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ROLE DE LA POLYADENYLATION DANS LA DEGRADATION ET LA MATURATION
DES ARN DES MITOCHONDRIES DE PLANTES SUPERIEURES

La mitochondrie, organite semi-autonome de la cellule eucaryotique, comporte son propre
systeme génétique. Chez les plantes, la régulation du génome mitochondrial a principalement
lieu au niveau post-transcriptionnel. Pour devenir fonctionnels, les transcrits précurseurs mito-
chondriaux sont intensivement modifiés par maturation des extrémités 5 et 3’, épissage, et édi-
tion. En revanche, ils ne sont pas polyadénylés de fagon constitutive. Or, il a été montré qu'un
transcrit mitochondrial pouvait étre polyadénylé et que sa polyadénylation était corrélée a sa dé-
stabilisation in vitro et in vivo. Notre objectif était de mieux caractériser la polyadénylation des
transcrits de la mitochondrie de plante et d’étudier son implication dans un mécanisme de dé-
gradation des ARN mitochondriaux. Ce travail de thése s’est déroulé selon trois axes : la carto-
graphie des sites de polyadénylation des transcrits du gene atp9 de la mitochondrie de Solanum
tuberosum, l'identification de RNases impliquées dans la maturation et la dégradation des ARN
mitochondriaux chez Arabidopsis thaliana, et 1'étude de la maturation et la dégradation des ARN
ribosomiques 18S a I’aide de plantes transgéniques modifiées dans "expression de ces exonucléa-

ses.

En cartographiant les sites de polyadénylation par RT-PCR, nous avons montré que pour les
transcrits du gene atp9 de S. tuberosum, la majorité de ces sites sont situés aux extrémités 3’ matu-
res. Par une stratégie de génétique inverse, nous avons montré que deux exonucléases adressées a
la mitochondrie et homologues de la PNPase et de la RNase II d’E. coli sont impliquées dans la
maturation et la dégradation des ARN messagers mitochondriaux. Enfin, la caractérisation des
intermédiaires de maturation et de dégradation des ARN ribosomiques 18S dans les plantes pour
lesquelles I'expression de la PNPase était supprimée nous a permis de montrer que la polyadé-

nylation joue un réle dans leur maturation et leur dégradation.

Par ce travail, nous avons montré que la polyadénylation est impliquée non seulement dans
la maturation et la dégradation des ARN messagers mitochondriaux, mais aussi d’'un ARN ribo-
somique. Dans tous les cas, la polyadénylation permet le recrutement et I’attaque des extrémités
3’ des ARN par la PNPase. Cette derniere caractéristique est commune aux systémes procaryoti-
ques et d’origine procaryotique possédant une PNPase. Récemment, il a été montré que 1'exo-
some est recruté par un complexe responsable de la polyadénylation de certains ARN nucléaires
de levure pour les dégrader. Il semble que le role originel de la polyadénylation dans le recrute-

ment de complexes exonucléolytiques soit conservé dans des systemes génétiques divers.
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/ Eucaryotes
Eubacteries Plante;- l \
Plastide

Cyanobacterie B 2 Sym;wte

Protiste avec Archaebacteries

Proto-
eucaryotes

Figure 1. Représentation schématique de I'hypothése de I'endosymbiose a l'origine
des eucaryotes. La mitochondrie serait d'origine monophylogénétique.
D’aprés W.F Doolittle TIG, Vol.14, pp. 307-311, 1998.

[.1.0rigine et diversité des génomes mitochondriaux

Les mitochondries sont des organites intracellulaires pourvus d’une double mem-
brane et qui comportent leur propre systeme génétique. La majorité des eucaryotes en
sont pourvus, et, d’apres les études les plus récentes, la mitochondrie serait d’origine
unique, issue de 'endosymbiose d'une bactérie dont les plus proches contemporaines se
trouvent parmi les &-protéobactéries (Gray et al. 1999). Bien qu’apparemment d’origine
monophylogénétique (figure 1), le génome mitochondrial est trés variable en taille et en
structure suivant I'espece considérée. Ainsi, si le génome mitochondrial le plus petit con-
nu est de moins de 6 kb chez Plasmodium falciparum, il est de 16 kb chez '’homme et peut
varier de 200 a plus de 600 kb chez les plantes supérieures. Beaucoup de génomes mito-
chondriaux se présentent sous forme circulaire bien qu’il existe des formes linéaires par

exemple chez Chlamydomonas reinhardtii ou bien chez Tetrahymena pyriformis (Burger et al.
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2003). Malgré cette diversité, le génome mitochondrial a un réle commun a tous les euca-
ryotes qui en contiennent : il code pour un nombre limité d’ARN et de protéines indis-
pensables a la biogenése d'une mitochondrie fonctionnelle. Pourtant la plupart de I'in-
formation génétique nécessaire a cette biogenése réside dans le noyau, ce qui implique un
transport ciblé dans les organelles de protéines codées par le noyau et dans certains cas

de petits ARN, particulierement d’ARN{.

I.2.Fonctions de la mitochondrie dans le métabolisme cellulaire

La mitochondrie participe a plusieurs fonctions importantes dans la cellule comme
I'homéostasie ionique, le métabolisme intermédiaire et ’apoptose. La capacité codante du
génome mitochondrial est principalement réservée a la fonction respiratoire et a I’expres-
sion de son génome (transcription, mécanismes post-transcriptionnels, traduction) ainsi
qu’au transport des protéines. Mais la mitochondrie joue aussi un role dans le métabo-
lisme des lipides, des nucléotides, des acides aminés, ainsi que dans le métabolisme pri-
maire du carbone, la synthese de 'heme, la synthése des complexes fer-soufre, la syn-
thése de co-facteurs, en particulier 1’acide lipoidique, la biotine et le folate, dans la mito-
chondrie de plante. Une des fonctions majeures de la mitochondrie dans la cellule est la
production d’ATP, source d’énergie pour la cellule, qui utilise le transport d’électrons
couplé a la phosphorylation oxydative (figure 2). La chaine de transport des électrons
comporte cinq complexes majeurs : le complexe I ou NADH-ubiquinone oxydoréductase,

le complexe II ou succinate déshydrogénase, le complexe III ou ubiquinone-cytochrome
c oxydoréductase, le complexe IV ou cytochrome ¢ oxydase, le complexe V ou F1FO0-type
H+ ATP synthétase. Mais ce qui caractérise les mitochondries de plante est la présence de
dérivations de la chaine respiratoire classique par la présence d'une NADH déshydrogé-
nase insensible a la roténone et d'une oxydase alternative qui joue un role antioxydant

(Heazlewood et al. 2004).
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Figure 2. Organisation de la chaine de transport des électrons dans la membrane

interne de la mitochondrie de plante.

—» Transport des électrons

—» Translocation des protons

D’aprés B.B Buchanan, W. Gruissem, R.L. Jones, Biochemistery & Molecular Biology

of Plants. American Society of Plant Physiologists, 2000. y

1.3.Evolution et caractéristiques actuelles du génome mitochon-

drial de plante

D’un point de vue évolutif, en comparant le génome mitochondrial plus ancestral
de Marchantia polymorpha a celui plus récent d’Arabidopsis thaliana (figure 3), on s’apercoit
que le génome mitochondrial des angiospermes a évolué par des recombinaisons qui ont
conduit a des réarrangements génomiques extensifs. Ces réarrangements peuvent géné-
rer des genes chimériques ou des ORF (“Open Reading Frame”) nouvelles a partir de
morceaux de génes connus. Chez les plantes, ces genes chimériques peuvent parfois étre
associés a la stérilité male cytoplasmique qui est caractérisée par 1'incapacité a produire
du pollen fonctionnel. Par ailleurs on constate I"apparition de I'édition des ARN et la dé-
térioration progressive du caractere ancestral de I’ADN mitochondrial. Cette dégénéres-
cence a pour conséquences la cassure d’opéron de type bactérien, la fragmentation et la

dispersion des geénes codant pour des protéines provoquant I'émergence du trans-spli-
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cing, la perte de genes au profit du noyau, l'intégration d’ADN provenant d’autres gé-
nomes (nucléaires et chloroplastiques), la perte progressive des genes d’ARNt compensée
par le transport du cytosol d’ARNt codés par le génome nucléaire et, enfin, la modifica-

tion de la strucure physique du génome (Gray et al. 1999).

0 50 100 150 200 250 300 350 400 kb

I 367
I 184
I 69

m1i7

Arabidopsis : plante supérieure; Marchantia : mousse;
Reclinomonas : protozoaire; Homo : homme

I Taille de ’ADN mitochondrial (kb)
Nombre de génes codant pour des protéines

[ Figure 3. Taille et capacité codante de génomes mitochondriaux ]

1.3.1.Taille et capacité codante

Le génome mitochondrial de plante supérieure est caractérisé par sa grande taille
qui est par exemple de 369 kb pour la betterave sucriere, de 490 kb pour le riz et de 367
kb chez Arabidopsis thaliana, ce qui représente un tiers de la taille du génome de Rickettsia
prowazekii, ' x-protéobactérie qui se rapproche le plus de la mitochondrie contemporaine.
Pourtant, le génome mitochondrial d’Arabidopsis thaliana ne code que pour 4% de la
quantité de protéines codées par le génome de Rickettsia. Cette faible capacité codante
s’explique par le fait que le génome mitochondrial d’Arabidopsis thaliana comporte un
pourcentage élevé de séquences non codantes (plus de 80%) (figure 4) alors qu’il n’est
que de 24 % pour Rickettsia. Le génome mitochondrial d’Arabidopsis thaliana est 22 fois

plus grand que celui de la mitochondrie humaine qui ne code que pour 2,5 fois plus de
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protéines que celui-ci (32 contre 13). A noter que I’ADN mitochondrial végétal code pour
les trois ARN ribosomiques (26S, 18S, 5S) alors que I’ADN de la mitochondrie humaine
ne code que pour les deux premiers, le troisieme étant importé du cytosol. Bien que le 55
soit présent dans la matrice mitochondriale humaine, il ne parait pas associé au ribosome
et sa fonction reste inconnue. En revanche, le génome mitochondrial d’Arabidopsis thaliana
ne comporte pas un ensemble suffisant d’ARNt pour traduire tous les codons contraire-
ment a celui de la mitochondrie humaine, d’autant que quatre génes de ARNt exprimés
du génome mitochondrial d’Arabidopsis thaliana sont issus du génome du chloroplaste
dont les insertions représentent 1% du génome mitochondrial de cette plante. Ainsi une
autre caractéristique du génome mitochondrial de plante supérieure, outre sa taille im-

portante, est sa composition mosaique, due en partie a 'acquisition d’ADN d’origine

chloroplastique, nucléaire, virale et mais aussi d’origine inconnue (Burger et al. 2003).

/ 10% \
genes identifiés

v

10%
ORFs non identifiées

0
4% 60%
k nucléaire non-assig?
( Figure 4. Composition du génome d’Arabidopsis thaliana ]

1.3.2.Structure physique et genes codés

Si I’ADN mitochondrial de plante peut étre assemblé sous la forme théorique d'un
chromosome circulaire appelé aussi cercle maitre (figure 5), une structure qui a été obser-
vée effectivement chez Marchantia polymorpha (Oda et al. 1992), il apparait plus générale-

ment sous les formes plus complexes d'un ensemble de molécules circulaires et linéaires
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subgénomiques. De fait, le génome de la mitochondrie végétale est une structure dyna-
mique multipartite sujette a de nombreuses recombinaisons homologues impliquant des
séquences répétées. La réorganisation du cercle maitre peut se faire par “flip-flop” si les
séquences répétées sont en orientation inverse, ou par “loop-out” formant deux molécu-
les sub-génomique si les séquences répétées sont en orientation directe. Chez la mito-
chondrie de plante, certaines molécules sub-génomiques possedent leur propre origine
de réplication et se répliquent de maniére autonome (Backert et al. 1997), ce qui augmente
encore la complexité physique des génomes mitochondriaux de plante. Les mécanismes
qui régissent la réplication, la ségrégation et le contréle du nombre de copies de molécu-

les sub-génomiques restent actuellement tres peu connus.

Bien que la taille et la structure des génomes mitochondriaux de plante soient trés
diverses, les séquences codantes sont, quant a elles, particulierement conservées et le
nombre peu variable de genes est généralement compris entre 50 et 60. Ces génes sont
espacés par des régions non codantes de 2 a 60 kb. Ils codent pour des sous-unités des
complexes de la chaine respiratoire, pour des protéines impliquées dans la biogenese des
cytochromes de type ¢, pour un nombre variable de protéines ribosomales, pour trois

ARN ribosomiques (5S, 18S et 26S) et pour un ensemble d'une quinzaine d’ ARN.
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Figure 5. Carte circulaire du génome mitochondrial du mais NB. Les séquences répétées sont
colorées dans le cercle externe. Le cercle médian indique I'emplacement des ORFs (prédites de
taille > a 99 amino acides). Le cercle interne montre en vert les régions avec au moins 80%
d’identités avec des séquences du génome chloroplastique. D'aprés Sandra W. Clifton et al, Plant
Physiology, 2004, Vol. 136, pp. 3486-3503.
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I.4.Expression du génome mitochondrial de plante

1.4.1.Transcription des genes mitochondriaux de plante

1.4.1.1.Unités transcriptionnelles

Chez les plantes supérieures, I’analyse des transcrits montre qu’il existe aussi bien
des cas parfois simples avec un seul ARN mature pour un seul gene exprimé, que des
profils d’expression souvent complexes comprenant plusieurs genes co-transcrits. Bien
que la densité des séquences codantes soit faible par rapport a la grande taille du gé-
nome, il semble que la répartition en “clusters” de genes définissant des unités de co-
transcription soit la reégle dans les mitochondries de plantes supérieures. Cette organisa-
tion reflete probablement 1’ascendance procaryotique de la mitochondrie. Les génes pro-
caryotiques sont, en effet, organisés en opérons qui conduisent a la synthese de transcrits
polycistroniques comprenant des genes impliqués dans des fonctions liées entre elles.
Toutefois les unités de transcription mitochondriale de plante ne sont pas conservées en-
tre especes, et ne ressemblent en rien a celles qui sont observées dans les bactéries con-
temporaines. Par exemple les genes co-transcrits ne codent pas pour des protéines dont
les fonctions sont reliées, ce qui est la encore une conséquence possible des réarrange-
ments massifs ayant eu lieu durant 1’évolution de la mitochondrie de plante. Le séquen-
cage de plusieurs génomes mitochondriaux de plante permet de constater que 1’assem-
blage en “clusters” de geénes est une caractéristique commune, mais que les combinaisons
de genes de ces “clusters” sont différentes d’une espece a l'autre (figure 6). Toutefois,
quelques associations sont conservées dans la plupart des espéeces de plantes supérieures,
par exemple le co-transcrit rps3-rplé codant pour des protéines de la petite et la grande
sous-unité du ribosome mitochondrial (Takemura et al. 1992). Cette conservation entre
especes concerne aussi l’association des ARN ribosomiques 18S et 55 exprimés sous

forme d’un co-transcrit (Maloney et Walbot 1990).
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alors qu'il existe un promoteur alternatif qui est responsable de la co-transcritption de nad3-rps12
uniquement. Chez le blé, nad3-rpsl2 sont co-transcrits avec atp8, et des événements
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complexes de maturation générent de multiples formes de transcrits a partir du
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1.4.1.2.Les promoteurs des mitochondries de plante

Les études de l'initiation de la transcription montrent que les profils complexes
d’expression des genes ne sont pas seulement dus a de nombreux mécanismes post-
transcriptionnels mais aussi a l'existence de sites multiples de l'initiation de la transcrip-
tion comme c’est le cas pour les génes afp9 et cox 2 de mais (Mulligan et al. 1988; Lupold
et al. 1999). La confrontation des séquences entourant les sites d’initiation de la transcrip-
tion a mis en lumiere 1'existence de séquences “consensus” qui sont considérées comme
promotrices de la transcription dans les mitochondries de plantes (figure 7) (Binder et
Brennicke 2003). Ces séquences “consensus” redéfinis récemment (Kuhn et al. 2005),
comportent un noyau CRTA inclus dans deux motifs nonanucléotides différents chez les
dicotylédones : CRTAAGAGA et CGTATATAA. Le noyau CRTA se retrouve chez les mo-
nocotylédones aussi bien en amont des sites d’initiation de la transcription d’ARN mes-
sagers que d’ARNt et d’ARNr. D’autre part, il existe des génes qui possédent des pro-
moteurs dont la séquence est éloignée du motif “consensus”, comme 1’ARNr 265 de

pomme de terre et plusieurs ARNt (Fey et Marechal-Drouard 1999; Fey et Marechal-
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Drouard 1999). Par ailleurs, contrairement aux promoteurs de type CRTA, ces promo-
teurs non canoniques sont inexploitables dans les systémes de transcription in vitro éta-
blis jusqu’a présent. Environ 30 promoteurs avec un motif relativement conservé ont été
identifiés dans le génome mitochondrial d’Arabidopsis thaliana (Brennicke et al. 1999). Plus
récemment, il a été montré que plusieurs genes sont transcrits a partir de promoteurs
multiples (Kuhn et al. 2005). Ce nombre de promoteurs rapproche le systeme de la mito-
chondrie de plante de celui de la mitochondrie de la levure S. cerevisiaze qui possede 20
promoteurs au motif hautement conservé, le nonanucléotide : ATATAAGTA (figure 7)
(Matsunaga et Jaehning 2004). Alors que celui de la mitochondrie humaine ne comporte
que 2 promoteurs, LSP et HSP, pour transcrire respectivement le brin léger et le brin

lourd, produisant ainsi deux grands précurseurs polycistroniques (Gaspari et al. 2004).

Monocotylédones

Blé RAAANNGCRTATARTRAG
Mais ACRTATATAAA

T G
Riz RRAAANNCRTANANAAA
Dicotylédones Ii
Orge YRAAATNN AAAGYNGCNAG
Oenothére ~ TGAAATNT CAAAA

>

S. cerevisiae ATATAAGTARY

Figure 7. Régions promotrices des genes mitochondriaux. Les séquences conservés entre
les promoteurs des genes mitochondriaux sont colorées. Les fleches coudées indiquent les
sites d'initiation de la transcription. (R=C ou T ; Y= G ou A)
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1.4.1.3.Les ARN polymérases de mitochondries de plante

Trois génes codés dans le génome nucléaire d’ Arabidopsis thaliana ont une similarité
significative avec I’ ARN polymérase de type phagique T3/T7 de la mitochondrie de le-
vure (Rpo41). Un gene code pour une protéine adressée a la mitochondrie, un autre pour
une protéine adressée au chloroplaste et un dernier pour une protéine doublement adres-
sée a la mitochondrie et au chloroplaste (Hedtke et al. 2000). Chez les monocotylédones, il
semble qu’il n’existe que deux enzymes de type bactériophagique exclusivement adres-
sées respectivement a la mitochondrie et au chloroplaste. Le chloroplaste contient au
moins deux types d’activités : une polymérase codée par le génome plastidial de type
bactérien a multiples sous-unités (PEP) et une polymérase de type phagique a sous-unité
unique codée par le génome nucléaire (NEP) (Serino et Maliga 1998; Kabeya et al. 2002).
Du fait de l'origine endosymbiotique de la mitochondrie, on pouvait s’attendre a ce
qu’elle posséde aussi une activité de type bactérien, or seul le protozoaire Reclinomonas
americana dont le génome mitochondrial se rapproche le plus du symbiote ancestral par-
mi tous les organismes étudiés a ce jour, possede une polymérase bactérienne codée par
I’ADN mitochondrial (Lang et al. 1997). Aucune enzyme similaire n’a été identifiée dans
une autre espece. Il semble donc qu’au cours de l'évolution, I'enzyme de type bactério-
phagique a fonctionnellement remplacée la polymérase de type bactérien dans la mito-

chondrie de plante.

1.4.1.4.Cofacteurs de ’ARN polymérase mitochondriale

Pour que l'activité ARN polymérase de mitochondries de plante reconnaisse a la
fois les promoteurs a motif nonanucléotidique conservé et les promoteurs non canoni-
ques, il est possible que des facteurs complémentaires interviennent. C’est le cas pour la
polymérase de type phagique de la mitochondrie de levure et de la mitochondrie hu-

maine qui possédent toutes deux des co-facteurs mtTFB et mtTFA. Chez les plantes, une
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protéine de blé a été identifiée comme ayant une affinité pour le promoteur de cox2 (Ike-
da et Gray 1999). Elle présente une similarité limitée avec les facteurs sigma bactériens.
En revanche la protéine recombinante correspondante stimule 'initiation de la transcrip-
tion in vitro et son expression durant la germination est corrélée a la transcription de novo
des génes mitochondriaux, ce qui correspond aux caractéristiques d’un véritable facteur
de transcription mitochondrial. La relation récente établie entre le facteur humain mtTFB
et les ARN adénine méthyltransférases a conduit a rechercher dans le génome d’A. thalia-
na des génes codant pour de telles enzymes. L'un de ceux-ci est prédit comme codant une
enzyme adressée exclusivement a la mitochondrie par tous les programmes de prédic-
tion. Cependant il n’est pas prouvé expérimentalement si cette enzyme peut jouer un réle

de co-facteur des polymérases de type RpoT mitochondriales.

1.4.2.Mécanismes post-transcriptionnels

Dans un organisme, la majorité des ARN sont transcrits sous forme de précurseurs
biologiquement inactifs (figure 8), qui, pour jouer leurs roles biologiques, requierent une
maturation importante qu’elle soit interne ou a leurs extrémités. Ceci est particulierement
vrai dans la mitochondrie de plante dans laquelle, apres la transcription, les ARN, pour
devenir fonctionnels, doivent passer a travers un nombre important de modifications
post-transcriptionnelles complexes. Parmi ces processus, on peut citer : I'édition (figure 9,
13), I'épissage en cis et en trans des introns (figures 10, 11, 12), la maturation aux extré-
mités 3’ et 5’ (figure 14, 15), I’addition de nucléotides non codés par le génome. Sauf pour
la maturation de certains ARN, il ne semble pas qu’il y ait d’ordre séquentiel a ces évé-
nements post-transcriptionnels impliqués dans le contrdle de I’expression des génes mi-
tochondriaux de plante. Le dernier point de régulation du taux de transcrits fonctionnels

est finalement le processus de dégradation de ces ARN.
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Figure 8. La transcription dans les mitochondries de plantes. Les structures en
tige-boucle dans la partie 3' UTR du transcrit est plus un signal de maturation
gu’un signal d’'arrét de la transcription.
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1.4.2.1.Epissage de ’ARN dans la mitochondrie de plante

I existe dans les organelles de plante des introns de groupe I et de groupe 1I, clas-
sés selon leurs caractéristiques structurales (Michel et al. 1982). Ceux de la mitochondrie
de plante appartiennent en grande majorité au groupe II. Les introns de groupe II sont
composés de 6 domaines distincts conservés (D1 a D6). La voie classique d’épissage se
déroule en deux étapes : le site d’épissage en 5 est attaqué par un groupe hydroxyle
d’une adénosine qui se situe dans le domaine D6. Puis le groupe hydroxyle en 3" de
I'exon attaque le site d’épissage en 3’. L'intron est alors relargué sous forme de lasso.

Les introns du groupe II sont tous situés dans les genes codant pour des protéines
chez les plantes supérieures. Chez A. thaliana et le riz, les genes nadl, nad2, nad4, nads,
nad7, ccb452, cox2, rps3, et rpl2 sont interrompus par des introns allant de 485 a 4000 nu-
cléotides (Unseld et al. 1997; Notsu et al. 2002). La plupart de ces introns sont en confor-
mation cis : 'intron et les exons le flanquant appartiennent a une unique molécule d’ARN
(figure 10). Cependant quelques introns en trans ont été caractérisés pour les genes nadl,
nad2 et nad5 (Chapdelaine et Bonen 1991; Knoop et al. 1991; Pereira de Souza et al. 1991;
Wissinger et al. 1991; Sutton et al. 1995; Unseld et al. 1997; Kubo et al. 2000). Dans ce cas,

I"épissage intervient entre deux molécules d’ARN différentes pour ne générer qu'un seul

Institut de Biologie Moléculaire des Plantes These de Doctorat/Introduction générale

14



ARNm mature (figures 11, 12). Les introns de groupe II des mitochondries de plante sont
incapables d’effectuer un auto-épissage in vitro. L'étude du mécanisme d’épissage n’a
débuté que grace au développement d'une technique d’expression transitoire de gene
utilisant 1’électroporation de mitochondries de plante purifiées (Farre et Araya 2001;
Farre et Araya 2002). Mais aucune protéine n’a formellement été identifiée comme ap-
partenant a la machinerie d’épissage dans les mitochondries de plante jusqu’a présent.
Cependant une protéine putative (mat-r) relative aux maturases de bactéries, de chloro-
plastes et de champignons, est codée par un gene situé dans un intron entre les exons d et
e de nadl chez les plantes a fleurs (Wahleithner et al. 1990). Mais le role biologique de
cette protéine n’est pas encore caractérisé. Alors que pour le chloroplaste, les facteurs
d’épissage des introns du groupe II (CRS1, CAF1, CAF2) ont récemment été identifiés.
Les paralogues putatifs de ces protéines existent pour la mitochondrie d’A. thaliana (Os-
theimer et al. 2003). Ils sont donc de bons candidats a étre des facteurs d’épissage de la

mitochondrie végétale.

I.4.2.2.1'édition des ARN de la mitochondrie de plante

edition

% G TLEE T
ARN exon A |_intron exon B
Uuuu
[ | |

0 FE0E
ARN exon A |__intron exon B

Figure 9. Représentation schématique de I'édition dans les mitochondries de
plantes. Les cytidines sont converties en uridines par déamination.
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L'édition désigne toute modification de la séquence transcrite par rapport a la sé-
quence de 'ADN matrice (Gott et Emeson 2000; Bass 2002). L’édition comme 1'épissage
est un mécanisme qui remet en question la relation directe entre un geéne et une protéine.
Dans les mitochondries de plante, ’édition des ARN consiste principalement en la con-
version de cytidines en uridines (figure 9), ce phénomeéne a été décrit également chez les
chloroplastes (Hoch et al. 1991). Cette découverte a mis fin a la polémique sur le code gé-
nétique utilisé par la mitochondrie de plante (Covello et Gray 1989; Gualberto et al. 1989;
Hiesel et al. 1989), qui s’est révélé étre universel. L'apparition de 1’édition au cours de 1'é-
volution semble coincider avec le passage des plantes du milieu aquatique au milieu ter-
restre, car a 'exception de Marchantia et de quelques mousses, I'édition des ARN a été
trouvée chez toutes les plantes terrestres testées alors qu’elle est absente chez les algues
(Malek et al. 1996).

L'analyse des transcriptomes des mitochondries d’A. thaliana et de riz montre res-
pectivement 441 et 491 sites d’édition dans les ORF,(Giege et Brennicke 1999; Notsu ef al.
2002). Si I'édition dans la mitochondrie de plante affecte particulierement la partie tra-
duite des transcrits, elle peut concerner aussi les ARNt, les introns, les régions 5" et 3’
UTR des ARNm. Si le taux d’édition des Cs codants est rarement de 0%, il peut atteindre
plus de 25% pour certains transcrits. Ceci est bien plus conséquent comparé aux trans-
crits chloroplastiques qui ne comportent, dans leur ensemble, qu'une trentaine de sites
d’édition (Maier et al. 1995; Lutz et Maliga 2001; Tsudzuki et al. 2001).

L'édition est un processus indispensable a I'expression des protéines mitochon-
driales puisqu’il est requis pour l'incorporation d’acides aminés essentiels a la fonction
de protéines, ou pour créer des codons d’initiation et de terminaison de la traduction
(Begu et al. 1990; Chapdelaine et Bonen 1991; Quinones et al. 1995; Zanlungo et al. 1995)
(figure 13).

Quelques sites d’édition se trouvent dans des introns du groupe II. Mais si ces
modifications renforcent le repliement correct de I'intron en augmentant 1’appariement
de bases, et peuvent donc améliorer I'efficacité de I'épissage, elles ne semblent pas essen-

tielles puisqu’on peut trouver des introns excisés partiellement ou pas du tout édités
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(Carrillo et Bonen 1997; Carrillo et al. 2001). Alors qu’il ne semble pas y avoir de sites d’é-
dition dans les trois ARN ribosomiques (5S, 185 et 26S), 1’édition des ARNt conditionne
parfois leur maturation (Marchfelder et al. 1996; Marechal-Drouard ef al. 1996).

Il n"y a pas de polarité 5-3’ de I'édition. Elle ne semble donc pas liée a la traduc-
tion. Méme s’il existe un taux variable de transcrits partiellement édités en fonction des
conditions de culture ou du stade de développement de la plante, ces variations seraient

dues a la stabilité relative des transcrits plutot qu’a une régulation de I’édition.

Blé cox3 TTTGTAGACGTGGTTcGGTTATTCCCATTTGTCTCT
F v D V VIR>W L F|P>LF V S

Consensus F V D V V|W|L F| LJ|Y V S
(non-plantes)

Figure 13. L’édition de C en U est requise pour coder des protéines
fonctionnelles dans la mitochondrie de plante. Exemple d’édition a deux sites
dans les transcrits du gene cox3 de blé (nucléotides en minuscules oranges) qui
restaurent le codage de deux acides aminés conservés dans toutes les autres
séquences de COXa3.

Le développement récent de systemes d’édition in vitro (Takenaka et Brennicke
2003) et in organello (Farre et Araya 2001) a ouvert des perspectives inédites pour étudier
les caractéristiques de I'édition dans les mitochondries de plante. Ainsi, la conversion de
C en U ne se fait pas par substitution de nucléotide mais plus probablement par déami-
nation ou transamination. Si le génome nucléaire d”A. thaliana comporte 9 genes de cyti-
dine déaminases putatives, aucun n’a été montré comme codant une protéine adressée
aux organelles.

Quant a la spécificité de 1'édition, ni structure commune et ni motif “consensus”
au niveau des séquences des sites d’édition n’a été identifié. Pourtant des déterminants
essentiels en cis ont pu étre mis en évidence grace a la transfection de mitochondries par
électroporation pour plusieurs sites d’édition du gene cox2 de blé (Farre et Araya 2001). Il
est donc probable que chaque site d’édition soit spécifiquement reconnu par un trans-
facteur. Ces facteurs de spécificité pourraient étre des petits ARN antisens appelés ARN

guides comme il en existe dans le systeme d’édition de la mitochondrie de trypanosome
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(Smith et al. 1997). A ce jour, aucun de ces petits ARN putatifs n’a pu étre mis en évidence
dans les mitochondries végétales. L'absence d’implication d’ARN (a part I’ARNm) dans
le mécanisme d’édition joue actuellement plutét en faveur de I'existence dans le génome
nucléaire de plante d'une grande famille de génes codant pour des protéines liant I’ARN
et adressées a la mitochondrie. Une famille de génes répondant a ces criteres est la famille
des protéines a motifs PPR qui représente 1 a 2% du total des génes codant pour des
protéines d’ A. thaliana (Small et Peeters 2000; Lurin et al. 2004). L'étude, en cours, de la
fonction de ces protéines pourra confirmer leur implication dans 1’édition et plus parti-
culierement dans la reconnaissance spécifique des sites d’édition pour les ARN mito-
chondriaux. En effet, chez le chloroplaste il a récemment été montré qu'une protéine a

motif PPR était impliquée dans 1’édition d'un ARN (Kotera et al. 2005).

I.4.2.3.Maturation en 5’ et 3’ des ARN mitochondriaux de plante

Les ARN de la mitochondrie de plante sont synthétisés sous forme de précurseurs.
C’est-a-dire que le site d’initiation de la transcription ne correspond généralement pas a
I'extrémité 5" mature et il semble qu’aucune extrémité 3" mature ne soit établie par termi-
naison de la transcription. La taille de ces transcrits primaires instables peut étre relati-
vement grande, pour preuve la détection de 21 kb de séquences non codantes flanquant
les ARNr transcrits dans la mitochondrie de mais (Finnegan et Brown 1990). De plus dans
la mitochondrie de plante, certains génes sont co-transcrits et sont ainsi souvent maturés
en unités codantes monocistroniques. La maturation en 5" et en 3’ des ARNSs, en plus
d’étre essentielle a I'expression du génome mitochondrial est aussi un point important de

régulation de cette expression.
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RNase Z, respectivement. La
maturation en 5’ précede la
maturation en 3’ (Kunzmann,
A.PNAS, Vol. 95, pp 108-
113), 1998). Dans le cas de
’ARNt Phe I'édition précéde
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1.4.2.3.1.Maturation des ARNt

La maturation des ARNt est a '’heure actuelle le processus du métabolisme des
ARN de la mitochondrie de plante supérieure le mieux caractérisé. L'utilisation de sys-
témes in vitro a montré que deux activités endonucléolytiques étaient impliquées dans
I'excision d’ARNt d"une molécule d’ARN précurseur. L'extrémité 5" est maturée par la
RNase P (Hanic-Joyce et Gray 1990; Marchfelder et al. 1990), alors que l'extrémité 3’ est
coupée par la RNase Z apres la base discriminatrice (Kunzmann et al. 1998). Les genes
des ARNt des mitochondries de plante ne codent pas pour le CCA terminal, qui est donc
ajouté par une ARNt nucléotidyltransférase (Hanic-Joyce et Gray 1990) (figure 14). Par
ailleurs, I’édition d’'un ARN, lorsqu’elle a lieu, précede sa maturation (Marechal-Drouard

et al. 1996; Kunzmann et al. 1998).

1.4.2.3.2. Maturation des ARNr

L’'organisation des génes d’ARN ribosomiques est généralement commune aux
plantes supérieures. Le 18S et le 55 sont proches et co-transcrits, alors que le 26S est isolé.
De méme que les ARNt, les ARNr matures proviennent de la maturation de longs pré-
curseurs (Mulligan et al. 1988; Maloney et al. 1989). Par contre, aucun systeme in vitro fia-
ble n’a permis a ce jour l’analyse détaillée de la maturation des ARNr des mitochondries
de plante. Il est possible que le systeme d’expression transitoire de génes récemment mis
au point (Farre et al. 2001) apporte des informations nouvelles quant aux mécanismes de

maturation de ces ARNSs.

1.4.2.3.3.Maturation des ARNm

Le profil d’expression des ARNm est extrémement complexe. Cette complexité est
due majoritairement aux extrémités 5" et 3" multiples, a la présence d’intermédiaires non

épissés ou a la co-expression de certains genes qui sont ensuite maturés en ARNm mono-
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cistroniques (figure 15). Pour commencer 1'étude de la maturation des ARNm, il est né-
cessaire de cartographier précisément les extrémités 5’ et 3’ des ARN avec diverses tech-
niques dont celle qui consiste a circulariser les transcrits (Kuhn et Binder 2002).

Plusieurs extrémités 3’ ont été localisées directement en aval de répétitions inver-
sées qui peuvent se replier en des structures secondaires stables (Hoffmann et al. 1999).
Ces structures secondaires représentent plutot des signaux de maturation que des termi-
nateurs de la transcription (Dombrowski et al. 1997). La maturation de longs précurseurs
jusqu’aux extrémités 3" matures serait effectuée par une exonucléase 3’-5". Une telle exo-
nucléase n’a pas encore été caractérisée, bien que des génes candidats existent dans le gé-
nome nucléaire d’Arabidopsis thaliana et soient actuellement a 1’'étude. Deux de ces genes
candidats ont fait 1’objet d'une attention particuliére durant le travail de cette these. Tou-
tefois tous les transcrits ne possédent pas de structures secondaires particulieres a leur
extrémité 3’, suggérant l'existence de mécanisme(s) additionnel(s) pour expliquer la for-

mation de l'extrémité 3’ mature de ces transcrits mitochondriaux.

Figure 15. Représentation schématique de la maturation des extrémités
5’ et 3’ des ARN messagers de la mitochondries de plantes. Les acteurs
protéiques et les modes de maturation n’étaient pas connus au début de
ce travail de these.

Il existe beaucoup moins d’informations disponibles sur la formation des extré-
mités 5 matures. L'identification de génes impliqués dans la maturation en 5 des trans-
crits mitochondriaux bénéficiera certainement des études de la restauration de la fertilité

de mutants males stériles cytoplasmiques (CMS). Dans plusieurs cas, l'expression des
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genes restaurateurs de la fertilité (Rf) modifie le profil d’expression de I’ARNm associé au
phénotype de CMS (Monéger et al. 1994; Tang et al. 1996, Menassa et al. 1999). Récemment
des genes restaurateurs affectant le profil d’expression de transcrits associés a la CMS
chez le pétunia et le riz ont été identifiés (Bentolila et al. 2002; Kazama et Toriyama 2003).
Ces genes codent des protéines adressées a la mitochondrie appartenant a une large fa-
mille de protéines ayant des répétitions de pentatricopeptide (PPR) (Small et Peeters
2000; Lurin et al. 2004). Mais il reste a déterminer leurs modes d’action dans la maturation

des ARNm mitochondriaux.

1.4.2.4.Addition aux extrémités 3’ de nucléotides qui ne sont pas codés par

le génome

Les techniques classiques de cartographie des extrémités 3" des transcrits comme
les protections a la RNase ou a la nucléase S1 ne prennent pas en compte le fait qu’il peut
exister une addition post-transcriptionnelle de nucléotides dans les mitochondries.
Pourtant récemment, deux groupes, en utilisant I’ancrage d'un oligonucléotide en 3" des
ARN suivi d’une synthese de cDNA, puis d'une amplification PCR, ont observé des nu-
cléotides non codés par le génome a I'extrémité 3" d’ARN mitochondriaux (Williams et al.
2000), (Kuhn et al. 2001)). C’est le cas notamment pour rps12, cox2, et atp9 de mais. Pour
les transcrits du gene rps12, 90% des clones analysés comportent 1 a 4 C ou A supplé-
mentaires, la majorité se terminant par CCA. La prévalence de ce triplet de nucléotides
suggere son ajout par une activité ARNt nucléotidyl transférase. Cependant ces nucléoti-
des ajoutés pourraient jouer un role biologique qui reste a déterminer. Une étude simi-
laire a été effectuée chez le chloroplaste pour un transcrit et les résultats ont montré que
les extensions de nucléotides non codés par le génome trouvées en 3’ correspondaient a
la séquence complémentaire de l'extrémité 3’. Cette observation pourrait étre reliée a la
présence d’une activité RNA polymérase RNA-dépendante (RdRp) (Zandueta-Criado et
Bock 2004).
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1.4.2.5.Polyadénylation et stabilité des transcrits mitochondriaux

Le niveau d’expression d'un gene résulte d'un équilibre entre ses taux de trans-
cription, de stabilisation et de dégradation. En effet, 'abondance relative d’un transcrit
fonctionnel a un moment donné n’est due qu’en partie seulement a son taux initial de
synthese. Mais "accumulation d’un transcrit particulier est aussi le résultat de son taux
de dégradation propre. Or les transcrits matures des mitochondries de plantes présentent
une variabilité importante de leur niveau d’expression et de leur taux de dégradation
(Giege et al. 2000). La stabilité des ARN parait donc étre un point de contréle important
de I'expression des genes de la mitochondrie de plante.

Comme nous l’avons vu ci-dessus, la structure de I'extrémité 3’ d’un transcrit est
déterminante pour sa stabilité. Par exemple cela a été montré in vivo pour les ARNs de
'orfl38 associée a la stérilité male cytoplasmique Ogura chez le colza (Bellaoui et al.
1997). Les structures en tige-boucle a I'extrémité 3’ peuvent stabiliser un transcrit soit en
empéchant la progression d’exoribonucléases 3’-5, soit en étant reconnues par des pro-
téines liant ' ARN qui protegeraient les transcrits de leur dégradation. Bien qu'une fa-
mille de protéines liant I’ARN ait été identifiée (Vermel et al. 2002), leur role dans la sta-
bilisation de transcrits n’a pas été prouvé.

Récemment il a été montré que des transcrits mitochondriaux de plante pouvaient
étre polyadénylés. Par exemple chez le tournesol, ott le phénotype PET1-CMS (Petiolaris
Cytoplasmic Male Sterility ) est dii a la présence d’un nouveau gene orf522 en aval d’atp].
Lors de la restauration de la fertilité, les transcrits discistroniques atpI-orf522 sont spécifi-
quement dégradés pendant le développement du pollen (Monéger et al. 1994). L'aug-
mentation de la polyadénylation des co-transcrits atp1-orf5622 est corrélée a la dégradation
préférentielle tissu-spécifique de ces ARN (Gagliardi et Leaver 1999) (figure 16). De plus
des substrats polyadénylés correspondant a la partie 3’ UTR des co-transcrits atpl-orf522

sont dégradés in vitro plus efficacement que les mémes substrats non-polyadénylés. Dans
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le mais, les ARN de cox2 peuvent aussi étre polyadénylés, cependant 1'effet déstabilisa-
teur des extensions poly(A) était restreint dans le systeme de dégradation in vitro utilisé
(Lupold 1999).

Un mécanisme de dégradation des ARN impliquant la polyadénylation a été mis
en évidence en premier lieu chez les bactéries (Hajnsdorf et al. 1995; O’'Hara et al. 1995; Xu
et Cohen 1995), puis chez le chloroplaste (Kudla et al. 1996; Lisitsky et al. 1996; Hayes et al.
1999; Schuster et al. 1999). Si ce type de mécanisme a été mis en évidence pour un trans-
crit chimérique mitochondrial dans une lignée de tournesol (Gagliardi et Leaver 1999) , il
n’existait aucune information sur un mécanisme de dégradation des ARNm mitochon-

driaux “classiques” impliquant la polyadénylation avant les travaux présentés dans cette

these.
/ Produit du gene de \
restauration
atpl orf522 atpl orf522
— - AAAAAA
A
Traduction l Dégradation

i D)
! !

K Pas de pollen Pollen J

Figure 16. Modéle pour la restauration de la fertilité dans le systtme de CMS PET-1 du\
Tournesol. L' orf522 est co-transcrite avec atpl et traduite en une protéine de 15 kDa qui
empéche la formation de pollen. Avec I'expression de génes de restauration, les transcrits atpl-
orf522 sont préférentiellement polyadénylés et dégradés comparés aux autres transcrits
mitochondriaux. La dégradation préférentielle de ces transcrits prévient la formation de la
protéine de 15 kDa et la production de pollen est restaurée. J
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1.5.Dégradation des ARN et polyadénylation

1.5.1.Machinerie de dégradation et polyadénylation chez E. coli

I.5.1.1.Mécanismes de dégradation des ARN chez E. coli

Le modeéle de la dégradation des ARNm procaryotiques implique une action com-
binée d’endonucléases et d’exonucléases 3’ 5'. La dégradation est initiée par un ou plu-
sieurs clivages endonucléolytiques suivis par la digestion des fragments résultants a par-
tir de leur extrémité 3’ par des exonucléases 3’-5" (figure 17). Six enzymes sont connues
pour participer a la dégradation des ARN messagers. Trois d’entre elles sont des endonu-
cléases : la RNase E, la RNase G, et la RNase III. Les trois autres sont des exonucléases 3’-

5" :1a RNase II, la polynucléotide phosphorylase (PNPase) et I’oligoribonucléase.

Endonucléase
A\ 4

Exonucléase

v

\ 5" B’D j\

-

Figure 17. Représentation schématique du mécanisme de dégradation des ARNm
chez E.coli. L'extrémité 3' est protégée de Il'attaque des nucléases par une
structure en tige-boucle. L'endonucléase (bleue) clive en amont de la tige-boucle et
crée une extrémité 3’ libre qui peut ainsi étre attaquée par I'exonucléase (jaune).
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1.5.1.1.1.La RNasE

L'enzyme principale de l'initiation de la dégradation des ARN est 1’endoribonu-
cléase E (Coburn et Mackie 1999; Regnier et Arraiano 2000). La RNase E reconnait des si-
tes de clivages de I’ARN simple brin, de préférence dans des régions A /U riche et effec-
tue des coupures endonucléolytiques qui déclenchent la dégradation des ARN (Cormack
et Mackie 1992; Ehretsmann et al. 1992; McDowall et al. 1994; McDowall et al. 1995). Les
fragments résultants sont ensuite dégradés par des exoribonucléases 3’ 5. Le gene codant
pour la RNase E fut identifié pour son réle dans la maturation du précurseur de I’ARN
ribosomal 5S (Ghora et Apirion 1978).

La RNase E est une enzyme dont l'activité dépend de l’accessibilité de I'extrémité
5. En effet, des ARN circularisés comportant des sites de clivages caractérisés sont résis-
tants a la coupure in vitro, comme le sont les mémes ARN dont I'extrémité 5" est protégée
par un oligonucléotide complémentaire. Elle a une action plus rapide sur des transcrits
arborant un 5 monophosphate issus d’une maturation que sur des transcrits primaires
possédant un 5 triphosphate, ce qui n’est pas sans conséquences sur la stabilité relative
de ces transcrits (Mackie 1998). Ces caractéristiques expliquent que des déterminants en
5 des ARN peuvent gouverner leur stabilité. De plus, bien que contrairement aux euca-
ryotes, une activité 5" 3" exonucléase n’ait jamais été identifiée dans les procaryotes, la
dégradation des ARN messagers montre souvent une direction 5" 3’. En réalité il se pour-
rait qu'apres un clivage initial en 5, I'endonucléase suive la progression des ribosomes
jusqu’aux sites de clivages suivants. Ce mouvement de clivages successifs de 5 vers 3’
pourrait créer cette impression de progression 5" 3’ de la dégradation des ARN. De ma-
niere générale, il est admis qu'une premiere étape de coupure endonucléolytique par la
RNase E détermine le taux de dégradation (Regnier et Hajnsdorf 1991). Cette coupure
intervient a des sites de reconnaissance, soit en amont de structures en tige-boucle situées
en 3, soit a des sites proches de l'extrémité 5. Dans tous les cas, dans une deuxiéme
étape, les fragments générés par un clivage endonucléolytique sont dégradés par des

exonucléases 3’ 5.

Institut de Biologie Moléculaire des Plantes These de Doctorat/Introduction générale

27



1.5.1.1.2.Le dégradosome d’E. coli

Un complexe enzymatique appelé “dégradosome” est impliqué dans la matura-
tion et la dégradation des ARN dans le systeme modele bactérien E. coli. Il a été isolé lors
d’efforts déployés pour la purification de 'endonucléase RNase E (Carpousis et al. 1994;
Py et al. 1994). Le noyau du dégradosome est composé de la RNase E, de la PNPase, de
’hélicase RhIB et de I'énolase (figure 18). 5 a 10% de 1’énolase cellulaire forment un com-
plexe avec le dégradosome. Un de ses roles récemment identifié est de réguler la stabilité
des ARN de ptsG (gene qui code pour un transporteur de glucose) en réponse a un stress
métabolique (Morita ef al. 2004). Un dégradosome minimal a pu étre reconstitué in vitro a
partir de protéines purifiées comprenant la RNase E, 'hélicase RhIB et la PNPase. Ce dé-
gradosome minimal dégrade efficacement et de maniere semblable a des dégradosomes
isolés de cellules, des ARN hautement structurés (Coburn et al. 1999). Par ailleurs il a été
établi que des dégradosomes étaient effectivement présents in vivo par des études de mi-
croscopie électronique et des marquages a l'or, et que ces complexes étaient liés a la

membrane cytoplasmique par la partie N-terminale de la RNase E.

~

/ RhIB enolase PNPase

Rnase E

W L

4 N\
Figure 18. Dessin figurant les interactions entre protéines dans le dégradosome

d’E. coli. D’aprés Vanzo NF et al, Genes and Dev. Vol.12, pp. 2770-2781, 1998.
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1.5.1.1.3.Réle structural de la RNase E dans le dégradosome

Interactions avec
les composants

du dégradosome

endoribonucléase liaison
< > < >«

>
S1 | [ [ IrBDl [ 1[1 D
IRRIB/EAl  PNPase |

domaine de dimérisation
domaine riche en arginine

domaine riche en proline
domaine riche en proline et en acide glutamique

domaine de liaison S1 a 'ARN
domaine de liaison a I'ARN /

{ Figure 19. Structure primaire de la RNase E ]

BOEEC
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Le domaine catalytique indispensable a la survie de la cellule est situé dans la
moitié N-terminale de la RNase E. La moitié C-terminale, quant a elle, contient une jonc-
tion riche en proline, un domaine de liaison a ’ARN riche en arginine et une région qui
structure les interactions protéines-protéines avec les autres composants du dégradoso-
me (figure 19): I'hélicase RhIB, 1’énolase et la PNPase (Taraseviciene et al. 1995; McDowall
et Cohen 1996; Kaberdin et al. 1998; Vanzo et al. 1998). Une région stimulant l'activité de
I'hélicase RhIB a été identifiée, de plus la RNase E est capable d’interagir avec elle-méme
(Vanzo et al. 1998). La purification de la partie C-terminale comportant un épitope Flag
est suffisant pour recruter les autres protéines du complexe (Kaberdin et al. 1998). Cepen-
dant vue I'importance de la partie C-terminale de la RNase E dans la structuration du
dégradosome, il est surprenant de constater que cette partie est moins conservée que la
partie N-terminale dans les différentes espéces bactériennes, pointant ainsi les limites du
modele E. coli en ce qui concerne le dégradosome (Kaberdin et al. 1998). Le fait que la

RNase E puisse interagir avec elle-méme conduit a la possibilité qu’au moins un dimere
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de la protéine puisse exister. Sur la base de la molarité des protéines du dégradosome es-

timée d’apres différentes préparations, le dégradosome pourrait contenir au moins un

trimere de PNPase, un dimeére d’énolase, et un dimére de RhIB (Carpousis et al. 1994;

Miczak et al. 1996; Coburn et al. 1999).

1.5.1.1.4.R6le de I’hélicase RhIB

L’association d’une hélicase avec le dégradosome est particulierement intéressante.

La RNase E et la PNPase sont spécifiques de I’ARN simple brin et toutes les deux sont

génées par les structures secondaires, ainsi 1'hélicase RhIB déroulerait les structures se-

0 5
e

‘ ATP

ADP
5' 3’ 3/
Figure 20. Représentation schématique du rble de
I'hélicase RhIB dans la dégradtion des ARNm d’E.coli.
Sans l'activité hélicase, la progression de la PNPase
(jaune) est stoppée par la structure en tige-boucle.
L’hélicase (bleu) hydrolyse I'ATP pour dérouler la tige-

boucle, facilitant la dégradation de 'ARN par I'exonucléase.
{Carpousis, 1999 #18}

condaires pour permettre ’acces de la RNAse

E aux sites de clivages (Miczak et al. 1996).
De plus elle faciliterait aussi I’action de la
PNPase (figure 20). Pour conforter cette
hypothese, la dégradation par le dégrado-
some ,de substrats ARN contenant des
éléments REP (“Repetitive Extragenic Pa-
lindrome”) et l'extrémité 3 hautement
structurée de ’ARN de la protéine S20, est
stimulée dans des conditions qui activent
I'hélicase (Py et al. 1996; Blum et al. 1999;
Coburn ef al. 1999). De plus des anticorps
dirigés contre la RhIB inhibent la dégrada-
tion par la PNPase qui sinon traverse les
structures en tige-boucle des éléments

REP. Ceci montre qu'une hélicase peut

avoir un role actif dans la dégradation des

ARN en favorisant la progression d’une exonucléase (Py et al. 1996).
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1.5.1.1.5.La PNPase et la RNase 11

La polynucléotide phosphorylase d’E. coli est codée par le géne pnp. La PNPase
existe sous forme d’homotrimere dont la sous unité a un poids moléculaire de 78 kDa.
C’est une exonucléase phosphorolytique qui dégrade I'’ARN dans le sens 3’ 5’ en utilisant
du phosphate inorganique et en libérant des nucléosides diphosphates qui peuvent inhi-
ber 'enzyme. Mais elle peut aussi fonctionner de maniére reverse en synthétisant de
I’ARN a partir de nucléosides diphosphates et ainsi ajouter des héteropolymeres aux
fragments d’ARNm générés par la RNase E (Mohanty et Kushner 2000). La PNPase est
responsable de 10 % de l'activité exonucléasique chez E. coli (Deutscher et Reuven 1991).
Chez cet organisme, c’est une protéine de “cold shock”, importante pour la croissance a
basse température.

I est important de noter qu’une enzyme clé de la dégradation, comme la RNase II,
n’a, quant a elle, jamais été détectée dans les préparations de dégradosomes. La RNase II
est codée par le gene rnb. C’est une exoribonucléase 3’ 5" hydrolytique qui génére des nu-
cléosides 5" monophosphates (Spahr 1964) et qui est responsable de 90% de 1'activité exo-
ribonucléasique hydrolytique chez E. coli. La RNase II est un monomere de 72,5 kDa,
dont le substrat préféré est le poly(A) (Cao et Sarkar 1992; Mohanty et Kushner 2000). La
RNase II, comme la PNPase, est génée par les structures secondaires (Coburn et Mackie
1996; Spickler et Mackie 2000). Leur incapacité a dégrader des petits oligoribonucléotides
(3-5 nt) montre I'importance du role de I'oligoribonucléase pour achever la dégradation
des ARN (Ghosh et Deutscher 1999).

L'inactivation de la PNPase ou de la RNase II est viable en revanche l'inactivation
des deux ne l'est pas. La double inactivation entraine I’accumulation d’intermédiaires de
dégradation générés par des clivages endonucléolytiques (Donovan et Kushner 1986;
Hajnsdorf et al. 1996), ce qui a conduit a penser que ces RNases agissent essentiellement
sur ces produits de dégradation. Une étude a ’échelle du génome a montré que l'inacti-
vation de la PNPase conduit a l’accroissement du niveau d’expression de 17,3% des

ARNm. L'inactivation de la RNase II conduit a I’accroissement du niveau d’expression de
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7,3% des ARNm, mais aussi a une diminution de l'expression de 31% des ARNm incluant
la plupart des ARN codants pour les protéines ribosomales (Mohanty et Kushner 2003).
Ces résultats suggerent que les deux RNases ont une influence sur la stabilité de trans-
crits entiers et qu'une fonction majeure de la RNase II est de protéger certains ARNm de

l'action d’autres RNases (Hajnsdorf et al. 1994).

1.5.1.1.6.D’autres partenaires protéiques du dégradosome

D’autres partenaires protéiques ont par la suite été identifiés comme interagissant
avec la RNase E. Par exemple, GroEL, une protéine chaperonne et de “heat shock”, co-
purifie avec une activité RNase E-like (Sohlberg ef al. 1993). Par ailleurs en utilisant une
protéine RNase E de fusion marquée par un épitope Flag et purifiée contre des anticorps
monoclonaux, l'interaction avec la PNPase a été confirmée et d’autres partenaires protéi-
ques identifiés comme DnaK une autre protéine de « heat shock » (Miczak et al. 1996).
Des interactions supplémentaires ont été décrites avec la polyphosphate kinase (Blum et
al. 1997), 1a poly(A) polymérase PAP I (Raynal et Carpousis 1999) et pour finir la protéine
S1, une composante de la sous-unité 30S du ribosome (Feng et al. 2001). Il a été montré
que le dégradosome contenait aussi des fragments d’ARN, comme des substrats connus
de RNase E ou des fragments d’ARN ribosomaux. Ainsi, le dégradosome serait aussi im-
pliqué dans la dégradation des ARNr (Bessarab et al. 1998). Si GroEL et DnaK peuvent
jouer un role dans l'assemblage du dégradosome, elles ne sont pas nécessaires a 1’activité
de la RNase E et de la PNPase (Coburn et Mackie 1998). Il faut noter que la polyphos-
phate kinase, présente de maniére substoechiométrique, peut lever l'inhibition que pro-
voque le polyphosphate sur la dégradation de I’ARN en régénérant de I’ATP a partir de
I’ADP et du poly(P) (Rauhut et Klug 1999).
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1.5.1.2.Polyadénylation des ARN chez E. coli

L’addition de multiples résidus adénosine a I'extrémité 3" des transcrits nucléaires
des cellules eucaryotes joue un réle important pour générer des ARN messagers stables
et fonctionnels. Bien que 1’adénylation des ARN ait aussi été observée chez les procaryo-
tes, son role biologique était incompris jusqu’en 1995 (Hajnsdorf et al. 1995; O’Hara et al.
1995; Xu et Cohen 1995). Pourtant I'isolement de la poly(A) polymérase d’E. coli (August
et al. 1962) a précédé de 10 ans la découverte de la polyadénylation des ARN messagers
nucléaires eucaryotiques. Alors que dans le noyau des cellules eucaryotes, la maturation
en 3’ des transcrits synthétisés par I’ARN Polymérase II est obligatoirement associée a
leur polyadénylation (Sachs et Wahle 1993 ), pendant longtemps aucun ARN polyadénylé
ne fut détecté dans les bactéries. L'échec de cette détection a conduit a penser que la po-
lyadénylation était une caractéristique exclusive des ARN messagers nucléaires. En con-
séquence, une attention moindre a été accordée a I'élucidation de la fonction de la po-
lyadénylation des ARN dans les bactéries.

C’est en 1992 que le geéne pcnB d’E. coli, caractérisé par la forte diminution du
nombre de copies des plasmides de type ColE1 chez les mutants de ce géne (Lopilato et
al. 1986), a été identifié comme codant pour une poly(A) polymérase (Cao et Sarkar 1992).
Il a été observé que des mutants du gene pcnB montraient une diminution trés forte du
taux de dégradation de I’ARN I, le répresseur antisens de la réplication des plasmides de
type ColE1 (He et al. 1993; Xu et al. 1993). De plus les ARN ], isolés de cellules sauvages,
contrairement a ceux isolés de mutants pcnB, sont polyadénylés a leur extrémité 3" ainsi
qu’a des sites internes exposés par la dégradation partielle des transcrits (Xu et al. 1993).
Une cartographie comparable des sites de polyadénylation a été effectuée pour les trans-
crits de rpsO (ribosomal protein S15). IIs peuvent étre polyadénylés, non seulement a leur
extrémité 3’, mais aussi a de multiples sites correspondant a des intermédiaires de dégra-
dation produits soit par digestion exonucléolytique partielle, soit par coupures endonu-

cléolytiques (Haugel-Nielsen et al. 1996).
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1.5.1.2.1.Fonction de la polyadénylation chez E. coli

L’absence d'un produit fonctionnel du gene pcnB d’E. coli peut retarder aussi la
dégradation des ARN messagers codés par les genes Ipp (lipoprotéine), ompA (outer
membrane protein A), trx A (thioredoxin), et rpsO (Hajnsdorf et al. 1995; O'Hara et al.
1995). De plus, comme observé pour RNA I, des queues poly(A) pcnB dépendantes ont
été identifiées pour les ARN rpsO (Hajnsdorf et al. 1995) et dans les ARN totaux isolés
d’E. coli (O'Hara et al. 1995). L'addition de queues poly(A) a I'extrémité 3" des ARN par la
poly(A) polymérase codée par le géne pcnB se produit donc largement chez E. coli sans
spécificité de séquence et conduit a I'accélération de la dégradation des ARN polyadény-
lés. Par ailleurs ce processus post-transcriptionnel ne se limite pas aux ARNm, mais con-
cerne aussi les ARN dit “stables” comme les ARN ribosomaux ou les ARN de transfert
qui peuvent étre oligoadénylés (Li et al. 1998).

La longueur et le nombre des queues poly(A) augmentent pour 'ARN I et sa de-
mi-vie augmente 10 fois dans les bactéries mutées dans le gene pnp codant pour la PNPa-
se (Xu et Cohen 1995). De méme, les ARN Ipp (Cao et Sarkar 1992) et les ARN totaux
(O’Hara et al. 1995) augmentent en taille dans les mutants pnp, mutés aussi dans le gene
rnb qui code pour la RNase II, la seule autre exonucléase 3’-5" connue pour attaquer les
ARN messagers chez E. coli. Les résidus adénosine ajoutés par la poly(A) polymérase en
3’ sont donc enlevés par une digestion exonucléasique 3’- 5. De plus, les propriétés de
dégradation rapide conférées par la polyadénylation post-transcriptionnelle sont dépen-
dantes de la PNPase. En effet, les queues poly(A) fournissent une prise pour la PNPase
lui permettant de commencer son activité phosphorolytique a distance de structures se-
condaires et ainsi de passer au travers plus facilement (figure 21).

Enfin, bien que la polyadénylation en elle-méme n’affecte pas directement le cli-
vage endonucléolytique effectué par la RNase E, la mutation du gene pnp non suelement
diminue I'activité de RNase E mais réduit aussi le taux de dégradation exonucléolytique
a partir de I'extrémité 3’. Inversement, le clivage des transcrits par la RNase E favorise la

dégradation 3’-5" par la PNPase. Ces observations montrent que les activités ribonucléo-
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lytiques de la RNase E et de la PNPase trouvées, appartenant a un méme complexe multi
protéique, appelé “dégradosome”, (Carpousis et al. 1994; Py et al. 1994), (voir paragraphe
précédent) sont fonctionnellement coordonnées. De plus, ’addition de queues poly(A) en
3" d’ARN structurés stimule leur dégradation par ce dégradosome (Blum et al. 1999).

Alors que la RNase II est impliquée dans le retrait des queues poly(A) (Cao et Sar-
kar 1992; Marujo et al. 2000), cette enzyme parait incapable de progresser a travers les
transcrits avec une efficacité suffisante pour compenser 1'absence de PNPase, et ne peut
s’y substituer. En fait, il a été montré que la RNase II pouvait au contraire empécher la
digestion exonucléolytique 3’-5" de la PNPase (Hajnsdorf et al. 1994; Pepe et al. 1994), sta-
biliser les ARN lorsque PAP I est active et les protéger de la dégradation par des exonu-
cléases poly(A) dépendantes (figure 21). Par ailleurs il est possible que d’autres exonu-
cléases 3’-5" non identifiées soient affectées par 'adénylation a I'extrémité 3’, car les ARN
polyadénylés sont dégradés plus vite dans les mutants pnp (Xu et Cohen 1995) et dans les
doubles mutants pnp, rnb (Hajnsdorf et al. 1995), (O’'Hara et al. 1995).

ARN mature

endoribonucléases
‘ (Rnase E, Rnase Ill)
AA Q
& aAA Ax 4& |
— <

QA’AAAAAA

\/AAAAAAA

A
— An, A -

exoribonucléases
(PNPase, Rnase II)

A
A A A

A A, nucléotides

loligoribonucléase

Figure 21. Représentation schématique des voies de dégradation des ARN
dans E.coli. Les ARN et les nucléotides résultants de la dégradation sont nucléotides
montrés en bleu, les résidues adénosines en vert et les enzymes en rouge.

D’aprés Régnier P. et Arraiano C. M. , BioEssays Vol. 22, pp. 235-244, 2000.
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La polyadénylation des ARN, a I'opposé de la fonction stabilisatrice qu’elle joue
pour les ARN nucléaires eucaryotes, favorise dans les bactéries un processus de digestion
exonucléolytique 3’-5" efficace. Cette dégradation peut étre effectuée soit par la PNPase
libre, soit par la PNPase associée a d’autres protéines dans un complexe multienzymati-
que : le dégradosome. Par ailleurs, une autre RNase, la RNase II qui a une affinité parti-
culiere pour les extensions poly(A), s’avere, elle, incapable de traverser des structures
secondaires stables. De ce fait, elle peut jouer un rdle antagoniste a la PNPase en stabili-
sant certains transcrits, soit en supprimant les queues poly(A) qui favorisent I'attaque de
la PNPase, soit en entrant en compétition avec la PNPase du fait de sa forte affinité pour

les extensions poly(A).

1.5.1.2.2.Modulation de la polyadénylation chez E. coli

De la méme fagon qu'il existe des protéines se liant aux extensions poly(A) (PABP)
des ARNm nucléaires chez les eucaryotes, il était intéressant de savoir si des facteurs
protéiques interagiraient de facon comparable chez les bactéries et pourraient affecter le
métabolisme de la polyadénylation. Hfq, une protéine qui se lie a 'ARN, en particulier
aux régions riches en A, et qui a été identifiée pour son réle dans la réplication de ' ARN
du phage Q, était un bon candidat. Une premiere étude a montré que Hfq stimulait
I’élongation des queues poly(A) synthétisées par PAP I in vitro et affectait la longueur des
queues poly(A) in vivo probablement en les protégeant ou en interagissant avec PAP I
(Hajnsdorf et Regnier 2000). Une seconde étude a confirmé le role joué par Hfq dans
’augmentation de la taille moyenne des queues poly(A) et son implication dans la recon-
naissance des extrémités 3’ des ARN par la PAP I (Le Derout et al. 2003). Une troisieme
étude montre que Hfq protege les queues poly(A) de la digestion exonucléolytique aussi
bien par la PNPase que par la RNase II in vitro. Hfq est une protéine qui est soumise a de
nombreuses investigations pour déterminer ses roles dans le métabolisme des ARN de

plusieurs especes bactériennes.
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De la surexpression de la PAP I dans des conditions qui n’affectent ni la viabilité
de la cellule, ni le taux de croissance (Mohanty et Kushner 1999), on apprend que la de-
mi-vie des ARN messagers décroit généralement avec I'accroissement du taux d’ARNm
polyadénylé. Toutefois, dans ces mémes conditions certains transcrits sont stabilisés, et
parmi eux, les ARNm codant les enzymes PNPase et RNase E. Cette stabilisation spécifi-
que des ARNm des enzymes de la dégradation suggere que le taux de polyadénylation
dans la cellule ajuste le niveau d’expression de ces enzymes par une boucle de régulation

qu’il reste a déterminer (Mohanty et Kushner 2002).

I.5.1.3.Mécanismes de dégradation et polyadénylation des ARN chez

E. coli : résumé

Chez E. coli, 1a dégradation des ARN est initiée par des clivages endonucléolyti-
ques effectués essentiellement par la RNase E, et plus rarement par la RNase G ou la
RNase III. La RNase E fait partie d'un complexe enzymatique multi protéiques nommé
“dégradosome”. Le dégradosome est composé principalement d’une hélicase, RhIB, qui
facilite la progression du dégradosome a travers les structures secondaires stables, d"une
exonucléase 3’-5', la PNPase, et d’'une enzyme glycolytique, 1'énolase. Les fragments
d’ARN résultant du découpage par des endonucléases sont alors polyadénylés par PAP 1.
Cette polyadénylation fournie une prise a la PNPase libre ou intégrée au dégradosome et
favorise un processus efficace de digestion phosphorolytique 3’-5'. La dégradation des
ARN est finalement achevée par I'oligoribonucléase. La polyadénylation peut étre mo-
dulée par Hfq qui favorise la processivité de PAP I. Pour finir, la polyadénylation in-
fluence elle-méme la stabilité des transcrits des enzymes de la dégradation RNase E et

PNPase en augmentant leur durée de vie par un mécanisme qu’il reste a déterminer.
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1.5.2.Stabilité et polyadénylation des ARN dans le chloroplaste

Les genes chloroplastiques sont rarement régulés individuellement au stade trans-
criptionel. Toutefois, deux genes évolutivement reliés psbA et psbD qui codent pour le
centre réactionnel D1/D2 du photosysteme II sont sujets a une régulation transcription-
nelle. En effet D1 et D2 étant relativement instables et facilement détruits par la lumiére,
un fort éclairement augmente de fagcon spectaculaire leur taux de transcription. Dans 1'al-
gue verte unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii, le taux de transcription chloroplastique
montre une oscillation circadienne. Mais plus encore que le taux de transcription, c’est la
stabilité des transcrits qui est déterminante pour 1’expression du génome chloroplastique.
Cette stabilité peut étre influencée par des signaux de développement ou de I'environ-

nement comme la lumiére.

1.5.2.1.Régulation de la stabilité des ARN chloroplastiques par la lumiére

La lumiére a un impact sur la transcription, la maturation des ARN, et la traduc-
tion chloroplastiques. L'expression des génes du chloroplaste durant le développement
précoce de la plante est régulée au niveau de la transcription, et ensuite au niveau de la
stabilité des transcrits. Dans 1'orge, I’augmentation de la stabilité des ARNm au cours du
développement du chloroplaste est indépendante de la lumiere excepté rbcL dont les
transcrits sont 2 a 10 fois moins stables a la lumiere qu’a 1’obscurité. De plus des feuilles
d’épinard cultivées a 1’obscurité accumulent moins d’ARN de petD que les feuilles culti-
vées a la lumiere (Kudla et al. 1996). L'analyse de la dégradation in vitro des ARN de petD
dans des extraits de protéines chloroplastiques montre qu’il existe deux voies de dégra-
dation des ARN, I'une en présence de lumiére, 1'autre a 'obscurité. Les deux voies com-
mencent par un clivage endonucléolytique suivi d'une dégradation exonucléolytique. A

I'obscurité, le taux de dégradation des ARN petD augmente (Kudla et al. 1996; Lisitsky et
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al. 1996). 1l reste a déterminer dans quelle mesure cette augmentation de I'activité de dé-

gradation est liée directement a I’absence de lumiere.

1.5.2.2.Modes de dégradation des ARN chloroplastiques

M92+
(RNAse E/G); CSP41alb

2
1T 1 N

m%
«r' S —

AGAAGAAA c:
3 AAC @ PNPase
¥ ’AGAAGAA
/(553 —— “op

\Deq. activi
= L o
%

5 553 AGAAGA@ PNPase®

7 1 Pi
‘AGA"‘GA’*Q *t,3 ) @ RNase [I®
@ eq. ac |\i|y

/Figure 22. Un modéele de la dégradation d'un ARN messager chloroplastique avec une \
structure tige-boucle a I'extrémité 3. La dégradation est initiée par des clivages
endonucléolytiques dans la région codante et la partie 5’UTR (1) ou dans la partie 3'UTR
(2). Ces clivages produisent des fragments qui sont soit sujet a leur tour a des clivages
endonucléolytiques, soit dégradés par une activité exonucléasique 5-3’ (3) ou peuvent
étre polyadénylés par la PNPase (4). Les fragments polyadénylés sont ensuite dégradés
par des exonucléases 3'-5' (PNPase ou RNase Il) (5), ou sont dégradés simultanément
dans le sens 5'-3' et 3'-5'. D'aprés Bollenbach et al. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol.

\2004;78:305—37. j
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Un modele de travail pour la dégradation des ARN chloroplastiques est le suivant:
les étapes initiales pourraient étre le retrait d’'un complexe stabilisateur en 5" suivi par
une digestion exonucléolytique 5'-3’, ou plus probablement une vague de clivages endo-
nucléolytiques suivi par la polyadénylation et une dégradation exonucléolytique 3’-5’.
Sinon, de maniéere un peu similaire a ce qui existe chez E. coli, un clivage endonucléolyti-
que peut détruire la tige-boucle située en 3’ pour initier le processus de dégradation.
Puis ce clivage est suivi par la polyadénylation des fragments résultant et leur dégrada-
tion exonucléolytique 3'-5" (figure 22).

Toutefois, il est possible qu’il existe une seconde voie de dégradation pour les
ARN chloroplastiques. En effet, il a été montré que des facteurs codés par le noyau pro-
tégeaient les ARNm d’une dégradation 5'-3" (Drager et al. 1998). Ce mode de dégradation
est surprenant, puisque les procaryotes n’ont pas d’exonucléases 5-3" codées dans leur
génome. Il est possible que cette observation soit due a une vague de clivages endonu-
cléolytiques. Plusieurs génes codant pour des facteurs de stabilité ont été clonés et iden-
tifiés comme appartenant a la famille des PPR/TPR (pentatricopeptide/ tetratricopeptide
repeats) (Boudreau et al. 2000; Vaistij et al. 2000). Ces protéines sont trouvées in vivo dans

des complexes de haut poids moléculaire qui contiennent leur ARN cible.

1.5.2.3.Polyadénylation des ARN chloroplastiques

La présence de séquences poly(A) et d’une activité de polyadénylation des ARN
dans les préparations de chloroplastes a été décrite il y a 30 ans (Haff et Bogorad 1976;
Rosen et Edelman 1976)). Mais, de méme que pour E. coli, le rdle biologique de cette po-
lyadénylation ne fut expliqué que bien plus tard. Ce n’est que lorsque le role joué par la
polyadénylation dans le ciblage vers une dégradation rapide des ARN chez E. coli ( en
opposition avec les rdles dans la stabilité et la compétence traductionnelle qu’elle joue

pour les ARNm nucléaires) que cette découverte a conduit a s’interroger sur le rdle
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éventuel de la polyadénylation dans une voie de dégradation chez le chloroplaste et en

quoi ce role pouvait différer de celui identifié pour E. coli.

1.5.2.3.1.Caractéristiques de la polyadénylation chloroplastique

Des études par RT-PCR avec un oligo-dT ont révélé que, contrairement aux courtes
queues poly(A) homopolymériques d’E. coli, les extensions pouvaient atteindre chez les
chloroplastes une longueur de plusieurs centaines de nucléotides et étaient composées de
70% d’adénosine, 25% de guanosine, 5% de cytidine et d’uridine chez I'épinard et de plus
de 95% d’adénosine chez Chlamydomonas. Pour la plupart, les queues riches en poly(A)
sont ajoutées au niveau de sites internes des transcrits plutdt qu’a leur extrémité 3" ma-
ture. De fait, plusieurs sites de polyadénylation dans les ARN de psbA coincident avec
des sites de clivages endonucléolytiques cartographiés par extension d’amorce en utili-
sant le systeme in vitro de dégradation des ARN chloroplastiques (Lisitsky et al. 1996).

La polyadénylation survient 50 fois plus a des sites internes qu’aux extrémités 3’
matures. Les extrémités 3" matures ne sont pas de bons substrats pour I’enzyme respon-
sable de la polyadénylation. De fait, la plupart des ARNm chloroplastiques se terminent
par une structure en tige-boucle qui en plus de les protéger de l'attaque d’exonucléases,
empéche stériquement la polyadénylation. Cela force la dégradation des ARN chloro-

plastiques vers une voie dépendante des endonucléases.

1.5.2.3.2.Réle de la polyadénylation dans le mécanisme de dégradation des ARN

chloroplastiques

Le fait que la polyadénylation conduise les produits des clivages endonucléolyti-
ques vers une dégradation rapide a été confirmé par des expériences utilisant des lysats
chloroplastiques et la cordycépine (3'-dATP) comme inhibiteur de la polyadénylation. En

effet, en bloquant la polyadénylation par de la cordycépine, il a été observé que les trans-
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crits psbA était clivés par des endonucléases mais que les produits de clivage s’accumu-
laient. De plus une étude effectuée in vivo chez Chlamydomonas confirme que la polyadé-
nylation confere aux transcrits une plus grande instabilité. Un gene de GFP polyadénylé
a été introduit dans le génome du chloroplaste de Chlamydomonas. Il a été construit pour
que I’extension poly(A) soit exposée en 3’ apres le clivage par la RNase P en amont d'un
gene de tRNA. Dans les lignées transformées avec cette construction, aucune fluorescence
ne pouvait étre détectée, alors que dans les lignées transformées soit avec la construction
sans extension poly(A), soit avec la construction avec une extension poly(A+U) la quan-

tité de fluorescence de la GFP était relativement élevée (figure 23).

Autofluorescence
de la chlorophylle Superposition

A

B GFP
[ (A),

c GFP
N (A+U)

ﬁgure 23. L'utilisation de la GFP montre I'instabilité que confére une extension poly(A) a
un ARN in vivo.

A: cellules sauvages
B: chloroplastes transformeés avec une construction GFP-(A),,

C : chloroplastes transformeés avec une construction GFP-(A+U),,.

Qaprés Bollenbach et al. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol. 2004;78:305-37. /
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Dans des extraits de protéines chloroplastiques solubles, des ARN polyadénylés
ou non sont dégradés a une vitesse comparable. En revanche lorsque les deux types de
substrats sont mélangés, les ARN polyadénylés sont moins stables que les ARN non po-
lyadénylés. Les ARN polyadénylés sont donc préférentiellement dégradés par les RNases
présentes dans l'extrait (Kudla et al. 1996; Kushner 2002). Les mémes résultats sont obte-
nus en utilisant la PNPase chloroplastique purifiée. La dégradation préférentielle des
ARN polyadénylés par la PNPase peut étre expliquée par la présence d'un site de liaison
aI’ARN polyadénylé de haute affinité dans son domaine S1.

Ainsi, comme c’est le cas chez E. coli, 'une des voies de dégradation des ARN
messagers chloroplastiques est initiée par des clivages endonucléolytiques suivi par 1'ad-
dition de queues poly(A) aux produits des clivages. Puis, les queues poly(A) sont le si-
gnal qui conduit ces fragments vers une digestion rapide par une exonucléase qui dé-
grade préférentiellement les ARN polyadénylés (Hayes et al. 1999; Schuster et al. 1999;
Monde et al. 2000).

Une des différences majeures avec le systeme bactérien de dégradation est 1’ab-
sence d'un complexe multiprotéique de haut poids moléculaire similaire au dégrado-
some. Bien que d’autres complexes de ribonucléases, d’hélicases et de protéines addi-
tionnelles aient été décrits dans d’autres bactéries (Jager ef al. 2001) et dans la mitochon-
drie de levure (Dziembowski et al. 2003), aucun complexe comparable n’a encore été ca-

ractérisé dans les chloroplastes et les cyanobactéries (Baginsky et al. 2001; Rott et al. 2003).

1.5.2.4.Endoribonucléases chloroplastiques

1.5.2.4.1.La RNase E/G

Chez E. coli, 1a durée de vie des ARN est supposée dépendre de clivages endonu-
cléolytiques effectués par la RNase E (Kuwano ef al. 1977; Ono et Kuwano 1979) (voir
paragraphes précédents). De plus, le génome d’E. coli code pour un homologue de la

RNase E, produit du gene cafA appelé CafA ou la RNase G (McDowall et al. 1993). La
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RNase G partage des homologies avec le domaine catalytique de RNase E, mais ne pos-
sede pas I'équivalent du domaine C-terminal. Une RNase E/G a aussi été identifiée chez
Synechocystis. Cette protéine est capable de complémenter les mutants délétés dans le
gene ams codant pour la RNase E d’E. coli bien qu’étant incapable de s’intégrer dans un
complexe similaire au dégradosome. Chez les plantes, le génome nucléaire d’A. thaliana
code pour un seul géne annoté comme une protéine RNase E/G-like (At2g04270) (figure
24). Pour ce gene, il existe un épissage alternatif qui conduit a la production de divers
ARN et donc de différents variants protéiques. L’extrémité 5 des ARNm n’étant pas de-
terminée, il est difficile d’effectuer des prédictions de I’adressage de cette protéine. D’au-
tres génomes de plantes semblent coder pour des protéines similaires, mais il reste a con-

firmer expérimentalement leur adressage vers le chloroplaste.

/ Domaine d’interaction \

avec les protéines du .
Domaine catalytique  dégradosome Acides
i aminés
1. RNase E | 1061
2. RNase G 489
3 Syn. bS | 674
4. Arab. Tl 996
5. Strept. | | 1340
6. Neph. 375
S —————— Residues
k -200 -250 150 1000 J
/ Figure 24. Alignement de plusieures protéines RNase E-like. \

Les protéines sont : 1 RNase E d’' E.coli ; 2 RNase G d’ E.coli ; et protéines RNase
E/G -like de 3 Synechosystis (cyanobactérie) ; 4 Arabidopsis thaliana (plante
supérieure) ; 5 Streptomyces coelicolor (actinobactérie) et 6 chloroplaste de
Nephroselmis olivacea (chlorophyte). (PS) : peptide d'adressage putatif au
chloroplaste. D'aprés Bollenbach et al. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol. 2004;78:305-

\ 37. j
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1.5.2.4.2.CSP41a

CSP41a est une endoribonucléase de 416 acides aminés codée par le génome nu-
cléaire. Cette enzyme a été purifiée a partir d’extraits protéiques de chloroplastes d’épi-
nard, comme une protéine liant ’ARN spécifiquement dans la partie 3’ non-traduite des
ARN petD (Yang et al. 1996). CSP41a clive efficacement les structures en tige-boucle des
ARN petD, psbA et rbcL in vitro. En utilisant une approche antisens chez le tabac, il a été
montré que CSP41a pouvait jouer un role dans l'initiation de la dégradation des ARN in
vivo (Bollenbach et al. 2003). Dans cette étude, le taux de dégradation des ARN a été me-
suré en lysant des chloroplastes des plantes WT et antisens puis en mesurant la quantité
résiduelle des ARNm pleine longueur en fonction du temps (Schuster et al. 1999). Dans
les lysats chloroplastiques issus des plantes antisens, la dégradation des ARN complets
de petD, psbA et rbcL décroit de 7, 2 et 5 fois respectivement par rapport aux plantes WT.
L'étape limitante de la dégradation des ARN chloroplastiques étant sans doute un clivage
endonucléolytique, il est possible que CSP41a soit responsable de I'initiation et de la ré-

gulation de la dégradation de ces transcrits in vivo.

1.5.2.5.Enzyme(s) responsable(s) de la polyadénylation dans le chloro-

plaste

L'enzyme majeure de la polyadénylation chez E. coli est la PAP codée par le gene
pcnB (Mohanty et Kushner 2000). La séquence peptidique de la PAP présente une haute
homologie avec la famille des nucléotidyltransférases. Jusqu'a présent il était impossible
dans cette famille des nucléotidyltransférases (NTfr) de prédire I'activité catalytique sans

vérifications biochimiques, mais une analyse bioinformatique récente a I'aide du pro-

gramme “Sequence Space” a permis de révéler des motifs de séquences protéiques qui
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distinguent les deux familles de protéines : poly(A)polymérases (PAP) et nucléotidyle-

transférases (NTfr) (Martin et Keller 2004) (figure 25).

Accession Espéces Protéine Predotar | TargetP Mitoprot Il | iPSORT | Consensus
NP_173680 | A.thaliana CCAtr _ Chloro 0.9688 Chloro Chloro
NP_197758 | A.thaliana | PAP eub. Mito Mito 0.7029 Mito Mito
NP_174130 | A.thaliana | PAP eub. Chloro Chloro 0.648 Chloro Chloro
NP_190452 | A.thaliana | PAP eub. Mito Pep-Sig 0.7269 Pep-Sig Pep-Sig
Figure 25. Prédiction de I' adressage des protéines identifiés comme des nucléotidyl transférases
(CCAtr) ou des poly(A) polymérases d'origine eubactérienne (eubPAP) d’organelles codées par le
génome nucléaire d’Arabidopsis thaliana. Mito : mitochondrial; Chloro : chloroplastique; Pep-sig :
Y peptide signal. D’aprés Martin G. et Keller W., RNA 2004, 10. )

Les efforts initiaux pour purifier un homologue chloroplastique de la PAP bacté-
rienne n’ont pas été couronnés de succes. Or, dans le méme temps, on constatait que dans
les mutants de délétion du gene pcnB d’E. coli, les queues poly(A) étaient hétérogenes,
trés similaires a celles qui sont caractérisées chez le chloroplaste. Cela pouvait conduire a
la supposition que la PNPase pouvait aussi étre active dans la synthese de queues po-
ly(A) (Mohanty et Kushner 2000) (figure 26). Par ailleurs, la purification de l’activité PAP
des chloroplastes d’épinard ne menait qu’a la purification de la seule PNPase. La PNPase
est capable de polyadényler des ARN non-structurés in vitro, mais est incapable de po-
lyadényler des substrats se terminant par des structures en tige-boucle, mimant ainsi
l'activité de polyadénylation caractérisée in vivo et dans les extraits de protéines chloro-
plastiques (Hayes et al. 1996; Lisitsky et al. 1996; Yehudai-Resheff et al. 2001; Yehudai-
Resheff et al. 2003). Une lignée d’Arabidopsis thaliana dans laquelle 'expression de la
PNPase chloroplastique était réduite a environ 1% de celle de la plante sauvage par co-
suppression a été décrite. Ces plantes ne présentent aucun phénotype particulier, mais
sont tout de méme affectées dans la maturation en 3" des ARNm psbA, rbcL et I’ ARNr 23S.
Toutefois, une augmentation de la quantité des ARN polyadénylés dans les plantes co-

supprimées pour la PNPase a aussi été observée. Cette information suggere qu’il existe
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peut-étre une autre enzyme que la PNPase responsable de la polyadénylation des ARN

chloroplastiques dans ces plantes (Walter et al. 2002).

/Figure 26. Un modéle possible pour la modulation de I'activité de la PNPase \
comme exoribonucléase ou polymérase. La PNPase est modélisé par un
homotrimére. Lorsque la PNPase dégrade I'ARN, elle consomme du
phosphate (Pi) et produit des nucléotides (NDP), et augmente ainsi la
concentration locale de nucléotides. Cependant, lorsque la PNPase
polymérise de I'ARN, elle consomme des nucléotides et produit du
phosphate. Ainsi, il est possible que la concentration locale en nucléotides et
en phosphate influence [Iinversion d'activit¢é de la PNPase. D’apres
Bollenbach et al. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol. 2004;78:305-37. )

1.5.2.6.Exonucléases chloroplastiques

1.5.2.6.1.Polynucléotide phosphorylase (PNPase)

La PNPase catalyse la phosphorylation processive 3’-5". Ce qui au départ fut iden-
tifié comme le dégradosome chloroplastique s’est en fait révélé étre un homotrimere de
PNPases (Hayes et al. 1996; Baginsky et al. 2001). Et, jusqu’a présent, aucune interaction
avec d’autres protéines n’a été confirmée. Les séquences peptidiques des PNPases de
bactéries, du génome nucléaire de plante, de levure, des mammiféres présentent un haut
degré d’homologie et possédent des caractéristiques structurales comparables, réparties

en 5 motifs distincts (Symmons et al. 2000; Zuo et Deutscher 2001; Raijmakers et al. 2002;
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4 Figure 27 a. Comparaison entre les structures primaires des PNPases
chloroplastiques et bactérienne. Les deux protéines comportes deux séquences trés
proches (noyaux; rectangle rouge et rectangle bleu) qui comportent chacune un site
actif. La séquence de la PNPase chloroplastique comporte en plus un peptide
d’adressage en N-term et une extension en C-term dont la fonction est inconnue.

PNPase bactérienne PNPase chloroplastique

/

Figure 27 b. Comparaison de la structure tridimensionnelle schématique de la
PNPase bactérienne et chloroplastique. Les deux PNPases fonctionnent sous forme
de trimére. Les monomeéres composant le complexe sont chacun représenté par une
couleur (bleu, orange, rose). La structure primaire d'une des sous-unité est
schématisée pour le complexe chloroplastique (D’aprés Yehudai-Resheff S. et al. The
Plant Cell, Vol. 15, pp. 2003-2019, 2003.

Symmons et al. 2002). Ces motifs comprennent deux domaines ayant différents degrés
d’homologie avec la phosphorylase RNase PH d’E. coli, séparés par un domaine en hélice
et deux domaines adjacents de liaisons a I’ARN (KH et S1). Les domaines de la PNPase
du chloroplaste d’épinard ont été étudiés en détail. Le premier domaine joue un rdle dans
la dégradation des ARN mais pas dans la polymérisation. Le second domaine est impli-

qué dans la dégradation des ARN polyadénylés exclusivement. Le domaine d’affinité au

poly(A) a été localisé dans le domaine S1 (figure 27) (Yehudai-Resheff et al. 2003).
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1.5.2.6.2.La Ribonucléase II/R

Dans le génome d’A. thaliana, une protéine appartenant a la superfamille des ribo-
nucléases RNR possede une extension N-terminal. Cette protéine appelée RNR1 (aussi
appelée AtmtRNase II) est doublement adressée a la mitochondrie et au chloroplaste.
Dans la mitochondrie elle est impliquée dans la maturation des extrémités 3’ des ARN
messagers d’atp9 (Perrin et al 2004) alors que dans le chloroplaste, elle est impliquée dans
la maturation des extrémités 3° des ARN ribosomiques 235, 16S et 5S (Bollenbach et al

2005).

1.5.3.Machinerie de dégradation des ARN dans la mitochondrie de levure

Les enzymes impliquées dans la dégradation des ARN mitochondriaux ont été
identifiées en premier lieu dans la levure. Ainsi, le produit du gene nucléaire SUV3,
Suv3p, une hélicase de 75 kDa (Stepien ef al. 1992), a été identifié comme étant une sous-
unité du complexe protéique mtEXO qui possede une activité exoribonucléolytique NTP-
dépendante. Ce complexe associé aux mitoribosomes contient, en plus de Suv3p, une
exoribonucléase spécifique du simple brin de 105 kDa : Dsslp. Cette exonucléase pré-
sente des similarités avec la RNase II bactérienne. L’analyse de l'activité de complexes
mtEXO purifiés, montre que mtEXO est capable de dérouler I’ARN double brin et de dé-
grader I’ARN dans la direction 3’-5" exonucléolytiquement. Le complexe mtEXO peut
étre aussi appelé le dégradosome mitochondrial de levure en référence au dégradosome
d’E. coli décrit antérieurement (Dziembowski et al. 2003).

In vitro, les produits de dégradation de mtEXO sont essentiellement des nucléoti-
des monophosphates et des oligoribonucléotides, la digestion n’allant pas exactement
jusqu’a I'extrémité 5. On peut supposer qu’il existe in vivo, une nucléase additionnelle
non encore identifiée qui complete la dégradation des ARN mitochondriaux. Dans le

complexe mtEXQO, l'activité ribonucléase de Dsslp est strictement dépendante de 'acti-
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vité de I'hélicase Suv3p. Cette hélicase serait responsable de la reconnaissance du subs-
trat, du déroulement de I'’ARN et de l"association des deux protéines du complexe in vivo.

Les levures mutantes dont le gene SUV3 est interrompu, sont incapables de respi-
rer et suraccumulent les séquences introniques du groupe I. Surla base de ces observa-
tions, il fut déduit que la fonction de mtEXO était exclusivement la destruction de ces in-
trons. Or, il semble que sa fonction ne se réduise pas a cela puisque I'introduction d'un
génome sans introns dans la mitochondrie ne restaure pas la compétence respiratoire
(Dmochowska et al. 1995). De plus, la perte de fonction de 'une des sous-unités du dé-
gradosome mitochondrial résulte en des phénotypes multiples dont I'abolition de la tra-
duction, I'accumulation d’ARN avec des extrémités 3’ et 5’ aberrantes, et des variations
dans le taux d’accumulation des ARN matures (Dziembowski et al. 2003). Ensemble, ces
données suggerent que le mtEXO a un réle primordial dans la dégradation et la matura-

tion de I’ARN dans la mitochondrie de la levure.

La polyadénylation n’est impliquée ni dans la maturation ni dans la dégradation
des ARN de la mitochondrie de la levure. Les ARN matures ne sont pas polyadénylés,
mais comportent une séquence dodécamérique 5-AAUAA(U/C)AUUCUU-3’ dans leur
région 3’ non-traduite. Cette séquence conservée est peut-étre la cible d'une activité en-
donucléasique responsable de la formation de I'extrémité 3" des ARNm mitochondriaux.
L'extrémité 3' mature est toujours située deux nucléotides en aval de la séquence dodé-
camérique. Un motif dodécamérique doit étre intact pour assurer la stabilité des ARN
messagers et leur traductibilité (Butow et al. 1989). Une protéine montrant de I'affinité
pour ce motif nucléotidique aurait été isolée, mais sa fonction et sa séquence codante sont

encore inconnues (Li et Zassenhaus 1999).
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1.5.4.Réles de la polyadénylation des ARN dans la mitochondrie humaine

Le génome de la mitochondrie humaine est trés compact. Les deux brins du du-
plex d’ADN circulaire constituant ce génome sont presque entierement transcrits et les
unités polycistroniques résultantes sont maturées par des clivages endonucléolytiques.
Plusieurs de ces ARNm provenant de ces clivages ne comportent pas de codon stop
fonctionnel, mais se terminent par U ou UA. La derniere étape de maturation de ces ARN
est une étape de polyadénylation pour produire ce codon stop. Tous les ARN mitochon-
driaux codés par le brin lourd (H) comportent une queue poly(A) de 50 a 60 résidus dans
les lignées de cellules primaires (Hirsch et Penman 1974).

Récemment, la caractérisation d'une poly(A) polymérase codée par le génome nu-
cléaire adressée a la mitochondrie a été décrite (Piwowarski et al. 2003). Il résulte de I'in-
hibition de I'expression de cette enzyme par RNAi un raccourcissement des queues po-
ly(A) des transcrits des genes nad3, cox3, atp6/8. De plus, les données obtenues montrent
que tous les transcrits analysés avec des queues poly(A) courtes ne présentent pas de
modification significative de leur durée de vie. Ce qui va a I'’encontre d"une implication
directe des longues queues poly(A) dans la stabilisation des ARN messagers de la mito-
chondrie humaine. Cependant, une autre équipe en utilisant les mémes méthodes montre
que l'écourtement des extensions poly(A) a pour conséquence de déstabiliser certains
transcrits mitochondriaux (Nagaike et al. 2005).

Cependant, en plus de générer des codons stop fonctionnels qui ne sont pas codés
par le génome mitochondrial, la polyadénylation pourrait jouer un role méme indirect
dans la stabilité des ARNm de la mitochondrie humaine. En effet, il a été montré qu’a
une déadénylation rapide pouvait correspondre la diminution de la stabilité des trans-
crits d'un géne (Temperley et al. 2003) chez un patient dont la maturation du transcrit
RNA14 est affectée et entraine la perte du résidu uridine a I'extrémité 3" a partir de la-

quelle la polyadénylation génere un codon de terminaison de la traduction UAA. En I'ab-
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sence de ce résidu terminal, la maturation et la polyadénylation continuent de se pro-
duire, mais méme si la traduction n’est pas affectée, le RNA14 résultant est dégradé rapi-
dement en passant par un processus de déadénylation (figure 28). Il semble donc que,
dans les mitochondries humaines, la polyadénylation des ARNm ait un rdle similaire a
I'un des roles de polyadénylation des ARNm du cytosol eucaryotique, c’est-a-dire celui

de favoriser leur stabilité.

Traduction

e TSa
RNA14 UWARNA 14

|A AAAA |
C ACA UA fi: 000000 iswedeeEwsaesses C ACA AAA AAA AAA;
Thr Lys Lys Lys,

[P | ARARRA RA ? :A_@
C ACA UA ,.C) C ACA aay,,
.T'!'I

Figure 28. Représentation schématique d’'un mécanisme éventuel de la diminution
de la stabilité d’'un transcrit mitochondrial en conséquence de la perte d'un codon de
terminaison fonctionnel. D’aprés Temperley RJ et al, Human Molecular Genetics,
Vol. 12, pp. 2341-2348, 2003.
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1.5.5.Réle de la polyadénylation dans les mitochondries de trypanosomes

Dans la mitochondrie de T. brucei, la plupart des types d’ARN comportent deux
sortes de populations d’ARN polyadénylés: une population dont les ARN comportent
des queues poly(A) courtes (environ 20 nt) et 'autre dont les ARN comportent de lon-
gues extensions poly(A) (entre 120 et 200 nt). Par ailleurs, la majorité des ARNm sont
modifiés de maniére intensive par un processus appelé I'édition des ARN du kinétoplaste
qui consiste en l'insertion d’'uridine (Simpson et al. 2003). Le type de queues poly(A)
courtes ou longues attachées a un transcrit peut dépendre de son stade d’édition. Ainsi
les ARN RPS12 comportent des queues poly(A) courtes lorsqu’ils ne sont pas édités, alors
qu’ils présentent des queues courtes ou longues lorsqu’ils sont partiellement ou totale-
ment édités (Militello et Read 1999). La longueur des queues poly(A) varient aussi en
fonction des différentes phases du cycle de vie du parasite. La compréhension du proces-
sus complexe de cette régulation de la polyadénylation et de sa signification physiologi-
que est encore assez limitée. Toutefois, il a été mis en évidence in organello une voie de
dégradation des ARN dépendante de I'UTP qui requiert la présence de queues poly(A)
(Militello et Read 2000). De plus, une activité exonucléase 3’-5" hydrolytique associée a la
membrane a récemment été isolée. Cette activité est fortement stimulée par 1’addition de
20 résidus adénosine en 3’ des ARN (Ryan et al. 2003). Chez T. brucei, si les longues
queues poly(A) n’ont pas de rdles caractérisés, il semble que 'addition de queues poly(A)
courtes en 3’ des ARN mitochondriaux favorise leur dégradation. De plus, une étude ré-
cente montre que la stabilité des transcrits mitochondriaux de T. brucei est fonction non
seulement de son état de polyadénylation, mais aussi de son état d’édition (Kao et Read

2005).
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[.6.Travaux de these

Si le taux de transcription peut étre déterminant pour le contrdle de la quantité
d’un transcrit fonctionnel a un instant donné, il semble que ce processus soit peu déter-
minant dans la mitochondrie de plante. En effet, une étude a montré qu’il existe peu de
corrélation entre ’abondance d’un transcrit et 1’activité de son promoteur relatif (Giege et
al. 2000). De fait, il est possible que le contrdle de 1’expression du génome mitochondrial
de plante ait plutdt lieu durant toutes les étapes de maturation des ARN. Mais aucune
donnée évidente concernant des interférences de régulation durant l'épissage, 1’édition
ou la maturation a I’extrémité 5" n’a été obtenue. Il se pourrait donc que la maturation de
I'extrémité 3, ou des interactions ont lieu entre 'effet déstabilisateur de la polyadényla-
tion et la stabilisation par des structures secondaires ou des facteurs protéiques, soit une
étape majeure dans la régulation post-transcriptionnelle qui détermine le taux de dégra-

dation des ARN dans la mitochondrie de plante.

La dégradation des ARN est un processus a part entiere dans la régulation de 1'ex-
pression d'un génome. Elle est impliquée dans le contrdle de 'abondance d"un transcrit
spécifique. La dégradation des ARN est aussi nécessaire a 1'élimination des “déchets”

issus de la maturation et des transcrits aberrants.

S’il a été montré que dans la mitochondrie végétale il existe une corrélation entre
la polyadénylation et I'instabilité du message in vitro et in vivo (Gagliardi et Leaver 1999),
une autre étude effectuée la méme année n’ est pas aussi convaincante quant a I'existence
d’un lien entre la dégradation des ARN mitochondriaux et leur polydadénylation (Lu-
pold et al. 1999).

Le rdle de la polyadénylation dans la déstabilisation des ARN d’E. coli et du chlo-

roplaste a été trés bien défini. Mais, ce méme processus post-transcriptionnel, pour autant
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Figure 30. La caractérisation du mécanisme de dégradation des ARN n’est
pas effectuée dans les mitochondries de plante.
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qu’il existe, n’a pas de fonction conservée entre les mitochondries de divers organismes
tels la levure, 'homme, les trypanosomes et les plantes supérieures(Gagliardi et al. 2004).

Lors de mon arrivée au laboratoire, la fonction de la polyadénylation dans la mito-
chondrie des trypanosomes n’avait pas été caractérisée. Aucune étude concernant le pro-
cessus de dégradation des ARN dans la mitochondrie humaine n’avait été effectuée et
aucune étude portant sur les roles de la PNPase chloroplastique dans le métabolisme des
ARN plastidiaux n’avait été réalisée in vivo. Aussi, le mode de maturation et de dégrada-
tion des ARNr et ARNm de la mitochondrie végétale était inconnu (figure 29, 30).

Quelles peuvent étre les différences et les ressemblances du mécanisme de dégra-
dation des ARN dans la mitochondrie de plante supérieure avec des systemes ott ce mé-
canisme est mieux caractérisé comme celui de la bactérie ou celui du chloroplaste ? Si
dans ces deux derniers systémes génétiques, la polyadénylation favorise la dégradation
des ARN par des exonucléases 3'-5’, est-ce le cas dans la mitochondrie de plante ? Quels
sont les acteurs protéiques impliqués dans cette dégradation : endonucléases, exonucléa-
ses, hélicases (Tableau 1) ? Quel est leur ordre d’action ? La polyadénylation modifie-
t-elle exclusivement les ARN messagers ? Affecte-t-elle le métabolisme des ARN dits
“structuraux” comme les ARN ribosomiques ?

Pour tenter de répondre a ces questions mon travail de recherche durant ma these
fut orienté selon trois axes.

Dans un premier temps, une meilleure caractérisation de la polyadénylation dans
les mitochondries de plantes était indispensable pour confirmer son role dans la déstabi-
lisation des ARN par des études biochimiques. L'accent a été mis plus particulierement
sur 'étude des transcrits du gene atp9 de la mitochondrie de Solanum tuberosum, objets
d’étude permettant d’effectuer des tests de dégradation in vitro avec un extrait protéique
mitochondrial originaire de la méme plante.

Dans un second temps, la volonté de caractériser des exonucléases impliquées
dans la dégradation et la maturation des ARN mitochondriaux s’est concrétisée par
I'étude de génes candidats codés par le génome nucléaire de la plante modele Arabidopsis

thaliana. Ces geénes candidats ont été sélectionnés pour leurs homologies de séquences
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avec respectivement la PNPase et la RNase II bactériennes et la présence a leur extrémité
N-terminale d'une séquence codant un peptide signal prédit comme adressant les pro-
duits de ces genes aux organelles.

Simultanément, I'étude de la polyadénylation, de la maturation et de la dégrada-
tion des ARN ribosomiques 18S et 5S a été réalisée, en partie chez Solanum tuberosum, et
de fagon plus poussée chez Arabidopsis thaliana grace a des plantes transgéniques modi-
fiées dans I’expression des exonucléases en cours de caractérisation.

Les principaux résultats obtenus concernant chacun de ces axes sont présentés

dans les trois chapitres suivants.

Dégradosome d’ E.coli Dégradosome mitochondriale de S. cerevisiae
Protéine Fonction Protéine Fonction
Composants du coeur Endoribonucléase; Dsslp Exoribonucléase 3'—=5’
du complexe Rnase E squelette du complexe (famille de RNase )
Hélicase a boite DEAD; | Suv3p Hélicase de la famille des
RhIB déroule les structures hélicases a boite DExH;
secondaires des ARN déroule les structures
secondaires des ARN
PNPase phosphorylase 3'=5’
Enolase Enzyme glycolytique
Composants associés Dna K, GroEL Chaperonnes; fonctions | Mrp135p, Mrp13p, Protéines ribosomiques
au complexe inconnues dans le Mrplp, Mrp140p mitochodriales; pas de
dégradosome fonctions connues dans le
K N K dégradosome
Polyphosphate kinase, Roéles enzymatiques
poly(A)polymérase, protéine | variés; pas de fonctions
ribosomal S1 connues dans le
dégradosome

Tableau 1. Comparaison des dégradosomes d’' E. coli et de la mitochondrie de S. cerevisiae. Les deux principaux composants du
dégradosome de la mitochondrie de levure n'ont aucune relation avec les composants principaux du complexe d’E. coli, bien que RhIB et
Suv3p soient toutes deux des hélicases. Des protéines associées ont été décrites pour les deux complexes. Abbréviations : Mrp,
« Mitochondrial ribosomal protein; PNPase, polynucléotide phosphorylase. D'apres Gagliardi, D. et al, Trends in Genetics, Vol. 20, pp. 260-
267, 2004. Dziembowski, A. et al, J Biol Chem, Vol. 278, pp. 1603-1611, 2003. Carpousis, A.J., Biochem Soc Trans, Vol. 30, pp. 150-155, 2002.

- J
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5

Réle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries de plantes supérieures

S

II/MATERIEL ET METHODES
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II.1.MATERIEL

[1.1.1.Matériel végétal

Dans la premiere partie du travail de these ce sont des tubercules de pommes de
terre (Solanum tuberosum), variété Bintje, conservés a l’obscurité qui ont été utilisés
comme matériel végétal de départ pour la purification de mitochondries.

Dans les deuxiéme et troisieme parties du travail de thése ce sont essentiellement
des plantes d’Arabidopsis thaliana de 1’écotype Columbia (Col) qui ont été utilisées.

Les mutants d’insertion étudiés dans ce travail de thése proviennent de la collec-
tion de mutants d’insertion SIGnal. Les lignées SALK_051838 et SALK_044726 ont été
commandées sur le site http:/ /signal.salk.edu/. Les informations concernant ces inser-
tions peuvent étre obtenues a I’adresse suivante:

http:/ /signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress. Le site TAIR (The Arabidopsis Infor-
mation Resource) permet d’avoir acces aussi a un ensemble important d’annotations a
I’adresse http:/ /arabidopsis.org/ .

D’autre part, pour la localisation sub-cellulaire, des protéines des feuilles de tabac

ont été utilisées.

11.1.2.0ligonucléotides

Des oligonucléotides de taille variant entre 20 a 25 nucléotides (plus éventuelle-
ment un site de restriction ou une séquence promotrice permettant la transcription in vi-
tro) ont été synthétisés par Gibco BRL ou Eurogentec. Leur température de fusion est es-
timée d’apres la formule suivante (Wallace et al. 1979) : Tm (°C) =2 x (A+T) + 4 x (G+C).

11.1.3.Plasmide

pCR® 2.1-TOPO®

Le vecteur pCR® 2.1-TOPO® ( Invitrogen) de 3,9 kb possede des extrémités 3’ dT
sortantes ainsi que deux sites de restriction EcoRI flanquant le site d’insertion, ceci afin
d’exciser facilement l'insert pour en vérifier la taille. La cassette de clonage est entourée
des promoteurs reconnus par les ARN polymérases des phages Sp6 et T7, ce qui permet
la transcription spécifique d"un brin de ’ADN inséré dans la cassette. Ce vecteur contient
aussi un gene qui confere la résistance a I’ampicilline ainsi qu’un géne de B-galactosidase
permettant de sélectionner les colonies bactériennes ayant un insert par la méthode de
I’t-complémentation.
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11.1.4.0utils informatiques

Les comparaisons de séquences et la recherche de sites de restriction ont été effec-
tuées a I'aide du logiciel MacVector 7.0 (Oxford Molecular).

L'acces aux bases de données nucléotidiques et la recherche de séquences homolo-
gues ont été faits par l'intermédiaire du logiciel BLAST, accessible a partir du site du
NCBI : http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/

La quantification de la radioactivité a été réalisée avec un Phosphorimager BAS 1000 (Fu-

jix). Les résultats ont ensuite été analysés en utilisant le logiciel MacBas v2.2 (Fuji Photo
Film).
La plupart des informations a propos des genes candidats a été rassemblé a partir

du site TAIR (The Arabidopsis Information Resource) dont voici 1’adresse
http:/ /arabidopsis.org/

[I.2.METHODES

Pour certains protocoles de base de Biologie Moléculaire (extraction phénolique et
précipitation éthanolique d’acides nucléiques, digestion par des enzymes de restriction)
nous avons utilisé les protocoles décrits dans (Sambrook,] & Russel, D.W., 2001) ou les
protocoles et les indications des fournisseurs.

11.2.1.Techniques relatives a ’ADN

I1.2.1.1.Electrophorese non-dénaturante

Les molécules d’ADN (plasmides, ADN total digéré, produit de PCR...) peuvent

étre séparées en fonction de leur taille par migration électrophorétique. L’ ADN est chargé

(1/6 du volume de tampon de charge) sur un gel d’agarose (entre 0,8 et 2,5% (p/v))

dans du tampon TAE 0,5X. La migration de ’ADN s’effectue sous une tension de 100V.

Les fragments d’ADN sont ensuite visualisés sous UV grace au bromure d’éthidium dis-
sous dans le gel (50 ug/ 100 ml).

TAE 0,5X : Tris-acétate pH 8,0 20 mM, EDTA 0,5 mM
Tampon de charge : glycérol 50% (p/v), SDS 1% (p/v), EDTA 1 mM, xyléne cyanol 0,1% (p/v), bleu de
bromophénol 0,1% (p/v)
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I1.2.1.2. Amplification d’ADN par PCR (« Polymerase Chain Reaction »)

Il s’agit d'une amplification exponentielle de I’ADN réalisée par une série de cy-
cles de type dénaturation-hybridation-élongation avec deux amorces oligonucléotidiques
spécifiques des extrémités du fragment a amplifier.

Le milieu réactionnel de 25 ul final contient :

- ADN matrice (100 pg d’ADN plasmidique ou 100 ng d’ADN mitochondrial ou cDNA)
- 0,4 uM de chaque oligonucléotide amorce

- 200 uM de chaque dNTP

-1,5a2,5mM de MgCl,

- 2,5 ul de tampon Taq PCR 10X (Invitrogen)

- 1,25 U de Tug ADN polymérase (Invitrogen)

La réaction est menée dans un appareil Robocycler Gradient 96 (Stratagene) selon

le programme suivant :

-Une étape de dénaturation de I’ADN de 3 min a 94°C

-30 cycles comportant successivement :
-Une étape de dénaturation de 1 min a 94°C
-Une étape d’hybridation des amorces de 30 s a une température de Tm — 10°C a Tm +
5°C (Tm : température de fusion de I’amorce par rapport a la séquence de la matrice)
généralement 50°C
-Une étape de synthese de ’ADN de 30 s a 2 min (selon la taille du fragment a ampli-
fier) a 72°C.

Tampon Taq PCR 10X : Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KC1 500 mM

I1.2.1.3.Criblage de colonies par PCR

Cela consiste a vérifier la présence du fragment d’ADN d’intérét par réaction de
PCR directement a partir de colonies bactériennes, soit pour effectuer une miniprépara-
tion d’ADN plasmidique, soit pour I"envoi direct en séquencage du fragment cloné. Dans
le premier cas, cela permet d’économiser les kits de minipréparations; dans l’autre cas
cela permet d’accéder a la séquence sans préparer de plasmides. Pour cela un milieu
réactionnel de base de 25 ul est préparé avec les amorces permettant d’amplifier 1'éven-
tuel insert, puis les bactéries d’une colonie blanche sont transférées dans ce milieu a
I'aide d'un cure-dent. Les étapes et nombres de cycles sont les mémes que pour la PCR
décrite au paragraphe précédent. La premiere étape de dénaturation de 3 min a 94°C
suffit a rompre les bactéries et a libérer I’ADN.
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I1.2.1.4.Purification de produits de PCR

Trois méthodes de purification de fragments de PCR ont été utilisées : la premiere
apres électrophorese en gel d’agarose, la seconde directement apres la réaction de PCR et
la troisieme pour séquencage direct du produit de PCR apres une réaction de PCR sur
colonies.

Les trois méthodes ont pour but d’éliminer les amorces, mais dans la premieére, il
s’agit de purifier un fragment de taille précise, alors que dans les deux autres, la totalité
des produits d"une réaction de PCR est purifiée.

Apres électrophorese en gel d’agarose
Apres fractionnement des produits d'une réaction de PCR sous 100 V en gel d’aga-
rose 0,8 a 2 % (p/v) dans du tampon TAE 0,5X et du bromure d’éthidium (10 mg/L),
I’ADN est visualisé sous UV. Le morceau d’agarose contenant le fragment d’intérét est
excisé du gel, déposé sur une colonne du kit Ultrafree-DA (Millipore) puis centrifugé 10
min a 5000 g. L'éluat est directement utilisable pour un clonage.
TAE 0,5X : Tris-acétate pH 8,0 20 mM, EDTA 0,5 mM.
Apres réaction de PCR
La purification de produits directement issus d"une réaction de PCR est effectuée a
I'aide du kit « Qiaquick PCR Purification » en suivant le protocole préconisé par le four-
nisseur (Qiagen).
Produit PCR a destination du séquencage
Les produits PCR sont précipités a I'acétate d’ammonium 4,5 M, lavés a I'éthanol

70% puis repris dans 10pL H2O. Un pul de la solution est déposé sur un gel d’agarose de
concentration appropriée pour quantification avant séquencage.

I1.2.1.5.Clonage direct d’un produit PCR

Le kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen) assure le clonage efficace et rapide d'un
produit obtenu par PCR dans un vecteur plasmidique. Ce systeme ne nécessite aucune
ligase, aucune amorce possédant des sites de restriction et aucune étape supplémentaire
apres 'étape de PCR.

Principe :
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La Taq polymérase posseéde une activité terminal transférase qui ajoute a I'extré-
mité 3’ des produits de PCR un résidu désoxyadénosine (dA). Le vecteur (appelé vecteur
T) linéarisé fourni avec le kit posséde un résidu désoxythymidine (dT) 3’ sortant. De plus,
ce kit exploite I'activité ligase de la topoisomérase I. La ligation du vecteur avec le pro-
duit de PCR en présence de la topoisomérase I est tres efficace et se passe en moins de 5
min a température ambiante. Le vecteur pCR® 2.1-TOPO® est fourni ouvert et ses ex-
trémités libres sont activées avec la topoisomérase I. Ainsi la réaction de ligation est bi-
moléculaire au lieu d’étre trimoléculaire dans le cas d’un clonage classique. Le produit de

la ligation est alors utilisé pour transformer des bactéries compétentes fournies avec le
kit.

Meéthode :

Le produit de la réaction de PCR (2 pl) est incubé 5 min a température ambiante
dans 2ul d’eau et 1 pl de vecteur pCR® 2.1-TOPO®. Un pul de solution saline ( 1,2 M
NaCl, 60 mM MgCly) est ajouté et I'incubation est prolongée de 5 min a température am-
biante. La totalité du milieu réactionnel est ajoutée a un tube de bactéries compétentes
One Shot® TOP 10 E. coli et laissé 30 min sur la glace. Un choc thermique est effectué en
placant successivement le tube 30 s a 42°C puis 2 min sur la glace. Du milieu SOC (250
ul) est ajouté et le tube est incubé 45 min a 37°C. La suspension bactérienne (50 et 100 ul)
est étalée sur des boites de Pétri contenant du milieu LB 1,5% agar et 100 ug/ml d’ampi-
ciline. De I'IPTG (100 pl a 10 mg/ml) et du X-Gal (100 ul a 10 mg/ml) sont également
étalés sur ce milieu. Apres une nuit d’incubation a 37°C, seules les bactéries ayant incor-
poré le vecteur sont résistantes a 'ampiciline. Parmi celles-ci, se distingent les colonies
blanches transformées avec un vecteur contenant un fragment d’ADN inséré.

Remarque:
Les volumes de réaction peuvent étre divisé par deux pour effectuer plus de clo-
nage sans en affecter 'efficacité.

Milieu SOC : tryptone 20 g/L ; extrait de levure 5 g/L ; NaCl 0,5g/L ; glucose 3,6 g/L
Milieu LB 1,5% agar : extrait de levure 5 g/L ; bacto tryptome 10 g/L ; NaCl 10 g/L ; agar 1,5% (p/

I1.2.1.6.Préparation d’ADN plasmidique

Les kits GenElute™ Plasmid Mini-Prep Kit (Sigma) et NucleoSpin® Plasmid
Quick Pure (Macherey-Nagel) ont été utilisés pour effectuer les minipréparations d’ADN
plasmidique a partir de 3 ml de culture bactérienne. Ces kits sont basés sur 1’optimisation
de la méthode de purification par lyse alcaline (Birnboim et Doly 1979), avec, en plus,
une étape de purification sur colonne de silice. Nous avons suivi le protocole expéri-
mental fourni avec les kits.
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I1.2.1.7.Séquencage d’ADN

Les séquences d’ADN sont réalisées par le service de séquengage de I'Institut (res-
ponsables: P. Hamann et M. Alioua) qui a utilisé 1'appareil « Applied Biosystems 373
DNA sequencer » (Perkin Elmer), jusqu’a I’acquisition de 1’appareil « Applied Biosystems
3100 Genetic Analyzer » (Hitachi). Le principe de séquencage est une PCR asymétrique
dont I’élongation est stoppée par la présence de ddNTPs dans la solution. Chacun de ces
ddNTPs est couplé a un fluorophore qui possede une longeur d’onde d’émission qui lui
est spécifique.

Ainsi, lors de la migration sur gel (une piste par réaction de séquence) ou de
I’électrophorese en capillaire (selon I’appareil), les fluorophores sont excités par un laser a
argon (longueurs d’onde 492 et 514 nm, puissance 40 mW). Les signaux réémis par les
fluorophores sont analysés et I'information est transmise au systéme informatique couplé
qui enregistre les données. Dans la pratique, la matrice ADN a séquenger (environ 500
ng) ainsi que 5 pmol d’oligonucléotide amorce sont donnés au service de séquencage
dans 10 ul d’eau.

I1.2.1.8.Marquage radioactif d’oligonucléotides

Les oligonucléotides synthétisés chimiquement sont livrés déphosphorylés a leur
extrémité 5’ et peuvent étre marqués en présence de y-32P ATP. L’oligonucléotide (5 pmol)
est incubé 30 min a 37°C dans un milieu réactionnel de 10 ul contenant 20 uCi de y-32P
ATP (3000 Ci/mmol, NEN Life Science), 1 ul de tampon PNK 10X (Fermentas) et 5U de
T4 polynucléotides kinase. Apres incubation, le volume est ajusté a 50 ul avec de I'eau et
les nucléotides non-incorporés sont éliminés par gel filtration. Pour ce faire, le milieu
réactionnel est déposé sur une colonne de Sephadex G50 coulée dans une seringue de 1
ml et préalablement séchée par centrifugation 1 min a 200 g. L'élution se fait par une
nouvelle centrifugation de la colonne dans les mémes conditions.

Tampon PNK 10X : Tris-HCI 500 mM , MgCl» 100 mM, DTT 50 mM, spermidine 1 mM et EDTA 1 mM.
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I1.2.1.9.Southern Blot

Le Transfert d’ADN sur membrane se fait selon (Southern 1975).Les fragments
d’ADN séparés par électrophorese en gel d’agarose sont transférés sur une membrane de
nylon Hybond N+ (Amersham) chargée positivement. Le transfert en milieu alcalin
(NaOH 0,4 M) pendant une nuit permet de fixer les acides nucléiques sur la membrane.
Ce transfert est réalisé selon les recommandations du fournisseur

I1.2.1.10.Hybridation

L'hybridation est réalisée pendant une nuit dans un four a hybridation dans du
SSC 6X ; SDS 0,1% (p/v) a une température inférieure de 5 a 10°C a la température de
fusion théorique de la sonde. La membrane est ensuite lavée a la température d’hybrida-
tion 2 fois 15 min dans du SSC 2X puis 15 min dans du SSC 2X ; SDS 0,1% (p/v).

SSC 6X :Citrate tri sodique pH 7,0 150 mM ; NaCl 1,5 M

I1.2.1.11.Méthode de quantification des acides nucléiques

Les acides nucléiques sont quantifiés en effectuant un spectre. On mesure 1’absor-
bance entre 220 et 300 nm pour un trajet optique de 1 cm. La pureté de la solution est dé-
duite de la courbe visualisée. La valeur a 260 nm est prise en compte pour le dosage selon
les correspondances suivantes :

1 Aze0 équivaut a 50 ug/ml d’ADN double brin

1 Azeo équivaut a 40 ug/ml d’ARN ou d’ADN simple brin

11.2.2.Techniques relatives a ’ARN

I1.2.2.1.Extraction d’ARN mitochondriaux

Les mitochondries purifiées (10 mg en équivalent de protéines) sont lysées dans
un volume de 500 ul de tampon d’extraction d’ARN. Apres deux extractions au phénol
saturé en tampon 10 mM MOPS pH 7,5 sous agitation pendant 10 min, les acides nucléi-
ques sont précipités a 1’éthanol (1/10¢ du volume d’acétate de sodium 3 M pH 4,5 ; 2,5
volumes d’éthanol absolu, vortexés et laissés reposer une heure a —20°C).
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Tampon d’extraction d’ARN : Tris-HCl pH 7,5 10 mM ; MgCl> 10 mM ; SDS 1% (p/v)

I1.2.2.2.Extraction d’ARN totaux

Les extractions d’ARN totaux de plantes ont été effectuées avec le TRI REA-
GENT® (Molecular Research Center). Ce réactif permet la purification d’ARN totaux ou
la purification simultanée d’ARN, d’ADN et de protéines d’'un méme échantillon. L’ équi-
valent d"une feuille de plantule d’Arabidopsis thaliana est broyé dans un micro tube au
contact d’azote liquide a l'aide d'un piston. 250 ul de TRI REAGENT® sont ajoutés au
broyat puis homogénéisés par vortex. L'échantillon est laissé a température ambiante 5
min, puis 50 ul de chloroforme sont additionnés, apres homogénéisation durant 15 s par
vortex. L'échantillon est a nouveau laissé a température ambiante 10 min. L'échantillon
est ensuite centrifugé a 12000 g 15 min a 4°C. La phase aqueuse contenant I’ARN est pré-
levée avec soin, la phase organique contenant ’ADN et les protéines peut étre congelée
pour leur purification future. A la phase aqueuse, 130 ul d’isopropanol sont ajoutés, puis
I’échantillon est laissé 5 min a température ambiante et ensuite centrifugé a 12000g, 8 min
a 4°C. Le surnageant est jeté, puis le culot d’ARN est lavé avec 500 ul d’éthanol 70%, le
lavage est suivi par une centrifugation a 12000 g, 5 min a 4°C. L’éthanol de lavage est reti-
ré et le culot d’ARN est séché maximum 5 min, puis resuspendu dans 25 ul d’eau DEPC
(diéthylpyrocarbonate). La concentration d’ARN est ensuite déterminée par 1"absorbance
a 260 nm.

I1.2.2.3. Traitement a la RNase H

Trois microgrammes d’ARN totaux sont incubés avec 100 pmol d"un oligonucléo-
tide complémentaire a la séquence cible en présence de 2,5 U de RNase H (USB) selon la
recommadation du fournisseur. Les ARN, apres avoir été extraits au phénol, sont prépa-
rés pour effectuer des analyses par Northern Blot.

I1.2.2.4. Traitement a la DNase

Les acides nucléiques totaux ou extraits de mitochondries sont traités a la DNase
RQ1. Le milieu réactionnel de 50 ul contenant les ARN, 5 ul de tampon DNase 10X et 2
unités de DNase RQ1 « RNase-free » (Promega) est incubé 45 min a 37°C. Apres une ex-
traction phénolique, les ARN contenus dans la phase aqueuse sont précipités a 1’éthanol.

Tampon DNase 10X : Tris-HCl pH 8.0 400 mM ; MgSO4 100 mM ; CaCl> 10 mM
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I1.2.2.5.Syntheése d’ADNCc

La synthese d’'un ADN complémentaire (ADNCc) par extension d’une amorce cons-
titue la premiere étape d’'une RT-PCR. Les ARN (2 ou 3 ug) sont dénaturés dans de 'eau
pendant 5 min a 65°C, puis ajoutés au milieu réactionnel (20 ul final) suivant :

-1 uM d’oligo-dT

-0,5 mM de chaque dNTP

-40 U de RNASE OUT ™Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)

-1 ulde DTT 100 mM

-4 yl de tampon RT 5X (Invitrogen)

-50 U de transcriptase inverse Superscript™II (Invitrogen)

L'élongation est réalisée pendant 1 h a 37°C. Un ul d’une dilution au cinquieme du
produit de réaction peut ensuite étre directement utilisé comme matrice pour une PCR
d’un volume réactionnel de 25 ul (voir paragraphe 5.2.1.2)

Tampon RT 5X : Tris-HCl pH 8,3 250 mM ; KCl 375 mM ; MgCl> 15 mM

I1.2.2.6.cRT-PCR

Comme les ARNt qui peuvent servir de substrat lors d'une réaction de ligation
entre leurs deux extrémités 5’ et 3" afin de générer des molécules circulaires (Yokobori et
Paabo 1995), d’autres types d’ARN (ARNm, ARNr) peuvent étre circularisés ou du moins
concatémerisés par la T4 ARN ligase. Ces ARN une fois circularisés peuvent étre 1'objet
d’une synthése d’ADNc (voir paragraphe précédent), puis 1/10° du produit de cette
réaction peut ensuite étre directement utilisé comme matrice pour une réaction de PCR.
La cRT-PCR est donc une RT-PCR précédée par une circularisation des ARN (figure 31).
Cela permet entre autres de déterminer les extrémités 3’ et 5" matures des transcrits mito-
chondriaux (Kuhn et Binder 2002). La ligation des ARN s’effectue durant 1 h 30 a 37°C
dans 12ul du milieu réactionnel suivant :

- 2-3 ug d’ARN totaux

- 1.25 yl de tampon T4 RNA ligase 10X

-1 U de DNase RQ1 (Promega)

-20 U de RNASE OUT ™Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)
- 25 U de T4 RNA ligase (New England Biolabs)

Tampon T4 RNA ligase 10X : Tris-HCI pH 7.8 500 mM ; MgClp 100 mM ; ATP 10 mM ; DTT 100 mM

Le volume de la réaction est porté a 50 ul avec de I'eau traitée au DEPC, puis une
extraction au phénot/chloroforme et une précipitation a I'éthanol sont effectuées.
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Réle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries de plantes supérieures

5" UTR 3'UTR

R AUG A

¢ déphosphorylation
5 UTR 3 UTR

¢ phosphorylation

5 UTR 3 UTR

¢ ligation

5 UTR,.---I---..,.?:’ UTR

¢ synthése d’ADNc

5 UTR 3 UTR
*IIIIIIIEIIIIII_

¢ PCR

Clonage et séquencage

Figure 31. Shéma de la méthode de cRT-PCR. Cette méthode qui comporte una
étape de ligation, permet en effectuant une amplification par PCR de déterminer
précisément les extrémités 5’ et 3' d'un transcrit. Les deux premiéres étapes ne
sont nécessaire que dans le cas ou les ARN d'intéréts sont des transcrits
primaires. La synthése d’ADNc est effectué avec une amorce reverse (fleche
orange) spécifique du géne d’intérét. L'amplification s’effectue avec les amorces
forward (fléeche verte) placée a la fin de 'ORF du gene d'intérét ou bien en 3' UTR,
et reverse (fleche grise) placée en amont de I'amorce qui sert a la synthese

QADNC.
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Les ARN repris dans un volume de 14,5 ul d’eau DEPC sont dénaturés a 70°C
pendant 5 min avec 'amorce ou les amorces spécifiques pour la synthese d’ADNc ajou-
tées a une concentration de 1uM. Les microtubes sont immédiatement plongés dans la
glace.

Pour I’étape de transcription réverse le milieu réactionnel est complété avec:
- 6 ul de tampon RT 5X (Invitrogen)

-1,5 ul de DTT 100mM

- 0,5 mM de chaque dNTP

- 40 U de RNASE OUT ™Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)

- H20 gsp 29 ul

Dix ul du milieu réactionnel sont réservés pour le contrdle —RT. Aux 19 ul restants,
sont ajoutés 50 U de transcriptase inverse Superscript™II (Invitrogen). L'élongation est
réalisée pendant 1 h a 37°C. Un ul du produit de réaction peut ensuite étre directement
utilisé comme matrice pour une PCR d’un volume réactionnel de 25 pul (voir paragraphe
5.2.1.2)

Tampon RT 5X : Tris-HCl pH 8,3 250 mM ; KC1 375 mM ; MgCl> 15 mM

I1.2.2.7.cRT-PCR sur transcrits primaires

La cRT-PCR ne fonctionne bien que sur des transcrits ayant une extrémité 3'OH et
une extrémité 5’'monophosphate, ce qui n’est pas le cas des transcrits primaires qui pos-
sedent une extrémité 5'triphosphate. Pour réussir a analyser des transcrits primairs par
cRT-PCR il est donc nécessaire de rajouter deux étapes : une étape de déphosphorylation
pour retirer les trois phosphates en 5" et une étape de phosphorylation pour parvenir a
un transcrit possédant une extrémité 5 monophosphate (figure 31). La méthode utilisée
est directement inspirée du protocole exposé par (Beaudry et Perreault 1995) et du proto-
cole pour le marquage des ARN en 5" d’Ambion®

(http:/ /www.ambion.com/techlib/misc/RNA5 labeling.html).

Déphosphorylation :
3 ug d’ARN sont incubés 1 h a 37°C dans 20 pl final du milieu réactionnel suivant :

- 30 U de CIP ( Calf Intestinal Phosphatase)

-40 U de RNASE OUT ™Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)

- 5 ul de Tris-HCI pH 8.3 1M

Une extraction au phénot/chloroforme suivie d’une précipitation a I’éthanol sont
ensuite effectuées.
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Phosphorylation :
Le culot d’ARN est repris dans 10 ul et complété par le milieu réactionnel suivant :

- 40 U de RNASE OUT ™Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)
-1 ul d’ATP 100 mM

-2 ul de tampon PNK 10X (Fermentas)

- 20 U de T4 Polynucléotide kinase (Fermentas)

- H20 qsp 20 ul

Tampon PNK 10X : : Tris-HCI pH 7.6 500 mM, MgCl, 100 mM, DTT 50 mM, spermidine 1 mM et EDTA
ImM.

La réaction s’effectue a 37°C durant 1 h, suivie par une précipitation a I’éthanol.
Les transcrits primaires ainsi préparés sont préts pour une cRT-PCR (voir paragraphe
précédent).

I1.2.2.8.Synthese d’ARN par transcription in vitro

Synthése d’ARN non-radioactifs

La synthese d’ARN est réalisée pendant 1 h a 37°C dans 20 ul du milieu réaction-
nel suivant :

-1 ug d’ADN vecteur ou 0,3 ug de produit amplifié par PCR

- 7,5 mM des quatre NTP

- 4 ul de tampon de transcription 5X (Promega)

-1 pl d’un mélange contenant la T3 ou T7 ARN polymérase, un inhibiteur de

RNase et une pyrophosphatase (unités non précisées par le fournisseur ; Prome-

ga).

Tampon de transcription 5X : HEPES-KOH pH 7,5 400 mM ; MgCl» 120 mM ; spermidine 10 mM ; DTT
200mM

Synthése d’ARN radioactifs

Le marquage uniforme d’un transcrit généré in vitro est réalisé comme précédem-
ment, excepté ’addition de 40 uCi d” a-32P UTP (800 Ci/mmol, NEN Life Science) et une
concentration finale d"UTP non marqué plus faible (0,0125 mM), ainsi que des trois autres
nucléotides non-marqués (1 mM).

La transcription est suivie d'un traitement a la DNase 25 min a 37°C en ajoutant
1U de DNase RQ1 pour éliminer la matrice ADN. Le volume réactionnel est ensuite
complété a 50 ul, et suivi d” une extraction phénolique. Enfin, les nucléotides non incor-
porés peuvent étre éliminés par gel filtration. Le milieu réactionnel est déposé sur une
colonne de Sephadex G50 coulée dans une seringue de 1 ml et préalablement séchée par
centrifugation 1 min a 200 g. L'élution se fait par une nouvelle centrifugation de la co-
lonne dans les mémes conditions.
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I1.2.2.9.Marquage de transcrits en 5’

Lors de la synthese d’ARN par transcription in vitro, les produits de transcription
générés possedent une extrémité 5 triphosphate. Le marquage des transcrits a leur ex-
trémité 5 comporte deux étapes : une étape de déphosphorylation a ’aide d"une phos-
phatase et une étape de marquage par la T4 polynucléotide kinase par transfert du phos-
phate du Y-32P ATP a I’extrémité 5" hydroxyle de I'’ARN.

Déphosphorylation :

Les ARN transcrits in vitro (1,5 ug) sont incubés pendant 15 min a 37°C dans un
volume final de 20 ul comportant 2 ul de tampon de déphosphorylation 10X (Gibco BRL)
et 75 U de phosphatase alcaline bactérienne (BAP, Gibco BRL). Cette opération est suivie
de trois extractions au phénol /chloroforme successives puis d'une précipitation a I'étha-
nol.

Tampon de déphosphorylation 10X : Tris-HCI pH 8,0 100mM

Marquage de l'extrémité 5’ :

Les ARN déphosphorylés (200 ng), sont incubés 30 min a 37°C dans 10 yl du mi-
lieu réactionnel suivant : 1 ul de tampon PNK 10X (Fermentas), 50 uCi de Y-32P ATP
(3000 Ci/mmol, NEN Life Science) et 5U de T4 polynucléotide kinase (Fermentas). Le
marquage est suivi d'une extraction au phénol /chloroforme puis d'une précipitation a
I’éthanol.

Tampon PNK 10X : 500 mM Tris-HCl (pH 7.6 at 25°C), 100 mM MgClp, 50mM DTT, 1 mM spermidine et
1 mM EDTA.

I1.2.2.10.Fractionnement par électrophorese en gel de polyacrylamide en

conditions dénaturantes

Les ARN peuvent étre fractionnés sur gel de polyacylamide dont la concentration
varie de 6 a 15% en fonction de la taille des ARN a analyser. Le gel est préparé dans du
tampon TBE 1X avec une solution d’acrylamide / N,N’ méthylene bisacrylamide (rap-
port 19 :1) et de l'urée 7M finale. La polymeérisation est initiée par I'ajout de 0,07% (p/v)
de persulfate d’ammonium 10% (p/v), et catalysée par ’addition de 0,035% (v/v) de
TEMED. Les ARN sont dénaturés 2 min a 65°C en présence de 2 volumes de tampon de
charge, puis déposés sur gel. La migration est réalisée a 7 mA, courant constant.

Tampon TBE 1X: Tris 90 mM ; EDTA 2,5 mM ; acide borique 90 mM
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Tampon de charge : formamide déionisée 95% (v/v) ; EDTA 20 mM ; bleu de bromophénol 0,05% (p/v) ;
xylene cyanol 0,05% (p/v)

I1.2.2.11.Fractionnement par électrophorese en gel d’agarose en conditions

dénaturantes

Le fractionnement d’ARN de grande taille en conditions dénaturantes est réalisé
dans un gel d’agarose 1,5% (p/v) / formaldéhyde 2,2 M et du tampon MOPS 1X. Pour
100 ml d’un gel d’agarose 1,5% contenant 2,2 M de formaldéhyde, 72 ml d’eau stérile
avec 1,5 g d’agarose sont menés a ébullition. Dix ml de tampon MOPS 10X et 18 ml de
formaldéhyde 12,3 M sont ajoutés a la solution refroidie a 55°C. Les ARN sont dénaturés
5 min a 65°C dans 19 ul de tampon de dénaturation et refroidis dans de la glace. Une
pré-migration est effectuée a 70 V durant 5 min. Puis les échantillons sont déposés sur gel
apres addition de 2 ul de tampon de charge. Enfin, la migration s’effectue a 50 V entre 2h
et 3h.

Tampon MOPS 1X : MOPS 20 mM pH 7 ; acétate de sodium 2 mM ; EDTA 1 mM

Tampon de dénaturation : tampon MOPS 1,05X ; formamide 52% (v/v) ; formaldéhyde 21% (v/v)

Tampon de charge : formamide déionisée 95% (v/v) ; EDTA 20 mM ; bleu de bromophénol 0,05% (p/v) ;
xyléne cyanol 0,05% (p/v).

11.2.2.12.Northern Blot

Les ARN fractionnés sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes ou en
gel d’agarose 2,2M formaldéhyde peuvent étres transférés sur membranes pour étre son-
dés par un oligonucléotide marqué au Y-32P par exemple.

Gel de polyacrylamide :

Le gel est déposé sur du papier Whatman posé sur une éponge. Une membrane
Hybond-N+ (Amersham) est découpée a la taille adéquate puis déposée sur le gel. Le
montage se fait ensuite en sandwich, une deuxieéme couche de papier Whatman est posée
sur la membrane, recouverte par une seconde éponge. Le sandwich est pris entre deux
grilles et plongé a la vertical dans une cuve contenant du tampon TAE 0,25X. Le transfert
s’effectue dans un premier temps a 150 mA durant 15 min puis sous 500 mA durant 30
min. Les ARN, une fois la membrane extraite du montage, sont fixés au Stratalinker
(Stratagene) avec la fonction “autocrosslink”.

Tampon TAE 0,25X : Tris-acétate pH 8,0 10 mM ; EDTA 0,25 mM
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Gel d’agarose | formaldéhyde :

Les ARN fractionnés sur gel d’agarose / formaldéhyde sont transférés par capilla-
rité sur une membrane de nylon Hybond-N+ (Amersham). Le gel est placé a 'envers sur
un pont de papier Whatman 3M dont les extrémités baignent dans du SSC 20X. Sur le
gel, on dépose successivement la membrane de nylon, des barrieres de plastique pour
éviter la montée du liquide d’entrainement en dehors du gel, puis deux feuilles de papier
Whatman 3MM trempées dans du SSC 20X pour amorcer la montée de liquide par capil-
larité. Ce montage est surmonté de papier absorbant et d’'une masse. Le temps de trans-
fert est de 16 h environ. Les ARN sont ensuite fixés sur la membrane de fagon covalente
par irradiation sur une table U.V. pendant 4 min ou au Stratalinker (Stratagene).

I1.2.2.13.Hybridation

La membrane est d’abord préhybridée dans 30 ml du tampon de préhybridation
durant 2 h a 50°C (la température est adaptée en fonction de la Tm de I"amorce oligonu-
cléotidique utilisée comme sonde). Ce tampon est ensuite remplacé par 3 ml de tampon
neuf auquel on ajoute la sonde marquée. Aprés une nuit d’hybridation a 50°C (tempéra-
ture moyenne d’hybridation, adaptée en fonction de la Tm de la sonde), la membrane est
lavée deux fois 10 min dans du SSC 2X, puis 30 min dans du SSC 2X, SDS 0,1% (p/v). La
membrane est ensuite enveloppée dans du Saran (Dow) et exposée a un film sensible aux
rayons X.

Tampon de préhybridation : Phosphate de sodium 0,5M pH 7,2 ; SDS 7% (p/v)

11.2.3.Techniques relatives aux mitochondries et aux protéines

I1.2.3.1.Purification de mitochondries

La préparation de mitochondries développée par (Neuburger ef al. 1982) et optimi-
sée par (Fey et al. 1999) permet d’obtenir des mitochondries integres et exemptes de con-
tamination plastidiale, péroxisomale ou cytosolique. Toutes les étapes se déroulent a 4°C.
Pour 5 kg de tubercules de pomme de terre, la quantité d’extrait obtenue au moyen d'un
extracteur a jus (Moulinex) est d’environ 2 L. Cet extrait est directement récolté dans 1 L
de tampon d’extraction 3X. Le pH est maintenu a 7,5 au cours de l'extraction avec une
solution de K;HPO4 1 M. La solution finale est filtrée sur une toile de nylon (vide de
maille de 46 ym de diametre). La solution est enrichie en mitochondries par une série de
centrifugations différentielles : basse vitesse (1600 g, 15 min) pour éliminer les débris
cellulaires et I'amidon résiduel, puis haute vitesse (16 000 g, 20 min) répétée deux fois.
Les culots de mitochondries sont remis en suspension dans 16 ml de tampon de lavage
puis purifiés sur des gradients de Percoll (autoformés a 40 000 g pendant 50 min). Les
mitochondries, localisées au milieu des gradients, sont prélevées et diluées 10 fois dans
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du tampon de lavage puis centrifugées 20 min a 17 000 g, pour éliminer le Percoll. Cette
étape est suivie par deux autres cycles de lavages/ centrifugation avec du tampon de la-
vage sans BSA. Pour une utilisation ultérieure, le culot de mitochondries est congelé dans
de I'azote liquide et conservé a -80°C.

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de Bradford. Cette méthode
est basée sur la modification de la longueur d’onde d’absorption du bleu de Coomasssie
G-250 en milieu acide apres fixation sur les acides aminés (de 460 a 595 nm) (Bradford
1976). Un ml de réactif de Bradford et 100 ul d’extrait protéique a quantifier sont mélan-
gés et I’absorbance a 595 nm est mesurée. Cette mesure permet de déterminer la quantité
de protéines présentes en se référant a une gamme étalon de BSA établie avec des quan-
tités connues. La quantité de mitochondries utilisée lors des différentes expériences a été
évaluée par cette technique. Par la suite, lorsque nous parlerons de mg de mitochondries,
il s’agira en fait de mg en équivalent de protéines mitochondriales.

Tampon d’extraction 3X : Mannitol 0,9 M ; Diphosphate de sodium 90 mM ; EDTA 6 mM ; BSA 0,9% (p/v) ;
PVP 25 000 2,4% (p/v) ; le pH est ajusté a 7.5 avec HCI concentré avant d’ajouter : Cystéine 0,15% (p/v) ;
Glycine 15 mM ; 2-Mercaptoéthanol 6 mM

Tampon de lavage : Mannitol 0,3 M ; Phosphate de potassium pH 7.5 10 mM ; EDTA 1 mM ; BSA 0,1% (p/
v) ; Glycine 5 mM

Solution pour gradients de Percoll : Phosphate de potassium pH 7.5 10 mM ; Saccharose 0,3 M ; EDTA
1mM ; BSA 0,1% (p/v) ; Percoll 30% (v/v)

Réactif de Bradford : Bleu de Coomassie G-250 0.01% (p/v), éthanol 4,7% (v/v), acide phosphorique 8,5%
(v/v)

I1.2.3.2.Activité mitochondriale de dégradation d’ARN messager

Préparation de l'extrait enzymatique

Les mitochondries purifiées (30 mg en équivalent de protéines), sont reprises dans
6 ml de tampon de resuspension (réparties dans 4 microtubes de 2 ml) et lysées en ef-
fectuant 5 cycles de congélation (dans de 'azote liquide) et décongélation (quelques mi-
nutes a température ambiante). L'extrait est centrifugé 15 min a 20 000 g afin de sédi-
menter les membranes. Le surnageant est centrifugé a nouveau 5 min a 20 000 g.

Les protéines présentes dans le surnageant ainsi obtenu sont ensuite fractionnées
par précipitation au sulfate d’ammonium. Pour cela, une solution saturée de sulfate
d’ammonium a 4°C est ajoutée progressivement a l'extrait protéique sous agitation. Les
protéines sont ainsi fractionnées par étapes, le volume adéquat de cette solution est
ajouté pour atteindre la saturation désirée (par exemple 20% v/v) dans l'extrait protéi-
que. Lorsque la concentration en sel désirée est atteinte, 1'extrait protéique est laissé 30
min sur la glace, puis centrifugé 15 min a 20 000 g pour sédimenter les protéines qui pré-
cipitent entre 0 et 20% de sulfate d’ammonium (p/v). Une seconde précipitation peut
alors étre poursuivie sur le surnageant a une concentration plus élevée de sulfate d’am-
monium.
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Les protéines qui précipitent entre 20 et 40% de saturation en sulfate d’ammonium
constituent la fraction qui comporte les activités mitochondriales dégradant les ARN
messagers (Dominique Gagliardi, communication personnelle). Afin d” éliminer le sulfate
d’ammonium, le culot de protéines est resuspendu dans 2,5 ml de tampon de dialyse et
injecté dans une cassette de dialyse Slide-A-Lyzer® (Pierce). Apres dialyse contre 1 L de
tampon de dialyse durant 1 h, la solution est reprise avec une seringue et centrifugée 5
min a 20 000 g. Le surnageant est alors concentré par ultra filtration avec le systeme Ul-
trafree®-4 Centrifugal filter & tube Biomax 10K NMWL Membrane (Millipore) 1 h a
2000g a 4°C. Des fractions aliquotes sont ensuite congelées dans de I’azote liquide et con-
servées a —80°C.

Tampon de resuspension : MOPS pH 7,5 50 mM ; KCI 250 mM ; DTT 2 mM

Tampon de dialyse : MOPS pH 7,5 10 mM ; KC1 50 mM ; DTT 1 mM

Activité de dégradation in vitro

Les transcrits d’ARNm sont générés par transcription in vitro (voir paragraphe
5.2.2.8). Les transcrits sont, soit marqués uniformément (voir paragraphe 5.2.2.8), soit
marqués en 5" (voir paragraphe 5.2.2.9).

L'incubation est réalisée a température ambiante de 1 h a 3 h dans le milieu réac-

tionnel suivant :

- 5 ul de transcrits précurseurs (6000 cpm)

- 43 ul d’extrait protéique mitochondrial (voir ci-dessus)

-1 mM d’ATP

-1mM de DTIT

- 1 mM de Phosphate de Potassium pH 7.5

-1 mM de MgCl,

-25 U d’inhibiteur de RNase de type A (RNA Guard, Amersham Pharmacia Biotech)

Pour chaque temps prédéfini, un prélevement de 12 ul est effectué, sur lequel est
réalisée une extraction au phénol /chloroforme. Les substrats ARN et leurs produits de
dégradations sont analysés sur gel de polyacrylamide 6% en conditions dénaturantes et
visualisés par autoradiographie.

II.2.3.3.Chromatographie en couche mince

L’analyse des produits de dégradation est poursuivie par le dépot d"une fraction
de chaque prélevement effectué aux temps prédéfinis sur une plaque de polyéthylenei-
mine-cellulose (Sigma). Les dép6ts sont entrainés par un tampon de migration KHxPO4
0,25M. Comme témoin de migration, de 'UTP, UDP, UMP ou du Pi sont déposés a
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proximité des échantillons testés. La plaque est séchée au seche-cheveux, puis emballé
dans du Saran® (Dow), et exposée contre un film sensible aux rayons X.

11.2.4. Techniques relatives aux plantes et a la purification de protéines surex-

primées dans les plantes

I1.2.4.1.Production de plantes transgéniques

Pour purifier des protéines d’intérét, nous avons choisi d’utiliser la technique TAP
(pour Tandem Affinity Purification). Cette technique fait appel a deux étapes de purifica-
tion successives et nécessite 'ajout de deux “tags” a la protéine d’intérét. Les cDNA
d’AtPNPase et AtRNase II ont été fusionnés aux séquences codant pour le peptide
“FLAG” et pour le peptide de liaison a la calmodulin (CBP) puis insérées dans le vecteur
pBin+ contenant le promoteur et le terminateur de la séquence codant pour la protéine
35S du CaMV. Des plantes d’ Arabidopsis ecotype columbia (Col) ont été transformées par
la méthode d’immersion florale. Les générations T1 et T2 ont été semées sur de 1'agar
contenant du milieu MS, 0,5% de sacharrose et 50 g/ml de kanamycine. Les plantes ré-
sistantes a la kanamycine sont ensuite transférées en terre et cultivées en serre. Toutes les
plantes transgéniques ont été produites par Dominique Gagliardi.

I1.2.4.2.Purification de protéines par la méthode TAP (Tandem Affinity Pu-

rification)
/Site Kpnl FLAG espaceur \
" ™~ N
GGTACCGATTACAAGGATGACGATGACAAGGGAGGAGGA

“ W
Site Entérokinase

N Y

Figure 32 . Séquence ADN du « tag » utilisé au laboratoire dans la méthode de purification
des protéines par TAP (Tandem Affinity Purification).

N
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La méthode de purification TAP a d’abord été mise au point dans la levure (Puig et
al. 2001). Elle permet de purifier des complexes dans des conditions non-dénaturantes
sans avoir recours a un volume important de cellules. Cette méthode a été adaptée au
laboratoire par Dominique Gagliardi afin de purifier des protéines d’intérét exprimées
dans des plantes. La séquence du “tag” utilisée est présentée figure 32. La premiére étape
de purification commence par le broyage des plantes exprimant la protéine “taggée”
dans du tampon de broyage. Le surnageant d’une centrifugation a 20 000 g de 10 min est
incubé avec des billes de calmodulin (Stratagene) 1 h a 4°C en présence de 2 mM CaCl..
Les billes sont lavées trois fois dans du tampon de lavage contenant 2 mM CaCl,. Puis les
protéines sont éluées avec du tampon de lavage contenant 5 mM EGTA et sont incubées
avec des billes a anticorps FLAG M2 (Sigma) 30 min a 25°C pour la deuxieme étape de
purification. Les billes sont a nouveau lavées 3 fois dans du tampon de lavage. Les pro-
téines qui ont été liées sont éluées dans du tampon d’élution. Cette méthode est illustrée

figure 33.

Tampon de broyage : 20 mM MOPS ; 150 mM KCl ; 1% (v/v) Triton X-100 ; pH 7,5 ; inhibiteurs de protéa-
ses: complete-EDTA, Roche Applied Science.

Tampon de lavage : 20 mM MOPS ; 150 mM KCl ; 0,2% Tween 20, pH 7,5.

Tampon d’élution : 10 mM MOPS ; 50 mM KCl1 ; pH 7,5; 100 g/ml peptide FLAG.

Le suivi de la purification est effectué en déposant une fraction des protéines sur
gel SDS-PAGE apres chaque étape. Le gel est ensuite coloré a 1’argent pour une détection
optimale des protéines purifiées.

Gel SDS-PAGE :

Un gel d’analyse de protéines comporte deux phases différentes : un gel de con-
centration et un gel de séparation. Le gel de concentration est toujours a 5% (v/v)
d’acrylamide, tandis que la concentration du gel de séparation dépend de la taille des
protéines d’intérét. Dans notre cas, le gel de séparation est a une concentration de 10%
d’acrylamide.

Gel de concentration des protéines : acylamide 5% (v/v) ; Tris-HCl 125 mM ; SDS 0,1 % (p/v) ; APS 0,1%
(p/v); TEMED 0,1% (v/v)

Gel de séparation des protéines : acylamide 10% (v/v) ; Tris-HCl 125 mM ; SDS 0,1% (v/v) ; APS 0,1%
(p/v); TEMED 0,04% (v/v).

Coloration a l'argent :

Le gel est fixé dans la solution 1 pendant 1 h. Le gel est ensuite lavé dans la solu-
tion 2, 30 min, dans la solution 3 sous agitation constante durant 3 min, puis a nouveau
dans la solution 2 durant 10 min. Un lavage est effectué avec la solution 4 durant 10 min.
Le gel est ensuite lavé avec de I'eau 10 min. Le gel est plongé 20 min dans la solution 5
préparée extemporanément. L'excés de nitrate est retiré en ringant le gel pendant 20 s
exactement dans 5 fois son volume d’eau. Le gel est ensuite plongé dans la solution 6
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sous agitation constante pendant 1 min précisément. Le développement est effectué en
plongeant le gel dans 100 ml de la solution 7, sous agitation constante durant 30 s. L’arrét
du développement est effectué en incubant le gel 5 min dans la solution 8. Si la colora-
tion est acceptable, une incubation est effectué 30 min dans la solution 9. Le gel est alors
séché a température ambiante environ 12 h.

Solution 1 : méthanol 50% (v/v) ; TCA 12% (p/v) ; CuCl2 2% (p/v)

Solution 2 : éthanol 10% (v/v) ; acide acétique 5% (v/v)

Solution 3 : KMnO; 0,01% ; préparé extemporanément a partir d’une solution stock a 1% (2 ml de solution
stock dans 200 ml d’eau)

Solution 4 : éthanol 10% (v/v)

Solution 5 : AgNO3 0,2% (p/v)

Solution 6 : KxCO3 10% (p/v)

Solution 7 : formaldéhyde 0,02% ; KoCOs 2% (p/v) (cette solution ne doit pas étre préparée plus de 30
minutes avant son utilisation)

Solution 8 : acide acétique 1% (v/v)

Solution 9 : méthanol 45% (v/v) ; acide acétique 7,5% (v/v) ; éthanol 60% (v/v) ; 5% HAE

I1.2.4.3.Test d’activité de la protéine RNase II-Tag

Les protéines éluées par la méthode TAP sont incubées avec des substrats qui cor-
respondent soit aux ARN matures (M) d’atp9 (nucléotides 279265-279331), soit aux ARN
matures d’atp9 avec une extension de 9 nucléotides (M+9) ( nucléotides 279265-27340).
Ces ARN sont synthétysés in vitro avec I’ARN polymérase T7 (Promega) en présence d’
a-32P UTP (voir paragraphe 5.2.2.8). Aux temps indiqués sur les figures, des aliquots sont
prélevés et déposés sur un gel d’acrylamide a 15% (p/v) (voir paragraphe 5.2.2.10). Les
produits de la réaction sont analysés par autoradiographie.

Milieu de réaction : tampon d’élution + 1 mM DTT; 1 mM ATP; 0,4 u/L d’inhibiteur de RNase (RNase
OUT ; Invitrogen).

I1.2.4.4.Localisation sub-cellulaire de protéines

La localisation sub-cellulaire de protéines in vivo a été effectuée en fusionnant au
gene rapporteur eGFP (enhanced green fluorescent protein) les séquences codantes des
107 et 192 acides aminés de I’AtmtPNPase et de ATmtRNasell respectivement. Ces cons-
tructions sont introduites dans le vecteur pCK sous le controle du promoteur 355 du
CaMV. Des cellules de feuilles de tabac ont été transformées par biolistique et les obser-
vations ont été effectuées au microscope confocal par José Gualberto au laboratoire
comme décrit précédemment (Vermel et al. 2002).

I1.2.4.5.Semis de graines d’Arabidopsis thaliana
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Avant d’étre semées, les graines sont préalablement stérilisées. Environ 20 ul de
graines sont suspendus dans 1 ml d’éthanol 70% sous agitation pendant 10 min, puis
dans 1 ml d’eau de Javel, Tween 20 0,05% (v/v), sous agitation pendant 15 min. Il s’ensuit
une série de 5 lavages a I'eau. Les graines une fois lavées sont semées sous hotte stérile
dans des boites de Pétri contenant du milieu MS 255, 0,5% saccharose, plus 50 pug/ml de
kanamycine s’il est nécessaire de faire une sélection de transformants. Les semis sont
ensuite placés dans une chambre de cultures destinées a la culture in vitro de plantes d’A-
rabidopsis thaliana. Apres deux ou trois semaines de culture, les plantes peuvent étre trans-
térées en terre et cultivées en serre.
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Réle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries des plantes supérieures

II1/RESULTATS
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I1I.1.Les ARN messagers polyadénylés de mitochondries de
plante supérieure sont dégradés par une activité exoribonu-
cléasique 3’-5" qui progresse sans étre génée par des structu-

res secondaires stables.

I11.1.1Introduction

Comme il a été précisé dans l'introduction générale, les modes et les acteurs de la
dégradation des ARN n’étaient pas connus pour le systeme génétique de la mitochondrie
végétale a mon arrivée au laboratoire. Toutefois il avait été montré que deux ARN mito-
chondriaux pouvaient étre polyadénylés. La premiere observation fut effectuée pour le
transcrit dicistronique atpl-orf522 dans le cadre de 1'étude du systeme de stérilité male
cytoplasmique (PET1-CMS) du tournesol (Gagliardi et Leaver 1999) (voir introduction
générale § 2.2.5). Une autre étude a porté sur la polyadénylation des transcrits du gene
cox2 de la mitochondrie de mais (Lupold et al. 1999). Enfin, simultanément a l'étude pré-
sentée dans ce chapitre, une exploration de la polyadénylation a été effectuée pour les
transcrits atp9 du pois et atpl d’oenothere (Kuhn et al. 2001).

Dans le cas du transcrit atpl-orf522 du tournesol il a été montré que la polyadény-
lation induisait sa dégradation in vivo et in vitro (Gagliardi et Leaver 1999). Cette étude
indiquait que le rdle de la polyadénylation des ARN dans les mitochondries végétales
était similaire au rdle caractérisé dans les bactéries et les chloroplastes, c’est-a-dire celui
d’activer la dégradation des ARN au contraire du rdle stabilisateur de la polyadénylation
pour les ARNm nucléaires. En revanche, dans 1'étude des transcrits du gene cox2 du
mais, aucune modification de la stabilité des transcrits polyadénylés n’avait été observée.
De méme pour les transcrits polyadénylés des genes atp9 du pois et atpl d’oenothere, au-
cune influence sensible sur la stabilité de ces transcrits par rapport aux mémes substrats

non polyadénylés ne fut déterminée dans un systeme in vitro.
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Pour mieux cerner I'implication de la polyadénylation dans la dégradation des
ARN mitochondriaux de plante, la premiére partie de mon travail a porté sur 1'étude de
la polyadénylation de transcrits mitochondriaux de Solanum tuberosum et sur le role po-

tentiellement déstabilisateur de 1'ajout d’extension poly(A) en 3" de ces transcrits.

111.1.2.Identification d’ARN polyadénylés de la mitochondrie de S. tuberosum

II1.1.2.1.Stratégie d’étude

Nous avons choisi de caractériser les sites de polyadénylation des ARN mitochon-
driaux de cette plante. En effet, les tubercules de pomme de terre sont riches en mito-
chondries. D’autre part, le protocole de purification est bien défini (Neuburger et al.
1982), et permet d’obtenir des mitochondries exemptes de contamination cytosolique et
chloroplastique. De plus les mitochondries purifiées se sont révélées fonctionnelles lors
d’expériences in vitro telles : I'importation de protéines, la synthese protéique in organello
ou encore la maturation des ARNt (Marchfelder et al. 1990; Marchfelder et Brennicke
1994). Ainsi, ce matériel végétal permet d’obtenir une grande quantité de mitochondries
et par la méme favorise la purification de protéines et I'isolement d’une grande quantité
d’ARN. Solanum tuberosum semblait donc un matériel végétal de choix pour travailler sur
le mécanisme de dégradation des ARN avec des substrats et des enzymes issus du méme

organisme.

Pour identifier des ARN polyadénylés, une transcription inverse a été effectuée sur
des ARN mitochondriaux totaux en utilisant une amorce oligodT(s) possédant une sé-
quence “adaptateur” (tableau 2). Une fraction des ADN complémentaires (ADNCc) obte-
nus a été ensuite soumise a une amplification par PCR en utilisant comme couples
d’amorces la séquence “adaptateur” et une amorce spécifique du gene d’intérét. Les pro-

duits PCR totaux ont ensuite été clonés avec le kit TOPO TA Cloning qui comprend un

vecteur T (voir Matériels & Methodes § 5.2.1.5) . En effet dans le cas d'un clonage classi-
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que avec enzyme de restriction, il est nécessaire de connaitre les sites de restriction. Or
dans notre cas, nous ignorions ol se situaient les extensions poly(A), et nous ignorions
les séquences entourant les sites de polyadénylation. De plus, dans notre cas, nous
n’avions pas forcément affaire a des ARN polyadénylés a un site précis mais plutot a une
population d’ARN polyadénylés a divers sites. C'est pourquoi l"utilisation d’un vecteur T
dans lequel était clonée la totalité de la réaction de PCR apres transcription inverse per-
mettait ’analyse d” une population de transcrits d” un gene donné. En dernier lieu, les

fragments clonés étaient séquencés pour localiser les éventuels sites de polyadénylation.

II1.1.2.2.Caractérisation de la polyadénylation de transcrits mitochon-

driaux

Peu d’exemples de caractérisation de sites de polyadénylation d’ARNm mito-
chondriaux de plantes étaient disponibles (voir introduction 1.2.2.5). Nous avons souhaité
étendre ce type d’étude a d’autres ARNm, mais aussi aux ARN ribosomiques (ARNr) et
aux ARN de transfert (ARNt).

Dans l'optique d’étudier cette modification post-transcriptionnelle des ARN mito-
chondriaux chez la pomme de terre et en 1'absence de données de séquences suffisantes
pour cette espéce végétale, les amorces ont été définies a 1'aide de séquences d’autres es-
peces disponibles dans les banques de données. La comparaison d’au moins cinq séquen-
ces provenant d’espéces végétales différentes a été effectuée pour définir des régions
identiques afin de définir une amorce spécifique pour chaque gene mitochondrial choisi

par la suite.
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111.1.2.2.1.Polyadénylation des ARN messagers mitochondriaux

Nous avons recherché les sites de polyadénylation éventuels des ARNm de 3 ge-
nes mitochondriaux cox3 (codant pour la sous-unité 3 de la cytochrome oxydase), cob
(codant pour I'apocytochrome b) et nad5 (codant pour pour la sous-unité 5 de la NADH
déshydrogénase).

Dans le cas de cob, un produit d’environ 400 pb a été amplifié a partir du couple
d’amorce COB1/adaptateur (tableau 2). Pour une premiere analyse, six clones ont été
séquencés. Toutes ces séquences possedent une extension poly(A) de 18 a 20 nt localisée a
176 nt en 3" du codon stop de ce gene. Il faudra confirmer I'existence de ce site de polya-
dénylation in vivo en obtenant la séquence génomique au site correspondant.

Dans le cas du gene cox3, un produit PCR d’environ 500 pb a été amplifié a partir
du couple d’amorces COX1/adaptateur (tableau 2) et 3 clones ont été séquencés. Tous ces
clones possedent une queue poly(A) de 18 nt située a 286 nt du codon stop de ce gene (fi-
gure 34). Mais une séquence de 11 A présente au site correspondant dans la séquence gé-

nomique, ne permet pas d’affirmer avec certitude qu’il s’agit d’un site réel de polyadé-

nylation.
ﬂ\lom de 'amorce Séquence \
Oligo(dT),g-adaptateur CGACCCTCGAGAGGATCCCG(T),q
Adaptateur CGACCCTCGAGAGGATCCCG
N1 GGTGCTTCTGTTGCGTATAATGT
NR1 AAAGAAATGGGAGTTGGCGCCT
coB1 CTAGGTTGGATCGGATGTCAAC
COX1 TGTGGTATTCGCCAATATCTTG
5S CCGGGCACTACGGTGAGACGT

Tableau 2. Séquences nucléiques des amorces utilisées lors de
cette étude. Toutes les séquences sont présentés de 5’ vers 3.
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Le gene nad5 est trés conservé dans les mitochondries de plante supérieure, il con-
tient 5 exons (de a a e) et 4 introns du groupe II (voir figure 12 de I’ introduction géné-
rale). En utilisant une amorce spécifique de I'exon d du gene nad 5 (tableau 2; N1), nous
avons obtenu deux produits d’amplification différents. L'un présente une extension po-
ly(A) dans la partie intronique de ce méme gene (figure 34; produit a). L'autre présente
une queue poly(A) juste a I'extrémité 3’ de 'exon d du gene nad5 (figure 34; produit b).

Pour vérifier la réalité de ces sites de polyadénylation, la séquence génomique cor-
respondante de I’ADN mitochondrial de pomme de terre a été obtenue. En utilisant
I’amorce N1 et I'amorce NR1 définie par homologie de séquence dans I'exon e (tableau
2), le fragment situé entre ces deux amorces a été amplifié a partir d’ADN génomique
mitochondrial de S. tuberosum, cloné, puis séquencé a partir de 'amorce N1.

La premiére séquence obtenue (produit a) présente une extension poly(A) a len-
droit d"une région génomique comportant 11A consécutifs. De ce fait, I'amorce oligo dT a
pu s’hybrider sur le transcrit correspondant. Il est donc trés peu probable que ce premier
produit corresponde in vivo a un site réel de polyadénylation.

En revanche la deuxieme séquence obtenue (produit b) correspond a un site dans
une région de la séquence génomique qui n’est pas riche en A et correspond donc a un
vrai site de polyadénylation. Les transcrits du geéne nad5 de S. tuberosum peuvent donc
étre polyadénylés. L'identification de ce site de polyadénylation a I'extrémité 3" de I'exon
d est un exemple supplémentaire de polyadénylation des ARN mitochondriaux de
plante. De plus, la situation de cette extension poly(A) a la jonction exon-intron d’un
ARN mitochondrial est une observation nouvelle. Suite aux difficultés liées a la présence
de régions riches en A dans de nombreuses séquences, une nouvelle cible a été définie
avec soin, il s’agit du gene atp9 de la mitochondrie de Solanum tuberosum. Son étude est

détaillée aux paragraphes I11.1.2.2.3 et I11.1.3 des résultats.
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Figure 34. Représentation schématique des séquences obtenues par RT-PCR par rapport
a la séquence génomique mitochondrial de la région correspondante.

J

Lors d"une étude effectuée sur des mutants d’E. coli affectés dans 1'expression des
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111.1.2.2.2.Polyadénylation des ARN de transfert et des ARN ribosomiques

exonucléases impliquées dans la maturation des ARN, la polyadénylation de la plupart
des espéces d’ARN dits “stables” a été observée. Parmi les substrats polyadénylés identi-

fiés dans ces mutants se trouvent les ARN ribosomiques 55, 23S et 16S; I’ ARNtY"; I’ARN
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M1 (la sous-unité catalytique de la RNase P) et I'’ARNtm (structure mixte entre un ARN
de transfert et un ARN messager qui permet I'étiquetage de protéines synthétisées a par-
tir d'un ARN messager incomplet, menant a leur destruction,) (Li et al. 1998). Par ailleurs,
dans une étude réalisée sur les ARN chloroplastiques de 1'algue verte Chlamydomonas
reinhardtii, des sites de polyadénylation sur les ARNr et les ARNt ont été rapportés (Ko-
mine ef al. 2000). Il nous a donc semblé pertinent d’étendre notre étude aux ARNr et aux
ARNt mitochondriaux.

Pour ce qui est des ARNt, deux essais d’amplification, sur du cDNA produit avec
une amorce oligodT ont été réalisés avec des amorces spécifiques des ARNt5e(GCU) et
ARNt®s mitochondriaux de S. tuberosum. Aucun produit d’amplification n’a pu étre
identifié jusqu’a présent par cette méthode. Aucune autre tentative au laboratoire n’a
abouti a I'identification d’ARNt polyadénylés.

En revanche, avec la méme stratégie, nous avons isolé un produit de PCR d’envi-
ron 200 pb (a partir du couple d’amorces 55/adaptateur; tableau 2) correspondant a la
séquence du 55 suivie de queues poly(A) a son extrémité 3’ mature (figure 34). Toutefois
le séquencage de ’ADN génomique dans la région correspondante a révélé une séquence
riche en A (17 A sur 21 nt) a I'extrémité 3" du gene codant pour cette ARNr. Ce résultat
nous empéche de conclure quant a I'existence de transcrits polyadénylés de I’ARN 5S
dans la mitochondrie de pomme de terre. Toutefois, comme nous le verrons dans le troi-
sieme chapitre, 'étude de la polyadénylation des ARN ribosomiques a été poursuivie et
nous a permis de montrer que ’ARN 18S était polyadénylé et que le role de la polyadé-
nylation ne se limite pas a induire la dégradation des ARN messagers dans le métabo-

lisme des ARN mitochondriaux.

Les régions riches en A, présentes dans les transcrits mitochondriaux, ont géné
l'investigation de la polyadénylation des ARN de la mitochondrie de S. tuberosum. C’est
pourquoi une nouvelle cible a été définie : les transcrits du gene atp9 de S. tuberosum. En
effet, son expression était déja documentée et il ne comporte pas de régions riches en A

dans sa partie 3’ UTR.
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111.1.2.2.3.Caractérisation des ARNm polyadénylés du gene atp9

Au début de I'étude, nous avions tendance, dans un premier temps, a rechercher
I'information sur ’ARN, puis, dans un deuxiéme temps, a essayer d’obtenir I'information
de la séquence génomique correspondante. Pour obtenir plus rapidemment des informa-
tions fiables, une meilleure détermination de 1’objet d’étude était nécessaire. De ce fait, le
gene atp9 a été défini comme cible d’étude prioritaire car un grand nombre d’informa-
tions concernant sa séquence et son expression était déja disponible avant le début de
cette étude. Ainsi, sa séquence codante et ses régions flanquantes étaient connues; de
plus, information capitale, il ne comportait pas de région riche en A dans sa partie 3’ non
codante. L'expression de ce géne mitochondrial était bien documentée pour cette espece
végétale : la taille des transcrits atp9 est relativement petite (de 540 a 551 nt) et les sites
d’édition ont été caractérisés. L'extrémité 5" du transcrit précurseur a été localisée et 1'ex-
trémité 3’ a été cartographiée 67 a 71 nt en aval d’une région présente dans 1'extrémité 3’
non traduite du gene afp9 qui se structure potentiellement en tige-boucle (Lizama et al.
1994).

L'étude de la caractérisation des sites de polyadénylation des transcrits du gene
atp9 est présentée dans l'article qui suit. Cependant, cette étude ne s’est pas limitée a la
description des sites de polyadénylation, mais précise l'influence de cette modification
post-transcriptionnelle sur la stabilité des ARNm d’atp9 de S. tuberosum par des activités

RNases mitochondriales.

Dans le cadre de mon travail de these, j'ai effectué dans 1'étude présentée dans
I'article 1, la caractérisation des sites de polyadénylation des transcrits du gene atp9 de
Solanum tuberosum. Cette étape était un préalable indispensable a la définition exacte de
substrats potentiels de l'activité de dégradation préférentielle d’ARN polyadénylés.
L’analyse de la dégradation de ces substrats a ensuite été étudiée dans un systeme in vitro

développé au laboratoire par Dominique Gagliardi.
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111.1.3.Article 1

unrvERs T I LS PASTEV
STRASBOURG

[signalement bibliographique ajouté par : ULP — SCD - Service des théses électroniques]

Dominique Gagliardi, Romary Perrin, Laurence Maréchal-Drouard, Jean-Michel
Grienenberger, and Christopher J. Leaver

Plant mitochondrial polyadenylated mRNAs are degraded by a 3’- to 5’-
exoribonuclease activity, which proceeds unimpeded by stable secondary

structures.

The Journal of Biological Chemistry 276, 43541-43547 (2001)

Pages 43541-43547 :

La publication présentée ici dans la these est soumise a des droits détenus par un éditeur

commercial.
Pour les utilisateurs ULP, il est possible de consulter cette publication sur le site de
I'éditeur

http://www.jbc.org/cqi/reprint/276/47/43541.pdf

Il est également possible de consulter la thése sous sa forme papier ou d'en faire une
demande via le service de prét entre bibliotheques (PEB), auprés du Service Commun

de Documentation de I'ULP: peb.sciences@scd-ulp.u-strasbg.fr.



http://www.jbc.org/cgi/reprint/276/47/43541.pdf

I11.1.4.Eléments de discussion

II1.1.4.1.Caractéristiques de la polyadénylation des ARN du gene atp9 de

Solanum tuberosum

La taille des extensions poly(A) des clones séquencés était généralement de la taille
du nombre de résidus T de I'oligo(dT)ss, soit 18 résidus. Cependant, des extensions pou-
vant atteindre de 31 a 51 résidus ont été caractérisées. Mais la méthode employée pour
détecter des ARN polyadénylés (RT-PCR) ne permet pas d’estimer la taille réelle des ex-
tensions poly(A). A cela s’ajoutent deux biais expérimentaux. D'une part, la PCR pourrait
favoriser I’amplification des fragments de petite taille et, donc, sélectionner les extensions
poly(A) courtes. D’autre part, il est possible que le clonage dans un vecteur TOPO privi-
légie l'insertion des fragments de petite taille, induisant un biais similaire a celui de la
PCR. II serait donc impossible de cette fagcon d’analyser de maniere représentative une
population d’ARN polyadénylés.

Une expérience supplémentaire a été tentée pour déterminer avec plus de préci-
sion la taille des extensions poly(A) des ARN mitochondriaux. Une expérience de “tai-
ling” a été effectuée en utilisant la poly(A) polymérase de levure et du GTP afin d” ajouter
des extensions poly(G) a tout les ARN mitochondriaux (Komine et al. 2000). Puis, pour
détecter la jonction entre I'extension poly(G) et I'extension poly(A) des ARN polyadény-
1és, une transcription inverse avec un oligo(C)n(T)s-adaptateur a été effectuée. Malheu-
reusement, une expérience contrdle effectuée sur des ARN transcrits in vitro a montré
qu’il était possible d’amplifier des cDNA correspondant a des substrats non-polyadény-

1és avec ce protocole, rendant caduque toute analyse par cette méthode.

La composition des extensions poly(A) a été analysée en soustrayant les 18 résidus
de I'oligo(dT)1s aux extensions poly(A) caractérisées. 96% des résidus restants sont des A,

indiquant que les extensions poly(A) dans les mitochondrie de plantes sont principale-
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ment homopolymériques. C’est une caractéristique qui rapproche le systeme mitochon-
drial de plante des systemes bactérien d’E. coli (O’Hara et al. 1995) et chloroplastique de
Chlamydomonas reinhardtii (Komine et al. 2000) , plutdt que du systeme chloroplastique de
plante supérieure ot les extensions poly(A) ne contiennent que 70% de résidus A (Li-

sitsky et al. 1996).

La majorité des sites de polyadénylation des ARN du gene atp9 se situent dans une
fenétre de 5 nucléotides correspondant aux extrémités 3’ matures cartographiées précé-
demment. Cependant, deux sites internes ont été identifiés au début de la séquence co-
dante d’atp9, mais leur provenance reste indéterminée. Nous ne savons pas s’ils sont is-
sus d'un clivage endonucléolytique ou de plusieures cycles de polyadénylation/diges-
tion exonucléasique.

De plus, I'activité RNase 2 est capable de dégrader entierement un substrat ARN
méme fortement structuré, polyadénylé aux extrémités matures. Ces deux éléments sont
en faveur de la possibilité du fait que la dégradation des ARN dans les mitochondries de
plante suive une voie majoritairement exonucléasique. C’est une différence majeure avec
les systemes de la bactérie ou du chloroplaste ot la dégradation des ARN est initiée par
des clivages endonucléasiques suivis par la polyadénylation des fragments d’ARN aux

sites correspondants.

II1.1.4.2.L’extension poly(A) doit étre accessible a I’extrémité 3’ pour que

I'activité RNase 2 dégrade le substrat ARN

Afin de confirmer que l'activité RNase 2 était ou contenait une ou des activités
exonucléases, deux expériences ont été effectuées. La premiére consistait en 1’analyse des
produits de dégradation par chromatographie en couche mince. Cette analyse est pré-
sentée sur la figure 5 de l'article 1. L'expérience montre qu” a partir d'un ARN polyadé-
nylé, l'activité RNase 2 relargue des ribonucléosides diphosphate et monophosphate.
Ceci est consistant avec la présence d’une activité exoribonucléase impliquée dans la dé-

gradation des ARN polyadénylés mitochondriaux de plante.
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Roéle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries des plantes supérieures

La seconde expérience consistait a mettre en présence de l’activité RNase 2 des
ARN non-polyadénylés, polyadénylés ou polyadénylés auxquels étaient ajoutés des nu-
cléotides a la suite de I'extension poly(A). Or, dans cette expérience, seuls les substrats
avec l'extension poly(A) libre en 3’ étaient attaqués par I'activité RNase 2. Une interpré-
tation de ces résultats est présentée figure 35. Ce résultat montre que 1'extension poly(A)
doit étre accessible a I'extrémité 3" pour initier la dégradation et cela suggere fortement

I'implication d"une exoribonucléase pour la destruction des ARN polyadénylés.

Activité RNase 2 Tampo

o JLs _TL@&# i@ﬁlﬁ

0 30 60 O 30 50 0 30 60 O 30 60 O 30 &0 min

cactigesstrrana,

‘ RNase activité 2

Figure 35. L'influence de 'accessibilité de I'extension poly(A) sur le taux de dégradation
par l'activitt RNase 2. L’extension poly(A) doit étre accessible a I'extrémité 3’, ce qui
suggeére le recrutement direct par I'extension poly(A) d’une activité exoribonucléasique.
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II1.1.4.3.11 existe une taille optimale de 1’extension poly(A) pour induire la

dégradation d'un substrat ARN polyadénylé
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Figure 36. Influence de la taille de I'extension poly(A) sur le taux de dégradation
par I'activité RNase 2. Le taux de dégradation du substrat ARN poly(A). est plus
faible comparé a celui du substrat poly(A),,. Cette observation peut suggérer
I'existence de protéines liant 'ARN qui pourraient affecter le recrutement ou la
\_ progression de I'activité RNase 2.

J

Pour tester l'influence de la taille de I’extension poly(A) sur le taux de dégradation
d’un substrat ARN, des ARN comportant des extensions de 0, 5, 20, 27, et 55 A ont été ex-
posés a l'activité RNase 2 (article 1; figure 7). Les substrats comportant 0 ou 5 A ne sont
pas significativement dégradés, indiquant que 5 résidus adénosines sont insuffisants

pour initier la dégradation. Au contraire, des substrats ayant des extensions de 20 et 27 A
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sont dégradés efficacement. De maniére surprenante, le substrat ayant une extension de
55A est dégradé moins efficacement que celui comportant 20 résidus. Cette expérience
suggere qu’il existe une taille optimale de l’extension poly(A) pour déclencher la dégra-
dation des substrats ARN par l'activité RNase 2 dans le systeme in vitro utilisé. Une hy-
pothése pour expliquer ce résultat est schématisée sur la figure 36. Il est possible que de
longues extensions poly(A) soient reconnues par des protéines liant I’ARN qui affecte-

raient le recrutement et la progression de 'activité RNase 2.

II1.1.4.4.Vers l'identification des éléments protéiques de ’activité RNase 2

L'activité RNase 2 dégrade préférentiellement les ARN polyadénylés. Lors de I'in-
cubation pendant 60 minutes d'un substrat ARN comportant 20 résidus adénosine en 3’
avec l'activité RNase 2, environ 65% du substrat de départ sont entierement dégradés, 30
% de ce substrat de départ se retrouvent sous la forme d’un intermédiaire de dégradation
qui correspond en taille au substrat non-polyadénylé (fleche bleue sur la figure 35).

La production d"un intermédiaire de dégradation correspondant a la digestion des
extensions poly(A) par I’activité RNase 2 peut étre expliquée de différentes manieres. On
peut émettre 'hypothése de I'existence d'une nucléase poly(A) spécifique qui s’arréterait
a la jonction entre I'extension poly(A) et le reste du substrat. Il peut aussi exister une
compétition entre les composants de l'activité RNase 2 et d’autres protéines impliquées
dans la maturation des extrémités 3’. Enfin, la génération de cet intermédiaire peut étre
due a la dissociation des composants de l’activité RNase 2 du substrat a la jonction entre

I’extension poly(A) et le reste du substrat.

La caractérisation de sites de polyadénylation a la jonction exon d-intron des tran-
crits du géne nad5 d’une part et aux extrémités 3’ matures des transcrits du gene atp9 de
Solanum tuberosum d’autre part représentent deux nouveaux cas de polyadénylation des

ARN mitochondriaux de plante.
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Cependant le role de la polyadénylation dans la déstabilisation des ARN mito-
chondriaux n’était pas clairement établi. En effet, dans le cas des transcrits du gene cox2
de mais, ainsi que pour les transcrits des genes atp9 du pois et atpl d’oenothere, la polya-
dénylation avait peu ou pas d’influence sur le taux de dégradation des ARN. Il est possi-
ble que des activités RNases ne soient plus présentes dans les systemes in vitro utilisés.
Par contre dans le cas des ARN d’atpI-orf522 de tournesol, la polyadénylation induisait
une dégradation préférentielle des ARN in vitro et in vivo. L'étude supplémentaire pré-
sentée dans l'article 1 est en faveur des observations faites pour atpl-orf522 de tournesol,
a savoir que dans les mitochondries de plante, 'ajout d’extensions poly(A) a I'extrémité

3’ des ARN favorise un mécanisme efficace de dégradation 3’-5".

L'identification de 'activité RNase 2 comme responsable de cette dégradation pré-
férentielle 3’-5" des ARN polyadénylés est une premiere étape vers la caractérisation des
composants du mécanisme de dégradation des ARN mitochondriaux de plante. Mais il
restait toutefois a identifier les génes codant pour la ou les exonucléases faisant partie de
I'activité RNase 2. Une possibilité était d’affiner la purification de l’activité RNAse 2 jus-
qu’au séquengage des protéines la composant. Malheureusement cette stratégie a échoué,
due a la perte de 'activité aprés des étapes supplémentaires de purification. Il nous res-
tait I'éventualité de suivre une stratégie “géne candidat”, rendue possible par 1’acheve-
ment en 2000 du séquencage total du génome nucléaire de la plante modele Arabidopsis

thaliana.

Par ailleurs, I’existence dans les bactéries et les chloroplastes d'une polynucléotide
phosphorylase qui dégrade spécifiquement les ARN polyadénylés de 3’ vers 5’ et celle de
la RNase II qui est une exoribonucléase 3’-5" hydrolytique qui dégrade spécifiquement les
ARN non structuré et en particulier les extensions poly(A) étaient des indications im-
portantes quant aux éléments protéiques qui pourraient composer I’activité RNase 2. En
effet, I'intermédiaire de dégradation pourrait étre produit par une protéine de type

RNase II qui digérerait spécifiquement 1’extension poly(A) et aboutirait a la stabilisation
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du substrat. D’autre part, la digestion compléte du substrat ARN par une exoribonucléa-
se qui reconnaitrait spécifiquement les substrats ARN polyadénylés correspond a une ac-
tivité du type de celle de la PNPase bactérienne ou chloroplastique.

L'identification des composants protéiques de l'activité RNase 2 est 1'objet du chapitre

II1.2 des résultats.
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III.2.Deux exonucléases agissent séquentiellement pour maturer
les extrémités 3" des ARN messagers du gene mitochondrial

atp9 d’ Arabidopsis thaliana

111.2.1.Choix du matériel végétal

Bien que ce ne soit pas une plante d’importance agronomique, plusieurs caracté-
ristiques font d’Arabidopsis thaliana un organisme modele pour 1'étude de la biologie des
plantes a fleurs. Effectivement, la séquence de son génome nucléaire est connue depuis
2000, le génome mitochondrial depuis 1997 et le génome chloroplastique depuis 1999.
Elle possede un cycle de vie court, elle a une production importante de graines et peut
étre cultivée dans des espaces restreints. De plus, il existe des méthodes de transforma-
tion par Agrobacterium tumefaciens efficaces, et des collections tres importantes de lignées
de mutants. Ainsi, nous avons choisi d’utiliser la plante modele Arabidopsis thaliana
comme outil pour identifier des exonucléases impliquées dans le métabolisme des ARN

de la mitochondrie végétale.

111.2.2.Geénes candidats

Chez E. coli, les principales exonucléases qui sont impliquées dans la dégradation
3’-5" des ARN et participent a des processus de maturation sont la polynucléotide phos-
phorylase (PNPase) et la RNase II (voir introduction générale § 3.1.1.5). Des protéines
homologues a la PNPase sont présentes dans la mitochondrie humaine et dans le chloro-
plaste. Dans ce compartiment de la cellule végétale, cette exoribonucléase est impliquée a
la fois dans la dégradation et la maturation de plusieurs ARN. Dans la mitochondrie de
levure, le mtEXO est composé de deux sous-unités : Suv3p, une hélicase, et Dsslp, une

exonucléase appartenant a la famille des RNase II. Dans les mutants de levure affectés
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dans I’expression des composants du mtEXO, I'un des phénotypes moléculaires observés

est 'accumulation de précurseurs d’ARNm.

Pour identifier la ou les exonucléases qui composent I’activité RNase 2 dont la ca-
ractérisation est décrite au chapitre précédent, nous avons recherché dans le génome nu-
cléaire d” Arabidopsis thaliana des genes qui codent pour des protéines qui répondent a
deux criteres. D’une part, les protéines putatives doivent comporter des motifs établis
d’exoribonucléases connues. D’autre part, ces protéines doivent étre prédites comme
adressées a la mitochondrie in silico par les programmes d’adressage disponibles. A par-

tir de ces critéres deux génes d’ Arabidopsis ont été retenus : At5g14580 et At5g02250.

At5g14580 est un gene qui code pour une protéine putative présentant des homo-
logies significatives avec les PNPases chloroplastique et bactérienne. L’analyse de sa sé-
quence montre la présence d’une orf de 991 codons codant pour une protéine putative de
108 kDa. La séquence protéique des acides aminés 58 a 741 présente de hautes homolo-
gies avec le domaine conservé (COG1185.1, Pnp) dérivé de 48 PNPases majoritairement
d’origine bactérienne (figure 37). Un domaine S1 de liaison a I’ARN est présent des ami-
no-acides 674 a 741. Le domaine C-terminal de la protéine ne présente aucune homologie
avec des protéines connues. Un arbre phylogénétique des protéines apparentées faisant
partie de la famille des RNases PH est montré figure 38. Un alignement des deux domai-
nes conservés de cette protéine avec ces homologues bactérien et chloroplastique a ré-

cemment été présenté (Yehudai-Resheff et al. 2003).

. a

.'. 51-4".':- )
IPROO1247 / PFO1138: 37 exoribonuclease
PFO3726: Poluribonucleotide nucleotidultransferase
PFO3725: 3”7 exoribonuclease
IPROO3029 / PFOO575: domaine S1 de liaison a 1’ARN

COG: COG1185

\ £

Figure 37. Caractéristiques de la protéine putative codée par le gene At5g14580. Les
principaux domaines ayant une homologie avec un motif protéique défini sont
représentés en vert.
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ﬁ]ure 38. Arbre phylogénétique des protéines a domaines RNase PH de bactéries et de&
PNPases d’organelles et des protéines de I'exosome. Le premier et le second domaine des
PNPases, des protéines relatives a I'exosome et ont été alignées avec CLUSTAL X par
rapport a la RNase PH d’E.coli, et I'arbre phylogénétique construit avec la méthode du plus
proche voisin. Les protéines issues du méme organisme sont de la méme couleur. Les
organismes sont : At, Arabidopsis thaliana; So, Spinacia oleracea; Hs, Homo sapiens; Ec,
Escherichia coli; Sa, Streptomyces antibioticus; Sy, Synechocystis sp PCC6803; St,
Staphylococcus aureus; Dm, Drosophila melanogaster; Ce, Caenorabitis elegans; Ye,
Saccharomyces cerevisiae; Mt, Methanobacterium thermoautotrophicum. D’aprées Yehudai-
%sheff et al, The Plant Cell, Vol. 15, 2003-2019, Septembre 2003.

Une “fiche d’identité” de la protéine peut étre consultée a I’adresse suivante :

http:/ /www.mitoz.bcs.uwa.edu.au/apmdb/Flatfile-Script.php?chrlocus=AT5G14580.1.
La séquence protéique déduite est prédite adressée dans les organelles comme suit
par les programmes suivants : MitoProt II (score 0.9872, prédiction : mito), Predotar v1.03

(score 0.44), iPSORT (Prédiction : mito), TargetP v1.01 ( score 0,536, prédiction : mito).
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At5g02250 est un gene qui code pour une protéine putative qui est prédite comme
appartenant a la famille des RNase II. L’analyse de sa séquence montre qu’elle comporte
une orf de 803 codons codant pour une protéine de 98.7 kDa. Elle comporte un domaine
qui présente une forte homologie avec le motif (COG0557) appartenant a la ribonucléase

R (figure 39).

4 N

0 00 200 00 400 500 500 F00 00

. At5g02250
I [PRO01900 / PFO0773: Ribonuclease 11

Y
PN

Figure 39. Caractéristiques de la protéine putative codée par le géne At5g02250. Le
principal domaine ayant une homologie avec un motif protéique défini est représenté
en vert.

Une “fiche d’identité” de cette protéine est disponible a 1’adresse suivante:

http:/ /www.mitoz.bcs.uwa.edu.au/apmdb /Flatfile-Script.php?chrlocus=AT5G02250.1

Cette protéine putative est prédite importée dans la mitochondrie par les pro-
grammes MitoProt II (score 0.9355) et iPSORT (prédiction : mito), et chloroplastique par
les programmes suivants : Predotar (score 0.58, prédiction : chloroplaste), , TargetP v1.01
(score 0.908, prédiction : chloroplaste). La prédiction de 1'adressage de cette protéine est
donc ambigué. Il est possible que cette protéine soit doublement adressée a la mitochon-

drie et au chloroplaste comme de nombreuses Aminoacyl-ARNt Synthétases.

111.2.3.Stratégie d’étude

Pour étudier I'implication des produits de ces genes dans la maturation ou la dé-
gradation des ARN mitochondriaux de plante, la stratégie qui a été appliquée dans ’arti-

cle 2 est la suivante :

La premiere étape était d’obtenir des mutants dans lesquels 1'expression de ces ge-

nes candidats était affectée, soit en abaissant leur niveau d’expression, soit en 1’élevant,
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en surexprimant la protéine correspondante. Apres l'identification de genes candidats, il
fallait donc obtenir les mutants d’insertion correspondants a partir des banques existan-
tes. Une fois les mutants obtenus, il fallait s’assurer que l'insertion était bien située dans
le géne étudié, puisque I'expression des geénes candidats été bien affectée par cette inser-
tion. L’ étape suivante était de contrdler 1'état d’expression des genes codés par le gé-
nome mitochondrial dans les mutants par rapport au sauvage, en particulier si leur ma-
turation en 3’ était affectée dans les mutants. Puis, pour mieux caractériser les activités
des enzymes codées par les genes candidats, des plantes ont été transformées par une
version doublement étiquetée des genes afin de favoriser la purification des protéines par
la méthode “TAP” ( Tandem Affinty Purification). Ces protéines recombinantes, une fois
purifiées, étaient mises en présence de substrats ARN in vitro pour contrdler qu’elle pou-

vaient palier les défauts de maturation identifiés dans les mutants.
Toutes les plantes transgéniques ont été produites par Dominique Gagliardi. Le

travail que j'ai effectué dans l'article 2, correspond a la caractérisation moléculaire des

défauts de maturation des ARN mitochondriaux dans les mutants.

I11.2.4.Article 2

o]
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I111.2.5.Résultats complémentaires

II1.2.5.1.Phénotype des plantes PNP-

Aucune plante homozygote n’a été obtenue pour l'insertion de T-DNA dans le
gene At5g14580 qui code pour AtmtPNPase. Ce résultat suggere que AtmtPNPase est
essentielle pour la viabilité d’A. thaliana. Pour modifier I'expression de ce gene, il était
donc nécessaire d’induire son extinction a un stade tardif de développement. En obser-
vant la descendance de plantes transformées qui surexprimaient une version étiquetée de
AtmtPNPase, certaines plantes montraient un phénotype facilement identifiable. Leur
développement était altéré, apres une phase de croissance normale, elles devenaient in-
capables de produire de nouvelles feuilles et les feuilles déja existantes s’incurvaient vers
le sol et présentaient des secteurs chlorotiques (figure 40). Apres des analyses par wes-
tern de I'expression de la protéine et des analyses par northern de I'expression du trans-
crit du gene AtmtPNPase, il a été clairement établi que ce phénotype correspondait dans
ces plantes a la co-suppression de I’expression du transgene et du gene endogene codant
pour AtmtPNPase.

Cependant, si ce phénotype n’était pas contrdlable, il était reproductible, et inter-
venait a des ages variables de la plante, soit dés la culture in vitro, soit lors de la culture
en terre. Il nécessitait cependant un contréle individuel de l'expression de AtPNPase
pour chaque plante. L'analyse des transcrits mitochondriaux de ces plantes ont toutefois

permis d’augmenter significativement les connaissances du role d’AtmtPNPase.
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Réle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries des plantes supérieures

/Figure 40. Phénotype des plantes\
transformées avec un transgene codant
pour une version étiquetée de la PNPase.
Les plantes sont cultivés 4 semaines in
vitro avant d'étre transférées en terre. Les
plantes a et ¢ cultivées in vitro montrent un
phénotype clair : les feuilles sont
recroquevillées vers le sol et ces plantes
sont incapables de produire de nouvelles
feuilles. Toutes les plantes ayant ce
phénotype correspondaient a la co-
suppression de I'expression du gene
AtmtPNPase. De méme pour la plante d,
qui présente en plus des secteurs de
feuilles chlorotiques. Plante b : plante ayant
un phénotype sauvage. Photo e
phénotypes des plantes exprimant la
PNPase étiquetée cultivées en terre. 1:
plante ayant un phénotype sauvage. 2:
plante sauvage. 3 et 4: plantes au
développement altéré par la co-
suppression de I'expression du gene

KAtthNPase. Y,
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II1.2.5.2.Phénotype des plantes mutantes rnall-1

Les plantes homozygotes pour l'insertion du T-DNA dans le gene At5g02250 qui
code pour AtmtRNasell sont viables et présentent un développement séverement affecté.
Les mutants rnall-1 ont un retard de germination et de croissance trés important par rap-
port aux plantes sauvages (figure 41). Les cotylédons de ces mutants sont translucides et
globuleux (figure 41), et, méme apres deux mois de croissance, les plantes ne dévelop-
pent pas de hampe florale (figure 41). Une analyse au microscope optique montre la dif-
férence d’organisation tissulaire dans les cotylédons entre les plantes sauvages et les
plantes mutées (figure 42). Une analyse ultrastructurale avec un microscope électronique,
montre que la biogenése des chloroplastes est trés affectée dans les mutants. En effet, les
thylakoides ne sont pas structurés et il y a une accumulation de plastoglobules (figure
42). La production des images de microscopie optique et électronique a été effectuée par

Mathieu Erardt a l'institut.

Figure 41. Phénotype morphologique des plantes rnall-1. a plante rnall-1 agée
de trois semaines.b plante sauvage (droite) et plante rnall-1 (gauche) agées de
trois semaines. c plante rnall-1 4gée de 5 semaines. d plante rnall-1 &gée de 2
mois.
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Ce phénotype est identique a celui observé pour deux autres lignées ayant des
insertions distinctes dans le gene AtmtRNasell. Cependant les bases moléculaires du
phénotype de ces mutants d’insertion n’étaient pas établies lors de la rédaction de Iarti-
cle 2. Bien qu'une affectation de la maturation des ARN du gene atp9 ait été observée
dans les mutants rnall-1, il n’était pas possible d’accorder la responsabilité de la totalité
du phénotype a I'absence d’expression d’AtmtRNasell. Des études complémentaires ont
été menées au laboratoire par Heike Lange, en collaboration avec Thomas J. Bollenbach
(Cornell University Ithaca, NY 14853). Ces études ont mis en évidence que la protéine
AtmtRNasell était doublement adressée a la mitochondrie et au chloroplaste. Des analy-
ses des transcrits chloroplastiques ont montré que dans les mutants rnall-I, la maturation
des ARN ribosomiques 23S, 16S et 5S était affectée. Ce défaut de maturation des ARN
ribosomiques chloroplastiques pourrait étre a I’origine d'une diminution de la traduction

chloroplastique et de fait affecter le développement de la plante.

Plante

Figure 42. Phénotype cellulaire des plantes rnall-1. a coupes transversales
de cotylédons teintés au bleu de toluidine. b et c ultrastructures des
chloroplastes étudiées par microscopie électronique de cotylédon de plante
sauvage (6) et de plante mutée rnall-1 (7).
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II1.2.5.3.Analyses moléculaires des ARN mitochondriaux des mutants

PNP-

111.2.5.3.1. Accumulation d’intermédiaires de dégradation des ARN d’atp9 dans
les plantes PNP-

Lors de I’analyse des sites de polyadénylation des transcrits du géne atp9 de S. tu-
berosum, deux séquences correspondaient a des sites internes du début de I'orf (figure 43).
De méme, lors de l'analyse des sites de polyadénylation des transcrits du gene atp9 chez
A. thaliana, un site a été localisé au méme nucléotide qu'un des sites identifiés pour atp9
de S. tuberosum. Pour observer s’il y avait une variation de l'accumulation de tels frag-
ments polyadénylés de transcrits du gene atp9 chez les plantes PNP-, une expérience de
RT-PCR a été conduite. En faisant migrer sur gel les produits d’amplification obtenus
avec une amorce située en amont des sites de polyadénylation décrits ci-dessus et
I'adaptateur correspondant a I'oligo-dT, on remarque une forte amplification du signal
dans les plantes pour lesquelles 1'expression de la PNPase est abolie. En obtenant les sé-
quences de quelques produits d’amplification, on remarque que les sites de polyadényla-
tion identifiés chez les plantes PNP- sont a proximité de ceux caractérisés précédemment

chez S. tuberosum ou les plantes sauvages d’A. thaliana.

Ces fragments correspondent a des intermédiaires de dégradation des transcrits
d’atp9. Ces intermédiaires s’accumulent donc dans les plantes ot la AtmtPNPase ne s’ex-
prime plus. Cependant, il n’est pas possible de distinguer 1'origine de ces fragments.
C’est a dire qu’ils peuvent étre générés par une coupure endonucléolytique puis polya-
dénylés, ou étre issus d'un décrochement de la PNPase dans cette région et étre a nou-

veau polyadénylés.
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Figure 43. Accumulation de fragments polyadényg
des ARN d’atp9 dans les plantes PNP-. A. sites de
polyadénylation identifiés lors de la premiére étude
(voir article 1). B. Migration des produits de RT-PCR
effectuées a partir d’ARN issu de plante surexprimant
la PNPase (piste 1) de plantes PNP- (pistes 2 et 3) et
de plante sauvage (piste wt). C. sites de
polyadénylation internes des ARN d’'atp9 identifiés

@s les plantes PNP-. )

I11.2.5.4.Schéma des roles de AtmtPNPase et AtmtRNasell dans la matura-

tion des ARN mitochondriaux

Institut de Biologie Moléculaire des Plantes

A partir des données de I'article 2, un modele de la maturation des ARN messa-

gers mitochondriaux de plante a été imaginé. Il est présenté sur la figure 44.

Dans l'article précédent, nous avons montré que la polyadénylation jouait un role
dans un mécanisme de dégradation des ARN messagers de la mitochondrie végétale. Or,

il est vraisemblable, du fait de I'importance de la PNPase dans I’élimination des séquen-
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ces transcrites “superflues”, que la polyadénylation ait aussi un réle dans la maturation

des transcrits mitochondriaux d’A. thaliana.

/———E ¢ ARN preécurseur

v

AAAA

v 9 AtPNPase
'

¢ AAAA

\

‘ AtPNPase

.
___Ei ’ AtRNase I1

\

Figure 44. Schéma du role d’AtPNPase et d’AtRNase Il dans la maturation des ARN
messagers mitochondriaux d’ A. thaliana. De longs ARNs précurseurs sont synthétisés,
puis polyadénylés a leur extrémité 3'. Plusieurs cycles de polyadénylation et de
digestion exonucléolytigue peuvent étre nécessaire pour éliminer la grande extension
en 3'. Enfin, AtRNase Il achéve la maturation en éliminant quelques nucléotides en 3’
pour parvenir aux extrémitées 3' matures désignées par la fleche verte verticale.

ARN mature
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III.3.AtmtPNPase est requise pour de multiples aspects du mé-
tabolisme de I’ARNr 18S chez les mitochondries d’ Arabidopsis

thaliana

I11.3.1.Introduction

Pourquoi rechercher des ARN ribosomiques polyadénylés ? Il existe plusieurs
arguments pour soutenir cette question. Le premier intérét est de déterminer si la polya-
dénylation est exclusivement réservée a la dégradation des ARNm ou si elle peut tenir
d’autres roles dans le métabolisme des ARN mitochondriaux et en premier lieu si elle
concerne d’autres classes d’ARN dit stables comme les ARN ribosomiques. Par ailleurs,
le choix de la cible a été primordial pour compléter I’analyse du réle de la polyadényla-
tion dans les mitochondries de plante. En effet, nous avons vu au chapitre précédent que
la polyadénylation pouvait étre essentielle a la maturation de grands précurseurs pour
les ARNm. Etait-il possible que la polyadénylation joue aussi un réle dans la maturation
des ARN ribosomiques ? Afin de répondre a cette question, nous avons choisi d’analyser
I’état de polyadénylation des transcrits issus du locus codant pour les ARN ribosomiques
18S et 5S. En effet, ces ARN dans toutes les plantes analysées a ce jour se présentent sous
la forme d’un co-trancrit, le 18S et le 5S étant séparés par une région intergénique d’envi-
ron 170 nt. L’élimination de cette séquence fait partie intégrante de la maturation de ces
ARNTr. La question de départ était de savoir si la polyadénylation prenait part a 1’élimi-

nation de cette région intergénique.

La recherche d’ARN ribosomiques polyadénylés chez S. tuberosum a débuté en
méme temps que la recherche d’ARNm polyadénylés. La premiere identification d’un
ARNTr polyadénylé chez S. tuberosum a été freinée par le fait qu’il existait une région riche
en A directement en aval de I'extrémité 3’ mature du 5S (voir figure 34). La région inter-

génique qui sépare le 18S et le 55 est d’environ 170 nt. Donc, méme en utilisant des
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amorces placées dans le 185, le fragment le plus favorablement amplifié correspondait
toujours a '’hybridation de 'oligo-dT dans la région riche en A en 3’ du 5S. Ce produit
d’amplification provient donc des précurseurs du 185-5S. Pour parvenir a identifier des
sites de polyadénylation entre le 18S et le 5S chez S. tuberosum, il a fallu cloner des pro-
duits d’amplification de plus petite taille que le produit principal d’amplification en sé-
lectionnant les parties de gels situées sous le produit principal d’amplification. Une im-
portante mise au point et la définition de nouvelles amorces a aussi été nécessaire pour
augmenter la spécificité d’amplification des fragments polyadénylés des précurseurs du

18S.

La figure 45 présente les sites de polyadénylation identifiés pour le co-transcrit
18S-55 chez S. tuberosum. L'image présentée figure 45.b a été obtenue aprés une optimisa-
tion importante de la RT-PCR et le design d’amorces spécifiques permettant 1’amplifica-
tion de transcrits du locus 185-5S uniquement. Le clonage de la totalité des produits
d’amplification a permis le séquengage de 51 clones correspondant a des sites de polya-
dénylation de l'unité de transcription 185-5S. Parmi les séquences obtenues, quatorze
correspondent a ’hybridation de 1'oligod(T):2 dans la région riche en A codée par le gé-
nome en aval de 'extrémité 3’ du 55 (figure 45 c.). Cinq séquences correspondent a des
sites internes de polyadénylation du 18S, ce qui suggere que la polyadénylation est im-
pliquée dans le processus de dégradation de cet ARNTr. Vingt-huit séquences correspon-
dent a des sites de polyadénylation situés aux extrémités 3" matures du 18S, et représen-
tent 75% des séquences obtenues si ’on ne tient pas compte des 14 clones correspondant
aI'’hybridation de I'oligod(T)1> dans la région riche en A.

Cette situation est assez similaire a celle observée pour la polyadénylation des
transcrits du gene atp9 de S. tuberosum. De maniere trés intéressante, deux séquences cor-
respondent a des sites de polyadénylation situés dans la région intergénique, et pour-
raient correspondre soit a des intermédiaires de dégradation de précurseurs du 18S sur-
numéraires, soit a des intermédiaires de maturation du 18S. Dans les deux cas, cela étend

les fonctions de la polyadénylation dans la mitochondrie végétale. Enfin, deux séquences
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Réle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries des plantes supérieures

/a - 450 bp \\

150 bp\

450 bp
<150 bp
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de 18a 70
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ﬁigure 45. Détection et cartographie des sites de polyadénylation du locus 18S-5S de Ia\
mitochondrie de Solanum tuberosum. a. Schéma du locus 18S-5S. La région riche en A qui est a
I'origine du produit d’amplification de 450 pb est représentée en aval du 5S.b. Image négative
d’'un gel coloré au BET de la migration des produits d’amplification issus de la PCR effectuée a
partir de cDNA obtenus avec un oligod(T),,-adaptateur, utilisant I'amorce adapteur en
combinaison avec une amorce spécifique du 18S.c. Cartographie des sites de polyadénylation

Qu co-transcrit 18S-5S caractérisés apres le séquencgage de 51 clones. J
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correspondent a des sites de polyadénylation identifiés en aval de la région riche en A en
3" du 5S. Ces deux sites de polyadénylation rappellent la situation des grands transcrits
polyadénylés identifiés dans les plantes PNP-. Ces deux sites suggerent que la matura-

tion en 3’ du 55 pourrait nécessiter la polyadénylation.

Cette méme expérience a été transposée chez la mitochondrie d’Arabidopsis avec
succes. En effet, apres la caractérisation des mutants pour les exonucléases AtmtRNAse II
et AtmtPNPase, il était intéressant d’observer les différences de maturation et de dégra-
dation des ARN ribosomiques dans ces mutants par rapport au sauvage. Ainsi, I'état de
polyadénylation des transcrits du locus 185-5S a été caractérisé en premier lieu dans les
mitochondries d’ Arabidopsis sauvages avec des ARN issus de plantes entieres et des ARN
issus de mitochondries purifiées a partir de cellules d’ Arabidopsis en culture. Il est intéres-
sant de noter que toutes les études effectuées chez S. tuberosum, étaient faites a partir
d’ARN isolés de mitochondries purifiées. Alors, qu’avec Arabidopsis, la plupart des expé-
riences ont été menées avec des ARN totaux issus souvent de plantules entieres. Cette
contrainte technique n’a pas réellement posé de probleme grace a ’abondance des co-

transcrits 185-5S mitochondriaux et a la spécificité des amorces définies.

La méme expérience a donc été menée sur des ARN issus de plantules d’Arabi-
dopsis et d’ARN extraits de mitochondries purifiées a partir de cellules d’Arabidopsis en
culture. Une image négative d’un gel représentatif de la migration du produit de la RT-
PCR effectuée avec une amorce spécifique du 18S couplée a I'amorce identique a 1'adap-
tateur de 1'oligod(T)12-adaptateur est présentée figure 46 b. Le résultat est proche de celui
obtenu avec les ARN extraits de mitochondries de S. tuberosum, ot est observé un produit
majoritaire de 450 pb qui correspond a I'hybridation de I'oligodT dans la région riche en
A, en aval du 5S5. Une bande plus diffuse est observée a 150 pb qui correspond a tous les
sites de polyadénylation situés entre I’amorce spécifique du 18S et le 5S. Un schéma qui

représente les sites de polyadénylation identifiés pour le co-transcrit 185-55 d’ Arabidopsis
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Réle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries des plantes supérieures
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est montré figure 46 c. Les triangles bleus avec une pointe vers le bas correspondent aux
sites identifiés a partir d’ARN extraits de mitochondries isolées d’une culture cellulaire
d’ Arabidopsis; les triangles jaunes avec une pointe vers le haut correspondent aux sites de
polyadénylation identifiés a partir d’ARN extraits de plantes d’Arabidopsis. Les résultats
obtenus sont trés comparables a ceux obtenus pour les ARN extraits de mitochondries de
S. tuberosum. La majorité des sites de polyadénylation se situent aux extrémités 3’ matu-
res du 18S. Certains sites sont internes au 185, représentant des intermédiaires de dégra-
dation du 18S, ce qui suggere une implication de la polyadénylation dans le processus de
dégradation de cet ARN ribosomique. Un site a été identifié dans I'ITS (Intergenic Trans-
cribed Sequence), qui suggere de méme un role possible pour la polyadénylation dans
I’élimination de cette jonction entre le 18S et le 55. En revanche, aucun site n’a été identi-

fié en aval de la région riche en A en 3" du 5S.

Apres la caractérisation de I'état de polyadénylation du co-transcrit 185-5S dans la
plante sauvage d’Arabidopsis, il était intéressant de faire la méme expérimentation avec
des ARN extraits des plantes PNP-. De plus, I’objectif de cet axe de recherche était de ras-
sembler le plus d’informations possibles sur la maturation et la dégradation des ARN
ribosomiques de la mitochondrie végétale puisque aucun systeme in vitro n’avait jusqu’a
présent été mis au point pour la maturation des ARN ribosomiques. L’étude complete de
I'implication de la polyadénylation dans la maturation et la dégradation de '’ARN 18S

d’ Arabidopsis est présentée dans l'article 3.
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111.3.2.Article 3
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111.3.3.Retour sur la cartographie des sites de polyadénylation de |'unité de
transcription 185-5S chez Arabidopsis thaliana dans les plantes sau-

vages et les plantes PNP-

La figure 47 présente la schématisation des sites de polyadénylation identifiés
pour des plantes sauvages, des plantes surexprimant la PNPase mais présentant un phé-
notype normal (cadre haut figure 47) et des plantes PNP- pour lesquelles 1'expression de
la PNPase est abolie (cadre bas figure 47). Le profil de polyadénylation de ces plantes est
tres différent. Alors que dans les premieres, la majorité des sites de polyadénylation se
trouve aux extrémités 3" matures du 18S, aucun site correspondant n’a été identifié dans
les plantes PNP-. Ceci peut étre expliqué par le fait qu'en I'absence de PNPase, aucun
transcrit 18S n’est maturé correctement. Une autre différence majeure est 'accumulation
de précurseurs du 185 polyadénylés dans la partie 5" de I'ITS dans les plantes PNP-. Cette
accumulation est telle qu’avec les ARN extraits des plantes PNP-, 'oligodT ne s’hybride
pratiquement plus dans la région riche en A en aval du 5S, alors que le produit d’amplifi-
cation correspondant a cette hybridation pour les plantes au phénotype sauvage est clai-
rement le produit majoritaire. La figure 47 complete et appuie les résultats présentés sur

la figure 3 de l'article 3.
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111.3.4.Résultats complémentaires

II1.3.4.1.Redéfinition de l'initiation de la transcription de I’ARN riboso-

mique 18S chez Arabidopsis thaliana

Nous avons montré que dans les plantes PNP-, la séquence leader du 18S s’accu-
mulait et que ce fragment issu de la maturation du 18S pouvait étre polyadénylé (figure 6
article 3). Dans une publication de 1996 (Giese et al. 1996), le début de la transcription
avait été situé a 69 nucléotides en amont de I'extrémité 5 mature du 18S par extension
d’amorce. Pourtant sur la figure correspondant a cette expérience, une bande était pré-
sente a la bonne taille. Mais les auteurs croyaient que ce produit résultait d’une hybrida-
tion aspécifique de ’amorce. Or le northern effectué avec une sonde située juste en amont
de lI'extrémité 5" mature du 18S révele I’accumulation d'un fragment d’une taille d’envi-
ron 140 nucléotides correspondant exactement a cette bande prise au départ pour un ar-
tefact. Pour définir le premier nucléotide transcrit de la séquence leader du 185, une cRT-
PCR particuliere a été effectuée. Avant 1'étape de ligation des ARN par la T4 RNA ligase,
une étape de déphosphorylation avec la CIP pour enlever les trois phosphates du pre-
mier nucléotide, puis une étape de phosphorylation avec la PNK pour ajouter un phos-
phate indispensable a ’action de la T4 RNA ligase ont été effectuées. Aprés amplification,
clonage et séquencage, I'extrémité 5 et I'extrémité 3’ de la séquence leader du 18S ont pu
étre définies. Les résultats de cette expérience sont schématisés figure 48. De maniere in-
téressante, le motif nucléotidique qui est en amont du premier nucléotide transcrit est
plus proche du motif consensus du promoteur de la transcription défini pour le génome
de la mitochondrie de mais (monocotylédone) que du motif consensus défini pour les
dicotylédones. Cette expérience a permis de redéfinir l'initiation de la transcription pour
le locus 18S-5S de la mitochondrie d’Arabidopsis thaliana. Dans une étude récente des

promoteurs des genes mitochondriaux d’ Arabidopsis, le site d’initiation de la transcription
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est déterminé deux nucléotides en amont du site décrit dans la figure 48 (Kuhn et al

2005).

4 Lol I

<
TAATACGTATATAATCAGAAGGCTGCTTAGAGGAGTGATCTAGCTCTCTTCTCTAACCTCTAACT

>
ATCACTAAACTAAACAAAGTGGAATTGAATAAGAGAAGAAAGGTCCACAGAAGGTTGGGAAGTAG

TACGCCCGGTTCACGAGGTTCTACCACTGCAGGGCCCAATCATAGTCAAAAGAAGAGTTTG

/Figure 48. Définition du premier nucléotide transcrit de la séquence leader du 18S che)
Arabidopsis thaliana. Les amorces qui ont servis a I'amplification sont représentées par des
fleches vertes horizontales. Les extrémités 5’ de la séquence leader du 18S identifiées par la
cRT-PCR sont représentées par des fléches bleues vers le bas. Les extrémités 3’ du fragment
leader du 18S sont représentés par des fléches bleues vers le haut. Le premier nucléotide
transcrit est souligné en noir. Le premier nucléotide transcrit comme défini précédemment dans
l'article de Giese et al est bleu, souligné bleu. En gras, I'extrémité 5’ du 18S mature.A noter, en

rouge les nucléotides en amont du site d'initiation de la transcription, un motif nucléotidique
correspondant au consensus du promoteur mitochondrial chez les monocotylédones (voir

Qntroduction, figure 7). /

II1.3.4.2.L'extrémité 3’ du 5S serait générée par une activité exonucléase

L’accumulation du précurseur du 185 comprenant la majorité de I'ITS dans les
plantes PNP-invitait a penser que I'extrémité 5 du 5S était générée par une endonucléa-
se. Afin de déterminer comment I'extrémité 3" du 5S pouvait étre générée, une autre cRT-
PCR fut effectuée en 3" du 5S. Cette expérience est schématisée figure 49. Les résultats
obtenus montrent une accumulation d'un fragment correspondant au 5S avec I'extrémité
5 mature et avec une longue extension polyadénylée en 3" dans les plantes PNP-. Dans
les plantes sauvages, il n'y a pas d’accumulation de fragments précis, mais toutes les
séquences obtenues contiennent le 5S avec I'extrémité 5 mature et une longue extension
en 3. Ces résultats complétent le puzzle de la maturation du co-transcrit 185-5S et indi-
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quent donc que I'extrémité 5" du 5S est bien générée par une endonucléase. En synthéti-
sant du cDNA avec une amorce située loin en 3’ de l'extrémité 3’ du 55, toutes les sé-
quences obtenues contiennent le 5S entier. En effet, parmi les séquences obtenues aucune
n’a d’extrémité 5 en amont de l'extrémité 3" du 5S. Il semble donc qu’aucune coupure
endonucléolytique n’intervienne pour produire l'extrémité 3° du 55 de la mitochondrie
d’A. thaliana. Ces résultats suggerent que I'extrémité 3" du 5S serait générée de maniere

exonucléasique.

<4

AtPNPase AtPNPase @gure 49. cRT-PCR en 3’ du 5S. Dansg

+ _ + plantes AtPNPase-, un fragment s’accumule

qui corresponds au 5S avec l'extrémité 5
mature et une longue extension en 3’
polyadénylé. Dans les plantes sauvages, il n'y
a pas d'accumulation d'un fragment précis,
mais toutes les séquences obtenues
correspondent au 5S avec I'extrémité 5’ mature
et une extension en 3’ équivalente ou plus
longue que celle identifiée pour les plantes

TATCTTGTCYFTATTVT(!TArlyTTTATC
+ RT = R T \\\‘\ ///

N -

II1.3.4.3.Schématisation de ’ensemble des résultats obtenus pour le co-

transcrit 18S-5S chez Arabidopsis thaliana

Pour résumer les résultats obtenus pour le co-transcrit 185-5S chez Arabidopsis tha-
liana un schéma est présenté figure 50. En premier lieu, des coupures endonucléolytiques
situées aux extrémités 5" matures du 18S et du 55 séparent la séquence leader et le 55 du
précurseur du 18S. Puis les extrémités 3" des fragments ainsi générés sont polyadénylées.

Ce qui a pour conséquence de recruter AtPNPase. AtPNPase est impliquée dans la dé-
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Réle de la polyadénylation dans la dégradation et la maturation des ARN des mitochondries des plantes supérieures

gradation de la séquence leader et de I'ITS. Mais la polyadénylation du précurseur du
185 est peut-étre aussi suffisante pour déclencher sa dégradation entiere. Il est fort pro-
bable que la maturation en 3" du 5S soit effectuée par la PNPase. Enfin, AtPNPase est im-
pliquée dans la destruction du 185 mature. Il n’est pas possible d’affirmer que AtPNPase
est I'unique responsable de ces processus. Elle peut étre associée a d’autres protéines

comme des hélicases.

18S rRNA  5S rRNA
— .

|

AtPNPase 185 rRNA A tpNpase 2° TRNA

Figure 50. Représentation schématique du processus de maturation du co-transcrit 18S-5S chez
Arabidopsis thaliana. AtPNPase est impliquée dans la dégradtion de la séquence leader du 18S
et de I'extrémité 3’ du 18S.
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IV.DISCUSSION
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IV.1.Introduction

Cette these avait pour projet de contribuer a 1'étude des mécanismes de dégrada-
tion des ARN de la mitochondrie végétale. L'expression d’un génome est conditionnée en
partie par le contrdle de la quantité de transcrits traduisibles a un instant donné. Cette
quantité de transcrits d'un gene dépend d’une part de l'efficacité de sa synthése et de sa
maturation, et d’autre part de sa stabilité. Comme 1’expression du génome mitochondrial
de plante n’est pratiquement pas régulée au niveau transcriptionnel (Giege et al. 2000;
Leino et al. 2005), nous souhaitions avancer dans la connaissance des déterminants de la
stabilité des ARN chez la mitochondrie de plante. En particulier, nous espérions par cette
étude identifier des signaux qui influent sur la stabilité des ARN mitochondriaux de
plante et des protéines impliquées dans leur dégradation. En effet, trés peu d’informa-
tions étaient disponibles concernant ce mécanisme dans la mitochondrie végétale en
comparaison avec les nombreuses études effectuées chez E. coli, le chloroplaste ou chez la
levure dans le cas du mécanisme de dégradation des ARN messagers codés par le gé-

nome nucléaire.

IV.2.La polyadénylation est un signal suffisant pour déclencher une voie
de dégradation exonucléolytique des ARN messagers dans la mito-

chondrie de plante.

Le role de la polyadénylation dans la dégradation des ARN a été mis en évidence
en premier chez E. coli (Hajnsdorf et al. 1995; O’'Hara et al. 1995; Xu et Cohen 1995). Puis
les investigations qui ont été faites chez le chloroplaste ont révélé également un role de la
polyadénylation dans la dégradation des ARN chez cet organite de plante (Kudla et al.
1996; Lisitsky et al. 1996). Ces découvertes successives ont conduit plusieurs équipes a
s’interroger sur la présence et la fonction éventuelle de la polyadénylation chez la mito-

chondrie végétale. Trois publications antérieures ou simultanées a la premiere étude pré-
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sentée dans ce travail de thése concernaient la caractérisation d’ARN polyadénylés et
'étude fonctionnelle de la polyadénylation chez la mitochondrie végétale (Gagliardi et

Leaver 1999; Lupold et al. 1999; Kuhn et al. 2001).

Le premier lien entre I'augmentation de la polyadénylation d’'un ARN mitochon-
drial de plante et 'augmentation de son instabilité a été établi en 1999 (Gagliardi et Lea-
ver 1999). Dans cette étude, une activité RNase mitochondriale capable de dégrader pré-
férentiellement des ARN polyadénylés, a été mise en évidence chez le tournesol. Elle est
présente a la fois chez le tournesol et la pomme de terre et est capable de dégrader préfé-
rentiellement des ARN polyadénylés. Cette étude montrait pour la premiere fois qu'un
transcrit mitochondrial de plante pouvait étre polyadénylé et que cette polyadénylation
entrainait sa destabilisation in vitro et in vivo. De plus cette étude montrait que la stabilité
d’un transcrit mitochondrial dépendait d’un facteur nucléaire. Cette déstabilisation pré-
férentielle de transcrits polyadénylés est régulée suivant le stade de développement et le
tissu considérés.

Cependant, cette étude avait pour objet un substrat qui correspondait a un gene
chimérique résultant d’une recombinaison. Cette recombinaison a été identifiée dans le
cadre d'un systeme bien particulier de CMS chez le tournesol. Il était toutefois possible
que ce qui se produisait dans ce cas particulier ne fut pas généralisable a 'ensemble des
transcrits mitochondriaux. Pour valider 1’existence d'un mécanisme de dégradation des
ARN poly(A)-dépendant dans les mitochondries de plante, il était donc indispensable
d’étudier la dégradation d’ARN correspondant a des genes “classiques” présents dans

tous les génomes mitochondriaux de plante.

Trois études distinctes ont eu pour objet la caractérisation chez les plantes de la
polyadénylation de transcrits issus de génes mitochondriaux “classiques”. Ces études ont
porté sur : cox2 de mais(Lupold et al. 1999), atp9 de pois, atpl d’oenothere (Kuhn et al.
2001) , et atp9 de pomme de terre (Gagliardi et al. 2001). De plus, un systeme in vitro de
dégradation des ARN a été développé dans chaque cas pour étudier le role fonctionnel

de la polyadénylation dans cet organite. La premiere étape commune a toutes les études
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a été de détecter et de cartographier les sites de polyadénylation des transcrits du gene

cible.

IV.3.Cartographie des sites de polyadénylation

Dans I'étude concernant les transcrits de atpA-orf522, la détection des sites de po-
lyadénylation a été effectuée par RT-PCR avec un oligod(T)s-adaptateur. La PCR de 30
cycles a été faite avec une amorce située en 3" d’orf622 en combinaison avec l'adaptateur.
Il en résulte un produit majeur d’amplification de 190 nt. Apres clonage et séquencage, 20
clones présentaient une extension de 17 a 21 A (correspondant approximativement a la
longueur de l'oligod(T) utilisé), treés majoritairement situées aux abords des extrémités 3’
matures (19 clones sont localisés dans une fenétre de 12 nt entourant les extrémités 3’
matures cartographiées par protection a la RNase).

Dans I'étude concernant la polyadénylation des transcrits du gene cox2 de mais, la
méme méthode a été utilisée pour la cartographie des sites de polyadénylation. Mais la
PCR effectuée avec une amorce située en 5 de I'exon 2 de cox2 génere deux produits ma-
joritaires de 400 et 700 pb, apres 50 cycles d’amplification. Apres clonage, 60 clones ont
été analysés. La moitié des sites de polyadénylation est répartie de maniére aléatoire le
long de '’ARN étudié. L'autre moitié des clones est répartie en deux sites majoritaire dont
'un correspond aux extrémités 3’ cartographiées par protection a la nucléase S1, et repré-
sente 42% des séquences obtenues. La séquence génomique des deux sites majoritaires
est connue et permet d’affirmer qu’il s’agit de sites de polyadénylation réels. Cependant,
la séquence génomique complete du gene cox2 de mais n’était pas connue. Il était donc
impossible de savoir si les autres sites répartis sur toute la séquence étaient des sites de
polyadénylation réels ou correspondaient a 'hybridation de 1'oligodT dans une région
riche en A codée par le génome. De ce fait, le nombre et la répartition des sites de polya-
dénylation dans la partie 3" UTR du géne cox2 de mais pouvait ne pas refléter la situation

réelle. La séquence génomique du gene cox2 de mais est disponible depuis avril 2005
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dans la banque de données GenBank (AY973492.). L'observation de la séquence publiée
permet de constater la présence d’au moins trois sites riches en A dans la partie étudiée

par les auteurs ot I'oligodT aurait pu s’hybrider.

Dans 1" étude de la présence et de la fonction de nucléotides non codés par le gé-
nome en 3’ des transcrits d’atp9 de pois et atpl d’oenothere, les sites de polyadénylation
ont été cartographiés apreés deux amplifications de 35 cycles. Un profil d’amplification
complexe est obtenu apres migration des produits sur gel. Il est probable que cette mé-
thode compliquée augmente la possibilité d’artefacts d’expérimentation et fausse la si-
tuation présente in vivo. Cependant, ’analyse de la séquence de 18 clones indique la pré-
sence d’extensions poly(A) qui ne sont pas codées par le génome a I'extrémité 3’ des
transcrits du géne atp9 de pois. Ces sites de polyadénylation, localisés, soit en aval, soit a
des sites internes de la seconde tige-boucle potentielle, correspondent aux extrémités 3’
cartographiées par protection a la nucléase. Pour les transcrits du gene atpl d’oenothere,
10 séquences ont été obtenues. La plupart des sites de polyadénylation sont localisés di-
rectement en 3" de la structure en double tige-boucle et correspondent aux extrémités 3’
matures précédemment cartographiées.

Les études précédentes analysaient la présence de sites de polyadénylation seule-
ment dans les 200 a 300 derniers nucléotides des transcrits du gene choisi. Dans notre
étude (article 1), 51 clones correspondant a des ARN polyadénylés d’atp9 de pomme de
terre ont été analysés. Nous avons utilisé une méthode similaire (RT-PCR avec oli-
god(T)1s), pour détecter la présence de sites de polyadénylation sur la totalité de I'orf du
geéne cible. Dans notre cas, deux expériences indépendantes ont été effectuées. Nous
avons effectué une amplification avec une amorce située en 3’ de I'orf d’atp9 (expérience
comparable aux autres études). Une seconde amplification a été effectuée avec une
amorce située en 5" de I'orf d’atp9. Ces deux expériences nous ont permis de montrer que
les ARN d’atp9 de pomme de terre pouvaient étre polyadénylés et que la trés grande
majorité des sites de polyadénylation correspondent aux extrémités 3" matures d’atp9.

Toutefois, avec la seconde expérience, deux clones sur un total de 49 correspondaient a
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des sites internes de polyadénylation localisés a +60 et +63 nt (par rapport au premier
nucléotide du codon d’initiation). De plus, la partie 5’UTR des transcrits d’atp9 a aussi été
étudiée avec la méme méthode. Tous les clones issus de cette expérience correspondant a
une hybridation de I'oligo(dT) dans une région riche en A codée par le génome, il fut im-
possible de conclure quant a la présence ou non de sites de polyadénylation dans la par-
tie 5’UTR des transcrits du gene atp9 de pomme de terre.

Cependant, si, seule notre étude permet de conclure que les transcrits mitochon-
driaux d’atp9 de pomme de terre sont majoritairement polyadénylés aux extrémités 3’
matures, les études similaires ne concernant que la partie 3'UTR de transcrits mitochon-
driaux s’accordent sur le fait que les sites de polyadénylation se trouvent majoritairement
aux extrémités 3’ matures plutét qu’en amont de structures en tige-boucle. Ces observa-
tions distinguent nettement le systeme de la mitochondrie végétale des systemes du
chloroplaste et d’E. coli, dans lesquels, s'il existe des ARN polyadénylés a leur extrémité
3’ mature, la trés grande majorité des sites de polyadéylation sont localisés a des sites in-
ternes correspondant a des coupures endonucléolytiques. Ces sites sont situés en parti-
culier en amont de structures en tige-boucle pour les transcrits d” E. coli et chloroplasti-
ques qui comportent une structure de ce type a leur extrémité 3 (Hayes et al. 1999;
Regnier et Arraiano 2000). Cette caractéristique particuliere de la localisation des sites de
polyadénylation des ARN de la mitochondrie de plante suggere 1’existence d’un méca-

nisme de dégradation des ARN poly(A)-dépendant majoritairement exonucléasique.

Par ailleurs, il existe une différence majeure dans la détection des ARN polyadé-
nylés chez la mitochondrie de plante par rapport a E. coli. Sans modifier au préalable
'expression de RNases impliquées dans la dégradation des ARN chez E. coli, les ARN
polyadénylés détectés ne comportent des extensions que de 1 a 3 A. En revanche la dé-
tection d’ARN polyadénylés chez la mitochondrie végétale comportant une dizaine de A
peut se faire facilement a partir d’ARN total extrait d’une plante sauvage. De méme, pour
le chloroplaste, les fragments d’ARN polyadénylés sont relativement accessibles chez une

plante sauvage. Ces résultats peuvent étre expliqués par une différence de ratio d’ARN
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polyadénylés / ARN non polyadénylés entre E. coli et les organites de plante. Ou bien,
plus simplement, on peut supposer que cette différence d’accessibilité est due a une diffé-
rence existant entre la demi-vie des ARN polyadénylés bactériens et la demie-vie des
ARN polyadénylés mitochondriaux et chloroplastiques. Il est possible que dans la bacté-
rie, les ARN polyadénylés soient reconnus tres rapidemment par le systéme de dégrada-
tion, alors que dans la mitochondrie et le chloroplaste, il existe une latence entre la po-

lyadénylation et la destruction des ARN polyadénylés.

IV.4.Acteurs et caractéristiques de la polyadénylation de systemes proca-

ryotiques et d’origine procaryotique

Le chloroplaste comme la mitochondrie sont d’origine procaryotique. Plusieurs
caractéristiques du systeme d’expression des geénes du chloroplaste sont similaires aux
bactéries. En particulier, les mécanismes de dégradation des ARN ont de nombreux
points communs entre E. coli et le chloroplaste (Hayes et al. 1999; Schuster et al. 1999;
Monde et al. 2000). Cependant, des différences significatives ont été observées entre les
deux systemes. Chez E. coli, la PAP est responsable de 'activité de polyadénylation, alors
que dans le chloroplaste des plantes supérieures c’est la PNPase qui pourrait étre impli-
quée a la fois dans la polyadénylation et la dégradation des produits de clivages endonu-
cléolytiques au cours du processus de dégradation des ARN. Ainsi chez E. coli, les exten-
sions poly(A) sont majoritairement homopolymériques (Cao et al. 1997; Sarkar 1997),
alors que dans le chloroplaste, les extensions poly(A) sont hétérogenes et incluent les
trois autres nucléotides (Yehudai-Resheff et al. 2001). Des extensions poly(A) hétérogenes
sont observées chez E. coli lorsque la PAP est inactivée. Cette inactivation n’est pas létale
car, dans ce cas, la PNPase fonctionne pour polymériser ces extensions hétérogenes et
reflete alors une situation comparable au chloroplaste de plante supérieure. Cependant,
lorsque 'expression de la PNPase chloroplastique est réprimée, des extensions poly(A)

restent détectables en 3’ des ARN du plaste (Walter et al. 2002). Il est donc possible qu'une
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activité complémentaire soit responsable de la polyadénylation dans les chloroplastes de
plante supérieure. De maniere intéressante, I’analyse de la polyadénylation et de la dé-
gradation des ARN chez Synechosystis, une cyanobactérie considérée comme évolutive-
ment proche de I'ancétre du chloroplaste, a montré qu’il était tres probable que la polya-
dénylation dans cet organisme soit effectuée par la PNPase (Rott ef al. 2003). Cependant,
chez le chloroplaste de 1'algue unicellulaire C. reinhardtii, seules des extensions poly(A)
homopolymériques ont été observée. Ces résultats suggerent qu'une activité de type PAP
est responsable de la polyadénylation dans cet organite (Komine et al. 2000).

Chez la mitochondrie humaine, bien qu'une protéine homologue de la PNPase
d’E. coli soit adressée a la mitochondrie (Piwowarski et al. 2003), il semble que les exten-
sions poly(A) majoritairement homopolymériques soient générées par une PAP apparte-
nant a une nouvelle famille de poly(A) polymérase récemment caractérisée (Nagaike et al.
2005; Slomovic et al. 2005). Aucune information n’est disponible actuellement concernant
la composition des extensions poly(A) présentes dans la mitochondrie de T. brucei. Toute-
fois, I'analyse des produits de dégradation dans un systeme in vitro a montré qu’une ex-
tension de 20 A en 3’ était suffisante pour déclencher la dégradation d'un substrat ARN
par une activité exonucléase hydrolytique RNAse II-like (Ryan et al. 2003). Par ailleurs,
les résultats d’une recherche biochimique et bioinformatique suggerent qu’il n’existe au-
cun homologue de la PNPase dans ce systeme (Kao et Read 2005). La polyadénylation
serait donc plus vraisemblablement due a une activité de type PAP chez la mitochondrie
de T. brucei.

Chez la mitochondrie de plante, toutes les études publiées a ce jour s’accordent sur
le fait que les extensions poly(A) sont majoritairement homopolymériques (Lupold et al.
1999; Gagliardi et al. 2001; Kuhn et al. 2001). La suppression de I'expression de la PNPase
conduit a 'accumulation de précurseurs d’ARN messagers polyadénylés a 80% (Perrin et
al. 2004). Ces données suggerent fortement que la polyadénylation dans la mitochondrie
de plante n’est pas effectuée par la PNPase. De plus, un gene candidat codant pour une
PAP de type bactérien a été identifié par bioinformatique dans le génome d’A. thaliana

(Martin et Keller 2004). Cependant, si ce géne candidat comporte une séquence d’adres-
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sage prédite comme mitochondriale, il reste a le vérifier expérimentalement et a valider
I'activité du produit de ce gene.

Les analyses de la polyadénylation montrent que, dans la cellule végétale, des
modes de polyadénylation diverses cohabitent dans des sous-compartiments d’origine
procaryotique. Chez le chloroplaste, les extensions poly(A) sont hétérologues et la PNPa-
se est majoritairement responsable de cette polyadénylation. De maniere différente, dans
la mitochondrie végétale, les extensions poly(A) sont majoritairement homopolyméri-
ques et cette polyadénylation est vraisemblablement effectuée par une activité de type
PAP bactérienne. Pourtant dans ces deux compartiments sub-cellulaires, la polyadényla-
tion a une fonction comparable dans le mécanisme de dégradation des ARN. Or, il a été
montré que pour “I’ancétre” du chloroplaste, la cyanobactérie, la PNPase était vraisem-
blablement responsable de la polyadénylation (Rott et al. 2003). Qu’en est-il pour les &-
protéobactéries qui sont a 1'origine de la mitochondrie ? Comportent-elles un mécanisme
de dégradation des ARN similaire ? La polyadénylation chez cette bactérie est-elle effec-
tuée par une Poly(A) polymérase ? La séparation entre ces deux systemes de polyadény-
lation a-t-elle eu lieu avant les endosymbioses ou aprés ? De maniére étonnante, alors que
la polyadénylation est effectuée par deux protéines différentes dans la mitochondrie et le
chloroplaste, une méme protéine, la RNase II, est partagée par les deux organelles. Dans
ces deux compartiments, elle participe a la maturation des ARN. Mais, dans la mitochon-
drie, la RNase II a pour substrats les ARN messagers (Perrin et al. 2004), alors que chez le
chloroplaste, elle joue un role dans la maturation des ARN ribosomiques (Bollenbach et
al. 2005). Ces observations conduisent a s’interroger sur I'évolution, dans un méme con-

texte cellulaire, de deux organelles d’origines bactériennes différentes.

IV.5.Fonction de la polyadénylation des ARNm dans les mitochondries de

plante

La démarche expérimentale générale pour étudier l'influence de la polyadényla-

tion sur la dégradation des ARN de la mitochondrie végétale est relativement commune
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aux différentes études. Il s’agit d’incuber des substrats polyadénylés ou non qui sont
synthétisés in vitro en présence d'UTP radioactif. Ces substrats qui correspondent a la
partie 3" UTR des transcrits mitochondriaux sont ensuite incubés dans un extrait de pro-
téines mitochondriales obtenu a partir d’un lysat total de mitochondries. La fraction du
lysat étudiée est variable suivant les études.

L'étude de la stabilité des transcrits atpA-orf522 avait mis en évidence in vivo la cor-
rélation entre le taux de polyadénylation et la déstabilisation préférentielle d'un transcrit
mitochondrial de plante (Gagliardi et Leaver 1999). De plus, deux activités RNases
avaient été caractérisées a partir de mitochondries isolées de cotylédons étiolés de tour-
nesol. L'expérience fut reproduite avec des mitochondries isolées de tubercules de pom-
mes de terre. Les deux activités ont été incubés séparément avec des substrats polyadé-
nylés ou non. L’activité RNase 1 ne fait aucune distinction entre les deux substrats dont
I'extrémité 3’ est différente. En revanche, incubés avec l'activité RNase 2, le substrat non
polyadénylé est relativement stable, alors que le substrat polyadénylé est fortement dé-
gradé. Ces résultats montraient que la polyadénylation était impliquée dans un processus
de dégradation des transcrits mitochondriaux de plante.

Dans le cadre de I'étude fonctionnelle de la polyadénylation chez la mitochondrie
de mais, des substrats correspondant a la partie 3'UTR de cox2, polyadénylés ou non, ont
été incubés dans des extraits S100 de mitochondries de mais (5100 correspond a la partie
soluble d’un lysat de mitochondrie apres une centrifugation a 100 000 g). Les résultats
montrent que les substrats polyadénylés sont légerement moins stables que les substrats
non polyadénylés. Aprés 90 minutes d’incubation, il ne restait que 31% du substrat po-
lyadénylé initial contre 50% du substrat non polyadénylé. De plus, la différence entre les
taux de dégradation des deux substrats diminue s’ils sont incubés ensemble. Bien que
I'effet de la polyadénylation soit mineur sur l'instabilité des ARN dans cette étude, les
auteurs concluent que la polyadénylation est partie intégrante d"une voie de dégradation
des ARN dans la mitochondrie de plante. Les faibles différences entre les taux de dégra-
dation des substrats polyadénylés ou non peuvent étre expliquées par 1’absence de cer-

taines activités RNases dans l'extrait S100 choisi. D’apres nos résultats, il semblerait que
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les deux activités RNases ne soient pas séparées dans 'extrait 5100 de mitochondries de
mais et que celui-ci comporterait encore I'activité RNase 1. Or I'activité RNase 1 a été ca-
ractérisée comme endonucléase. La présence d'une endonucléase expliquerait le peu de
différence de taux de dégradation observée entre les substrats polyadénylés et non po-
lyadénylés. La différence entre les taux de dégradation des substrats polyadénylés et non
polyadénylés parait trop faible dans cette étude pour permettre de conclure de maniere
définitive quant a l'implication de la polyadénylation dans une voie de dégradation des

ARN mitochondriaux de plante.

L'effet de ’addition de poly(A) en 3’ a aussi été testé dans un systeme in vitro pour
les transcrits d’atp9 de pois. Les substrats étudiés consistaient en des ARN chimériques
composés d'une partie du vecteur d’expression (pBluescript) et 113 nucléotides de la
partie 3" UTR des transcrits d’atp9 de pois, contenant une double structure en tige-boucle.
Ces ARN ne correspondaient donc a aucun ARN ou partie d’ARN existant in vivo. Apres
incubation de ces substrats polyadénylés dans un lysat de mitochondrie de pois, I'exten-
sion poly(A) est dégradée. En conclusion, les substrats polyadénylés retournent a 1'état
mature par I'action d'une exonucléase qui dégrade rapidement les extensions poly(A)
mais s’arréte a la jonction entre I'extension poly(A) et le reste du substrat. Dans ce sys-
téme in vitro, la dégradation complete du substrat n’a pratiquement pas lieu. Pourtant,
dans les mémes conditions, des substrats sans tige-boucle et polyadénylés sont significa-
tivement déstabilisés en comparaison des mémes substrats non-polyadénylés. Il est pos-
sible, d’aprés nos résultats, que I'extrait protéique utilisé lors de cette étude contienne
principalement I'activité RNR1 (=AtRNase II). En effet, I'activité RNR1 caractérisée in vi-
tro correspond bien a ces observations, puisqu’elle est capable de dégrader facilement des
extensions poly(A) et toutes les extrémités peu ou pas structurées et qu’elle s’arréte a la
moindre structure secondaire. Mais, selon les auteurs, ces données indiquent que les
structures en tige-boucle aux extrémités 3’ contrebalangent 1'effet déstabilisateur de la
polyadénylation. Ces structures seraient responsables de la maturation correcte des ex-

trémités 3’ et de la stabilisation des transcrits de la mitochondrie végétale, comme cela
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avait été montré précédemment (Dombrowski et al. 1997). La présence de sites de polya-
dénylation dans les tiges-boucles indique qu’il pourrait s’agir d’intermédiaires de dégra-
dation et que des cycles répétés de polyadénylation et d’élimination de I'extension po-
ly(A) avec quelques nucléotides supplémentaires pourraient étre a I'origine d’un méca-
nisme de dégradation des ARN mitochondriaux. Ce mécanisme est probable pour les
ARN qui comportent une structure en tige-boucle a leur extrémité 3’ mature. Toutefois, il
semble que ce type de structures ne soient pas présentes aux extrémités de I'ensemble des

ARN mitochondriaux.

L'étude qui révélait la présence d’extensions poly(A) non codées par la génome en
3" d’ARN de la mitochondrie de plante, montrait que la polyadénylation était impliquée
dans un mécanisme de dégradation des ARN que ce soit in vivo ou dans un systéeme in
vitro (Gagliardi et Leaver 1999). Le rdle de la polyadénylation dans la déstabilisation des
ARN de la mitochondrie de mais était considéré au contraire comme mineur (Lupold et
al. 1999). De plus, selon les expériences in vitro effectuées avec un extrait protéique de
pois, le role déstabilisateur de la polyadénylation était annulé par les structures en tige-

boucle présentes en 3’ UTR des transcrits mitochondriaux (Kuhn et al. 2001).

Dans la premiere partie mon travail de these, il était donc indispensable de con-
firmer ou d’infirmer le réle que pouvait avoir la polyadénylation dans la déstabilisation
des transcrits mitochondriaux. Afin d’étudier l'influence de la polyadénylation sur le
taux de dégradation des ARN mitochondriaux, le choix du substrat était important. Le
substrat qui était 1'objet de notre étude correspond aux derniers 131 nucléotides de la 3’
UTR des transcrits du gene atp9 de S. tuberosum.

Dans les conditions de notre étude, de 55 a 74% du substrat polyadénylé de départ
sont totalement dégradés alors que seulement 0 a 5% du substrat non polyadénylé sont
dégradés par l'activité RNase 2. La différence entre les deux taux de dégradation est bien
supérieure a celle observée lors des deux études précédentes (Lupold et al. 1999; Kuhn et

al. 2001). Il existe donc bien une activité mitochondriale qui dégrade préférentiellement
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les ARN polyadénylés. Cependant, un intermédiaire de dégradation est généré au cours
de l'incubation du substrat polyadénylé. Cet intermédiaire correspond a I’élimination de
I’extension poly(A) et 30% du substrat initial se retrouvent sous cette forme. Cet intermé-
diaire peut résulter de la présence de protéine liant I’ARN en 3’ des transcrits et qui em-
péche la progression des exonucléases. Ou alors il est produit par une activité qui n’est
pas trés processive et qui se dissocie en partie du substrat a la jonction entre 1'extension
poly(A) et le reste du substrat. Enfin, cet intermédiaire est peut-étre le produit d'une

RNase qui dégrade préférentiellement les extensions poly(A).

Le substrat que nous avons choisi pour I'étude de la fonction de la polyadényla-
tion avec un systeme in vitro comportait une structure secondaire forte 70 nt en amont
des extrémités 3’. L'existence de cette structure fut vérifiée par une digestion a la phos-
phodiestérase. Or, dans le systeme in vitro, la dégradation préférentielle des ARN polya-
dénylés ne semble pas empéchée par la présence de cette structure secondaire forte.

Ainsi, notre étude montre que, pour les transcrits du gene atp9 de S. tuberosum, la
polyadénylation est un signal suffisant pour déclencher la dégradation préférentielle de
substrats polyadénylés, méme s’ils comportent des structures secondaires internes. De
plus nos résultats montrent qu’il existe une activité RNase mitochondriale capable de

retirer les extensions poly(A).

Par la suite, nous avons identifié deux RNases mitochondriales impliquées dans la
maturation des ARN (Perrin et al. 2004). Ces deux RNases présentes des homologies si-
gnificatives avec RNase 2 et la PNPase. Nous avons montré que AtmtRNase II dégrade
les extensions non structurées en 3’ des ARN, dont les extensions poly(A). Or, 'analyse
de la demi-vie des ARN a 'échelle du génome chez différents mutants d’E. coli a montré
que l'inactivation des deux RNases avait des conséquences différentes sur 1'expression
d’une partie des ARNm (Mohanty et Kushner 2003). En particulier, I'inactivation de
RNase II conduit a une diminution de I'expression de 31% des ARNm incluant la plupart
des ARN codant pour les protéines ribosomales. Il est possible d’envisager que AtmtR-
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Nasell ait une influence comparable sur la demi-vie de certains ARN mitochondriaux en

les protégant de la dégradation par le retrait des extensions poly(A).

Un processus de dégradation des ARN poly(A)-dépendant a donc été mis en évi-
dence dans les mitochondries de plante. Plus récemment, le réle de la polyadénylation a

été étudié chez les mitochondries d’autres organismes.

IV.6.Le(s) role(s) de la polyadénylation chez les mitochondries d’autres

organismes

Chez la mitochondrie humaine

Bien que des maladies mitochondriales humaines puissent correspondre a des
défauts de maturation et de stabilité des ARN mitochondriaux, les mécanismes post-
transcriptionnels de la mitochondrie humaine ont été peu étudiés jusqu'a présent. Ce-
pendant une étude chez un patient présentant une pathologie mitochondriale a montré
qu'une microdélétion de I’ADN mitochondrial provoquait la déstabilisation d’un ARN
(Temperley et al. 2003). La microdélétion résulte chez le patient en la perte du U terminal
de I’ARN 14 (ATP6/8) a partir duquel la polyadénylation aurait d&i former un codon stop
correct. Les ARN 14 dans des cellules non mutées comportent des extensions poly(A) de
50 résidus en moyenne. Dans la lignée cellulaire du patient qui a la microdélétion, la
maturation et la polyadénylation se déroulent normalement, mais la majorité des ARN 14
ont une extension poly(A) beaucoup plus petite de 0 a 10 résidus. Lors de 1’analyse d'une
transcription de novo, les ARN 14 sont d’abord polyadénylés normalement (c’est a dire
une cinquantaine de résidus en moyenne), et les ARN 14 avec une courte extension appa-
raissent ensuite. Ceci n’est pas un défaut de maturation, mais bien une déadénylation qui
est a 'origine des ARN 14 avec des courtes extensions. Lorsque la traduction est inhibée,

cela empéche I'apparition des ARN 14 avec des courtes extensions. Si I'inhibition de la
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traduction n’a pas d’effet sur I’accumulation de I'’ARN 14 dans des cellules controdles, elle
augmente nettement 'accumulation de I’ARN 14 dans les cellules affectées, au point
d’atteindre la quantité présente dans les cellules sauvages. Ceci signifie que dans ce cas,
la longueur de l'extension poly(A) joue un rdle dans la stabilité des ARN 14. Il semble
que les ARN 14 avec une extension courte soient plus vite dégradés qu’avec une exten-
sion plus longue. Enfin, il semble que la traduction ait une influence sur la déadénylation
des ARN 14 mutés. Il est possible de penser que la polyadénylation joue un réle dans la
stabilité des ARN de la mitochondrie humaine, toutefois il ne faut pas oublier que cette
étude concerne des ARN qui ne possedent pas de codon stop. La dégradation des ARN
mutés ne reflete peut-étre pas le mécanisme général des ARN mitochondriaux dans la
mitochondrie des mammiferes. De plus, ces résultats sont obtenus dans un systeme ot la
polyadénylation n’est pas affectée. Cependant, on ne peut exclure que la dégradation ra-
pide des ARN 14 mutés soit due a un mécanisme de controle de la qualité des ARN mito-

chondriaux qui reconnaftrait les ARN aberrants.

Le mécanisme naturel de dégradation des ARN de la mitochondrie humaine n’est
pas connu. Cependant au moins trois enzymes de la mitochondrie humaine ont été iden-
tifiées comme des homologues de protéines qui sont connues pour participer a la dégra-
dation des ARN dans d’autres systémes. Il s’agit de hPNPase, une exonucléase compara-
ble aux PNPase bactérienne, chloroplastique et mitochondriale de plante, de hmtPAP,
une poly(A) polymérase, et peut-étre hSUV3, qui est un homologue d’'une ARN hélicase
composant du dégradosome de la mitochondrie de levure. La poly(A) polymérase de la
mitochondrie humaine a montré que cette derniere appartenait a une nouvelle famille de
poly(A) polymérase cytoplasmique régulatrice identifiée chez C.elegans et S. pombe. Les
membres de cette famille ont peu d’homologies avec les PAPs classiques excepté leur
domaine catalytique. Contrairement aux PAPs classiques, elles ne possedent pas de motif
de reconnaissance a I’ARN, et requierent donc une protéine de liaison a I’ARN pour étre
fonctionnelles. Il est possible que ce type de PAP soit dirigé vers des ARN spécifiques par

leur partenaire de liaison a I’ARN. La longueur des queues poly(A) a été analysée sur
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plusieurs transcrits: elle varie de 10 a 62 résidus, avec une moyenne de 43 (+/- 14). Les
extensions poly(A) sont trées majoritairement homopolymériques, ce qui indique que ni la
PNPase, ni une CCAse n’est responsable de la synthese des queues poly(A) dans la mito-
chondrie humaine. L'étude du role fonctionnel de la PNPase par RNAI a été effectuée par
deux équipes (Tomecki et al. 2004; Nagaike ef al. 2005). De maniére surprenante, ces deux
études parviennent a des conclusions contradictoires quant au role de la polyadénylation
dans les mitochondries humaines. Si les auteurs de ces deux études s’accordent sur le fait
que hmtPAP est impliquée dans la polyadénylation des ARN mitochondriaux, les pre-
miers concluent que les longues extensions poly(A) ne sont pas indispensables pour la
stabilité des ARN mitochondriaux (Tomecki et al. 2004), alors que les seconds, a I’opposé,
concluent que la polyadénylation est déterminante pour la stabilité de plusieurs ARN

messagers.

Une étude plus récente s’est intéressée a l'existence éventuelle de sites internes de
polyadénylation avec des méthodes de bioinformatique et de biologie moléculaire (Slo-
movic ef al. 2005). Il s’avere qu’il existe un nombre important de sites internes de polya-
dénylation correspondant a des ARN tronqués et polyadénylés en 3° de maniére transi-
toire. Basée sur la corrélation entre I'existence de telles molécules et I'existence d'un mé-
canisme de dégradation poly(A) dépendant dans d’autres systemes, les auteurs propo-
sent que cette polyadénylation interne fasse partie d’'un mécanisme de dégradation des
ARN de la mitochondrie humaine. Ces observations révelent la coexistence de deux effets
opposés de la polyadénylation dans les mitochondries humaines. D’une part, une polya-
dénylation constitutive aux extrémités 3" matures des ARN qui semble jouer un réle dans
la stabilité des ARN, d’autre part, une polyadénylation interne et transitoire qui semble
faire partie d'un processus de dégradation commun aux procaryotes et aux organelles.
Cette coexistence pose la question de la régulation de la polyadénylation, et essentielle-
ment, le processus de distinction entre une extrémité 3" mature polyadénylée d"un trans-

crit et un transcrit tronqué polyadénylé en 3'.
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Chez la mitochondrie de T. brucei

Une situation similaire a été décrite chez la mitochondrie de Trypanosoma brucei.
Chez la mitochondrie de ce protiste, deux populations d’ARN polyadénylés coexistent
constitutivement : une population d’ARN comporte de courtes extensions poly(A) (20 nt
en moyenne) et une autre comporte de longues extensions poly(A) (de 120 a 200 nt). La
proportion de ces deux populations d’ARN varie au cours des différents stades du cycle
de vie complexe du parasite. Il existe une activité exonucléase 3’-5" dont la stimulation est
maximale pour des substrats comportant 20 A en 3’. Mais ce qui distingue le cas T. brucei
de la mitochondrie humaine, c’est I’édition intensive par addition de U des transcrits
mitochondriaux. Dans le cas des ARN de la protéine ribosomale S12, 1’état de polyadé-
nylation est corrélé a 1'état d’édition des transcrits (Militello et Read 1999). Si les ARN
messagers ne sont pas édités, ils ne comportent que des extensions courtes a leurs extré-
mités 3’. En revanche, s’ils sont partiellement ou totalement édités, ils contiennent les
deux types de longueurs d’extensions poly(A).

Cette étude fut prolongée par des expériences in vitro de dégradation de substrats
édités ou non édités, polyadénylés ou non (Kao et Read 2005). Il s’avere qu'un substrat
édité non polyadénylé est dégradé plus rapidement que le substrat similaire non édité.
En revanche, la dégradation d’un substrat entierement édité et polyadénylé est trés ra-
lentie par rapport au substrat similaire non édité et polyadénylé. Ces résultats montrent
qu’il existe dans cet organelle deux effets opposés de la polyadénylation sur la stabilité

d’un ARN suivant son état de modification post-transcriptionnel.

IV.7.La maturation des ARN mitochondriaux de plante

La terminaison de la transcription

N

De maniére comparable a ce qui a été observé pour les ARN chloroplastiques

(Stern et Gruissem 1987), les structures en tige-boucle présentes a l'extrémité 3’ de cer-
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tains transcrits mitochondriaux ne sont pas des “terminateurs” de transcription mais plus
vraisemblablement des signaux de maturation (Dombrowski et al. 1997). De plus des ex-
périences de transcription in vitro ont montré que la transcription pouvait se poursuivre
loin en aval des extrémités 3’ matures des ARNm et ARNr (Finnegan et Brown 1990). Les
résultats que nous avons obtenus lorsque 1'expression de la PNPase est réprimée corro-
borent fortement ces observations antérieures. En effet, lorsque la PNPase n’est plus ex-
primée, nous pouvons observer des transcrits qui peuvent atteindre plusieurs fois la taille
du transcrit mature et qui sont issus d'un défaut de maturation en 3’. L'ensemble de ces
résultats suggerent qu’il n'y a pas de terminaison de la transcription dans les mitochon-

dries de plante.

Maturation exonucléolytique ou endonucléolytique ?

Les résultats décrits dans l'article 2 (Perrin et al. 2004), suggéraient que 1'accumu-
lation de pré-transcrits comportant de longues extensions en 3’ lors de l'absence de
PNPase était révélateur d'un processus de maturation en 3" majoritairement exonucléasi-
que effectué essentiellement par la PNPase. Cependant, nous ne pouvons exclure que la
suppression de I'expression de la PNPase peut avoir des effets indirects sur un processus
de terminaison de la transcription ou sur un mécanisme de dégradation impliquant une
endonucléase. D’autant plus que dans les autres systemes comme E. coli et le chloro-
plaste, les endonucléases jouent un grand réle a la fois dans la maturation et la dégrada-
tion des ARN. Chez le chloroplaste, au moins une endonucléase est impliquée dans la
dégradation des ARN : CSP41a (Bollenbach et al. 2003), mais actuellement aucune infor-
mation n’indique que CSP41a pourrait jouer un rdle dans la maturation des ARN chloro-
plastiques. Excepté les RNases P et RNase Z, aucune endonucléase de la mitochondrie de
plante n’a pour l'instant été caractérisée.

Pour les ARN du gene atp9, nous avons identifié chez la plante sauvage des frag-
ments d’ARN polyadénylés qui correspondent a des sites internes de polyadénylation.
Ces fragments s’accumulent dans les plantes PNP-. Cependant, si ces fragments sont
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vraisemblablement des intermédiaires de dégradation, il est difficile d’en déterminer
'origine. En effet ces fragments peuvent aussi bien correspondre a une digestion endo-
nucléolytique, qu’a I'arrét d’une digestion exonucléolytique. Cet arrét peut étre du a des
structures secondaires fortes ou bien a des facteurs protéiques liés a I’ARN qui génent la
progression des exonucléases.

Pour les ARN ribosomiques de la mitochondrie de plante, plusieurs site internes
de polyadénylation ont été caractérisés pour I’ARN ribosomique 18S. Ces sites provien-
nent certainement d’intermédiaires de dégradation dont il est aussi difficile de savoir si
ils sont issus d’une activité exonucléolytique ou endonucléolytique. En revanche, nous
pouvons affirmer que les extrémités 5 des ARN 18S et 5S sont produites par une ou des
endonucléases. Le mode de maturation des ARN ribosomiques mitochondriaux est dis-

cuté dans le paragrahe suivant.

La maturation des ARN ribosomique 18S et 5S de plante

Les résultats obtenus lors de 1’étude des ARN ribosomiques sont quant a eux sans
ambiguité: ce sont des coupures endonucléolytiques qui sont a I'origine des extrémités 5’
des ARN 5S et 18S (Perrin et al. 2004). Il existe donc bien une ou des endonucléases dans
la mitochondrie végétale pour ce type de maturation, mais leur identification et leur ca-
ractérisation restent a effectuer. D’autre part, dans le cas des ARN ribosomiques, nous
avons mis en évidence qu’aucune activité exonucléase 5-3’ n’était impliquée dans la
maturation des extrémités 5" du 5S et du 18S (Perrin et al. 2004).

En ce qui concerne les extrémités 3" des ARN 18S et 55, 1'étude de 'accumulation
des précurseurs dans les plantes PNP- a permis de révéler 'implication de la PNPase
dans la maturation des extrémités 3° de ’ARN 18S de la mitochondrie d’Arabidopsis tha-
liana. Avec cette réserve : nous ne pouvons exclure que la PNPase soit impliquée dans la
dégradation complete des précurseurs du 18S qui s’accumuleraient de maniere excessive.

Cependant, il semblerait que I'extrémité 3’ du 5S, soit elle aussi produite par 1'action
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d’une exonucléase qui vraisemblablement pourrait étre la PNPase (voir le paragraphe
4.4.2 des Résultats).

Chez E. coli, au moins trois endonucléases (RNases G, E, III) sont impliquées dans
la maturation des extrémités 5" et 3’ des ARN ribosomiques (Condon 2003)) et une exo-
nucléase (RNase T) est requise pour la maturation des extrémités 3’ du 23S et du 5S (Li ef
al. 1999). Chez les bactéries, les ARN ribosomiques sont organisés en opéron codant pour
les ARN 16S, 23S et 55, qui sont transcrits en grands précurseurs de 30S . Un ou deux
ARNt sont présents dans la région intergénique entre le 16S et le 185, de méme qu’en
aval du 5S (Srivastava et Schlessinger 1990). La maturation du grand prétranscrit 30S est
encore mal connue. Par ailleurs, la polyadénylation des précurseurs des ARN ribosomi-
ques a été caractérisée dans des lignées mutantes chez lesquelles l'activité de plusieurs
exonucléases était réduite de plus de 95% (Li et al. 1998). Le role de cette polyadénylation
n’a pas été identifié. Toutefois, connaissant la fonction de la polyadénylation dans la dé-
gradation des ARNm, il est permis de supposer que les ARNr d’E. coli pourraient étre
dégradés de maniére similaire ou bien que la polyadénylation en 3’ est impliquée dans
un processus de maturation. L’hypothese privilégiée par I'auteur est que la polyadényla-
tion de précurseurs d’ARN “stables” reflete davantage un processus de contrdle qualité
qui éliminerait les molécules qui sont incorrectement synthétisées ou maturées, ou pro-

duites en surnombre.

Chez le chloroplaste, les ARN ribosomiques sont codés sous la forme d"un opéron.
Ce “cluster” hautement conservé, code pour les ARN ribosomiques 165, 235, 4.5S et 5S,
ainsi que trois ARNt. La maturation du transcrit primaire commence par 'excision des
ARNt et par des clivages endonucléolytiques qui géneérent les précurseurs du 16S et du
55 et un intermédiaire de maturation : le transcrit dicistronique 235-4.5S. La maturation
endonucléolytique de ce transcrit s’acheve dans le ribosome et précede la maturation des

extrémités 3’ (Bellaoui et Gruissem 2004).
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La modification de I'expression de la PNPase chloroplastique affecte la maturation
de I'extrémité 3’ du 23S (Walter et al. 2002). Mais ce défaut de maturation n’a pas d’in-

fluence sur la biogenése du chloroplaste et le développement de la plante.

RNRI1 (encore appelée AtmtRNase II) appartient a la méme famille que la RNase R
impliquée dans la dégradation des ARN 16S et 23S et les ARNm bactériens fortement
structurés (Cheng et Deutscher 2003; Cheng et Deutscher 2005). Lorsque I'expression de
cette protéine est affectée, le développement de la plante est fortement compromis (Perrin
et al. 2004). Or, si cette RNase est impliquée dans 1’étape finale de maturation de I'extré-
mité 3" des ARN du gene atp9 (voir article 2), elle est aussi importée dans le chloroplaste.
L'analyse de l’expression des genes ribosomiques chloroplastiques chez plusieurs mu-
tants rnrl, montre que cette exonucléase a un role clé dans la maturation de ces ARN

(Bollenbach et al. 2005).

En conclusion, si les deux systemes de dégradation / maturation des ARN chloro-
plastiques et mitochondriaaux comportent chacun une exonucléase phosphorolytique
trés similaire (AtmtPNPase et AtcpPNPase) et partagent une méme exonucléase hydro-
lytique (RNR1), I'importance respective du type de RNase dans le développement et la
viabilité de la plante est inversée selon I'organelle considéré. En effet, si 'expression de la
PNPase mitochondriale est affectée, la plante meurt. Alors, que pour la biogenese du
chloroplaste et le bon fonctionnement de la plante, c’est I'expression de RNR1 qui est

déterminante.

IV.8.Machinerie de dégradation des ARN et maturation des ARN ribos-

miques nucléaires de levure

La voie de maturation des ARN ribosomiques la mieux caractérisée est celle des
ARN ribosomiques codés par le génome nucléaire de levure. Dans la levure et les euca-

ryotes, trois des quatre ARN ribosomiques sont synthétisés sous la forme d’un long pré-
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curseur appelé 355. Ce précurseur est ensuite clivé et maturé pour générer les ARNr 185,
5.85 et 255 (Kressler et al. 1999; Venema et Tollervey 1999). La recherche de mutants af-
fectés dans la maturation du 5.8S a conduit a I'identification d’une exonucléase (Rrp4p)
(Mitchell et al. 1996). Les efforts pour caractériser 1’activité de cette exonucléase ont mon-
tré que cette enzyme appartenait a un complexe cellulaire d'une dizaine d’exonucléases
3’-5" homologues a des exonucléases bactériennes. Ce complexe a été appelé ’exosome
(Mitchell et al. 1997). L'exosome existe sous différentes formes selon qu’il se trouve dans
le noyau ou le cytoplasme. Dans le cytoplasme, il est impliqué dans une voie de dégra-
dation des ARNm. Dans le noyau, I'exosome est indispensable pour la maturation de
I'extrémité 3" de I’ARNr 5.8S et pour la dégradation de la séquence leader du grand pré-
transcrit 35S. Ces fonctions sont trés proches de celles qui sont identifiées pour la PNPase
dans la dégradation de la séquence leader du co-transcrit 185-5S et la maturation de I'ex-
trémité 3’ du 185 chez la mitochondrie d’Arabidopsis thaliana (voir article 3). D’autre part,
I'exosome eucaryotique nucléaire joue un rdle dans la maturation des petits ARN nu-
cléaire (snRNA) et petits ARN nucléolaires (snoRNA) (Allmang et al. 1999; van Hoof et al.
2000). Enfin, 'exosome participe dans le noyau a un mécanisme de contréle qualité des
ARNm en dégradant les précurseurs non épissés ou non adénylés (Bousquet-Antonelli et

al. 2000; Burkard et Butler 2000; Hilleren et al. 2001).

De maniére tres intéressante, il a été montré récemment que 1’exosome nucléaire
de levure pouvait étre recruté par un complexe de polyadénylation nucléaire appelé
TRAMP (LaCava et al. 2005). 11 a été montré que le complexe TRAMP était impliqué dans
la polyadénylation et la dégradation des ARN ribosomiques dans le noyau, ainsi que des
précurseurs des snoRNA, deux types d’ARN connus pour étre des substrats de 1’exo-
some. De plus, le complexe TRAMP est non seulement impliqué dans la polyadénylation
et la dégradation de régions intergéniques qui étaient supposées non transcrites, mais
aussi responsable de la dégradation de plusieurs transcrits synthétisés par la Pol I et la
Pol IT (Wyers et al. 2005). Cela suggere fortement que le complexe TRAMP est impliqué

dans un mécanisme de contrdle qualité des ARN nucléaires qui limitent I’expression in-
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appropriée d’information génétique. Enfin, la polyadénylation qui stimule la dégradation
des ARN chez les procaryotes apparait comme la fonction ancestrale de la polyadényla-
tion qui a été maintenue dans le noyau des eucaryotes. Ce n’est finalement que dans le
cytoplasme des eucaryotes, la mitochondrie humaine et la mitochondrie de T. brucei que

la polyadénylation semble avoir acquis d’autres roles dans la traduction.
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V.CONCLUSION GENERALE/
PERSPECTIVES
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V.1.Conclusion générale

Dans ce travail de these, nous avons montré que la polyadénylation fait partie
d’une voie de dégradation des ARN messagers et ribosomiques de la mitochondrie vé-
gétale et est probablement impliquée aussi dans la maturation de ces deux types d’ARN.
Le mécanisme de dégradation des ARN poly(A)-dépendant des bactéries, comme la ma-
jorité des systemes d’origine procaryotique tels ceux du chloroplaste et de la mitochon-
drie végétale, ont en commun le fait que la polyadénylation favorise le recrutement de la
PNPase. Ce n’est que dans les mitochondries de T. brucei ou de mammiféres que la po-
lyadénylation est constitutive. Dans ces organismes, la polyadénylation semble avoir un
role dans la stabilisation des ARN messagers mitochondriaux. A 'opposé, dans la mito-
chondrie de levure, la polyadénylation est absente. Cette absence est d’ailleurs en corré-
lation avec I"absence d’une exonucléase mitochondriale de type PNPase.

Récemment, le role de la polyadénylation dans la dégradation des ARN nucléaires
de levure a été révélé. Il apparait donc que I'implication de la polyadénylation dans une
voie de dégradation des ARN n’est pas cantonnée aux procaryotes ou aux systemes
d’origine procaryotique. De fait, la polyadénylation est une modification post-transcrip-
tionnelle quasi ubiquitaire, et I'un de ses roles ancestraux semble étre de faciliter le re-
crutement de RNases ou de complexes exonucléolytiques pour déclencher la dégradation
des ARN. Les autres rdles connus pour la polyadénylation comme le transport nucléo-
cytoplasmique, la stabilisation des ARN cytoplasmiques chez les eucaryotes ou la géné-
ration de codons stop pour les ARN de la mitochondrie humaine semblent avoir été

ajoutés ou étre apparus de maniere opportuniste au cours de 1'évolution.
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V.2.Perspectives

Le travail réalisé dans cette thése était nécessaire pour établir une base d’étude de
la polyadénylation dans la mitochondrie végétale. I a été montré précédemment que la
polyadénylation pouvait influencer la dégradation tissu-spécifique d’un transcrit chimé-
rique impliqué dans la stérilité male cytoplasmique d’une lignée de tournesol. La polya-
dénylation peut donc étre régulée au cours du développement dans le cas de cet ARN.
Est-ce que la polyadénylation des ARN de genes “classiques” mitochondriaux peut étre
modulée au cours du développement de la plante ? Les études de 'expression du gé-
nome mitochondrial au niveau des promoteurs montrent qu’il n’existe pas de différence
significative de taux de synthese des ARN mitochondriaux en fonction du tissu étudié.
De méme, il ne semble pas exister de différences importantes dans I’accumulation d'un
ARN donné au cours du développement. Il semble donc peu probable que la polyadé-
nylation des ARN de genes “classiques” soit modifiée en fonction du stade de dévelop-
pement de la plante. Toutefois, 'impact sur la polyadénylation, et par conséquent, les
variations de stabilité des transcrits mitochondriaux pourront étre étudiés dans différen-
tes conditions de stress biotiques et abiotiques. Aucun facteur protéique ayant une in-
fluence sur la polyadénylation d’'un ARN mitochondrial particulier n’a encore été identi-
fié. Dans le génome d’Arabidopsis, deux familles de protéines a motif liant ’ARN (PPR et
RRM) importées dans les organelles ont été caractérisées. Ces protéines, notamment les
PPR, sont soupgonnées de jouer des rdles importants dans des modifications post-trans-
criptionnelles des ARN mitochondriaux. La caractérisation de plantes mutées dans la
séquence codant pour les protéines PPR et RRM pourrait permettre d’identifier des fac-
teurs responsables dans la stabilisation ou la maturation spécifique d’un transcrit mito-
chondrial. 1l sera alors possible d’étudier I'impact de la modification de 1’expression de
telles protéines sur la polyadénylation des ARN mitochondriaux.

Du point de vue mécanistique, le role de plusieurs partenaires des RNases décrites

dans ce travail devra étre caractérisé. Un géne codant pour une poly(A) polymérase mi-
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tochondriale a été identifié par bioinformatique. En premier lieu, il est nécessaire de véri-
fier son adressage mitochondrial. Ensuite, par une stratégie de génétique inverse, sa
fonction dans la polyadénylation des transcrits mitochondriaux pourra étre confirmée.
Par ailleurs, il n’est pas exclu que des protéines se liant aux extensions poly(A) soient
présentes dans la matrice mitochondriale. Si leur présence est avérée, elle pourraient
avoir un role déterminant dans le contrdle de la stabilité de certains transcrits mitochon-

driaux.

La stratégie lors de ce travail fut d’étudier la polyadénylation de substrats définis
par avance, chez des plantes sauvages et chez des plantes pour lesquelles 1'expression de
RNases mitochondriales avait été modifiée. Nous avons montré que dans les plantes
PNP-, des intermédiaires de maturation et de dégradation s’accumulent et sont polyadé-
nylés. Dans des études en cours au laboratoire, c’est I'ensemble des ARN polyadénylés
s’accumulant en ’absence de PNPase qui sont analysés. Ce type de démarche nous per-
mettra d’identifier la plupart des intermédiaires de dégradation et nous donnera une
image plus globale du profil d’expression du génome de la mitochondrie de plantes su-

périeures.
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