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Annexe 1 : Représentation schématique du contrdle de I'opéron lactose chez les bactéries. D’une part, le lactose,
sous sa forme allolactose, est capable d’interagir avec Lacl bloquant son action inhibitrice au niveau de
I'opérateur LacO du promoteur Lac. D’autre part, le glucose agit comme inhibiteur en bloquant la voie de
synthese de 'AMPc qui, transformé en protéine CAP, assure une transcription plus importante des génes de

I'opéron lactose [28].

G22:
GCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTGTGGGAGGCTGAGGAGGGAGGATTGCTCGAGCTCAGGAGTTCGAGACTCGC
CTGAGCGAAAGTGAGACCCCGACTCATTAAAAAAATGGAAAAACCCAGCCGGGCGCCGCGGCGAGCGCCTGTAATCCCAGCGGCCTCG
GAGGCTGAGGCAGCAGGATGCCCGCAGCCGGAGTCTGAGGTTGCAGTGGGCTCCGGTGCCACTGCCCTCTGCTCAGGGCACAGGGTGG
AACTCTGTCTCGACAAAAA

pBC1:
AAGGAGTTGGGGATTTAGCTCAGTGGTAGAATGCTTGCCTAGCAAGCGCAAGGCCCTGGGTTCAGTCCTCAGCTCTGTGAAAGGAAAAA
AAAAGACAAAATAAATAATTTAGGAAGTATATGTTAATTGAGGGAAAGAATATAAGTAAATCAAATTACATCATTATT

BC1:
GGGGTTGGGGATTTAGCTCAGTGGTAGAGCGCTTGCCTAGCAAGCGCAAGGCCCTGGGTTCGGTCCTCAGCTCTGGAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAGACAAAATAACAAAAAGACCAAAAAAAAACAAGGTAACTGGCACACACAACCTTT

Ribozyme gIimS :
AAGCGCCAGAACTGGCACCATTGCACTCCGGTGCCAGTTGACGAGGTGGGGTTTATCGAGATTTCGGCGGATGACTCCCGGTTGTTCAT
CACAACCGCAAGCTTTTACTTAAATCATTAAGGTGACTTAGTGGACAAAGGTGAAAGTGTGATGACGAGCAGGCCTGCGGAAT

P4P6 :
GGAATTGCGGGAAAGGGGTCAACAGCCGTTCAGTACCAAGTCTCAGGGGAAACTTTGAGATGGCCTTGCAAAGGGTATGGTAATAAGC
TGACGGACATGGTCCTAACACGCAGCCAAGTCCTAAGTCAACAGATCTTCTGTTGATATGGATGCAGTTCA

@BC1-ribgims:

AAGGAGTTGGGGATTTAGCTCAGTGGTAGAATGCTTGCCTAGCAAGCGCAAGGCCCTGGGTTCAGTCCTCAGCTCTGTGAAAGGAAAAA
AAAAGACAAAATAAATAATTTAGGAAGTATATGTTAATTGAGGGAAAGAATATAAGTAAATCAAATTACATCATTATTAAAAAAAAAAAA
AAAGGATCCAAGCGCCAGAACTGGCACCATTGCACTCCGGTGCCAGTTGACGAGGTGGGGTTTATCGAGATTTCGGCGGATGACTCCCG
GTTGTTCATCACAACCGCAAGCTTTTACTTAAATCATTAAGGTGACTTAGTGGACAAAGGTGAAAGTGTGATGACGAGCAGGCCTGCGG
AAT

Annexe 2 : Séquences d’ADN des différents ARNSss; utilisés.
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Annexe 3 : Poids moléculaires utilisés dans le cadre de migration sur gel : Unstained Protein MW Marker de
Thermo Scientific™ Pierce™ pour les gels SDS (A) ; 0’Gene Ruler DNA Ladder 50pb de BIOGEN PRAHA pour les
tests d’activité du ribozyme gImS (B) ; O’Gene Ruler DNA Ladder 1Kb de BIOGEN PRAHA pour les essais de

dénaturation chimique (C) ; Prestained Protein Ladder de Thermo Fisher Scientific pour les Western Blot (D).
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Annexe 4 : Chromatogramme illustrant I’élution de 500 pL de produits de transcription a large échelle. Le volume
mort de la colonne se situe aux alentours de 9 mL. L’absorbance a 260 nm (rouge) a été suivie pour vérifier la
présence de 'ARN @BC1-ribgms dans la solution tandis que I'absorbance a 280 nm (bleue) permet de vérifier la

contamination par des protéines. La fleche verte représente le pic correspondant a I’élution de @BC1-ribgims.
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Annexe 5 : Spectre d’absorbance UV entre 240 et 340 nm d’une solution en transcrits (transcriptions in vitro a

large échelle) purifiée par tamis moléculaire (A) et d’une solution purifiée par une colonne Roche (transcription

in vitro a courte échelle) (B). Les spectres ont été réalisés en utilisant 170 uL d’une solution stock en transcrits

pour le spectre A, tandis qu’une dilution 40 fois a été réalisée pour la mesure du spectre B. Les spectres de la

solution tampon correspondante a été également mesuré et utilisé comme blanc.

Analyte Concentration (nM) Ligand Dilution Concentration EDTA (mM)

BC1-rib 100 BO3 500X X
BC1-rib 100 B90 250X X
BC1-rib 100 BO3 500X 10
BC1-rib 100 B90 250X 10
@BC1-rib 100 B20 X X

BSA 100 BO3 500X X

BSA 100 B90 250X X
ARN polyA 100 BO3 500X X
ARN polyA 100 B90 250X X

Annexe 6 : Ensemble des conditions mises en place dans le cadre de I’étude de I'interaction des différents clones

sélectionnés par phage display avec I’ARN ¢@BC1-ribgims ainsi qu’avec différents controles.

Analyte Concentration (nM) Ligand Concentration (ug/mL) Conditions expérimentales
en présence de :

PolyA 100 BO3 1 MgCla
Polyu 100 BO3 1 MgCla
BSA 100 BO3 1 MgCla
ADNds 100 BO3 1 MgCl
ADNss 100 BO3 1 MgCl
¢BC1-rib 100 BO3 1 MgCl,
¢BC1-rib 100 BO3 1 EDTA
@BC1-rib 100 BO3 1 MgCl,
@BC1-rib 100 BO3 1 EDTA




@BC1 100 BO3 MgCl;
@BC1 100 BO3 EDTA
rib 100 BO3 MgCl;
rib 100 BO3 EDTA
BC1 100 BO3 MgClz
BC1 100 BO3 EDTA
75K 100 BO3 MgClz
75K 100 BO3 EDTA
P4P6-rib 100 BO3 MgClz
P4P6-rib 100 BO3 EDTA
P4P6 100 BO3 MgCl
P4P6 100 BO3 EDTA
G22 100 BO3 MgCl
G22 100 BO3 EDTA

Annexe 7 : Ensemble des conditions mises en place dans le cadre de I'étude de la spécificité du nanobody B03

contre un ARNs: (analytes en vert) et contre @BC1-ribgims (analyte en orange).

ARN Nanobody G6P (Ci=10 mM) | RI(40U/uL) | Tampon
(Ci=17,2uMm) (Ci=12,7uM)

ARN 2,6 uL X X 1ul 12,4 uL

ARN + G6P 2,6 uL X 1L 1 11,4 uL
Ratio1:1 2,6 uL 3,5uL X 1 7,9 uL
Ratiol: 1+ G6P 2,6 uL 3,5 uL 1L 1 6,9 uL
Ratio1:2 2,6 uL 7 uL X 1 4,4 uL
Ratio 1:2 + G6P 2,6 uL 7 uL 1L 1 3,4 uL
Ratiol:3 2,6 uL 10,5 puL X 1 0,9 uL

Ratio 1:3 + G6P 2,6 uL 10,5 uL 1L 1 X

Annexe 8 : Préparation des échantillons en vue des tests d’activité du ribozymes glms précédés d’un cycle de

dénaturation-renaturation ou sans un cycle de dénaturation-renaturation.
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Annexe 9 : Profils d’association et de dissociation du nanobody B03 avec @BC1-ribgms (bleu), @BC1 (magenta), le
ribozyme gImS (bleu clair) ainsi qu’avec deux ARNss: contréles que sont P4P6 (159 nt) (orange) et G22 (283 nt)
(rouge). Les associations et les dissociations ont été mesurées sur un temps de 600 secondes. Cette expérience
a été réalisée au moins deux fois de maniere indépendante et a eu recours a une solution tampon suppléée en

EDTA. Les concentrations en protéines et en ARNs utilisées sont respectivement de 58 nM et de 100 nM.
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Annexe 10 : Structures secondaires de BC1 prédites par le programme bioinformatique RNAfold web server (A)
et déterminées expérimentalement par tests enzymatiques (B). La comparaison des deux montre clairement une

forte ressemblance de structure justifiant la fiabilité du programme bioinformatique utilisé.



