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Assemblage
des complexes
ribonucléoprotéiques

Nicolas Hugo, Philippe Bouvet

> Les interactions ARN-protéines interviennent
dans de nombreuses fonctions. Ces interactions se
font le plus souvent au sein d’assemblages
macromoléculaires complexes. Des développe-
ments méthodologiques récents ont permis des
avancées importantes dans la compréhension de
la spécificité de ces interactions. L'objectif de cet
article est d’exposer les différentes techniques
d’étude des complexes ARN-protéines ainsi que
les dernieres données concernant I’utilisation
thérapeutique des ARN. <
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Pendant de nombreuses années, les ARN ont été considérés  génique (aptaméres, 46, allée d’ltalie,
comme de simples intermédiaires entre ’ADN qui contient  ribozymes, interférence 69364 Lyon Cedex 07, France.
les génes (Iinformation génétique) et les protéines. On  ARN...). pbouvet@ens-lyon.fr

sait maintenant que les ARN possedent de nombreuses
autres fonctions et interviennent a différents niveaux de la
régulation de I’expression génique. Ces fonctions dépen-
dent de I’établissement d’interactions ARN-protéines, qui
gouvernent la formation des complexes ribonucléopro-

Cet article a pour but de

présenter les principales méthodologies d’étude ainsi que
les derniéres techniques qui peuvent étre utilisées pour
élucider les mécanismes de reconnaissance ARN-pro-
téines. Plusieurs exemples d’utilisation des ARN en tant

(=) mss téiques (complexes RNP). Ces complexes trés dynamiques  qu’outils thérapeutiques seront aussi exposés (=). Les
1999, n° 5 . ~ . P , L . /s . .
. 61{," ’ jouentun role majeur dans la transcription, dans les méca-  principaux domaines protéiques d’interaction avec les

nismes de régulation post-transciptionnelle (épissage,
stabilité des ARN, routage et compartimentation des ARN),
ainsi que lors de la traduction. €n outre, la mise en évi-
dence récente de différentes classes de petits ARN, ARNsn
(small nuclear RNA), ARNsno (small nucleolar RNA),
microARN, ouvre de plus la possibilité de nouvelles fonc-
tions encore insoupgonnées. On sait maintenant qu’un
déreglement de I"expression ou de la maturation de cer-
tains ARN peut étre a I'origine de certaines maladies, puis-
qu’environ 10 % des mutations impliquées dans des mala-
dies génétiques affectent différents aspects du métabo-
lisme des ARN. Grace a une meilleure connaissance des
mécanismes de régulation de 'expression génique, les ARN
peuvent aussi étre considérés comme des cibles et des
outils thérapeutiques permettant de moduler Iexpression
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ARN sont présentés dans le Tableau |. Une revue contenant
une liste exhaustive de ces domaines a été récemment
publiée [1].

Etude des interactions ARN-protéines

Identification des séquences d’ARN

liées aux protéines

Une des premiéres étapes dans I’étude de 'assemblage de
complexes ribonucléoprotéiques consiste a identifier les
différents composants de ce complexe. Bien souvent, on ne
connait que partiellement les partenaires. Par exemple, on
peut avoir identifié une séquence importante pour la régu-
lation de la stabilité d’un ARN, mais on ne connait pas la
protéine qui reconnait spécifiquement cette séquence, ou
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bien, on conndit la protéine, mais pas la séquence d’ARN
qui reconnait cette protéine. Dans ce dernier cas, la tech-
nique SELEX (systematic evolution of ligands by exponen-
tial enrichment) [2] permet d’isoler des séquences d’ARN
qui interagissent avec une molécule « appat ». On réalise
une banque contenant des séquences provenant soit d’ARN
cellulaires (SELEX génomique) [3], soit de fragments d’un
ARN naturel (SERF: selection of random RNA fragment)
[4], soit d’ADN synthétiques codant pour une région d’ARN
aléatoire de longueur variable que I’on crible contre la pro-
téine « appat ». Les séquences retenues sont isolées puis
amplifiées par PCR apres transcription inverse. Plusieurs
étapes d’isolement et d’amplification en condition de
stringence croissante permettent d’obtenir les séquences
d’ARN les plus affines pour la protéine «appdt». Les ARN

sélectionnés sont ensuite séquencés et alignés pour isoler
la (ou les) séquence(s)/structure(s) consensus recon-
nue(s) par la protéine « appdt ». Cette technique peut étre
facilement automatisée pour effectuer un criblage a haut
débit [5].

Le plus souvent, une protéine recombinante est utilisée
pour effectuer cette sélection. Néanmoins, si la production
de la protéine recombinante est impossible et que la puri-
fication de la protéine native peut étre effectuée, on peut
utiliser la protéine native comme appdt. Cest ce que nous
avons fait pour réaliser le SELEX avec la nucléoline, une
protéine présente dans le nucléole et qui présente quatre
domaines de liaison aux ARN du type RRM (RNA recognition
motif) [6]. Cette étude a permis d’isoler deux séquences
d’ARN reconnues par la nucléoline. Uune de ces séquences

DOMAINES

RRM (RNA recognition motif)

RBD (RNA binding domain)

KH (hnRNP K homologue)

RGG (arginine and glycine
rich domain)
encore appelé GAR

Ds-RBD (double strand RNA

binding domain)

ARM (arginine rich motif)

CARACTERISTIQUES STRUCTURES PROTEINES TYPES ARN CIBLES REMARQUES REFERENCES
80 a 90 acides aminés 4 feuillets B + Protéines du complexe Simple brin, Domaine de liaison ~ [43-45]
2 motifs trés conservés: 2 hélices o d’épissage (ULA et sxl, tiges boucles, aux ARN le plus

RNP1 (R/K-G-F/y-G/A-
F/Y-V-X-F/Y) et le motif
RNP-2 (L/1-Fy-V/I-
G/K-G/N-L)

60 a 70 acides aminés

1 motif trés conservé:
V-1-G-X-X-G-X-X-I

Domaines riches en
arginine, glycine et
acides aminés
aromatiques. Taille du
domaine assez variable,
plusieurs répétitions
du motif RGGF/Y

€nviron 70 acides aminés

10 a 30 acides aminés
riches en arginine

Topologie: Pappop

Topologie de type
BaopPo

Structure non
déterminée, mais
des études
spectroscopiques

mettent en évidence

des spirales 3

Topologie de type
apppo

2 RRM), poly(A) binding
protein impliquée dans
la polyadénylation

des ARNm; nucléoline

(4 RRM, protéine jouant
un role dans la biogenése
des ribosomes)

hnRNP K, Nova, facteur
d’épissage SF1/BBP,
protéine ribosomique S3,
Sam 68, FMRP...

hnRNP U, hnRNP Al,
protéines nucléolaires

impliquées dans la biogenese

des ribosomes: GAR-1,
fibrillarine, nucléoline,

protéine FMR...

RNase Ill, protéine Dicer,
Staufen...

Les motifs ARM peuvent Rev, Tat, A N peptide...

adopter différentes

structures (hélice o,

tige boucle 3)

boucles internes

Simple brin

Structures en
G-quartet,
Spécificité
d’interaction
avec les acides
nucléiques
encore mal
connue

ARN partiellement
ou completement

double brins

Sillon majeur
d’un ARN

double brin

représenté. Il est
retrouvé dans des
protéines qui
interviennent dans
toutes les étapes

de régulation
post-transcriptionnelles.
1 a 5 domaines

par protéine

Présent dans plus
d’une centaine

de protéines.

Le domaine KH peut
dimériser 1 a 15
domaines par protéine

Présent dans des
protéines qui
possedent d’autres
domaines d’interaction
avec les ARN. Cible de
modification
post-traductionnelle

(méthylation des arginines).

C’est aussi un domaine
d’interaction
protéine-protéine

Cest aussi un
domaine
d’interaction
protéine-protéine.
1 a 5 domaines
par protéine

De nombreux
appariements
non canoniques
sont induits par
I"interaction
du peptide ARM

Tableau I. Principaux domaines d’interaction avec les ARN.
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appelée NRE (nucleolin recognition element) est retrouvée
sur 'ensemble de la séquence de PARNr précurseur [7]
tandis que I'autre, appelée ECM (evolutionary conserved
motif), est présente uniquement dans la région 5 externe
de PARN pré-ribosomique [8]. Uanalyse par délétion de
protéines recombinantes a permis de montrer que les deux
premiers domaines RRM de la protéine (RRM 1-2) étaient
requis pour I'interaction avec la séquence NRE. Un nouveau
SELEX effectué avec la protéine recombinante RRM1-2 a
permis d’obtenir la méme séquence consensus que celui
réalisé avec la protéine entiere.

Lorsque la séquence d’ARN reconnue par la protéine d’inté-
rét est déja connue, une partie de cette séquence peut étre

mettre en évidence les nucléotides importants pour
conserver Iinteraction avec la protéine UIA [9]. Ces
études sont complémentaires des analyses phylogéné-
tiques pour prédire les nucléotides importants dans I'in-
teraction.

La vérification de Iefficacité de la sélection passe souvent
par la mesure de I'affinité de la protéine pour la séquence
sélectionnée. Le plus souvent, des expériences de retard
sur gel sont réalisées afin de déterminer les constantes
d’association et de dissociation. La technique de réso-
nance plasmonique de surface (RPS), qui permet I"analyse
des interactions ARN-protéines en temps réel, peut aussi
étre utilisée pour déterminer les parametres cinétiques

rendue aléatoire et utilisée comme banque de départ pour  des interactions [10]. Grdce a la grande sensibilité de cette méthode, des

sélectionner les séquences les plus affines pour la pro- interactions de faible affinité peuvent étre caractérisées.

téine. Cette stratégie a été utilisée notamment pour la  La technique SELEX permet de sélectionner des ARN qui ont une grande

protéine du complexe d’épissage ULA qui s’associe avec  affinité pour la cible protéique mais qui ne correspondent pas forcément

une séquence tige-boucle du petit ARN Ul. Une mutage- a des séquences naturelles. €n effet, un des problemes majeurs de cette

nése aléatoire a été réalisée sur la boucle de cet ARN de  technique est que la sélection se fait completement in vitro et il faut
ensuite démontrer que les

cibles ARN isolées a partir
d’une banque d’ARN aléa-

Partenaire Partenaire

toires synthétiques ont une

ARN 7 e . .
réalité biologique. Des

connu

protéique
connu

L ¥

expériences complémen-

taires sont donc néces-

/ l l \ / i \ saires pour valider les
Criblage bapque Trip_Ie ) ARN  — Chromut(l)glra,phie I/mrngnof recF:Jrr?\:inlente Rhage C,Ibles selectlonnees., D.uns
d’expression  hybride étiqueté d’affinité précipitation Siuaie display [ exemp@ de la nUC|€0|I|.n€,
on savait que la protéine

\ l \SELEX l / interagissait avec PARN
pré-ribosomique naissant.

Une recherche par homolo-

ARN cibl . . pps
= gie de séquences et diffé-

Protéine cible

rentes délétions ont permis

/ de valider les séquences
/ SELEX [6-8]. Un autre

exemple d’approches com-

plémentaires pour iden-
tifier les cibles ARN recon-

Complexe RNP

nues par une protéine
Figure 1. Stratégies d’études des complexes ribonucléoprotéiques. Le plus souvent, un des deux partenaires du  concerne la protéine FMR
complexe est connu (’ARN ou la protéine). A. La structure de I’ARN est spécifiquement reconnue par les deux pre- (fragile X mental retarda-
miers domaines de liaison & I’ARN de la nucléoline. B. Structure des deux premiers domaines de liaison de la  tion) qui est associée au
nucléoline a I’ARN. C. Structure du complexe formé par ces deux domaines avec leur cible ARN. Si la séquence  syndrome de fragilité lié au
d’ARN est identifiée, on peut alors utiliser différentes techniques (chromatographie d’affinité, triple hybride, cri-  chromosome X, forme com-
blage d’une banque d’expression) pour identifier la protéine cible. Si la protéine du complexe ribonucléoprotéique ~ mune de retard mental,
(RNP) est connue, des expériences d’immunoprécipitation peuvent fournir des sondes pour cribler des micropuces  dont la fréquence est de
portant des séquences de différents génes ou étre utilisées dans des expériences de SELEX (systematic evolution ~ 1/4000 chez les hommes et
of ligands by exponential enrichment) afin d’identifier les séquences ARN cibles. Les complexes RNP peuvent aussi ~ 1/8000 chez les femmes. La
étre purifiés par des techniques biochimiques, puis les protéines du complexe peuvent étre identifiées grace aux  protéine FMR possede deux

techniques de protéomique.

domaines KH (K homology
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domain) et un domaine RGG (arginine and glycine rich
domain). Une expérience de SELEX, réalisée en utilisant
une protéine FMR recombinante comme appat pour cribler
une banque d’ARN de 96 nucléotides (dont 52 résidus cen-
traux aléatoires), a permis de sélectionner six séquences
d’ARN différentes comportant toutes des structures appe-
lées G-quartet [11]. Linterrogation de bases de données a
ensuite permis de caractériser 31 ARNm susceptibles, sur
la base de leur homologie avec la séquence consensus, de
se lier a la protéine FMR. Sur douze de ces séquences tes-
tées pour leur interaction avec FMR, seulement six avaient
une affinité significative pour la protéine.
La ribonomique [12] a également été utilisée pour identifier les cibles
cellulaires de la protéine FMR. Cette technique permet Iidentification
et 'analyse d’une fraction d’ARN associés fonctionnellement ou struc-
turellement. A partir d’expériences d’immunoprécipitation de
complexes ribonucléoprotéiques associés a la protéine FMR, les ARN
présents dans ces complexes ont été isolés et ont servi de sondes pour
cribler plus de 25000

quartet [14]. La comparaison des ARNm, isolés par ces
différentes approches, a permis de sélectionner huit
ARNm cibles, dont le déreglement pourrait étre a I’ori-
gine des retards mentaux observés chez les patients
atteints du syndrome de I’X fragile.

Les ARN purifiés a partir d’immunoprécipitation de com-
plexes ribonucléoprotéiques issus soit de deux types
cellulaires, soit d’un méme type cellulaire soumis a dif-
férentes conditions, peuvent aussi servir a la réalisation
d’ADN complémentaires. Ces derniers pourront ensuite
étre utilisés dans les techniques classiques de banques
soustractives et d’analyse d’expression différentielle
(differential display) afin d’identifier les ARN immuno-
précipités et d’analyser la dynamique de leur associa-
tion au sein des complexes ribonucléoprotéiques [15].
Identification des protéines liées aux ARN

Au cours des études sur la régulation post-transcription-
nelle, on commence bien souvent par déterminer la

séquences présentes sur
des puces a ADN [13]. Le A Fragments dADN B
criblage de ces puces avec (SERF)

les ARN immunoprécipités
par la protéine FMR a per-

ARN

ARN cellulaires C  Bibliothéque synthétique
(SELEX génomique) sous forme ADN

(SELEX classique)

mis I'identification de 432
génes dont I’ARN est pré— Liaison + amplification
sent dans les ribonucléo-

particules contenant la N—p
FMR. Dans une autre expé- *

rience, 251 ARNm mon-

—

i

o \
trent un profil de polyri- AN

bosomes différent en I’ab-
sence de FMR, suggérant
qu'un déreglement de la

N \L[N]n—

Oligonucléotides N

aléatoires

Transcription inverse
+ amplification

v

Transcription

v

Banque

traduction de ces ARNm de séquences ARN \
Transcription inverse

peut étre I'une des causes Sélection de séquences prion

d d de fragilits affines pour la cible et amplification
u syndrome de fragilite Protéine purifiée ou recombinante n étapes de sélection

lié au chromosome X. Il est

aussi remarquable que

prées de 70 % de ces ARN Clonage des séquences

possédent des séquences sélectionnées, séquencage

qui permettent la forma-

_> Identification des séquences ARN cibles

tion de structures de type  Figure 2. Identification des sé es ARN rec

par une protéine cible. La technique du SELEX (systematic

q

G-quartet, confirmant ainsi  evolution of ligands by exponential enrichment) a été initialement développée avec une banque d’ARN synthéti-

les résultats de expérience  sée a partir d’oligonucléotides aléatoires (€). Uinconvénient de cette approche est d’isoler des cibles ARN non

de SELEX réalisée avec la  naturelles. Cette technique a été adaptée pour isoler directement des séquences naturelles. Le SELEX génomique

protéine FMR. La protéine  (B) permet la construction d’une bibliothéque d’ARN cellulaire (transcription inverse avec des oligonucléotides

FMR interagit aussi avec deséquencesaléatoires) alors que la technique de SERF (selection of random RNA fragment) (A) permet de trans-

son propre ARN dans une  crire des séquences d’ARN a partir de fragments d’ADN d’intérét. Dans les trois cas (A, B, €), une fois la biblio-

région de 100 nucléotides  théque d’ARN synthétisée, la sélection peut se faire avec la protéine cible par les approches classiques (immuno-

également susceptible de  précipitation, retard sur gel, rétention des complexes sur filtres, etc.). Lorsque les ARN cibles auront été sélec-

former une structure en G- tionnés et identifiés, il restera a démontrer qu’ils ont une signification biologique.
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séquence d’ARN qui est importante pour la régulation. On
recherche ensuite les facteurs protéiques qui interagissent
spécifiquement avec ces séquences. Grace au développe-
ment de systémes de transcription in vitro et a la synthese
chimique d’ARN modifiés (rendus par exemple résistants
aux ribonucléases par incorporation de 2’-0-méthyl ribo-
nucléotides), on peut trés facilement synthétiser de
grandes quantités d’ARN. Ces ARN peuvent alors étre utili-
sés pour réaliser des expériences de chromatographie
d’affinité pour les protéines. La séquence d’ARN cible peut
aussi étre fusionnée a une autre séquence qui représente
un site d’interaction pour une protéine connue. On peut
citer 'exemple du site de reconnaissance de la protéine
d’enveloppe du phage MS2 ou celui d’un aptamére de la
streptomycine (StreptoTag) [16]. UARN hybride peut étre
alors soit exprimé in vivo pour récupérer les complexes
nucléoprotéiques via une chromatographie d’affinité com-
portant la protéine MS2 ou la streptomycine immobilisée,
soit synthétisé in vitro puis incubé ensuite avec des ex-
traits cellulaires pour récupérer la protéine qui se fixe sur
la séquence cible. Il existe maintenant de nombreux
exemples dans lesquels des chromatographies d’affinité
ont été utilisées pour purifier soit un complexe ARN-pro-
téine simple, soit une ribonucléoparticule plus complexe.
On citera I'identification de la protéine EDEN-BP (embryo-
nic deadenylation element-binding protein) qui interagit
avec une courte séquence dans la région non traduite
(3°UTR) de certains ARNm qui sont désadénylés au cours de
la fécondation de I"ovocyte de xénope [17], et I'isolement
de petites particules ribonucléoprotéiques impliquées
dans Iépissage. Les interactions non spécifiques, avec la
cible ARN, de nombreuses hnRNP (heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins) abondamment présentes dans les
extraits représentent une difficulté majeure de ces expé-
riences.

Une autre technique tres élégante d’identification d’une
protéine interagissant avec une séquence d’ARN est le sys-
téme du triple hybride [18]. Cette technique, dérivée du
systéme double hybride développé dans la levure, consiste
a construire un ARN hybride dont une partie est reconnue
par une protéine couplée a un domaine de fixation a I’ADN
et la seconde partie est "ARN d’intérét reconnu par une
protéine cible fusionnée au domaine d’activation de la
transcription. Bien que peu utilisée encore, cette tech-
nique a notamment permis d’isoler la protéine HBP (his-
tone binding protein) qui se lie avec une structure en tige-
boucle dans la région 3’UTR des ARN des histones [19].
Cette protéine est impliquée dans la maturation de I"extré-
mité 3’ de I’ARN. On peut noter que, dans ce dernier
exemple, des techniques biochimiques de purification
n’avaient pas permis d’isoler cette protéine en quantité
suffisante pour pouvoir I’identifier.
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Le criblage d’une banque d’expression avec une sonde
ribonucléique correspondant a la séquence d’ARN d’intérét
(par la technique de Northwestern) devrait permettre a
priori Iidentification de la protéine qui reconnait cette
séquence. Bien que cette stratégie, qui semble assez
directe, ait été utilisée avec succés pour cloner plusieurs
protéines qui interagissent avec "ADN, il n’existe que tres
peu d’exemples de clonage de protéines affines pour I’ARN
[20]. Le probléme de la renaturation des protéines et la
présence de RNases sont sans doute des freins importants
a 'utilisation de cette technique.

Analyse fine des interactions

Au cours de ces derniéres années, de nombreux systemes
génétiques ont vu le jour, permettant d’identifier les rési-
dus nucléotidiques ou protéiques importants pour I'as-
semblage de particules ribonucléoprotéiques. Un systéme
utilise I'activité d’anti-terminaison transcriptionnelle de
la protéine N du bactériophage A [21], et a été utilisé
principalement pour I'identification de peptides qui se
lient au motif riche en arginine. Un autre test est fondé sur
la régulation de la traduction dans la bactérie €. coli [22].
Chez cette bactérie, I'initiation de la traduction s’effectue
par le recrutement du ribosome sur une région localisée en
général quelques nucléotides en amont du codon d’initia-
tion, appelée séquence de Shine-Dalgarno (S/D). Le ribo-
some couvre alors une région d’environ 40 nucléotides.
Lintroduction de la cible ARN en amont de la boite S/D ne
modifie pas I'interaction du ribosome et donc Iexpression
du geéne rapporteur en aval (géne LacZ par exemple). €n
revanche, I'expression dans €. coli de la protéine qui
reconnait la séquence cible sur ’ARN peut empécher stéri-
quement I'interaction du ribosome et donc la traduction
du gene rapporteur. Grdce a ce systeme, et aprés une
mutagenése aléatoire de la protéine, des liaisons spéci-
fiques entre la protéine Rev (regulation of expression of
viral proteins) et sa cible RRE (Rev response element), ou
entre les RRM 1-2 de la nucléoline et sa cible NRE [23], ont
pu étre déterminées. Ces liaisons ont été ensuite confir-
mées par des analyses structurales des deux complexes.
Contrairement aux tests génétiques précédents qui ont
lieu in vivo - donc dans un environnement complexe - la
technique du phage display permet in vitro d’isoler aussi
de nouvelles cibles d’ARN et de déterminer les acides ami-
nés impliqués dans la reconnaissance spécifique et la
force de I'interaction. Le principe de cette technique est
de lier physiquement une protéine a sa séquence codante
grdce a un phage qui expose a sa surface une protéine
codée par un plasmide qu’il contient (protéine en fusion
avec la protéine d’attachement du bactériophage M13,
par exemple). On peut ainsi introduire diverses mutations
dans la protéine a tester et réaliser une banque de bacté-
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p.- 771

riophages codant pour la protéine de fusion. 'ARN cible
est synthétisé in vitro, immobilisé sur une colonne portant
un ARN complémentaire d’une partie de I’ARN cible, puis
mis en contact avec les phages portant la ribonucléopro-
téine a leur surface. Les phages portant des protéines qui
reconnaissent ’ARN cible sont alors retenus. Cette tech-
nique a été affinée en utilisant le phage T7 en combinai-
son avec une souche d’€. coli déficiente en ribonucléase
et utilisée pour Iidentification de nouvelles ribonucléo-
protéines [24].

Protéomique et analyse

des complexes ribonucléoprotéiques

Le développement de nouvelles techniques de spectromé-
trie de masse et la mise au point d’étiquettes (Tag) per-
mettent maintenant de déterminer la composition des
particules ribonucléoprotéiques complexes (=).

Certaines particules robonucléoprotéiques forment de trés
grosses structures qui peuvent étre isolées par des tech-
niques biochimiques. Il est cependant difficile d’assurer
que le complexe ainsi isolé n’a pas été altéré ou contaminé
au cours de Iisolement. Par exemple, I'analyse du pro-
téome du nucléole, qui peut étre considéré comme une
grosse particule ribonucléoprotéique puisqu’il contient un
assemblage complexe de plusieurs ARN et de nombreuses
protéines, a été réalisé par deux groupes différents [25,
26]. Certes de nombreuses protéines sont communes aux
deux analyses, mais pres d’un tiers des protéines d’une
étude n'ont pas été retrouvées dans I'autre. Ces diffé-
rences pourraient étre dues en partie a des techniques de
purification différentes des nucléoles. Un autre exemple
est donné par la petite particule ribonucléoprotéique
nucléolaire U3 (snoRNP U3) impliquée dans la maturation
des ARN ribosomiques dans le nucléole. La composition de
cette snoRNP, identifiée il y a plus de 30 ans, a fait I'objet
de nombreuses études. Mais ce n'est que tres récemment
[27], gréce a I'utilisation de protéines étiquetées, que la
composition de cette snoRNP a pu étre déterminée. Cette
technique permet en général, en une seule étape, d’enri-
chir trés fortement le complexe étudié. Afin d’améliorer
cette purification, un certain nombre de double - voire de
triple - étiquettes [28] ont été développées. La plus utili-
sée est sans doute la double étiquette Tap Tag (tandem
affinity purification) développée par Iéquipe de B.
Séraphin [29]. Cette métode semble particulierement bien
adaptée pour la purification, dans des conditions natives,
de particules ribonucléoprotéiques a partir de la levure ou
de lignées cellulaires transfectées de fagon stable avec la
protéine de fusion. Dans I’exemple de I'isolement de la
ribonucléoprotéine U3 [27], deux étiquettes étaient por-
tées par deux protéines différentes (protéines qui étaient
déja connues comme faisant partie du complexe). Par
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cette technique, 28 protéines ont été identifiées dans la
particule snoRNP U3, dont 17 nouvelles protéines. Trois
autres protéines co-purifiées avec la particule étaient des
contaminants (=).

ARN et complexes ribonucléoprotéiques:
applications thérapeutiques

Comme nous I'avons vu précédemment, les ARN sont sujets
a de nombreuses régulations post-transcriptionnelles (=).
La disponibilité des séquences génomiques rend possible
Iidentification de mutations responsables de maladies
génétiques. Une compilation de ces mutations peut étre
consultée sur le site The Human Gene Mutation Database
(http://archive.uwem.ac.uk/uwem/mg/hgmd0.html).
Prés de 60 % de ces mutations concernent les régions

codantes et affectent directement les structures et les
fonctions des protéines. Un nombre croissant de maladies
génétiques impliquent des mutations (environ 10 % des
mutations identifiées) affectant différents aspects du
métabolisme des ARN [30]. On peut citer une mutation
dans la structure IRE (iron responsive element) présente a
I’extrémité 5’ non traduite de I’ARNm codant pour la ferri-
tine, protéine importante pour I’homéostasie du fer. Cette
mutation empéche I’interaction de la protéine IRP (iron
responsive protein) et provoque un déréglement de la tra-
duction de PARNm codant pour la ferritine, responsable
d’un syndrome associant une hyperferritinémie et une
cataracte. Un autre exemple vient d’étre récemment donné
dans la dystrophie myogénique de type 1. Dans cette
maladie, I’hyper-excitabilité des muscles serait en rapport
avec un déréglement de I’épissage alternatif de ’ARNm
CIC-1 (codant pour un canal chlore spécifique des
muscles) [31]. Il n’est pas étonnant avec ces données que
les ARN soient considérés de plus en plus comme des cibles
pharmacologiques importantes. Une meilleure compré-
hension de "assemblage et de la structure des complexes
ribonucléoprotéiques permettront le développement de
nouveaux cribles pour 'identification de molécules théra-
peutiques [32]. Ainsi, I’interaction de certains antibio-
tiques avec I'ARN ribosomique procaryote est connue
depuis longtemps. La résolution a I’échelle atomique de la
structure de complexes antibiotique-ARN ribosomiques
permet maintenant de rationaliser la mise au point de
nouveaux antibiotiques [33].

Lutilisation des ARN comme molécules thérapeutiques est
limitée in vivo par leur extréme sensibilité aux nucléases.
Plusieurs types de modifications peuvent étre apportées
pour les protéger. Ainsi, des ARN modifiés par I'qjout de
molécules de haut poids moléculaire comme le poly-éthy-
lene glycol ou bien insérés dans des liposomes ont une
durée de vie plus longue (de plusieurs heures & plusieurs



jours) dans des fluides biologiques comme le sang. De
méme, des analogues nucléotidiques (remplacement du
groupement 2’-hydroxyl du ribose par la fluorine) ou des
molécules synthétiques de type N3’-P5’ désoxyphosphora-
midate ont parfois une affinité similaire aux ARN de départ
mais présentent une résistance accrue aux nucléases.

Les ribozymes et les ARN antisens ont fait I’objet de nom-
breuses études afin de les utiliser dans la régulation de
I’expression génique [34, 35]. interaction de ’ARN anti-
sens avec sa cible forme un duplex qui est supposé conduire
a la dégradation de ’ARN cible ou a une inhibition de sa
traduction. Cependant, pour observer ces effets, I’ARN
antisens doit étre présent en large exces. €n revanche, les
ribozymes peuvent étre recyclés aprés avoir clivé leur ARN
cible. Il existe de nombreux exemples de contrdle de I’ex-
pression génique par des ribozymes. Le développement
d’un nouveau type de ribozyme, le « maxizyme » (minimi-
zed, active, X-shaped [fonctioning as a dimer], and intel-
ligent [allosterically controllable] ribozyme) a été utilisé
pour inactiver ’ARN chimérique Ber-Abl issu d’une translo-
cation chromosomique dans la leucémie myéloide chro-
nique (LMC). Cette molécule est active in vitro et in vivo. €n
effet, des souris auxquelles on injecte des cellules de LMC
transduites par un vecteur rétroviral exprimant le maxi-
zyme ne sont pas affectées alors que les souris témoins
ayant recu des cellules de LMC transduites par un vecteur
témoin (n’exprimant pas le maxizyme) meurent de leucé-
mie diffuse [36]. Cela suggére une utilisation prometteuse
du maxizyme pour la thérapie génique (=).

Les ARN peuvent aussi étre utilisés comme molécules inhi-
bitrices de I'activité de certaines protéines. Un exemple
classique concerne I'inhibition de la réplication du génome
du virus VIH dans des cellules CD4 par I'expression d’un
petit ARN qui mime la structure de I’élément tige-boucle
TAR de PARN du virus [37]. Gréce a la stratégie du SELEX
décrite plus haut, il est possible d’identifier de petites
molécules d’ARN, appelées aptaméres, qui possédent une
forte affinité pour une protéine donnée, ceci n’étant pas
exclusivement réservé aux ribonucléoprotéines. Ainsi, une
recherche par SELEX d’aptameres ARN fixant fortement la
séquence TAR de "ARN a permis d’isoler plusieurs molé-
cules qui inhibent spécifiquement 'activité transcription-
nelle dépendante de la protéine Tat in vitro [38]. Plusieurs
ARN aptameéres, inhibiteurs de I’adhérence cellulaire
dépendant de la sélectine ont pu étre identifiés. D’autres
molécules inhibant interaction du trypanosome (T. cruzi)
avec ses cellules cibles ont aussi été caractérisées [39].
Certaines d’entre elles sont capables, a la concentration
de 1 uM, de diminuer de 50 a 70 % I"invasion cellulaire par
T. cruzi. Le premier aptamere ARN a usage thérapeutique en
cours d’essai est une molécule d’ARN sélectionnée contre
le facteur de croissance VEGF-165 (vascular endothelial
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growth factor 165). Cet aptamere modifié semble trés
stable, puisqu’il peut étre retrouvé 28 jours aprés avoir été
injecté dans I’humeur vitreuse [40] et posséde des pro-
priétés thérapeutiques intéressantes. Ainsi, il est capable
d’inhiber la néovascularisation dans les tests d’angioge-
nese. Plus récemment, il a été montré que des oligoribonu-
cléotides sélectionnés avec le facteur de coagulation IXa
agissent comme de puissants anticoagulants [41]. Cet
effet peut étre inhibé par un oligonucléotide antisens
(antidote) complémentaire de I'aptamére.

La découverte de I'efficacité du mécanisme de I’interfé-
rence ARN (initialement mis en évidence chez le nématode
Caenorhabditis elegans) dans des cellules humaines, ouvre
de nouvelles voies thérapeutiques (=). Uinterférence ARN
utilise un court fragment d’ARN double brin (en général 21-
23 nucléotides) qui s’apparie par complémentarité de
bases avec sa cible ARN, provoquant sa destruction. Cette
stratégie, récemment employée pour inhiber Iinfection de
cellules par le VIH [42], sera probablement tres utilisée
pour essayer de controler "expression de génes impliqués
dans différentes maladies.

Ces quelques exemples montrent la grande variété de stra-
tégies fondées sur I’ARN qui peuvent étre utilisées dans la
régulation de 'expression génique. De nombreuses entre-
prises de biotechnologie développent de nouvelles molé-
cules thérapeutiques en s’appuyant sur les mécanismes
moléculaires de régulations post-transcriptionnelles et
sur les données structurales de plus en plus nombreuses
concernant les complexes ribonucléoprotéiques. Ainsi,
I'identification et la caractérisation de nouveaux com-
plexes ribonucléoprotéiques permettront 'identification
de nouvelles cibles pharmacologiques. ¢
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SUMMARY

Assembly of ribonucleoparticle complexes

RNA-proteins interactions are involved in numerous cellu-
lar functions. These interactions are found in most cases
within complex macromolecular assemblies. The recent
development of tools and techniques to study RNA-protein
complexes has significantly increased our knowledge in the
nature of these specific interactions. The aim of this article
is to present the different techniques used to study RNA-
protein complexes, as well as recent data concerning the
application of RNA as therapeutic molecules. ¢
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GLOSSAIRE

Aptameére
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Phage display
Expression d’une banque de protéines a la surface de phages.
Protéomique
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séparation et d’identification des protéines

Ribonomique
Ensemble de techniques qui permettent I'analyse de séquences d’ARN
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Ribozyme
Séquences d’acides nucléiques qui possédent des propriétés catalytiques.
Les ribozymes sont a 'origine des « maxizymes » qui regroupent deux ribo-
zymes dont I'un porte I’activité de clivage et 'autre la fonction de reconnais-

sance du substrat. Le clivage a lieu uniquement si le substrat est reconnu.

RPS
Résonance plasmonique de surface. Technologie utilisée par I'appareil
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SELEX
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