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> La régulation de l’expression des gènes
comprend une multitude de mécanismes
pouvant cibler chacune des étapes depuis la
transcription des ARN à partir de l’ADN géno-
mique et leur maturation, jusqu’à la traduc-
tion des ARN messagers (ARNm) en pro-
téines. Au cœur de ces mécanismes, les ARN
non-codants (ARNnc), 
longs ou petits, jouent 
très souvent un rôle cru-
cial [1] (➜).
Les microARN (miARN), de taille com-
prise entre 19 et 25 nucléotides, consti-
tuent une classe majeure de petits ARN 
impliqués dans la 
r é g u l a t i o n  p o s t -
transcriptionnelle de 
l’expression des gènes 
[2] (➜) : les miARN,

au sein du complexe RISC (RNA induced 
silencing complex), en s’appariant à 
la région 3’ non-traduite (3’-UTR) des 
ARNm ciblés, inhibent 
leur traduction et pro-
voquent ensuite leur 
dégradation [3] (➜).
La protéine TRBP (TAR-
RNA binding protein) joue un rôle essen-
tiel dans la biogenèse des miARN [4]. En 
effet, une fois le transcrit primaire clivé 
par la ribonucléase nucléaire (RNase) 
de type III Drosha accompagnée de son 
cofacteur DGCR8 (DiGeorge syndrome 
critical region 8), le miARN précurseur ou 
pré-miARN résultant est exporté dans le 
cytoplasme, où il sera clivé par la RNase 
de type III, Dicer, accompagnée de l’un 
de ses cofacteurs, PACT (ou PRKRA : 

protein activator of the double-stranded 
RNA-dependent kinase-PKR) ou TRBP (ou 
TARBP2) [2]. Ce second clivage produit le 
miARN double brin mature, dont l’un des 
brins sera chargé au sein du complexe 
effecteur de l’ARN interférence RISC, 
composé notamment d’une protéine de 
la famille Argonaute (AGO). Or, la nature 
du duplex produit à l’issue du clivage 
par Dicer dépend du cofacteur asso-
cié à cette dernière. En effet, TRBP et 
PACT, malgré leur similarité de séquence, 
conduisent à des spécificités différentes 
de clivage des ARN double-brin substrats 
par Dicer, ce qui peut produire des miARN 
matures de taille variable [4,5].
TRBP, en plus de son rôle au cours de 
la biogenèse des miARN, est impli-
quée dans la réplication du virus de 
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RPAP3/PIH1D1), impliqué dans l’assem-
blage de différentes particules ribonu-
cléoprotéiques, notamment les snoRNP, 
interagit avec TRBP [10]. Il a été montré 
que RPAP3 s’associait avec TRBP aussi 
efficacement que TRBP avec Dicer, mais 
qu’elle n’interagissait pas avec PACT, 
l’autre cofacteur de Dicer, pourtant 
paralogue de TRBP. L’interaction directe 
entre RPAP3 et TRBP a été confirmée 
in vitro et in cellulo par différentes 
techniques complémentaires. Ensuite, 
les sous-domaines protéiques impli-
qués dans l’interaction ont été définis, 
révélant que c’était le même domaine 
de TRBP qui était impliqué dans son 
interaction avec RPAP3 ou avec Dicer. 
Afin de déterminer si un complexe à 
trois partenaires pouvait exister entre 
TRBP, Dicer et RPAP3, des expériences 
de co-expression suivie de co-purifi-
cation associées à des expériences de 
filtration sur gel ont été effectuées : 
elles ont révélé l’existence de deux com-
plexes distincts et mutuellement exclu-
sifs associant TRBP et Dicer d’une part, 
ou TRBP et RPAP3 d’autre part.
Finalement, l’hétérodimère constitué 
des sous-domaines protéiques impliqués 
dans l’interaction entre TRPB et RPAP3 a 
été purifié avec une grande homogénéité 
et cristallisé, permettant son analyse par 
diffraction des rayons X à une résolu-
tion de 1,49 angström (Figure 1). L’ana-
lyse globale de cette structure a permis 
de confirmer que c’était bien la même 
surface de TRBP qui était impliquée 
dans l’interaction avec Dicer ou RPAP3, 
confirmant les résultats précédemment 
obtenus par chromatographie d’exclu-
sion. Une analyse approfondie a permis 
de définir les résidus clés de l’interaction 
entre TRBP et RPAP3.

Les rôles possibles du complexe 
TRBP:RPAP3
Afin de déterminer si RPAP3 a une 
influence sur l’activité de TRBP, et plus 
spécifiquement sur la maturation des 
miARN, des expériences utilisant le gène 
rapporteur codant la luciférase dont les 
transcrits présentent, dans leur région 

que TRBP pouvait en outre recruter la 
2’-O-méthyltransférase FTSJ3 (FtsJ RNA 
2’-O-methyltransferase 3) pour méthy-
ler l’ARN viral, limitant ainsi son carac-
tère immunogène [8].

La protéine RPAP3 : un nouveau 
partenaire de la protéine TRBP
Compte tenu de l’importance des fonc-
tions de TRBP dans la biogenèse des 
miARN et dans la réplication virale, des 
cribles d’interaction protéine-protéine 
ont été effectués, notamment par la 
technique de double-
hybride chez la levure 
[9] (➜), afin d’iden-
tifier de nouveaux
partenaires de liaison pouvant concourir 
à son activité ou à sa régulation [10]. 
En particulier, de nouveaux partenaires 
ont été recherchés parmi les protéines 
impliquées dans l’assemblage des petits 
ARN nucléolaires (snoARN). En effet, les 
snoARN constituent une nouvelle source 
possible de précurseurs des miARN [1], 
selon des mécanismes encore mal com-
pris. Il a ainsi été rapporté que RPAP3 
(RNA polymerase II-associated pro-
tein 3), un membre du complexe pro-
téine chaperon, R2TP (RUVBL1/RUVBL2/

 l’immunodéficience humaine (VIH) [6]. 
Comme son acronyme le laisse entendre, 
TRBP a d’abord été caractérisée par son 
interaction avec l’élément ARN tran-
sactivateur du VIH (TAR RNA pour trans 
activating response RNA), une structure 
en tige boucle de l’ARN viral [6]. La 
formation de cette structure particu-
lière, située dans la partie 5’ LTR (long 
terminal repeat) du génome viral, limite 
la traduction de ce dernier. La fixation 
de TRBP sur l’élément TAR déstabilise 
la structure en tige boucle, ce qui faci-
lite alors la traduction [6]. Ainsi, TRBP 
contribue à l’infection virale. Récem-
ment, il a même été suggéré que c’est le 
clivage de l’élément TAR par Dicer, asso-
ciée à TRBP, qui permettrait de désta-
biliser l’élément TAR, produisant par la 
même occasion des miARN viraux favo-
risant la multiplication virale en limi-
tant l’apoptose des cellules infectées 
[7]. TRBP agit également sur d’autres 
aspects de la réplication virale en inhi-
bant directement la protéine kinase R 
(PKR), activée en présence d’ARN exo-
gènes, ou en l’inhibant indirectement, 
en empêchant son interaction avec l’une 
de ses protéines activatrice, la protéine 
PACT [6]. Il a été montré récemment 

(➜) Voir la Nouvelle 
de M. Rederstorff, 
m/s n° 4, avril 2020, 
page 329
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Figure 1. Représentation en ruban de la structure tridimensionnelle du complexe entre TRBP (en 
orange) et RPAP3 (en vert), obtenue par cristallisation avec une résolution de 1,49 Å après ana-
lyse des données de diffraction des rayons X.
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pourrait séquestrer TRBP et en moduler 
l’activité, notamment en relation avec 
Dicer, et conduire à des variations dans 
le processus de maturation des miARN. ‡
A new mechanism of control of miRNA 
maturation?
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3’-UTR, les sites de reconnaissance par 
le miARN Let-7 endogène, ont été effec-
tuées sur des cellules de lignées de cancer 
colorectal témoins, ou n’exprimant plus 
la protéine RPAP3 [10]. Ces expériences 
ont montré qu’en absence de RPAP3, une 
répression plus importante de l’expression 
du gène rapporteur luciférase était obser-
vée, traduisant une activité d’interférence 
ARN plus importante. La quantification 
du niveau d’expression du miARN Let-7 
mature et de son précurseur en présence 
ou en absence de RPAP3 a ensuite révélé 
une augmentation de 20 % du rapport 
Let7/pri-Let7 dans les cellules n’expri-
mant plus RPAP3, ce qui suggère que la 
maturation de ce miARN est augmentée 
en absence de RPAP3. Ainsi, les résul-
tats obtenus laissent penser que RPAP3 
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