dans le chapitre précédent, de la réplication de l’ADN, après le passage du complexe 

d’élongation de la transcription ainsi que la réparation de l’ADN (Krude and Keller, 2001; 

Tyler, 2002; Verreault, 2000; Zhang et al., 2016a). 

En général, les chaperonnes d’histones peuvent être classées en deux catégories : 

les chaperonnes H3-H4 et les chaperonnes H2A-H2B en fonction de leur liaison 

préférentielle soit aux histones H3-H4 ou soit aux histones H2A-H2B (Zhang et al., 2016a). 

Je ne détaillerai que les chaperonnes d’histones CAF-1, FACT et Rtt106p spécifiques des 

histones H3-H4. 
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4.3 Le complexe CAF-1 : activité chaperonne H3-H4 
 

Le mécanisme par lequel les histones accèdent et s’assemblent sur l’ADN 

nouvellement synthétisé a commencé à être caractérisé en 1975 (Germond et al., 1975; 

Oudet et al., 1975). Depuis, il a été constaté que, bien que des extraits cytoplasmiques 

provenant de cellules 293T permettent une réplication efficace de l’ADN plasmidique, seuls 

les extraits nucléaires permettent un assemblage de nouveaux mini-chromosomes contenant 

des nucléosomes (Stillman, 1986). Ce fut cette observation qui a conduit à suggérer 

l’existence d’une machinerie spécifique qui suit le mécanisme de réplication au long de l’ADN 

et favorise l’assemblage des nucléosomes (Stillman, 1986). Trois ans plus tard le complexe 

CAF-1 (Chromatin Assembly Factor 1) a été identifié et purifié (Smith and Stillman, 1989). Il 

s’agit d’un complexe hétérotrimérique, composé de trois sous-unités, et qui possède la 

capacité d’assembler des histones sur l’ADN nouvellement synthétisé. Chaque sous-unité a 

été nommée sur la base de son poids moléculaire apparent en électrophorèse : une sous-

unité de 150 kDa (CAF-1-p150, CHAF1a), une sous-unité de 60 kDa (CAF-1-p60, CHAF1b), 

et une sous-unité de 48 kDa (CAF-1-p48, RbAp48, p48) (Figure 29). La stœchiométrie des 

sous-unités est de 1:1:1. Le complexe CAF-1 contient fréquemment des dimères d’histones 

acétylées H3/H4 nouvellement synthétisés (Verreault et al., 1996).  

Chez S. cerevisiae, CAF-1 se compose de Cac1p (Rlf2p – Rap1 protein Localisation 

Factor), Cac2p (Chromatin Assembly Complex) et Cac3p (Msi1p – Multicopy Suppressor of 

Ira1) (Tableau 12).  

Organismes Grande sous-unité Sous-unité intermédiaire Petite sous-unité 

H. sapiens p150, CHAF1a RbAp48, p48 RbAp48, p48 

M. musculus p150 p60 p48 

D. melanogaster p180 p105 p55 

C. elegans Chaf1 Chaf2 Chaf3 

S. cerevisiae Cac1p, Rlf2p Cac2p Cac3p, Msi1p 

A. thaliana FAS1 FAS2 FAS3 

Tableau 12: Comparaison des sous-unités du complexe CAF-1 chez divers organismes. Extrait de Yu et al., 

2015b. 
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Figure 29 : Diagrammes des composants du complexe CAF-1 chez l’humain. CHAF1a contient un domaine 

N-terminal PIP (PCNA Interacting Motif), qui a une forte activité in vitro, suivi d'une région d'interaction MOD-1, 

qui est nécessaire pour l'interaction avec l'hétérochromatine. Dans cette région il existe un domaine d’interaction 

HP1 (Hétérochromatin Protéin 1), suivi d’un domaine PEST qui entraîne la dégradation rapide des protéines. Le 

domaine KER est une région très acide, candidate pour l'interaction avec les histones. Le domaine PIP a été 

montré expérimentalement comme requis pour l'interaction in vivo avec PCNA et la formation des nucléosomes. 

Enfin, la région ED et une région d'interaction avec CHAF1b se trouvent à l'extrémité C-terminale de CHAF1a. 

CHAF1b est l'une des nombreuses protéines contenant des répétitions WD. Elle contient 7 répétitions WD, 

suivies par un domaine PEST, ainsi que deux motifs B-domaine-like qui facilitent les interactions directes avec 

ASF1a. p48 est également une protéine contenant 7 répétitions WD et qui comprend également deux domaines 

α-hélicoïdale aux extrémités N et C terminales qui facilitent la liaison à H4. Extrait de Volk and Crispino, 2015. 
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L’association de CAF-1 avec les histones nouvellement synthétisées suggère que ce 

complexe est impliqué dans le dépôt des histones nouvellement synthétisées sur l’ADN, par 

opposition aux complexes chaperonnes d’histones qui déstabilisent les histones en amont ou 

en aval sur l’ADN matrice (Ruiz-Carrillo et al., 1975; Sobel et al., 1995; Stillman, 1986). Dans 

la phase S, CAF-1 est localisée à la fourche de réplication (Krude, 1995). Cette localisation 

permet à CAF-1 de faciliter la première étape de la formation des nucléosomes, le dépôt de 

dimères H3/H4 sur l’ADN nouvellement synthétisé. Au cours de cette phase, des protéines 

H3 et H4 nouvellement synthétisées dans le cytoplasme forment des complexes 

hétérotrimériques avec la chaperonne d’histone Asf1p dans un mélange stœchiométrique 

1 :1 :1 (Figure 30) (pour revue Volk and Crispino, 2015). Au sein de ce complexe, Asf1p lie 

H3, empêchant son homodimérisation naturelle. Ainsi, les hétérodimères H3/H4 ne 

s’assemblent pas en tétramères. À la suite de l’interaction avec l’ADN et l’histone H2A dans 

le nucléosome en cours de formation, H4 subit un changement de conformation qui libère le 

domaine globulaire d’Asf1p et permet la formation de l’hétérotétramère (H3-H4)2 (English et 

al., 2006) (Figure 30).  

CAF-1 a une préférence particulière pour la forme variante d’histone H3.1, qui est 

produite principalement au cours de la phase S et est considérée comme étant la forme 

d’histone H3 dépendante de la réplication. La variante H3.2 diffère de H3.1 par un acide 

aminé (Cystéine substituée par une Sérine en position 96) et est également produite lors de 

la réplication de l’ADN, bien qu’il n’y ait aucune preuve fonctionnelle montrant les interactions 

avec CAF-1 (Franklin and Zweidler, 1977). Les cellules sont capables de se diviser et de se 

différencier quand H3.2 est totalement absente, mais qu’elle est remplacée par la forme 

variante H3.3 (Hodl and Basler, 2012). H3.3 est continuellement synthétisée tout au long de 

la durée de vie de la cellule, ses niveaux sont maintenus indépendamment de la régulation 

du cycle cellulaire, et elle peut être incorporée dans la chromatine à tout moment au cours du 

cycle cellulaire (Ahmad and Henikoff, 2002; Brown et al., 1985). Cependant, H3.3 semble 

préférentiellement être trouvée avec le complexe HIRA au lieu de CAF-1 (Tagami et al., 

2004).  

Les dimères d’histones H3/H4 nouvellement synthétisées sont acétylés dans le 

cytoplasme par une histone acétyltransférase de type B (HAT) qui est connue pour acétyler 

les résidus K5 et K12 sur les histones H4 non-liées au nucléosome (Imhof and Wolffe, 1999; 

Kleff et al., 1995; Parthun et al., 1996; Verreault et al., 1998). 
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Figure 30 : Structure du complexe Asf1-H3-H4. (A) Les régions des protéines Asf1, H3 et H4 qui apparaissent 

dans cette structure sont présentées sous forme de cases colorées représentant les protéines de pleine longueur. 

(B) Représentation de Asf1p avec les contacts qui se forment avec H3. Les acides aminés de l'histone H3 qui 

contribuent de façon importante à l'interface Asf1p sont représentés par des ovales cyan, dont les dimensions 

sont proportionnelles à l'étendue de la surface enterrée et sont étiquetés en conséquence. (C) Structure générale 

du complexe Asf1p-H3-H4, avec Asf1p en violet, H3 en cyan et H4 en vert. Les principaux éléments de la 

structure secondaire sont marqués. Extrait de English et al., 2006.  
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Des expériences d’épuisement de CHAF1a ou de CHAF1b par shRNA conduit à la 

perte immédiate de l’activité chaperonne sur la chromatine et la dégradation concomitante 

rapide des deux autres sous-unités, très probablement en raison de l’exposition et de 

l’activation des domaines PEST (signal de protéolyse) (Rechsteiner and Rogers, 1996) 

présents dans celles-ci (Kaufman et al., 1995; Lee et al., 2009). La sous-unité p48 est 

critique pour la formation des nucléosomes dépendante de la réplication de l’ADN (Kadyrova 

et al., 2013). Chez la levure, la perte de l’activité de CAF-1 n’est pas létale, mais conduit à la 

formation de fragments Okazaki plus longs, à cause d’un mauvais placement des 

nucléosomes, suggérant également un défaut dans la réplication de l’ADN (Smith and 

Whitehouse, 2012). En plus des changements de taille des fragments Okazaki, d’autres 

défauts réplicatifs sont observés, comme l’activation des points de contrôle mitotique dues à 

des défauts chromosomiques au niveau des centromères et la formation du kinétochore, en 

particulier lorsqu’elle est associée à des mutations supplémentaires dans les protéines HIR 

(Histone Regulatory) (Krude, 2002). Des études récentes ont suggéré que CAF-1 est 

également impliqué dans les voies de développement, mémoire épigénétique et la division 

cellulaire asymétrique (Huang et al., 2010; Nakano et al., 2011; Yu et al., 2013; Zeng et al., 

2013).  

 

4.3.1 La sous-unité CHAF1a 
L’une des principales fonctions de CHAF1a (p150) est de diriger le complexe CAF-1 à 

la fourche de réplication par une interaction directe avec PCNA (Proliferating Cell Nuclear 

Antigen) (Shibahara and Stillman, 1999). PCNA forme un complexe coulissant sur l’ADN lors 

de la synthèse de l’ADN, et sert d’échafaudage pour plusieurs protéines différentes, dont les 

ADN polymérases et des chaperonnes d’histones (Maga et al., 1999; Maga et al., 2000; 

Shibahara and Stillman, 1999). Bien que CHAF1a ait deux domaines peptidiques séparées 

mais conservés interagissant avec PCNA (PIP, PCNA Interacting Peptide), le second PIP 

(PIP2), situé vers le milieu de la protéine, est principalement responsable de l’interaction in 

vivo avec PCNA. Les deux PIP de CHAF1a ont des affinités différentes pour PCNA, car le 

motif PIP1 en N-terminal lie fortement PCNA dans des études in vitro, mais semble être 

inutile dans un contexte cellulaire. En revanche, PIP2 est nécessaire pour la liaison de PCNA 

in vivo et diffère de PIP1 par un seul acide aminé (Q-K) (Rolef Ben-Shahar et al., 2009). 

Alors qu’une région PIP2 potentielle a été identifiée dans CHAF1b, des expériences 

ultérieures ne révèlent aucune preuve de la liaison directe avec PCNA. Il a été proposé que 

les régions du PIP de CHAF1a interférent avec l’activité des nucléosomes plutôt que 

directement avec les processus de réplication de l’ADN, ce qui permet à CAF-1 de 
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fonctionner derrière la fourche de réplication, sans empêcher d’autres processus médiés par 

PCNA (Rolef Ben-Shahar et al., 2009). 

En plus de son rôle dans la réplication de l’ADN en phase S, CHAF1a est également 

impliquée dans la réparation des dommages de l’ADN en interphase, en particulier pendant 

la réparation NER (nucléotide excision repair) dans un processus dépendant de l’ATP 

impliquant PCNA (Moggs et al., 2000). CHAF1a a aussi des fonctions supplémentaires dans 

la réparation de l’ADN mais de manière indépendante de PCNA pendant la réparation DSB 

(double strand break). Dans la réparation DSB, CHAF1a est enrichie à des sites DSB par 

une interaction directe PCNA-indépendante avec les protéines 14-3-3ζ  et KU70/80 

(également connu comme Complexe Protein Kinase ADN-dépendant) (Hoek et al., 2011). Ce 

complexe est connu pour recruter les facteurs nécessaires à la réparation des DBS et facilite 

le mécanisme de jonction des extrémités non homologues (NHEJ, Non-homologous end 

joining) et la recombinaison homologue (Lees-Miller, 1996).  

CHAF1a peut également interagir avec le facteur HP1 (Heterochromatin-binding 

Protein 1), permettant au complexe CAF-1 de cibler l’hétérochromatine par l’intermédiaire 

d’un domaine de liaison HP1 à l’extrémité N-terminale de CHAF1a qui est situé dans la 

région d’interaction Mod (Murzina et al., 1999; Quivy et al., 2008). L’extrémité N-terminale de 

CHAF1a abrite également un fragment qui est suffisant pour maintenir l’association des 

régions chromosomiques et des protéines associées avec les nucléoles, y compris la liaison 

avec l’antigène de prolifération Ki67, avec la nucléophosmine et la nucléoline. Cependant, ce 

fragment est incapable d’interagir avec CHAF1b, suggérant que cette fonction nucléolaire est 

très probablement indépendante de CAF-1, et ne comporte pas d’activité histone 

chaperonne (Smith et al., 2014). 

 

4.3.2 La sous-unité p48 
La sous-unité p48 a initialement été caractérisée comme membre de la famille des 

protéines du rétinoblastome (Rb) chez la levure dans des expériences de chromatographie 

d’affinité et a ensuite été séquencée et rebaptisée protéine associée au rétinoblastome p48 

(RbAp48) (Qian and Lee, 1995; Qian et al., 1993). P48, se compose de 7 répétitions WD et 

interagit avec H4 indépendamment de CAF-1 par des domaines alpha-hélicoïdale situés à 

son extrémité N et C-terminale (Zhang et al., 2013a). Elle est également étroitement 

associée à la sous-unité catalytique de l’histone déacétylase humaine HDAC1, ce qui avait 

suggéré un rôle dans la déacétylation des histones H4 nouvellement synthétisées, une fois 

déposées dans le nucléosome (Song et al., 2008). Ceci est en contraste avec les prédictions 

de ses fonctions dans le complexe histone acétyltransférase de levure (HAT), vu son degré 
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de conservation élevé avec l’histone chaperonne de levure Hat2b. Cependant, des études 

ultérieures ont montré que p48 seule n’a pas d’activité enzymatique (Verreault et al., 1996). 

Seule une petite fraction de p48 cellulaire est associée à CAF-1, la majorité des 

protéines étant présentes dans d’autres grands complexes (Marheineke and Krude, 1998). 

P48 est ainsi également présente dans un complexe avec les deux formes variantes de H3, 

H3.1 et H3.3, ce qui suggère qu’elle joue des rôles supplémentaires en dehors de l’activité 

de chaperonne d’histone médiée par CAF-1 (Tagami et al., 2004). Ces rôles comprennent le 

fonctionnement au sein du complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2). Dans les 

cellules humaines, l'interaction entre p48 et PRC2 joue un rôle dans la limitation de la 

déposition de la marque d’histone H3K27me3, ce qui permet à certaines régions du génome 

de rester actives (Vizan et al., 2015). En plus du complexe répresseur Polycomb, p48 a 

également été identifiée comme jouant un rôle crucial dans le complexe de 

remodelage/déacétylation NuRD et le complexe de remodelage NURF (Kuzmichev et al., 

2002; Martinez-Balbas et al., 1998; Zhang et al., 1999). Des mutations dans l’homologue 

CHAF1a humain chez S. cerevisiae, la protéine Cac1, réduisent l’interaction avec Cac3p 

(homologue de p48 humaine) et conduisent à des défauts dans le silencing télomérique 

(Krawitz et al., 2002). 

 

4.3.3 La sous-unité CHAF1b 
CHAF1b se compose de 7 répétitions WD, suivies par une région B-like et un 

domaine PEST. Bien que les répétitions WD de CHAF1b ont été considérées fournir 

l'échafaudage nécessaire pour faciliter une interaction directe entre la chaperonne H3/H4 et 

ASF1a/b et de promouvoir son activité de chaperonne d'histones, des expériences de 

délétion des résidus N-terminaux 1-418 de CHAF1b ont révélé que ce domaine n'est pas 

nécessaire pour la liaison à ASF1a/b (Tang et al., 2006). Au contraire, il a été déterminé que 

l'extrémité C-terminale permet une liaison directe avec ASF1a. La région C-terminale de 

CHAF1b contient un domaine B-like, d'abord identifié dans p105, l'homologue CHAF1b chez 

la drosophile, et cette région B-like est nécessaire et suffisante pour la liaison de CHAF1b à 

ASF1 (Tyler et al., 2001). CHAF1b partage également une homologie de sa région B avec 

HIRA, une chaperonne de histone H3 indépendante de la réplication qui est activée en 

premier lieu en dehors de la phase S et a une préférence pour la variante H3.3 (Loppin et al., 

2005; Rai and Adams, 2012). Notamment la liaison de ASF1a avec HIRA ou avec CHAF1b 

est mutuellement exclusive, ce qui suggère que l'expression HIRA peut être une méthode 

indirecte de régulation de l'activité de CHAF1b (Tagami et al., 2004). En outre, ASF1 est 

l'une des deux chaperonnes d'histones connues pour avoir en même temps des fonctions 



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 177 
 

dépendantes et indépendantes de la réplication, vu ses interactions avec CHAF1b et HIRA 

(Tagami et al., 2004). Enfin, en plus des répétitions WD à l'extrémité N-terminale et le 

domaine B-like de l'extrémité C-terminale, CHAF1b possède également un domaine PEST à 

son extrémité C-terminale (Kaufman et al., 1995). L'activité de ce domaine PEST est en 

outre soutenue par la constatation que l'élimination de CHAF1a par shRNA conduit à la 

dégradation ultérieure et rapide de CHAF1b (Ye et al., 2003). 

Alors qu'une stœchiométrie stricte 1:1:1 des composants CAF-1 (CHAF1a, CHAF1b 

et p48) a été initialement proposé (Krude and Knippers, 1993), il a été ultérieurement 

retrouvé que la perte de la sous-unité p48 peut provoquer des défauts dans la capacité de 

CAF-1 à chaperonner la chromatine au niveau de la fourche de réplication (Marheineke and 

Krude, 1998; Tagami et al., 2004; Verreault et al., 1996). Cependant, ce sont des effets 

secondaires dus à la perte de CHAF1a ou CHAF1b, qui rend le complexe CAF-1 non-

fonctionnel (Lee et al., 2009; Nakano et al., 2011). La perte des sous-unités CHAF1a ou 

CHAF1b conduit à une perte complète de la fonction de CAF-1, pour deux raisons. Tout 

d'abord, la perte de CHAF1b rend CHAF1a instable à cause de l'exposition et de l'activation 

subséquente du domaine C-terminal PEST (Ye et al., 2003). Deuxièmement, CHAF1b 

interagit directement avec ASF1a/b, la chaperonne H3/H4 responsable du maintien du 

contact direct avec les hétérodimères H3/H4 (Tang et al., 2006). Par conséquent, pendant la 

phase S, CHAF1b/ASF1a/H3/H4 sont dans un complexe avec CHAF1a, qui à son tour est en 

contact avec PCNA au niveau de la fourche de réplication. Ce réseau d'interaction permet au 

complexe CAF-1 de fournir à l'ADN des dimères H3/H4 après le passage de la fourche de 

réplication.  

CHAF1b est également nécessaire pour la synthèse d’ADN par le mécanisme de 

réparation NER des lésions de l’ADN (De Koning et al., 2007). Après irradiation, CHAF1b est 

phosphorylée, en une quantité qui est directement liée à l'intensité des dommages induites 

par des UV (Gaillard et al., 1996). Cette phosphorylation conduit CHAF1b à former des 

complexes avec CHAF1a et PCNA, qui ensuite se localisent aux sites de lésions de l'ADN 

(Martini et al., 1998). L'interaction CHAF1b-ASF1a, qui est indépendante de la 

phosphorylation de CHAF1b (Mello et al., 2002), est responsable de l’incorporation de H3.1 

dans les nucléosomes pendant la réparation NER. Cette capacité à fonctionner 

indépendamment de son état de phosphorylation est critique pour le rôle de CHAF1b dans le 

mécanisme NER (Volk and Crispino, 2015). CHAF1b est nécessaire aussi pour le 

recrutement de l’histone H2A ubiquitinylée (H2Au) aux sites de l'ADN endommagés par les 

UV (Zhu et al., 2009). Cependant, ces observations peuvent résulter de la perte d'un 
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complexe CAF-1 intact, réduisant ainsi globalement le dépôt des H3/H4 aux sites des lésions 

de l'ADN, et en réduisant ensuite le recrutement de H2A (Volk and Crispino, 2015). 

Enfin, CHAF1b est le chaperon primaire d'un groupe de protéines d'histone, appelées 

protamines, qui sont de petites protéines de liaison riches en arginine fortement basiques qui 

partagent un degré élevé d'homologie avec la protéine histone de liaison H1 (Braun, 2001). 

Les protamines permettent un très haut degré de compaction de la chromatine, protégeant 

fonctionnellement l'ADN des spermatozoïdes des dommages physiques et de mutagenèse 

(Caldwell and Handel, 1991). En effet, les protamines sont capables de condenser l'ADN à 

une taille qui est près de 200 fois plus petite que dans son état initial, ce qui permet à la 

moitié du génome de tenir à l'intérieur d'une spermatide. Chez les mammifères, les 

protamines ne remplacent pas directement les histones, mais fonctionnent par interaction 

avec des protéines intermédiaires appelées protéines de transition 1 et 2 (TNP1 et TNP2) 

(Caldwell and Handel, 1991). Une nouvelle fonction de chaperonne histone-indépendante de 

CHAF1b a récemment été élucidé dans des testicules chez la drosophile: l'homologue de 

CHAF1b, le facteur p75 est requis pour le dépôt de protamines sur l'ADN au cours de la 

phase tardive de la spermatogenèse (Doyen et al., 2013). Ces protamines remplacent 

complètement les histones traditionnelles dans le sperme mature (Eirin-Lopez et al., 2006). 

Alors que l’homologue de CHAF1a chez la drosophile, le facteur p180 est responsable du 

ciblage des protamines sur la chromatine des spermatides, l’homologue de CHAF1b, le 

facteur p75 est responsable de leur dépôt sur l'ADN (Doyen et al., 2013).  

 

4.4 Le complexe FACT : chaperonne des complexes histones H2A-
H2B, H3-H4 

 

Le complexe FACT (Facilitates Chromatin Transcription) est un complexe nucléaire 

abondant, qui a été identifié à l'origine dans les cellules de mammifères comme un facteur 

nécessaire pour l’élongation de la transcription sur les modèles chromatine. Il permet à l'ARN 

Pol II de transcrire des matrices d'ADN incorporées dans les nucléosomes (Orphanides et 

al., 1998; Reinberg and Sims, 2006). Le complexe déstabilise l'interaction entre le dimère 

H2A/H2B et le tétramère H3/H4 du nucléosome, en réorganisant ainsi la structure du 

nucléosome. De cette façon, le complexe FACT peut jouer un rôle dans la réplication de 

l'ADN et dans d'autres processus de la chromatine, ainsi que dans l’élongation de la 

transcription.  
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4.4.1 Les composants du complexe FACT 
FACT est composé des deux protéines Spt16 et Pob3 (et leur homologues respectifs 

chez les mammifères SPT16 et SSRP1) (Figure 31). Chez les métazoaires, les homologues 

de SSRP1 contiennent un domaine HMG. Ce domaine, situé à l'extrémité C-terminale dans 

le cas de SSRP1 humaine, est impliqué dans la liaison à l’ADN; cependant, chez les levures 

et les protistes, ce domaine est absent (Brewster et al., 1998; Wittmeyer and Formosa, 

1997). En revanche, le complexe FACT de levure interagit avec les nucléosomes à des loci 

où de multiples copies de la protéine Nhp6, qui contient des domaines HMGB, sont déjà 

présentes et qui fournit au complexe FACT l’activité de liaison à l’ADN (Brewster et al., 2001; 

Stillman, 2010). Néanmoins, Nhp6p ne forme pas de complexe stable avec l'hétérodimère 

Spt16p/Pob3p, et un excès molaire d’environ 10 fois de cette protéine par rapport à 

l'hétérodimère Spt16p-Pob3p est nécessaire pour l’activité in vitro, et pour favoriser la 

fonction de FACT in vivo (Brewster et al., 2001; Formosa et al., 2001; Rhoades et al., 2004; 

Ruone et al., 2003). FACT est essentiel pour la viabilité cellulaire, mais les cellules de levure 

peuvent se développer lentement en absence de Nhp6p, suggérant que la fonction de liaison 

d'ADN peut ne pas être un élément central de l'activité de FACT, ou que d'autres facteurs 

pourraient remplacer Nhp6p. Nhp6p soutient également les activités de plusieurs autres 

facteurs chromatiniens (pour revue Stillman, 2010), où il semble avoir un rôle général dans 

des processus liés à la chromatine chez la levure. 
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Figure 31 : Schéma montrant l’organisation structurale de Spt16p et Pob3p. Les domaines N-terminal (NT), 

de dimérisation (D), intermédiaire (M), C-terminal (C), et HMGB de Spt16p et Pob3p de S. cerevisiae et Nhp6 

ainsi que la protéine SSRP1 humaine sont schématisées à l'échelle. Les domaines acides sont colorés en rouge. 

SSRP1 porte une extension C-terminale riche en sérine qui ne se retrouve pas chez la levure. Le domaine 

SPT16-NT possède deux lobes comme indiqué en cyan et bleu, avec la boucle entourant le domaine potentiel de 

liaison peptidique conservé indiquée en magenta. Les diagrammes en ruban des domaines dont les structures 

cristallographiques sont connus sont représentés, ainsi qu’une représentation de la surface de Nhp6p liée à l'ADN 

déterminée par RMN (SPT16-NT - PDB: 3BIQ, Pob3-NT/D - PDB: 3F5R, Pob3-M - PDB: 2GCL, et Nhp6-ADN - 

PDB: 1J5N). Extrait de Formosa et al., 2012.   
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Le complexe FACT humain lie les dimères d’histones H2A-H2B et H3-H4 in vitro, mais il 

a une plus grande affinité pour H2A-H2B (Hainer and Martens, 2016; Marciano and Huang, 

2016; Orphanides et al., 1999; Winkler et al., 2011). Il maintient le contact avec des 

composants multiples du nucléosome simultanément, ce qui empêche la dispersion du 

nucléosome lors de la transcription (Formosa, 2012; Jamai et al., 2009). Les structures de 

plusieurs domaines ont été déterminées : pour les domaines N-terminal (SPT16-N) (Stuwe et 

al., 2008) et intermédiaires (Spt16-M) de Spt16 (Figure 32) (Kemble et al., 2013) et 

l'extrémité N-terminale/de dimérisation (Pob3-N/D) et le domaine intermédiaire (Pob3-M) de 

Pob3p (Figure 33) (Baker et al., 2001; VanDemark et al., 2006; VanDemark et al., 2008).  

La structure 3D de SPT16-N suggère une fonction de liaison peptidique, mais le ligand 

physiologique et le rôle de ce domaine non essentiel demeurent incertains. Le domaine 

Pob3-N/D forme un domaine d’homologie à la pleckstrine (PH) (Belotserkovskaya et al., 

2004), et le domaine Pob3-M comprend deux domaines PH qui sont fixés de façon rigide l’un 

par rapport à l'autre dans un arrangement inhabituel appelé à double domaine pleckstrine 

(VanDemark et al., 2006). Notamment, la chaperonne Rtt106p de H3-H4 forme aussi un 

domaine double PH, et des modèles de l'interaction entre Rtt106p et H3-H4 ont été proposés 

(cf. Chapitre 4.5.1) (Su et al., 2012; Zunder et al., 2012). Les domaines PH et double PH, 

qui partagent souvent peu d'homologie au niveau de la séquence primaire et sont donc 

difficiles à reconnaître en absence d'informations structurales, apparaissent donc comme des 

éléments communs des chaperons d'histones.  
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Figure 32 : Structure de Spt16p chez S. cerevisiae. Gauche: Organisation des domaines et structures de 

Spt16p associée à Pob3p. Les limites des domaines N-terminal (N), de dimérisation (D), Intermédiaire (M), et C-

terminal (C) sont précisées. Les structures se basent sur les données PDB suivantes: Spt16-N (PDB: 3BIT), 

Spt16-M (PDB: 4IOY), Pob3-N/D (PDB: 3F5R), et Pob3-M (PDB: 2GCL). Droite: Représentation de Spt16-Mp 

coloré en gradient de l’extrémité N-terminale (bleu) vers l’extrémité C-terminale (rouge). Les résidus désordonnés 

sont représentés en lignes pointillées. La région supprimée dans la construction Spt16-Mp est marquée en lignes 

pointillées grises. Bas: La séquence en aminoacides de Spt16-Mp avec affichage des éléments de structure 

secondaire en haut de la séquence. Après Kemble et al., 2013.  
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Figure 33 : Structure de la protéine Pob3-M. Gauche: Représentation de Pob3Mp. Les domaines PH (rose), N-

terminal (vert) et C-terminal (bleu) sont montrés. Droite: Représentation des surfaces du Pob3Mp. Les surfaces 

de Pob3p/SSRP1 conservées dans 12 organismes sont montrées en rouge. Bas: La séquence en aminoacides 

de Pob3Mp avec affichage des éléments de structure secondaire en haut de la séquence. D’après VanDemark et 

al., 2006.  
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4.4.2 Les fonctions du complexe FACT 
FACT est essentiel pour la viabilité cellulaire chez les eucaryotes, bien que des souches 

viables de S. pombe dépourvues de la sous-unité Pob3p ont été décrites (Formosa, 2008; 

Van Lijsebettens and Grasser, 2010). Spt16p a été identifiée dans deux cribles génétiques. 

L'un visait à rechercher des facteurs responsables du renforcement de l'initiation de la 

transcription dans un système rapporteur. Ainsi, une dérégulation de l’activité de Spt16p, soit 

augmentée soit diminuée, est capable de réprimer l’insertion du transposon Ty1 dans un 

système de gène rapporteur, en permettant l'initiation de la transcription à des sites 

inappropriés. Un autre crible avait pour objectif d’identifier des facteurs qui contrôlent la 

progression du cycle de division cellulaire. Ainsi, une diminution de l'activité de Spt16 a 

provoqué la baisse des taux de transcription des cyclines G1, raison pour laquelle il a 

également été nommé Cdc68 (Clark-Adams et al., 1988; Malone et al., 1991; Prendergast et 

al., 1990; Rowley et al., 1991). 

Tandis que des mutations de Pob3p entraînent également des défauts dans la 

transcription, Pob3p a d'abord été identifiée comme un facteur associé à l’ARN Pol II et 

physiquement associé à la sous-unité catalytique de l'ADN polymérase α chez la levure 

(Wittmeyer and Formosa, 1997), impliquant ainsi FACT dans la réplication de l'ADN. Des 

travaux ultérieurs ont renforcé les liens avec des facteurs de transcription et la machinerie de 

réplication (Formosa, 2008; Kundu et al., 2011; Reinberg and Sims, 2006), et il a été proposé 

un rôle dans la fonction centromérique (Lejeune et al., 2007). Ces activités peuvent toutes 

être attribuées à la capacité principale de FACT de modifier les propriétés de la chromatine 

par sa liaison aux histones et aux nucléosomes, mais la gamme des processus dont il est 

impliqué suggère que ses rôles dans les processus liés à la chromatine sont très étendus 

(pour revue Formosa, 2012). 

FACT a également été impliquée dans la réparation de l'ADN en tant que facteur de 

spécificité pour la caséine kinase II, qui l'amène à phosphoryler le résidu sérine 293 de la 

p53 humaine en réponse à des lésions dues aux UV (Keller and Lu, 2002), et le transport de 

l'ARNm (Hautbergue et al., 2009). Ces fonctions ne semblent pas impliquer l'activité de 

chaperonne d'histones, mais peuvent plutôt compter sur la capacité de FACT d'interagir avec 

une large gamme de protéines à travers ses multiples motifs de liaison. 

FACT interagit physiquement avec Swi6p, un facteur du complexe de liaison à l’ADN 

site-spécifique (Takahata et al., 2009a) et avec le facteur de liaison à l’ADN simple brin RPA 

(VanDemark et al., 2006), mais ces interactions semblent recruter FACT respectivement, sur 

des promoteurs spécifiques ou dans des étapes intermédiaires pendant la réplication de 

l'ADN.   



 
     
   INTRODUCTION 
 

 

Page 185 
 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Modèle pour la réorganisation des nucléosomes par le complexe FACT. Nhp6p se lie à l'ADN à 

la surface d'un nucléosome canonique, pliant l'ADN et déstabilisant les contacts histones-ADN. Les cycles 

répétés de liaison-flexion-libération dans un court intervalle de temps rendent le nucléosome moins stable et plus 

adapté à la réorganisation par Spt16p-Pob3p. La réorganisation implique la rupture des contacts entre les 

dimères H2A-H2B et H3-H4, mais les composants du nucléosome restent associés ensemble par l’intermédiaire 

de FACT sous une forme dans laquelle l'ADN est largement accessible. Cette forme dynamique perd les dimères 

H2A-H2B à une fréquence plus élevée que les nucléosomes canoniques. Dans le modèle de "déplacement des 

dimères" FACT procède directement au déplacement d'un dimère H2A-H2B pour former un hexasome. FACT 

pourrait favoriser l'insertion de formes variantes de H2A-H2B. L’extrémité C-terminale prolongée de H2A, qui 

constitue le domaine d'ancrage et qui est en partie responsable de la stabilité du dimère-tétramère dans 

l'octamère de base est montré. Extrait de Formosa, 2012.  
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4.4.2.1 Réorganisation des nucléosomes 

FACT lie les nucléosomes in vitro avec un KD apparent d'environ 10 nM (Ruone et al., 

2003). Cette liaison est associée à une plus grande accessibilité globale de l'ADN au sein du 

nucléosome (ADN nucléosomique) pour certaines endonucléases (Formosa et al., 2001; 

Rhoades et al., 2004). En présence de FACT, les nucléosomes sont dans une configuration 

plus ouverte dans laquelle l'ADN est nettement plus accessible (Figure 34).  

FACT peut interagir avec des complexes de remodelage des nucléosomes (Takahata et 

al., 2009b). Ainsi, des enzymes de remodelage de la chromatine ATP-dépendantes 

augmentent l'accessibilité à l’ADN nucléosomique, dans la plupart des cas par une 

translocation du noyau d’octamère d'histones au long de l'ADN pour déplacer le site de 

reconnaissance dans l'ADN en dehors du nucléosome (Clapier and Cairns, 2009). FACT 

n’hydrolyse pas l’ATP, ne partage pas la similarité de séquence avec des enzymes de 

remodelage ATP-dépendantes, et ne diffuse pas dans les noyaux des histones (Orphanides 

et al., 1998; Rhoades et al., 2004).  

La réorganisation des nucléosomes nécessite une déstabilisation de l’interaction entre 

les dimères H2A-H2B et les tétramères (H3-H4)2 mais la réorganisation de nucléosomes par 

FACT n’implique pas l’expulsion complète des dimères H2A-H2B (Xin et al., 2009). La 

réorganisation implique un équilibre entre une forme canonique fermée et une forme 

réorganisée ouverte de nucléosomes (Figure 34). Chaque forme a la même composition, 

mais la forme réorganisée est intrinsèquement plus favorable à un déplacement de dimères 

H2A-H2B. 

 

4.4.2.2 Lien avec l’ARN Pol II 

FACT a initialement été purifiée en utilisant sa capacité à favoriser l’élongation de l'ARN 

Pol II in vitro (Orphanides et al., 1998). Pol II s’arrête principalement à deux sites, environ 15 

et 45 nt dans le nucléosome, et FACT favorise principalement la progression à travers la 

pause à 45 nt. La pause à 15 nt est due au contact entre le dimère H2A-H2B et l'ADN, tandis 

que la pause à 45 nt marque la transition vers la phase de contacts H3-H4:ADN, ce qui 

suggère que FACT aide principalement la polymérase à surmonter les liaisons entre l’ADN et 

le tétramère (H3-H4)2. FACT pourrait donc modifier la stabilité de l'association des 

tétramères avec l'ADN, ou en modifiant la dynamique interne des nucléosomes en 

supprimant les dimères H2A-H2B. Dans les deux cas, l'effet principal de FACT in vitro sur la 

transcription de l'ARN Pol II ne se produit pas au moment où la polymérase approche le 

nucléosome mais dans les étapes ultérieures. 
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4.4.2.3 Eviction des nucléosomes 

L'activation de la transcription implique l'expulsion des nucléosomes pour permettre 

l'assemblage des complexes de transcription sur les sites d'ADN de promoteurs, qui sont 

autrement inaccessibles. Des chaperonnes d'histones, tels que Asf1p ont été impliqués dans 

l'expulsion des nucléosome (Adkins et al., 2004), mais il est actuellement difficile de savoir si 

les chaperonnes jouent un rôle actif dans l’initiation du désassemblage des nucléosomes ou 

un rôle passif, de transport des histones libérées au niveau des sites où d'autres facteurs, 

tels que des facteurs de remodelage ATP-dépendants fonctionnent. FACT semble capable 

de jouer les deux rôles. Conformément à cette possibilité, FACT a été démontré être 

nécessaire pour l'expulsion des nucléosome pendant l'activation de plusieurs promoteurs de 

levure inductibles ou régulés en fonction du cycle cellulaire (Ransom et al., 2009; Takahata 

et al., 2009a, b; Xin et al., 2009).  

L’éviction des nucléosomes dans la région la plus distale du promoteur commence avant 

que l'ARN polymérase soit recrutée, et dépend de la reconnaissance des sites dans l'ADN 

par Swi5p, suivie par le recrutement des complexes coactivateurs SWI/SNF, SAGA et 

Médiateur. Cette expulsion initiale ne nécessite pas FACT ou Asf1p, mais une deuxième 

vague d'expulsion de nucléosomes plus proche du site de début de transcription nécessite 

FACT, et une troisième vague adjacente à la seconde nécessite Asf1p. Le dépôt des 

histones sur les sites de liaison de Swi5p commence de manière précoce et concomitante à 

d’autres expulsions à des sites plus éloignés, et ce processus exige à la fois la présence de 

FACT et Asf1p. Il n’est pas connu comment l'expulsion affecte certains nucléosomes sans 

que la déstabilisation se propage dans les régions voisines jusqu'à ce que d'autres facteurs 

comme FACT ou Asf1p soient recrutés.  

 

4.4.2.4 Rôle dans la transcription 

La transcription est associée à des taux élevés de remplacement des histones, en partie 

à cause de l'expulsion des nucléosomes de certains promoteurs lors de l'activation, et en 

partie à cause de la déstabilisation de nucléosomes lors de l’élongation de la transcription 

(Kulaeva et al., 2007; Williams and Tyler, 2007). La mesure des taux de remplacement des 

histones dans les cellules normales et dans des cellules avec une activité FACT diminuée 

(Jamai et al., 2009) a montré que les taux de recyclage des histones en présence de FACT 

étaient faibles, mais augmentent de façon spectaculaire quand l’expression de FACT est 

réduite. Les taux de recyclage augmentent pour les dimères H2A-H2B et aussi pour les 

tétramères (H3-H4)2. Les gènes fortement transcrits montrent des effets plus importants, et 

l'inhibition de la transcription diminue le taux de recyclage. Un rôle physiologique de FACT 
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est donc d'empêcher la transcription au niveau de nucléosomes désassemblés, 

probablement en empêchant les histones de se disperser ou en favorisant le réassemblage 

rapide des nucléosomes avec les composants d'origine, afin que de nouvelles histones ne 

soient pas recrutées. 

Une deuxième ligne de preuves liant FACT à la stabilisation des nucléosomes provient 

d’études portant sur l'activation des promoteurs cryptiques. Des séquences typiques de 

promoteur sont présentes au sein de certaines unités de transcription. Cependant, ces sites 

ne sont pas capables d’initier la transcription, en raison des effets répresseurs de la structure 

de la chromatine locale, mais ils peuvent être activés si la structure de la chromatine est 

modifiée (Kaplan et al., 2003; Mason and Struhl, 2003). Les facteurs qui favorisent le 

réassemblage des nucléosomes perturbés par la transcription ou qui inversent les marques 

d'activation de l'initiation de la transcription sont donc nécessaires pour éviter que ces 

promoteurs cryptiques soient fonctionnels. Ainsi, des mutations dans les gènes qui codent 

des chaperonnes d'histones tels que FACT activent des promoteurs cryptiques (Carrozza et 

al., 2005; Cheung et al., 2008). 

 

4.4.2.5 Echange des histones 

La réorganisation des nucléosomes implique des déplacements de dimères H2A-H2B et 

leur remplacement par des formes variantes d’histones, comme par exemple le variant 

H2A.X lors de la réparation des cassures d’ADN double brin. Dans des cellules de 

mammifères, l'introduction de cette forme dans les nucléosomes est inhibée par l’absence de 

FACT (Heo et al., 2008). FACT semble être à la fois chaperonne et facteur d'échange pour 

cette réaction.  

FACT est impliquée dans la fonction de la forme variante H2A.Z (Htz1p chez la levure). 

La suppression de HTZ1 augmente les défauts causés par des mutations de FACT (Biswas 

et al., 2006; Santisteban et al., 2011). Par ailleurs, des allèles de Spt16p qui suppriment les 

défauts causés par la perte de Htz1p ont également été décrits (Santisteban et al., 2011). 

Bien que FACT humain ne favorise pas l'échange d'H2A.Z in vitro (Santisteban et al., 2011), 

la preuve d'un rôle direct pour FACT chez la levure comme chaperonne d’H2A.Z a été 

décrite in vivo (Luk et al., 2007). 
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4.4.2.6 Assemblage des nucléosomes pendant la réplication 

Comme nous l’avons décrit auparavant, la réplication nécessite une production rapide 

d'un grand nombre de nucléosomes. Plusieurs chaperonnes d'histones ont été impliquées 

dans ce processus (Figure 28), y compris Asf1p, CAF-1, et Rtt106p (Chapitre 1.5) (Groth et 

al., 2007; Ransom et al., 2010). FACT est un candidat probable pour un rôle central dans la 

formation des nucléosomes naissants, car il est physiquement associé à la machinerie de 

réplication de l'ADN, il est essentiel pour la viabilité, il peut déposer les histones sur l'ADN 

(Belotserkovskaya et al., 2003; Xin et al., 2009). Une autre ligne de preuves à l'appui d'un 

rôle de FACT dans le dépôt des nucléosomes lors de la réplication provient de l'analyse des 

phénotypes de cellules cumulant des mutations délétères dans les gènes des composants 

du complexe FACT et des mutations dans les gènes d’histones. La létalité synthétique entre 

Pob3p et des mutants de l’histone H4 qui ont perdu la capacité d’être acétylées suggère que 

lorsque Pob3p est défectueux, les cellules ne peuvent pas tolérer une autre mutation qui 

perturbe également le dépôt des nucléosomes. Les cellules dépourvues de FACT fonctionnel 

sont également incapables de tolérer des pertes de l'histone acétyltransférase Gcn5p 

(Formosa et al., 2002). Néanmoins, une des difficultés dans l'interprétation des effets 

génétiques entre FACT et Gcn5p est le fait que Gcn5p est également importante pour la 

régulation de la transcription, donc on ne peut pas apprécier si le défaut de synthèse observé 

sur les taux de croissance reflète un problème dans la réplication, un problème dans la 

transcription, ou les deux. 

 

4.5 La protéine Rtt106 : chaperonne des histones H3 et H4 
 

Rtt106p (Regulator of Ty1 Transposition) est l'une des premières chaperonnes 

identifiée parmi celles ayant une activité d’interaction avec des histones portant des 

modifications spécifiques. Chez la levure, elle participe au dépôt des histones H3 et H4 

nouvellement synthétisées sur la chromatine au cours de la réplication et de la transcription 

(Fillingham et al., 2009; Li et al., 2008). Rtt106p joue également un rôle dans la formation de 

l’hétérochromatine (Huang et al., 2005a; Huang et al., 2007a). L'affinité de liaison aux 

histones de Rtt106p est renforcée par l'acétylation de la lysine 56 de H3 (H3K56ac) (Li et al., 

2008). Au cours de la phase S de réplication, toutes les protéines H3 nouvellement traduites 

sont acétylés au niveau de K56, et sont incorporées dans la chromatine au cours de 

l'assemblage des nucléosomes dépendant ou indépendant de la réplication, puis 

déacétylées à mesure que les cellules passent en phase G2 (Celic et al., 2006; Masumoto et 

al., 2005). Par conséquent, la spécificité de Rtt106p pour l’interaction avec H3K56ac peut 
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agir comme un mécanisme de tri qui fait la distinction entre les histones nouvellement 

synthétisées et les histones recyclées portant d'autres modifications post-traductionnelles 

(Zunder et al., 2012). Rtt106p prend en charge les dimères H3-H4 ubiquitinylés libérés de 

leur interaction avec Asf1p et réalise l’assemblage des tétramères H3-H4 pour la formation 

des nucléosomes (Fazly et al., 2012; Liu et al., 2012; Winkler et al., 2012). 

Rtt106p oligomérise in vivo. La forme tronquée de Rtt106 (1-315), qui conserve la fonction 

complète in vivo, forme des homodimères via sa région N-terminale (Fazly et al., 2012). Le 

domaine PH de Rtt106 est le site de liaison du dimère d’histones H3-H4 in vivo et in vitro (Li 

et al., 2008). Des mutations à l'interface des homo-dimères inactivent la liaison de Rtt106p 

avec H3-H4 in vivo, ce qui appuie fortement l'idée que l’oligomérisation de Rtt106, et 

vraisemblablement la dimérisation, est nécessaire à Rtt106p pour lier H3- H4 in vivo (Fazly 

et al., 2012). 

L'incorporation des histones H3 acétylées (H3K56ac) médiée par Rtt106p dans la 

chromatine est importante pour plusieurs processus cellulaires. Lors de l'assemblage des 

nucléosomes pendant la réplication, Rtt106p fournit H3K56ac aux sites de synthèse de l'ADN 

par l'intermédiaire d'une interaction physique directe avec les sous-unités Cac1p et Cac2p du 

complexe chaperonne d'histones CAF-1 (Cac1p, Cac2p et Msi1p) de S. cerevisiae (Huang et 

al., 2005a; Li et al., 2008; Su et al., 2012). Comme Rtt106p, CAF-1 lie spécifiquement 

H3K56ac (Li et al., 2008). Les souches invalidées pour les gènes RTT106 et CAC1 

(ΔRTT106ΔCAC1) présentent des sensibilités synergiques à des agents endommageant 

l'ADN dans la phase S, ce qui suggère que Rtt106p et CAF-1 exercent des fonctions qui se 

superposent pendant le turnover des nucléosomes couplé avec la réplication (Li et al., 2008). 

Au cours de la répression chromatinienne, Rtt106p interagit physiquement avec Sir4p, un 

membre du complexe Sir (silent information regulator), qui forme un domaine répressif au 

niveau des régions silencieuses du génome (Huang et al., 2007a; Rusche et al., 2003). Ce 

type de répression est défectueux dans les souches ΔRTT106ΔCAC1 (Huang et al., 2005a; 

Huang et al., 2007a).  

 

4.5.1 Structure de la protéine Rtt106 
Rtt106p est une protéine de 455 acides aminés, 52 KDa, codée sur le chromosome 

XIV de la levure S. cerevisiae. Sa structure 3D a été résolue par plusieurs groupes (Liu et al., 

2010; Su et al., 2012; Zunder et al., 2012). Les premières données structurales ont été 

obtenues en 2010 par l’équipe de Shi (Liu et al., 2010) et concernent le domaine central de 

la protéine (Rtt106-M, résidus 65–320), qui adopte une architecture organisée par deux 

domaines homologues à la pleckstrine PH (pleckstrin homology) (Figure 35), PH1 et PH2, 
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qui sont intimement associés par un réseau d’interactions hydrophobes. Il s’est avéré 

impossible de produire chacun des domaines de façon séparée. L’organisation est donc de 

type à double domaine PH.  

Ces premières données structurales de Rtt106p-M ont identifié que cette structure est 

très proche de celle déjà connue du domaine central de Pob3p/SSRP1 (VanDemark et al., 

2006) (cf. Chapitre 4.4.1). Pob3p et SSRP1 sont structurellement et fonctionnellement plus 

étroitement liées, et Rtt106p est liée du point de vue évolutif à ces protéines, mais fonctionne 

dans des processus différents. Il est intéressant de noter que l'homologue fonctionnel de 

Rtt106p chez les mammifères n'a pas encore été identifié.  

L'affinité de Rtt106p pour les histones acétylées est inattendue, car il lui manque l’un 

ou l'autre des deux domaines connus de liaison à l’acétyle-lysine: un bromodomaine ou 

comme chez les plantes un homéodomaine (Andrews et al., 2016; Deeney et al., 2016; 

Jacobson et al., 2000; Zeng et al., 2010). Dans cette première structure 3D de Rtt106p-M, 

une boucle hautement conservée entre les brins β S12 et S13 dans le second feuillet β anti-

parallèle (S12-S14) de PH2 a été identifiée comme étant cruciale pour la liaison au tétramère 

des histones (H3-H4)2 (Liu et al., 2010). Les résidus exposés aux solvants sur ce feuillet sont 

soit hautement conservés soit sont du même type dans les homologues de Rtt106p, et ils 

forment une surface essentiellement neutre, bien que partiellement acide. Cette surface 

juxtapose étroitement la boucle conservée et peut également contribuer à l'interaction entre 

Rtt106p-M et le tétramère (H3-H4)2. De l'autre côté de la boucle, trois résidus conservés 

(Glu133, Glu230 et Asp287) constituent un motif acide, par lequel Rtt106p-M pourrait 

neutraliser la charge positive des histones (Figure 36).   
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Figure 35 : Structure tridimensionnelle de Rtt106-Mp (aa 65-320). (A) Modèle tridimensionnel de Rtt106-Mp. 

Les résidus désordonnés entre les deux domaines PH et à l’extrémité C-terminale sont montrés en lignes 

pointillées. (B) Surface accessible au solvant du modèle de Rtt106-Mp. L’orientation de l’image à gauche est la 

même que dans la figure (A). L’ellipse indique la région chargée positivement. (C) Illustration sur le modèle 

tridimensionnel des résidus participant à la formation de la surface chargée positivement. (D) Résidus conservés 

à l’interface des deux domaines PH. Les modèles dans les figures (C) et (D) ont la même orientation que dans la 

figure (A). Extrait de Liu et al., 2010.  
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Figure 36 : Représentation de la région acide de Rtt106p chez S. cerevisiae. (A) Alignement de séquences 

des domaines à doubles domaines PH entre Rtt106p et ses homologues. Alignement réalisé avec ClustalW2 

avec les séquences suivantes: S. cerevisiae Rtt106p (gi|6324123|NP_014193.1); Vanderwaltozyma polyspora 

Rtt106p (gi|156837701|XP_001642870.1); Candida glabrata Rtt106p (gi|50289433|XP_447148.1); Ashbya 

gossypii Rtt106p (gi|45185065|NP_982782.1), et Kluyveromyces lactis Rtt106p (gi|50307819|xp_ 453.903,1). Les 

structures secondaires et les numéros de résidus de Rtt106-Mp sont affichés en haut. Les résidus comprenant la 

zone chargée positivement impliquée dans la liaison à l’ADN sont désignés par un triangle noir; les résidus 

hydrophobes à l'interface des deux domaines PH sont désignés par un triangle orange; les résidus comprenant la 

boucle cruciale pour la liaison avec H3-H4 sont désignés par un astérisque. Les trois résidus chargés 

négativement hautement conservés qui forment un patch négatif près de la boucle conservée sont indiqués par 

un triangle bleu. (B) Représentation des résidus exposés au solvant mis en évidence sur le deuxième domaine 

PH de Rtt106-Mp: le second feuillet β (S12-S14), les régions en boucle S12 et S13 et une région acide voisine 

formée par trois résidus très conservés (E133, E230 et D287). Les résidus neutres sont représentés en blanc, les 

résidus hydrophobes en jaune, les résidus chargés positivement en bleu et les résidus acides en rouge. Extrait de 

Liu et al., 2010.  
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Par la suite, la structure 3D d’autres versions de Rtt106p tronquée de ses extrémités 

N et C terminales (Rtt1106-Mp) a été résolue par les groupes de G. Mer et J. Rine (résidus 

69-300 dans Zunder et al., 2012; et 68-301 dans Su et al., 2012). De plus, la structure du 

domaine de dimérisation (acides aminés 1-42) a été établie par RMN (Su et al., 2012). Ces 

deux études ont apporté des informations sur le mode d’interaction de Rtt106p avec l’histone 

H3: l’équipe de G. Mer a étudié par ITC l’interaction entre deux fragments de Rtt1106p (1-42 

et 68-301) et le complexe H3-H4 acétylés ou non au niveau de la lysine 56 de l’histone H3, 

et a résolu la structure cristalline du complexe formé entre un peptide acétylé de H3 et 

Rtt106p68-301 (Su et al., 2012) ; l’équipe de J. Rine a analysé l’effet de mutations, introduites 

par mutagenèse dirigée, sur les fonctions in vivo de Rtt106p dans la réplication et le silencing 

par formation d’hétérochromatine. Le choix des résidus à muter s’est basé sur les 

informations des structures 3D de Rtt106p et de Pob3p, (Zunder et al., 2012).  

La publication de la première structure 3D de Rtt106p a permis d’identifier que le 

domaine PH2 porte la région d’interaction avec le complexe d’histones H3-H4 (Liu et al., 

2010). Dans le complexe avec le peptide de H3 acétylé, la lysine acétylée se place dans une 

cavité de PH2 bordée par les résidus A253, D238, P237, Y297, R300 et K301 (Su et al., 

2012). Le rôle de ces résidus a été confirmé par des expériences de co-immunoprécipitation 

de H3 avec des variants de Rtt106p mutés au niveau de ces résidus. Cette étude montre 

également une interaction, mais de plus faible affinité, du domaine 1-42 de Rtt106p avec le 

complexe H3-H4. Cette étude propose que l’interaction de Rtt106p avec le complexe H3-H4 

serait donc la combinaison d’au moins deux zones d’interaction : l’un de forte affinité entre le 

domaine PH2 et H3 acétylée et la seconde de plus faible affinité entre le domaine 1-42 et 

H3-H4.  

Dans la deuxième étude, l’approche par mutagenèse a permis d’identifier deux zones 

importantes pour la fonction de Rtt106p: l’une impliquant des résidus (S80 et R86) présents 

dans des brins β du domaine PH1, et l’autre une boucle de neuf résidus qui connecte deux 

brins β dans le domaine PH2 (Zunder et al., 2012). La propriété basique de la zone identifiée 

au niveau de PH1 mais pas celle de la boucle de PH2 s’est avérée essentielle pour l’activité 

de Rtt106p. L’importance de ces deux zones pour l’interaction avec H3 a été confirmée par 

des expériences d’immunoprecipitation. Il est connu que des surfaces distinctes de la 

chaperonne d'histones Asf1p sont mises en jeu pour interagir avec H3 et H4 (English et al., 

2006).  
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Figure 37 : Modélisation du complexe Rtt106K56Ac-(H3–H4)2. (A) Modèle structural de Rtt106p (résidus 1–

301) en complexe avec un tétramère (H3–H4)2. Structure de Rtt106p: PDB 3TW1. Structure de (H3–H4)2: PDB: 

1ID3. (B) Structure cristalline du double domaine PH de Rtt106p (résidus 68–301) avec la surface d’interaction 

avec H3K56ac colorée en rouge. (C) Deux surfaces importantes dans les deux motifs PH pour la fonction de 

Rtt106p. Des résidus qui altèrent la fonction de Rtt106p quand ils sont mutés sont colorés en fonction de la 

sévérité de l’effet: sévère (rouge: S80E, R86A, et T265E), modéré (orange: RL266, 267AA et SM284, 285AA) ou 

faible (jaune: I264A, K88A, and T268E). Adapté de Su et al., 2012; Zunder et al., 2012; Zunder and Rine, 2012.  
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Bien qu'il soit contre-intuitif qu'une surface basique sur Rtt106p puisse permettre 

l’interaction avec les histones fortement basiques, les histones possèdent des régions acides 

qui ont déjà été impliquées dans des interactions avec d’autres histones (Luger et al., 1997). 

Par conséquent, Rtt106p peut exploiter un mécanisme d’association similaire pour réguler 

l'assemblage des nucléosomes en masquant par exemple ces régions avant la formation de 

l’octamère d'histones (Zunder et al., 2012). Alternativement, le motif basique pourrait 

coordonner la liaison des histones par l'intermédiaire d'une interaction intramoléculaire avec 

le domaine acide C-terminal de Rtt106p. Cette idée est en accord avec la constatation que 

Rtt106p est capable d’interagir avec H3 in vivo, alors que Rtt106-Mp ne l’est pas (Zunder et 

al., 2012).  

Par contraste avec les résidus conservés dans les domaines N-terminaux PH1 de 

Rtt106p et Pob3p et qui sont impliqués dans l’interaction avec les histones, la boucle C-

terminale de Pob3p peut être mutée entièrement sans engendrer de perte de fonction, 

contrairement à Rtt106p. Ainsi, au sein des structures à double domaine PH, telles que 

présentes dans Rtt106p ou Pob3p, la surface basique de PH1 correspond à une surface 

conservée pour l’interaction de ces protéines avec l’histone H3 ou H4 alors que la boucle C-

terminale n’est importante que pour Rtt106p où elle contribue à la spécificité de Rtt106p pour 

H3K56ac et son interaction avec cette histone (Zunder et al., 2012).  

De plus, une surface basique présente dans le domaine de PH1 de Rtt106p, est 

nécessaire pour une faible activité de liaison à l'ADN (Kd∼22 μM) (Liu et al., 2010). Deux 

mutants qui ont été testés (R186A/K187A et K245A/K246A), ont perdu complétement la 

capacité d’interagir avec de l’ADNdb utilisé dans ces expériences. Cette perte d’interaction 

n’est pas due à une altération de la structure de la protéine mais à la perte de charge 

positive globale de cette région (Liu et al., 2010). Une région similaire chargée positivement 

se trouve à la surface de Pob3p-M, de sorte que Pob3p peut également se lier à l'ADN, mais 

avec une affinité plus faible que Rtt106 (Liu et al., 2010). L’association à l'ADN a été 

rapportée pour une seule autre chaperonne, la protéine humaine SET, membre de la famille 

NAP-1 (Muto et al., 2007). Fait intéressant, SET utilise des surfaces d’interaction qui se 

chevauchent pour interagir avec les histones et l'ADN (Zunder et al., 2012). Comme Rtt106p, 

des mutations au sein de cette surface perturbent les interactions avec les histones et avec 

l’ADN, ce qui suggère que la liaison à chaque cible pourrait être mutuellement exclusive (Liu 

et al., 2010). Ces résultats suggèrent que la compétition entre l'ADN et les histones pour 

établir une interaction avec cette surface peut fonctionner comme un mécanisme ATP 

indépendant conservé pour permettre la dissociation des histones de l'ADN (Zunder et al., 

2012).   
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4.5.2 Autres partenaires identifiés de Rtt106p 
 

4.5.2.1 Les complexes de remodelage de la chromatine RSC et SWI/SNF 

Rtt106p interagit directement avec les deux complexes de remodelage de la chromatine 

SWI/SNF et RSC, et cette interaction est essentielle pour la localisation de ces deux 

complexes aux loci des gènes d'histones dont l’expression est dépendante de HIR (cf. 

Chapitre 4.5.2.2). De plus, SWI/SNF est recruté à ces gènes juste avant leur pic 

d'expression en phase S, et ce recrutement dépend de Rtt106p. Le complexe HIR interagit 

avec SWI/SNF et est essentiel pour la localisation de SWI/SNF aux gènes d'histones 

(Dimova et al., 1999). Le complexe RSC est également présent au niveau de ces gènes (Ng 

et al., 2002). Cependant, l'interaction directe entre RSC et le complexe HIR n'a pas été 

signalée. Fillingham et ses collègues (Fillingham et al., 2009) ont rapporté que le 

recrutement de Rtt106p au niveau des gènes des histones est dépendante de HIR. Le fait 

que Rtt106p interagit à la fois avec SWI/SNF et RSC (Rsc1p, Rsc8p), et que Rtt106p est 

essentielle pour leur recrutement aux gènes des histones à expression HIR-dépendante, 

suggère que la localisation des complexes RSC et SWI/SNF au niveau des gènes d'histones 

est indirecte et est médiée par Rtt106p. En d'autres termes, la suppression des gènes 

HIR/HPC, qui perturbe la fonction du complexe HIR, conduit à l’absence de Rtt106p au 

niveau des gènes d'histones, empêchant ainsi le recrutement des complexes SWISNF et 

RSC. En outre, l’absence d’expression de Rtt106p ne modifie pas la présence du complexe 

HIR ni du facteur Asf1p sur les gènes d'histones (Fillingham et al., 2009). Donc ni le 

complexe HIR ni Asf1p ne peuvent recruter SWI/SNF ou RSC sur les gènes des histones en 

absence de Rtt106p. Cependant, HIR et SWI/SNF peuvent interagir in vitro, suggérant qu’in 

vivo le complexe HIR pourrait recruter SWI/SNF à d'autres loci indépendamment de Rtt106p 

(Ferreira et al., 2011). 

Alors que le recrutement du SWI/SNF aux gènes d'histones à expression HIR-

dépendantes est régulé au cours du cycle cellulaire et est limité à la phase tardive G1 juste 

avant l'expression des gènes d'histones dans la phase S (Dimova et al., 1999), la présence 

de RSC au locus HTA1-HTB1 a été montrée être limitée aux phases du cycle cellulaire 

pendant lesquelles les gènes des histones sont inactifs (début de G1, phases G2 et M) 

suggérant un rôle répressif (Ng et al., 2002). Etant donné que Rtt106p joue un rôle essentiel 

dans le recrutement des deux complexes SWI/SNF et RSC aux gènes des histones, les 

signaux de régulation du cycle cellulaire pourraient cibler Rtt106p et moduler directement ces 

interactions (Ferreira et al., 2011). Rtt106p a été montrée interagir avec les sous-unités 

Swe1p (Ptacek et al., 2005) et Swp82p (Ferreira et al., 2011).   
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Figure 38 : Modèle proposé pour le recrutement des complexes de remodelage de la chromatine SWI/SNF 
et RSC au niveau des gènes des histones dépendantes de HIR par Rtt106p, en fonction du cycle 
cellulaire. Rtt106p est retrouvée associée avec HIR et Asf1p au niveau des promoteurs des gènes HTA1 et 

HTA2. La séquence NEG est essentielle pour la répression médiée par HIR, et est associée à un facteur non 

encore identifié, qui maintient le complexe HIR et ses co-facteurs au niveau de ces promoteurs. Rtt106p est 

possiblement un facteur clé du complexe HIR/Asf1p/Rtt106p, qui régule le recrutement du complexe RSC en 

fonction du cycle cellulaire, en dehors de la phase S, dans la phase G2/M et G1 précoce, quand les gènes des 

histones sont réprimés. Dans la phase G1 tardive, des signaux spécifiques du cycle cellulaire déclenchent une 

modification qui permet à Rtt106p de recruter SWI/SNF dans la phase G1 tardive, et le largage du complexe RSC 

des promoteurs des gènes des histones. Dans la phase G1 tardive et S, SWI/SNF est présent au niveau des 

promoteurs des gènes des histones via son interaction avec Rtt106p, ce qui permet l’activation de la transcription 

des gènes des histones. Adapté de Ferreira et al., 2011.   
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4.5.2.2 Le complexe HIR 

En dehors de la phase S, la répression de la transcription des histones est maintenue 

par le complexe chaperonne HIR (Hir1p, Hir2p, Hir3p et Hpc2p). Le complexe HIR est 

localisé au niveau des éléments NEG (negative regulatory elements) dans les régions 

régulatrices des gènes HTA1-HTB1, HHT1-HHF1 et HHT2-HHF2 (Osley et al., 1986; Osley 

and Lycan, 1987; Xu et al., 1992). Bien que la transcription de HTA2-HTB2 soit spécifique de 

la phase S, son promoteur ne contient pas d'éléments NEG (Zunder and Rine, 2012). Le 

principal activateur de HTA1-HTB1 est Spt10p, une protéine de liaison à l’ADN séquence 

spécifique contenant un domaine histone acétyltransférase (HAT) (Eriksson et al., 2011). 

Spt10p reconnait deux paires de séquences en amont des éléments UAS (Upstream 

Activation Sequences) du promoteur de HTA1-HTB1: UAS1 et UAS2 régulent l’expression 

de HTA1, et UAS3 et UAS4 celle de HTB1. UAS3 et UAS4 contiennent également des sites 

de liaison pour le régulateur du cycle cellulaire SBF (un hétérodimère Swi4p-Swi6p), qui 

chevauchent les sites de liaison de Spt10p. La liaison de Spt10p et la liaison du SBF au 

niveau des  UAS3 et UAS4 sont mutuellement exclusifs in vitro (Eriksson et al., 2011). 

À la fin de la phase G1, la répression des gènes d'histones est réduite par la 

dissociation du complexe RSC et par le recrutement dépendant de Rtt106p du complexe de 

remodelage de la chromatine SWI/SNF (Dimova et al., 1999; Ferreira et al., 2011). SWI/SNF 

favorise la transcription active, possiblement en exposant les séquences UAS aux facteurs 

régulés en fonction du cycle cellulaire Spt10p et SBF (Dollard et al., 1994; Eriksson et al., 

2011; Xu et al., 2005). Les facteurs d'activation supplémentaires comprennent Yta7p 

(Fillingham et al., 2009; Gradolatto et al., 2009; Kurat et al., 2011; Tackett et al., 2005) et 

Rtt109p, une histone acétyltransférase qui acétyle les lysines 56 des histones H3 

nouvellement synthétisées (H3K56ac) (Driscoll et al., 2007; Han et al., 2007a; Schneider et 

al., 2006; Tsubota et al., 2007). L'acétylation H3K56 est spécifique de la phase S (Masumoto 

et al., 2005) et est nécessaire pour surmonter la répression des gènes d'histones médiée par 

les chaperonnes par un mécanisme inconnu (Fillingham et al., 2009). Yta7p bloque la 

propagation de Rtt106p et RSC le long des cadres de lecture des gènes d’histones et facilite 

l'élongation par ARN polymérase II (Fillingham et al., 2009; Kurat et al., 2011; Zunder and 

Rine, 2012). 

Le complexe HIR a un rôle de chaperonne d'histones et peut assembler les 

nucléosomes indépendamment de la réplication de l'ADN (Green et al., 2005; Prochasson et 

al., 2005). La chaperonne d'histones Asf1p peut être copurifiée avec le complexe HIR (Green 

et al., 2005) et est également nécessaire pour la répression de la transcription de gènes 

d'histones portant des éléments cis NEG (Sutton et al., 2001). Le complexe HIR se lie de 
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manière stable à l'ADN et aux nucléosomes sans spécificité de séquence connue. Une fois 

lié aux nucléosomes, un complexe protéines/ADN distinct est formé, qui est résistant au 

remodelage par SWI/SNF (Prochasson et al., 2005). Comme le complexe HIR se lie à l'ADN 

sans spécificité de séquence, il est probable que la séquence NEG présente au niveau du 

promoteur des loci de HTA1-HTB1 est lié par un facteur de liaison à l'ADN encore non 

caractérisé qui permet le recrutement direct du complexe HIR (Ferreira et al., 2011).  

Les rôles du complexe HIR sont évolutivement conservés, car chez l’homme, HIRA 

(l'homologue de Hir1p et Hir2p) est nécessaire pour le dépôt des histones H3.3 en dehors de 

la phase S (Ahmad and Henikoff, 2002; Lamour et al., 1995; Tveteraas et al., 2015). HIRA se 

trouve associé à de multiples protéines, y compris Cabin1 et Ubinuclein-1 (UBN1) qui sont 

les homologues respectivement, de Hir3p et de Hpc2p (Balaji et al., 2009; Banumathy et al., 

2009). Ces protéines se rassemblent probablement dans un complexe qui est homologue au 

complexe de levure HIR (Anderson et al., 2010; Ferreira et al., 2011). 

Rtt106p est recrutée au niveau des régions régulatrices des gènes d'histones d'une 

manière dépendante de HIR, mais l’interaction entre Rtt106p et les protéines Hir est 

probablement médiée par des histones H3:H4 (Zunder and Rine, 2012). En faveur de cette 

hypothèse, des mutations qui perturbent l’interaction Rtt106:H3 conduisent à une perte de 

l’enrichissement de Rtt106p aux promoteurs des gènes d'histones (Lambert et al., 2010; 

Silva et al., 2012).  
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Figure 39 : Modèle de régulation négative de la transcription des gènes des histones. (A) Dans les cellules 

de phénotype sauvage, HIR, Asf1p et Rtt106p se localisent avec Yta7p au niveau des régions régulatrices de la 

transcription des histones. Rtt106p recrute les complexes de remodelage de la chromatine RSC et SWI/SNF pour 

réguler la transcription en fonction du cycle cellulaire. (B) Des mutants de Rtt106p qui perdent l’interaction avec 

l’histone H3 présentent un enrichissement réduit de Rtt106p au niveau des régions régulatrices des gènes des 

histones et une transcription augmentée. (C) Dans les cellules Yta7Δ, la liaison Rtt106p:H3 est augmentée, ce qui 

conduit à un enrichissement de Rtt106p au loci des histones et une transcription réduite. (D) et (E) Deux modèles 

pour l’interaction entre Rtt106p et Asf1p. Adapté de Zunder et al., 2012.  
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4.5.2.3 Le complexe SIR 

Le locus HM, dans les régions sous-télomériques, et environ la moitié des répétitions 

d’ADNr sont soumis à la répression génique transcriptionnelle chez la levure (Aparicio et al., 

1991; Smith and Boeke, 1997). Tous ces loci silencieux nécessitent l'activité de Sir2p, une 

enzyme NAD-dépendante qui déacétyle les lysines dans les queues d'histones (Imai et al., 

2000; Tanner et al., 2000). En outre, la répression aux loci HM exige des interactions entre 

Sir2p, Sir3p, et Sir4p pour former le complexe SIR (Cockell et al., 1995; Cockell et al., 2000; 

Moazed, 2001). La répression au sein de l'ADNr utilise un mécanisme différent impliquant le 

complexe RENT (regulator of nucleolar silencing and télophase) (Shou et al., 1999; Straight 

et al., 1999), dans lequel Sir2p est dans un complexe avec une protéine nucléaire, Net1, et la 

phosphatase Cdc14p. La fonction la plus importante du complexe RENT au niveau de l’ADNr 

n’est pas la répression de la transcription en soi, mais la prévention de la recombinaison des 

ADNr, par laquelle les répétitions ADNr sont excisés sous forme de cercles extra 

chromosomiques (Gottlieb and Esposito, 1989). L'accumulation de ces cercles conduit à un 

vieillissement prématuré (Kaeberlein et al., 1999), reliant Sir2p de levure à la régulation de la 

durée de vie des cellules (Kueng et al., 2013). 

CAF-1 et Rtt106p sont impliqués dans les premières étapes de la formation 

d'hétérochromatine. Il a été montré que dans les cellules invalidées pour les gènes codant 

Rtt106p et CAF-1, la liaison des protéines Sir à l’hétérochromatine télomérique est 

considérablement réduite et les protéines Sir sont délocalisées (Huang et al., 2007a). CAF-1 

et Rtt106p sont nécessaires au locus HMR pour le recrutement initial de Sir2p et Sir3p, mais 

pas Sir4p (Huang et al., 2007a). Rtt106p interagit avec Sir4p in vitro et in vivo (Huang et al., 

2007a). En outre, la répression au niveau du locus HMR est considérablement réduite dans 

des cellules dépourvues de CAF-1, Rtt106p et Sir1p (Huang et al., 2007a). 

 

4.5.2.4 Le facteur PCNA 

L’interaction entre Rtt106p et la pince coulissante PCNA du réplisome a été identifiée 

lors d’un crible visant à rechercher des régulateurs de l’expression des gènes d’histones 

(Fillingham et al., 2009), mais elle n’a pas été confirmée par d’autres études. Néanmoins, 

dans cette étude, les autres partenaires connus de Rtt106p (données BioGRID) tels que 

Hir1p, Hir2p, Hhf1p, Cac2p, Hpc2p ont été identifiés. Le rôle du facteur PCNA dans la 

réplication a été décrit dans le Chapitre 4.3.  
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5 Objectifs des travaux 

 

Comme montré dans le chapitre « Introduction », chez les eucaryotes, la maturation 

et la modification des séquences des ARN ribosomiques s’effectue de façon co-

transcriptionnelle et fait intervenir dans le nucléole des centaines de particules 

ribonucléoprotéiques (RNP) appartenant aux deux familles des snoRNP, celles à boîtes 

H/ACA et celles à boîtes C/D. Le trait commun entre ces RNP est leur organisation basée 

sur un ARN non codant spécifique associé à un ensemble invariable de protéines dont l’une 

constitue la sous-unité catalytique de la particule. Ainsi, chacune des snoRNP C/D est 

composée d’un parmi la centaine de snoARN à boîtes C/D exprimés dans la cellule, sur 

lequel s’assemblent les protéines Snu13, Nop1, Nop56 et Nop58. Nop1p porte l’activité 2’-O-

méthylase dépendant du cofacteur donneur de méthyl SAM. Cet assemblage nécessite 

l’intervention transitoire de plusieurs facteurs protéiques. La protéine Rsa1/NUFIP1 associée 

au pré-complexe Snu13p-snoARN, sert de plateforme pour des interactions avec les autres 

protéines des snoRNP ainsi qu’avec le complexe R2TP composé des protéines 

Rvb1(RuvBL1/TIP49), Rvb2(RuvBL2/TIP48) de la famille des ATPases AAA+, de 

Pih1(PIH1D1) et de Tah1(RPAP3) qui est une co-chaperonne de la protéine HSP90.  

Mon travail de thèse visait à étudier le rôle fonctionnel chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae de deux autres protéines nommées Hit1 et Bcd1 qui ont été identifiées comme 

étant impliquées dans la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. Celles-ci sont conservées 

chez les vertébrés : TRIP3(ZNHIT3) est l’homologue fonctionnel de Hit1p et BCD1(ZNHIT6) 

celui de Bcd1p. Ce travail a été effectué en collaboration avec le groupe de X. Manival, et en 

particulier avec B. Bragantini, qui réalise un travail de thèse sur la structure de ces deux 

protéines.  

Il avait été démontré précédemment au laboratoire que Rsa1p de S. cerevisiae 

pouvait servir de plateforme d’interaction avec d’une part la protéine Snu13 associée au 

motif en K-turn des snoARN à boîtes C/D et d’autres part des protéines du complexe R2TP 

(Boulon et al., 2008). Afin de mieux caractériser la série de complexes formés au cours de la 

biogenèse de ces particules, Benjamin Rothé a recherché les partenaires protéiques 

associés à Rsa1p et à Pih1p par une approche de double purification de type TAP-tag suivie 

d’une analyse par spectrométrie de masse. Les composants Rvb1p, Rvb2p et Tah1p du 

complexe R2TP ont été trouvés uniquement en quantités importantes dans la fraction 

copurifiée avec la protéine étiquetée Pih1-TAP. En revanche, un partenaire inattendu de 
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Rsa1p, la protéine Hit1, a été détecté dans la fraction co-purifiée avec Rsa1p-TAP (Rothé et 

al., 2014b). 

Suite à ces résultats, des expériences de purification ont été réalisées en utilisant des 

cellules exprimant Hit1p-TAP, afin de vérifier l’association entre Rsa1p et Hit1p. Rsa1p a 

bien été retrouvée dans la fraction co-purifiée avec Hit1p-TAP. L’ensemble de ces données 

suggère l'existence, dans les cellules de levure d'un complexe contenant Rsa1p et Hit1p. 

Une interaction possible entre Rsa1p et Hit1p avait auparavant été trouvée dans un crible 

général par double hybride chez la levure (Y2H) (Ito et al., 2001). Au laboratoire, des 

expériences de coexpression chez E. coli des protéines Rsa1, Hit1 et Snu13 ont montré la 

formation d’un hétérotrimère contenant ces trois partenaires dans une stœchiométrie de 

1:1:1 (Rothé et al., 2014b). 

Dans ce contexte, mes travaux ont porté sur 5 axes.  

(I) Une partie a consisté à identifier des domaines importants pour la fonction de 
Hit1p liée à la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D, ainsi que des déterminants pour 
l’interaction avec Rsa1p. Des variants de Hit1p ont été créés pour lesquels des mutations 

générant une perte d’interaction avec Rsa1p conduisent à une baisse du taux des snoRNP à 

boîtes C/D. Ces expériences ont été réalisées afin de fournir des informations fonctionnelles 

concernant l’interface d’interaction entre Rsa1p et Hit1p qui a été caractérisée par la 

résolution de la structure 3D, par le groupe de Xavier Manival au laboratoire. 

 

(II) Il est connu depuis longtemps que la stabilité des snoARN à boîtes C/D dépend 

de Bcd1p et cette protéine est de plus essentielle à la viabilité cellulaire (Hiley et al., 2005; 

Peng et al., 2003). Cependant, le rôle joué par Bcd1p dans le processus d’assemblage de 

ces particules reste inconnu. Afin de mieux caractériser le rôle de la protéine Bcd1 dans le 

processus de biogenèses des snoRNP C/D, j’ai recherché les domaines importants pour 
sa contribution à la croissance cellulaire, mais aussi à l’assemblage de ces particules. 

 

(III) Les protéines Hit1 et Bcd1 partagent un domaine homologue à double motif doigt 

de zinc. J’ai entrepris la caractérisation fonctionnelle de ce domaine. Benoît Bragantini dans 

le groupe de Xavier Manival a mené de son côté des études structurale par RMN. 
 
(IV) Les protéines Nop58 et Rvb1/2 ont été trouvées très enrichies dans la fraction 

protéique co-purifiée avec Bcd1p-TAP (Rothé, 2012). De plus, des tests par Y2H réalisés 

dans le cadre de la collaboration avec l’équipe d’E. Bertrand (IGM, Montpellier) ont montré 
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que Bcd1p interagissait avec Pih1p et avec la protéine Rrp9 spécifique de la snoRNP U3. 

Dans le cadre d’une collaboration avec C. Saveanu de l’Institut Pasteur à Paris, une 

approche par crible d’interactions génétiques (crible GIM) mise au point par cette équipe, a 

été utilisée afin de rechercher des interactions génétiques avec les gènes codant les 

protéines Rsa1, Pih1 et Tah1. Dans une souche invalidée pour le gène codant Rsa1p, la 

délétion supplémentaire de l’ORF codant la protéine Rtt106 conduit à un effet épistatique. 

Ainsi, la souche invalidée pour les deux ORF présentait une plus forte capacité de 

croissance ou fitness. Ceci indiquait un rôle fonctionnel potentiel de Rtt106p dans la 

biogenèse des RNP C/D. Compte tenu de ces données, j’ai testé par Y2H les interactions 

possibles de Rtt106p avec les composants de la machinerie de biogenèse des snoRNP C/D. 

J’ai ainsi pu identifier l’interaction de Rtt106p avec Bcd1p. Ce résultat a ouvert une nouvelle 
direction du travail de thèse (V), vers la caractérisation de cette interaction et la 
recherche de son rôle potentiel dans la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 

1. Matériel   

1.1. Les souches de cellules   

1.1.1. Les souches de la bactérie Escherichia coli   

- Pour l'amplification et l'extraction de plasmides: E. coli DH5α (supE44, ΔlacU169 (Φ80 

lacZΔM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1). 

1.1.2. Les souches de la levure Saccharomyces cerevisiae 

- Pour les études de caractérisation phénotypique :   

Les souches parentales de S. cerevisiae BY4741 (Mat a) et BY4742 (Mat α) (his3Δ1; 

leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0) (Euroscarf), de mating-type opposé, ont été utilisées pour la 

création d’invalidations de gènes par recombinaison homologue, pour générer les souches 

suivantes:  

BY4741ΔRSA1 et BY4742ΔRSA1: YPL193w::kanMX4;   

BY4741ΔHIT1 et BY4742ΔHIT1: YJR055w::kanMX4;   

BY4741ΔPIH1 et BY4742ΔPIH1: YHR034c::kanMX4;   

By4741ΔRTT106: YCR060w::kanMX4.   

By4741ΔYNL165W: YNL156w::kanMX4.   

By4741ΔLIN1: YHR156c::kanMX4.   

S. cerevisiae tetO7::BCD1 (Mat a; pYHR040w::kanR-tet07-TATA; URA3::CMV-tTA ; his3- 1 

; leu2-0 ; met15-0) (Peng et al., 2003); aimablement fournie par T.R. Hughes, a été 

employée dans les tests de complémentation du défaut d’expression de Bcd1p. 

- Pour les tests de double-hybride :    

S. cerevisiae Y187 (Mat α) et Y190 (Mat a) (gal4Δ, gal80Δ, ade2-101, his3-200 leu2-3,112 

lys2-801 trp1-901 ura3-52, URA3::Gal1UAS GAL1TATA-LacZ, LYS2::GAL1UASHisTATA-

HIS3) Ces souches ont été invalidées par recombinaison homologue pour le gène PIH1 

B.Rothé : Y187-ΔPIH1 et Y190-ΔPIH1 : YHR034c::kanMX6 (Boulon et al., 2008) ; construites 

par B. Charpentier.   
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- Pour les expériences d’immunosélection :   

S. cerevisiae TAP-tag (Mat a)  

Toutes ces souches partagent le génotype suivant : ade2; arg4; leu2-3,112; trp1-289; ura3-

52. Les différentes souches, commercialisées par Euroscarf expriment une protéine 

étiquetée à son extrémité C-terminale par l'étiquette TAP. Ces souches génétiquement 

modifiées ont été obtenues après recombinaison au locus codant la protéine d'une 

construction portant le marqueur d'auxotrophie HIS3:   

RSA1-TAP: HIS3:: YPL193w-TAP;   

HIT1-TAP: HIS3:: YJR055w-TAP;   

BCD1-TAP: HIS3:: YHR040w-TAP.  

 

1.2. Les plasmides   

Vecteurs bactériens   

Vecteur pCR2.1 (Invitrogen). Le clonage de fragments d'ADN obtenus par amplification par 

la technique de PCR a été réalisé dans le plasmide pCR2.1 fourni avec le kit PCR T/A 

cloning. Le plasmide est commercialisé sous forme linéarisée et porte un résidu thymine 

protubérant sur chaque extrémité 3’. Il contient des gènes de résistance à l’ampicilline et à la 

kanamycine. Il possède également le gène lacZ codant la β-galactosidase sous le contrôle 

du promoteur Plac et interrompu par la cassette de clonage. Ce plasmide a été utilisé pour 

cloner et séquencer certaines ORF isolées à partir d’ADN génomique, ainsi que pour vérifier 

la nature des produits amplifiés par RT-PCR.  

Vecteurs navettes E. coli – S. cerevisiae   

Ces plasmides possèdent l'origine de réplication du plasmide pUC (dérivant de colE1 de 

pBR322) permettant la réplication chez E. coli, et une origine soit 2μ ou soit CEN/ARS 

permettant leur réplication dans le noyau des levures.  

Vecteur pG1 (Addgene). Ce vecteur a été utilisé pour l’expression ectopique de différentes 

protéines dans les cellules de levure. Il possède l'origine CEN/ARS, permettant sa réplication 

à copie unique chez la levure. Il contient un gène de résistance à l’ampicilline et le marqueur 

TRP1. La cassette de clonage est située en aval du promoteur du gène GLD1 (alias GPD) 

codant la GAPDH. Les clonages dans ce vecteur ont été réalisés entre les sites de restriction 

BamHI et SalI.   
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Vecteur p413-TEF (ATCC). Ce vecteur a été utilisé pour l’expression ectopique de 

différentes protéines dans les cellules de levure. Il possède l’origine de réplication CEN/ARS. 

Il contient un gène de résistance à l’ampicilline et le marqueur d'auxotrophie HIS3. La 

cassette de clonage est située en aval du promoteur TEF. Les clonages dans ce vecteur ont 

été réalisés entre les sites de restriction BamHI et SalI.   

Vecteur pGFP (aimablement fourni par E. Bertrand). Ce vecteur a été utilisé pour 

l’expression ectopique d’une protéine de fusion GFP-Rsa1p dans les cellules de levure. Il 

contient le marqueur d’auxotrophie URA3.   

Vecteur pACT2 (Clontech). Ce vecteur a été utilisé pour les tests de double-hybride. Il 

possède l'origine de réplication 2µ, un gène de résistance à l’ampicilline et le marqueur 

d’auxotrophie LEU2. Il permet l’expression d'une protéine d’intérêt fusionnée, à son extrémité 

N-terminale, au domaine d’activation de la transcription du facteur Gal4 (Gal4-AD). Cette 

expression est sous le contrôle du promoteur ADH1. Les clonages dans ce vecteur ont été 

réalisés entre les sites de restriction BamHI et XhoI.   

Vecteur pGBKT7 (Clontech). Ce vecteur a été utilisé pour les tests de double-hybride. Il 

possède l'origine 2µ permettant sa réplication en copies multiples chez la levure. Il contient 

un gène de résistance à la kanamycine et le marqueur d’auxotrophie TRP1. Il permet 

l’expression de la protéine d’intérêt fusionnée, à son extrémité N-terminale, au domaine de 

fixation à l’ADN du facteur Gal4 (Gal4-BD). Cette expression est sous contrôle du promoteur 

ADH1. Les clonages dans ce vecteur ont été réalisés entre les sites de restriction BamHI et 

SalI.   

Les principaux plasmides recombinants utilisés au cours des différentes études sont listés 

dans le Tableau 13.  
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Plasmide Nom de la construction Date 
 

Plasmide Nom de la construction Date 

p413TEF 

Bcd1-1-62 12-07-10 
 

pACT2 

Bcd1-1-62 08-10-10 
Bcd1-1-168 12-07-10 

 
Bcd1-1-168 08-10-10 

Bcd1 1-260 12-07-10 
 

Bcd1 1-260 08-10-10 
Bcd1 1-305 12-07-10 

 
Bcd1 1-305 08-10-10 

Bcd1 FL 12-07-10 
 

Bcd1 FL 08-10-10 
Bcd1-63-366 12-07-10 

 
Bcd1-63-366 08-10-10 

Bcd1 169-366 12-07-10 
 

Bcd1 261 -366 08-10-10 
Bcd1 261 -366 12-07-10 

 
Ynl65w FL 09-02-11 

Bcd1 306-366 12-07-10 
 

Rtt106 FL 09-02-11 
Bcd1 63-305 12-07-10 

 
Lin1 FL 09-02-11 

Bcd1 169-305 12-07-10 
 

Rtt106M 01-06-12 
Bcd1 63-260 12-07-10 

 
Hit1 1-43 05-07-13 

Bcd1-1-45 30-01-14 
 

Hit1 1-70 05-07-13 
Bcd1-46-366 30-01-14 

 
Hit1 FL 05-07-13 

Hit1(1-45)/Bcd1(44-366) 30-01-14 
 

Hit1 44-70 05-07-13 
Bcd1(1-46)/Hit1(44-366) 30-01-14 

 
Hit1 71-a64 05-07-13 

Hit1 1-43 16-05-11 
 

Hit1p 44-164 05-07-13 
Hit1 1-70 16-05-11 

 
Spt16M 29-05-13 

Hit1 FL 16-05-11 
 

Pob3M 29-05-13 
Hit1 44-70 16-05-11 

 
Rtt106PH 29-05-13 

Hit1 71-a64 16-05-11 
 

pGBKT7 

Bcd1-1-62 08-10-10 
Hit1p 44-164 16-05-11 

 
Bcd1-1-168 08-10-10 

Hit1(1-43)/Bcd1(44-366) 16-05-11 
 

Bcd1 1-260 08-10-10 
Bcd1(1-43)/Hit1(44-366) 16-05-11 

 
Bcd1 1-305 08-10-10 

flagNOP58 - mut1 12-01-12 
 

Bcd1 FL 08-10-10 
flagNOP58 - mut2 12-01-12 

 
Bcd1-63-366 08-10-10 

flagNOP58 - mut3 02-05-12 
 

Bcd1 261 -366 08-10-10 
flagNOP58 - mut1+3 02-05-12 

 
Lin1 FL 09-02-11 

flagNOP58 - mut2+3 02-05-12 
 

Rtt106Mp 16-01-12 

Rtt106Mp 16-01-12 
 

Bcd1-63-366 06-06-12 

Rtt106p 28-02-12 
 

ZnHIT/Bcd1 06-06-12 
flagNOP58 - mut1+3 02-05-12 

 
Ynl65w FL 20-12-12 

flagNOP58 - mut2+3 02-05-12 
 

Hit1 1-43 05-10-13 
Pob3M 04-11-13 

 
Hit1p 44-164 05-10-13 

Rtt106PH 04-11-13 
 

Taf9 29-05-13 

Sua7 04-11-13 
 

She2 29-05-13 

Taf9 04-11-13 
 

Ahc2 29-05-13 

She2 24-04-13 
 

Spt16M 29-05-13 

Ahc2 24-04-13 
 

Tfb4 29-05-13 

Spt16M 24-04-13 
 

Mot3 29-05-13 

Tfb4 24-04-13 
 

Pob3M 29-05-13 

Mot3 24-04-13 
 

Rtt106PH 29-05-13 

Msa2 24-04-13 
 

pGEX 6P-1 Rtt106p 12-01-12 

ZF-Swi5/Bcd1 03-10-14 
 

pGEX 6P-1 Rtt106M 12-01-12 

ZF-Vps71/Bcd1 03-10-14 
 

pnCS Rtt106Mp 16-01-12 

ZF-Hit1new/Bcd1 03-10-14 
 

pnYC Rtt106Mp 16-01-12 

Znmut58yBcd1 1-168 26-05-15 
 

pnEA3 Rtt106Mp 28-02-12 

 Znmut1720yBcd1 1-168 26-05-15 
 

p416 HA-RSA1 mut1  15-06-12 

Znmut581720yBcd1 1-168 26-05-15 
 

p416 HA-RSA1 mut2 15-06-12 

Znmut58yBcd1 26-05-15 
 

pPS808 RSA mut2 05-03-13 

Znmut1720yBcd1 26-05-15 
 

pPS808 RSA mut3 05-03-13 

 Znmut581720yBcd1 26-05-15 
 

pPS808 RSA mut4 05-03-13 
HA-BCD1 1-115 26-05-15 

 
      

HA-BCD1 1-96 26-05-15 
 

      

Tableau 13 : Les principaux plasmides recombinants crées et utilisés au cours de la thèse. 
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1.3. Les oligonucléotides   

Les principaux oligonucléotides utilisés sont décrits dans le Tableau 14. 

No Séquence de 5' vers 3' nt Usage 
7731 CCCGGGATCCCGATGGCGGTGTTGTGTGG 29 Oligo 5’ de clonage de l’ORF BCD1 (1-62) avec site BamHI 1F 
7732 ACCGGTCGACCGGTCACTTGTCGTCGTCCGCC 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (1-62) avec site SalI STOP 1R 
7733 CCCGGGATCCCGATGCACGAACGAAATGCTTATG 34 Oligo 5’ de clonage de l’ORF BCD1 (63-168) avec site BamHI et ATG 2F 
7734 ACCGGTCGACCGGTCAACATAGAATCCACTCCACG 35 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (63-168) avec site SalI STOP 2R 
7735 CCCGGGATCCCGATGCCTATGCAGGAAAAGGGT 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF BCD1 (169-260) avec site BamHI et ATG 3F 
7736 ACCGGTCGACCGGTCACACCAGTTTTTTTGAATCCA 36 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (169-260) avec site SalI STOP 3R 
7737 CCCGGGATCCCGATGGAGTTGGCTATACATGAGA 34 Oligo 5’ de clonage de l’ORF BCD1 (261-305) avec site BamHI et ATG 4F 
7738 ACCGGTCGACCGGTCAGCGGGGTTCCTGGTGT 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (261-305) avec site SalI STOP 4R 
7739 CCCGGGATCCCGATGCCACTTGAGCATACGAGT 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF BCD1 (306-366) avec site BamHI et ATG 5F 
7740 ACCGGTCGACCGGTCATGCAGTGAGGAAATCC 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (306-366) avec site SalI 5R 
7947 CCCGGGATCCCGATGGATAGAGTACGCTCTT 31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yYNL165W avec site BamHI (yYNL165W-F) 
7948 ACCGGTCGACCGGTTACATCAGTAATCCTGCC 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yYNL165W avec site SalI (yYNL165W-R) 
7949 CCCGGGATCCCGATGTCAAAATTGTTCTTAGAT 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRTT106 avec site BamHI (yRTT106-F) 
7950 ACCGGTCGACCGGTCAATCGTATTCTACTCCG 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yRTT106 avec site SalI (yRTT106-R) 
7951 CCCGGGATCCCGATGTCGAAAAGGTCTATCG 31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRRB1 avec site BamHI (yRRB1-F) 
7952 ACCGGTCGACCGGTTAGACACTGATTGTTTTCC 33 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yRRB1 avec site SalI (yRRB1-R) 
7953 CCCGGGATCCCGATGAAATATACGCAATACCC 32 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yLIN1 avec site BamHI (yLIN1-F) 
7954 ACCGGTCGACCGGTTACATGAAACTTAAACACGA 33 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yLIN1 avec site SalI (yLIN1-R) 

7965 GAAGATGATGAGGATGGTTCCGGAGTAGAATACG 34 Oligo Direct de mutagenèse dirige pour éliminer le site BamHI de l'ORF de la 
protéine RTT106 (RTT106-Dmut Gly449) 

7966 CGTATTCTACTCCGGAACCATCCTCATCATCTTC 34 Oligo Reverse de mutagenèse dirige pour éliminer le site BamHI de l'ORF de la 
protéine RTT106 (RTT106-Rmut Gly449) 

7967 GATGATGAAGATGATGTTGACCCAGTCATTGAGAATG 37 Oligo Direct de mutagenèse dirige pour éliminer le site BamHI de l'ORF de la 
protéine RRB1 (RRB1-Dmut Val197) 

7968 CATTCTCAATGACTGGGTCAACATCATCTTCATCATC 37 Oligo Reverse de mutagenèse dirige pour éliminer le site BamHI de l'ORF de la 
protéine RRB1 (RRB1-Rmut Val197) 

8130 CCCGAGATCTCGATGTCAAAATTGTTCTTAGAT 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRTT106 avec site BglII (compatible BamHI) 
(yRTT106-F) 

8131 CCCGAGATCTCGATGTCGAAAAGGTCTATCG 31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRRB1 avec site BglII (compatible BamHI) 
(yRRB1-F) 

8232 GCGCCCTAAGCTCTACTA 18 Oligonucléotide pour détecter snRNA snR64 de levure par Northern 
8233 CACTCGCGCAGTACCGAT 18 Oligonucléotide pour détecter snRNA snR8 de levure par Northern 
8234 CCCGAGATCTGCAATGTCAAAATTGTTCTTAGAT 34 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRTT106 avec site BglII (yRTT106-F_pGEX) 

8235 CCCGAGATCTGCAATGGATGAAATTTCGGAAACCA 35 Oligo 5’ de clonage de fragment 65-320 de  yRTT106 avec site BglII ATG 
(yRTT106-M -F_pGEX) 

8236 ACCGGTCGACCGGTCAGCCTTTGCTCTTGGAT 32 Oligo 3’ de clonage de fragment 65-320 de  yRTT106 avec site SalI STOP 
(yRTT106-M -R_pGEX) 

8283 CCCGGGATCCCGATGGTATCTAGTGCAGTTAA 32 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yHIT1 (1-43) avec site BamHI 1F (yHIT1-1F) 
8284 ACCGGTCGACCGGTCATTCCTTATGAACATGCTTTG 36 Oligo 3’ de clonage de l’ORF  yHIT1 (1-43) avec site SalI STOP 1R (yHIT1-1R) 

8285 CCCGGGATCCCGATGAGCGAACAACCCAGGG 31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yHIT1 (44-69) avec site BamHI ATG 2F (yHIT1-
2F) 

8286 ACCGGTCGACCGGTCATGCGAGTGAACTGTTTATG 35 Oligo 3’ de clonage de l’ORF  yHIT1 (44-69) avec site SalI STOP 2R (yHIT1-
2R) 

8287 CCCGGGATCCCGATGAATAAAACATTAAAGACG 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yHIT1 (70-164) avec site BamHI 3F (yHIT1-3F) 

8288 ACCGGTCGACCGGTTATTTCTTCACCGCATTTAA 34 Oligo 3’ de clonage de l’ORF  yHIT1 (70-164) avec site SalI STOP 3R (yHIT1-
3R) 

8289 CAAAGCATGTTCATAAGGAACATGATCCTAAGGAGTATAT 40 Oligo de clonage pour protéine hybride BCD1 avec le Zn finger de HIT1 
(ZnHIT1_BCD1_F) 

8290 GTTTCGTACAAGTATTCCTTGTACTAGGATTCCTCATATA 40 Oligo de clonage pour protéine hybride BCD1 avec le Zn finger de HIT1 
(ZnHIT1_BCD1_R) 

8291 CAATTGCTCAGGTCAAACAAGCGAACAACCCAGGG 35 Oligo de clonage pour protéine hybride HIT1 avec le Zn finger de BCD1 
(ZnBCD1_HIT1_F) 

8292 GTTAACGAGTCCAGTTTGTTCGCTTGTTGGGTCCC 35 Oligo de clonage pour protéine hybride HIT1 avec le Zn finger de BCD1 
(ZnBCD1_HIT1_R) 

8303 CCCGGGATCCCGATGGTCGCTATCAGTGAA 30 Oligo 5’ de clonage de l’ORF RVB1 (1-463) avec site BamHI (yRVB1-F) 
8304 ACCGGTCGACCGGTTACAAATAATTTGCGGAAG 33 Oligo 3’ de clonage de l’ORF RVB1 (1-463) avec site SalI (yRVB1-R) 
8305 CCCGGGATCCCGATGTCGATTCAAACTAGTG 31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF RVB2 (1-471) avec site BamHI (yRVB2-F) 
8306 ACCGGTCGACCGGTTATTCCGTAGTATCCATG 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF RVB2 (1-471) avec site SalI (yRVB2-R) 

8688 CCCGGGATCCCGATGGATGAAATTTCGGAAACC 32 Oligo 5’ de clonage de fragment 65-320 de  yRTT106 avec site BamHI ATG 
(yRTT106M-F) dans p413TEF, pACT2, pGBK 

8689 CCCGCATATGTCAAAATTGTTCTTAGATGAACT  33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRTT106 avec site NdeI (yRTT106-pn_F) dans 
pnCS, pnYC et pnEA3CH 

8690 ACCGGGATCCTCAATCGTATTCTACTCCGGAAC 33 
Oligo 3’ de clonage de l’ORF yRTT106 avec site BamHI (yRTT106-pn_R) dans 
pnCS, pnYC et pnEA3CH, avec mutagenèse silencieuse du site BamHI de 
l'ORF de RTT106 

8691 CCCGCATATGGATGAAATTTCGGAAACCA 29 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRTT106M (65-320) avec site NdeI (yRTT106M-
pn_F) dans pnCS, pnYC et pnEA3CH; apporte l'ATG 

8692 ACCGGGATCCTCAGCCTTTGCTCTTGGATTT 31 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yRTT106M (65-320) avec site BamHI 
(yRTT106M-pn_R) dans pnCS, pnYC et pnEA3CH, avec codon STOP 

8693 CCTTAATTTCCTTGGCCGCATCACCAGCTTCTACC 35 Oligo Direct pour introduire la mutation K311A dans yNOP58p 
(yNOP58p_K311A_F) 

8694 GGTAGAAGCTGGTGATGCGGCCAAGGAAATTAAGG 35 Oligo Reverse pour introduire la mutation K311A dans yNOP58p 
(yNOP58p_K311A_R) 

8695 CCTTAATTTCCTTGGCCGAATCACCAGCTTCTACC 35 Oligo Direct pour introduire la mutation K311E dans yNOP58p 
(yNOP58p_K311E_F) 

8696 GGTAGAAGCTGGTGATTCGGCCAAGGAAATTAAGG 35 Oligo Reverse pour introduire la mutation K311E dans yNOP58p 
(yNOP58p_K311E_R) 

8697 GCGTTATGATGCTGCAGCTGAAGATAGAGACG 32 Oligo Direct pour introduire la mutation L376A dans yNOP58p 
(yNOP58p_L376A_F) 

8698 CGTCTCTATCTTCAGCTGCAGCATCATAACGC 32 Oligo Reverse pour introduire la mutation L376A dans yNOP58p 
(yNOP58p_L376A_R) 

8832 AGTACAATTATACGAGTCCTGCCAATGCAACAGAAAATTACATAC
CGCC 49 Oligo Direct pour introduire les mutations P95P96N97Y98 --> P95A96N97A98 

dans yRSA1p (yRSA1_PANA_F) 

8833 GGCGGTATGTAATTTTCTGTTGCATTGGCAGGACTCGTATAATTG
TAC 49 Oligo Reverse pour introduire les mutations P95P96N97Y98 --> 

P95A96N97A98 dans yRSA1p (yRSA1_PANA_R) 

8834 CTCAGTACAATTATACGAGTACAGAAAATTACATACCGCC 40 Oligo Reverse pour introduire la délétion ΔP95P96N97Y98 dans yRSA1p 
(yRSA1_2. ΔPANA_F) 

8835 GGCGGTATGTAATTTTCTGTACTCGTATAATTGTACTGAG 40 Oligo Reverse pour introduire la délétion ΔP95P96N97Y98 dans yRSA1p 



 
      
   MATERIEL ET METHODES 
 

Page 211 
 

No Séquence de 5' vers 3' nt Usage 
(yRSA1_2. ΔPANA_R) 

8865 TGTTGCAATACCGACCGTAA 20 Oligo 5' RSA1 - PCRq 
8866 TTTCTGTAGGCTCCGCAGAT 20 Oligo 3' RSA1 - PCRq 
8867 ATCTGCGGAGCCTACAGAAA 20 Oligo 5' RSA1 - PCRq 
8868 CCTTACCCAACCCCTCTGAT 20 Oligo 3' RSA1 - PCRq 
8869 TGTCACGGATAGTGGCTTTG 20 Oligo 5' ORF ALG9 (Protein amino acid glycosylation) - Contrôle interne PCRq 
8870 TACCATTCACGTCCCGTACA 20 Oligo 3' ORF ALG9 (Protein amino acid glycosylation) - Contrôle interne PCRq 
8871 ACACTCCAGGCGGTATTGAC 20 Oligo 5' ORF TFC1 (Transcription initiation on Pol III) - Contrôle interne PCRq 
8872 CTTCTGCAATGTTTGGCTCA 20 Oligo 3' ORF TFC1 (Transcription initiation on Pol III) - Contrôle interne PCRq 
8894 CATTTTGACGGGTTTT 16 Oligo interne direct de séquençage pour yRTT106 (yRTT106-Fseq) 
8895 GTCAGAAGCGTCGAAT 16 Oligo interne reverse de séquençage pour yRTT106 (yRTT106-Rseq) 

9148 GTTAATGACGCGTCGTGCT 19 Vérification disruption yRTT106 (fixation amont de ORF yRTT106). A utiliser 
avec oligo 1287 (reverse KanMX4) 

9149 GGTGTGATTGCTTTATCTATCACGC 25 Vérification insertion promoter TetO7 avant ORF de yBCD1 (fixation amont de 
ORF yBCD1). A utiliser avec oligo interne reverse de BCD1 

9456 AACCCGGGGATCCGTCGACC 20 Oligo 3' pour vérifier insertion Tap-Tag. A utiliser avec oligo 5' dans l'ORF de la 
protéine concernée (Tap-Tag-R) 

9552 CCCGGGATCCCGATGGGAAGAACGAAAAGACTG 33 Oligo 5’ de clonage de fragment 675-958 de  ySPT16 avec site BamHI ATG 
(ySPT16M-F) dans p413TEF, pACT2, pGBK 

9553 ACCGGTCGACCTAATCTGAACCAGTAGCCAG 31 Oligo 3’ de clonage de fragment 675-958 de  ySPT16 avec site SalI STOP 
(ySPT16M-F) dans p413TEF, pACT2, pGBK 

9554 CCCGGGATCCCGATGGCAGAAGCATTCTATG 31 Oligo 5’ de clonage de fragment 220-477 de  yPOB3 avec site BamHI 
(yPOB3M-F) dans p413TEF, pACT2, pGBK 

9555 ACCGGTCGACCTATCTATCTTCATTCTTCACCC 33 Oligo 3’ de clonage de fragment 220-477 de  yPOB3 avec site SalI STOP 
(yPOB3M-F) dans p413TEF, pACT2, pGBK 

9556 ACCGGTCGACTCATTTCCTTTTAACGTAGTCG 32 Oligo 3’ de clonage du fragment 65-301 de  yRTT106 avec site SalI STOP 
(yRTT106PH-R) 

9557 CCCGAGATCTCGATGATGACTAGGGAGAGC 30 Oligo 5’ de clonage de l’ORF ySUA7 avec site BglII (ySUA7-F) 
9558 ACCGGTCGACTTATTTCTTTTCAACGCCC 29 Oligo 3’ de clonage de l’ORF ySUA7 avec site SalI (ySUA7-R) 
9559 CCCGGGATCCCGATGAACGGCGGAGGCA 29 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yTAF9 avec site BamHI (yTAF9-F) 
9560 ACCGGTCGACTCACATAGACTTTGGGTC 28 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yTAF9 avec site SalI (yTAF9-R) 
9561 CCCGGGATCCCGATGGATGCAATATCTGATC 31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yTFB4 avec site BamHI (yTFB4-F) 
9562 ACCGGTCGACTCATGGTTTCGTCACCTT 28 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yTFB4 avec site SalI (yTFB4-R) 
9563 CCCGGGATCCCGATGAATGCGGACCATCAC 30 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yMOT3 avec site BamHI (yMOT3-F) 
9564 ACCGGTCGACCTATTTGTTGTGACTAACAA 30 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yMOT3 avec site SalI (yMOT3-R) 
9565 CCCGGGATCCCGATGAGCAAAGACAAAGATAT 32 Oligo 5’ de clonage de l’ORF ySHE2 avec site BamHI (ySHE2-F) 
9566 ACCGGTCGACTCAGTTTTTCAATTTACCAAA 31 Oligo 3’ de clonage de l’ORF ySHE2 avec site SalI (ySHE2-R) 
9567 CCCGGGATCCCGATGATCACCCCAAAGGG 29 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yAHC2avec site BamHI (yAHC2-F) 
9568 ACCGGTCGACTCATAATAAGCCATCTTCAT 30 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yAHC2 avec site SalI (yAHC2-R) 
9569 CCCGGGATCCCGATGGTATACACAACACCG 30 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yMSA2 avec site BamHI (yMSA2-F) 
9570 ACCGGTCGACCTACTCTCTGGAGACAAG 28 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yMSA2 avec site SalI (yMSA2-R) 

9854 TACGCTATAGCGCATTAGTGTGTAGTAATAACTATGATGTAAAGG
TGCTGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 70 insertion P GAL1::3HA en 5' du gène RTT106 de levure 

9855 ATCTTTCGGCTGAGAGACTCAGGCAGTTCATCTAAGAACAATTTT
GACATGCACTGAGCAGCGTAATCTG 70 insertion P GAL1::3HA en 5' du gène RTT106 de levure 

9856 GAAACGCTGACCAAAAAGCCACTATTCAAACGTAAAGTCCTACA
GATTTGGACATGGAGGCCCAGAATAC 70 Oligo 5' invalidation gene RTT106 KanMX6 ou HIS3 

9857 TGAACTCTTACATATGCGTATTCATGCTATATTATAATATCGAATC
TAAGCAGTATAGCGACCAGCATTC 70 Oligo 3' invalidation gene RTT106 KanMX6 ou HIS3 

9858 CCCGGGATCCCGATGGCCAGAACAAAGCAA 30 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yHHT1 avec site BamHI (yHHT1-F) 
9859 ACCGGTCGACCTATGATCTTTCACCTCTT 29 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yHHT1 avec site SalI (yHHT1-R) 
A056 ACCGGTCGACTCAATCATGTGTTTGACCTGAG 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (1-45) avec site SalI STOP 
A057 CCCGGGATCCCGATGCCTAAGGAGTATATATCGAG 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF BCD1 (46-366) avec site BamHI et ATG  
A058 CCCGAGATCTCGATGGAGTTTGCTGCTGAAAAT 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF hBCD1 (1-470) avec site BglII 
A059 ACCGGTCGACTCAATTTTCATTGCCAACGTTC 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF hBCD1 (1-470) avec site SalI 

A060 CTCGATATATACTCCTTAGGTTGTTCGCTTTCCTTATGAAC 41 
Oligo 3' de clonage pour protéine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
HIT1(1-46) (ZnHIT1_BCD1_R) A utiliser avec oligo 8283 (oligo 5' de ZnF de 
Hit1p) = PCR ZnF Hit1(1-46) PCR=170 nt Tm=58°C 

A061 GTTCATAAGGAAAGCGAACAACCTAAGGAGTATATATCGAG 41 
Oligo 5' de clonage pour protéine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
HIT1(1-46) (ZnHIT1_BCD1_F) A utiliser avec oligo 7740 (oligo 3' de Bcd1p) = 
PCR Bcd1(46-366) Tm=56°C, PCR=1000 nt 

A062 CCCGGGATCCCGATGGATCGGCCATATTCCTGTG 34 Oligo 5’ de clonage de l’ORF ySWI5 (577-606) correspondant a un ZnF avec 
site BamHI. 

A063 CTCGATATATACTCCTTAGGTTCTTGGTGCGATTTTTTGTG  41 
Oligo 3' de clonage pour protéine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
ySwi5(577-606) (ZnSwi5_BCD1_R) A utiliser avec oligo précèdent (oligo 5' de 
ZnF de ySwi5p) = PCR ZnF Swi5(577-606) Tm=58°C, taille PCR=125 nt 

A064 CACAAAAAATCGCACCAAGAACCTAAGGAGTATATATCGAG 41 
Oligo 5' de clonage pour protéine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
ySwi5(577-606) (ZnSwi5_BCD1_F) A utiliser avec oligo 7740 (oligo 3' de 
Bcd1p) = PCR Bcd1(46-366) Tm=56°C, taille PCR=1000 nt 

A065 CCCGGGATCCCGATGGACCGCTTTGTCTACACC 33 Oligo 5’ de clonage de l’ORF hCREBBP (1701-1747) correspondant à un ZnF 
avec site BamHI. Tm=56°C 

A066 CTCGATATATACTCCTTAGGCAGCCCCCACTTCACCATC 39 

Oligo 3' de clonage pour protéine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
hCREBBP(1701-1747) (ZnCREBBP_BCD1_R) A utiliser avec oligo précédent 
(oligo 5' de ZnF de hCREBBP) = PCR ZnFCREBBP Tm=57°C, taille PCR=156 
nt 

A067 GATGGTGAAGTGGGGGCTGCCTAAGGAGTATATATCGAG 39 
Oligo 5' de clonage pour protéine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
hCREBBP(1701-1747) (ZnCREBBP_BCD1_F) A utiliser avec oligo 7740 (oligo 
3' de Bcd1p) = PCR Bcd1(46-366) Tm=56°C, taille PCR=998 nt 

A340 TCTGGGGTAATTAATCAGCGAAG 23 Oligo interne 5' dans le promoteur Gal1 pour vérifier souches Gal-3HA; position 
-183; A utiliser avec oligo interne reverse dans l'ORF. 

A341 CCCGGGATCCCGATGGCCACCGCTAACAGCATCATCGTGCTGG
ATGAT  46 Oligo 5’ de clonage de l’ORF de hDAXX avec site BamHI dans les vecteurs 

p413TEF, pACT2 et pGBKT7. 

A342 ACCGGTCGACTTAATCAGAGTCTGAGAGCACGATGATCTCTTCT
GG  45 Oligo 3’ de clonage de l’ORF de hDAXX avec site SalI dans les vecteurs 

p413TEF, pACT2 et pGBKT7. 

A343 CCCGGGATCCCGATGCTTGGCCTCCCCCGACAGCAGCTC 39 Oligo 5’ de clonage de l’ORF de hDAXX (302-xxx) avec site BamHI, dans les 
vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7 

A344 ACCGGTCGACTTAGCCTTGGAGCCGAGCTCTTCTCTT 37 Oligo 3’ de clonage de l’ORF de hDAXX (xxx-400) avec site SalI, dans les 
vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7 

A345 CCCGGGATCCCGATGGCCATGTCAAGGTGTGAGACTTGT 37 Oligo 5’ de clonage de l’ORF de hBCD1 zf (216-260) avec site BamHI, dans les 
vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7 

A346 ACCGGTCGACTTATTTATCTCGAACTCCATTACATGT 36 Oligo 3’ de clonage de l’ORF de hBCD1 zf (216-260) avec site SalI dans les 
vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7 

A347 CCCGGGATCCCGATGTCATTTCACCTGCAGTGTCATAGA  37 Oligo 5’ de clonage de l’ORF de yRtt106 (219-xxx)  avec site BamHI, dans les 
vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7; A utiliser avec oligo 7950 

A348 CCCGGGATCCCGATGGCGGTGTTGAGTGGTGTAAGCGGAATAA
AAGAGTTC 52 Oligo 5’ de mutation de l’ORF d’yBcd1p C5S et C8S avec site BamHI, dans les 

vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7 
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No Séquence de 5' vers 3' nt Usage 

A349 ACCGGTCGACTTATTCCTCTTCGTCCTCCTC  31 Oligo 3’ de clonage de l’ORF de hDAXX (xxx-484) avec site SalI, dans les 
vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7 

3733 GTTAGGATTTGCCACTGAGG 20 Oligo 5' complémentaire à la région 304-324 du promoteur TEF 
3800 CGCTAACATTTGATTAAAATAGAACAACTAC 31 Oligo 3' complémentaire à la région 304-324 du terminateur TEF 

A354 ACCGGTCGACTTATTTTTCTATGTACTCAGCTTGACT 37 Oligo 3’ de clonage de l’ORF de hBCD1 zf (216-362) avec site SalI  dans les 
vecteurs p413TEF, pACT2 et pGBKT7 

A410 GAGTTCAAAGCCAAGAGTCC 20 
Oligo 5’ de mutation de la tyrosine 15 (TAC) de l’ORF d’yBcd1p en Alanine 
(GCC); peut être utilisé avec yBCD1 FL (1-366) ou avec les fragments; pas 
possible de faire la mutagenèse sur les mutants C17S + C20S 

A411 GGACTCTTGGCTTTGAACTC 20 
Oligo 3’ de mutation de la tyrosine 15 (TAC) de l’ORF d’yBcd1p en Alanine 
(GCC); peut être utilisé avec yBCD1 FL (1-366) ou avec les fragments; pas 
possible de faire la mutagenèse sur les mutants C17S + C20S 

A412 CCCGGGATCCCGATGAACAAGATTTATATTTGTAAGG 37 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRPH1 (706-765) correspondant a un ZnF, avec 
site BamHI. 

A413 CTCGATATATACTCCTTAGGTGAAATACACGGTATTTTC 39 
Oligo 3' de clonage pour proteine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
yRPH1 (706-765) (ZnRph1_BCD1_R) A utiliser avec oligo precedent (oligo 5' 
deZnF de yRph1p) = PCR ZnF yRPH1 (706-765)  Tm=50°C, taille PCR=215 nt 

A414 GAAAATACCGTGTATTTCACCTAAGGAGTATATATCGAG 39 
Oligo 5' de clonage pour proteine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
yRPH1 (706-765) (ZnRph1_BCD1_F) A utiliser avec oligo 7740 (oligo 3' de 
Bcd1p) = PCR Bcd1(46-366) Tm=56°C, taille PCR=1000 nt 

A415 CCCGGGATCCCGATGCTAATTACGACATGCTCTATTTG  38 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yVPS71 (240-280) correspondant a un ZnF, avec 
site BamHI. 

A416 CTCGATATATACTCCTTAGGTCTATTTCTGCACCTAGTTTC 41 

Oligo 3' de clonage pour proteine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de 
yVPS71 (240-280) (ZnVPS71_BCD1_R) A utiliser avec oligo precedent (oligo 
5' deZnF de yVPS71p) = PCR ZnF yVPS71 (240-280)  Tm=56°C, taille 
PCR=158 nt 

A417 GAAACTAGGTGCAGAAATAGACCTAAGGAGTATATATCGAG  41 
Oligo 5' de clonage pour proteine hybride BCD1(46-366) avec le Zn finger de  
yVPS71 (240-280) (ZnVPS71_BCD1_F) A utiliser avec oligo 7740 (oligo 3' de 
Bcd1p) = PCR Bcd1(46-366) Tm=56°C, taille PCR=1000 nt 

A418 CCCGAGATCTCGATGAAGGCGCTAGTTGAAG  31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yVPS71 avec site BglII (yVPS71-F) 
A419 ACCGGTCGACCTATCTATTTCTGCACCTAG 30 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yVPS71 avec site SalI (yVPS71-R) 

A434 GTGGTAATGACCTTGAACACAGACTTTGAAAAGTGCG 37 
Oligo 5’ de deletion des aa 162-179 dans l'ORF de yRtt106p ou yRtt106Mp. 
Doit etre utilisé avec oligo 3' de clonage de yRtt106p (7950 SalI) ou yRtt106Mp 
5 (8236 SalI) 

A435 CGCACTTTTCAAAGTCTGTGTTCAAGGTCATTACCAC 37 
Oligo 3’ de deletion des aa 162-179 dans l'ORF de yRtt106p ou yRtt106Mp. 
Doit etre utilisé avec oligo 5' de clonage de yRtt106p (8130 BglII) ou yRtt106Mp 
(8688 BamHI)) 

A436 GAAACAGAAGTGCAATTGAAACAATATGATGCTAAAAC 38 Oligo 5’ de deletion des aa 331-346 dans l'ORF de yPOB3p. Doit etre utilisé 
avec oligo 3' de clonage de yPob3Mp (9555 SalI) 

A437 GTTTTAGCATCATATTGTTTCAATTGCACTTCTGTTTC 38 Oligo 3’ de deletion des aa 331-346 dans l'ORF de yPOB3p. Doit etre utilisé 
avec oligo 5' de clonage de yPob3Mp (9554 BamHI) 

A438 CTACCCCTTTCTTGTCTTAATGACCTTGAACAAAGAAAAC  40 
POB3M-delta318-RTT106-158_F - Oligo pour clonage d'une proteine hybride 
POB3M delta 318-367 / RTT106 158-199; Premier dans une serie de 4 oligos. 
A utiliser avec oligo 3’ POB3M-delta367-RTT106-199_R sur matrice RTT106 

A439 GTTTTCTTTGTTCAAGGTCATTAAGACAAGAAAGGGGTAG  40 
2. POB3M-delta318-RTT106-158_R - Oligo pour clonage d'une proteine 
hybride POB3M delta 318-367 / RTT106 158-199; Deuxieme dans une serie de 
4 oligos.A utiliser avec oligo 5’ 9554 sur matrice POB3 

A440 CCATTTTGACGGGTTTTAAAAGAGTCATTGTTCCTGG  37 
3. POB3M-delta367-RTT106-199_F - Oligo pour clonage d'une proteine hybride 
POB3M delta 318-367 / RTT106 158-199; Troisieme dans une serie de 4 
oligos.A utiliser avec oligo 3’ 9555 sur matrice POB3 

A441 CCAGGAACAATGACTCTTTTAAAACCCGTCAAAATGG  37 

4. POB3M-delta367-RTT106-199_R - Oligo pour clonage d'une proteine 
hybride POB3M delta 318-367 / RTT106 158-199; Quatrieme dans une serie de 
4 oligos. A utiliser avec oligo 5’ POB3M-delta318-RTT106-158_F sur matrice 
RTT106 

A442 CTTGTCTTACAATTTCAGAAAGAAAACACACTAAACCAG  39 
1. POB3M-delta323-RTT106-163_F - Oligo pour clonage d'une proteine hybride 
POB3M delta 323-352 / RTT106 163-181; Premier dans une serie de 4 oligos. 
A utiliser avec oligo 3’ POB3M-delta352-RTT106-181_R sur matrice RTT106 

A443 CTGGTTTAGTGTGTTTTCTTTCTGAAATTGTAAGACAAG  39 
2. POB3M-delta323-RTT106-163_R - Oligo pour clonage d'une proteine 
hybride POB3M delta 323-352 / RTT106 163-181; Deuxieme dans une serie de 
4 oligos.A utiliser avec oligo 5’ 9554 sur matrice POB3 

A444 GATTCCAATGTAACAGACACTCATATAGTTTTAAGTCAT  39 
3. POB3M-delta352-RTT106-181_F - Oligo pour clonage d'une proteine hybride 
POB3M delta 323-352 / RTT106 163-181; Troisieme dans une serie de 4 
oligos.A utiliser avec oligo 3’ 9555 sur matrice POB3 

A445 ATGACTTAAAACTATATGAGTGTCTGTTACATTGGAATC  39 

4. POB3M-delta352-RTT106-181_R - Oligo pour clonage d'une proteine 
hybride POB3M delta 323-352 / RTT106 163-181; Quatrieme dans une serie de 
4 oligos. A utiliser avec oligo 5’ POB3M-delta323-RTT106-163_F sur matrice 
RTT106 

A446 
5’ - 
GAAAGAGAAGAAGGAAAAGAAGTCCAAGAAAGAGAAGAAAGAG
AAGAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA – 3’ 

69 insertion 3HA en 3' du gène NOP58 de levure - oligo 5' Plasmide de depart: 
pFA6a-3HA-kanMX6, pFA6a-3HA-TRP1, pFA6a-3HA-HIS3MX6 

A447 
5’ - 
GGGAACGCGAGGGGTCACTAATTATTAAAATGTAAAATGCATCC
GAATTCGAGCTCGTTTAAAC – 3’ 

70 insertion 3HA en 3' du gène NOP58 de levure - oligo 3' Plasmide de depart: 
pFA6a-3HA-kanMX6, pFA6a-3HA-TRP1, pFA6a-3HA-HIS3MX6 

A448 GGGTACTGAAATCACTC 17 Oligo direct sequencage yNOP58 
A449 GTAAGCGGCAAATTCGAC 18 Oligo reverse sequencage yNOP58 

A450 
5’ - 
GGATGCCAAAAGGTCAACAAAGATTTTAGAAACTTCCGCAAATTA
TTTGCGGATCCCCGGGTTAATTAA – 3’ 

69 insertion 3HA en 3' du gène RVB1 de levure - oligo 5' Plasmide de depart: 
pFA6a-3HA-kanMX6, pFA6a-3HA-TRP1, pFA6a-3HA-HIS3MX6 

A451 
5’ - 
GCGTAATATTTATTTTTATTTATGAAATGTGCTTTAGGCTTTCTTC
ACTGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC – 3’ 

70 insertion 3HA en 3' du gène RVB1 de levure - oligo 3' Plasmide de depart: 
pFA6a-3HA-kanMX6, pFA6a-3HA-TRP1, pFA6a-3HA-HIS3MX6 

A452 GCGAGTTGGCAGATCTG 17 Oligo intern de sequencage pour yRVB1 (yRVB1-Fseq) 
A453 AAATCGTGCAAGGTAAC 17 Oligo intern de sequencage pour yRVB1 (yRVB1-Rseq) 

A454 
5’ - 
AAATATCCATTGCTAAATCAGCAGACCCTGATGCCATGGATACTA
CGGAACGGATCCCCGGGTTAATTAA – 3’ 

70 insertion 3HA en 3' du gène RVB2 de levure - oligo 5' Plasmide de depart: 
pFA6a-3HA-kanMX6, pFA6a-3HA-TRP1, pFA6a-3HA-HIS3MX6 

A455 
5’ - 
TATTTATACATATATATTTGATGCAATTTCTGCCTTAAAGTACAAA
ATGCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC – 3’ 

70 insertion 3HA en 3' du gène RVB2 de levure - oligo 3' Plasmide de depart: 
pFA6a-3HA-kanMX6, pFA6a-3HA-TRP1, pFA6a-3HA-HIS3MX6 

A456 CATGGGTGCTGATACC 16 Oligo intern de sequencage pour yRVB2 (yRVB2-Fseq) 
A457 CACCGTGTGAACCAC 15 Oligo intern de sequencage pour yRVB2 (yRVB2-Rseq) 

A507 GAGTTCAAAGCCAAGTGTCC 20 

Oligo 5’ de mutation de la tyrosine 15 (TAC) de l’ORF d’yBcd1p en Alanine 
(GCC); peut être utilisé avec yBCD1 FL (1-366) ou avec les fragments; pas 
possible de faire la mutagenèse sur les mutants C17S + C20S; Differe de l'oligo 
A410 par le fait qu'il n'apporte pas la mutation C17S 

A508 GGACACTTGGCTTTGAACTC 20 Oligo 3’ de mutation de la tyrosine 15 (TAC) de l’ORF d’yBcd1p en Alanine 
(GCC); peut être utilisé avec yBCD1 FL (1-366) ou avec les fragments; pas 



 
      
   MATERIEL ET METHODES 
 

Page 213 
 

No Séquence de 5' vers 3' nt Usage 
possible de faire la mutagenèse sur les mutants C17S + C20S;Differe de l'oligo 
A411 par le fait qu'il n'apporte pas la mutation C17S 

A565 CCCGAGATCTCGATGGCCATGTCAAGGTGTGAG 33 Oligo 5’  avec site BglII ATG pour créer un fragment correspondant au hBCD1 
(aa 216 – 470). A utiliser avec oligo 3’ A059 SalI 

A566 GCGGAAACTGGCCATGGCGGTGTTGTGTGGTG 32 
Oligo 5’ pour creer une construction hybride, avec rajout en N-terminal de 
yBCD1 le domaine 1-216 de hBCD1 (domaine en plus par rapport au BCD1 de 
S;cerevisiae) A utiliser avec oligo 3' 4470 (SalI) 

A567 CACCACACAACACCGCCATGGCCAGTTTCCGC 32 
Oligo 3' pour creer une construction hybride, avec rajout en N-terminal de 
yBCD1 le domaine 1-216 de hBCD1 (domaine en plus par rapport au BCD1 de 
S;cerevisiae) A utiliser avec oligo 5' A058 (BglII) 

A944 5’ – TAAAAGATCTGAAATGGCTTACCCATACGATGTTCCAG – 3’ 38 
Oligo 5’  avec site BglII ATG pour insertion tag HA en 5' des ORF's clonnees 
dans p413TEF. A utiliser avec oligo 3’ BamHI; L'insertion du tag HA se fait dans 
le site BamHI du MCS du vecteur; 

A945 5’ – CATCGGGATCCCAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGG – 3’ 39 
Oligo 3’  avec site BamHI pour insertion tag HA en 5' des ORF's clonnees dans 
p413TEF. A utiliser avec oligo 5’ BglII; L'insertion du tag HA se fait dans le site 
BamHI du MCS du vecteur;  

B003 ACCGGTCGACTCATATATCGTATCTTCTCTTC 32 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (1-115) avec site SalI STOP 
B219 ACCGGTCGACTCACCGCTTGTTCTTCATTC 30 Oligo 3’ de clonage de l’ORF BCD1 (1-96) avec site SalI STOP 
B305 CCCGGGATCCCGATGGAGCAACATCTCAAATC 32 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yCAC1 (1-606) avec site BamHI (CAC1-F) 
B306 ACCGGTCGACTTACAAAGACGGGGTTGG 28 Oligo 3’ de clonage de l’ORF  yCAC1 (1-606) avec site SalI STOP (CAC1-R) 
B307 GAAAAATAGATGATGAATTACTGAACA 27 Oligo 5’ de sequencage + qPCR yCAC1 (868-->STOP) (SeqCAC1-F) 
B308 AAGATTGGAGCTCATCGTCTG 21 Oligo 3’ de sequencage + qPCR yCAC1 (ATG-->991) (SeqCAC1-R) 
B309 CCCGGGATCCCGATGTCACTGAATGACTTCC 31 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yRTT109 (1-436) avec site BamHI (RTT109-F) 

B310 ACCGGTCGACTCAAGTTTTAGGCAAGGC 28 Oligo 3’ de clonage de l’ORF yRTT109 (1-436) avec site  SalI STOP  (RTT109-
R) 

B311 TGCATCCCAGTACCTCTTCC 20 Oligo 5’ de sequencage + qPCR yRTT109 (604-->STOP) (SeqRTT109-F) 
B312 CGCCCGGTATCCTTAATTTT 20 Oligo 3’ de sequencage + qPCR yRTT109 (ATG-->719) (SeqRTT109-R) 
B313 CCCGGGATCCCGATGTCAATTGTTTCACTGTTAG 34 Oligo 5’ de clonage de l’ORF yASF1 (1-279) avec site BamHI (ASF1-F) 
B314 ACCGGTCGACTTAATTCGTTGAACGTGCCG 30 Oligo 3’ de clonage de l’ORF  yASF1 (1-279) avec site SalI STOP (ASF1-R) 

B315 GCAAGAATTATTTATGCTTTCGCAAAAATTTCGCATATAAGTTATT
TTTGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gène NOP58 de levure - oligo 5' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B316 GCTTTTAAAAGAGCATAACCAGCTGAAGTTTCAGTTAAAACGTAA
GCCATGCACTGAGCAGCGTAATCTG  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gèneNOP58 de levure - oligo 3' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B317 TAATGATAGAAAAAAACTAGGAATTCTTGAATTCATATGCATGGA
AGAAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gène PIH1 de levure - oligo 5' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B318 TCCTCGTTTCTATGACGTTGCTTAATTGGTCTCAATAAGAAATCG
GCCATGCACTGAGCAGCGTAATCTG  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gène PIH1 de levure - oligo 3' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B319 AAACGAGAGAAAGAAGTTCAGTTAGTTGAAGCCAGCAATACTAC
TTTCTCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gène RVB2 de levure - oligo 5' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B320 AACGACTTTAAATCTGATGTTTCATTTGGATCACTAGTTTGAATC
GACATGCACTGAGCAGCGTAATCTG  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gène RVB2 de levure - oligo 3' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B321 TGTAACACCTGGTCCTGTACCGTAAATATTCAAATAAGCATCAAT
TCAAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gène RRP9 de levure - oligo 5' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B322 ACTTCTCCTTTGGATCTTTTCCTCTTTTTCTGTTGGGTAACATCTG
ACATGCACTGAGCAGCGTAATCTG  71 

insertion P GAL1::3HA en 5' du gène RRP9 de levure - oligo 3' Plasmide de 
depart: pFA6-kanMX6-PGAL1-3HA, pFA6-TRP1-PGAL1-3HA, pFA6-HIS3MX6-
PGAL1-3HA 

B323 AGCGAATGGTGCATGTACAAAAGATGGATGCTAGAATGAAGAAC
AAGCGGGGTCGACGGATCCCCGGG 68 insertion TAP tag en 3' du gène BCD1 de levure - oligo 5' pour BCD1 1-96; 

Remplace marker HIS par TRP 

B324 GGGACAAAACGATGGACCTATTTGTATGGAGCGTGGAGTGGATT
CTATGTGGTCGACGGATCCCCGGG 68 insertion TAP tag en 3' du gène BCD1 de levure - oligo 5' pour BCD1 1-168; 

Remplace marker HIS par TRP 

B325 ACAGCGACGATGACTACAATCCGGGCTTATCCATGGATTTCCTC
ACTGCAGGTCGACGGATCCCCGGG 68 insertion TAP tag en 3' du gène BCD1 de levure - oligo 5' pour BCD1 1-366; 

Remplace marker HIS par TRP 

B326 CGTATAGATAGATAGTCTAAATAGTAATCTTCAACCTTATGTATCT
CGGCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 70 insertion TAP tag en 3' du gène BCD1 de levure - oligo 3' pour amplifier TRP 

B327 GGTCACCCGGCCAGCGTACAATCTTGATCCGGAG 34 insertion TAP tag en 3' du gène BCD1 de levure - oligo 5' pour amplifier marker 
TRP 

B328 CTCCGGATCAAGATTGTACGCTGGCCGGGTGACC 34 insertion TAP tag en 3' du gène BCD1 de levure - oligo 3' pour amplifier le TAP 
tag 

Tableau 14 : Les principaux oligonucléotides utilisés au cours de la thèse. 

1.4. Les milieux de culture   

Les différents milieux de culture sont autoclavés à 121°C, sous 1 bar de pression, pendant 

20 minutes. Pour la préparation des milieux solides, de l’agar est additionné de 20 g/L avant 

le passage à l’autoclave.    

1.4.1. Cultures de bactéries   

Milieu LB (Luria Bertani): peptone pancréatique animale (5 g/L); peptone trypsique de 

caséine (5 g/L); extrait de levure (5 g/L); NaCl (10 g/L). Le pH est ajusté à 7,5 avec une 

solution de NaOH 10 N. Les antibiotiques sont ajoutés après la stérilisation, à une 

concentration finale de 100 µg/mL pour l’ampicilline et 50 µg/mL pour la kanamycine. 
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1.4.2. Cultures de levures   

Milieu riche YPG : extrait de levure (10 g/L) ; bactopeptone (20 g/L) ; galactose (2 g/L).   

Milieu riche YPD : extrait de levure (10 g/L) ; bactopeptone (20 g/L) ; glucose (2 g/L).   

Milieu sélectif YNB (Yeast Nitrogen Base) : Base azotée de levure sans acide aminé (10 

g/L); galactose ou glucose (20 g/L); mélange d’acides aminés (20 g/L de chaque acide 

aminé).   

Les antibiotiques sont ajoutés après l’étape de stérilisation, à une concentration finale de 200 

µg/mL pour la généticine (G418), 60 µg/mL pour la nourseothricine et 50 µg/mL pour la 

doxycycline. Le 3-aminotriazol, utilisé pour les expériences de double-hybride, est ajouté 

selon une gamme de concentration variant de 0,2 mM à 50 mM, en fonction des applications. 

 
1.5. Les tampons et solutions d’usage courant   
 

TE : Tris-HCl 10 mM, pH 7,4 ; EDTA 1 mM.  

TBE : Tris borate 89 mM, pH 8,3 ; EDTA 2 mM.  

PBS : Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,8 mM, pH7,3; NaCl 140 mM; KCl 2,7 mM.  

Tampon D : HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9 ; KCl 150 mM ; MgCl2 1,5 mM ; EDTA 0,2 mM.  

Tampon SSPE 20X : Na2HPO4 150 mM, pH 7,4 ; NaCl 3 M; EDTA 25 mM Tampon  

SSC 20X : Citrate de sodium 340 mM, pH 7,2 ; NaCl 150 mM  

Tampon MOPS 10X : MOPS 200 mM ; Acétate de sodium 50mM ; EDTA 10 mM  

Tampon de migration SDS-PAGE : Glycine 14,25 g/L ; Tris 3 g/L ; SDS 1 g/L.  

Réactif de Denhardt’s 100X : Ficoll 20 g/L ; Polyvinylpyrolydone 20 g/L ; BSA 20 g/L  

Solution de polyacrylamide dénaturante : Acrylamide/Bisacrylamide (23,75/1,25) 25 % 

(p/v) ; TBE 1X ; urée 8 M.  

Solution de polyacrylamide native : Acrylamide/Bisacrylamide (38/2) 40 % (p/v) ; TBE 1X.  

Bleu de dépôt pour gel SDS-PAGE : Tris-HCl 80 mM pH 6.8 ; SDS 3%; DTT 100 mM ; 

Glycérol 10%; Bleu de bromophénol 0.1%.  

Bleu de formamide : EDTA 20 mM ; bleu de bromophénol 0,05 %; bleu de xylène cyanol 

0,05 % dans de la formamide désionisée.  

Bleu natif pour dépôt sur gel d’agarose : EDTA 5 mM ; SDS 0,4 % ; glycérol 5 % ; bleu de 

bromophénol 0,2 %.  

Solution de coloration pour gel SDS-PAGE : Ethanol 20% ; Acide Acétique 10% ; 2 g/L 

Bleu de Coomassie R250.  

Solution de décoloration de gel SDS-PAGE : Ethanol 20% ; Acide Acétique 10%.  
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1.6. Les anticorps et les sérums   
Les sérums et anticorps suivants ont été employés pour les analyses par Western-blot :   

- anti-Trm4p : Sérum de lapin (aimablement fourni par I. Motorine). Utilisé à une dilution 

de 1/5000eme.  

- anti-Pma1p : Sérum de lapin (aimablement fourni par B. André). Utilisé à une dilution de 

1/10000eme.  

- anti-GFP : Anticorps monoclonal produit chez le lapin (SIGMA). Utilisé à une dilution de 

1/4000eme.  

- anti-flag : Anticorps monoclonal produit chez la souris (SIGMA). Utilisé à une dilution de 

1/600eme.  

- anti-HA : Anticorps monoclonal produit chez le lapin (SIGMA). Utilisé à une dilution de 

1/1000eme. 

 

2. Méthodes   
 

2.1. Techniques de génie génétique   
 

2.1.1. Clonages   
Les fragments d’ADN d’intérêts sont amplifiés par PCR en utilisant l’ADN polymérase 

Phusion® (Finnzymes) ou Pfu® et un couple d'oligonucléotides amorces apportant, 

respectivement en 5’ et en 3’, des sites de restriction compatibles avec le vecteur de 

destination. 2 µg d’ADN double-brin obtenus sont digérés par double-restriction enzymatique, 

dans les conditions décrites par le fournisseur (MBI-Fermentas). Les produits de digestion 

sont purifiés sur colonnes NucleoSpin®, dont la limite d’exclusion permet d’éliminer les 

produits de clivage provenant des deux extrémités du fragment d’ADN. Le vecteur de 

destination est préparé de la même façon et subit une étape supplémentaire de 

déphosphorylation de ses extrémités 5’ par action de la phosphatase alcaline SAP (MBI 

Fermentas). La ligature par la T4-DNA ligase (MBI-Fermentas) est ensuite réalisée à partir 

de 50 ng de vecteur et d’un excès molaire de 3 fois de fragment. Après transformation de 

cellules E. coli DH5α et sélection des clones recombinants sur milieu sélectif, les plasmides 

sont amplifiés par mini-préparation et analysés par séquençage. 

    

2.1.2. Mutagenèse dirigée par PCR   
L’approche de mutagenèse dirigée par PCR a été utilisée en utilisant l’ADN polymérase 

Phusion® (Finnzymes). La réaction est réalisée dans un volume total de 50 µL, en présence 

de 0,02 unité d’enzyme Phusion® dans son tampon, de 0,2 µM de chaque dNTP (MBI 

Fermentas), de 250 ng de plasmide recombinant et de 40 nM de chaque amorce 

complémentaire apportant les séquences mutées. La température et la durée de chaque 
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étape réactionnelle sont ajustées en fonction du Tm des amorces et de la taille du plasmide. 

Après 30 cycles réactionnels, 10 μL de mélange réactionnel sont traités par l'endonucléase 

DpnI (MBI Fermentas) dans les conditions recommandées par le fournisseur. Après 

transformation de cellules E. coli DH5α et sélection des clones recombinants sur milieu 

sélectif, les plasmides sont amplifiés par mini-préparation et analysés par séquençage.  

   

2.2. Techniques de manipulation des levures   
 

2.2.1. Transformation de cellules de levures compétentes   
La préparation de cellules de levure compétentes et leur transformation est réalisée à 

partir de 30 mL de cellules cultivées à 30°C, en phase exponentielle de croissance. Arrivé à 

une absorbance de 0,8 unités A600nm/mL, les cellules sont lavées dans 15 ml d’eau stérile, 

avant d’être reprises dans 500 µL de tampon (Acétate de lithium 0,1 M; TE). Pour chaque 

transformation, un volume de 50 μl de suspension cellulaire est incubé 30 min à 30°C, en 

présence de 1 à 2 μg d’ADN, de 4,5 μg d’ADN de sperme de saumon dénaturé (15 min à 

100°C) et de 300 μl de tampon (PEG 4000 40%; Acétate de lithium 0,1 M; TE). Les cellules 

sont ensuite incubées 15 min à 42°C, avant d’être lavées dans 1 mL d’eau stérile, puis 

étalées sur milieu sélectif solide et incubées à 30°C pendant plusieurs jours. 
    

2.2.2. Modification génétique des souches de levure   
Certaines souches de levure ont été modifiées génétiquement, dans le but d’invalider 

certains gènes ou de modifier leur profil de résistance aux antibiotiques. Les levures ont été 

transformées avec 1 à 2 µg d’ADNdb linéaire, obtenus par PCR, et permettant la modification 

d’un locus spécifique par recombinaison homologue. A l’issue de la transformation, les 

cellules ont été incubées 24 h à 30°C, sur milieu YPD ou YPG solide, puis répliquées, à 

l’aide d’un velours, sur le milieu sélectif approprié. Les clones positifs ont fait l’objet d’un 

génotypage par extraction de l’ADNg et analyse ciblée par PCR.   

Dans le cas de l’invalidation d’un gène, le fragment d’ADN utilisé pour la recombinaison 

est obtenu par PCR à partir des plasmides pFA6a-KanMX6 ou pFA6a-HISMX6 porteur de la 

cassette de résistance Kan-MX6 ou HisMX6. Dans le cas de modification des ORF afin 

d’apporter le promoteur Gal1 et l’étiquette 3HA en 5’ du gène ciblé, le fragment PCR a été 

obtenu à partir des plasmides pFA6a-Gal1-3HA-KanMX6 ou pFA6a-Gal1-3HA-HISMX6. 

Après amplification, les fragments obtenus sont purifiés sur colonnes NucleoSpin® et dosés 

par mesure de l’absorbance à 260 nm.   
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2.2.3. Isolement de nouvelles souches de levure par sporulation et dissection de 
tétrades   
 

Dans le but de générer des cellules de levures invalidées pour deux gènes d’intérêt, nous 

avons utilisé une approche de sélection par sporulation et dissection de tétrades. Pour cela, 

nous avons utilisé les souches de levure BY4741 (Mat a) et BY4742 (Mat α) dont un seul 

gène est invalidé. Ces souches ont été croisées deux à deux sur milieu riche YPD, à une 

température de 30°C. Les cellules diploïdes ont été ensuite sélectionnées sur milieu 

dépourvu de Méthionine et Lysine, puis repiquées deux nouvelles fois sur milieu riche YPD. 

Les cellules ont été ensuite placées dans des conditions de carence, qui conduisent une 

faible proportion de cellules (environ 5 à 20%) à entrer en méiose. Chez S. cerevisiae, ce 

processus se matérialise par un phénomène de sporulation, conduisant à la production de 4 

spores haploïdes, maintenues sous la forme d’une tétrade, appelée « asque ». Pour cela, 

une colonie de cellule a été incubée dans 2 mL de milieu de sporulation (Acétate de 

potassium 1% ; Acétate de zinc 0,005% ; Uracile 2 µg/mL ; Histidine 4 µg/mL ; Leucine 12 

µg/mL), sur roue, pendant 5 jours à 25°C, suivis de 3 jours à 30°C. Ensuite, la dissection des 

tétrades impose de réaliser une digestion partielle de la paroi des asques, en utilisant la 

zymolyase, une enzyme qui hydrolyse les liaisons β-1,3- glucane des protéines glycosylées 

de la paroi. Afin de réaliser cette digestion ménagée 150 µL de cellules ont été lavées à l’eau 

stérile, puis reprises dans un volume de 150 µL de Sorbitol 1 M, additionné de zymolyase à 

une concentration finale de 0,25 mg/mL. Le mélange a été incubé à 33°C, pendant une 

durée de 15 min. La réaction a été arrêtée par ajout lent de 250 µL d’eau stérile glacée. La 

dissection des tétrades a été réalisée à l’aide d’un micromanipulateur (Singer). 50 µL de 

cellules ont été déposés sur le quart d’une boîte de milieu riche YPD et les ascospores 

provenant d’une même tétrade ont été positionnées au niveau de coordonnées précises, 

indiquées par l’appareil. Après dissection de 10 à 15 tétrades, les boîtes ont été incubées 

plusieurs jours à 30°C et le profil de croissance de chaque lignée cellulaire a été analysé. 

Ces dernières ont fait l’objet d’un génotypage, par extraction de l’ADN génomique et analyse 

ciblée par PCR.    

 
Nouvelles souches construites pendant la thèse: 

- RSA1-TAP x ΔHIT1 

- BCD1-TAP x ΔRTT106 

- BCD1-TAP x ΔPIH1 

- NOP58-TAP x ΔRSA1 

- RTT106-TAP xΔPIH1 

- ΔRSA1 x ΔRTT106 

- BCD1-TAP x Gal-3HA-RTT106 

- RTT106-TAP x Gal-3HA-BCD1 

- BY4741 x Gal-3HA-BCD1 
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2.2.4. Utilisation de systèmes génétiques permettant de réprimer l’expression de 
gènes essentiels à la viabilité cellulaire   
 

Certaines protéines d’intérêt, comme Bcd1, sont essentielles à la viabilité cellulaire. A 

défaut de pouvoir utiliser des cellules de levure invalidées pour les gènes codant ces 

protéines, nous avons donc recours à des souches permettant d’induire une répression 

transitoire de leur expression. Le système utilisé a été le système Tet Off, dans lequel le 

gène d’intérêt est placé sous contrôle de l’opérateur Tet, dont l’effet activateur nécessite la 

fixation de la protéine tTA, qui est réprimée en présence de Doxycycline (Peng et al., 2003). 

La répression est ainsi réalisée par ajout de Doxycycline à 50 µg/mL dans le milieu de 

culture. Les cultures en milieu non permissif sont ensemencées à une concentration 

cellulaire faible (A600nm/mL < 0,05), afin d’assurer la production d’un maximum de biomasse 

dans les conditions de répression. De plus, ces systèmes sont utilisés pour évaluer la 

fonctionnalité de fragments ou de variants protéiques, exprimés de façon ectopique à partir 

d’un vecteur d’expression approprié.     

 

2.2.6. Technique de double-hybride   
 

La technique de double-hybride (Y2H) permet de montrer l’association de deux protéines 

dans des cellules de levure. Elle repose sur l’expression par la levure de deux protéines de 

fusion. La première protéine chimérique, codée par le plasmide pGBKT7 est composée du 

domaine de fixation à l’ADN de l’activateur transcriptionnel Gal4 (Gal4-BD) et de la protéine 

appât. La seconde, codée par le plasmide pACT2, est composée du domaine d’activation de 

la transcription de l’activateur Gal4 (Gal4-AD) et de la protéine proie. L’interaction entre les 

deux partenaires permet la reconstitution de l’activateur transcriptionnel Gal4 et induit la 

transcription d’un gène rapporteur placé sous contrôle de l’opérateur GAL1, qui constitue 

l’élément de réponse à l’activateur Gal4. La souche Y187 (Mat α) est transformée par le 

plasmide pGBKT7 (TRP1) qui code la protéine "appât" et la souche Y190 ou CG1945 (Mat a) 

est transformée par le plasmide pACT2 (LEU2) qui code la protéine "proie". Pour le gène 

rapporteur HIS3, le niveau d’expression dépend de la force d’interaction entre les deux 

partenaires d’intérêt. Ces interactions sont donc révélées sur un milieu sans histidine (Trp-

/Leu-/His-), enrichi en 3-AT (3-aminotriazole) (Sigma), un inhibiteur spécifique de la voie de 

biosynthèse de l’Histidine, qui permet d’évaluer l’intensité de l’interaction étudiée. 

L’ensemble des phases d’incubation se déroulent à une température de 30°C.   
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2.3. Techniques d’extraction de matériel biologique   
 

2.3.1. Préparation des extraits cellulaires   
Dans la majorité des cas les extraits cellulaires ont été préparés par action mécanique de 

billes de verre (Sigma). Pour une quantité de cellules équivalente à 30 unités A600nm, la lyse 

des parois est réalisée dans 300 µL de tampon (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5 ; KCl 150 mM ; 

MgCl2 5 mM; TRITON-X100 0,05% ; Antiprotéases 1x (Roche)), en présence de 300 µL de 

billes de verre. Après 3 fois 1 min d’agitation au vortex, interrompues par 2 min d’incubation 

dans la glace, le lysat est clarifié par deux centrifugations successives, pendant 5 min à 

4000g. En cas de stockage, les extraits sont incubés quelques secondes dans de l’azote 

liquide, puis placés à -80°C.    

 

2.3.2. Extraction des ARN totaux   
 

Pour l’extraction d’ARN totaux, une quantité de cellules équivalente à 10 unités 

d’absorbance à 600 nm sont reprises dans 200 μL de tampon d’extraction (Tris/HCl 50 mM, 

pH7,5 ; NaCl 100 mM ; EDTA 10 mM), additionnés de 300 μL de billes de verre (Sigma). Les 

échantillons sont agités à l’aide d’un vortex pendant 3 fois 1 min, interrompues par 2 min 

d’incubation dans la glace, puis 200 μl de tampon d’extraction, 50 μL de SDS 10% et 400 μL 

d’un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) sont ajoutés au lysat. 

L’échantillon est à nouveau agité à l’aide d’un vortex pendant 1 min, puis incubé 10 min à 

65°C. Après centrifugation à 20000g, la phase aqueuse est récupérée et soumise à une 

seconde étape d’extraction dans 1 volume de mélange phénol/chloroforme/alcool 

isoamylique (25:24:1). Les ARN sont ensuite isolés par précipitation alcoolique en présence 

de 300 mM de NaCl, puis repris dans 50 µL d’eau ultra-pure et dosé par mesure de 

l’absorbance à 600 nm.  
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2.4. Techniques de détection à partir d’échantillons biologiques  
  

2.4.1. Technique de Western-blot   
 

La technique de Western-blot a été utilisée afin d’évaluer le taux de certaines protéines à 

partir d’extraits cellulaires. Les différents extraits sont dosés par la technique de Bradford, 

afin de normaliser la quantité de chaque échantillon à utiliser. Une quantité d’extrait, 

équivalent à 10 µL de l’échantillon le moins concentré, est ainsi fractionnée sur gel SDS-

PAGE. Après migration, le transfert sur membrane de Nitrocellulose (Biorad) est réalisé dans 

un appareil Mini Trans-Blot (Biorad), pendant 1 h à 100 V, dans un tampon (Tris 3 g/L ; 

Glycine 14,4 g/L ; éthanol 20%). La membrane est ensuite bloquée par incubation sous 

agitation, pendant 1 h à température ambiante ou pendant la nuit à 4°C, dans un tampon de 

pré-hybridation (PBS/Tween-20 0,1% ; lait 5%). L’hybridation de l’anticorps primaire est 

réalisée sous agitation, pendant 1 h à température ambiante, dans le tampon d’hybridation 

(PBS/Tween-20 0,1%). La membrane est ensuite lavée 3 fois 15 min, puis incubée sous 

agitation, pendant 45 min avec l’anticorps secondaire approprié, couplé à la peroxydase 

(Invitrogen). Après deux lavages de 15 min dans le tampon d’hybridation, suivis de deux 

lavages de 5 min dans du tampon PBS, les protéines d’intérêt sont détectées par 

chemiluminescence à l’aide du kit ECL+ (GE Healthcare), suivie d’une révélation (système 

Phusion).    

 
2.4.2 Technique de Northern-blot   
 

2.4.2.1. Pour la détection des snoARN   
 

Pour la détection des snoARN, 10 μg d’ARN totaux sont dénaturés 2 min à 96°C dans du 

bleu de formamide, puis fractionnés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide dénaturant 

6% (acrylamide/bisacrylamide (38:2) ; urée 8 M ; TBE 0,5X). Après la migration, les ARN 

sont transférés sur une membrane de Nylon (ZetaProbe, Biorad), à l’aide du système de 

transfert Trans Blot SD SemiDry Transfer Cell (Biorad). Le transfert est réalisé dans du 

tampon TBE 0,5X, pendant 30 min. Les ARN sont fixés de façon covalente à la membrane 

par pontage photochimique aux UV, pendant 5 min. La membrane est pré-hybridée 1 h à 

37°C sous agitation dans un tube à hybridation en présence de 15 ml de tampon 

d’hybridation (SSPE 6X ; Réactif de Denhardt 5X ; SDS 0,5%). A l’issue de cette étape, les 

sondes radiomarquées au 32P, au niveau de leur extrémité 5’, grâce à la T4-PNK (MBI 

Fermentas), sont ajoutés dans le tube à hybridation. L’hybridation se poursuit pendant 12 h à 

37°C, puis la membrane est lavée plusieurs fois dans du tampon de lavage (SSC 6X) 

préchauffé à 42°C. La révélation des signaux radioactifs est réalisée à l’aide d’un appareil de 

détection Typhoon (GE Healthcare), après exposition sur un écran amplificateur.    
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2.4.2.2 Pour la détection des ARNr   
 

Pour la détection des ARNr et de leurs précurseurs, 5 µg d’ARN totaux sont dénaturés 1 

h à 60°C, dans du tampon MOPS, additionné de 50% de DMSO et de 1 M de Glyoxal 

désionisé. Un volume de bleu de formamide est ajouté à l’issue de cette étape, et les ARN 

sont déposés sur gel d’agarose 1,2%, préparé dans du tampon MOPS (= l’agarose est fondu 

dans de l’eau et le MOPS est ajouté lorsque la température retombe à 55°C). La migration 

est réalisée à 30 V pendant au moins 12 h, dans du tampon MOPS. Le gel est ensuite lavé 

10 min dans de l’eau ultra-pure, puis le transfert est réalisé sur membrane de Nylon Hybond+ 

(Amersham), à l’aide d’un système de pompe à vide, à une pression de 50 mbar. Le gel doit 

être imbibé de tampon pendant toute la durée du transfert. Il doit dans un premier temps être 

recouvert de NaOH à 75 mM pendant 20 min, afin d’hydrolyser partiellement les ARN et de 

faciliter leur transfert. Dans un second temps, le gel est recouvert pendant 2 périodes de 15 

min de tampon (Tris/HCl 0,5 mM ; NaCl 1,5 M), puis pendant 10 min de tampon SSC 10X. Le 

transfert se poursuit pendant 2h30 à 3 h avec un apport régulier de tampon SSC 10X. Apres 

le transfert, la membrane est traitée pendant 5 min aux UV, avant d’être pré-hybridée, puis 

hybridée avec les sondes d’intérêt, comme décrit dans la section précédente. 
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Partie I – La protéine Hit1 

 

Des études menées au laboratoire ont permis de mettre à jour le rôle de la protéine Hit1 

dans le processus de biogenèse des snoRNP à boîtes C/D (Rothé et al., 2014b). Ce facteur 

est requis pour assurer la stabilité des snoARN in vivo. Des expériences d’immunosélection 

effectuées à partir d’un extrait cellulaire exprimant la protéine étiquetée Hit1-TAP ont montré 

l’association de cette protéine avec les précurseurs du snoARN U3. Son rôle fonctionnel 

dans la biogenèse des snoRNP C/D est lié à celui du facteur Rsa1p, puisque ces deux 

protéines sont fortement associées in vivo et Hit1p contrôle le taux de Rsa1p. L’interaction 

entre ces deux partenaires avait été initialement observée lors d’un crible d’interaction à 

grande échelle par test double-hybride (Ito et al., 2001) et a ensuite été confirmée in vitro au 

laboratoire par une approche de co-purification de protéines co-exprimées chez E. coli 

(Rothé et al., 2014b). De plus, par une approche de protéolyse ménagée, suivie d’une 

analyse par spectrométrie de masse en conditions non dénaturantes, R. Back, M. 

Quinternet, X. Manival et J.M. Saliou ont réussi à isoler un complexe entre les fragments 

Rsa1p317-352 et Hit1p70-164. Afin d’obtenir plus d’informations sur la protéine Hit1, nous avons 

cloné ses différents domaines et testé leur fonctionnalité in vivo. J’ai pris en charge ce travail 

lors de mon arrivée au laboratoire, sous l’encadrement de B. Rothé.  

 

1 Les éléments importants pour la fonction de Hit1p  

Sur la base de la conservation de séquences avec la protéine humaine TRIP3 

(ZNHIT3), du profil de prédiction de structuration (Figure 40A) et des résultats de protéolyse 

ménagée, nous avons défini plusieurs fragments de la protéine Hit1 (Figure 40B) qui a été 

segmentée en trois domaines (Hit1p1-43, Hit1p43-69 et Hit1p70-164). Diverses combinaisons de 

ces segments ont été clonés (Hit1p1-43, Hit1p1-69, Hit1p44-164, Hit1p70-164 et Hit1p44-69) dans le 

vecteur d’expression chez S. cerevisiae p413TEF et leur capacité de restauration du défaut 

de croissance dans une souche ∆HIT1, en particulier à 37°C, température pour laquelle le 

défaut de croissance est plus marqué, a été testé (Figure 40C).  
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1.1 Recherche du domaine minimal fonctionnel de Hit1p 
 

En comparaison avec la protéine entière de 164 acides aminés, le fragment Hit1p70-164 

est suffisant pour rétablir une croissance normale des cellules à 30°C et à 37°C (Figure 1C, 

ligne 6). Ce fragment conservait l’interaction avec le fragment Rsa1p317-352. De façon 

intéressante, ce résultat révèle donc une corrélation entre la fonctionnalité de la protéine et 

sa capacité à interagir avec Rsa1p. De façon plus surprenante, il indique que le domaine à 

doigt de zinc, qui fait l’objet d’une forte conservation, n’est pas requis pour la fonction de la 

protéine dans ces conditions. 

Nous pouvons observer une légère réduction de croissance de la souche ΔHIT1 

lorsque sont exprimés des fragments de Hit1p ne portant pas le troisième domaine (i.e. 70-

164), c.à.d. les fragments Hit1p1-43 et Hit1p1-69. L’effet est observable à 30°C et à 37°C. Cela 

pourrait être dû à un effet dominant négatif de ces fragments (Figure 48C, ligne 1 VS lignes 

3 et 4). 

 

1.1.1 Influence des domaines de Hit1p sur les taux de la protéine Rsa1 
Dans l’absence de la protéine Hit1, le taux de protéine Rsa1 diminue (travail réalisé 

au laboratoire par B. Rothé). Nous avons voulu vérifier si la capacité de complémentation 

des divers fragments de Hit1p était corrélée avec un taux élevé de Rsa1p. Ne disposant pas 

d’anticorps spécifique dirigés contre la protéine Rsa1, il a été nécessaire de construire une 

souche invalidée pour l’ORF de Hit1p (∆HIT1) et dans laquelle la protéine Rsa1 était 

étiquetée. 

 

1.1.1.1 Construction de la souche Rsa1p-TAP x ∆HIT1 

 La souche Rsa1-TAP x ∆HIT1 a été sélectionnée suite à l’obtention de diploïdes par 

le croisement entre une souche RSA1-TAP (Mat a) et la souche BY4741∆HIT1 (Mat α) suivi 

de la dissection des tétrades obtenues après sporulation des diploïdes à l’issue d’une 

méiose comme détaillé dans la partie Matériel et Méthodes (Figure 41)   
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Figure 40 : Analyse fonctionnelle des domaines de la protéine Hit1. Le domaine C-terminal est le fragment 
minimal fonctionnel in vivo. (A) Représentation schématique de la protéine Hit1 et de ses différents domaines. 

Les limites des domaines ont été définies en prenant en compte l'homologie de séquence avec la protéine 

humaine ZNHIT3 et la prédiction de structuration IUPRED (Dosztanyi et al., 2005). Le pourcentage de similitude 

(i.e. % de résidus similaires et identiques) entre la protéine de levure et la protéine humaine est indiqué pour 

chaque fragment homologue. (B) Représentation schématique des fragments utilises pour l’analyse fonctionnelle 

de la protéine Hit1. (C) Test de fonctionnalité des différents fragments de la protéine Hit1. Chaque fragment est 

exprimé à partir du vecteur d'expression p413TEF dans la souche de levure ∆HIT1. La croissance des cellules a 

été évaluée sur milieu sélectif à 30 et 37°C, par dépôts de gouttes issues de dilutions en cascade (facteur: 1/2) à 

partir d'une suspension de cellules à 1 unité A600nm/mL.  
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Figure 41 : Construction de la souche RSA1-TAP x ∆HIT1. (A) Représentation schématique des loci RSA1 et 

ΔHIT1 dans les souches RSA1-TAP (HIS3) et ∆HIT1(kanMX4). Les numéros en ellipses bleues correspondent 

aux oligonucléotides en orientation directe, ceux en ellipses vertes aux oligonucléotides en orientation reverse. En 

haut de chaque schéma sont notés le numéro des acides aminés et des nucléotides correspondants. L’obtention 

de la souche ∆HIT1 résulte d’une recombinaison homologue avec un fragment d’ADN portant l’unité 

transcriptionnelle bordée par le promoteur et le terminateur TEF, exprimant la kanamycine (B) Tétrades 

analysées après dissection. Analyse par test de croissance sur milieu YPD et milieu YPD contenant l’antibiotique  

généticine G418. Dans cet exemple la tétrade 5F a été retenue. (C) Vérification par PCR du génotype pour les 

spores de la tétrade 5F. (D) Vérification par western-blot de l’expression de la protéine Rsa1-TAP pour les quatre 

spores de la tétrade 5F. La spore 5b est celle correspondant au génotype attendu RSA1-TAP, ∆HIT1.  
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Le vecteur p413TEF, utilisé pour la complémentation avec les fragments de Hit1p a 

comme marqueur d’auxotrophie le gène HIS3, ce qui n’est pas compatible avec les souches 

comportant une étiquette TAP disponibles au laboratoire qui sont également prototrophes 

pour l’histidine. Pour cette raison, nous avons utilisé le vecteur pACT2 (LEU2) pour 

l’expression des divers fragments de Hit1p dans la nouvelle souche crée (TAP-

RSA1x∆HIT1). Ce vecteur conduit à l’expression d’une protéine de fusion avec le domaine 

Gal4 AD et a l’avantage d’apporter l’épitope HA dans la partie 5’ des divers fragments de 

Hit1p testés.  

Le taux de Rsa1p a été évalué en utilisant la technique de western-blot (Figure 42). Afin 

de visualiser la protéine Rsa1-TAP, nous avons utilisé des anticorps dirigés contre l’étiquette 

TAP (α-PAP – peroxidase-antiperoxidase complex). Pour visualiser les différents fragments 

de Gal4-AD-HA-Hit1p nous avons utilisé des anticorps α-HA. Nous avons utilisé la protéine 

AspRS (aspartyl-tARN synthétase) comme référence interne. La souche RSA1-TAP a été 

utilisée comme référence du taux de protéine Rsa1.  

Les résultats corroborent les données obtenues précédemment. On constate en effet : i) 

une diminution du taux de la protéine Rsa1 en absence de la protéine Hit1 dans la souche 

RSA1-TAPx∆HIT1 (Figure 42 piste 2), par rapport à une souche RSA1-TAP (Figure 42 piste 

1) ; ii) une restauration des taux de Rsa1p en présence de Hit1p (Figure 42 piste 3). Ces 

analyses permettent également d’évaluer le taux de la protéine Rsa1 en présence des 

différents fragments de Hit1p testés (Figure 42 pistes 4-8). On observe que les taux de 

Rsa1p sont restaurés à des niveaux comparables avec ceux obtenus dans la souche TAP-

RSA1, mais seulement en présence des domaines de Hit1p qui complémentent le défaut de 

croissance dans la souche ∆HIT1, (Figure 42 pistes 6 et 7) c’est-à-dire la région 70-164 de 

Hit1p. Les fragments non-fonctionnels en complémentation (Hit1p1-43, Hit1p1-69 et Hit1p44-69) 

conduisent à des taux de TAP-Rsa1p comparable à ceux d’une souche invalidée pour le 

gène HIT1 (Figure 42 pistes 4, 5 et 8).  
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Figure 42: Evaluation par western-blot du taux de protéine Rsa1-TAP lorsque divers domaines de la 

protéine Hit1 sont exprimés dans une souche RSA1-TAP x ∆HIT1. La protéine Hit1 a été exprimée à partir du 

vecteur pACT2 (Gal4-AD) et détectée par des anticorps α-HA dirigés contre l’épitope HA fusionné à l’extrémité N-

terminale de Hit1p. La protéine AspRS (aspartyl-tARN synthétase), révélée par les anticorps anti-AspRS (α-

AspRS) a été utilisée comme témoin interne. L’intensité de la bande de la protéine Rsa1-TAP révélée par les 

anticorps α-PAP, a été normalisée par rapport au signal présent dans la souche RSA1-TAP (100%). Ces 

expériences ont été réalisées à partir de cellules cultivées jusqu'en phase exponentielle de croissance 

(A600nm/mL = 1).  
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1.1.1.2 Etude fonctionnelle du domaine à doigt de zinc de Hit1p et Bcd1p 

Vu l’homologie importante qui existe entre le doigt à zinc (ZnF) de Hit1p et le ZnF de 

Bcd1p nous avons souhaité tester l’effet produit par le remplacement du doigt de zinc de 

Hit1p par celui de Bcd1p (Figure 43A). Le résultat montre que la protéine chimère Hit1(44-

164)ZFBcd1(1-43) est parfaitement fonctionnelle car elle restaure une croissance normale des 

cellules à 30°C et à 37°C. (Figure 43B). Ce résultat est cohérent avec l’observation que le 

domaine ZF de Hit1p n’est pas essentiel pour la complémentation du défaut de croissance 

de la souche ∆HIT1. Par contre, le niveau d’expression de la protéine Hit1(44-164)ZFBcd1(1-43) est 

réduit par rapport à la protéine Hit1WT (Figure 43C). 

 

Un article décrivant ces résultats et présentant les données structurales du 
domaine en doigt de zinc de Bcd1p et Hit1p a été publié dans la revue J. Mol. Biol. 
” Functional and Structural Insights of the Zinc-Finger HIT protein family members Involved in 

Box C/D snoRNP Biogenesis. ”  (co-1er auteur), Bragantini, Tiotiu et al., J. Mol. Biol., 2016, 

Jun 5;428(11):2488-506. doi: 10.1016/j.jmb.2016.04.028. Epub 2016 Apr 30. PMID: 

27139642. (Bragantini et al., 2016) (Article en Annexe 2). 

 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27139642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27139642
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Figure 43 : Remplacement du domaine ZF de Hit1p1-43 par le domaine ZF de Bcd1p1-43. (A) Schéma 

représentant la construction des protéines chimères Hit1p(44-164)ZFBcd1(1-43) et Bcd1p(44-366)ZFHit1(1-43). (B) Test de 

croissance sur milieu sélectif Leu- de la souche ∆HIT1 exprimant la protéine chimère Hit1p(44-164)ZFBcd1(1-43). La 

protéine chimère restaure la croissance de manière équivalente à la protéine Hit1 sauvage à 30°C et à 37°C. Les 

protéines ont été exprimées à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD). (C) Evaluation par western-blot du taux des 

protéines Hit1 et Hit1(44-164)ZFBcd1(1-43) dans une souche RSA1-TAP x ∆HIT1. Les anticorps α-HA et α-AspRS ont 

été utilisés pour révéler respectivement les protéines Hit1 et AspRS. La souche RSA1-TAP a été utilisée comme 

témoin négatif. Ces expériences ont été réalisées à partir de cellules cultivées jusqu'en phase exponentielle de 

croissance (A600nm/mL = 0,8). Les dépôts en gouttes proviennent de dilutions en cascade (facteur ½), la première 

étant ajustée à absorbance A600nm/ml de 0,5.    
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2 Identification les déterminants requis pour l’interaction 
entre Rsa1p et Hit1p  

 

2.1 Conséquences d’une perte de l’interaction Rsa1p-Hit1p in vivo : 
effet sur la croissance des cellules et sur le taux de Rsa1p 

 

La structure 3D d’un complexe Rsa1p317-352–Hit1p70-164 qui avait été isolé par 

protéolyse ménagée a été étudiée par spectroscopie RMN et une structure 3D de ce 

complexe a été établie par le groupe de X. Manival. Les acides aminés de Hit1p et de Rsa1p 

impliqués dans cette interaction (Figure 44B) ont été substitués par d’autres résidus (Figure 
45A) et l’effet sur la croissance des cellules et sur le taux de Rsa1p in vivo a été analysé 

(Figure 45 et Figure 46).  

 

2.1.1 Effet des mutations de Hit1p  
 

 Les protéines Hit1 variantes L102R, L155E, T97K+K99L, L102R+L155E, 

K127D+V131K, K127D+V131K+L102R+L155E, delT112G-N122G (délétion des acides 

aminés 113-121 et remplacement T112G et N122G) (Figure 45A) ont été exprimées dans 

une souche dont le gène HIT1 est invalidé (souche ΔHIT1). 

 L’analyse par western-blot du taux d’expression de la protéine Rsa1 en présence 

des différents variants de la protéine Hit1 (Figure 45C) révèle un niveau d’expression 

différent qui est corrélé avec les résultats obtenus lors du test de croissance (Figure 45B). Il 
y a cependant deux exceptions dans le cas des variants Hit1p(L102R) et Hit1p(T97E, K99L) qui 

conduisent à un défaut de croissance alors que le niveau de la protéine Rsa1-TAP est 

comparable à celui d’une souche sauvage ou d’une souche complémentée avec la protéine 

de pleine taille Hit11-164.   
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Figure 44: Structure de l’interface d’interaction entre Rsa1p317−352 et Hit1p70−164. (A) Alignement des 

séquences des protéines Rsa1/NUFIP1 et Hit1/ZNHIT3 présentes chez Saccharomyces cerevisiae (sc), 

Kluyveromyces lactis (kl), Lachancea thermotolerans (lt), Candida glabrata (cg), Saccharomyces (Lachancea) 

kluyveri (sk), Zygosaccharomyces rouxii (zr), Homo sapiens (hs), Mus musculus (mm), Bos taurus (bt) et Macaca 

mulata (ma). L’alignement a été réalisé avec CLUSTALW. Les résidus conservés entre les différentes espèces 

sont colorés en gris. Les résidus avec des propriétés similaires sont indiqués en gras. Les structures secondaires 

issues de la structure 3D sont montrées au-dessus de la séquence (cylindres pour les hélices et lignes pour les 

boucles. Les résidus localisés à l’interface d’interaction sont montrés par des cercles (charges), étoiles 

(hydrophobes) ou flèches (neutres). (B) et (C) Représentation des certaines interactions polaires et hydrophobes. 

Les acides aminés qui ont été substitués dans nos expériences sont entourés par des cercles rouges.   
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Figure 45 : Effet des mutations de Hit1p sur la croissance cellulaire et sur le taux de la protéine Rsa1. 
Mutations réalisées afin de déstabiliser l’interaction entre les protéines Rsa1 et Hit1. (A) Représentation 

schématique des mutations réalisées dans la protéine Hit1. Les croix rouges représentent la position relative des 

acides aminés dans la protéine. Le mutant delT112G-N122G contient une délétion des acides aminés 113-121 et 

le remplacement de la thréonine 112 en glycine, ainsi que le remplacement de l’asparagine 112 en glycine. (B) 

Test de complémentation des protéines variantes Hit1 dans une souche RSA1-TAPx∆HIT1. La croissance des 

cellules a été réalisée à 20°C, 30°C et 37°C sur milieu YPD. Les protéines ont été exprimées à partir du vecteur 

pACT2 (Gal4-AD). La souche RSA1-TAP a été utilisée comme témoin négatif. Ces expériences ont été réalisées 

à partir de cellules cultivées jusqu'en phase exponentielle de croissance (A600nm/mL = 0,8). Les gouttes ont été 

réalisées à partir des dilutions en cascade (facteur 1/3), la première étant ajustée à une densité optique A600nm/ml 

de 0,5. (C) Evaluation par western blot du taux de la protéine Rsa1 en présence de différentes mutations 

réalisées dans Hit1p. Les analyses ont été effectuées comme décrit dans la Figure 43.   
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2.1.2 Effet des mutations de Rsa1p 
 

 Pour compéter les résultats précédents, nous avons testé l’effet de mutations dans la 

protéine Rsa1. Une souche invalidée pour l’ORF de RSA1 (∆RSA1) a été transfectée par 

chacun des plasmides exprimant les variants de Rsa1p: L325G+D326A, F327E+I328D, 

L325G+D326A+F327E+I328D (Figure 46A). 

Les résultats montrent que les mutations F327E+I328D conduisent à une croissance 

ralentie des cellules, probablement due à la diminution des taux de Rsa1p, causée par une 

perte d’interaction entre Rsa1p et Hit1p. (Figure 46B). Cependant les trois protéines 

variantes, incluant L325G+D326A qui permet la croissance, ne sont pas détectées par 

western blot contrairement à la protéine Rsa1 de type sauvage (Figure 46C). Il est difficile 

de conclure sans ambiguité quand à un effet dû à la perte d’interaction entre Rsa1p et Hit1p 

ou à une perte de la stabilité de Rsa1p liée à ces mutations sans perturbation de l’interaction 

avec Hit1p.  

 

Ces résultats font partie des données d’un article publié dans la revue Nucleic Acids 
Research ”Protein Hit1, a novel box C/D snoRNP assembly factor, controls cellular 

concentration of the scaffolding protein Rsa1 by direct interaction.” (auteur 5ème position) 

Nucleic Acids Res. 2014;42(16):10731-47. doi: 10.1093/nar/gku612. Epub 2014 Aug 28. 

(Rothé et al., 2014b) (Article en Annexe 1).  
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Figure 46 : Effet des mutations de Rsa1p sur la croissance cellulaire et sur le taux de la protéine Rsa1. (A) 

Représentation schématique des mutations réalisées dans la protéine Rsa1. Les croix rouges représentent la 

position relative des acides aminés dans la protéine. (B) Test de complémentation des protéines variantes Rsa1 

dans une souche ∆RSA1. La croissance des cellules a été réalisée à 30°C sur milieu sélectif ura-. Les protéines 

ont été exprimées à partir du vecteur pPS808(URA3). La souche ∆RSA1 transformée avec le vecteur non 

recombinant a été utilisée comme témoin négatif. Ces expériences ont été réalisées à partir de cellules cultivées 

jusqu'en phase exponentielle de croissance (A600nm/mL = 0,8) selon la même procédure qu’en Figure 45B. (C) 

Evaluation par western blot du taux de la protéine Rsa1 en présence de différentes mutations. La protéine Rsa1 

est fusionnée avec la protéine GFP. Des anticorps anti-GFP ont été utilisés afin de détecter la protéine. La 

protéine AspRS a été utilisée comme témoin interne. Ces expériences ont été réalisées à partir de cellules 

cultivées en phase exponentielle de croissance (A600nm/mL=0.8).  
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2.2 Recherche de nouveaux partenaires d’interaction de Hit1p en 
relation avec la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D 

 

Actuellement, les seules protéines partenaires connues de Hit1p sont Rsa1p et 

Snu13p, dont le rôle dans la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D est bien établi. Comme 

nous l’avons décrit, ces trois partenaires forment un complexe hétérotrimérique qui participe 

aux étapes précoces de la biogenèse de ces particules (Rothé et al., 2014b). Par contre, la 

chronologie des évènements lors du mécanisme est encore mal connue.  

Afin de tenter d’éclaircir le rôle de Hit1p dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D, 

ou plus généralement dans d’autres fonctions cellulaires, nous avons recherché de 

nouveaux partenaires protéiques. Nous avons ainsi testé l’interaction de Hit1p avec plusieurs 

protéines candidates par la technique de double hybride. Les protéines testées ont été 

choisies en se basant sur des données de la littérature, comme des bases des données 

disponibles rassemblant des données d’analyses protéomiques à haut débit. Nous avons 

retrouvé un nouveau partenaire potentiel, la protéine Ahc2. Cette protéine appartient au 

complexe ADA (histone acetyltransferase complex). Elle interagit en double hybride avec 

Hit1p avec une force d’interaction plus faible par comparaison avec l’interaction existante 

entre Hit1p et Rsa1p. En effet, l’interaction n’est plus visible à partir des concentrations de 3-

AT de 5 mM après 48 h de croissance (Figure 47A) et à partir des concentrations de 3-AT 

de 20 mM après 96 h de croissance à 30°C (Figure 47B). Les analyses n’ont pas été plus 

poussées lors de ce travail de thèse. D’autres techniques pourront être mises en œuvre 

confirmer ou infirmer l’existence de cette interaction in vitro et in vivo. Si une interaction 

directe de Hit1p avec Ahc2p était confirmée, son rôle dans la biogenèse des snoRNP pourra 

être étudié en détail.   
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Figure 47 : Chez la levure Saccharomyces cerevisiae la protéine Ahc2 interagit avec la protéine Hit1 dans 
un test en double hybride. Test effectué entre la protéine Hit1 fusionnée au domaine Gal4-BD (pGBKT7) et la 

protéine Ahc2 fusionnée au domaine Gal4-AD (pACT2). Les tests d'interaction ont été réalisés par croisement 

des souches CG1945 (pACT2) et Y187 (pGBKT7), et étalement sur milieu sélectif sans histidine, en présence 

d'une gamme de concentration croissante en 3-aminotriazol. (A) Résultat obtenu après 48h de croissance à 30°C 

(B) Résultat obtenu après 96h de croissance à 30°C.  
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Partie II – La protéine Bcd1 
 

La protéine Bcd1 se situe au centre des travaux menés pendant la thèse. Comme décrit 

dans la partie « Introduction », elle a été identifiée comme un facteur dont la réduction du 

taux d’expression conduit à une baisse spécifique du taux des snoARN à boîtes C/D 

(Chapitre 3.3.1.4.1, Figure 26, page 116) (Hiley et al., 2005; Peng et al., 2003).  

Bcd1p est essentielle à la croissance cellulaire. L’épuisement de la quantité de cette 

protéine est possible dans la souche de S. cerevisiae tetO7::BCD1 où l’ORF BCD1 est sous 

le control d’un promoteur régulé par la fixation de la protéine tTA sur les répétitions de 

l’opérateur tetO. Les cellules n’expriment plus Bcd1p quand elles sont cultivées en milieu 

contenant de la doxycycline (Peng et al., 2003). 

 

1 Les éléments importants pour la fonctionnalité de Bcd1p  

Afin de mieux comprendre l’organisation de Bcd1p, nous avons commencé par cloner 

différents fragments de la protéine et évalué leur contribution à la croissance des cellules.  

Dans un premier temps, nous avons suivi la même stratégie que celle décrite pour 

l’étude de Hit1p. Ainsi, des fragments de Bcd1p ont été définis en se basant sur l’homologie 

de séquences avec l’homologue humain, la protéine ZNHIT6, ainsi qu’au profil de prédiction 

de structuration déterminé par le software IUPRED (Figure 48A) (Dosztanyi et al., 2005). 

Pour le choix des bornes afin de séparer la protéine en plusieurs fragments, la structure 

secondaire prédite de la protéine a été aussi prise en compte, afin d’éviter la fragmentation 

des éléments structurellement importants dans le reploiement des protéines tronquées 

(données non montrées). 

L’alignement de séquences montre que seulement la partie C-terminale (acides aminés 

216-470) de la protéine humaine est homologue à la protéine de levure. L’homologie la plus 

importante est retrouvée avec la partie N-terminale de Bcd1p contenant un double doigt de 

zinc (acides aminés 1-45: 40%) mais elle est importante également dans les régions 

Bcd1p62-168 (22%) et Bcd1p260-305 (31%). Nous avons défini 11 fragments représentant 

diverses combinaisons entre les bornes N-terminale et C-terminale définies précédemment 

(Figure 48B). Ces fragments ont été clonés dans le vecteur d’expression p413TEF et les 

vecteurs recombinantes ont été utilisés pour transfecter des cellules de la souche 

tetO7::BCD1 (Hiley et al., 2005) (Peng et al., 2003). Les tests de croissance ont été réalisés 

en présence et en absence de doxycycline (Figure 50).   
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Figure 48 : Représentation schématique des différents domaines de Bcd1p. (A) Les bornes des différents 

domaines ont été définies sur la base de l'homologie de séquence avec la région (216- 470) de la protéine 

humaine ZNHIT6 (l’homologue de Bcd1p) et du profil de prédiction de structuration IUPRED (Dosztanyi et al., 

2005). Le % de similitude (i.e. % de résidus similaires et identiques) entre la protéine de levure et la protéine 

humaine est indiqué pour chaque fragment homologue. La position du domaine contenant le double doigt de zinc 

est indiquée. (B) Représentation schématique des divers fragments testés afin de déterminer le domaine minimal 

fonctionnel de Bcd1p. La position des acides aminés situés aux bornes des fragments est indiquée au-dessus de 

la protéine entière.   
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1.1 Recherche du domaine minimal fonctionnel  
 

Dans les levures tetO7 ::BCD1, l’expression du gène codant Bcd1p est sous le contrôle 

d’un promoteur TetOff, qui est répressible en présence de tétracycline/doxycycline (Hiley et 

al., 2005; Peng et al., 2003). Afin de tester la fonctionnalité du système, nous avons réalisé 

un test de croissance sur boîte de Pétri. Les cellules ont été cultivées en milieu liquide en 

présence ou absence de doxycycline pendant 7 h ou 30 h, puis des gouttes issues de 

différentes dilutions des cultures ont été déposées sur milieu YPD. La croissance a été 

évaluée après 48 h de d’incubation à 30°C. Le résultat montre qu’en présence de 

doxycycline la croissance est abolie dans les deux conditions de temps testées (Figure 49). 

La capacité des fragments à complémenter l’épuisement de la quantité de protéine Bcd1 

endogène, a été évaluée par un test de croissance du même type, en gouttes sur boîte de 

Pétri (Figure 50B). Dans les conditions utilisées, seules les souches exprimant les fragments 

Bcd1p1-168, Bcd1p1-260 et Bcd1p1-305 ont permis la croissance des cellules. De plus, ces 

fragments restaurent la croissance à un niveau comparable à celui d’une souche où Bcd1p 

de pleine taille est exprimée soit à partir du génome ou à partir du vecteur d’expression 

p413TEF.  

Ces résultats montrent que, parmi les fragments testés, le fragment N-terminal Bcd1p1-

168, qui contient le domaine en doigt de zinc (ZnF) (acides aminés 1 à 45) représente le 

domaine minimal fonctionnel de la protéine. Les autres fragments qui ne contiennent pas ce 

domaine (Bcd1p63-366, Bcd1p169-366, Bcd1p260-366, Bcd1p305-366, Bcd1p260-305, Bcd1p169-305) ne 

sont pas fonctionnels, ce qui indique un possible rôle du domaine ZnF dans la fonctionnalité 

de la protéine. Cependant étant donné que le fragment Bcd1p1-62, qui est le fragment N-

terminal le plus court testé n’est pas fonctionnel, le doigt de zinc n’est pas suffisant à lui seul 

pour la assurer la fonctionnalité de Bcd1p et d’autres éléments sont requis, qui se trouvent 

dans le fragment 63-168.  
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Figure 49 : La croissance d’une souche tetO7::BCD1 est abolie en présence de doxycycline. Les cellules 

ont été cultivées en milieu liquide en présence (50 µg/mL) ou absence de doxycycline pendant 7 h ou 30 h. Des 

gouttes d’une suspension de cellules à une absorbance de départ de 0,5 A600nm/mL puis issues de dilutions en 

cascade (facteur ½) ont été déposées sur milieu YPD. La croissance a été évaluée après 48 h d’incubation à 

30°C. « Doxycycline+ » et « Doxycycline- » montre la présence ou l’absence de la doxycycline dans le milieu de 

culture.  
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Figure 50 : Le fragment Bcd1p1-168 est fonctionnel chez S. cerevisiae. (A) Représentation schématique des 

fragments utilisés pour la recherche du domaine minimal fonctionnel de Bcd1p. (B) Test de complémentation de 

la souche tetO7::BCD1 avec les divers domaines de Bcd1p. Chaque fragment est exprimé à partir du vecteur 

d'expression p413 (HIS3) dans la souche de levure tetO7::BCD1 (R1158), permettant de réprimer l'expression de 

Bcd1p en présence de doxycycline (Peng et al., 2003). La croissance des cellules a été évaluée à 30°C, sur 

milieu sélectif (his-) et en présence de 50 μg/mL de doxycycline, par dilution en cascade (facteur : 1/2) à partir 

d'une suspension de cellules à 0,5 unités A600nm/mL. Avant étalement, les cellules ont été cultivées à 30°C, 

pendant 2 jours, en milieu liquide sélectif et en présence de 50 μg/mL de doxycycline. La souche transformée par 

le vecteur p413TEF non recombinant a été utilisée comme témoin négatif de croissance (tetO7::BCD1).   
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De manière intéressante, un alignement entre les séquences primaires de Bcd1p pleine 

taille (Bcd1pFL) et ZNHIT6p216-470 conduit à identifier une seule portion d’homologie (29% 

d’identité et 42% de résidus positifs) entre les séquences du fragment Bcd1p5-164 et le 

fragment ZNHIT6p220-349 (Figure 51). Ce domaine est donc le plus conservé entre la protéine 

humaine et celle de levure, ce qui soutient l’hypothèse d’un rôle fonctionnel important.  

 

1.2 Le fragment Bcd1p(1-96)  
 

Dans un deuxième temps, afin d’affiner les limites du domaine minimal fonctionnel nous 

avons restreint les limites du fragment Bcd1p1-168: deux nouvelles bornes ont été définies, au 

niveau des acides aminés I115 (Bcd1p1-115) et R96 (Bcd1p1-96), en prenant en compte la 

structure secondaire prédite de la protéine.  

Le test de complémentation montre que les deux nouveaux fragments testés sont 

fonctionnels dans la souche tetO7::BCD1 à 30°C (Figure 52 A et B) et révèle que le 

fragment Bcd1p(1-96) est suffisant pour la fonction essentielle de Bcd1p dans les conditions de 

croissance testées. Etant donné que le fragment Bcd1p1-62 n’est pas fonctionnel (Figure 
50B), une conclusion qui pouvait être formulée à ce stade de l’étude, était que des éléments 

importants pour la fonction de Bcd1p se situent dans la région s’étendant entre les acides 

aminés 63 à 96. 

Afin d’évaluer de manière plus fine la vitesse de croissance des cellules exprimant les 

deux nouveaux fragments, un test de croissance en milieu liquide a été réalisé. On observe 

que pendant les 29 premières heures de croissance les trois cultures suivent le même profil 

de croissance (Bcd1pFL, Bcd1p(1-96) et Bcd1p(1-115)) par rapport à une souche dans laquelle 

l’absence de Bcd1p endogène n’est pas complémentée (Figure 53). 
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Figure 51 : Alignement de séquences entre Bcd1p1-366 et ZNHIT6p220-470. L’alignement a été réalisé avec NCBI 

Blast Proteins (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi); « Query » représente la séquence en acides aminés de la 

protéine Bcd1 de S. cerevisiae obtenue de Saccharomyces Genome Database (http://www.yeastgenome.org/) 

« Sbjct » représente la séquence en acides aminés de la protéine ZNHIT6216-470 obtenue de l’Ensembl Genome 

Browser (http://www.ensembl.org/). L’alignement a été réalisé en utilisant les paramètres par défaut du logiciel.   

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.yeastgenome.org/
http://www.ensembl.org/
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Figure 52 : Le fragment Bcd1p1-96 est le fragment minimal fonctionnel de Bcd1p chez S. cerevisiae. Test de 

complementation de la souche tetO7::BCD1 avec les fragments Bcd1p1-96 et Bcd1p1-115 . Les fragments ont été exprimés à partir 

du vecteur d'expression p413-HA-TEF(HIS3) dans la souche de levure tetO7::BCD1 (R1158), permettant de réprimer 

l'expression de Bcd1p en présence de doxycycline (Peng et al., 2003). La croissance des cellules a été évaluée à 30°C, sur 

milieu sélectif (his-) et en présence de 50 μg/mL de doxycycline, par dilution en cascade (facteur : 1/5) à partir d'une suspension 

de cellules à 0,01 unités A600nm/mL. Les cellules ont été prélevées directement à partir des boîtes de Pétri et dispersées dans 1 

mL d’eau stérile avant l’étalement. La souche transformée par le vecteur p413-HA non recombinant a été utilisée comme témoin 

négatif de croissance (tetO7::BCD1). La souche exprimant Bcd1p de pleine taille (Bcd1pFL) a été utilisée comme référence de 

croissance normale. Une représentation schématique des domaines testés est montrée à gauche. Les panneaux situés à droite 

montrent la croissance en absence de doxycycline. (A) Pour le fragment Bcd1p1-96, le test a été réalisé à 30°C et 37°C. (B) Pour 

le fragment Bcd1p1-115, le test a été réalisé à 30°C. (C) Analyse par Northern-blot du taux des snoARN à boîtes C/D dans la 

souche de levure tetO7::BCD1 en présence des fragments Bcd1p(1-115) et Bcd1p(1-96) de Bcd1p (et en présence de 

doxycycline). L'effet lié à la présence des divers fragments de Bcd1p sur les taux de snoARN a été comparé à l'effet observé 

après l’appauvrissement de Bcd1p dans la souche tetO7::BCD1. Le snARN U1 a été utilisé comme témoin interne. La figure a 

été créée par sélection des bandes obtenues à la même exposition de la membrane de Northern blot. La radioactivité de 

chaque bande a été quantifiée. Le pourcentage de chaque snoRNA dans les différents extraits des ARN totaux a été calculé par 

la radioactivité dans chaque bade par rapport à la radioactivité de la bande correspondant au snRNA U1. Le pourcentage de 

chaque ARN relative par rapport à la souche sauvage est présenté à droite.  
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Figure 53 : Test de croissance en milieu liquide à 30°C pour la souche tetO7::BCD1 complémentée avec une protéine 

Bcd1pFL et les deux nouveaux variants, Bcd1p(1-96) et Bcd1p(1-115), par rapport à une souche exprimant le vecteur vide p413TEF-

HA.  
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A partir de ces données, nous avons effectué une recherche parmi les protéines de 

levure ou humaines présentant le(s) même(s) motif(s) que celui(ceux) retrouvé(s) dans les 

fragments 

Bcd1p(63-96) (63-HEARNYVQRDYNYLTQLKRMVHVQKMDARMKNKR-96)  

ZNHIT6(272-308) (272-MNLLSDYRFLEDVARTADHISRDAFLKRPISNKYMYF-308). 

Un alignement des séquences entre la protéine Bcd1 et son homologue humain ZNHIT6p 

montre une conservation relative entre les fragments Bcd1p63-96 et ZNHIT6p272-308 (Figure 
54A).  

A noter que le fragment ZNHIT6277-305 est codé par un seul exon, ce qui pouvait suggérer 

un module fonctionnel distinct, ayant gardé son rôle au cours de l’évolution. (Figure 54B).  

 

1.3 Le domaine Bcd1p(1-45)  
 

Le domaine 1-45, organisé en un double doigt de zinc, est important pour la fonction de 

Bcd1p, car en son absence le fragment 46-168 ne restaure pas le défaut de croissance à 

30°C ou à 37°C (Figure 55). Par contre, la protéine Bcd1 tronquée du doigt de zinc (Bcd1p46-

366) est fonctionnelle à 30°C, mais pas à 37°C. Cela suggère: (i) que le doigt de zinc est 

important pour la fonctionnalité de la protéine en conditions de stress comme une croissance 

à température élevée mais (ii) que des éléments importants pour la fonctionnalité de Bcd1p 

sont également présents dans la région 46-62, étant donné que le fragment Bcd1p1-62 n’est 

pas fonctionnel à 30°C (Figure 50). 
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Figure 54 : (A) Alignement de séquence entre la protéine Bcd11-366 et la protéine humaine ZNHIT6216-470. 
L'alignement a été réalisé par ClustalW Multiple Alignment (version online). (B) Représentation de la séquence 
en acides aminés de la protéine humaine ZNHIT6. Les acides aminés codés par la juxtaposition de deux exons 

adjacents sont colorés en rouge. Les différents exons sont représentés en couleurs noire ou bleue. Le domaine 

277-305 de ZNHIT6, qui est codé par l’exon 4 est coloré en vert.  
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Figure 55 : Le domaine à doigt de zinc de Bcd1p est requis pour une croissance cellulaire à 37°C. Les 

fragments ont été exprimés à partir du vecteur d'expression p413-HA-TEF(HIS3) dans la souche de levure 

tetO7::BCD1 (R1158), permettant de réprimer l'expression de Bcd1p en présence de doxycycline (Peng et al., 

2003). La croissance des cellules a été évaluée après 72 h à 30°C et 37°C sur milieu sélectif (his-) et en présence 

de 50 μg/mL de doxycycline, par dilution en cascade (facteur : 1/5) à partir d'une suspension de cellules à 0,01 

unités A600nm/mL. La souche transformée par le vecteur p413-HA-TEF non recombinant a été utilisée comme 

témoin négatif de croissance (tetO7::BCD1). La souche exprimant Bcd1p de pleine taille Bcd1pFL a été utilisée 

comme référence de croissance normale. Une représentation schématique des domaines testés est montrée à 

gauche. Les panneaux situés le plus à droite montrent la croissance en absence de doxycycline. (B) Analyse par 

Northern-blot du taux des snoARN à boîtes C/D dans la souche de levure tetO7::BCD1 en présence des divers 

fragments de Bcd1p (et en présence de doxycycline). Les ARN totaux ont été extraits à partir des cellules 

cultivées en mêmes conditions que dans le panneau (A). L'effet lié à la présence des divers fragments de Bcd1p 

sur les taux de snoRNA a été comparé à l'effet observé après l’appauvrissement de Bcd1p dans la souche 

tetO7::BCD1. Le snRNA U1 a été utilisé comme témoin interne.  
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1.4 L’influence des différents domaines de Bcd1p sur le taux de 
snoARN à boîtes C/D 

 

En plus des tests de croissance, nous avons estimé par Northern-blot les taux de 

snoARN C/D présents dans les cellules tetO7::BCD1 exprimant les différents fragments de 

Bcd1p (Figure 54 et 55). Il s’agissait de vérifier si l’effet sur la croissance était accompagné 

d’une variation de la quantité de snoARN. Le rôle essentiel de Bcd1p dans la croissance 

cellulaire peut reposer sur son implication dans la biogenèse des snoRNP C/D d’où la chute 

spécifique des niveaux de snoARN C/D sans que ceux des autres types de snoARN 

(snoARN à boîtes H/ACA) soient modifiés (Hiley et al., 2005; Peng et al., 2003), mais aussi 

sur sa contribution à d’autres processus fondamentaux de la cellule. 

Les fragments testés qui ne complémentent pas l’absence de Bcd1p endogène (Bcd1p1-

62 et Bcd1p169-366) ne restaurent pas des taux normaux de 4 snoARN à boîtes C/D testés; par 

contre, la complémentation avec le fragment Bcd1p1-168, qui restaure la croissance cellulaire 

en absence de la protéine Bcd1 endogène, conduit à des taux de snoARN à boîtes C/D 

comparables au ceux d’une souche complémentée par la protéine Bcd1 de pleine taille. Cela 

suggère fortement que le fragment minimum fonctionnel est suffisant pour restaurer des 

niveaux de snoARN à boîtes C/D, et que le rôle essentiel de Bcd1p dans la levure est lié à 

son rôle dans la biogenèse des snoARN à boîtes C/D (Figure 55A). 

Comme attendu les taux des snoARN à boîtes H/ACA ne sont pas touchés (Figure  
54B). De manière surprenante, une protéine Bcd1 pour laquelle le doigt à zinc seul est 

enlevé (Bcd1p44-366) restaure la croissance cellulaire, et en même temps les taux de snoARN 

à boîtes C/D à 30°C (Figure 54B). Le ZnF pouvait être impliqué dans le maintien de la 

stabilité de la protéine, le recrutement de partenaires spécifiques ou la protection contre la 

dégradation en conditions de stress thermique. Un rôle du doigt de zinc pouvait être 

envisagé en lien avec le complexe R2TP–HSP82, vu les liens de ce complexe avec le 

processus de maturation des snoARN à boîtes C/D.  

Le fragment Bcd1p1-96 est fonctionnel mais les taux de snoARN à boîtes C/D sont 

comparable à ceux d’une souche tetO7::BCD1 non-complémentée en présence de 

doxycycline (Figure 52B). Cela représentait un résultat inattendu en prenant en 

considération les précédents, car le fragment Bcd1p1-168 restaure les taux de snoARN à 

boîtes C/D à un niveau comparable à une souche exprimant la protéine endogène sauvage 

(Figure 56). Cela pouvait indiquer que la fonction essentielle de Bcd1p n’est pas liée à son 

rôle dans la biogenèse des snoARN. De même, les acides aminés impliqués dans la fonction 

essentielle de la protéine doivent se situer dans le domaine 63-96 (le fragment 1-62 ne 
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restaure pas la croissance), ou plus largement dans le domaine Bcd1p46-96 (le fragment 

Bcd1p46-366 restaure aussi la croissance à 30°C mais pas à 37°C). L’expression du fragment 

Bcd1p1-115 par contre, conduit à des taux de snoARN comparables à ceux observés lors 

d’une complémentation par la protéine de pleine taille Bcd1pFL, mais les niveaux 

d’expression des snoARN U14 et U6 sont beaucoup augmentés par rapport à ceux présents 

dans une souche complémentée avec la protéine entière (Figure 52C). 

 

1.5 Cartographie par test en double hybride des régions d’interaction 
de Bcd1p avec les protéines Pih1 et Rrp9 

 

Les protéines Pih1 et Rrp9 ont été identifiées comme étant des partenaires d’interaction 

pour Bcd1p (Rothé, 2013). Afin d’essayer d’identifier plus précisément les domaines de 

Bcd1p qui participent à ces interactions, nous avons réalisé des tests de double hybride 

(Y2H) (Figure 57), en utilisant les fragments de la protéine Bcd1 déjà analysés dans les 

tests de complémentation (Figure 50) et les protéines entières Pih1 et Rrp9. La protéine 

Rsa1 a été choisie comme témoin négatif, car elle ne se retrouve pas parmi les partenaires 

connus interagissant avec Bcd1p.  

Le résultat montre que seule Bcd1p de pleine taille lorsqu’elle est fusionnée avec le 

domaine Gal4-BD interagit avec Rrp9p ou Pih1p (Figure 57A, panneau en bas à gauche). 

Quand les diverses formes de Bcd1p sont fusionnées avec le domaine d’activation 

Gal4-AD, une interaction peut être détectée entre le fragment Bcd1p169-366 et la protéine 

Pih1FL (Figure 57B).  

On peut aussi remarquer une absence marquée de croissance quand le fragment 

Bcd1p1-62 est exprimé. Cet effet est observé dans les tests avec Pih1p et Rrp9p (Figure 57B 
et 57C) et pourrait correspondre à un effet toxique sur la croissance cellulaire. 

Compte tenu de ce résultat et que nous disposions de constructions génétiques 

exprimant des fragments de Pih1 (Pih1p1-148, Pih1p1-211, Pih1p1-252 et Pih1p1-344) fusionnés à 

Gal4-AD, nous avons réalisé de tests Y2H supplémentaires avec la protéine Bcd1 de pleine 

taille (FL) et ses fragments Bcd1p1-168 et Bcd1p169-366. Bcd1pFL interagit avec les quatre 

fragments de Pih1p testés (Figure 58A). Le fragment Bcd1p169-366 apparait interagir 

uniquement avec la protéine Pih1p de pleine taille (Figure 58C).  
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Figure 56 : Analyse par Northern-blot du taux des snoARN à boîtes C/D dans la souche de levure 
tetO7::BCD1 en présence des fragments Bcd1p1-62, Bcd1p1-168, Bcd1p169-366 (et en présence de doxycycline). 

L'effet lié à la présence des divers fragments de Bcd1p sur les taux de snoARN a été comparé à l'effet observé 

après l’appauvrissement de Bcd1p dans la souche tetO7::BCD1.. Le snARN U1 a été utilisé comme témoin et 

référence interne. La figure et les quantifications ont été réalisées comme décrit dans la Figure 52.   
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Figure 57 : La protéine Bcd1 de pleine taille interagit en double hybride avec les protéines Pih1 et Rrp9. 
(A) Test d'interaction par double-hybride entre Bcd1p et plusieurs de ses fragments fusionnés au domaine Gal4-

BD (pGBKT7), et les protéines Pih1 et Rrp9 fusionnées au domaine Gal4-AD (pACT2). (B et C) Test d'interaction 

par double-hybride entre Bcd1p et plusieurs de ses fragments fusionnés au domaine Gal4-AD (pACT2) et Pih1p 

(B) et Rrp9p (C), fusionnées au domaine Gal4-BD (pGBKT7). Les tests d'interaction ont été réalisés par 

croisement des souches Y190 (pACT2) et Y187 (pGBKT7), et étalement sur milieu sélectif sans histidine, en 

présence d'une gamme de concentration croissante en 3-aminotriazol (3AT). La lecture des résultats a été faite 

après 72 h de croissance à 30°C.   
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Figure 58 : Recherche de domaines spécifiques d’interaction entre Bcd1p et Pih1p par Y2H. La protéine de 

pleine taille Bcd1pFL  (A), les fragments Bcd1p1-168 (B) et Bcd1p169-366 (C) ont été exprimés à partir du vecteur 

pGBKT7 (Gal4-BD) et les domaines de Pih1p à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD). Les tests d'interaction ont été 

réalisés comme décrit en Figure 65.   
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2 Etude fonctionnel du double doigt de zinc de Bcd1p. 

 

Le domaine en doigt de zinc (ZnF) est classiquement décrit comme un domaine 

d’interaction avec l’ADN, mais il peut avoir une multitude d’autres fonctions, comme des 

interactions avec des partenaires protéiques, avec des lipides, avec des molécules d’ARN ou 

avec des hétéroduplex ADN/ARN (Hall, 2005; Matthews and Sunde, 2002). 

La protéine Bcd1 présente, dans sa région N-terminale, un domaine ZnF conservé 

dans la protéine humaine et avec une homologie de séquence importante à celui retrouvé 

dans la protéine Hit1/TRIP3(ZNHIT3) (Rothé et al., 2014b). Les expériences antérieures 

comme celles décrites dans les Figures 50 et 55 ont montré le caractère important de ce 

domaine pour la fonction essentielle de la protéine. Une analyse plus détaillée de ce motif a 

donc été réalisée en utilisant la technique de mutagenèse dirigée. 

 

2.1 Mutations du double doigt de zinc de Bcd1p 
 

Nous avons remplacé des résidus Cystéine participant à la formation des deux ZnF 

par des résidus Sérine, de manière à ce que soit le premier doigt, soit le deuxième, soit les 

deux soient détruits. Les mutations réalisées se situent au niveau des Cystéines 5 et 8 

(participant à la coordination d’un premier atome de Zn2+), 17 et 20 (participant à la 

coordination d’un deuxième atome de Zn2+) ou les Cystéines 5, 8, 17 et 20 (afin d’empêcher 

la formation des deux motifs ZnF en même temps). De plus, la Tyrosine 15 a été remplacée 

par un résidu Alanine, en prenant en considération le fait que cet aminoacide est très 

conservé parmi les membres de la famille de protéines contenant le motif ZnF de type ZF 

HIT.  

Toutes ces mutations ont été réalisées dans la protéine Bcd1 (aminoacides 1 à 366) 

ou dans le fragment plus court fonctionnel (aminoacides 1 à 168). Pour la protéine entière, 4 

variants ont été produits: Bcd1p(C5S+C8S), Bcd1p(C17S+C20S), Bcd1p(C5S+C8S+C17S+C20S) 

et Bcd1p(Y15A). Pour le fragment Bcd1p1-168 les mêmes mutations ont été réalisées: Bcd1p1-

168(C5S+C8S), Bcd1p1-168(C17S+C20S), Bcd1p1-168(C5S+C8S+C17S+C20S) et Bcd1p1-168(Y15A). 

(Figure 59).  
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Figure 59 : Représentation des mutations réalisées dans le domaine en doigt de zinc de Bcd1p. Le 

domaine Bcd1p1-45 est représenté. β1 et β2 indiquent des brins β, α1 une hélice α et η1 une hélice 310. Les 

résidus mutés sont représentés en couleur blanc sur fond rouge. Les résidus Cystéine et Histidine participant à la 

formation des deux doigts de zinc zf-1 et zf-2 sont montrés avec des flèches verticales.  

 

2.1.1 Test de croissance  
Nous avons testé l’effet de ces modifications dans la souche tetO7::BCD1 à 30°C et 

37°C (Figure 60). Dans la protéine entière, ces mutations ne montrent pas de défaut de 

croissance par rapport à une souche cultivée en absence de doxycycline (Figure 60A, lignes 

3-6). Par contre, à 37°C, la complémentation par les variants de la protéine pour lesquels le 

deuxième doigt de zinc a été détruit est moins efficace (Figure 60A, lignes 4 & 5). 

Aucun des variants du ZnF lorsqu’il est porté par le fragment Bcd1p1-168 ne restaurent 

la croissance des cellules (Figure 61A), ni les taux de snoRNA à boîtes C/D (Figure 61B), 

quel que soit la température. 

 

2.1.2 Taux de snoARN 
L’analyse des taux de snoARN dans les cellules complémentées avec les divers 

variants du ZnF de Bcd1p, montre que seule la mutation Y15A restaure des taux normaux de 

snoARN à boîtes C/D, à un niveau comparable à celui présent dans une souche 

complémentée avec la protéine sauvage. L’inactivation du premier ZnF dans la protéine 

entière, en concordance avec le test de complémentation sur boîte de Pétri, ne restaure pas 

des taux de snoARN à boîtes C/D comparables à l’expression de la protéine de type 

sauvage (Figure 60B et 61B). 
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Figure 60 : Test de croissance cellulaire de la souche tetO7::BCD1 en présence des divers mutants de 
Bcd1p en absence et en présence de doxycycline. Les fragments ont été exprimés à partir du vecteur 

d'expression p413TEF (HIS3) dans la souche de levure tetO7::BCD1 (R1158) permettant de réprimer l'expression 

de Bcd1p en présence de doxycycline. La croissance des cellules a été évaluée sur milieu sélectif (his-), par 

dilution en cascade (facteur: 1/5) à partir d'une suspension de cellules à 0,01 unités A600nm/mL comme décrit 

précédemment (Figure 52). (B) Analyse par Northern-blot des taux des snoARN à boîtes C/D dans la souche de 

levure tetO7::BCD1 en présence des variants de Bcd1p mutés au niveau du domaine ZnF. Les expériences ont 

été réalisées comme décrit en Figure 55. Le snoRNA U1 a été utilisé comme témoin interne.  
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Figure 61 : Analyse des mutations dans le doigt de Zn du fragment Bcd1p1-168 en absence et en présence 
de doxycycline. (A) Test de croissance cellulaire de la souche tetO7::BCD1. (B) Analyse par Northern-blot du 

taux des snoARN à boîtes C/D dans la souche de levure tetO7::BCD1 en présence des variants de Bcd1p. Les 

panneaux ont été réalisés comme décrit dans la Figure 52.  

 

 

 

Figure 62 : Alignement des séquences des acides aminés des domaines en doigt de zinc de Bcd1p, Hit1p 
et Vps71p. Le schéma est adapté de la Figure 59.  
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2.2 Remplacement du ZnF de Bcd1p par d’autres doigts de zinc 
 

Vu la conservation importante entre les séquences ZnF de Bcd1p et Hit1p, ainsi que 

l’implication des deux protéines dans la biogenèse des snoARN à boîtes C/D, nous nous 

sommes posé la question si une redondance fonctionnelle pouvait exister pour ce domaine. 

Afin de tester cette hypothèse, nous avons construit des protéines chimériques, en 

remplaçant le ZnF de Bcd1p (acides aminés 1 à 45) avec le ZnF de Hit1p (acides aminés 1 à 

46). Dans un premier temps, les bornes choisies afin de limiter les domaines portant le ZnF 

ont été, pour les deux protéines Bcd1 et Hit1, les acides aminés 1 à 43. Ces données 

provenaient de données d’alignement des séquences et de prédictions de structures 

secondaires. Dans un deuxième temps, ces bornes ont été étendues car nous avons pris en 

compte des données structurales issues des expériences de RMN réalisées au laboratoire 

par le groupe de X. Manival.  

Chez la levure il existe seulement trois membres, les protéines Hit1, Bcd1 et Vps71, 

qui partageant le même domaine structural dans la famille des protéines à ZnF de type HIT 

(Figure 62). Le troisième membre n’a pas fait l’objet d’une recherche d’un rôle possible lié à 

la biogenèse de snoRNP à boîtes C/D. L’homologie entre le ZnF de Vps71p et celui de 

Bcd1p (30% d’identité) est moins importante que celle retrouvée entre les ZnF de Bcd1p et 

Hit1p (57% d’identité). Nous avons ainsi inclus dans nos expériences un variant de Bcd1p 

pour lequel le ZnF de Bcd1p a été remplacé par celui de la protéine Vps71. Les limites du 

ZnF de cette dernière protéine ont été choisies en se basant sur des domaines identifiés lors 

des alignements des séquences. Une différence à noter par rapport aux deux autres 

protéines de la famille est la position occupée par le domaine à ZnF dans la région C-

terminale de Vps71p, tandis qu’il se situe dans la région N-terminale des protéines Bcd1 et 

Hit1. 

Dans le même temps, afin de tester si le ZnF participe par un rôle structural dans le 

reploiement des protéines, nous avons inclus deux autres protéines chimères dans nos 

expériences. Pour la première, le domaine ZnF de Bcd1p est remplacé par un domaine à 

double ZnF faisant partie d’une autre famille (domaine de type C2H2 provenant de la 

protéine Rph1). La deuxième est une protéine chimérique entre Bcd1p (acides aminés 46 à 

366) et un domaine portant un ZnF de type simple doigt de zinc provenant de la protéine de 

levure Swi5. 

Nous avons testé l’effet de ces protéines hybrides sur la croissance des cellules et sur le 

taux de snoARN à boîtes C/D dans une souche tetO7::BCD1. 
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2.2.1 Test de croissance  
 

Des tests de complémentation ont été réalisés à 30°C et 37°C.  

A 30°C, le remplacement du ZnF de Bcd1p par celui de Hit1p, Vps71p et Swi5p 

conduit à une croissance des cellules à un taux comparable à une souche dans laquelle 

Bcd1p sauvage est exprimée. Par contre, le remplacement du double ZnF de Bcd1p par un 

double ZnF d’une autre famille ne restaure que partiellement la croissance. Cela serait en 

faveur de l’hypothèse selon laquelle le ZnF de Bcd1p a un rôle simplement structural, pour 

l’architecture 3D de la protéine pendant la traduction.  

A 37°C, seul l’hybride Bcd1p46-366ZFHit1p1-46 permet la complémentation du défaut de 

croissance (Figure 63B). Ce résultat est en faveur d’un rôle fonctionnel commun entre les 

deux domaines homologues des deux protéines étudiées. La forte homologie des séquences 

existant entre les deux domaines ZnF est possiblement due à une implication des deux 

protéines dans une même voie métabolique. Même si l’implication des deux membres de 

cette famille dans d’autres processus cellulaires est envisagée, ce résultat met du poids sur 

l’hypothèse d’un rôle fonctionnel des deux protéines dans la biogenèse des snoARN à boîtes 

C/D. 

Dans le cas de Hit1p, la susbtitution avec le ZnF de Bcd1p ne modifie pas la croissance. 

Cet effet était prévisible, car le ZnF de Hit1p n’est pas essentiel pour une croissance normale 

des cellules. 

 

2.2.2 Les taux des snoARN 
 

Les niveaux de snoARN à boîtes C/D exprimés dans les cellules dans lesquelles les 

diverses formes chimériques de Bcd1p sont exprimées en présence de doxycycline sont en 

concordance avec les résultats du test de croissance et en accord avec une implication 

potentielle du ZnF de Bcd1p dans la biogenèse des snoRNP. Les variants qui ne permettent 

pas de complémenter l’absence de la protéine endogène à 30°C restaurent le taux de 

snoARN à boîtes C/D, mais à des taux différents (Figure 63C). Ces niveaux sont 

comparables à ceux d’une souche dans laquelle est exprimée Bcd1p portant une substitution 

de son ZnF par celui de Hit1p. 
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Figure 63 : Analyse des effets induits par le remplacement du doigt de Zn de Bcd1p de S. cerevisiae par 
d’autres motifs de la même famille. (A) Représentation schématique des divers constructions utilisées. (B) Test 

de croissance cellulaire de la souche tetO7::BCD1 exprimant les diverses protéines chimériques de Bcd1p en 

absence et en présence de doxycycline. (C) Analyse par Northern-blot du taux des snoARN à boîtes C/D dans la 

souche de levure tetO7::BCD1 en présence des protéines chimériques. Les expériences et les panneaux ont été 

réalisées comme décrit en Figure 60.   
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2.3 Complémentation dans une souche tetO7::BCD1 avec 
l’homologue humain de Bcd1p, la protéine ZNHIT6 

 

L’alignement de séquences montre que seule la partie C-terminale (acides aminés 216-

470) de la protéine humaine est homologue à la protéine de levure. L’homologie la plus 

importante est retrouvée dans le domaine à doigt de zinc (acides aminés 1-45: 40%) et dans 

les régions Bcd1p62-168 (22%) et Bcd1p260-305 (31%) (Figures 48 et 51).  

Nous avons observé que la protéine humaine ZNHIT6 ne permet pas la 

complémentation du défaut d’expression de Bcd1p de la souche tetO7::BCD1 en présence 

de doxycycline à 30°C et à 37°C. Au regard de Bcd1p, ZNHIT6 possède un domaine 

additionnel de 216 acides aminés à l’extrémité N-terminale. Au sein de la protéine ZNHIT6, 

la séquence correspondant à la protéine de levure débute à l’acide aminé 220. De manière 

intéressante, tout le domaine ZNHIT61-218 est codé au niveau génomique par un seul exon, 

tandis que le domaine ZNHIT6219-470 est codé par 9 autres exons. Cela indiquerait une 

possible acquisition par la protéine humaine d’un nouveau domaine fonctionnel qui est 

fusionné avec la protéine ancestrale afin de former un seul hybride. Chez S. cerevisiae il n’y 

a pas d’homologue protéique identifié à l’heure actuelle pour ce domaine supplémentaire de 

ZNHIT6. Nous avons formulé l’hypothèse que ce domaine additionnel pouvait expliquer 

l’absence de complémentation de la croissance chez S. cerevisiae. Ainsi un variant de 

ZNHIT6 a été produit pour lequel le domaine 1-216 a été supprimé. Le fait d’enlever le 

domaine 1-216 de ZNHIT6 (variant ZNHIT6216-470) ne permet toujours pas la 

complémentation mais surtout conduit à un effet dominant négatif se traduisant par une 

croissance très ralentie des cellules exprimant la protéine Bcd1 endogène (Figure 64).  

 

 

Figure 64 : Test de complémentation de la souche tetO7::BCD1 par la protéine humaine ZNHIT6 et par le 
domaine ZNHIT6(216-470) qui présente une homologie avec la protéine Bcd1 de levure. Les expériences ont 

été réalisées comme décrit précédemment (Figure 60). 
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Figure 65 : Recherche de nouveaux partenaires d’interaction de Bcd1p par Y2H. Bcd1p a été exprimée à 

partir du vecteur pGBKT7 (Gal4-BD) et les autres protéines candidates à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD). Les 

tests d'interaction ont été réalisés par croisement des souches Y190 (pACT2) et Y187 (pGBKT7), et étalement 

sur milieu sélectif sans histidine, en présence d'une gamme de concentration croissante en 3-aminotriazol. La 

lecture des résultats a été faite après 72 h de croissance à 30°C.   
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3 Recherche des nouveaux partenaires d’interaction de 
Bcd1p par double hybride 

 

En se basant sur des données de la littérature sur de possibles partenaires d’interaction 

de Bcd1p, plusieurs protéines candidates ont été testées par test d’interaction avec Bcd1p 

en double hybride (Y2H): Lin1p, Rrb1p, Ynl165wp, Rtt106p, Ahc2p, She2p, Sua7p, Taf9p, 

Tfb4p, Mot3p, Msa2p. Ces tests ont permis d’identifier une interaction entre Bcd1p et 

Rtt106p (Figure 65 et résultats non montrés). 

La force de l’interaction Y2H entre Bcd1p et Rtt106p apparait élevée avec une 

croissance possible jusqu’à une concentration en 3AT de 40 mM et du même ordre que les 

interactions déjà caractérisées au laboratoire qui ont conduit à des études structurales 

poussées (Snu13p-Rsa1p; Rsa1p-Hi1p). J’ai débuté une étude plus approfondie sur cette 

interaction et les données sont présentées dans la Partie III des Résultats. 

 

3.1 Surexpression des divers fragments de Bcd1p dans des souches 
invalidées pour divers protéines connues ou candidates pour être 
impliquées dans la biogenèse des snoRNP (souches ∆RSA1, 
∆PIH1, ∆RTT106, ∆YNL165W) 

 

Nous avons cherché à vérifier si une surexpression de Bcd1p entière ou de ses 

divers fragments pouvait influencer la croissance cellulaire dans des souches invalidées pour 

gènes codant des protéines dont le rôle dans la biogenèse étaient bien établi (∆RSA1, 

∆PIH1), ou codant de nouveaux candidats potentiels (∆RTT106, ∆YNL165W). Les résultats 

montrent une croissance normale des cellules surexprimant Bcd1p de pleine taille (FL) ou 

ses divers fragments dans la plupart des souches testées. A noter une exception: la 

surexpression de Bcd1pFL dans une souche ∆PIH1 conduit à un retard sur la croissance 

cellulaire, indiquant un possible effet dominant négatif, mais pas quand le domaine en doigt 

de Zn ou son complément (Bcd1p63-366) sont absents (Figure 66). 
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Figure 66 : Test de croissance de diverses souches invalidées pour les séquences codant des protéines 
impliquées ou candidates dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D et exprimant divers fragments de 
Bcd1p. Les protéines ont été exprimées à partir du vecteur d'expression p413TEF (HIS3) dans les souches de 
levure ΔRSA1 (B), ΔPIH1 (C), ΔRTT106 (D), et ΔYNL165W (E). (A) Surexpression des fragments de Bcd1p dans 
la souche de type sauvage BY4741. La croissance des cellules a été évaluée à 30°C sur milieu YPD, par dilution 
en cascade (facteur : 1/2) à partir d'une suspension de cellules à 0,5 unités A600nm/mL. La première dilution a 
été ajustée à partir des cultures de cellules en phase stationnaire de croissance.   
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Partie III – La protéine Rtt106 

 

1 Analyse structurale de l’interaction Bcd1p - Rtt106p  

Au début de la thèse, les protéines Pih1, Rrp9 et Rvb2 étaient les seuls partenaires 

protéiques d’interaction connus de Bcd1p. Après avoir réalisé des recherches dans des 

bases de données informatiques, alimentées par des expériences de protéomique à grande 

échelle, j’ai identifié une interaction potentielle entre Bcd1p et la chaperonne d’histone 

Rtt106p. La nouvelle interaction a pu être détectée par test double hybride (Y2H) (Figure 
67), ce qui ouvrait une piste nouvelle d’investigation sur les mécanismes d’assemblage des 

particules snoRNP à boîtes C/D.  

 

1.1 Co-expression chez E.coli 
 

Une interaction entre deux protéines observée par Y2H chez la levure peut correspondre 

à une interaction indirecte entre les deux partenaires, qui peut être médiée par un composant 

endogène de la levure. Au laboratoire, le groupe de X. Manival a réalisé de tests de co-

expression de Bcd1p et Rtt106p chez E.coli. L’une des protéines contient une étiquette 

HISx6 qui permet d’être retenue sur colonne de Ni et de permettre une co-purification de son 

partenaire d’interaction. Les données de ces expériences démontrent la formation d’un 

complexe hétérodimérique Bcd1p-Rtt106p entre les deux protéines dans ce système 

d’expression hétérologue. 

 

1.2 Recherche des domaines spécifiques d’interaction entre Bcd1p et 
Rtt106p 

 

Comme décrit dans la partie Introduction (Chapitre 4.5, page 188), la protéine Rtt106 

est une chaperonne d’histones qui porte deux domaines PH (Pleckstrin Homology). Les 

domaines PH sont classés en sept sous-groupes qui adoptent chacun la même conformation 

mais qui ne montrent pas de similarité de séquences (Marchler-Bauer et al., 2005; Marchler-

Bauer and Bryant, 2004; VanDemark et al., 2006). L’un de ce sous-groupe rassemble des 

protéines impliquées dans la liaison aux lipides inositol et dans la liaison membranaire 

(Jacobs et al., 1999; Lemmon, 2004). D’autres sous-groupes correspondent à des protéines 

qui s’associent à des ligands spécifiques, d’une grande diversité, qui incluent des lipides, des 
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peptides contenant la phosphotyrosine, la polyproline et d’autres peptides ou protéines 

(Jacobs et al., 1999; Lemmon, 2004). La présence de ce domaine dans les protéines Pob3 

et Spt16 suggère une fonction d’interaction potentielle mais la nature des ligands reste 

inconnue (Yu et al., 2004; O'Donnell et al., 2004; VanDemark et al., 2006). 

Afin d’obtenir plus d’information concernant l’interaction entre Bcd1p et Rtt106p, nous 

avons réalisé des tests de Y2H entre des fragments de Bcd1p et Rtt106p.  

1.2.1 Test de l’interaction entre Rtt106p et le domaine fonctionnel de Bcd1p1-

168 et le domaine Bcd1p169-366. 

Nous avons testé l’interaction entre Rtt106p et chacun des fragments 1-168 et 169-

366 de Bcd1p. Aucun de ces deux domaines n’interagit avec Rtt106p en double hybride 

(Figure 67). 

1.2.2 Test d’interaction entre Bcd1p et les domaines PH de Rtt106p, Pob3p et 
Spt16p 

Deux fragments de Rtt106p contenant les deux domaines PH ont été fusionnés au 

domaine Gal4AD pour tester leur interaction en Y2H avec Bcd1p : le fragment Rtt106PHp, 

qui contient les aminoacides 65-301 et le fragment Rtt106Mp, contenant les aminoacides 65-

320. Ces deux fragments ont été choisis en se basant sur des données de la littérature (Su 

et al., 2012), car ils ont été employés par d’autres équipes dans des analyses fonctionnelles 

de Rtt106p dans d’autres processus cellulaires comme l’interaction de Rtt106p avec l’histone 

H3. Comme décrit dans la partie Introduction (cf. Chapitre 4.4.1, page 178), deux autres 

chaperonnes d’histones, Pob3p et Spt16p, appartenant au complexe de remodelage de la 

chromatine FACT, contiennent des double domaines PH. Ainsi, deux fragments de ces 

protéines contenant les deux domaines PH - Pob3Mp (aminoacides 220-477) et Spt16Mp 

(aminoacides 675-958) ont été testés en Y2H avec Bcd1p, afin de déterminer si l’interaction 

de Bcd1p est restreinte à Rtt106p ou si Bcd1p interagit de manière plus large avec d’autres 

partenaires contenant le même domaine PH. Le choix des fragments avec les deux 

domaines PH de Pob3p et Spt16p a été effectué en suivant la même stratégie que pour 

Rtt106p. Les bornes des fragments Pob3Mp(220-477) et Spt16Mp(675-958) ont été choisis d’après 

les études déjà réalisées, ou des données de protéolyse ménagée qui ont fourni des 

informations relatives à l’organisation en domaines fonctionnels des deux protéines 

(O'Donnell et al., 2004) (cf. Chapitre 4.4.1).  
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Figure 67 : Recherche des domaines spécifiques d’interaction entre Bcd1p et Rtt106p par test 
d’interaction en double hybride. Test entre les fragments Bcdp11-168 (A) et Bcdp1169-366 (B) avec 4 

partenaires potentiels. Bcd1p et ses fragments ont été exprimés à partir du vecteur pGBKT7 (Gal4-BD) et les 

autres protéines candidates à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD). Les tests d'interaction ont été réalisés par 

croisement des souches Y190 (pACT2) et Y187 (pGBKT7), et étalement sur milieu sélectif sans histidine, en 

présence d'une gamme de concentration croissante en 3-aminotriazol. La lecture des résultats a été faite après 

72 h de croissance à 30°C.    
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Les domaines PH de Pob3p sont situés dans les régions 248-367 et 383-474 

(O'Donnell et al., 2004; VanDemark et al., 2006) (cf. Chapitre 4.4.1, Figure 33), tandis que 

ceux de la protéine Spt16 sont situés dans la région 675-959 (Kemble et al., 2013) (cf. 

Chapitre 4.4.1, Figure 32). 

Nos analyses montrent que Bcd1p interagit spécifiquement avec les deux domaines 

PH de Rtt106p, mais pas avec ceux de Pob3Mp ou Spt16Mp. Lorsque toute la séquence de 

Rtt106p est fusionnée au domaine Gal4-AD, elle montre l’interaction la plus forte avec Bcd1p 

fusionnée au domaine Gal4-BD (Figure 68B) car la croissance des diploïdes est observée 

jusqu’à une concentration en 3-AT de 40 mM, tandis que l’interaction Bcd1p est moins forte 

avec les deux fragments portant seulement les domaines PH de Rtt106p: la croissance 

s’arrête à partir d’une concentration de 3-AT de 10 mM. Ce résultat pouvait signifier (i) que la 

conformation des protéines tronquées dans le cas des deux fragments de Rtt106p est 

altérée, (ii) que d’autres éléments structuraux existent dans les domaines de Rtt106p non 

inclus dans ces fragments; notamment le domaine N-terminal qui pourrait jouer un rôle 

important dans l’interaction entre les deux partenaires, car il représente le domaine de 

dimérisation de Rtt106p (Su et al., 2012), ce qui signifie que l’interaction entre Bcd1p et 

Rtt106p pouvait être favorisée avec des dimères de Rtt106p.  

Cependant, la différence de croissance n’est pas observée lorsque les domaines 

Gal4 sont inversés : le fragment Rtt106Mp montre une interaction de force équivallente à la 

protéine de pleine taille avec une croisance jusqu’à une concentration en 3-AT de 10 mM, et 

même de force plus élevée pour le fragment Rtt106PHp (croissance jusqu’à 30 mM en 3-

AT). Par contre, l’interaction Y2H n’est pas observée pour les fragments de Pob3p et Spt16p 

lorsqu’il sont fusionnés à Gal4-BD (Figure 68C). Pour Spt16Mp, une fuite d’expression du 

gène rapporteur HIS3 est observée en absence d’expression de la protéine Gal4-AD-Bcd1 

(témoin négatif). 

Ces données indiquaient que l’interaction entre Bcd1p et Rtt106p s’appuie sur des 

éléments structuraux spécifiques présents uniquement dans les domaines PH de Rtt106p.   
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Figure 68 : Recherche d’une interaction par double hybride entre Bcd1p et Rtt106Mp/PHp, et Pob3Mp et 
Spt16Mp. (A) Représentation schématique des fragments contenant les doubles domaines PH des protéines 

Rtt106, Pob3 et Spt16. (B) Test de double hybride. Bcd1p a été exprimée à partir du vecteur pGBKT7 (Gal4-BD) 

et les fragments Rtt106p, Rtt106Mp, Rtt106PHp, Pob3Mp et Spt16Mp à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD). (C) 

Test de double hybride. Bcd1p a été exprimée à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD) et les fragments de Rtt106p, 

Pob3p et Spt16Mp à partir du vecteur. pGBKT7 (Gal4-BD). Les tests d'interaction ont été réalisés par croisement 

des souches CG1945 (pACT2) et Y187 (pGBKT7) transformées par chacun des vecteurs, et étalement sur milieu 

sélectif sans histidine, en présence d'une gamme de concentration croissante en 3-aminotriazol. La lecture des 

résultats a été faite après 72 h de croissance à 30°C.   
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1.2.3 Le remplacement du doigt de zinc de Bcd1p par celui de Hit1p ne 
modifie pas l’interaction avec les domaines PH de Rtt106p 

 

Le ZnF de Bcd1p étant un motif connu comme potentiellement impliqué dans les 

interactions entre protéines (Garton et al., 2015), celui-ci pouvait contribuer à l’interaction de 

Bcd1p avec Rtt106p. Vu la grande conservation de la séquence primaire entre le ZnF de 

Bcd1p et celui de Hit1p, ainsi que la conservation des structures tridimensionnelles, établies 

par RMN au laboratoire, entre les domaines de ces deux protéines, nous avons testé si le 

remplacement du ZnF de Bcd1p avec celui de Hit1p pouvait avoir un effet sur la capacité de 

Bcd1p à interagir en Y2H avec Rtt106p. Hit1p n’interagit pas avec Rtt106p en Y2H, donc si 

l’interaction entre Bcd1p et Rtt106p s’appuyait uniquement sur le motif ZnF de Bcd1p, les 

éléments différents de séquence par rapport à Hit1p pouvaient fournir des repères 

importants concernant la spécificité de cette interaction. Ceci n’excluait pas que des régions 

supplémentaires d’interaction puissent exister dans le domaine Bcd1p46-366. 

Dans les conditions testées, l’interaction entre la protéine hybride Bcd1(46-366)ZFHit1(1-

45) et les divers fragments contenant des doubles domaines PH suivent un modèle de 

croissance identique que celui retrouvé dans le cas de Bcd1pFL. L’interaction entre la 

protéine hybride et Rtt106p n’est pas affectée, l’interaction avec le double domaine PH de 

Rtt106p est comparable à l’interaction de Bcd1p de type sauvage, et elle n’interagit pas avec 

les autres doubles domaines PH de Pob3p et Spt16p (Figure 69). Ces observations 

indiquaient que le domaine ZnF de Bcd1p n’est pas impliqué dans l’interaction avec Rtt106p.  
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Figure 69 : Recherche d’une interaction par test double hybride entre Bcd1p46-366ZFHit1p1-46 et Rtt106Mp, 
Rtt106PHp, Pob3Mp et Spt16Mp. Les fragments de Bcd1p ont été exprimés à partir du vecteur pGBKT7 (Gal4-

BD) et les protéines Rtt106p, Rtt106Mp, Rtt106PHp, Pob3Mp et Spt16Mp à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD). 

Les conditions des tests sont identiques à celles de la Figure 68.   
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1.2.4 Recherche de régions spécifiques d’interaction présentes dans le double 
domaine PH de Rtt106p et potentiellement impliquées dans l’interaction 
avec Bcd1p 

 

Nos résultats montraient donc que le double domaine PH de Rtt106p est impliqué 

dans l’interaction avec Bcd1p. La force de l’interaction est néanmoins diminuée par rapport à 

une protéine Rtt106 entière ce qui indique le fait que d’autres éléments structuraux présents 

dans les parties N-terminale ou C-terminale de Rtt106p pouvaient participer à cette 

interaction. Notamment, la présence d’un domaine de dimérisation dans la région N-

terminale soutient l’hypothèse selon laquelle l’interaction entre Bcd1p est plus forte avec des 

dimères de Rtt106p qu’avec des protéines individuelles.  

Des acides aminés potentiellement impliqués dans l’interaction Bcd1p-Rtt106p 

peuvent être recherché en superposant la structure des domaines PH de Rtt106p avec la 

structure des domaines PH des autres protéines contenant le même motif mais qui 

n’interagissent pas avec Bcd1p. En effet, les structures 3D des fragments contenant le 

double domaine PH des protéines Pob3M et Spt16M ont été résolues (Kemble et al., 2013; 

Su et al., 2012; VanDemark et al., 2006)(Pob3p PDB No 2GCJ. Spt16p PDB No 4IOY). Une 

superposition entre la structure du fragment Rtt106p68-315 et celle de Pob3Mp220-478 (Su et al., 

2012) montre une différence importante entre la surface de Rtt106p et celle de Pob3p. 

L’hélice α2 de Rtt106p (aa 162-181) et l’hélice α2 de Pob3p sont orientées différemment 

l’une par rapport à l’autre (Figure 70). Cette hélice représente une surface potentielle 

d’interaction avec Bcd1p. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons générés des variants 

de Rtt106p, Rtt106Mp et Pob3M qui ont été testés pour leur interaction avec Bcd1p. 
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• Mutation 1 : Rtt106p(Δ162-179). La séquence codant les acides aminés 162 à 179 de 

Rtt106p a été éliminée. Ce variant a été créé afin de tester l’effet de la délétion de 

l’hélice supposée être impliquée dans l’interaction avec Bcd1p. Le résultat attendu 

était une perte d’interaction avec Bcd1p en raison d’une perte de la surface 

d’interaction dans Rtt106p (Figure 70A). 

• Mutation 2 : Rtt106Mp(Δ162-179). Comme dans le mutant précèdent, une délétion de la 

séquence codant les acides aminés 162 à 179 de Rtt106Mp65-320 a été effectuée. Le 

variant obtenu permettait de tester le même effet que pour la protéine entière (Figure 
70A). 

• Mutation 3 : Pob3Mp(Δ331-346). La séquence codant les acides aminés 331 à 346 de 

Pob3Mp a été éliminée. Ce variant a été créé afin de tester l’effet d’une perte de ce 

domaine dans Pob3Mp. La position différente occupée par ce domaine pouvait jouer 

un rôle négatif, en modifiant l’exposition de certains acides aminés potentiellement 

impliqués dans la formation d’une surface d’interaction avec Bcd1p (Figure 70B). 

• Mutation 4 : Pob3Mp(Δ318-367) / Rtt106p(158-199). La séquence codant les acides aminés 

318-367de Pob3Mp a été remplacée par la séquence codant les aminoacides 158-

199 de Rtt106p. Si l’hélice α2 de Rtt106p est importante pour l’interaction avec 

Bcd1p, le remplacement de l’hélice α2 de Pob3Mp avec celle de Rtt106p pouvait 

restaurer une interaction avec Bcd1p. Cette hypothèse est uniquement valable si 

l’hélice α2 deRtt106p est suffisante pour établir une interaction avec Bcd1p (Figure 
70C). 

• Mutation 5 : Pob3Mp(Δ323-352) / Rtt106p(163-181). La séquence codant les acides aminés 

323-352 de Pob3Mp a été remplacée par la séquence codant les aminoacides 163-

181 de Rtt106p. Cet hybride a été construit en suivant la même stratégie avec le 

précèdent, la différence qui existe entre les deux est représentée par le choix des 

limites des domaines remplacés, qui ont été restreintes pour les deux protéines 

(Figure 70D).  
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Figure 70 : Représentation des variants de Rtt106p, Rtt106Mp et Pob3Mp. Les codes PDB sont les suivants : 

2GCJ pour Pob3p (VanDemark et al., 2006) et 3TVV pour Rtt106p (Su et al., 2012).  
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Les effets des mutations ont été testés en Y2H. Les expériences ont été réalisées 

avec Bcd1p fusionnée au domaine activateur de la protéine Gal4 (Gal4-AD, vecteur pACT2) 

et chacune des protéines variantes fusionnées avec le domaine de liaison à l’ADN de Gal4 

(Gal4-BD, vecteur pGBK-T7) (Figure 71A), ou dans le sens inverse, la protéine Bcd1 

fusionnée au domaine Gal4-BD et les protéines variantes fusionnées au domaine d’activation 

Gal4-AD (Figure 71B). 

 

 Aucune des constructions testées ne restaure l’interaction avec Bcd1p. Par contre, la 

protéine Rtt106 et ses deux domaines PH (Rtt106Mp), qui ont été testés en tant que témoins 

positifs, interagissent avec Bcd1p jusqu’à une concentration en 3-AT d’environ 5 mM. Ce 

résultat indique que la région 162-179 de Rtt106p est nécessaire pour l’interaction avec 

Bcd1p. Cependant elle ne semble pas suffisante. En effet sa présence dans la structure de 

Pob3p (variant Pob3Mp(Δ323-352)/Rtt106p(163-181)) ne conduit pas à la formation d’une 

interaction.  
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Figure 71 : Recherche d’une interaction par double hybride entre Bcd1p et les variants de Rtt106p et 
Pob3M et les protéines hybrides Pob3M-Rtt106M. Bcd1p a été exprimée à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD) 

dans les panneaux (A et B) et à partir de pGBKT7 (Gal4-BD) dans les panneaux (C et D), et les protéines 

variantes issues de Rtt106p et Pob3p à partir du vecteur pGBKT7 (Gal4-BD) dans les panneaux (A et B) et à 

partir de pACT2 (Gal4-AD) dans les panneaux (C et D). Les conditions des tests sont identiques à celles de la 

Figure 68.   
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2 Recherche de l’interaction in vivo entre Bcd1p et 
Rtt106p par co-immunoprécipitation.  

 

Des expériences de coexpression chez E. coli ont confirmé la présence d’une interaction 

directe entre Bcd1p et Rtt106p Ces données étaient encourageantes, et complétaient les 

résultats obtenus en double hybride. Benoît Bragantini a ensuite produit et purifié chacune 

des protéines sous forme recombinantes chez E. coli et étudié leur interaction en utilisant la 

technique de microcalorimétrie (ITC). 

Nous avons cherché à détecter par co-immunoprécipitation (co-IP) l’interaction entre 

Bcd1p et Rtt106p dans les cellules de levure. Nous avons construit les souches de S. 

cerevisiae RTT106-TAP x Gal-3HA-BCD1 et BCD1-TAP x Gal-3HA-RTT106 dans lesquelles 

chacune des deux protéines d’intérêt sont exprimées soit fusionnées à une étiquette TAP, 

soit une étiquette formée de 3 répétitions de l’épitope HA (3HA). De plus, l’expression de la 

protéine portant l’étiquette 3HA a été placée sous le contrôle du promoteur Gal, qui permet la 

répression de l’expression de cette protéine en présence de glucose (cf. Matériel et 
méthodes). Ces expériences ont été réalisées en utilisant les deux protéines comme proie 

ou comme appât. Un traitement par formaldéhyde a été utilisé dans certaines expériences 

afin de stabiliser une éventuelle interaction entre les deux partenaires.  

Dans la Figure 72A la protéine Bcd1 contenant l’étiquète 3HA a été utilisée comme 

appât, et l’identification de la protéine RTT106 a été faite en utilisant des anticorps dirigés 

contre l’étiquette TAP fusionnée à l’extrémité C-terminale de la protéine. Les deux protéines 

peuvent être visualisées dans l’input (piste 1). Elles sont absentes dans la piste 2 (IP-, la 

protéine appât n’est pas immunosélectionnée sur les billes magnétiques car des anticorps 

anti-HA n’ont pas été rajoutés à la réaction), et dans la piste 4 (souche témoin utilisée 

RTT106-TAP, la protéine Bcd1 endogène n’est pas fusionnée a une étiquette 3HA). Dans la 

piste 3 on détecte bien l’appât (3HA-BCD1), mais pas la protéine proie (RTT106).  

Dans la Figure 72B le test a été réalisé dans le sens inverse par rapport à la Figure 
72A : Rtt106p a été utilisée comme appât et Bcd1p comme proie. Les extraits cellulaires ont 

été traités (droite) ou non (gauche) avec formaldéhyde 1.3% afin de stabiliser une éventuelle 

interaction labile entre les deux partenaires. En plus, des cellules en phase stationnaire (bas) 

ou exponentielle (haut) de croissance ont été analysées. A chaque fois, deux échantillons 

ont été traités et analysés. Comme dans la Figure 72A, la protéine proie (Rtt106p) n’est pas 

détectée par cette technique dans aucune des conditions testées. 
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Ces expériences n’ont pas permis de mettre en évidence une interaction directe entre les 

deux partenaires in vivo (Figure 72). Les raisons peuvent être multiples :  

(i) les deux protéines interagissent à un moment spécifique du cycle cellulaire. Ainsi 

quand les cellules sont cultivées de manière asynchrone, la quantité des 

protéines interagissant n’est pas suffisante pour être visualisée par l’approche de 

co-IP. Pour vérifier cette hypothèse il serait nécessaire de réaliser des cultures 

dans des conditions permettant de synchroniser les cellules au même stade du 

cycle cellulaire. 

(ii) le rôle fonctionnel de cette interaction n’étant pas encore identifié, il est possible 

que les deux partenaires interagissent dans un compartiment cellulaire restreint 

ce qui réduit la quantité de complexes formés; la protéine Rtt106 réalise des 

fonctions bien connues, il est possible que son rôle dans des fonctions cellulaires 

impliquant Bcd1p soit un rôle mineur, mettant en jeu de faibles quantités de 

protéine. 

(iii) les deux protéines interagissent très transitoirement dans les cellules, conduisant 

à un taux très faible de complexe. 

(iv) les deux protéines n’interagissent pas in vivo. Dans ce cas l’interaction identifiée 

représenterait un artefact sans rôle fonctionnel chez S. cerevisiae. 

 

Nous envisageons d’autres approches pour vérifier l’existence de cette interaction in vivo: 

(i) la surexpression des deux protéines dans des cellules de levure par des vecteurs 

d’expression de type p413 TEF ou GPD. Cependant, cette méthode ne respecte 

pas les conditions physiologiques de l’interaction, mais un résultat positif pourrait 

appuyer l’hypothèse de la possibilité de cette interaction in vivo. 

(ii) utilisation de la méthode de duo-link, dont la sensibilité est bien plus importante 

par rapport aux expériences d’imunoprécipitation. Par cette méthode, deux 

anticorps primaires provenant d’espèces différentes, l’un contre la premiere 

protéine et l’autre contre la deuxième sont utilisés. L’anticorps secondaire est 

attaché à un oligonucléotide d’ADN. Lorsque les deux anticorps secondaires sont 

très proches, les brins d'ADN peuvent interagir par le biais d'une addition 

ultérieure de deux autres oligonucléotides d'ADN afin de former des ADN 

circulaires, qui sont amplifiés par une polymérase et ensuite les copies amplifiées 

sont visualisées avec des sondes spécifiques.  
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Figure 72 : Tests de co-immunoprécipitation de Rtt106p et Bcd1p. (A) Souche Gal-3HA-Bcd1xTAP-RTT106. 

(B) Souche Gal-3HA-Rtt106xTAP-BCD1. L'immunosélection a été réalisée sur des billes magnétiques couplées à 

des anticorps anti-HA (A) ou des billes IgG Sépharade (B), dans du tampon contenant 150 mM NaCl. Les 

protéines co-sélectionnées ont été analysées par Western-blot. Une souche n'exprimant pas la protéine HA-Bcd1 

(A) ou Bcd1-TAP (B) a été utilisée en témoin. (B) Expériences réalisées par H. Marty. Droite: les cellules ont été 

traitées par crosslink au formaldéhyde 1,3% avant l’extraction des protéines totales. Gauche: Pas de traitement. 

Les cellules ont été récoltées en phase exponentielle de croissance (1 unité A600nm/mL), ou stationnaire (>4 

unités A600nm/mL)   
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3 Etude du rôle de Rtt106p dans la biogenèse des snoRNP 

 

La première question qui s’est posée après l’identification de Rtt106p comme 

partenaire potentiel de Bcd1p était de savoir si cette interaction jouait un rôle dans le 

processus de biogenèse des snoRNP, et en particulier dans celle des snoRNP à boîtes C/D. 

L’identification d’un nouvel acteur dans ce processus pouvait accélérer la compréhension 

des étapes de maturation de ces particules.  
 

3.1 L’absence d’expression de Rtt106p n’a pas d’effet visible sur le 
taux des snoARN chez S.cerevisiae  

 

Nous avons analysé par Northern blot le taux d’une série de snoARN à boîtes C/D 

dans une souche ∆RTT106 invalidée pour l’ORF RTT106, en utilisant des cellules en phase 

exponentielle et stationnaire de croissance. Les snoARN à boîtes C/D testés ne semblent 

pas significativement affectés dans la souche ∆RTT106. On note toutefois de façon 

reproductible une augmentation des taux des snoARN U14 et U24 (effet visible seulement en 

phase exponentielle de culture lorsque les cultures sont arrêtées à une densité optique 

A600nm = 1) mais également du taux du snRNA U6. Cependant, il est également observé une 

augmentation du taux de ces ARN non codant dans les souches ∆LIN1 et ∆YNL165W 

(Figure 73). 

 

3.2 La surexpression de Rtt106Mp, mais pas celle de Rtt106p 
apparaît avoir un impact sur le taux de certains snoARN 

 

Afin de compléter l’étude de l’effet observé sur les taux de snoARN U14 dans la 

souche ∆RTT106 nous avons surexprimé la protéine Rtt106 et le fragment contenant le 

double motif PH (Rtt106M), à partir du vecteur p413TEF, dans une souche sauvage BY4741 

et dans une souche ∆PIH1. Le choix de la souche ∆PIH1 a été fait en se basant sur 

l’observation d’un défaut sévère de croissance de cette souche quand elle est transformée 

par le vecteur p413 contenant l’ORF RTT106, qui pouvait montrer un possible effet 

synergique sur la croissance cellulaire et en conséquence un possible effet sur l’expression 

des snoARN.  
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L’analyse par Northern blot des ARN extrait des cellules surexprimant les protéines 

montre une augmentation du taux des snoARN snR190, snR45 et U14 lorsque la protéine 

Rtt106M est surexprimée dans la souche sauvage, augmentation qui n’est pas observée 

dans le cas d’une surexpression de la protéine entière (Figure 74). La surexpression ne 

conduit pas de tels effets dans la souche ∆PIH1. 

 

Figure 73 : Analyse du taux des snoARN à boîtes C/D par Northern-blot dans diverses souches de levure 
invalidées pour les gènes codant des protéines candidates pour l’interaction avec Bcd1p. (A) Les ARN 

totaux ont été extraits à partir des cellules cultivées en milieu riche et récoltées en phase exponentielle de 

croissance (1 unité A600nm/mL) (panneau de gauche) ou en phase stationnaire de croissance (>4 unités 

A600nm/mL) (panneau de droite). Les conditions du Northern blot sont décrites en Matériel et Méthodes. L'effet lié à 

l’absence de diverses protéines sur les taux de snoARN a été comparé à l'effet observé dans une souche 

sauvage BY4741. Le snARN U1 a été utilisé comme contrôle interne. (B) Quantification des signaux obtenus en 

(A). Le ratio entre le snRNA U1 dans la souche sauvage et les autres souches a été calculé. Pour les autres 

ARN, le ratio a été calculé par rapport à la souche sauvage et a été ajusté en fonction du taux de snRNA U1 dans 

la souche sauvage en phase exponentielle ou stationnaire de croissance.  
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Figure 74 : Analyse du taux des snoARN à boîtes C/D par Northern-blot dans des souches surexprimant la 
protéine de pleine taille Rtt106p ou le fragment Rtt106Mp. Les protéines ont été exprimées à partir du vecteur 

p413TEF (HIS3). Les ARN totaux ont été extraits à partir des cellules cultivées en milieu riche YPD et récoltées 

en phase exponentielle de croissance, à 1 unité A600nm/mL. L'effet lié à la présence des divers fragments de 

Bcd1p sur les taux de snoRNA a été comparé à l'effet observé dans une souche sauvage BY4741 et dans la 

souche ∆PIH1 non transformée. Le snARN U1 a été utilisé comme contrôle interne.  
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3.3 La double délétion des gènes codant Bcd1p et Rtt106p a un effet 
cumulatif sur la croissance cellulaire dans une souche ∆RTT106 x 
Gal-3HA-BCD1 

 

La croissance cellulaire n’est pas affectée par la délétion de l’ORF RTT106. Mais 

compte tenu de l’interaction observée avec la protéine Bcd1, nous avons recherché un 

possible effet dans le cas où les deux protéines sont absentes dans la cellule. Afin de 

réaliser cette expérience, nous avons construit par la méthode de recombinaison homologue 

(Longtine et al., 1998), la souche ∆RTT106 x Gal-3HA-BCD1 invalidée pour l’ORF RTT106 

dans laquelle le promoteur endogène de la protéine Bcd1 a été remplacé par un promoteur 

inductible par le galactose (promoteur Gal). De plus, la protéine Bcd1 est produite sous une 

forme fusionnée avec une triple étiquette HA (étiquette 3HA).  

La croissance cellulaire est ralentie sur un milieu contenant du glucose (protéine 

Bcd1 non exprimée) dans le cas de la souche ∆RTT106 x Gal-3HA-BCD1 par rapport aux 

souches parentales ∆RTT106 et Gal-3HA-BCD1 dans des conditions de croissance à trois 

températures différentes (20°C, 30°C et 37°C) (Figure 75). Le défaut de croissance cumulatif 

quand les deux protéines sont absentes suggère une possible implication de Rtt106p dans 

les mêmes processus cellulaires que Bcd1p ou inversement. La croissance cellulaire sur un 

milieu solide contenant du galactose (présence de Bcd1p) ne montre pas des différences 

entre les trois souches testées. Il s’agit d’un résultat important car il représente un argument 

supplémentaire en faveur d’un lien fonctionnel entre Bcd1p et Rtt106p. 

 

3.4 Recherche d’une interaction entre Rtt106p et Pih1p ou Rrp9p par 
double hybride 

 

Nous avions la connaissance que Bcd1p s’associe avec la protéine Rrp9 spécifique 

de la snoRNP U3 et la protéine Pih1 du complexe R2TP. Nous avons testé l’interaction par 

Y2H de ces partenaires identifiés de Bcd1p avec la nouvelle protéine candidate Rtt106p. Les 

résultats ne montrent pas d’interaction entre Rtt106p et ces deux protéines (Figure 76). 
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Figure 75 : Test de croissance cellulaire de la souche ∆RT106 x Gal-3HA-BCD1. La croissance a été évaluée 

sur milieu riche contenant du glucose (YPD) qui inhibe l’expression de la protéine Bcd1. Le test a été réalisé par 

dilution en cascade (facteur : 1/5) à partir d'une suspension de cellules à 0,01 unités A600nm/mL. Les cellules ont 

été prélevées directement à partir des boîtes de Pétri et dispersées dans 1 mL d’eau stérile avant l’étalement. Les 

panneaux situés à droite montrent la croissance sur milieu riche contenant du galactose (YPG) qui permet 

l’expression de la protéine Bcd1. La croissance a été évaluée après 72 h d’incubation à 20°C, 30°C et 37°C.  

 

 
Figure 76 : Recherche d’une interaction par double hybride entre Rtt106p et Rrp9p ou Pih1p. Rtt106p a été 

exprimée à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD) et les protéines Rrp9p et Pih1p à partir du vecteur pGBKT7 (Gal4-

BD). Les conditions des tests sont identiques à celles de la Figure 68.   



 
      
   RÉSULTATS ET DISCUSSION 
 

Page 286 
 

3.5 Test de l’interaction entre Bcd1p, Rtt106p et Rrp9p dans une 
souche invalidée pour PIH1 

 

Pour aller au bout de l’analyse d’un lien fonctionnel possible entre Rtt106p et la 

machinerie d’assemblage des snoRNP C/D, nous avons également testé l’interaction entre 

Bcd1p et Rtt106p ou Rrp9p dans une souche invalidée pour l’ORF PIH1. Les expériences de 

Y2H ont été réalisées en utilisant deux souches Y187∆PIH1 et Y190∆PIH1 adaptées pour 

réaliser des tests Y2H et génétiquement modifiées par B. Rothé. 

En absence de Pih1p, Bcd1p interagit toujours en Y2H avec ses deux partenaires 

(Figure 77). 

 

3.6 Vérification d’un lien génétique entre RTT106 et les gènes codant 
d’autres facteurs impliquées dans la biogenèse de snoRNP 

 

Un crible GIM (Genetic Interaction Mapping) effectué par B. Rothé en collaboration 

avec C. Saveanu (Institut Pasteur, Paris) à partir d’une souche de levure ΔRSA1 avait 

permis d’identifier que la délétion supplémentaire de l’ORF RTT106 conduisait à une 

croissance plus rapide des cellules (Rothé, 2012). Pour vérifier à nouveau cet effet 

épistatique et l’étudier, il était nécessaire de disposer d’une souche isolée et invalidée pour 

les deux ORF. En effet le crible GIM ne conduisait pas à l’isolement de souches mais à 

l’identification des souches présentes dans un mélange par hybridation sur puces.  

Dans une première approche, une souche ΔRTT106 x ΔRSA1 a été isolée à partir de 

diploïdes obtenus après croisement de la souche BY4742ΔRSA1 (Mat α, KanMX4 = gène de 

résistance à la kanamycine) avec la souche BY4741ΔRTT106 (Mat a, KanMX4) puis 

dissection des tétrades. Le fond génétique de cette souche doublement invalidée n’est donc 

pas le même que celui obtenu à l’issue du crible GIM pour lequel la souche ΔRSA1 (Mat α, 

NatMX4 = gène de résistance à la nourseothricine) a été croisée avec une population de 

souches portant des ORF invalidées par l’insertion de la cassette KanMX4 ou des souches 

baptisées DAmP (Decrease Abundance by mRNA Perturbation) pour lesquelles l’expression 

des gènes étaient diminuée par la substitution de leur séquence 3’ UTR par la casette 

KanMX4) (Rothé, 2012). Ainsi, les diploïdes formés portaient les deux marqueurs NatMX4 et 

KanMX4. 
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Figure 77 : Test de l’interaction par double hybride entre Bcd1p et Rrp9p ou Rtt106p en absence de Pih1p. 

Bcd1p a été exprimée à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD) pour tester l’interaction avec Rtt106p et à partir du 

vecteur pGBKT7 (Gal4-BD) pour tester l’interaction avec Rrp9p. Rtt106p a été exprimée à partir du vecteur 

pGBKT7 (Gal4-BD) et Rrp9p à partir du vecteur pACT2 (Gal4-AD). Les tests d'interaction ont été réalisés par 

croisement des souches Y190∆PIH1 (pACT2) et Y187∆PIH1 (pGBKT7). Les conditions des tests sont identiques 

à celles de la Figure 69. 

 

 

La Figure 78 montre les résultats d’un test représentatif de croissance sur milieu 

riche YPD de cellules issues de chacune des 4 spores obtenues après ségrégation 

méiotique et dissection d’une tétrade. Les cellules de type sauvage (BY4741), parentales 

BY4741ΔRSA1 et BY4741ΔRTT106, et doublement invalidées ΔRSA1xΔRTT106 ont été 

identifiées par un génotypage par PCR. L’effet des deux délétions (ΔRTT106 et ΔRSA1) 

dans la souche construite au laboratoire, est bien cumulatif mais contrairement aux données 

du crible GIM, la croissance est réduite et non pas stimulée. 

Le crible GIM étudie la croissance de différents diploïdes dans un environnement 

compétitif, où plusieurs souches différentes cohabitent, et ce par une sélection basée sur la 

double résistance de diploïdes à la nourseothricine et à la kanamycine. Les résultats obtenus 

lors de la thèse de B. Rothé suggéraient que les cellules doublement invalidées 

ΔRSA1xΔRTT106(KanMX4-NatMX4) bénéficient d’un avantage par rapport aux autres 

présentes dans le même milieu de culture. Nos données suggèrent que cet effet n’est pas 

observé en absence de compétition ou en absence de sélection par les deux antibiotiques. 

Pour trancher entre ces possibilités, cette expérience devrait être effectuée dans une souche 

identique à celle utilisée pour le crible génétique, nécessitant de construire une souche 

ΔRTT106xΔRSA1 par croisement d’une souche ∆RSA1(NatMX4) portant la résistance à la 

nourseothricine avec une souche ΔRTT106(KanMX4).  
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Figure 78 : Test de croissance des cellules issues des spores obtenues d’une tétrade générée après 

sporulation de diploïdes obtenus par croisement des souches BY4742∆RSA1 et BY4741∆RT106. La 

croissance des souches a été évaluée sur milieu riche contenant du glucose (YPD) et la généticine G418. Le test 

a été réalisé par dilution en cascade (facteur : 1/5) à partir d'une suspension de cellules à 0,5 unités A600nm/mL. 

Les cellules ont été prélevées à partir d’une préculture en phase stationnaire de croissance. Le panneau situé à 

droite montre la croissance sur milieu riche YPD sans antibiotique. La croissance a été évaluée après 72 h à 

30°C.  
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Identification de Hit1p comme nouveau facteur d’assemblage des snoRNP. Au cours 

de ce travail, nous avons mené des études fonctionnelles visant à mieux caractériser 

l’interaction entre Hit1p et Rsa1p, qui agit en tant que protéine plateforme pour des 

interactions avec le complexe d’assemblage Hsp90-R2TP des snoRNP et avec les protéines 

composant les snoRNP. La formation d’un complexe Rsa1p-Hit1p avait été identifiée lors 

d’une analyse protéomique réalisée en collaboration avec l’équipe de S. Cianferani (LSMBO, 

UMR 7178 CNRS Université de Strasbourg) (Rothé, 2012). Ce complexe a ensuite pu être 

purifié au laboratoire à partir de la co-expression chez E. coli des deux protéines et la 

structure 3D en solution du complexe a été résolue par RMN. Pour réaliser des études 

fonctionnelles de l’interaction Rsa1p-Hit1p, nous avons cloné plusieurs fragments de Hit1p et 

nous avons évalué leur capacité à restaurer la croissance lorsqu’ils sont exprimés dans une 

souche invalidée pour le gène HIT1 codant cette protéine. Par rapport à la protéine entière, 

le fragment Hit1p(70-164) représente le fragment minimal que nous avons trouvé interagissant 

avec Rsa1p et capable de rétablir une croissance cellulaire normale à 30°C et 37°C. Ces 

observations indiquaient que le domaine en doigt de zinc présent à l’extrémité N-terminale 

de la protéine n’est pas essentiel pour la fonction de Hit1p dans les conditions testées, ce qui 

est surprenant, vu la forte conservation qui existe entre le domaine de la protéine de levure 

et celui de la protéine humaine.  

Nous avons mutés des résidus apparaissant sur la structure 3D à l’interface 

d’interaction entre Rsa1p et Hit1p. La capacité de ces variants de Hit1p à complémenter le 

défaut de croissance de la souche ΔHIT1 a été testée, et les taux de la protéine Rsa1 ont été 

évalués par western blot. Une corrélation a été observée entre les fragments capables de 

restaurer une croissance cellulaire normale et un taux de protéine Rsa1 au même niveau 

que celui présent dans une souche de type sauvage. Ces résultats soutiennent l’hypothèse 

d’un effet protecteur de Hit1p sur la stabilité de Rsa1p (Article Rothé et al. 2014, Annexe 
1). 

  

La protéine Rsa1 a été identifiée comme substrat potentiel de l’ubiquitine ligase 

Rsp5p (Gupta et al., 2007). L’examen de la séquence primaire de Rsa1p fait apparaître un 

des motifs prédits de reconnaissance par Rsp5p, le motif « PY » (séquence aa PPNY). Une 

hypothèse pourrait être que le rôle stabilisateur exercé par Hit1p sur Rsa1p résulterait d’une 

inhibition de l’activité d’ubiquitinylation qui dirige Rsa1p dans la voie de dégradation par le 

protéasome. Dans l’objectif de tester cette hypothèse, nous avons construit un vecteur 

d’expression chez la levure (constructions p416-HA-RSA1-WT) exprimant Rsa1p à partir 

d’un promoteur Gal inductible (GalS) et la protéine Rsa1p fusionnée à l’épitope HA. De plus, 

nous avons réalisé deux versions variantes de p416-HA-RSA1 conduisant à l’expression de 

Rsa1p portant une mutation dans le motif P95P96N97Y98 présumé interagir avec Rsp5p: soit la 
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délétion totale du motif (p416-HA-RSA1-delPPNY) ou soit la mutation des deux aminoacides 

(p416-HA-RSA1-PANA). D. Rotin (Toronto, Canada) nous a fourni une souche exprimant 

une version thermosensible  de la protéine Rsp5 (mutant rsp5-1) (Gupta et al., 2007) 

permettant à 37°C une expression réduite de Rsp5-1p endogène. Cette souche permettrait 

d’effectuer un test d’ubiquitinylation in vivo de Rsa1p. Ainsi, après culture des cellules de 

type sauvage et mutantes rsp5-1 transformées par les plasmides p416-HA-RSA1 WT et ses 

variants à une température restrictive (37°C) afin de réduire les taux endogènes de Rsp5p, 

une immunoprecipitation de HA-Rsa1p pourra être réalisée suivie d’une recherche par 

western blot de la présence d’ubiquitine. Ce test permettrait de vérifier si la protéine Rsa1 est 

ubiquitinylée dans les cellules sauvages (WT) et si le taux d’ubiquitinylation est réduit en 

présence des mutations du site PPNY. Ces expériences restent à être réalisées. Néanmoins, 

des résultats préliminaires de tests de croissance sur milieu riche YPG montrent que les 

mutations réalisées dans le motif « PY » de Rsa1p ne modifient pas de façon significative la 

croissance cellulaire par rapport à une protéine Rsa1 de type sauvage. Ainsi, l’expression de 

Rsa1p dans une souche ΔRSA1 conduit à un phénotype de croissance identique à la souche 

sauvage BY4741, ce résultat était attendu car Hit1p endogène est proposée stabiliser Rsa1p 

(Figure 79 lignes 1 et 4). L’expression des formes variantes de Rsa1p ne modifie pas cette 

croissance (Figure 79 lignes 4, 5 et 6). Dans la souche ΔRSA1/ΔHIT1 n’exprimant plus 

Hit1p, l’expression ectopique de Rsa1p ne permet plus une croissance élevée (Figure 79 

ligne 7). En présence des variants de Rsa1p proposés inhiber l’ubiquitinylation, on observe 

une croissance très légèrement plus élevée mais qui ne nous apparait pas être significative 

(Figure 79 pistes 8 et 9). L’absence de lien entre Hit1p et ubiquitinylation de Rsa1p reste à 

être confirmée par le test d’ubiquitinylation in vivo décrit ci-dessus.  
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Figure 79 : Test de croissance de la souche ∆RSA1 x ∆HIT1 exprimant de façon ectopique des variants de 

la protéine Rsa1p. La croissance des souches a été évaluée sur milieu sélectif YPG en absence d’uracile (ura-). 

Le test a été réalisé par dilution en cascade (facteur : 1/2) à partir d'une suspension de cellules à 0,25 unités 

A600nm/mL. Les cellules ont été prélevées à partir d’une préculture en phase de croissance stationnaire. Les 

divers variants Rsa1p ont été exprimés à partir du vecteur p416GalS (URA3). La croissance a été évaluée après 

72 h à 30°C.   
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 Au cours de la thèse, une analyse par tests Y2H de protéines candidates 

susceptibles interagir avec Hit1p a identifié un nouveau partenaire potentiel, la protéine Ahc2 

(Figure 47). Cette protéine représente une sous-unité d’un module du complexe Histone 

acétyltransférase SAGA/ADA. Ce complexe contient 5 modules: (1) le module SA_TAF, 

composé de toutes les protéines TAF faisant partie du complexe SAGA (Taf6p, Taf5p, 

Taf12p, Taf9p et Taf10p), (2) le module SA_SPT, contenant toutes les protéines SPT faisant 

partie du complexe SAGA (Spt7p, Spt8p, Spt3p et Spt20p), Tra1p et Ada1p, (3) le module 

DUB, contenant Ubp8p, Sgf73p, Sgf11p and Sus1p, (4) le module HAT, contenant Gcn5p, 

Ada3p et Ada2p et Sgf29p et (5) le module ADA, composé des protéines Ahc1 et Ahc2. Si 

cette interaction est confirmée, elle représente une piste intéressante pour approfondir les 

fonctions cellulaires de la protéine Hit1, et en particulier son rôle dans la biogenèse des 

snoRNP en lien avec la structure de la chromatine (Lee et al., 2011b). 
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Avancées sur la structure et la fonction de Bcd1p. Par une approche similaire à celle 

utilisée pour Hit1p, nous avons cherché à identifier les domaines nécessaires à la 

fonctionnalité de Bcd1p, en utilisant une souche dans laquelle la protéine Bcd1 est placée 

sous expression conditionnelle. Contrairement à Hit1p, pour laquelle le domaine en doigt de 

zinc n’est pas nécessaire pour la fonctionnalité de la protéine, dans le cas de Bcd1p, il est 

apparu nécessaire mais pas suffisant pour la croissance cellulaire. Vu l’importante homologie 

de séquence entre les domaines en doigt de zinc de Hit1p et Bcd1p, nous avons réalisé des 

protéines hybrides par échange de leur domaine en doigt de zinc respectif, et nous avons 

testé l’effet de cet échange sur la croissance des cellules et sur le taux de snoARN. Les 

résultats montrent que les deux protéines hybrides sont fonctionnelles chez S. cerevisiae et 

que les taux de snoARN à boîtes C/D sont restaurés en présence de la protéine hybride 

Bcd1 portant le doigt de zinc de Hit1p (ZnHit1/Bcd1p) (Figure 63).  

Nous avons identifié le domaine Bcd1p1-96 comme étant suffisant pour compenser 

l’absence de la protéine endogène à 30°C et 37°C (Figure 52). De manière intéressante, ce 

fragment ne semble pas restaurer des taux normaux de snoARN à boîtes C/D, en 

comparaison avec une souche sauvage. L’expression d’un fragment plus long, Bcd1p1-115, 

conduit à des taux de snoARN à boîtes C/D comparables à ceux d’une souche sauvage, 

avec également le niveau du snoARN U14 augmenté par rapport à une souche sauvage. Vu 

que le fragment Bcd11-62 ne restaure pas la croissance cellulaire dans une souche exprimant 

faiblement la protéine endogène Bcd1, des éléments importants pour la fonction de Bcd1p 

dans le processus d’assemblage des snoRNP à boîtes CD pourraient être présents dans la 

région 62-96 et également dans la région 96-115. 

Concernant le domaine en doigt de zinc de Bcd1p, il s’est avéré être essentiel pour la 

croissance cellulaire à 37°C, mais de manière intéressante, à 30°C il n’est pas requis pour la 

fonction de Bcd1p. Les taux de snoARN à boîtes C/D sont en revanche affectés, car ceux-ci 

sont moins abondants que dans une souche sauvage, le profil ressemble à celui présent 

dans une souche exprimant le fragment fonctionnel Bcd1p1-168. Ce résultat indique un 

possible rôle de ce domaine dans des conditions de stress cellulaire. Vu l’implication du 

complexe R2TP dans l’assemblage de particules snoRNP à boîtes C/D ainsi que celui de la 

chaperonne Hsp90 dans ce processus, un lien entre ce domaine et le processus de 

maturation des snoRNP à boîtes C/D peut être envisagé. Une autre hypothèse est plausible : 

il est possible que le doigt de zinc de Bcd1p participe à d’autres fonctions cellulaires 

exercées par Bcd1p.  

Des expériences complémentaires visant à déterminer l’importance de chacun des 

deux domaines en doigt de zinc dans la fonctionnalité de la protéine ont été réalisées 

(Article Bragantini, Tiotiu et al. 2016, Annexe 2). Il s’avère que le deuxième domaine est 

plus important pour une croissance normale à 37°C, car des mutations ayant comme objectif 



 
      
   CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

Page 295 
 

de détruire ce motif conduisent à une croissance ralentie à cette température. Cet effet n’est 

pas décelable à 30°C. Par contre, les taux de snoARN à boîtes C/D sont réduits dans les 

cellules cultivées à 30°C par rapport à une souche exprimant la protéine entière non-mutée. 

Il est possible que le doigt de zinc soit important pour la croissance dans des conditions de 

stress; la destruction de ce motif ne perturbe pas la croissance à 30°C mais conduit à des 

taux de snoARN à boîtes C/D réduits. Ceci est un autre argument en faveur d’un rôle 

potentiel de Bcd1p et du doigt de zinc dans un autre mécanisme cellulaire essentiel, autre 

que la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D. 

Une autre observation intéressante est l’effet dominant négatif du domaine à doigt de 

zinc. En effet, la croissance cellulaire est légèrement ralentie quand des fragments contenant 

la région N-terminale de la protéine (Bcd1p1-45, Bcd1p1-62) sont exprimés dans les cellules. 

Cet effet est reproductible et il a été observé dans plusieurs expériences. Même si le défaut 

de croissance est faible, il serait le témoin d’un rôle fonctionnel de ce domaine, et non un rôle 

simplement structural favorisant le reploiement de la protéine.  

Le remplacement du double doigt de zinc de Bcd1p par d’autres doigts de zinc 

provenant d’autres protéines contenant ce domaine montre des phénotypes différents et 

inattendus. Ainsi, le remplacement par celui de Hit1p restaure complètement la croissance 

cellulaire et les taux de snoARN à boîtes C/D. La croissance cellulaire est restaurée à 30°C 

mais pas à 37°C et les taux de snoARN à boîtes C/D sont réduits par rapport à une souche 

sauvage en présence d’une protéine Bcd1 chimérique contenant le doigt de zinc de la 

protéine Vps71, le troisième membre présentant le même type de doigt de zinc chez la 

levure. Le même effet est observé lorsque Bcd1p endogène est remplacée par une protéine 

hybride contenant un domaine en doigt de zinc simple (l’un des doigts de zinc présents dans 

la protéine Swi5). Le remplacement du double doigt de zinc par celui de la protéine Rph1, qui 

fait partie d’une autre famille, ne restaure ni une croissance cellulaire normale à 30°C ou à 

37°C ni des taux normaux de snoARN à boîtes C/D. 

Concernant l’interaction de Bcd1p avec des partenaires protéiques connus (Pih1p et 

Rrp9p), nos résultats ont montré que la protéine entière est nécessaire pour ces tests 

d’interaction en double hybride (Figures 58 et 59). 

Afin de progresser dans la compréhension du mécanisme d’action de Bcd1p, des 

études ont porté sur la recherche de nouveaux partenaires protéiques d’interaction. Dans ce 

cadre, j’ai identifié un nouveau partenaire potentiel, une protéine chaperonne d’histones, la 

protéine Rtt106, qui forme un complexe stable avec Bcd1p in vitro.  
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Rtt106p un nouveau partenaire d’interaction de Bcd1p. Rtt106p est impliquée dans la 

structuration de la chromatine. Elle reconnait spécifiquement les histones H3 nouvellement 

synthétisées et acétylées au niveau de la lysine 56 et participe à l’intégration des complexes 

H3K56ac-H4 dans les nucléosomes pendant la réplication de l’ADN (Su et al., 2012). La 

reconnaissance des histones acétylées est réalisée par son double domaine PH. 

L’identification de Bcd1p comme partenaire de Bcd1p ouvre de nouvelles perspectives dont 

un rôle potentiel dans le mécanisme d’assemblage des snoRNP à boîtes C/D. La croissance 

d’une souche ne produisant pas Rtt106p (souche ΔRTT106, invalidée pour l’ORF de 

Rtt106p) n’est pas affectée et les taux de snoARN à boîtes C/D, excepté U14 dont le taux est 

augmenté, sont au même niveau que dans une souche sauvage. Ces données montrent que 

le rôle que pourrait jouer Rtt106p dans ce processus n’est pas essentiel. Cependant, un rôle 

possible dans la biogenèse de snoRNP reste à être exploré, car une souche qui surexprime 

le fragment Rtt106Mp (mais pas dans le cas de la surexpression de la protéine entière) 

montre une surexpression des snoARN U14, snR190 et snR45 (Figure 74). A noter que 

dans le fragment Rtt106M, le domaine de dimérisation situé dans la région N-terminale est 

absent. Il reste à définir si cet effet est lié à une participation directe de Rtt106p dans le 

processus d’assemblage des snoARN ou indirect, via son rôle dans le métabolisme des 

histones. 

 

L’interaction observée entre Bcd1p et Rtt106p est spécifique, car Bcd1p n’interagit 

pas en double hybride avec d’autres protéines, comme Pob3 et Spt16, présentant le même 

motif PH (Figure 69). Cette spécificité nous a amené à comparer les structures 3D de 

Rtt106p et Pob3p. Nous avons ainsi identifié une orientation différente des hélices α2 de 

Rtt106p de Pob3p. La suppression de l’hélice α2 dans Rtt106p conduit à une perte de 

l’interaction avec Bcd1p en double hybride. D’autres déterminants de cette interaction restent 

cependant à être identifiés.  

Les expériences de co-immunoprécipitation (co-IP) n’ont pas permis de démontrer 

l’existence d’une interaction entre Bcd1p et Rtt106p in vivo alors que celle-ci est très forte in 

vitro. Comme nous l’avons déjà évoqué il est possible que cette interaction soit très 

transitoire et le nombre de complexes formés très faible. Une autre possibilité est que les 

conditions expérimentales des coIP n’étaient pas optimales pour détecter ce type de 

complexe en particulier s’il est formé au niveau de la chromatine. Il est peut-être nécessaire 

d’inclure une étape supplémentaire d’enrichissement de la fraction chromatinienne dans le 

protocole de co-IP. 
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Un autre élément d’information pouvant lier fonctionnellement Rtt106p et Bcd1p 

pouvait être apporté par le phénotype de la souche portant une double délétion des gènes 

codant ces protéines et qui avait été identifiée lors d’un crible GIM (Genetic Interaction 

Mapping) réalisé durant la thèse de B Rothé par l’équipe de C. Saveanu (Institut Pasteur, 

Paris). Ce type d’approche permet d’obtenir des données quantitatives concernant l’effet dû 

à un cumul de plusieurs délétions (Lee et al., 2011b). Elle consiste à croiser une souche 

haploïde d’intérêt portant une simple délétion (MATα, NatMX4 = gène de résistance à la 

nourseothricine) avec une population de souches haploïdes mutantes (KO ou DAMP) 

(MATa, KanMX4= gène de résistance à la kanamycine). Les levures diploïdes obtenues sont 

sélectionnées sur milieux sélectifs et placées en conditions de sporulation, puis les souches 

haploïdes doublement mutées sont sélectionnées par leur double résistance à la 

nourseothricine et à la kanamycine. Les cellules sont cultivées en milieu liquide jusqu’aux 

18ièmes doublements de la population, afin de générer un effet de compétition entre les 

différentes souches. A la suite, une analyse par PCR et une hybridation sur puce à ADN est 

réalisée. La même démarche est réalisée en croisant la population de levures mutantes avec 

une souche portant une délétion pour un gène de référence. L’intensité des signaux mesurés 

pour chaque loci peut être comparée entre la population d’un double mutant et celle de 

référence. Les résultats sont exprimés en log2(Q/R): Q représente l’intensité de signal obtenu 

pour la population d’intérêt et R représente celle mesurée pour la population de référence. 

Ce paramètre permet d’évaluer le fitness de chaque souche ( = valeur sélective 

correspondant à la capacité d’une cellule à générer des descendants viables et fertiles). On 

peut alors estimer l’impact de chaque double délétion sur la capacité d’adaptation des 

cellules. Si la valeur est < 0, le double mutant est sous-représenté par rapport au double 

mutant de référence (Q<R), et l’effet délétère des deux mutations est cumulatif. Si la valeur 

de log2(Q/R) est > 0, il y a un enrichissement du double mutant d’intérêt (Q>R), donc l’effet 

des deux délétions est épistatique. Alors, soit l’effet délétère de l’une des mutations est 

supprimé ou compensé par la seconde mutation, soit la double mutation est dénuée d’effet 

cumulatif car les produits des deux gènes d’intérêt interviennent dans la même voie 

métabolique. La validation de ces résultats nécessite une répétition de l’expérience avec 

différents mutants haploïdes de référence, afin de s’assurer de leur neutralité par rapport au 

processus étudié. 

En analysant les données disponibles issues d’une telle approche en utilisant la 

souche ΔRSA1, nous avons observé que la délétion du gène RTT106 conduit à un effet 

épistatique avec une valeur log2(Q/R) de +2.1. Afin de disposer d’une souche doublement 

invalidée nous avons entrepris une approche par dissection de tétrades, en croissant les 

deux souches ΔRTT106 et ΔRSA1. De façon surprenante, la nouvelle souche ne montre pas 

le même effet que celui identifié par l’approche de GIM (Figure 43). Dans notre cas, l’effet 
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produit par l’accumulation des deux délétions est bien cumulatif mais conduit à une baisse 

de la croissance cellulaire. Cela pouvait être expliqué par des conditions différentes utilisées 

dans les deux expériences. En effet, dans les tests de croissance sur boîte de Pétri les 

cellules issues d’un même clone sont étalées sur un milieu riche YPD, et aucun effet de 

compétition n’existe. Il est donc nécessaire de construire la même souche que celle utilisée 

dans l’approche GIM (souche contenant la double résistance à la nourseothricine et à la 

kanamycine (G418)) et réaliser le test de croissance sur un milieu contenant les deux 

antibiotiques. 

 

 

 

 
 

Figure 80 : Schema recapitulative des hypotheses concernant le mecanisme d’action des trois protéines 
etudiées au cours de la thèse (Hit1, Bcd1 et Rtt106) dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D 
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Analyse fonctionnelle des protéines Hit1 et Bcd1 impliquées dans la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D eucaryotes 

Chez les eucaryotes, la biogenèse des ribosomes débute dans le nucléole par la maturation et la modification des ARN ribosomiques (ARNr) 
à partir d’un précurseur pré-ARNr polycistronique. Ce mécanisme fait intervenir des centaines de particules ribonucléoprotéiques (RNP) distinctes, qui 
se répartissent en deux familles: les petites RNP nucléolaires (snoRNP) à boîtes H/ACA qui catalysent la conversion des Uridines en Pseudouridines, et 
les snoRNP à boîtes C/D qui portent une activité méthyl transférase ciblée sur la position 2’-OH des riboses. Quelques snoRNP ne catalysent pas ces 
modifications mais sont essentielles pour les étapes précoces de maturation du pré-ARNr. Chacune des snoRNP C/D est composée d’un ARN non 
codant spécifique appelé snoRNA à boîtes C/D, sur lequel s’assemble dans un mécanisme séquentiel le jeu invariant de 4 protéines, appelées Snu13p, 
Nop1p, Nop56p et Nop58p chez la levure. Cet assemblage nécessite l’intervention transitoire de facteurs protéiques constituant une machinerie 
d’assemblage spécifique. La protéine Rsa1p (NUFIP1 chez les vertébrés) associée précocement au pré-complexe Snu13p-snoRNA, sert de plateforme 
pour le recrutement des 3 autres protéines des snoRNP ainsi que pour des interactions avec le complexe R2TP qui est un co-chaperon de la protéine 
Hsp90 et composé des protéines (levure/vertébrés) Rvb1/TIP49, Rvb2/TIP48 de la famille des ATPases AAA+, de Pih1/PIH1D1 et de Tah1/RPAP3. 
Mon travail de thèse a visé à étudier le rôle fonctionnel chez la levure S. cerevisiae des protéines Hit1 et Bcd1. Par une approche protéomique réalisée 
lors du travail de thèse de B Rothé. Hit1p avait été trouvée être associée à Rsa1p, et montrée être impliquée dans la biogenèse des snoRNP à boîtes 
C/D. De plus, il était connu que l’expression de Bcd1p est essentielle à la viabilité cellulaire et pour la stabilité des snoRNA à boîtes C/D. Les protéines 
Hit1p et Bcd1p partagent un domaine homologue à double motif en doigt de zinc (ZnF). Lors de ce travail, afin d’identifier les domaines importants pour 
la fonction de Hit1p et les acides aminés impliqués dans l’interaction Rsa1p-Hit1p, plusieurs fragments de Hit1p ainsi que des variants portant des 
substitutions ont été exprimés dans une souche invalidée pour le gène HIT1 codant Hit1p. Nous avons testé l’effet de ces expressions sur la croissance 
cellulaire et sur le taux d’expression de Rsa1p. Nos résultats révèlent en particulier que le fragment 70-164 est suffisant pour la fonction de Hit1p dans la 
biogenèse des snoRNP à boîtes C/D et que le domaine ZnF n’est pas requis pour cette fonction. Par une approche similaire à celle utilisée pour Hit1p, 
nous avons recherché les domaines nécessaires à la fonctionnalité de Bcd1p, en utilisant une souche tet07::BCD1 dans laquelle l’expression de la 
protéine endogène peut être réprimée. De plus, nous avons testé la fonctionnalité de protéines hybrides obtenues en échangeant mutuellement entre 
Hit1p et Bcd1p leur domaine ZnF. Nos données montrent que ZnF de Bcd1p est nécessaire mais pas suffisant pour la fonction de Bcd1p et qu’il peut 
être substitué par celui de Hit1p. En effet, la protéine hybride ZnFHit1p-Bcd1p complémente le défaut de croissance du à l’absence d’expression du gène 
BCD1 et restaure le taux des snoRNA à boîtes C/D. Par ce type d’approche nous avons aussi établi que les 115 premiers acides aminés de l’extrémité 
N-terminale sont suffisants pour assurer une croissance et un taux de snoARN C/D normaux. Le mécanisme par lequel Bcd1p influence spécifiquement 
les taux de snoRNA à boîtes C/D reste inconnu. Toutefois, au cours de ce travail j’ai identifié un nouveau partenaire potentiel - la chaperonne d’histone 
Rtt106p, qui interagit avec Bcd1p dans un test d’interaction par double–hybride et la formation d’un complexe stable avec Bcd1p in vitro a été confirmée 
par le groupe de X Manival. La dernière partie de mon travail a visé à rechercher le lien fonctionnel entre cette chaperonne d’histone et l’expression des 
snoRNA à boîtes C/D.  

Mots clés : Saccharomyces cerevisiae, snoRNP, snoRNA à boîtes C/D, Hit1p, Rsa1p, Bcd1p, Rtt106p, R2TP 

 

Functional analysis of the Hit1p and Bcd1p proteins involved in eukaryotic box C/D snoRNP biogenesis. 

In eukaryotes, ribosome biogenesis begins in the nucleolus, by maturation and modification of ribosomal RNAs (rRNA) from a polycistronic 
pre-rRNA precursor. This mechanism involves hundreds of distinct ribonucleoprotein particles (RNP), which are divided into two families: box H/ACA 
small nucleolar RNP (snoRNP), that catalyze the conversion of Uridines in Pseudouridines, and box C/D snoRNP which have methyl transferase activity 
targeted on the position 2'-OH of riboses. Some snoRNP do not catalyze these changes but are critical to the early stages of pre-rRNA maturation. Each 
box C/D snoRNP is composed of a -specific non-coding RNA called box C/D snoRNA, on which are assembled in a sequential way the invariant set of 4 
proteins, named Snu13p, Nop1p, Nop56p and Nop58p in yeast. This assembly process requires the transient intervention of protein factors constituting 
a specific assembly machinery. The protein Rsa1p (NUFIP1 in vertebrates) is early associated with the Snu13p-snoRNA pre-complex, and serves as a 
platform for recruiting other snoRNP proteins, as well as for interacting with the R2TP complex, which is a Hsp90 co-chaperone and composed of 
proteins Rvb1 / TIP49, Rvb2 / TIP48 of the family of AAA + ATPases, Pih1 / PIH1D1 and Tah1 / RPAP3 (yeast / vertebrates). My PhD work aimed to 
investigate the functional role of Bcd1p and Hit1p n the yeast S. cerevisiae. By a proteomic approach performed during B.Rothé’s PhD work, Hit1p has 
been found associated with Rsa1p, and its involvement in box C/D snoRNP biogenesis was revealed. Moreover, it was known that Bcd1p expression is 
essential to cell viability and box C/D snoRNA stability. Hit1p and Bcd1p proteins share a homologous double zinc finger domain motif (ZnF). During this 
work, several Hit1p fragments and variants bearing substitutions of amino acids involved in Rsa1p-Hit1p interaction were expressed in a strain disabled 
for HIT1 gene which codes for Hit1p. We assessed the effect induced by these variants on cell growth rate and Rsa1 cellular levels. Our results revealed 
that the 70-164 fragment is sufficient for Hit1p function in box C/D snoRNP biogenesis and that the Zn finger domain is not required for this function. By 
a similar approach to that used for Hit1p, we searched the domains necessary to the functionality of Bcd1p, using the tet07::BCD1 strain, in which 
expression of the endogenous protein can be repressed. Additionally, we tested the functionality of hybrid proteins obtained by mutually exchanging the 
ZnF domains between Hit1p and Bcd1p. Our data show that Bcd1p Zn finger domain is necessary but not sufficient for the function of Bcd1p and can be 
substituted by that of Hit1p. Indeed, the ZnFHit1p-Bcd1 hybrid protein complements the growth failure due to a lack of expression of BCD1 gene and 
restores box C/D snoRNA levels. By this approach we have also established that the first 115 N-terminal amino acids are sufficient to ensure normal cell 
growth and box C/D snoRNA levels. The mechanism by which Bcd1p specifically influences box C/D snoRNA levels is unknown. However, I identified a 
potentially new partner – the Rtt106p histone chaperone interacts with Bcd1p in a two-hybrid interaction test, and presence of a stable complex with 
Bcd1p in vitro was confirmed by X.Manival group. The last part of my work aimed to search for a functional link between this histone chaperone and box 
C/D snoRNA expression. 

Key words : Saccharomyces cerevisiae, snoRNP, box C/D snoRNA, Hit1p, Rsa1p, Bcd1p, Rtt106p, R2TP 

 


	1 Les ARN non codants (ARNnc)
	1.1 Les familles d’ARNnc
	1.2 Nomenclature des gènes des ARNnc
	1.3 Les petits ARNnc
	1.3.1 Les ARNt
	1.3.2 Les ARNr 5S et 5.8S
	1.3.3 Les miRNA et les siRNA
	1.3.4 Les piRNA
	1.3.5 Les riboswitches

	1.4 Les longs ARNnc (lncRNA)
	1.5 Les particules ribonucléoprotéiques (RNP)

	2 Les snoRNA/snoRNP
	2.1 Les petits ARN nucléolaires (snoRNA)
	2.1.1 Organisation génomique des gènes des snoRNA
	2.1.1.1 Diversité des gènes des snoRNA en fonction de leur localisation et de leur mode d’expression
	2.1.1.2 Les gènes des snoRNA avec des promoteurs indépendants
	2.1.1.3 Les gènes des snoRNA introniques
	2.1.1.3.1 Caractéristiques fonctionnelles communes de gènes hôtes des snoRNA introniques



	2.2 Les fonctions des snoRNA/snoRNP
	2.2.1 Méthylation des cibles non-canoniques
	2.2.2 Redondance des snoRNA
	2.2.3 Les snoRNA dans les pathologies
	2.2.3.1 Les snoRNA dans les maladies neurodégénératives
	2.2.3.2 Implication des snoRNA dans le cancer
	2.2.3.2.1 Rôle de pro-oncogène
	2.2.3.2.2 Rôle anti-tumoral
	2.2.3.2.3 Empreinte génomique parentale des locus snoRNA et cancer
	2.2.3.2.4 Les snoRNA comme biomarqueurs

	2.2.3.3 Les snoRNA orphelins
	2.2.3.3.1 Implication des snoRNA dans le Syndrome Prader-Willi
	2.2.3.3.2 Autres snoRNA orphelins




	3 Les snoRNP à boîtes C/D
	3.1 Transcription et maturation des snoRNA à boîtes C/D
	3.1.1 Maturation des snoRNA à boîtes C/D
	3.1.2 Maturation de l’extrémité 5’ des snoRNA
	3.1.2.1 La coiffe 7-méthylguanosine (m7G)
	3.1.2.2 La coiffe triméthylée 2,2,7-méthylguanosine (m2,2,7G)

	3.1.3 Terminaison de la transcription et maturation de l’extrémité 3’ des snoRNA

	3.2 Structure des snoRNP à boîtes C/D
	3.2.1 Les snoRNA à boîtes C/D
	3.2.2 Les protéines des snoRNP à boîtes C/D
	3.2.2.1 La protéine Snu13/SNU13(15.5K)
	3.2.2.2 La 2’-O-méthylase Nop1p/Fibrillarine
	3.2.2.3 Les protéines Nop56p/NOP56 et Nop58p/NOP58

	3.2.3 Structure des snoRNP à boîtes C/D chez les archées
	3.2.4 Structure des snoRNP à boîtes C/D chez les eucaryotes

	3.3 La biogenèse des snoRNP à boîtes C/D
	3.3.1 Facteurs impliqués dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D
	3.3.1.1 Les chaperonnes HSP90
	3.3.1.2 Le complexe R2TP
	3.3.1.2.1 Identification du complexe R2TP
	3.3.1.2.2 Les protéines Rvb1/TIP49 (RuvBL1) et Rvb2/TIP48 (RuvBL2)
	3.3.1.2.2.1 Structure
	3.3.1.2.2.2 Organisation en structures hexamériques et dodécamériques
	3.3.1.2.2.3 Fonctions
	3.3.1.2.2.1 Les protéines Rvb1/2/RuvBL1/2 comme chaperonnes

	3.3.1.2.3 La protéine Pih1 (Nop17p/NOP17)
	3.3.1.2.4 La protéine Tah1/RPAP3
	3.3.1.2.5 Fonctions du complexe R2TP
	3.3.1.2.6 Rôle du complexe R2TP dans l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D
	3.3.1.2.7 Rôle du complexe R2TP dans l’assemblage de l’ARN polymérase II
	3.3.1.2.8 Le complexe R2TP et cancer

	3.3.1.3 La protéine Rsa1/NUFIP1
	3.3.1.4 Les protéines contenant un domaine ZF-HIT
	3.3.1.4.1 La protéine Bcd1/ZNHIT6
	3.3.1.4.2 La protéine Hit1/ZNHIT3


	3.3.2 Modèle d’assemblage des snoRNP à boîtes C/D chez les eucaryotes
	3.3.3 Transport et localisation des snoRNP à boîtes C/D
	3.3.4 Importance des modifications post-traductionnelles  (MPT) pour la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D

	3.4 Les fonctions des snoRNP à boîtes C/D
	3.4.1 La biogenèse des ribosomes
	3.4.1.1 Transcription des pré-ARNr par l’ARN polymérase I
	3.4.1.2 Les étapes de maturation des pré-ARNr
	3.4.1.3 La maturation et la modification des ARNr s’effectue de manière co-transcriptionnelle
	3.4.1.3.1 Le snoRNA U3
	3.4.1.3.1.1 La snoRNP U3

	3.4.1.3.2 Le snoRNA U14
	3.4.1.3.3 Les snoRNA U8 et U13

	3.4.1.4 Les snoRNA à boîtes C/D avec fonction de guide de méthylation

	3.4.2 Autres fonctions des snoRNP à boîtes C/D
	3.4.2.1 Fonctions métaboliques
	3.4.2.2 Les snoRNA et l’épissage alternatif / l’édition des ARN
	3.4.2.3 Les sdRNA
	3.4.2.4 Les snoRNA-piRNA
	3.4.2.5 La découverte de nouveaux membres de snoRNA
	3.4.2.6 Médiateurs de stress et régulateurs du trafic lipidique
	3.4.2.7 Facteurs associés à la chromatine



	4 Les chaperonnes d’histones
	4.1 Chaperonnes d’histones et assemblage des nucléosomes
	4.1.1 Assemblage des nucléosomes couplé à la réplication de l'ADN (RCNA)
	4.1.2 Assemblage des nucléosomes indépendant de la réplication de l’ADN (RINA)
	4.1.3 L’assemblage des nucléosomes dans la réparation de l’ADN

	4.2 Les différents types de chaperonnes d’histones
	4.3 Le complexe CAF-1 : activité chaperonne H3-H4
	4.3.1 La sous-unité CHAF1a
	4.3.2 La sous-unité p48
	4.3.3 La sous-unité CHAF1b

	4.4 Le complexe FACT : chaperonne des complexes histones H2A-H2B, H3-H4
	4.4.1 Les composants du complexe FACT
	4.4.2 Les fonctions du complexe FACT
	4.4.2.1 Réorganisation des nucléosomes
	4.4.2.2 Lien avec l’ARN Pol II
	4.4.2.3 Eviction des nucléosomes
	4.4.2.4 Rôle dans la transcription
	4.4.2.5 Echange des histones
	4.4.2.6 Assemblage des nucléosomes pendant la réplication


	4.5 La protéine Rtt106 : chaperonne des histones H3 et H4
	4.5.1 Structure de la protéine Rtt106
	4.5.2 Autres partenaires identifiés de Rtt106p
	4.5.2.1 Les complexes de remodelage de la chromatine RSC et SWI/SNF
	4.5.2.2 Le complexe HIR
	4.5.2.3 Le complexe SIR
	4.5.2.4 Le facteur PCNA



	5 Objectifs des travaux
	Partie I – La protéine Hit1
	1 Les éléments importants pour la fonction de Hit1p
	1.1 Recherche du domaine minimal fonctionnel de Hit1p
	1.1.1 Influence des domaines de Hit1p sur les taux de la protéine Rsa1
	1.1.1.1 Construction de la souche Rsa1p-TAP x HIT1
	1.1.1.2 Etude fonctionnelle du domaine à doigt de zinc de Hit1p et Bcd1p



	2 Identification les déterminants requis pour l’interaction entre Rsa1p et Hit1p
	2.1 Conséquences d’une perte de l’interaction Rsa1p-Hit1p in vivo : effet sur la croissance des cellules et sur le taux de Rsa1p
	2.1.1 Effet des mutations de Hit1p
	2.1.2 Effet des mutations de Rsa1p

	2.2 Recherche de nouveaux partenaires d’interaction de Hit1p en relation avec la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D

	Partie II – La protéine Bcd1
	1 Les éléments importants pour la fonctionnalité de Bcd1p
	1.1 Recherche du domaine minimal fonctionnel
	1.2 Le fragment Bcd1p(1-96)
	1.3 Le domaine Bcd1p(1-45)
	1.4 L’influence des différents domaines de Bcd1p sur le taux de snoARN à boîtes C/D
	1.5 Cartographie par test en double hybride des régions d’interaction de Bcd1p avec les protéines Pih1 et Rrp9

	2 Etude fonctionnel du double doigt de zinc de Bcd1p.
	2.1 Mutations du double doigt de zinc de Bcd1p
	2.1.1 Test de croissance
	2.1.2 Taux de snoARN

	2.2 Remplacement du ZnF de Bcd1p par d’autres doigts de zinc
	2.2.1 Test de croissance
	2.2.2 Les taux des snoARN

	2.3 Complémentation dans une souche tetO7::BCD1 avec l’homologue humain de Bcd1p, la protéine ZNHIT6

	3 Recherche des nouveaux partenaires d’interaction de Bcd1p par double hybride
	3.1 Surexpression des divers fragments de Bcd1p dans des souches invalidées pour divers protéines connues ou candidates pour être impliquées dans la biogenèse des snoRNP (souches RSA1, PIH1, RTT106, YNL165W)

	Partie III – La protéine Rtt106
	1 Analyse structurale de l’interaction Bcd1p - Rtt106p
	1.1 Co-expression chez E.coli
	1.2 Recherche des domaines spécifiques d’interaction entre Bcd1p et Rtt106p
	1.2.1 Test de l’interaction entre Rtt106p et le domaine fonctionnel de Bcd1p1-168 et le domaine Bcd1p169-366.
	1.2.2 Test d’interaction entre Bcd1p et les domaines PH de Rtt106p, Pob3p et Spt16p
	1.2.3 Le remplacement du doigt de zinc de Bcd1p par celui de Hit1p ne modifie pas l’interaction avec les domaines PH de Rtt106p
	1.2.4 Recherche de régions spécifiques d’interaction présentes dans le double domaine PH de Rtt106p et potentiellement impliquées dans l’interaction avec Bcd1p


	2 Recherche de l’interaction in vivo entre Bcd1p et Rtt106p par co-immunoprécipitation.
	3 Etude du rôle de Rtt106p dans la biogenèse des snoRNP
	3.1 L’absence d’expression de Rtt106p n’a pas d’effet visible sur le taux des snoARN chez S.cerevisiae
	3.2 La surexpression de Rtt106Mp, mais pas celle de Rtt106p apparaît avoir un impact sur le taux de certains snoARN
	3.3 La double délétion des gènes codant Bcd1p et Rtt106p a un effet cumulatif sur la croissance cellulaire dans une souche RTT106 x Gal-3HA-BCD1
	3.4 Recherche d’une interaction entre Rtt106p et Pih1p ou Rrp9p par double hybride
	3.5 Test de l’interaction entre Bcd1p, Rtt106p et Rrp9p dans une souche invalidée pour PIH1
	3.6 Vérification d’un lien génétique entre RTT106 et les gènes codant d’autres facteurs impliquées dans la biogenèse de snoRNP


