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mRNA
rRNA
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PEP
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tmRNA
smpB
snoRNA
snoRNP
snRNA
PTGS
TGS
DCL
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pri-miRNA
pre-miRNA
HEN1
HST
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siRNA
ta-siRNA

Acide Ribo Nucléique

Acide Désoxyribo Nucléique
“messenger RNA"

“ribosomal RNA“

“Nucleus Encoded Polymerase“
“Plastidial Encoded Polymerase“
“Cleavage and Polyadenylation Specificity factor”
“Cleavage Stimulation Factor”

“Poly Adenosine Binding Protein“
“heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein
“Cap-Binding Complex“
“Transposable Elements”

“Long Terminal Repeat”

“Long INterspersed Elements”
“Short INterspersed Elements”
“long non-coding RNA“

“transfer messenger RNA“

“small protein B

“small nucleolar RNA“

“small nucleolar RiboNucleoProtein“
“small nuclear RNA“
“Post-Transcriptional Gene Silencing”
“Transcriptional Gene Silencing”
“Dicer Like"“

“micro RNA“

“primary miRNA“

“precursor miRNA“

“Hua Enhancer 1“

“Hasty"“

“RNA-Induced Silencing Complex”
“Small Interferent RNA“

“trans-acting siRNA“
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nat-siRNA
endo-siRNA “endogenous siRNA“
NERD siRNA “NEeded for RDR2 independent DNA methylation”

“natural antisens transcript-derived siRNA“

Rdr

casiRNA “cis-acting siRNA“

RdDM “RNA directed DNA methylation“
piRNA “piwi-interacting RNA"

tRNA “transfer RNA“

tDNA “transfer DNA®

pre-tRNA “precursor tRNA“

tRFs “tRNA fragments”

RNS Ribonucléase

LB, RB “Left Border, Right Border*

Tm “melting temperature”

amiRNA “artificial miRNA“

PCR “Polymerase Chain Reaction”

gqPCR “quantitative PCR"

EDTA “ Ethylene di-amine tetra-acetic acid“
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D.O Densité Optique

GFP “Green Fluorescent Protein“

RFP “Red Fluorescent Protein“

PBS “Phosphate Buffer Saline“

mGFPer “mutateg GFP endoplasmic reticulum*

“RNA dependent RNA polymerase”
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INTRODUCTION







Introduction

On suppose que des les balbutiements de la vie les ARN étaient les
uniques porteurs de 'information génétique ainsi que les effecteurs du génome,
a I'image de certaines réplicases décrites par le passé (Mills et al, 1967).
Cependant, au cours de I’évolution, ceux-ci furent remplacés dans leurs fonctions
de porteurs de linformation par I’ADN, plus stable et plus résistant aux
conditions environnementales et par les protéines en tant qu’effecteurs
(Kawamura, 2012). Ainsi, a I'exception de certains virus (e.g. virus a ARN,
rétrovirus) les ARN, chez les autres organismes, ont changé de réles et sont
devenus les porteurs transitoires de I'information génétique, tandis que certains
ont gardé leurs réles d’effecteurs (e.g. ribosomes, ribozymes).

En changeant de roles les ARN se sont aussi diversifiés jusqu’a occuper de
multiples fonctions dans la cellule. Parmi ces réles, nous pouvons citer les plus
connus comme les ARN messagers (mRNA) qui servent d’'intermédiaires pour la
synthese des protéines lors de la traduction, les ARN ribosomaux (rRNA)
composants essentiels du ribosome, ou encore les ARN de transfert (tRNA)
molécules essentielles aux transports des acides aminés sur les chaines
peptidiques naissantes. De nombreux autres types d’ARN existent, ils sont

briévement décrits ci-dessous.

1- Les grands ARN

1.1 - Les grands ARN codants

Les seuls ARN de grandes tailles codants pour des protéines sont les ARN
messagers, ou mRNA. Le role des mRNA est de servir d’'intermédiaire pour la
synthése des protéines. Nous pouvons distinguer les mRNA en fonction de
I'organisme qui les produits, et notamment selon qu’ils soient d’origine

procaryote ou eucaryote.
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1.1.1.1 - Chez les procaryotes

Chez les procaryotes I'étape de transcription s’effectue en tandem avec la
traduction. Les mRNA y sont polycistroniques, ils possedent donc plusieurs
codons d'initiations et codons-stop sur un méme ARN. Ceci permet la synthese
de plusieurs protéines a partir du méme mRNA. IlIs sont souvent transcrits a
partir de genes organisés en opérons c’est-a-dire une série de genes (souvent
associés a la méme voie métabolique) sous le controle d’'un méme promoteur.

L’enzyme responsable de la transcription chez les procaryotes est
composé de 5 sous-unités dont notamment la sous-unité o qui sera la premiere a
reconnaitre I’ADN et la séquence initiatrice TATAAT appelée boite de Pribnow
(Pribnow, 1975). 1l existe plusieurs types de facteurs o, chacun est spécifique
d’'un type de promoteur (e.g., o670 transcription de gene standard, o54
transcription de géne nécessaire au métabolisme de 'azote) (Zhang et al., 2014;
Zhao et al., 2005; Zhou et al., 1988).

La terminaison de la transcription s’effectue généralement de deux
manieres différentes. La premiere dite rho indépendante fait intervenir une tige-
boucle suivie d'une série d'uridines. Le second type de terminaison fait
intervenir un facteur protéique de terminaison nommé rho (Pour revue : Adhya
etal, 1979; Bear et Peabody, 1988; Howard et de Crombrugghe, 1976).

Les mRNA sont dégradés par plusieurs endonucléases qui vont cliver les
mRNA dans des régions simples brins riches en AU (RNAse E, G, ] et Y), ou dans
des régions doubles brins (RNAse III). Ils sont aussi pris en charge par des
exonucléases (RNase II, RNase R et la PNPase : Polynucleotide phosphorylase)
qui dégradent les mRNA dans le sens 5’-3’ ou 3’-5". Divers éléments participent a
la stabilisation des mRNA (e.g. présence d'une extrémité 5’ triphosphate et de
structures secondaires), ou a leur déstabilisation (e.g. présence d’une extrémité
5" monophosphate et de queues permettant le recrutement d’exonucléases)

(Pour une revue : Evguenieva-Hackenberg et Klug, 2011).

1.1.1.2 - Chez les eucaryotes
Chez les eucaryotes, la transcription des mRNA est réalisée par la
polymérase II dans le noyau, par des NEP (“Nucleus-Encoded Polymerase®) dans

la mitochondrie auxquelles s’ajoute une PEP (“Plastid-Encoded Polymerase®)
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dans le chloroplaste (Pour revue, Arnold et al., 2012; Braun et Young, 2014; Yu et
al,, 2014). Dans le noyau la polymérase Il nécessite plusieurs facteurs d’initiation,
ou TF, (Transcriptional Factor) dont certains vont se fixer a la TATA box en
jouant un role similaire au facteur ¢ bactérien. Le mRNA est ensuite transcrit de
I'extrémité 5’ vers l'extrémité 3'. La transcription est stoppée aux environs du
signal polyadénylation (5’-AAUAAA-3’). Ce signal permet le recrutement des
facteurs CPSF (Cleavage and Polyadenylation Specificity factor), CStF (Cleavage
Stimulation Factor) ainsi que de la poly-A polymérase (Pour revue : Buratowski,
2009; Cheung et Cramer, 2012; Kim et Buratowski, 2013; Shandilya et Roberts,
2012; Munroe et Jacobson, 1990).

Peu de temps apres le début de sa synthese, le mRNA est coiffé par I'ajout
a son extrémité 5’ d’'une guanosine methylée (Ghosh et Lima, 2010). Puis il est
épissé via I'action de plusieurs facteurs (Pour revue : Brown et al., 2014; Galej et
al., 2014; Matera et Wang, 2014). Enfin le mRNA est exporté vers le cytoplasme
via l'interaction avec un complexe ribonucléique nommé hnRNP (heterogeneous
nuclear RiboNucleoProtein). Ce complexe est composé de la CBC (Cap-Binding
Complex), la PABP (Poly Adenine Binding Protein) et du complexe de liaison au
pore nucléaire Nxt1-Nxf1 (Bjork et Wieslander, 2014).

La cellule possede des mécanismes de controle qualité des mRNA (Pour
revue : Kilchert et Vasiljeva, 2013; Walters et Parker, 2014; Zhai et Xiang, 2014).
Ainsi, lorsqu'un mRNA aberrant est détecté on distingue trois processus de
dégradation le “No-Go Decay“, pour un mRNA sans codon start, le “Non-Stop
Decay"“, pour un mRNA sans codon stop et enfin le “Nonsense Mediated mRNA
Decay” pour des mRNA possédant un codon stop prématuré (Pour revue :

Parker, 2012; Roy et Jacobson, 2013).

1.2 - Les grands ARN non-codants

Il existe deux types d’éléments transposables (TE), les rétrotransposons,
ou transposons de classe 1 sont des transposons avec un intermédiaire ARN.
Tandis que les transposons a ADN, dit de classe 2, ne font pas appel a ces

intermédiaires ARN.
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Ils sont particulierement abondants chez les plantes. Entre 49 et 78% du
génome du mais en est composé (Sanmiguel et Bennetzen,
1998), contre 68% du génome du blé (Li et al., 2004). Afin de se répliquer et de
s’'intégrer de nouveau dans le génome, les rétrotransposons sont transcrits en
ARN, puis ils sont rétrotranscrits en ADN a l'aide d’une transcriptase inverse
pour laquelle ils codent eux-mémes (Dombroski et al., 1994).

Il existe 2 classes de rétrotransposons les LTR (Long Terminal Repeat) et

les non-LTR.

1.1.2.1 - Les rétrotransposons LTR

Les rétrotransposons LTR dérivent probablement de rétrovirus qui se
sont définitivement intégrés au génome de leurs hotes. Leur taille varie de 1 a
10kpb. Ils sont subdivisés en 3 classes les Ty1l-copia-like, Ty3-gypsy-like et les
BEL-Pao-Like. Les 2 premiers types sont présents en tres grand nombre chez les
animaux, les champignons et les plantes, tandis que les BEL-Pao-Like n’ont été
caractérisés que chez les animaux (Copeland et al, 2005; Schulman, 2013;

Wicker et al., 2007).

1.1.2.2 - Les rétrotransposons non-LTR

Les rétrotransposons non-LTR sont divisés en 2 sous-groupes les LINEs
(Long INterspersed Elements) et les SINEs (Short INterspersed Elements). Les
LINEs codent pour tous les éléments nécessaires a leurs rétrotranscription et
leurs transposition tandis que les SINEs dépendent des éléments codés par les
LINEs et ne sont donc pas autonomes (McCarthy et McDonald, 2004; Schulman,
2013).

Les LINEs forment un groupe d’éléments génétiques allant de 6 a 8kpb,
transcrit par la polymérase II. Ils représentent 17% du génome humain mais
sont bien moins nombreux chez les plantes (e.g, 4% du génome de Lilium
speciosum) (Wenke et al., 2009). Peu d’entre eux sont encore capables de se
répliquer seuls (Doucet et al., 2010). Ils posseédent deux cadres de lecture
ouverts. Le premier code pour une protéine de liaison a I'’ARN tandis que le
second code pour une enzyme possédant une activité de transcription inverse et

une activité de type RNase H (Ohshima et Okada, 2005; Schulman, 2013).
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Les SINEs sont plus petits, entre 100 et 300pb, et ils ne codent pour
aucune protéine. C’est pourquoi ce type de rétrotransposon appartient plus a la

classe des petits ARN non codants (cf. 2.2.5).

Les IncRNA (long non coding RNA) sont définis comme des séquences
d’ARN supérieurs a 200 nucléotides, ne codant pour aucune protéine. Les IncRNA
se trouvent dans les introns, en antisens de genes ou dans des régions inter-
géniques, nombres d’entres eux proviennent d’insertions de rétrotransposons.

La plupart des IncRNA analysés jusqu’a aujourd’hui ont un rdle dans la
régulation de la différenciation cellulaire, dans le développement de I'embryon et
dans certaines réactions épigénétiques (guidage des enzymes modifiant la
chromatine). Ils guident et aident aussi au rapprochement des régions
“enhancers” et promotrices de la transcription, a I'épissage alternatif, a la
localisation des protéines ainsi qu’a la stabilité et la traduction mRNA (Pour une

revue, Morris et Mattick, 2014).

Les ARN ribosomiques (rRNA) sont des molécules essentielles a la
traduction. Chez les eucaryotes, la transcription des rRNA est réalisée par les
polymérases I et III dans le noyau, par des NEP dans la mitochondrie et une PEP
dans le chloroplaste (Pour revue, Arimbasseri et al., 2013; Braun et Young, 2014;
Németh et al., 2013; Yu et al,, 2014).

Chez les procaryotes, la mitochondrie et le chloroplaste, la petite sous-
unité dite 30S (Melnikov et al., 2012) est composée d’'un rRNA nommé 16S tandis
que la grande sous-unité, la 50S, est composée de 2 rRNA de 5 et 23S. (Alberts,
2002).

Chez les eucaryotes, le ribosome est composé de 2 sous-unités 60S et 40S,
le rRNA 18S se trouve dans la petite sous-unité du ribosome (40S) tandis que la
grande sous-unité contient 3 rRNA, le 5S, 5,8S et le 28S (chez les mammiferes,
25S chez les plantes), tous sont transcrits par I'’ARN polymérase I a I'exception du

rRNA 5S qui est transcrit par la polymérase III (Melnikov et al., 2012).
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Figure 1 : Comparaison des différentes structures de tmRNA de bactéries et mitochondries. A
et B, tmRNA bactérien. Le CCA est ici encodé par le génome chez la plupart des bactéries. Les
tmRNA comprennent deux domaines ayant des fonctions distinctes: le domaine de type tRNA
(noir) et le domaine de type mRNA (bleu). B et C, en rouge figure les domaines de type tRNA
codés par un second gene. C et D, tmRNA mitochondrial, chez lesquels il manque le domaine de
type mRNA. La fleche indique que le CCA est ajouté post-transcriptionnellement (figure d’apres

Hafez et al., 2013).
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2-Les petits ARN

Les seuls ARN connus faisant partie de cette catégorie se nomment les
tmRNA (abréviation de “transfer-messenger RNA") (figure 1). Ce type d’ARN se
trouve principalement chez les bactéries. Ils possedent des caractéristiques
propres aux mRNA ainsi qu’aux tRNA. Les tmRNAs forment des complexes
ribonucléoprotéiques avec SmpB (Small protein B), le facteur d’élongation Tu
(Ef-Tu), ainsi que la protéine ribosomale S1. C’est lors de I'étape de trans-
traduction que les tmRNA et ces protéines se lieront a un ribosome bactérien
bloqué en plein milieu de la synthese d’'une protéine, comme par exemple lors de
la traduction d’'un mRNA auquel il manque un codon stop. Le tmRNA permet le
recyclage du ribosome bloqué, et le marquage du peptide en cours de synthese
de facon a ce qu’il soit dégradé tout comme le mRNA aberrant (Keiler, 2008).
Chez la plupart des bactéries ces fonctions sont assurées par des tmRNA
transcrits d’'un seul tenant. Cependant, chez quelques especes, les tmRNA sont
transcrits a partir de 2 genes permutés dont les transcrits s’hybrident 'un a
I'autre de maniere a former le tmRNA complet (figure 1D) (Hafez et al., 2013). La
structure canonique des tmRNA consiste en 2 domaines. Le premier domaine,
similaire au tRNAAl, est aminoacylable par I'alanine et permet I’entrée du tmRNA
dans le site A du ribosome. Le second domaine, similaire aux mRNA, code pour
un peptide qui étiquetera le polypeptide néosynthétisé de facon a ce qu'’il soit
dégradé.

Du fait de leur origine commune avec les bactéries, les mitochondries de
certains organismes, possedent aussi des genes codants pour les tmRNA (ssrA).
La présence de ces ARN dans les mitochondries a été mise en évidence, pour la
premiére fois, dans des organismes eucaryotes de I'ordre des jakobida (Burger et
al., 2013; Jacob et al., 2004; Keiler et al., 2000), depuis ils ont aussi été décrits

chez des oomycetes (Hafez et al.,, 2013).
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Figore o Soructure des 2 classes connwes de snoRNA, Fo noer figure os spaBNA ot on rouge les
brins d*AHMN & modifier. & - Structure dun snolRNA a boite CF0, uTilises pout la methylaton des
transcrils @ CH, [en rougel. B2 Structure d'un snoBNA a boite HIACA servant o Pisomérisaton

d'une uridine en pseudourcdine : W (en roupel.

26



2.2 - Les petits ARN non-codants

Les snoRNA (Small nucleolar RNAs) sont une classe de petits ARN
d’environ 50 a 100nt que I'on trouve codés dans les introns, chez les eucaryotes.
I[Is servent de guide a la modification d’autres ARN, notamment les ARN
ribosomaux. Il existe 2 classes de snoRNA. La classe contenant une boite C/D qui
est associée a la méthylation des transcrits et celle contenant une boite H/ACA
qui est associée a la pseudouridylation des ARN (Figure 2).

La majorité des méthylations a lieu au niveau du ribose, en position 2’,
tandis que la pseudouridylation consiste en l'isomérisation de l'uridine en
pseudouridine (Bratkovic et Rogelj, 2014).

Chaque snoRNA ne peut participer qu’a la modification d’'un site. Cela
nécessite le recrutement d'un complexe d’environ 4 protéines, 'ensemble
formant alors un snoRNP (« small nucleolar RiboNucleoProtein »). Ce complexe
reconnait le site d’édition de '’ARN grace au snoRNA qui possede une séquence
de 10 a 20nt complémentaire au site d’édition. Des lors les différentes protéines

du complexe vont pouvoir jouer leurs réles selon la modification visée.

2.2.1.1 - SnoRNA a boite C/D et méthylation

La séquence de cette classe de snoRNA contient deux séries de deux
séquences conservées, la premiere série est constituée des séquences C et C*
(AGUAGU) et la seconde série est constituée des séquences D et D’ (CUGA). De
petites régions complémentaires permettent la formation d'une structure
rapprochant les domaines C et D ainsi que C’ et D’ respectivement. Entre chaque
couple de domaine C/D et C’/D’ se trouve la région complémentaire au site de
modification. Ce site permet au snoRNA de former un duplex ARN dont I'un des
nucléotides sera modifié par l'ajout d'un groupement méthyl (figure 2A)

(Samarsky et al., 1998).
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2.2.1.2 - SnoRNA a Boite H/ACA et pseudo-urydiation

Les snoRNA a boite H/ACA sont structurés en une série de 2 tiges boucles
ainsi que 2 domaines d’ARN simple brin. Le tout organisé de la fagon suivante :
tige-boucle/charniere/tige-boucle/queue (figure 2B). Les snoRNA H/ACA
contiennent deux régions conservées, la boite H dont la séquence consensus est
ANANNA, et la boite ACA. Chacune des 2 boucles contient les séquences
nécessaires a la reconnaissance de I’ARN cible, formant alors une structure en
“pseudo-nceud” incluant I'’ARN cible ainsi que 4 protéines (Cbf5p, Garlp, Nhp2p,
et Nop10p). Le SnoRNA convertira alors en pseudo-uridines, par isomérisation
d’'un de leurs cycles, les uridines de transcrits tels que les rRNA, ou les snRNA

(Bachellerie et al., 2002; Bratkovic et Rogelj, 2014; Ganot et al., 1997).

Les snRNA (Small nuclear RNA), occupent un réle-clef dans la cellule.
Souvent appelés U-RNA, ils constituent une classe de petits ARN non codants
trouvés dans le noyau des eucaryotes. Ils participent a I'épissage des introns des
mRNA (figure 3). Ils ont une taille moyenne de 150nt et ils peuvent étre
transcrits soit par la polymérase II, soit par la polymérase III (Matera et al.,
2007).

Les snRNA sont toujours associés a un jeu de protéines, ce complexe est
alors nommé snRNP (small nuclear RiboNucleo Protein). Chaque snRNP est
composé de plusieurs protéines ainsi que d'un snRNA. Ils sont divisés en 2
classes (Matera et al., 2007).

La premiere classe, la classe Sm, est la plus décrite. Les snRNA de cette
classe sont transcrits par I’ARN polymérase II. Ils sont ensuite coiffés dans le
noyau d’'une 5’'monomethylguanosine. Puis ils sont rallongés en 3’ de maniere a
former une tige boucle. Ils sont aussi hyperméthylés au niveau de la coiffe en 5’.
La classe Sm des snRNA compte les ARN U1, U2, U4, U4atac, U5, U7, U11, et U12.
Tous ces ARN riches en uridine (hormis U7) forment le cceur du spliceosome.
Cette structure participe a I'excision des introns des mRNA (figure 3).

Dans la seconde classe, la classe Lsm, les snRNA possedent une coiffe

monométhylphosphate ainsi qu’'une tige boucle en 3’ se terminant par un polyU.
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Ce polyU constitue le site de liaison de I'hétérohaptamere de la protéine Lsm.
Cette classe de snRNA est transcrite par 'ARN polymérase IIl. Les snRNA ne
quittent jamais le noyau. A ce jour, seul 2 ARN de ce type sont connus: U6 et
U6atac (Matera et al., 2007).

L’ensemble de ces petits ARN participe a la formation de deux
spliceosome. U1, U2 U4, U5 et U6 participent a la formation du spliceosome
majeur, intervenant dans |'épissage des introns communs dit de type U2. Tandis
que U11, U12, U4atac, Ubatac et U5 participent a la formation du spliceosome
mineur intervenant dans I'épissage d’'intron plus rare dit de type U12. U7 quant a
lui est impliqué dans la modification de la tige boucle situé a I'extrémité 3’ des

pré-mRNA d’histones (Schiimperli et Pillai, 2004).

2.2.3.1 - Les miRNA

Les miRNA (microRNA) sont codés dans des régions intergéniques ou
inclus dans des introns de mRNA (figure 4). Chez les plantes, contrairement aux
animaux, les miRNA s’hybrident parfaitement dans les régions codantes des
mRNA dont ils induisent la dégradation. Ce processus est appelé PTGS (“Post-
Transcriptionnal Gene Silencing“) (Bartel, 2009; Lewis et al., 2003; Wang et al,,
2004).

Les genes de miRNA sont transcrits par 'ARN polymérase II (Lee et al,,
2004) en une série de tiges-boucles nommeée pri-miRNA (primary miRNA). Puis
le transcrit est coiffé, polyadenylé, et maturé a la maniére d'un mRNA (Cai et al,,
2004). 1l arrive parfois que certains pri-miRNA possedent des introns, et ceux-ci
sont épissés de la méme maniére que chez les mRNA (Jones-Rhoades et al,
2006). Les tiges-boucles sont ensuite séparées les unes des autres par DCL1
(“Dicer Like 1“) (figure 4) pour former un pre-miRNA (“precursor miRNA") (tige-
boucle isolée) dont la boucle sera clivée, dans un second temps, par la méme
enzyme (Cai et al, 2004; Lee et al, 2004; Martinez de Alba et al, 2013).
Cependant, DCL1 ne prend en charge que la maturation de miRNA conservés,
issus de tiges boucles courtes et imparfaites (e.g. pas totalement hybridées),
d’autres miRNA, moins conservés, sont maturés par DCL4 a partir de tiges

boucles longues et parfaites (Martinez de Alba et al., 2013).
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Les miRNA sont ensuite méthylés dans leur extrémité 3’ par HEN1 (“Hua
Enhancer 1“) puis tous les ARN sont exportés du noyau vers le cytoplasme par
un homologue de I'exportine 5 de drosophile, “Hasty” (HST) (Lund et Dahlberg,
2006; Murchison et Hannon, 2004; Park et al., 2005). Enfin, apres ces étapes de
maturation ’ARN est chargé sur Ago I qui est lui-méme intégré au complexe RISC
(“RNA-induced silencing complex”). C’est ce complexe qui clive le transcrit cible
ou en inhibe la traduction via 'hybridation parfaite ou quasi-parfaite du miRNA
au mRNA (Seto et al,, 2007). Certains des fragments ainsi produits sont alors
utilisés dans la voie des ta-siRNA (cf. 2.2.3.2) (figure 4) afin d’amplifier le

phénomene d’'interférence ARN aux cellules ou tissus voisins.

2.2.3.2 - Les siRNA

Chez les plantes, les siRNA (small interferent RNA) (90%) sont bien plus
représentés que les miRNA (10%) (Kasschau et al, 2007). On distingue 5
grandes catégories de siRNA. Les “trans-acting siRNAs“(ta-siRNA), les “natural
antisense transcript-derived siRNAs“ (nat-siRNA), les “endogenous siRNAs
(endo-siRNA)“, les p4/p5-siRNA et les siRNA nécessaires a la méthylation de
I’ADN via RDR2 (NERD siRNAs) (figure 4) (Martinez de Alba etal., 2013).

Les ta-siRNA

Les ta-siRNA dérivent de longs transcrits non-codants contenant les sites
d’hybridation de quelques miRNA spécifiques. Ils sont transcrits a partir de
genes spécifiques nommeés TAS (“trans-acting siRNA“). Quatre loci “TAS" et 3
miRNA sont impliqués dans la biogenese des ta-siRNA. Les TAS sont transcrits
par la polymérase III, puis clivés grace a I'un des 3 miRNA en générant alors des
fragments d’ARN qui seront amplifiés par RDR6 (“RNA-dependent RNA
polymerase 6“) (figure 4). Ces fragments d’ARN doubles brins sont ensuite
maturés par DCL4 qui clivera leurs extrémités (Xie et al., 2005). Ces fragments,
appelés ta-siRNA pourront se propager a travers la plante et aller jusqu’a
diffuser le phénomene d’interférence ARN dans tout I'organisme (Martinez de
Alba et al,, 2013). On distingue 4 types de ta-siRNA chez A. thaliana, définis en
fonction du locus dont ils proviennent (TAS1, 2, 3 et 4) et des miRNA provoquant
leurs clivage (les miRNA 173, 390 et 828) (Martinez de Alba et al,, 2013) (figure
4).
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Les ta-siRNA 1 et 2 sont produits via le clivage des transcrits TAS1 et 2 par
AGO1 portant le miRNA 173. Les produits de clivage sont ensuite stabilisés par
SGS3 (“Supressor of Gene Silencing 3“) tandis que RDR6 en synthétise le brin
complémentaire. Enfin, DCL4 génere des siRNA de 21nt complémentaires au
mRNA cible (Allen et Howell, 2010; Martinez de Alba et al., 2013). Les ta-siRNA
TAS4 sont, quant a eux, produits par le clivage d’'un transcrit TAS4 par le
complexe composé de AGO1 et du miRNA 828. IIs sont ensuite maturés selon le
méme procédé que les ta-siRNA 1 et 2. Les ta-siRNA 3 possedent 2 sites de
fixations AGO7-miRNA 390, apres clivage par ces 2 complexes, les fragments
suivront le méme processus que les ta-siRNA 1, 2 et 4 (Allen et Howell, 2010).
L’ensemble des ta-siRNA joue un réle dans l'interférence ARN, ils induisent donc

la dégradation du transcrit qu'ils ciblent (PTGS) (Martinez de Alba et al.,, 2013).

Les nat-siRNA

Le nat-siRNA (“natural antisense transcript-derived siRNA“) sont de petits
ARN de 21nt maturés par DCL 1 ou 2 et impliqués dans la régulation de génes de
réponse aux stress (Sarkies and Miska, 2014). Ce type de siRNA dérive d’ARN
doubles brins formés par I'hybridation de deux transcrits NAT (“Natural
Antisens Transcript”). Les cis-NAT sont codés par le génome a partir du méme
locus, tandis que les trans-NAT sont portés par 2 loci différents. Ils sont tout
d’abord chargés par une protéine AGO encore non-identifiée a ce jour, et servent
a la dégradation du transcrit qu'ils ciblent. Puis les produits de ce clivage sont
convertis en dsRNA via 'action de la polymérase 1V, RDR6 et SGS3 dont les
extrémités sont méthylés par HEN1 afin de former de nouveau des siRNA (figure
4). On estime qu'environ 10% des genes d’Arabidopsis sont des cis-NAT
(Martinez de Alba et al., 2013), bien que tres peu aient effectivement été décrits.
Les nat-siRNA compteraient parmi les plus grands régulateurs de I'expression du
génome des plantes, notamment lors de réponses adaptives aux stress biotiques

ou abiotiques (Budde et al., 2008).

Les endolR-siRNAs

Les endolR-siRNAs (Endogenous IR-derived siRNAs) dérivent de tiges-

boucles transcrites a partir de loci dispersés a travers tout le génome d’A.
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thaliana (figure 4). Les tiges boucles générées sont plus grandes que celles
décrites pour des geénes de miRNA. Cependant, comme les pri-miRNA, les
endolR-siRNAs se replient et forment une tige-boucle parfaite ou quasi-parfaite,
ce qui en fait des candidats pour la maturation via DCL2, 3 et 4, mais pas DCL1
(Martinez de Alba et al., 2013).

Deux de ces tiges boucles on été décrites, IR71 et IR2039. Elles produisent
des siRNA de 21, 22 et 24nt qui sont tous capables de se répandre dans la plante
via le tissu vasculaire. La fonction des endoIR-siRNAs est actuellement inconnue,
cependant on suppose que ces siRNA sont des acteurs de l'interférence ARN
(PTGS), et qu’ils jouent un role dans l'adaptation a l'environnement et la

mémoire trans-générationnelle (Dunoyer et al., 2010).

NERD siRNA

Ce sont des siRNA de 21 et 22nt dont la formation est indépendante des
enzymes du TGS (“Transcriptionnal Gene Silencing“) (eg RDR2, AGO4) mais
dépendante des enzymes du PTGS comme RDR6 et AGO2 (figure 4). Pourtant, ils
jouent un role dans le TGS, car ils servent a la méthylation de loci ADN grace a la
protéine NERD (“Needed for RDR2Z independent DNA methylation“) qui
meéthylera la lysine 9 de I'histone H3, rendant alors accessible les loci pour le

siRNA et le complexe de méthylation (Pontier et al., 2012).

Les p4/p5-siRNAs (DNA-dependent RNA polymerases [V/V-derived

siRNAs)
Anciennement appelés casiRNA (cis-acting siRNA), les p4/p5-siRNAs sont

de petits ARN de 24nt impliqués dans le remodelage de la chromatine. Ils sont
codés par le génome et sont transcrits par les polymérases IV et V qui
transcrivent le premier brin d’ARN, puis RDR2 (RNA Dependent RNA
polymerase) synthétisera le brin complémentaire. Enfin DCL3 convertit ces
doubles brins d’ARN en siRNA (figure 4) (Vazquez et al., 2004). Ils sont la classe
de siRNA la plus abondante chez la plante et ils agissent a de nombreux niveaux
pour modeler la chromatine et induire la TGS dans un processus nommé la
RdDM (RNA directed DNA methylation) (Pour revue, Martinez de Alba et al,,
2013).
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de ce génome chez divers organismes. Lorsque I'on compare le nombre de 1DNA 3 la
taille du génome, les hémosporidés ainsi que les Leishmania sont coux qui possedent
le moins de tDNA (données d' aprés hitg://gtrnadi. uescedy et Michaud et al., 2011).
* . Plusieurs annotations étant disponibles, le nombre de tDMA minimum et
maximum identifie chez chacun de ces organ smes figure dans ce tableau.
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Les piRNA (PIWI-interacting ARN) représentent la classe d’ARN non
codant la plus abondante. Ils ne sont présents que dans les cellules animales
ainsi que les protozoaires. Les piRNA sont appelés ainsi car ils forment des
complexes avec des protéines dénommées PIWI. Ces complexes sont impliqués
dans des mécanismes de modifications épigénétiques de I'’ADN régulant
I'expression des rétro-transposons (Siomi et al, 2011). On distingue les piRNA
des autres petits ARN car ils sont légérement plus grand, 21-24nt pour les
miRNA, 26-31nt pour les piRNA, mais aussi parce que leurs séquences sont
moins conservées que celles des miRNA (Seto et al., 2007).

Les piRNA se trouvent sous forme de “clusters” de tailles tres diverses (de
100bp a 100kbp) pouvant coder jusqu'a plusieurs milliers de piRNA
(O’'DonnelletBoeke, 2007). Leur biogenése est assez mal connue. On sait
cependant qu’ils jouent un role dans l'interférence ARN, ou ils participent a la
formation du complexe RISC via les protéines PIWI dont 'activité est similaire
aux protéines argonautes. Il existe 3 familles de protéines PIWI chez la souris :
MIWI, MIWI2Z et MILI (O’DonnelletBoeke, 2007), toutes participent a la
spermatogenese. Les piRNA dirigent le complexe RISC vers sa cible, souvent un
transposon et induisent alors sa sous-expression (Aravin et al., 2008). Certains
piRNAs peuvent étre transmis par la mere (Aravin et al, 2008) et d’apres
certains résultats obtenus chez la drosophile, ceux-ci pourraient intervenir dans

des processus de modifications épigénétiques (Brennecke et al., 2008).

Les SINEs de plantes, comme chez d’autres organismes, sont un groupe de
rétrotransposons non-autonomes qui sont amplifiés et propagés par les
éléments codés par les LINEs (Schulman, 2013). Les SINEs incluent un grand
nombre de transcrit de la polymeérase Il tel que les tRNA ou les rRNA qui ont été
rétro-transcrits puis intégrés au génome. Leurs tailles varient entre 75 et 662pb.

Les SINEs dérivant de tRNA en possedent l'extrémité 5 mais sont
homologues au LINEs en 3’. IIs sont trés répandus chez les plantes avec toutefois

une prévalence chez les Solanaceae (Schulman, 2013; Wenke et al.,, 2011).
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“pure ©: Rapport entre le nombre de tONA et la taille du génome. Lorigue I'on
compare le nombre de tONA 3 la taille du génome, les vertéores sont ceux gui
possedent le moins de tONA par Mpb, apres queil viennent les hemosporidés ainsi
gue les Leishmania, puis les ochrophytes (algues brunes) et erfin les trachéaphytes,
4 I'exception d'A. thaliono (données d'aprés hitp://girnadb. ucscedy) (Michaud et
al., 2011
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Les tRNA représentent 1'élément central de mon sujet de these et font

'objet d’une partie distincte.

3 - Caractéristiques et fonctions des tRNA

Les tRNA sont, avec les rRNA, les molécules les plus transcrites et
produites par la cellule. Leurs tailles varient généralement entre 75 et 90
nucléotides. Cependant des tRNA beaucoup plus petits ont été identifiés dans les
mitochondries de métazoaires (e.g. Caenorhabditis elegans ou Ascaris suum), (43-
50nt) chez lesquels les tiges-boucles D et T sont réduites a une boucle de 5 a 8
nucléotides seulement, ou dans certains cas plus extrémes totalement absentes
(e.g, R culicivorax) (Wende et al., 2014).

Les tRNA ont pour réle d’apporter au ribosome I'acide aminé nécessaire a
la synthese des protéines, tout en respectant la séquence, une série de codons,
imposée par le mRNA. C’est grace a I'anticodon, série de trois nucléotides portés
par les tRNA, que ceux-ci peuvent identifier 'acide aminé a ajouter en
s’hybridant au codon porté par le mRNA. Ainsi chaque codon ne code que pour
un acide aminé, et 'ensemble des couples codon/acide aminé définit le code
génétique universel. Si un codon ne code que pour un acide aminé, I'acide aminé
peut par contre correspondre a plusieurs codons. Il existe ainsi des tRNA qui
portent le méme acide aminé, mais pas le méme anticodon. On parlera alors de
tRNA isoaccepteurs. Il existe aussi des tRNA qui ne possedent pas la méme
séquence mais possedent le méme anticodon, on parlera alors de tRNA

isodécodeurs.

3.1 - Organisation des genes de tRNA chez les plantes

Les eucaryotes sont parmi les organismes présentant le plus grand
nombre de gene de tRNA (tDNA). On compte ainsi 599 tDNA nucléaires chez A.
thaliana (Cognat et al., 2013) contre 513 chez 'homme (Chan et Lowe, 2009).
Pour comparaison, le génome d’E.coli posséde entre 79 et 101 tDNA selon les
sources. Des exceptions existent cependant, comme chez le champignon,

Encephalitozoon cuniculi qui ne possede que 46 tDNAs, les parasites P.
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Figure 7 : Les tRNAAR et tRNAMs chez A. thaliana. Les nucléotides différents entre les
isoaccepteurs sont indiquées en rouge. Les positions différentes entre deux isoaccepteurs I'un
cytosolique et I'autre d’origine plastidiale ou mitochondriale sont affichées en vert tandis que les
positions n’étant pas similaires entre les différents isodécodeurs sont indiquées par une fleche noire.
Chez A. thaliana certains isoaccepteurs, a l'image des tRNAA2 sont trés semblables. D’autres
isoaccepteurs sont treés différents selon le compartiment. Ainsi les tRNAY® GTG cytosoliques sont trés
différents de leurs homologues plastidiaux et mitochondriaux. Ces deux derniers sont par ailleurs tres

similaires, car seul 2 nucléotides les différencies (bleu) (Cognat et al. 2013).



falciparum et L. Major chez qui le nombre de tDNA est respectivement de 35 et
82 genes ou encore des microalgues vertes comme Osteococcus tauri (43 tDNA)
ou algues brunes comme Phaeodactylum tricornutum (52 tDNA) (figure 5 et 6)
(Chan and Lowe, 2009; Cognat et al., 2013). L’'augmentation du nombre de tDNA
et de la complexité de leurs transcrits tout au long de I'évolution est
concomitante a l'apparition d’enzyme de modification des tRNA, comme les
adénosines désaminases chez les eucaryotes. Ces modifications augmentent
souvent les capacités de décodage d'un méme tRNA (Grosjean et al., 2010; Spieth
and Lawson, 2006).

Chez les plantes, les tRNA peuvent étre codés par 3 génomes différents, le
génome nucléaire a 'origine des tRNA localisés dans le cytosol et de certains
tRNA importés dans la mitochondrie, le génome mitochondrial comme chez la
quasi totalité des eucaryotes et le génome plastidial spécifique aux organismes
photosynthétiques. Nombre de ces tRNA possede une grande homologie de
séquences que ce soit pour des tRNA cytosoliques, plastidiaux ou
mitochondriaux. Ainsi, il arrive que seulement 1 ou 2 nucléotides différencient
des tRNA provenant d'un méme compartiment (dans le cas de tRNA
isodécodeurs, et dans une moindre mesure de tRNA isoaccepteurs) (figure 7), ou
de compartiments différents (eg tRNA mitochondriaux provenant de
I'expression de génes chloroplastiques insérés dans le génome mitochondrial)

(figure 7).

Chez les angiospermes, le nombre de tDNA varie entre 500 et 600 d’une
espece a une autre (Michaud et al,, 2011). Ainsi, le génome nucléaire d’A. thaliana
posséde 599 tDNA codant pour 45 tRNA isoaccepteurs différents. IIs sont moins
nombreux chez les bryophytes ou les algues (figure 5 et 6).

Les tDNA sont généralement dispersés a travers le génome des plantes et
il est rare qu’ils soient organisés en clusters. Quelques exceptions existent
cependant. Ainsi chez A. thaliana, le chromosome 1 porte deux clusters
contenant respectivement 27 répétitions en tandem du tDNA proline, ainsi que
27 répétitions en tandem de tDNA tyrosine et sérine organisés de la facon

suivante, Tyr-Tyr-Ser (Theologis et al., 2000). Ces régions en tandem entrainent
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Isoaccepteur Anticodon Nucléaires Plastidiaux Mitochondriaux

AGC 16 } 0
Ala cGe 7 - 0
TGC 10 2 0Q)
ACG 9 2 0
ccG 4 - 0Q)
Arg cCT 8 (i)
TCG B ; 0
TCT 9 1 )
Asn GTT 15 2 1
Asp GTC 25 1 1
Cys GCA 14 1 1
CTG 9 ; -
Gin TG 7 1 1
cTC 13 ; -
Clu TTC 10 1 1
cce 5 ; -
Gly Gce 22 1 1
TCC 12 1 -
His GTG 10 1 1
AAT 17 ; -
o CAT - 2
GAT ; 2 -
TAT 5 - -
AAG 1 - 0
CAA 10 2 0
Leu CAG 3 ; )
TAA 6 1 0Q)
TAG 9 1 0
s CTT 17 ; -
T 13 1 2
Met_e CAT 1 1 1+
Met_i CAT 10 1 1
Phe GAA 16 1 -
AGG 15 ; -
Pro CGG 5 - -
TGG 44 1 1
AGA 37 - -
CGA 4 : -
Ser GGA ; 1 1
GeT 11 1 2
TGA 7 1 2
AGT 10 ; 0
cGT 5 - 0
Thr GGT ; 1 -
TGT 8 1 0)
Trp CCA 13 1 1(i) *
Tyr GTA 70 1 4
AAC 15 ; 0
CAC 8 ; 0Q)
val GAC ; 2 -
TAC 7 1 0)

Figure 8 : Nombres de tDNA présents dans les différents compartiments d’A. thaliana. Les
symboles (-) indiquent des tRNA qui ne sont pas codés par le génome du compartiment. Le
symbole (i) indique les tRNA importés dans le compartiment (figure d’aprés Cognat et al., 2013).

*. Dans le cas des génes mitochondriaux codants pour les tRNAT® et Mete des expériences de

Northern blot suggerent qu’ils ne sont pas exprimés (Duchéne and Maréchal-Drouard, 2001).



une augmentation importante des tDNA proline et sérine dans le génome d’A.
thaliana (Michaud et al., 2011). Chez A. thaliana, quatre-vingt un tDNA possedent
un intron. Ils codent essentiellement pour les tRNATyr et Mete (Méthionine
élongateur) (figure 8). Le pourcentage et I'identité des tDNA possédant un intron
est beaucoup plus important chez les algues vertes et rouges ainsi que les

microalgues (Cognat et al., 2013).

3.1.2.1 - Génome mitochondrial

Le génome mitochondrial de plantes supérieures possede entre 17 et 29
tDNA (Cognat et al., 2013) répartis sur I'’ensemble du génome. Ainsi, chez A.
thaliana on dénombre 23 génes de tRNA dans le génome mitochondrial, codant
pour seulement 17 tRNA isoaccepteurs différents (Michaud et al.,, 2011). Onze de
ces tRNA sont dits “natifs, c’est a dire codés par un tDNA provenant du génome
de I'alpha-protéobactérie ancestrale a I'origine des mitochondries. Quatre de ces
tRNA proviennent de l'expression de fragments d’ADN chloroplastiques insérés
dans le génome mitochondrial au cours de I'évolution. Il s’agit des tRNAAsp, Asn,
His gt Ser(GGA), Ces tRNA dits de type chloroplastique sont exprimés de la méme
maniére que les tRNA mitochondriaux natifs (Duchéne and Maréchal-Drouard,
2001). De plus, deux tDNA correspondant aux tRNAMete et Trp chloroplastiques
sont également présents sur le génome mitochondrial. Des expériences de
Northern blot suggerent qu'’ils ne sont pas (ou du moins tres peu) exprimés dans
les mitochondries d’Arabidopsis (Duchéne and Maréchal-Drouard, 2001).

En supposant l'existence d’appariements wobble entre la premiere
position de I'anticodon et la troisieme d'un codon, on estime que pour assurer la
lecture de I'ensemble des codons du code génétique universel, un organisme a
besoin d'un minimum de 23 tRNA (Phizicky et Hopper, 2010). Le nombre de
tRNA codé par le génome mitochondrial est donc insuffisant, ainsi pour
compenser ce manque, des tRNA codés par le génome nucléaire sont importés du
cytosol (figure 8) (Michaud et al., 2011). C’est pourquoi les tRNAAla Arg Leu, Thr gt Val
sont importés du cytosol vers la mitochondrie chez toutes les angiospermes
étudiés a ce jour (Michaud et al.,, 2011). De plus, les genes de tRNA ayant disparu

du génome mitochondrial pouvant différer d’'une espece végétale a I'autre, le
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nombre et I'identité des tRNA importés fluctuent en fonction des especes, c’est
notamment le cas du tRNATP chez A. thaliana (figure 8), (Duchéne et al,, 2009).
Chez certains organismes photosynthétiques le nombre de génes de tRNA
mitochondriaux est tres réduit comme l'algue verte C. reinhardtii ou le génome

mitochondrial ne code que pour 3 tRNA (Cognat et al., 2013).

3.1.2.2 - Génome plastidial

Chez la majorité des plantes supérieures, le chloroplaste a conservé un jeu
complet de tDNA pour assurer une synthese protéique active. Chez O. sativa et P.
trichocarpa, on dénombre respectivement 38 et 39 tDNA codant pour 30
isoaccepteurs. Chez A. thaliana le génome plastidial contient 37 tDNA répartis
sur I'ensemble du génome et codant pour 30 tRNA isoaccepteurs (figure 8),
(Michaud et al., 2011).

Il est toutefois intéressant de noter que chez certains végétaux, le génome
plastidial a perdu un nombre important de tDNA suggérant que I'importation de
tRNA du cytosol existe également chez ces organismes, méme si aucune preuve
n’a été apportée a ce jour. Il s’agit en particulier de végétaux parasites d’arbre
comme Epifagus virginiana qui ne possede que 15 tDNA plastidiaux (Wolfe et al,,
1992) ou encore l'orchidée parasite Rhizanthella garneri dont le génome

plastidial ne code que pour 9 tDNAs (Delannoy et al., 2011).

3.2- Structure des tRNA

La structure secondaire des tRNA est souvent comparée a un trefle, tandis
que leur structure tertiaire est en forme de « L ». La structure secondaire des
tRNA peut étre divisée en 6 domaines, la tige acceptrice, 'extrémité CCA, les
régions D et T et le domaine de I'anticodon (figure 9). Les tiges-boucles D et T
participent a la conformation correcte de la structure tertiaire des tRNA via leurs
boucles qui vont se superposer I'une a 'autre (“stacking”) (figure 9) (Giegé et al.,
2012). Plusieurs modifications post-transcriptionnelles stabilisent la structure
des tRNA. Certains tRNA possedent un bras variable plus grand (e.g. tous les
tRNA Leu et Ser chez A. thaliana) (Cognat et al., 2013).
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maturation (cf. Introduction — 3.4).
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Dans le regne végétal, les tRNA natifs du génome mitochondrial et les
tRNA chloroplastiques sont tres similaires (de 65% a 80% d’homologie de
séquence) aux tRNA procaryotiques (Maréchal-Drouard et al, 1993). Ils
possédent la méme structure générale que les tRNA cytosoliques. Les tRNA
d’organites contiennent environ deux fois moins de modifications post-
transcriptionnelles comparés aux tRNA cytosoliques (Chen et al., 2010). Tout
comme les tRNA nucléaires, certains tRNA d’organites possedent une grande

boucle variable. Il s’agit dans ce cas des tRNASer. Leu et Tyr,

3.3 - Transcription des tRNA

La transcription des tRNA est un processus faisant appel a plusieurs

séquences régulatrices et facteurs protéiques.

Chez les eucaryotes, les tRNA sont transcrits par I'’ARN polymérase III en
tant que précurseur de tRNA (pré-tRNA) possédant de courtes séquences en 5’ et
3’ (figure 10B), (pour une revue voir Phizicky et Hopper, 2010). Dans quelques

cas le pré-tRNA peut posséder un intron.

3.3.1.1 - Les promoteurs internes, les boites A et B

La polymérase III reconnait 2 régions promotrices internes A et B tres
conservées chez les eucaryotes. Ces régions sont situées a l'intérieur du gene au
niveau des boucles D et T (Galli et al,, 1981; Hofstetter et al., 1981) (figure 10A).
La boite A s’étend des positions 8 a 18 du tRNA mature tandis que la boite B se
situe de 30 a 60 nucléotides en aval de la boite A. Les séquences consensus chez
A.  thaliana sont respectivement 5’-Tg/aGC/tNNAGTg/tG-3* et 5'-
G/aGTTCGANNC-3".

3.3.1.2 - Séquence riche en AT et séquence “TATA-like”

Chez les plantes supérieures, des régions tres riches en AT existent dans
les 50 nucléotides en amont de la séquence des tDNA. On peut noter aussi une
différence entre, d'une part, les tDNA de plantes mono et dicotylédones chez qui

I'enrichissement en nucléotides AT atteint les 70% (e.g 64% chez A. thaliana) et
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d’autre part les algues vertes comme C. reinhardtii chez qui cet enrichissement
ne dépasse pas les 50%. Chez les angiospermes, ces éléments se trouvent
principalement entre les positions -25 et -35.

C'est a cette position que l'on trouve fréquemment une séquence
ressemblant a la “TATA box“, dont il a été démontré qu’elle contribuait a
I'efficacité de transcription des génes transcrits par la polymérase III grace a la
fixation de la TBP (“TATA-box binding protein“) qui aidera au recrutement de la
polymérase III (Dieci et al, 2006, 2007; Giuliodori et al., 2003; Hamada et al,,
2001; Schramm et Hernandez, 2002). Chez les algues vertes, comme chez les

métazoaires, ces motifs TATA-like ne sont pratiquement jamais trouvés.

3.3.1.3 - Le motif CAA

Environ 65% des tDNA d’angiospermes sont précédés d’un triplet CAA
directement en amont (-1 a -10) de leurs séquences. Chez A. thaliana, 78% des
tDNA présentent au moins un motif CAA dans les 50 nucléotides en amont. La
présence d'un tel motif est beaucoup plus rare chez les algues (e.g. 13% chez C.
reinhardtii). C'est chez N. benthamiana, qu’il a été montré que ces triplets CAA
étaient les sites d’initiation de la transcription de la polymérase III (Yukawa et

al, 2000).

3.3.1.4 - Larégion polyU

Chez les eucaryotes, la transcription des tRNA se termine au niveau d'une
courte queue d’au moins 4U codés par le génome. C'est a ce niveau que la
polymérase III est décrochée et la protéine La est recrutée permettant ainsi la
stabilisation du transcrit néosynthétisé.

Plusieurs exceptions ont été trouvées dans le monde végétal. La premiere
concerne l'algue verte C. reinhardtii, chez qui beaucoup de séquences de tDNA
sont co-transcrites et ne se terminent pas par une extension polyT. Le second
chez la mousse Physcomitrella patens, chez qui seulement 40% des tDNA
possedent une extension polyT dans les 25nt en aval. Chez A. thaliana, I'absence
de queue polyU est caractéristique d’'un tRNA co-transcrit avec un snoRNA a

boite C/D (cf. 2.2.1.1) (Kruszka et al., 2003).

51



52



3.3.1.5 - Les facteurs protéiques

Afin d’initier la transcription, la polymérase III utilise des
promoteurs internes hautement conservés nommés boites A et B (Galli et al,,
1981). Ces promoteurs permettent le recrutement de TFIIB et TFIIC, TFIIB étant
composés des Bdp1, Trfl ainsi que de la TBP (“TATA box Binding Protein“) qui
reconnait les séquences riches en AT. Le tout forme alors le complexe de pré-
initiation. Une fois ce complexe formé, la polymérase Il sera recrutée, I'ensemble
formera le complexe d’'initiation. La transcription pourra alors débuter a partir
du motif CAA. Une fois la transcription terminée, la polymérase III laissera une
série d'uridine que la protéine La reconnaitra stabilisant le tRNA qui devra subir
plusieurs étapes de maturation. Il devra notamment étre débarrassé de ses
extensions 5’ et 3’ par les RNases P et Z, respectivement, puis épissé s’il contient
un intron. Des modifications post-transcriptionnelle seront ensuite ajoutées ainsi
que l'extrémité CCA terminale (figure 10A) (Michaud et al,, 2011; Phizicky and
Hopper, 2010).

D’autres éléments situés en amont et en aval des tDNA ont aussi été
caractérisés comme essentiels a l'efficacité de transcription, notamment chez les
plantes supérieures. Une description de ces différents éléments (pour une revue
voir Michaud et al,, 2011) ainsi que des différentes étapes et facteurs protéiques

nécessaires a la transcription des tDNA est présentée ci-dessous.

3.3.2.1 - Dans les mitochondries

Il n’existe pas d’ARN polymérase spécifique pour la transcription des
genes de tRNA mitochondriaux. Chez les plantes, 'ensemble du génome
mitochondrial est transcrit par deux ARN polymeérases de type NEP (“Nuclear-
Encoded Polymerase“). Ces polymérases reconnaissent des régions promotrices
dispersées tout le long du génome. Plusieurs régions polycistroniques existent et
de nombreux génes comportent plusieurs régions promotrices. La séquence
promotrice est caractérisée par un motif nucléotidique CRTA mais de
nombreuses variantes a ce motif existent (Fey and Maréchal-Drouard, 1999;

Kiithn et al.,, 2005).
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3.3.2.2- Dans les chloroplastes

Comme pour les mitochondries, il n’existe pas de promoteurs spécifiques
pour la transcription des génes de tRNA. Beaucoup de génes sont transcrits sous
forme polycistronique et beaucoup d’entre eux possedent plusieurs régions
promotrices. Les chloroplastes possedent deux types d’ARN polymérase.
Premierement, 'ARN polymérase PEP (“Plastidial Encoded Polymérase®)
reconnait les promoteurs de type PEP qui ressemblent fortement aux
promoteurs d’E. coli avec des régions promotrices en position -35 (TTGACA) et -
10 (TATAAT) (Maréchal-Drouard et al., 1993). Deuxiemement, comme chez les
mitochondries végétales, on retrouve deux NEP ARN polymérases. Il existe deux
types de promoteurs NEP-dépendants. Le type I posseéde un motif YRTA, tandis
qu’'aucun motif n’a encore été défini pour le type II. Les précurseurs des tRNA
plastidiaux peuvent étre mono ou polycistroniques et dépendent des deux types
d’ARN polymérases (Hanaoka et al., 2003; Leal-Klevezas et al., 2000; Shiina et al,,
2005).

3.4 — Maturation des tRNA

Afin de produire un tRNA mature, la cellule doit éliminer les séquences en
5’ et en 3’ des pré-tRNA.

Chez A. thaliana le clivage en 5’ est catalysé par une famille d’enzyme de
type RNase P appelée PRORP (“Proteinaceous RNAse P“). Ces RNases P sont
uniquement protéique et ne possedent pas d’ARN catalytique contrairement aux
RNases P ribonucléoprotéiques initialement découverte par Altman et al. (Stark
et al., 1978). Trois protéines PRORP sont présentes, PRORP1 localisée dans le
chloroplaste et la mitochondrie, PRORP2 et 3 localisées dans le noyau (Gutmann
etal, 2012). Ces RNases P font partie de la famille des protéines PPR (“Pentatrico
Peptide Reapeat”).

Le clivage du coté 3’ quand a lui est catalysé par la RNase Z (Vogel et al.,
2005). Une famille de quatre RNases Z existe chez Arabidopsis. L'une d’elle clive
les pré-tRNA dans le noyau, deux sont localisées dans les mitochondries, la

localisation de la quatrieme RNase Z est incertaine (Canino et al., 2009).
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Une autre étape importante de la modification des tRNA concerne I'ajout
du triplet CCA qui est effectué par une tRNA-nucléotidyl transférase (Deutscher,
1982). Chez les plantes, la méme enzyme est localisée dans les trois
compartiments cellulaires, noyau, mitochondrie et chloroplaste (von Braun et al,,
2007). Lors de cette étape, le controle qualité des tRNA peut avoir lieu. Si par
exemple la tige acceptrice porte des mutations, le tRNA sera marqué d'un second
CCA, pour ensuite étre pris en charge et dégradé par I'exosome (Wilusz et al.,
2011). Cette étape de contrdle qualité a été démontrée chez S. cerevisiae. Elle est
décrite plus en détail dans la revue située en section 4. L’existence d'un

processus identique chez les plantes n’est pas démontrée a ce jour.

A T'heure actuelle, seul le mécanisme d‘épissage des introns de levure a
été caractérisé en détail. Il nécessite I'action de trois enzymes. Deux enzymes
vont tout d’abord cliver les 2 extrémités de I'intron menant a la formation de 2
moitiés de tRNA possédant une extrémité 5’-OH et une autre 3’-PO4 cyclique
(Budde et al., 2008; Trotta et al., 1997; Xue et al., 2006). Une ligase (Trl1) va alors
modifier puis liguer les 2 extrémités de chaque exon, menant le phosphate,
originalement situé a l'extrémité 5’ du site d’épissage, en position 2’. Afin de
terminer 1’épissage la méme enzyme viendra supprimer ce groupement 2’
résiduel. L’'épissage des introns est réalisé a la surface des mitochondries
(Hopper and Shaheen, 2008; Huh et al, 2003; Yoshihisa et al., 2007). Ceci
implique que les pré-tRNA doivent sortir du noyau pour subir cette étape de
maturation, ou la aussi, le contrdle qualité des pré-tRNA peut étre réalisé.

Concernant les tRNA d’origine nucléaire chez les plantes supérieures,
seuls les tRNATYr et Metepossedent des introns. Ces introns font entre 11 et 25
nucléotides de long et se situent entre les positions 37 et 38 du tRNA mature.
L’épissage des introns de pré-tRNA de plantes a lieu dans le noyau (Michaud et
al,, 2011) et nécessite 'action de 3 enzymes. Une endonucléase, composée des
sous-unité AtSenl et AtSen2, la ligase AtRL ainsi que la phosphotransférase AtPt
(Englert et al., 2007). L’efficacité d’épissage dépend fortement de la séquence
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nucléotidique et de la structure du pré-tRNA (Akama et al., 2000; Stange et al,,
1991). Chez les algues vertes, le nombre de tRNA possédant un intron est
beaucoup plus important et les caractéristiques structurales nécessaires a

'épissage semble différentes (Michaud etal., 2011).

Aucun tRNA d’origine mitochondriale ne posséde un intron. Par contre
plusieurs tRNA codés par le génome plastidial possedent de tres grands introns
de groupe II (Longevialle et al., 2010). L’épissage de ces introns nécessite de

nombreux facteurs protéiques (Longevialle et al., 2010).

Les ARN sont des molécules généralement modifiées (pour une revue
Machnicka et al., 2013). Les tRNA sont ceux possédant le plus de modifications.
En 2005, un total de 92 types de modifications post-transcriptionnelles de tRNA
a été dénombré (http://www.biochem.ncsu.edu/RNAmods), (figure 11). Les
tRNA eucaryotiques sont au moins deux fois plus modifiés que les tRNA
procaryotiques ou d’organites.

Chez la levure et A. thaliana, une grande variété d’enzymes impliquées
dans la modification post-transcriptionnelle des tRNA a été identifiée certaines
d’entre elles aident aussi au recrutement de la polymérase (Chen et al.,, 2010;
Grosjean et al., 2010; Phizicky and Hopper, 2010), (Données disponibles sur les

plantes sur le site : http://plantrna.ibmp.cnrs.fr). Des données supplémentaires

concernant d’autres organismes sont disponibles sur le

site : http: //modomics.genesilico.pl.

Bien qu’encore mal connues, les modifications post-transcriptionnelles
des tRNA ont des fonctions importantes (pour une revue voir Phizicky et Hopper,
2010). Les modifications dans la région de l'anticodon peuvent affecter la
traduction, par exemple en ne permettant pas une reconnaissance codon-
anticodon correct. Il s’agit souvent de la premiere position de I'anticodon ou de
la position 37. C’est notamment le cas de souche de levure chez qui I'adénine en
position 34 n’est pas modifiée en inosine, ou chez qui la guanine 37 n’est pas
méthylée (Gerber and Keller, 1999; Bjork et al., 2001; EI Yacoubi et al., 2009).
Des modifications dans le « corps » des tRNA modifient souvent leurs stabilités

et/ou leurs structures. Ainsi chez la levure I'absence de thymine en position 54
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abaisse la température de fusion des tRNAPhe et Met de 2 a 6°C (Davanloo et al,,
1979; Sengupta et al, 2000). Chez I'Homme, I'absence de méthylation sur
I'adénine 9 du tRNAWs entraine une modification de sa structure (Helm et al,,
1999). La modification peut aussi altérer a la fois la reconnaissance du codon et
I'identité du tRNA. Ainsi, chez les bactéries et les organites de plantes, I'addition
d’un résidu lysine sur une cytosine (modification appelée lysidine) en premiére
position de I'anticodon d'un tRNA avec un anticodon CAU entraine a la fois un
changement d’identité du tRNA de méthionine vers isoleucine et de
reconnaissance de codon de AUG vers AUA (Muramatsu et al., 1988; Weber et al.,
1990). Certains tRNA, en particulier dans les mitochondries végétales, peuvent
étre édités. Ce processus d’édition entraine le remplacement de résidus cytosine
en uridine. Il y a donc changement de la séquence du tRNA par rapport a la
séquence du tDNA. Ces modifications sont nécessaires a la maturation correcte
du tRNA ou a leur stabilisation (pour une revue, voir Fey et al, 2002). Ces
exemples ne sont pas exhaustifs, d’autres exemples peuvent étre trouvés dans
(Grosjean etal., 2010).

Enfin, un autre exemple de modification post-transcriptionnelle concerne
I'addition d’une guanine en position -1 (G-1) des tRNAHis eucaryotiques. Tous les
tRNAHs, 3 1'exception de quelques alpha-protéobactéries et de celui
d’Acanthamoeba catelanii (Wang et al., 2007) posséde un tel résidu en position -
1. Le tRNAHis g de ce fait 8 paires de base dans le bras accepteur de I’acide aminé.
Ce G-1 est essentiel a la reconnaissance par 'histidyl-tRNA synthétase. Chez la
plupart des bactéries et quelques archéobactéries (ainsi que dans le chloroplaste
et la plupart des mitochondries), cette guanine est codée par le génome, et elle
est conservée grace a une maturation anormale de I'extrémité 5’ du tRNA par la
RNase P (Orellana et al., 1986). Chez les eucaryotes, il est ajouté grace a 'activité
d’'une tRNAHis guanylyl transférase (Cooley et al., 1982). 1l est a noter que dans
les mitochondries et les chloroplastes de plantes supérieures, ce G.1 est codé par
les génomes d’organites mais il peut également étre ajouté post-
transcriptionnellement par une tRNAHs guanylyl transférase qui reste a

caractériser (Placido et al., 2010).
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Figue LI Frequence des acides amingés comparée au nombre de tDNA. (Michaud
et al,, 2011).
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3.5 -tRNA et utilisation des codons

Un tres bon ajustement de la population en tRNA a 'utilisation des codons
et a été démontré chez quelques organismes comme S. cerevisiae, E. coli, C.
elegans ou C. reinhardtii ainsi que dans les chloroplastes (Bulmer, 1987;
Pfitzinger et al, 1987; Duret, 2000; Cognat et al, 2008). D’autre part, il a
également été montré dans certains cas comme chez E. coli, C. elegans ou encore
C. reinhardtii, que le nombre de tDNA est corrélé a l'utilisation des codons
(Novoa and Ribas de Pouplana, 2012; Novoa et al., 2012). Chez les plantes
supérieures, une telle corrélation semble exister pour les tDNA d’origine
nucléaire (figure 12A, Michaud et al., 2011). Cette corrélation existe chez A.
thaliana sauf pour les tDNA Tyr et Pro qui sont fortement amplifiés (figure 12B).
S’il existe une signification biologique a cette amplification, celle-ci est a ce jour
inconnue. Treés globalement, il semble donc que au moins dans certains cas une
relation directe en nombre de tDNA transcrits, abondance des tRNA stables dans
la cellule et utilisation des codons existe. Toutefois, il est bon de noter que cette
interprétation releve d’'un nombre limité d’expériences et qu’il est encore a
I'’heure actuelle difficile de mesurer avec précision I'abondance de chaque tRNA
dans la cellule. De plus, une analyse détaillée de I'|abondance en tRNA en lien avec
l'utilisation des codons a différents stades de développement ou dans différents
tissus n’a jamais été réalisée. Enfin chez les organites comme les chloroplastes de
plantes, plusieurs tRNA sont co-transcrits mais ne sont présents en quantité
similaire. La part jouée par la régulation transcriptionnelle et celle jouée au
niveau post-transcriptionnelle pour établir le taux de chaque tRNA reste a

déterminer.

3.6 -Controle qualité des tRNA

Les tRNA, comme les rRNA, sont des molécules extrémement stables. Ces
RNA tres structurés et leurs précurseurs peuvent cependant étre dégradés en
particulier lorsque leur structure est incorrecte et/ou leur fonctionnalité est
affectée. Deux voies principales de dégradation ont été identifiées chez la levure

S. cerevisiae. Elles sont décrites dans la revue présentée en section 4.
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Flaure 13 : Eléments d'identités des tRNA. Tableau récapitulanf des éléments
Mwmmnmmwl al., 1998).
Dans le cas des nucléotides appariés : (1) paires Watson-Crick, ') paires nan Watson-
Crick (Appariements Wobble), (-) paires tertiaires ou Hoogsteen {pouvant faire
R purine, ¥ : Pyrimidine.

Les résidus sont numerotes selon le modéle de (Springl et al., 1998).
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3.7 -Fonctions des tRNA

Les tRNA jouent leur role central dans la traduction. Ils sont les molécules
adaptatrices formant un lien entre les mRNA et les protéines en cours de
synthese. On découpe le processus de traduction en 3 parties, initiation,
élongation et terminaison. Les tRNA y jouent 2 roles en permettant tout d’abord
I'initiation par l'apport du premier acide aminé (méthionine), ainsi que
I'élongation en apportant les acides aminés correspondant a la séquence
imposée par le mRNA en cours de traduction. Pour assurer sa fonction, le tRNA
doit étre chargé par un acide aminé, c’est la réaction d’aminoacylation.
L’aminoacylation est une des étapes clés dans la vie du tRNA, la cellule doit
s’assurer que le bon acide aminé est attaché au bon tRNA. Chez les eucaryotes,
celle-ci est effectuée par un jeu complet d’enzyme (Ibba and So6ll, 2000), les
aminoacyl-tRNA synthétases (aaRS). Chacune de ces enzymes reconnait un acide
aminé et un ou plusieurs tRNA isoaccepteurs. Chez les procaryotes et dans les
organites, les asparaginyl- et/ou les glutaminyl-tRNA synthétases manquent.
Dans ce cas les tRNA correspondant sont dans un premier temps chargé par une
aspartyl ou une glutamyl-tRNA synthétase non discriminante pour former des
Asp-tRNAAsn et  Glu-tRNASGn, Dans un second temps, une réaction de
transamidation mettant en ceuvre une amidotranférase tRNA-dépendante
permet 'obtention de Asn-tRNA4s» et de Gln-tRNAGI» (Feng et al., 2004; Frechin
etal., 2009).

Des éléments d’identités au sein du tRNA permettent une reconnaissance
spécifique entre le tRNA et I'aaRS responsable de son aminoacylation. Ces
éléments d’identités ont principalement été étudiés chez les bactéries et la levure
S. cerevisiae, peu de données sont disponibles concernant les eucaryotes
supérieurs (pour une revue Giegé et al, 1998), (figure 13). On distingue deux
types d’éléments d’identités, les éléments majeurs et les éléments mineurs, selon
I'importance qu'ils ont lors du processus d’aminoacylation. Chez la plupart des
tRNA, deux éléments d’'identités majeurs ont été identifiés. Ils sont situés aux
deux extrémités distales du tRNA a savoir la boucle de I'anticodon (notamment la

position 35) et les acides aminés du bras accepteur ainsi que le nucléotide
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discriminant N73. Chez A. thaliana, les éléments d’identités pour
I'aminoacylation des tRNA alanine (Carneiro et al., 1994; Dietrich et al., 1996),
phenylalanine (Carneiro et al., 1994), tryptophane (Ulmasov et al., 1998) et

valine (Delage et al., 2003) cytosoliques sont les seuls a avoir été caractérisés.

Les tRNA occupent aussi d’autres fonctions non conventionnelles chez les
eucaryotes ainsi que les procaryotes. IIs peuvent ainsi servir de donneur d’acides
aminés afin de marquer des protéines en N-terminal pour leur dégradation
(Mogk et al, 2007). Découvert par Bachmair et al en 1986, chez la levure
(Bachmair et al, 1986), ce processus fait intervenir une aminoacyl tRNA
transférase qui, apres avoir reconnu un signal en N-terminale (n.b. un résidu
spécifique nommé pro-N degron), marque la protéine pour la dégradation a
I'aide d’'un acide aminé (N-degron) porté par un tRNA (Mogk et al, 2007).
Depuis, ce processus a été identifié chez les bactéries (Tobias et al., 1991), les
plantes (Potuschak et al., 1998) et les mammiferes (Gonda et al., 1989) (figure
14).

Chez les eucaryotes, le N-degron est généralement un résidu arginine. Il
agit comme un précurseur a l'ubiquitylation entrainant ainsi I'enzyme au
protéasome (Tasaki et al., 2012). Le N-degron est ajouté en N-ter par une arginyl
(R)-transférase, qui utilise I'arginine se trouvant sur un tRNA afin de le fixer sur
une cystéine, une asparagine ou une glutamine oxydées. Ce sont ces acides
aminés endommagés qui constituent les “pro-N-degrons“ chez les eucaryotes
(Graciet et al., 2006; Rai and Kashina, 2005).

Chez les procaryotes, les N-degrons sont souvent des résidus Leu et Phe
tandis que les pro-N-degron sont des Lys, des Met ou des Arg. La protéine ainsi
marquée est reconnue par ClpS (“Cyclic lipopeptides“) qui recrutera la protéase
ClpAP (Mogk et al., 2007; Shrader et al., 1993).

Les tRNA participent aussi a la synthése de I'’heme via la conversion d'un
tRNAGU en L-glutamyl-tRNAGU par la glutamyl-tRNA-reductase. Le produit de
cette réaction servira ensuite a la synthese de ’heme (Pour revue : Layer et al,,

2010).
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Figure 14 : Fonctions secondaires des tRNA. La cellule. et les fonctions des tRNA
sucaryoles sont indigués en rouge. Les fonctions communes aux 2 sont affichées au
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Chez les procaryotes, les tRNA non-aminoacylés peuvent réguler
I'expression génique en réponse a des changements en disponibilité des acides
aminés dans le milieu.

L'un de ces modes de régulations a été découvert en 1969 par Cashel et
Gallant (Cashel and Gallant, 1969) chez E .coli en réponse a une carence en acide
aminé. Ce processus repose sur la production de 2 hormones nommeées ppGpp
(5’-diphosphate 3’-diphosphate guanosine) et pppGpp (5’-triphosphate 3’-
diphosphate guanosine). Leurs syntheéses dépendent des protéines RelA et SpoT.
RelA est une (p)ppGpp synthase associée au ribosome qui détecte la présence de
tRNA non chargés s’accumulant au site A du ribosome (Haseltine and Block,
1973; Sy and Lipmann, 1973). La protéine SpoT quant a elle, est une enzyme bi-
fonctionnelle pouvant synthétiser et hydrolyser la (p)ppGpp, a ’heure actuelle
les mécanismes d’activation de cette enzyme sont inconnus (Magnusson et al,,
2005). Une fois produite la (p)ppGpp agit sur une sous-unité de I’ARN
polymérase II en diminuant la transcription tout en augmentant I'expression des
genes liés a la synthese des acides aminés (Ross et al., 2013) (figure 14).

Un autre mécanisme grace auquel les bactéries régulent I'expression des
genes a l'aide de tRNA non chargés a été démontré chez B. subtilis et d’autres
bactéries gram positive impliquant le systéeme “T-box riboswitch” (pour revue
Green et al., 2010). Chez ces organismes, durant une carence en acides aminés,
un tRNA est recruté sur une séquence nommée anti-terminateur empéchant la
formation de la tige boucle permettant la terminaison de la transcription
(Grundy et al., 2005) (figure 14).

Les tRNA aminoacylés occupent aussi un réle essentiel dans la production

de peptidoglycanes ainsi que de lipides (pour revue Raina and Ibba, 2014).

Certains des réles secondaires des tRNA sont spécifiques aux eucaryotes.
Ainsi, il a été montré que des champignons unicellulaire (e.g. S. cerevisiae, S.
noursei ou S. coeruleorubiduil) étaient capables de se servir de tRNA aminoacylés

afin de produire des antibiotiques (Pour revue Raina and Ibba, 2014).
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Un autre de ces roles concerne cette fois-ci des tRNA non chargés qui
participent a la transduction du signal durant des carences en nutriments. Ainsi,
chez la levure, lors de carences en acides aminés, la cellule utilise les tRNA non
chargés afin d’interagir avec la protéine kinase Gen2p qui phosphoryle le facteur
elF2 (eukaryotic Initiation Factor 2). Cette phosphorylation sur elF2 induit une
diminution du niveau de la traduction. Pourtant, en parallele, le facteur Gcn4
(“general control nonderepressible 2“) est traduit plus activement, promouvant
la transcription de nombreux genes impliqués dans la syntheése d’acides aminés
ou d’acides nucléiques (Raina and Ibba, 2014).

Chez les mammiferes, les tRNA peuvent étre impliqués dans la régulation
de I'apoptose (Mei et al., 2010) (figure 14). Il a été montré que des tRNA se lient
au cytochrome ¢, empéchant son activation par la caspase Apaf-1. Enfin, certains
tRNA ont été détournés par des virus et sont utilisés par les transcriptases
inverses virales pour convertir leur génome ARN en génome ADN. C’est, entre
autres, le cas du VIH, qui utilise le tRNAMS comme amorce pour sa transcription
inverse (Marquet et al., 1995; Piekna-Przybylska et al., 2010, 2011).

Finalement, au cours de ces 10 dernieres années, de nouvelles fonctions
ont été attribuées aux tRNA a travers de petits fragments d’ARN générés par leur
clivage. Ces fragments d’ARN dérivant, de tRNA ont été appelés tRFs pour «
tRNA-derived RNA Fragments ». Ils ont été détectés dans des organismes
eucaryotiques évolutivement différents tels les protozoaires (Couvillion et al.,
2012), les champignons (Thompson et al., 2008), les animaux (Lee et al., 2009) et
les plantes (Hsieh et al,, 2009). Nos connaissances actuelles sur la biogenese et
les fonctions potentielles des tRFs sont présentées dans la revue ci-dessous

(section 4).

4 - Revue “Surveillance et clivage des tRNA

eucaryotiques”

La revue ci-dessous a été écrite dans le cadre d’'un numéro spécial sur les
tRNA du journal “International Journal of Molecular Sciences”. Elle traite de la

dégradation et du clivage des tRNA, des processus essentiels pour controler la
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qualité des tRNA tout au long de leur genese, pour recycler les nucléotides et le
phosphate ou encore pour générer de nouvelles fonctions. Je suis co-premier
auteur de cette revue avec Cyrille Megel également doctorant dans I'équipe du
Dr. L. Maréchal-Drouard. Cyrille Megel a rédigé la partie concernant la biogenése
et le role des tRFs et pour ma part, j’ai rédigé la partie concernant le « turnover »
et le controle qualité des tRNA ainsi que la description des différentes classes de

tRFs.

73



fed J N S AR TE D m ok DO DS | G iy
CPEN ACCERR
Il Fowerrail ol

M decular Scences
| 55M 14220067
e o T TR T O TETRTR o] R TR
RN T

Survalllance and Cleavage of Eukaryahic tRNAs

Coyrilbe Mol Y, Gardir oy B o olle "4 Spopduwse L oalancie | Buwrw-B s Dascfuree |, 1an Seoll *
arel Lauwonw: B i oot Dy ongaid =

et oo Wirdepre Soleonlame des Mantes 05105 Asswaaled sl Dmsery ol Sorashoong:

U2 e o Gereral Someer, [T Serasbawey Coides, [oranoe

1 Bl awmille el @bmope e anstea bt 8L poal ey sl stsege oo, mmada il b
rerimes lalsmbhond g e arnsdea e g5 00§ s g shoe Pewesmilageeams oomsdes T (A 8800 |
Acpatrabor Besraa el Ueniter ol | e lbers e oe FMacd Frwrpy sdigy,

the: 1wt saly of Wessan Sapitalis, Ciawhey WASHTIT Sediaha, b Sl oe cmsllimmes e au

T e l.l]1n|:|11||ﬂ:|.l.|1|4:||_]|-'\l'.l.1ﬂl:1 wink

bl o wdean coarcgmeslonoe shenld be ableocd |Saal lneones ok mge oo oaresia h
Pel PAR A TISAR Fax: |05 G RNMRL 2

Agmbeiee B Fliclesed Pl

Mrraend A0 Vel AR Acregferd G ey A0S Pyl

Alede gl ilovers! them cawiral ole an pvaso apmidlmsia, Tl K% A [N As) haw
woy odhed praeol Rinctiods ThRas ipchiehs videais iedes n TR dopiileen af o
cRpTa Al Pk Eetabelin piovcsses and pREGEE  vdise  TLS B
T e BRA ol (4% A die walli iteeasticd B5% & amemp e et olalsde el
Nowpleless, by wie pol gloinal Ss key oloierts ol ecll Famomeed, %8s peel
g b combimiedy paeliceosmeiioel  Pweo (ENA sarvosllarey patleays B faam
whnithed  They acl o hype mestslies] s rae o said pre SHS A ard on matiaes THY A
Pwkinp meshBeanors & dewt overview ol hese dwes paibasips wall e oeseried e
Fwibeymene. wlik:  lhe coodenmsdeass schicg, om e el allenatels el
for ciegdele TEN A shepaiialan: mmariom W05 & akavval hagnsas [IRDa) o ppisser
s tFom a el 1Tesa eloavaps i ls ol TIEY A awew peionted |y creeps an o mew o bes
ol sl P cosbieg %A (snc RSN AGD e ars saapectil e bave siegeran pilaters
fuscners The tRE6 we evolumwmundy wodespae sl el creaced by cleasape 2 diflenem
primiliores: sl A o bezas, Fo, e wacw o (et kiosskodpe o dee beeciasis
et amctpon ol 1] s i v i ofgars

74




ded M o A TE £

“-ql-!t SENEA hvmy, IERA ety condsis]] ses BB AL tE s dlrews epass, gone
capvasas pepidatnem 2 NA cniornn b

1. Dby oclwsfa o

Prapslor B8 A 08 % As) o apeanep e st ansedcid ®B% A i e wan®] Semee ilaas dlis ey
Py Foaglaml sml famemck i 1957 ared ihe Betenial Bygedbess ol Trnos Onck sesalanng
the eneaenes ol en sifapier medecds B e sderlace between B oot cocde gt peotein, TRNA
snnlovubes e il 7L Do ek T Dol piiary SRR A s psni | 1] s Bollossad by e dhlermeison
of e chasciensae clovorcal soomifry anemme, ardd e | shaged tbaee ihrcresneal onsery
el wis ottmnnd i e sovermes [ 200 Ve ares al RN A vary clesacally betwoon 18 ard W
rckeaiibes lrmcer TRMAR Boan metmroar i besdboe com e pow boamalles The wasdid®s amalles
apml ez N AL (A7 mackeotickes) woe ooty sbontificd in e matecbosning of pematoades [4]
Tl T sl o Ui prsslacbism ol 5 wadope LESNA pedecols w0 B svnlless ol o oy oo ioge.
I cokarpsis, %A jmibpukace: D seeanlas 5 A prmes ars] Daicaamdeonr shoge ala o omins
ol U1 peailiss rcsenl b Pow mackatioks T ool the IRMNA aajiens s T 5 eater aed the T sl
secpAw s e iemsed By RMas 0 osml Ruee 0 degmitively The £04 ¥ cxticomly. o bt
by dic VRN A mikcheistmdd linmnbfeicse i o sdleest of TR %A, enlsie kwatel betwee i jusiziode 17 o
35 e puineoiecd] Ueugh (254 sphiciig . Splicimg of U85 A is o goccss aicliabig sl v e sl
U oxcrspon ol the e By o cmchiros s pmed e Digiateon o e tEANA Fal e locakes Inoptcl
ared plamts (b soooemd dep menlves g seplc crreme Id 0 colabrong plvsphes s omee onos
arsd hipass actiaes o sorcimaes, e akiion o the yeas hie bpainen pattasy, 3 socomd ptl-aay
custs walk g liges k@il peadko w0 b woedicd (b oa joview s o, [ Sulip
prst-lare impieme] pesbiledian me les gdded all alomp e malurates o ENA 1o lneeiae w
prgce apmilees, TRNA o fically vhargial wally g amams el by ole ceipnsde ammrssay - UENA
B R S R ]

Trarsler B5A wedecules sre ammp the meed sutde B3N AG o & cell Comparsd 00 m3 % Aa walk
a Bt he voarvieg:, Boso neseses wo o fow Iises, B84 ledl-hvea aie e in he senee ol el ey | 0]
Thaz cnmoms stalahiey is ok toop laebdy okbed Anenme ared b proscm of pome s psslilicitoss
Moverboboss, gual ity contrel wochmmens cast o pees] B acommabiceoen of ey Fachenzl G4SN A
Ir ovmrin boibe marg moelea al e RSA docry |4 %) thore bas seen bess alorsor otk deprachifior
ol stalske B¥Az meh as BN As an BN A allemply thoy age fhe pad afandin B84 in e ooll
T mmp suswabloe patbme: bave oo amevona] o @ o SRNA s i cakaryobes [ 16]
Pl dfeprmbaicn can seom ol e Tewel ol jredERA w0 nesoe IHNA speeons The o (08SA
vhprailatme puthway mvolves e TRAMP (Ll (legueemaass ackdol AvAn? A
ety i wecwtenp RN Baper peetan TVM g GeRRA orspen repilater 4 peodeink
Hody elemrylataon | comples ot the msckear coosone The swom IREA e pistalsn afseay 6 callest
HTI b Hagal BNA Decay wind ivolved oviepleie el o, $0n Linssdalor on diee s
rustlresmiys wall bue th g ol ik Tirst par ol ths evies

75




ded M o A TE 3

Blmsabe Beio caienmsal voe diorg: paogan symileas, sweed aliiieoal hectews e repaarky
ascapraal o 1R R AL (e moonse =y ]" -1 e F‘h.-ll:l ey i rirvarlsal = Ay e
of el maesatwdism They con deliver anane bos fod only bl aten syimtfeses D sk o coll
vl ommsh ling | st spnbese of wmipieg los pevssnlyae. Repgalaticn of cell deah e 1RNA
pepiasaiEs sl dpgmrumt e, ey con abea be ol as peimere bod ssial cvcors st
B ppcavar, oo TN As can ao o st soners ard as wepalaiees of gome capresssor Dinally
sl rcimlng KA dorvieg Foan (R 8As pedaraally wpeeser @ s ol of gy 2R A
Irwlecat whule wm the 8% 4 smsellane s petlnways (BRA deprulatsn = compleie amd po e g
romalieds see capeted e gereisd, wllioely dabde (0% 8 alene! BRA frapmerts (05s) of diffeeen
stzes have bove Bosd s nany dbflercn ovpaemars, Nl UESNAs e gomaandy ceeateld apsan ciilizeen
wivizeses tnl sbwaton A& Faprweesis ol abssg 0 0 pelasnkes e allss slueded Doehrasclcsas
pragwwmetle Bor IS4 o0 gee AR A dhorg have hwoen wterttic] Shosnp can oo 2 chfer siles
i panenidn walan ke apbooton, 3ol T ke off e (ENA moleasde  Potepmally imgenaen
D o Fevew Dwen ascnbeend o= areclacdiog: (e iehiletion of foeos Lo, on the as®actoe o BNA
st o aiioses In e soooi] pad ol e rovw, s smmimiee o picecnl knesbolao
ol (Fa g, iogtoraces et hant ion ol 191 e

2 Faduaiyodic Tiseder RHA (IRMA) Tiw mwen avnd Clasality Cosde o
S e R boe StErlianee ol iy

e pawbcar surwcllanms Eitbrecey (0 g 1A ] was dbscoserod e fongemslor ssra i pcasd
P e TR L AL S I-Itrrr the tBRA et s s foraaes B Do on Tomn | (2l
resmmeed] Linal 10 om Cicadfd fim Gionnad comitrod moe dopcpaessibile protoms (0 st 140 e $was cosertial
walnmans ol s mecibvlimmlooss: wsponmnide s UEsA whA meshlsaien e sse s,
Ha preiamss ol vl TR [r-'r-ll!h.{:"":l Tk " Ao st o mul gl by gl lseanvan | G015 ]
v et prenend anabyss peoseked eyl nes Tt as 3 liest step wanits ats dermaanoe e pee 10 % 8,4
vn prbvarkerylatond 52 o T oered b e THRAMIE comgden. This comgilex wis s shown be e poquaned
ong pod by Lation ol depraniation of (554 il snol™ A ol me bole BEA ) preomsom o pad
ol & post-tnecigned gaality ot mochomsm [16] 1 oo consuwded be Tild, a el
prolymonme S a A5 A belscaa, el A2 g e bnackke pavion imeractieg wath B ipd | el
ANA PrecEny adwr G the 3 cxsanborackease o e micdar cxesare | elkeang polyerylaner
Fry Tef par B RAM b dep e foen the & ered by Brp 1007 30) ek e TRAME el cnosone
cignglenes e loalead s e monleas A ke vl alsece e wesed, the e 08508 madear anacillamc
pedlowmy in ampheaial ae the degiaikizim ol e foctave hypa mvwbinl |ln—|H:"iJ"-"' Plivaeaacy . |rare
a NN eapie il o el s bedaale Do Fs oo eyl anl ck kel fansise larecly o Biursar
The ok ot ' & oa s per eennl sidlicaen oo explnm wisy thee e oY A5 i mjaddly it s orher
TRM A kg, the s mwallicalion s ren depiide [DE] The ot iekaalde Evjuotbess i thal
U ks swviallaice by iodopnite abeiieil i bl %A weiday sgaae Jo weislas
s e thal slacd UM s i b PRUARA siil etiads, Dall e iuiiinis b0 b i ol 00 A2 16,27

Ihallorent cred misara| b iregiced i cortamnirg, e BN A war s shivar o e THAMP
tamds |08 Imwdecd fhe anfhiors dhovwod (Bt awch Depeis are cenchesd e B8 colls 0o plonobge

76




ded M o A TE 4

avav ainalaal mn F']llua wdlla Tl mimaelts e bockedd oo the samrgadesy ol e Vel walonatse
ol g -1 Wohs netirahion ko can bee s Bmesasl Ay Fewr el ot gt 70 B Inoie Tzws waps
put=say b 1o potem (bl on wesasth Penes the sbeet svered o moecdmes (010 Can beast 33 presens
at the ¥ extenmary of culiarpone e N A L malinlizes the con lomanaticn eml proteons Be extiemny fiom
chomi b |20 Adwer gewwval ol e Y oetiemson by BRA P lbe 3 tal e pemosad
Fry i crafompders sk s BN A 2 In ik oo patbrascy, LR g ifss mot il of 15 roleessl (re
the gyt b dall TFas pillones Bos D@ poese gosmie ©gamnncboise b o e 3 ool or age b b guaesd
repim hevaeer the 9 beaifer amd the ¥ tadder Fadlvaanp desvape af the 8 eotreneey by 0% e
Hen lprow wber cxieekeases manae eV egiemity amd the C0A saperoe an be alifed Clorsideneg
Ulser swenr gmvdrwenys, 10 os hilkady dbagd m Bracoor o wirco-comeerng pre-LES A fiddieg omes sleneiee
alwwwmal dice e ks o barst | !q|||! TR glzpiard stosose way =dewe e eade ol el nziluaaiziee
ared 1B poargeminen Fecbwwee |l peoaesd Beglposall ol stchiberal coomackodytn milvidvig amtion
TEAMP polyack mylston [ 6] ARopsthe thais i 3 s loig amsgplay et modaadon ibsass thal
D ol TE% A unckeapn sl iy condrol pedleeys the deprudke Saowmal BNAS Thea s
vigies sy conpatbon bobweor tee e peoteen Dlio, de comerlors Bonip anld de 1AM

crangdos | 1)
P2 Tie Ry PR Dovasy (FTT1) Polimany

Webule the maclear sarel b s patbwars mos promassly on pee (KNG pasare SEN A aber weicnper
cprahiny conbnel pevwealbosce, Ao B die soclan moved b paclwory, the Desd cvelenoe of e coedones
ol o pall=say calbed saped 5 vheimy [ET12) czrns Trosm yemsl ondart e |.'ln1'; [ELETTT BT
vl h s IBNA pmwlRcatsas The: woanpuorsaes soamabvee frord ¥l frreel] vicend wotanl weon FLLEEEE L
a sevene prowethoakeberr B tbss sivon the mesire ERN AR st T e i e (m Vi)
ared Ccacibdotichie (et aml b omomdly descpleted end dbeprsded w17 0 27 Simdlaty
viepradaime of syl abeen wadime PR A Lakone dileren: comlnnaimon o amebBo oo wies e
otvwctvodl Do oamedance, on WFEERLEOAT on e PR veicd el lackime 22 omeadvglanfime
il aret 4 acctyleptuime {ar™ s o ik mtirylpaannane i Aoap and Soencildanchiclee (mei)
mssbifica o mrymees espectiecly, besh matiee ERASTEN gl @R AN e prepiessiady sl
ab BP0 | 2E ) As medificaticons are krewn te b ommcalved o thermal stabelity of HENAS
fep , [SenpEs thes spmuats Uw whea hal Vs peibway way acl o oo weks vansly of wsialde
vt e e lamd OENA gk

It Pwpentboses s thar am onais Lackarg UERA mawblic Ssn coooymsss el r poama] eoeehinns,
e IRENAS e oomgetly lokbed sml fupcieeal o afer e lemgeanse sk de bypes mocdidiet
tRMAL me ddesdehiliced aml wipper BT 0 R sk been sbossn b ke BT jelneas
vt mct o TR A by, msilaters ol s cn ooy fon (e datalog ol ta acocpao ad Tostonis
by ol S AG oanmyg thoss mnteaons e o, due comorsdrfarg that surssillanee
Fry the B pattrasry cies med meerssenly topueond or TENA mochifcasens Sl ratbker o b slmechueal
veprity o the BN A |02

77




It M Mo BT 3

e

7%
am \ |
o :
4o

|
oo | 7 B,
F f
| (g ofeo
- ,:\ -/

Figao 1. Ureraew of die twas ENA deprmboion pelbwere of 5 orowse, This ligos
e wbigitend feomn 0] G e IRNA pslen sreillarce puilssay s pommiily sl
VR R BT | T P T TR T AR PR T TRt Bl B DEST TR TET TH LT P
i Niesr pedyoechnyoad by the TRAMP romglen onet e depmeked Ty thae cnosoime:
() Depratatier al matiom HYAx thnagph the mpsd (0% A cdecsry (3 012) patbsay H D
write b o et o Bypie nesh Giod B As (arkesd sorh fed cooescs] (e p o IR AN ST
The s comppmene s o dopectod T wepshcasmn of e tH % A packaadyl el
P00 A b emesonee o thee BT putliway ooabe |-.|:l|.'|l.|1'i JVIE A ST A dngde! im ow almai
Pl A Ll [AANA kgereeloe vl v b sehiiad By dl 067 A wedpmn

e lowat ool Brygmegrosilifiond SR M4 bs ped cipora'ar? o TrF aw g, aepdyving hat the THAM
commples gt (b mclear crisdare are nol ampheaiod ather sfler peoon coenpene e b lonpanp
i the BT patbuay wom peectieally whersfied (Dipae 100 In e el rosll] yeast angart e
the depmcation sl ks of aminoascdmion of G00AYY 5 gy mealinied |xp Met?? Bchiine sy
prfate D00l the two 31 caomwchoams Kal | (R ilsmackoc-aciekbal e bing pestore 1) as! Seel
(hadmilewckose 1) ] Deledene ol 82 on Batlosoe D om o Srord3rmed o Sorndd S 100 sl
fracies M ey Ee - rsat vy ety cenncly oy preventing e depislesm af sovesal 1ER As
ity |34 aewd e Boveores | 35 The deprslemn by ke miclese Kol o bkeks doe o e irsaislary
ul the v e wlncl cnjueez e Y ol ol dee (BRA pedecade |37] Bal e bsaleed mole

78




ded M o A TE &

raikan, thon sapgpesimg B need o resargest ele i ngae G35 A et tlas conrgmetssent e allies leem
vhoprnlalene by b cmbren haese [ BT I [EET TTE TR S| il nErmprai 5 A s l.aun naE el
putlEsny warny cepedmn M0 CmEN A rasgr depalieos DO |3 peeels 1o e ckemeesered] Kles??
ti o8 pluegheas o dhivotly oeplicmed omode BT pallees Rehe whee hooesn of Me??
i leet, mounrdlgion of 1 aetadedie aaleime slhemeome 38 daplneplute (el aokalae Rail
ared Xl 20 V0 ET 0] Imeresanply he milnbson of gl ceonleeiecloeas o pAp b also leon
vewerrern ] et moas clee pdasde bl ooy SAL {SAL B salt dodomimes ) wlach plays ke mlde ol B o7
Welethen thae i prachfua ol 15 R A s prevented o sad Tomalant semairs s be esatdodead | 39

Vusthereme o (he SrrElEnmls! saain, tbe satality of kg madificd 1RSAYS5 G restoned
whem the geoes TEF T ammd WASY copmbag the clospatrre Eador oF] 1A mml vabel-Uth A syl et
rempwe el vely e e cn g ssasd [0 A0] Dz Paa pesd corse et e ? aloieadly o watl Ve 18 % & e ailizs
ERMAME o avanwwry Letend by ovalvl a8 NA syrcheteas Sas® b ek LA and aedivesil S nfwsomes
Thee a7 is lekely 1But ap o sk o e bevels of pioteirs ciee s intens g st meperiealy kikist
Prypremrnlified W54 cen pootect them fran ok pronlaieon n consenrg wath nleswedeces suck
as et mmd Mind, Tl showe e conpgeascets ol e B170 mmnl of e geredalion siachioery soavks
veract ook cebveor cleorped (4N A rodooiios e ntsscenes of g thom vnilter Galopory
ol predems abde o b fhe B peiwccss coerespends oo geedors alfocdenp plokbal 18 YA cransaenpiioe
I thwe frrmdl el slraie. over cxgeesson of BMall, the plodal epstee rogolated af pedynecres 10
(BTG [0 A7) wzails w0 heaer deprabtivn of e Dvparesfied 88450 ] Siwdlarly,
pit b s vindned shesie peaed oodatsses o (Be 88 jed T Epe ] T E ol s §B S8 G ket songihe s
satlmaml T VEY i deereavenl e paesesonn ol B 17 aresthes el W sotment, lesds Baoe ol e 1IRNA
rrer e a0 S A Y Sl alson

e peesence of @ €04 mglhed 27 the ¥ cxmemty of tEMAs & msemzl s then chasping: sk
copinme e soibe e ENA ooty aasirsa, doo called CCA ablog eroeyime o U0 S
ety pelinadlby ackls e 08 ot e e 3 cned ol TRS A, o sogionce el poresimecie ol e
cidaargedos [15 1%

Im il thns ooy can abse ld 08 e e 1 oemeds ol TENA ke marsrges (e g 4]
Wiler ard colbatssratens | 13] greracksd conleres tkal dhe T0A wbbne oorviee =2 abde 1o alodtvaks
ol medaide RN AL (ep |, by mnsBled R A o (RN A lackiag, wicegnly of (ke socepday slend
eoi B P Al wmal | S A B dpiababee Isp sbbing he O AL U8 muperete 1T §0 A0 A ickllwm
Frapugin e o imas v caleee 2k sinl (b e off Paes Ol the Y cabicamby of ta: REA sl
Thas credti 4 beig © oaingle atraneted RS A il el likaly allows soicea ey the caamiiclovay Repsld
[ ilwehiai] BN A vsgiing, dldion? DF] aid Kol (hoosilesinc bl D wlecd then mtizie TRNA
shepimbatimie Tl japaee] iink] el wi il e wlvy sanie %A e sigad e b B 1T whmicns olbis,
sty Bypmsgranhified, e pod Tl lattor day pat conmsmm e paemissnas (Gis) al thow % exiromity
Thuis pecefinioge the pawnonicatnie stop mparod b e doalds 008 wlibtior Dirally che ahors slas
rivrrvadl an mercsnd marder ol (% % vark ddue pody( ) fmbe wlied oo the 00 A mudife amether
vy o dlap inwslalde KA b o prostabior

ey il oo vaaes, U850 dieprmlaiemn peilwerys oo ol Laoee sthed vel Faery o e oz s
il e el e meckes mrveilflaees puifiwey on ke TR pathwary i vess! cosd oo pluies
avel manmnnals Therclony il es Dikels (e o 145 A i by deebisd ]n.il"u:'rh FTES L TS R TRETTIERTE ENT
v el b vertebware |47 allip b pemciie o b deisilsle?

79




ded M o A TE T

3 IRMA-Lhe sl F i it (TRF) 8 Mesw C e Soosll Home ook BB A

S Ul disaveory e 10T ] smaldl porecon e B8 A faine KN A i Derer el s Sagans | 12|
oy cleseats ol wncH s A (1% 40 po Jorg ) emb owanons wpalory limoiotg v Bacn lomtiliod
o rmihde of arpamane o Be cokargote Bonpidoen (85 Ve e avll Bream an the adbkas
sanall vim o vy B A, wal s As (msore® ™S ars | gk N A s ameracdinge BR AR

Thambs wr the imvasing we ol ldph g esn sapereing echrckpas, meny pEne clies
ol el S A e A |"'I1_"i||_ Auwenp themi, slawl 8% Akl BNA Bagaenta (121}
ol 1% 28 g feee tecwm Dol e s A Dilwwics of vanos oipasssie. Bulllspoi RIS wei lisl
chamsareneed m the Fumen T (Husen Lpmp@ecsme 11008 poll e [5$7] Same then they have
Peeer tesentend moall o of e de g |55 84 Longer ek of alwes 30 A0 m n see e s
repaettedd m the st be cukarpoies, tley weee discesered moesodutorary divergont arpanene
wach as yoast, piotocosis, jdanke sl melaooans (oo [ S b0E LR T2 Most ol e s, HYA
Iragmecr s waih & berpth cucecdbrg 30 r are cnclisiet fom sncl %A hibanes spal Uns ool cpopors
vl CH s owas weanaly ckoshied] iy el fiksts

Rl s e prescdd o vors biew ansmnis widloe colls as commpaacd o the lnph sfcadv =ale Jewds
ol 2% A fomn which they denve . Severtholes, 1l as mve megeeted sl By me mal s dopadalion
priimliits it ey D digsdeated] i digeeiant repilatoiy aml MRadopicd o Liv e Redlosiig
|-I.l.'1-:r1‘-|_ ol BT lasacs of TR s wall s ol e as Vi Ll

PRE e lassabied oo oo the s o The SRS A el the pee SR A T whinch ey chrie
It clhiesats ol dhesnl (0 5 haye Feen cdeaonfead 1 Rey onparate fride O Bl 57 cgbreemsy o matane
LRMA e clemvegee o tee 1) degeor, (o] the F eanmaity ol the b 058 & meamig S O % et
e prosem ) afler cloavags m the 1 ropir ared (o ¥ taslon of g DR A aller cloavages e Bh s 2

An ke sk waeee edmmme] by osweworal leses eoecwailly, veossae, resnenclahes bave beer
powmaeaat | Tatde 0} Pk cvample (K oommengeanbong so B8 fapreres denond Foom che 5 el
ol et A aller cloawape e the 1) acppor wore paomeed 5° 0EE am TRE S e 73] theess derrenp
froen ke % el were o] 3 00A SEEF ad BEY IR T Thee 1BFs woe peoovenod o s BNA
Fbwanes Pecsmes: o then sve Thee mamgiem; 1ENA Buiprisnds |I|-H'_ Prapmwenis of aanma] V0 883 ey
woalh] M crrmidendd as Kiep RE S D 1o the s TR %A Inapmsones canmed Pe reimeever! Ponn
the e B Ietramec s bar dbeo cxvaines commed fa ogglmbonl Iredecdd s mosifern cupemmsons, sk
HMA lepnert, ae e o udal Arofdbyses Meiiee BYNA et (persoel Cotcomaedinn
Lomuuie Marcoha- Do, Lidoe g ovw ieormm U o et ome ol 2 e cotip s pregsalation of R -
tlaar sl y desonibenl we grageas: o poeodd pmensnclabae e cach IEF & omensed sgcemnligg
tiv the cxtreemity of the malire IS A apel the choaeaes ropion Brom wiksck ol b pereradod | dabde 1)
Por metarce, (BT 500 rogeeserrs 3 (K] ponervcd Do the 5 cxnemity off a IBNA aller oleavage
e the T3 depwe The coavgdemersary faapmeenl s e collod (B U Tao Bes podve oeclarine
oae pEeesde wombl o dlse ammss acwl] owml dhe aviieewliee spealyeg T connegeashog BB A
Faw wrampde (RE-TT (Hm-TH weme 1R pomsaled Frone V' ocslionmty ol IR A T
cleavaps im e T oropion. Bost (R0 deem bt s Bir ongieaic Foan roaclear oneosbond cytosshic g4% As
Pemgrvot g low cxpmphes of 31s domvong e plasivlal o aicclerdnel H5 A< Bave e
vhmigte] [T TR] N b ihae cdwss digeetawn B e Doie s skl dss inlodaiseien b ombBig o
{ivtawadary o (plastiimaly oo m (mitos hordrial | when pecrsaare In mummnks, 1Ry deriving frine

80




fed 0 e S 3015 16 L

tHae V sk ol gee4ie % Ax s abacikimtifea] Masae 081 s, called 0002w 08D 1 waitedh tosthe: & Dimihs
ool g aman 1% & wedo v |52 57 T7] ey see bl igpem B A & chavape am! orst @ e kewd
o the st sresch o 1 e slwte podyinecrzas: 1 s seleased They oo mon deioe from naara:
tRMA bl ather Divan (oecarsod Wenscips. st we poogses (o erams e pre 432 F 311

Tabibe 1, Gererdd remsersclbme ol 254 kel Fapreeris GEFs Muaowe (BN A
ared pue EES As can bee cheaan! 21 difesend peeativans w0 pmesdioes warises (85 s DlRoee
ransa lawar lewmn pigs s meciwidiog bt wee | Toveclamn sl |mm i .Il"._"ﬂlll'ﬁl."l.t
Wooimw e o paridl mecreleme whee de i cotiogeares oty cuscnuany
vl e TR A’ tha: mEekad 1o the ckavape are The kealizezesn of the tBETa anrc dnew
cirler ar ped o i dack onthe SNA mokeoibe aret thein manes hove the same cokor conde

WFy ¥ mmasaks, A &nckrson, A4 Boena, B4 Les, XEE Gonoral M omanclslore

- X = -y - K 3
AR Fie'n o I} e

.'_.—'. Vi s ] T i
W il 7 iy oy gglag - 174 §
T e ¢ 7 il s [T T . HF %A C LR

Aonolber colepory ol IBEa cemicgeoials o oulise TENA halves geiesaled thioigh clesvege
vt e pegiod ol e apticmbs Ficsin g osigeke HNA, Do Sagimonts of e 30 40 6 kv duis
ool aiwl comiospmeal to e 3 A T ORRA Juleos wsmcticly CTabike 1) Tlas catogoy sof B«
va porarally prostaicd am mesgeea tioa wulatak ol seess (o mnirs gonl slarvanon, plaspfile
EareEien, ke aecg) e po A0 TROEON In mamemale they sen cherclon called nER A
CERSA berwed aless apwhperad BN AxG on abas 5 TRMA Balves (lor sesorma wee |0V T cssdepors
al e b twen fearad fo all kanpcens ol ife Bactiov, e, Tumga, plarks s amimesds ol seon
Law B o smveersal wasker ol smsws (e p | | SHAST RS &7 80 TS Severtlehss o s el s werinee
Pt e il slissics, simhone IRS& dkavape Doe msbaree s yoasd iclls isskopaneyg, anvien dowt
o planese sramanor o 1Y raduison o oarrcss of T caceery of BT s woe edeee e [T S0 87
Furfermmanie B Fs coriespeslnge tonE A elves wene il sbwew to b peieseet o v en Lhe Do e
of s 61,77 R0 Tl otk ot i the eed sodeea e eon of o LR A aedecde o cithe
rrafiarmi el o emevalss A cavages TR o e ol Thess BNA TEments s i o one s ool et
whstler i ol how play repalabory Tnetwies sl romar o b caetdisdi g ©imally. as e ¥ 1E%A
Fesl U me] il T i BER A Fall obir pad Fovee smmlag Dmetens (soe Tehswe B mooee iekuls ), 0 e esscmml

81




ded M o A TE 3

Lir s g them 1 Tu, as aberee Foa oJuat 1EF s e juegers o s lar vosssmcbor e slese 1A
aral IRE-TA sall vegmesce ke 57 0ERNA Ball sl b T 08 MNA Foll ol s e (BRA afler dheage
it Ul e i ol e aevicesken

Pl the Lase knevevn eqsnple of tRE & cotrespoaks v o leadis o won (2% 4 fmpmeds Inomace
lechsvg CLPD QU leavers aod Pol vislenylaime Tt | aatnars §, e BNA isse insdicaied m HhA
o m o mamaral . acairmden of sl HEs derang om ae absrmm ey of s corter g
o B R AT s v RS ] Imonestmg by che aiflors sl <l s cecpary of s sorales
crlls te ansla e sowss e A pebvaies aned 01 degenedemt el deach tan e et ek eoniim
roes B emsins b ckaracwenieed

4. Baoganemes of 1RF W hech E noomcioes tor W hich dob #

Amasy Bwe Dol bl PR S crlimne Ko woone Tes donsd Cholwoan I5 o Caodsoon 73 fEalde 75
Im b Crwe, bl anrywss dheave specile T8N A i rthe saneeshn oo The moged oo s
va the armess ol geedean sersbesi beatang s ool el [65 G| Cohon Y ondiid e podogniies
tRMAL conianing bogsaaie (0 reskhe 2 Ue Dist pasion of dee asoslon sml ke erwoen
it G are] % 4edien [ cndeeni] s cloieed e T (N A panaeccpiloes b twaoen [EESTHLE
B oaml W Ameabor sy sllastelos ge antommen crdbomie koass actery Do pwps T8 inkonon
mapproasiar ol Deaoperd 1084 rednctior sopaty alkess dbe Prec (P BB A clcavape complex 116
e salmer loclegve RSA" latween peeaizor 1ol 34 2055

I cubcw e, A omchmnclemsss have alswo beee wiesalfol Avomson (o sulmaet) of the dans
gz Mg iy (s anbees G0 pluese e ol someres vl cells bk Sexdveoogers
crresae by cleasape ke actwsnbrs e Te e gt 0ot 15 o TR AT sl PR A 4]
Thezae 1EN As e amsesial 0l they camy a5 etk coifwarpbims b 7 dlaours®me (ism ) b
ab b waldde peeaticn. The alesrwe of mon’ prap disswally modaces e dlossage efMicieraoy
wp sy Ues el rempionsl meecbosiok: asbleodmrs we ue wetad ke o paoges ooevies adedi o
vcractor gt cloavigs 3 AN adso poeasscs e o N A crebomicloess called Byl
{Haoadaiatend ¥ 1) Moyl beliopps 06 %he [ %ame 17 bamily ans® 85 alde tnocdeaer (0% A wwhn e
articodsn ks |87 RE] Bl o manmlly localerod mothe saconde [RT] Where thie nilssm feans
cleawes IBMAL s soill aniler debmle Dhoemprst ared Porber showed] thas, aller anidatiee srexs
el v lee g baeed Drcan (e owacmadle Do tle ovipdgan aral thal (has ecdoase conm el will EYA
leavape [AT] I cisndresd Loothelo aisd Parki poisasstaa] cvakeree that (RS s i Lapadind s sstcandes
ared rhae vl cleaves bW A i this comgumen 1Ty peegwesed? thal b eneyime mighl jare gus
it o Toemmn of TR A plegugsy [E7 88| Receseby o agievme i walb ibese dats, wask Boin Hiveg of o
vemmmsEiatal thal vacmdedmabioo] Beyl e ooponibile b te cegumbinm of aokbenifiod XA
v atien sty g corslitees B9 B S as 17 crepins e il pnpdestedd e S & claeag e e
ko car PR RTRALD FEF TR A Froe oo loascs irefueod onng asmimo pond sarvakor
are caprcssasd froe bemelee me prres | RS BRI Gmet BT el comnlads o e prostaciior
ol HRA Falves bee cheovage m e aieockoe ks In psoeenals. sovoral codfomclesses: bave woen
pibmiliod ae copabde ol IRA dleavage Thew ae mvodvn] gl dillfewnt sapes ol BNA poecossing
arad wwon? em actrvlees al dh TR aer? sesss A shely peeckaoaad ey e o 37 b dhan thee B Moo
A LAY bl rilmeunlvass A7), peestaps peedBEND Qo (RN peoowsges Sad sem

82




ded M o A TE I

Ul el -0 calleal TR0 DiNED e peimeistodd Doy cliinage ol tBe 1 el ol e pposum o s a==708
Dhoren a chmldc okl BY Aomgraatn cmwane boes gdaywse acormial ooyt BESA shosang, juelsaay
i gl o the peockatmn of 4 secilic BE S denang: Tom 125 A0 sfey levape
v the sargle-smnanaded 1 lowge [ 73] dRber smnes also reveskad e de ol Dcer m B jostacmon
ol pretHE 300wl tHE 3T dhmivang sespectvely Doen cither the 3 cuenmy of e tlSA™ (9] o o
the ¥ cxmomiy of wmuan (ENA N 37 These nesahs sappest bm soone MNAE, IHYA halas
wit e SN AR ven adoga alorrsilioe woorndary dnstires o kome g csRNA Snatdieg Deeor cloavis
Vorewer, Dricer sboes - seeme b b wmpehated e b paebscsea of all 51 570 o sBT VT ol oo
will urkneewre crsbsmacleasss are likely gepmnd Deally o vorchae gecilic cradomaclesse callesd
argrszeran | AMG ] las teer showe o clease (BN As e the e loags generatieg U loge R0 5
LIE-sA ] S -BA ] ANG Dedowges bis thse S5 am: & Beandy ared e ol Sy oa hrr;i: el
ol afissed awh s avelare: @ies WV oodatoe Pead shewl or veal mfocisen The poraulaniy
ol AN ol o was e wlenbifiod a5 3 Tueood anproeerss Laobod gotmp o b2 oslvis e cell
itk ] peodalermiom U lesher mmwied corslbiione A% 4G e dvecs pomsndy o ke cocken ol booa keeer
ot we e cylopldasis whaere il o mwesnatcd wath BRI (A% e B anbafiom 1), ot wdulsto [97]
Ui stoese gl orc, 1 e feoon paogeecd Vhat onifeoe fhe pocbe s iz ntsiiecleas s oo pestond
tie the yteqamn or Tt ke ovtordam brssboosd ASO g st frone 25001 o peeebieee TENA
Faalves e matuee SN A 5] This cmeves whomes e play @ shivog e noa ot pridocdive slress
rimgmEp mogam A5G cpdyiie seineiy s ol sy essnbial o prosmssde shiess peamle aeeomldy Uneapel
HEE gremletsns [0] legeniactly beanle the alahiy o chcave m e b celore depene ol H %80, AN
pelays o el solde wa cdeaswang thas V000 A sty ol I8% A ageee aselalee aess [95] 0 beokaad
Pt sl showas! ko the claasape Iy Al il ohae lewel of e (3004 calmem ey socnies mmu e Tester
Plait ke cheavaee an e amceion e Bhmamsdg e 00 % esls ol HNA mederales pepresems
a very pgis] and elficern way e debey Giedaeen. This peoose i everdide e e COA exlicime
can be gy ogsiod by (RS A-melomehd Dansfores s chavaes mthe U eols ol 1258 jofloos
the sulvdpue guoleny of ARG whckh peferielly e anpbe sramial Bya 0 e lewl
of atA ol Winle A%G ran dease 2l IR A at thar 1 ond enby a sl of (RN A (0 thoes
wilk 2 A il i the anticaoden repren) wall B s deaved e dbe antpeosbor bisgo 5o pererie 1R s Thess
vhgls pupped hal the primay Factien of A5G G s chorvage of the S0 A 5 omds ol RN A,

Tabde 2 1ia ol cndonni e cguilske ol cliasmny 1R %A o0 e TR A
Cirrpurmerra & raclory elooen. 1H H A Spnafreh o il neraregn tEbee B aler mneoee,

Cadam % KOl - ki B Aarw ok besz (0]
£
F aas 1 sl 11 WNA ekt | e
(L AT Acabe celien D | B4
R Frmiwa A ey ™ Aateedin D |

83




ded M o A TE "

Tabdi: 2 i

g P IRHA Sprvismiies Chasewgr Sl Moo
La rre ey By e oo b Al
¢ty ettt I a o 0 Mmtokes ooy Thad |
FL#T e AR Vene 11
oy 1y e
W wmals Vb T T Fgmam il
eemia™ It =N
Anpamewe S Arcorkon Lo [l

Corcermrg et 1R s wath the cxeopiion all Thieer noa wery low imslaress, misdby mattorep
iy knwmen comwermeg e wien Boaare ar e Faeaton of e owkamd cases rogemaldc b e chovape
vt the 1w 1 e pmors ol mstare G5 A Sonmbuly, e aalecllala bt ol deess 05 @ largebs
vakrwrsn I ke cpmanstipsne wnoal Tremeseeasma o e cabecllular ks wan o 1RG0 Bas feer
Figmsitaal Ty [‘“ll- Bhaiens IFhaseseid Jan Sk Ihplas b aspen {FIS W) eajrammens, e selass sl mly
citmerve] the pecmtment of TRMA Balven o specile ovtopluans promakes nl sl sheseed thal
veperdicg, on B e of the tRRs (REFSA m EFAAL e BNA hapnees: e glee o disiiret
cytipleanns grandhs bothemmee, Rk ol oollaboimtons (%] depoted o oiffoemued [ocames
ol ks deperime o the deschomreral sope of T oarad In e cpamestpens ke, 1206 local e
to pedepes evioplasmsee prarales wkermas e the meaeecde e they e ovenly chsimteesd
m ke cyvoplaae These safies coppest that leesteen of sher (2 may lave an sopeet ool facdagraal
siprmlicamce oo they lowalees e specific sSnetaes o compertmes whew hey mey ictome with
Pt praaasrs e o v mabearieal heseen,

5. The Em= ging Foles o LRFs

Tindder rummeen saiwrvation (o p plhosghste o mmogon aoemmem) il s cseanal sl
Corpd i Pl g an sSRhle el ecodes o O celd o osmvve For iedarce. BN A doperdation
ol o vy ellicesd weoy tuoibelover plmpduee ot cilregee wen st ot Bilaeoial £k A
arad RN o the e plrklont B8 ard roprosenl, W il deprmtaiior, g sences e e
maywling of Bwes compremonis kol om0 5 QWA the copoms an cacucdcs ol g minogern
srarvEem st pitmgdhapy petlraay arcdving Beyd bae boee aferafio] (Dgame 24y [£9] The
R % ase hkcly o be gevabacis of fle cwmlest gapes ol nlsgahagy, om ke goie fo grovebing mecded
pelvmprhase aesl ootropee e e ocdl Lo plart, morcgresess fo gl sbe debosemer, UF s gooomidals at
a lnph kv 5% 7] Wihetler e oy Late ol Sos pisd o ssc 1885 As0w dis el manes e e ol
wid thecir oreepkts shrwlanesn of wheiled soms of Bem play mler modeculan heaees ooan opr
cnbmtmn Fywterds ol ackinmmal Fancteero s somre (2 hs el oy sie ey od i (0 poissend
il o savensieed ks aoed Tigam 2 ey eomesns ondy e apeod the icclhe g

84




It M Mo BT 12

Fupma 2 corsnery ol s knowkedie om the magor wier il rnadeonlas Turedsors ssaprad
t (HEs Releronees o e G aoral oophcatsos of 1812 @ the Sdbosang. (R). |R9).
(B 5l 1S L Dy P (B [T 0B sl (G (el (M) 1] Sl s
vndcale Hhw prrersted B w sanl Bewn aomes Hen Benteme edsal anow elsades
el Doms dias

Irafeuil opc ol i bes chiirmaons e Lnctsns o (K75 g ik argihaaieon ar dle aeksisiaor
ol pmesten syl Several b b shensn il sl A e Toae (25 & e able e edubal
trarplats e e bty o ame RS (BN imwbes] sorear conglon j limedeoe I the & e lacailbocions
Halrdlrar wobcars (Tipare 70 a4 spocific 200w long 1RF S pererated Bom 85 Y nigpets
the sinall iflweasical sdaiml rafacry protor svighees g eronng sl i el es sy | o]
In Imrems s alseady ckarnibeal alarwe  tbe wwss cilicwed am! Gesol oway i A% 100 minba
rrarElanan is e ol the 1408 e of RS AR rHI Sevrmheleas, e Femen V0N olls
(hapmare | nlateaon ol wasaior of tamebden bas also teon atscevld gk e somor ol wery
il ANGoandeed BENA Rl [T lmencstngby, ooy sRF-SA snd e (BF-SA e alde
Lib b s Wanslaton, Thay sl dwevod that anly 21000 (A 0ah awl G4l 200 (0w b aie stionie nlabatons
ol esdsiem. Meese agmeeris e bl o odersel walk e pacslasnad @abeecer Y151 100 mialal
tramclen by daplaory cukaryane areaabee Goer 30 (90 0 coeples e compet ek As
vl eIV e umeapeed R e srceral featiees ol these (R5 s are reapueead S milukal
trarvekin ¥t thee dlimerzaon of fee stems ke of the T3 g em s ingentent Seooil. o % earmeal
|I1wr|q.|-r P PURGT ol sonesd b geccsend. il Tvarene o o cbkermestiates] reeeraby Bo 10K
Bisimns a Ceqpuaispskes shinatany esazial s besedstan wilnlsoaen | 101 ]

Aped B et sappcsirg, tha (K Fs can b omdcated an b poealintemn ol o cupaceesin o s
fpoen. e aralysas of small B%NAL seorwnd with Adjponade (AT ] comgdenes |57 56 102 101

85




ded M o A TE 13

Chrwr-perarabo] LA UE e aely |lli'l'|l avaw izl wath ALl cvmnpdives {Ligee B3y |19
B comrast | gt -1EE - Ws wers foust s S gl atalily asamascn | wally ACRRT amwl A e 101 R 0T
cell lines |‘='.'| Mlpieowed S0 assawiares] tRE S dervemp Tromn seveal B (BN As [T6] arst fiois
tle 5% crd of TRNATY o Sy armocrdee ormpes: pornde weie ale aneosened |004] He dur ke onky
bl tupel dos g IRE-AGU comples was odown o metue Boocll (Fgae 280 In e o,
i Ieor deperaem 21131 denvirg, Tism IR EASE ] o AGHE and roproass REA
i egabcatenn Protesm A 1§, o pere aegdeatesd an D88 ephcsfesn st nopeae TFes e sk Ted cosifiomes
that o 'R car play ite pole ol o naB WA [T4] e plaege @t of (05 s wrh seceml AT praders
was e cfwmererd [I05] A9 Brad fwa bgeilescs can b preen comeerming 1K1 G tians in AL
complenes 1) Lombed ap BESE ke S0s can lmpged o mitsA Geanmg s sibsonse soquemce
Ly sty pere esgeocssm, (nl o cosgeridsen walle AULE poetere, g ooty wach e vl
saniall 1% As don Lechinge e thee 80507 comnpiet | ropivacarys therckae the stids B84 sdonang oty
Al pelated 0 sleieing, woik e Cioapdnly relangeler sopated Bal tbe aBRMA iy
v e alleced ey beal-dewskambeed 1RFa Irebeod e satbons shessed thug 187 0 are slade 200 anbatal
Dhiece=2 by oo bosne s K S A w0 T w0 alent ek iouiad | L6

Im F erropdtela bgnee TG R amgplecatiss of 1= Es e BRA olabedeen s alae Boern
viemminaraiad & cetnlet sty g Do llion oF 80 shoswedt Paf Sl S0 s wweeed el Twa it a Prsa
pumgaoir acapprad fis wepetatiee prosth This e he only Pres Aapotaads jatem fad af cip i) esscreal
B ol muaeal 19 specesaliecid m the hoanbag: of BF5 gl e 1KY s are ossenbal e the madem
%A haw rl.l!prllr Pomlcewl, S QK- Tw 07T aomnple vos seconl Tanl | Paaseasiaticd omswel 1)
arad Xon® fenmlasmee ks T3 sslwsmms boaves aoney, o PXT [Pwal VX2 T anld ) oomapdes Bl TR
comrgile® e then g s (e Focko el memilates KT es el et LAty cnERped in BRNA
poie sy sl deeralatee salbwoys |95 107 108 |

Funber pecwch ey coddehel o ok levweer ANGoambae] BRA |udees sml pamicule
Do Ie e wanss ol B Bospanaody Senowiil Vo) sfochior Wine aid col ladweiatons ouirst
Pl AN ahoprereaonl SENA el | grrenstoal fram 2% A prescs Ll mEN A e e cpoplasar
ared sapwilises W5y pophaanor [A2] Wesk Fem Sakoe of @ ]| domoneimates e ypenoasenatie
wiress adk e e accommilalor of 450G mebaced R84 halee s in he oydogldasm o meser codeyoans
Hitmeddapds (Tapame 2065 They stewcd Uhat speoilic BT S an BF 38 mdonact wath cvlocheons: £
Feleass! Toa mnloeBoautia b bmm g dswne beogeom cmigdss Tl coapdes aideifens waili e
Temenat o o The spegdsmonrs By gmcverbeg e aoas wowms ol cylis Povme: st Apud -1 thas apay sl
ol rvlen Gt T A epetter this sisly o deisimtes, (he Symapectadtive c ) o Bigisy i
wid I el T qise! et cniig o o ERMN N Nadses Aol e oot Diseed ki@ imd o a TR F o a0 g
i ow e scisr Uaiseoniiass (Figae THL A AT (Pl we slown o e cmalde of piisisg
POt (i Tl leakoresTympleema vine oyge 1] revons inmscnpdes i sgecslmp ar
vipat e vl ol e RS s sl andeocton | Do

Sew vy SR s cborve e frean ma e TRS s . have ot bacdogacal G imoes, fad slao thv
derarg Frae dae ¥ erd ol gar a2% A A e 120 M callead B 00 deming B e g gl 24000
s Do o e e movesnons g el bes sl dhevere o b cperad e o] valaloy (521
Al pae-l® Fe- W0 wsetloahivgs IRDCAHNL ) seuie Tzl asaxamin] with Acpamaale gmadors Vlos
ERTE LTS e i thee Ihu..:.l]l.rll.l'r el 1B play s a weke ni _r_L-I-J wvpalaticm of W% & sl I“ 7]

86




It MY S ARG T 4
lﬁm.ﬂh—.‘nﬂh‘

A by chowmpta ol (b peotcin spinboss e ooy, CHSAS mint rH % As st B aeel are, lig by
stantile prmcyemdocides Pndocad ® gl Lo cr o e strocbmal noreomimge BN As wonht ml e
P el Bor fhwe ol |20 seowverbeloss anel ps dbearrmted abwees There are ol ot hree maim s
(R T

The fivst o 1 Jickedd te 25 8% quality costaol (008 A i medde e aocwalely ol cMioestly
pelay wls vl ae guastaae :.'r'rﬂh'l- Py vamrondly chappog s cograle smen sl o Lo geslisne adles
kb Darebors meoi jooceddy wmosciod, e prosones Do landud bon de odll As clesorizasd
abwvve:, Paeo mnaged BMA e praclenon poattraeys irvalomg cxonoclemios, anet some a the: level of carher
pre N As of mmtare ERAS have evolved o avosl the weseree of deleemomis  meilolliet
o baper mmehiliced 5% A Mo of the waock 1o umaeel these patbearss bas boon ackscwed mothe peamst
S caroda o i e cen spoonila tha thoese UENA smciblane s patbainys s Bikcly corsosod smirg
cvhiwranty dlrverper coaboerpolcs

The sensml vezeam e o oecwch: key mavenls webon b cell D b o denmaediaicd thal whker
cukargoine oo lls are domreed ol varsss pices theee e on retmepeck puchean gt ol BN A wlck
gerannadsic w ibe madleus. The vaducbam ol RN A Ssvdbsoe mode oviopdean s anslalseeal
Pty |l g desicw s [I0R]) Aemdbe weay foi ke el boodesgeiat Lie iciein e vatioi
vi lL'.'|1:uh.' Vi o gk sl RS A Boery olads cm 5 s sopsat oo s canadsiems e sl
comelitisrd B as thid sdaly ConcevEnde et arwhle BN A ik s fRN AL sl TN AG e chgradant
tiv pemawke rescmiroe g o Vhe ool dnete sammanply chere me il et e the Blcratuer ar thie asecd
ol BSA reeves, sl oy 2 T stuives ol nbagbaps ase avalalde

I sk poseen 1o oo TN AG P00 picces os bogie Uhe gioccs or obhor prirjesss Fara st
Liv fwe gy alograckhiione: ke, e s ocoes weee ciiered that spenife IR s play s sede
vt repulabmp pone e proske The ensdwerers ol D1 s im o wiresen af Fanan deecasss sach e caneor
v chwens dlscases, sl movaseaes covarmarenial e o alse coerpey, (soc o p [T The lneeclsoes
aniib e s Lt (B s e Ik by ok the ool she octere Rory questone sl ienae cpaniig: ol
Pl Fryscrsesass aend thsant Tavs boms Baean ae cvidubomesy jrsanl o wow, wee coms b wearbon sl thoer
rhe s Tl Es pay slomscal oodes o TR cokarpses Seally. he mole sl medfsied mickeaste ks
oo et g liractiergl CH 1 s s e sheany sl o b gileissd o ke Tntars

P OTORT—

The wamk was sggmaiead by the Prerel Bl Progmam “lesedessmen ) Sacmy wlanisened
Fey e = B petiey SNabaowab: ke la Becheoicks” (AN E T RBad non | denatiny of Faslleres §lhate sl
Dsiwhal iz ANE - TOEFREX GHEITAD ] dlee Vlinssasaly ol Sheelfsmnp aml fhe O8R5 Bagilaeme [alaib:
4 ievijuedd ol 8 fdloweban fican the Mimadne e Dhodiramion ~ehmile, de Lo Mocfedohe o o 1o
Techrsdogeee Ciendlicy Maorelle i iecipnent ol 4 decwnl Sellowadng cageated I5 B “iepims 4l
dind oy vl A gt dian Hoesaih Codicl Cemtie ol Fooellepce o Plan Finagy Bialopy (0CRDS 4050
Cwsille Mopel i pomijicil of & kot Relhevdsp agaestel beo ot AREC 0N X a0 D
“Pimsnisares o A vCrT e e

87




It MY S ARG T 13
Bjdbws Cowdisbsdione:

b Aol el Chond Ty B B comdidtmilo] copaelly an saatiog, e nvacrsongd Sopdure |oalaslc,
A Mene Ikl mmd len Swall comnbting oguelly e pmpeveng b mamanjic
I moeres Marockal Dmvaand wos amendvndt moall shepe mapamed e chs sl hen of The rmamisenpn

Caordllicts, of | welas =y
e umbwets checlage o comtillac o enterea
Radiwammar

] Peodley, B Appar, 0, By Do Padion, 17 Margmase Mo Mol 800 Pomswack. 1R
Famar A sinwta S a nfwrmclolr ekt Sree TS 140 S 140

. m, S0 Orpley, G0 Sakibsih, T ScPheman & Spedbon 10 Kane, 17 Weeneied, [_ Bk, &
Tloee % menseonal slpa e of yeas pheevlalomes osba K¥A D oldeg of he pedseeed codnde
vlam Mdamas 18503, 15 TEs T

1 ol 1 Jark, A Rolseites, 173 Nnwwen, B 5 Blesko, 0 Q7balk, 8107 Khge, & Slewicns
ol wrac plwergbadarene wenolor %A @ 7% anpsontin roashisr o Sl Aol ST (1S4 185
AL AR

1 Wembe, 5. Plalwa, G Lllli'l.r_ F, Paie, P, Peseate 00 SumfSed 21 Mol M I'I-i-.ﬁqriull
wopddomoy Tow tla serpbd s sieillas LR A ooy oo 203 630 151 19

- 1} ey T80 Thopec, AR, Uy tmokoyry chuggeos D (e froam Cazws U 2000 24 (007 P

G emckey | Tedborvey D1 e sy pathwsye ol Bl A depralaien Cofl 2N T8 S0 O
Reemk, B [vlke Anidersen, [ Bepalaled pal quality contred @B N A furmover patlsays
by, Bochm Soc Frans JOA0, 36 s (500

= Parker. B8 A e p il o SIS aToWw s Cenefons BHZ 101 a0 oor
tlwmanlsap, 1R Bdaipes (N Hepulatewr Gl cylegdosmn mENA ey Ml R Cammd K12
14 244 250

i Murxclky EM | Grayheck, B2 dlemrekey | Winpgde, TRE Boles ol (EMA mead hontions
i RN A wwrwver. Dn O drmd P84 Mokbohorn Crgrmeee Sradie Mo durssn Foroiion e
Evhfion Gwepan B ol Darekes Basckenes: Aassm, X, DSA, 2000, go. Sid S0

i1 tare B w8 Bodos ol 1TERA a0 el wall e beas. Pl Eferibann S A A7 3
34T Nad

1T Gelelbdwpe 1, Polacck. ™ shome (R As fe boosl foarchoral neENA devermte. FREA Hiod
F. gk S

1% Harn M e B0 an eppalations of Beekpieal prosaseas Eroed Caxey X4 S 1 04

B Arelasmm 0 Maae, | Ciesta B Carlsgwn 1A Pak B Acaawe b Bpsk 06 R | Tasens:, 8
Frnmtrneah A0 The osemtil Coolt 0ol A il commphes o mapeisd on 1 ety le s
ittt are | iwalceatser of aunats o thoeed ENA Gerwe Dy 1H88 17 W60 6eT

Lh Arsksisor, 1 Phom, L, Howsduesl, A G0 T liiuhﬂ].!'!m“l-.u wotngeen in e cessitial oo el
VR A ety bbomoesarc | ol relrinebo rea o f SO0 el o rplos oW AL Trac AT Aol S
LRl v AR B

38




ded M o A TE L

I

hiy

b

TR

™

Il ava, [, Tk, 1 Saecammi, 0 Petlabdi, B Tlesgream, | Lavigisa, & Tollersaesy 1
A dh s Lanee by e c scomsan s P! |1 a ek Flb'r.-h.nr“ﬂﬂl camnpdea T
20 T T

Badaba, 5 Koeper, & Toge, T Beecw, AM . Hionetesck, 8460 Anderson | Nowles
sarveillarce smd deprmlmin of lepmsabilie] mdas EBEAY7 e 5 orassee Gk Doy
200 TR 122 1240

Arwbhram, 001 ENA Leweor Dineggeeted: copsspacne s of bowng sked D360 Fand 2005
T AR Rale

fmdibn, 5. Warp, X . Amderae. 1T Nockar ENA survweilbines e Seoshin 0mvons cofovilg e
Diipeiepeeaket palyackerviaien ol meeenl Pysonsclbylsbial Bs A aed an ssomal ko
il S A G M0E 10 ok R

Warp, N ha B fenkowsky B Amdersen T Depruibihon of ypeensiBed oy A5
rre e ey BNA dlpmedent AT s somaty o the DEesH balioae Mudp A 2008 07
(LT P

P ema, B, Lamichbars:, 1.9 7 Doscasiing of wbaavotic plocieson LSS Py o acin
Foy FNAENT G e 10s

Varaeasn 5 Wall J Mamn, U Rank 000 Detwaller, 50 bnwallerr & Lampoen, 1 konk, 16
Kellon, W A new yoast gl A pedyme e comgden, vl ved i $RA caalny aomieed FF 00
20005 3 cigd

Coguela, 1 A& el fmbes OO Shenwa, 1B Widie 51 Uswegetisse bedwoon e Bl
asinebeaws anl the B o prstaan afleets et Toldpomeilocc! BSA ey coidec] ] jae- 1 IRNA
musnnEn 0 X008 14 104 a7

Ml B Blaschichier, & The bingd o The mgestase of RN S 3 grodessing, £ LG S8
2, 20T

Yows, 00, Wi, 50 The wons L omcin s iopiiod For he 5 clmncloolvie cleavaps thal
s B A precraess. D! HET 83 G qur

tramck %60 Warp 5 Uoedanre 8 Heost 400 e 0 Ansderaen 11 Hes Dpoke ioerey
ke S accummulation ol eowss milabe BN AT anid pdynicedabeor of adeiaie BN AL
o ST TR S e, LR Adsdim s DR, A DGR B

Al sauwlio, & Uhevieyakes, |, G, W, Pakey, 50, Vogglsss, | B Geigbos® 11 Moeecky, | M
Wl (0% A ok s wan s Dren Back ol i wesecsiv vl cons lals el i fdvd an) MIOG 2T ET un

Eomelewsls | fimpkack. R0 Phveeky. ER Wenhfioaien of woer RNA O e
P Livetbyitiarsbeiea O Tingb A b ae] dbeiimoregeetion ol o Temeld ok i sisteiveng ke b ool gecilic
LRMA™ qucns PR 2008 14, 18 a9,

Ihews, DM, Whaple, |8, Chomyakos, 1. famemlbe, 1% MPancky, B8 Tie yoes gl
THA vl ap pas Bty comperes aull chingatme Bator | bor sofwliats RN A s i acts on 18N A s
L ey g oo oo e ol scweral mebificaleee WS AHZ P R R

smawgeewt T K Uhilenhbeak, 000 Beabemncal s eyl clunsctencmn of pn onesshiliced
yoned phwrylalasens ek BMA smecnbaad 10 Wi, Froc Ml Scad ST U050 1968, 4
[ E

Sodika, BN YWamsn 05 L 40 fhemics B H Apaz P E Thpldy cameerves! mwehifies
reackmka anfhiense My ke tRMA fidadoy Madee, Aonds Mees 002 80 1751 476

89




ded M o A TE w

1

A4

41

i

a4

T

K,

A%

Wby 1M daee, B oA Clermyakos 1 V%l 5 Masacky 00 e yicksl 1ql|| 1A
i ay paibwuy prenenly e e aeaimad acpesy el ibs swogrea aesl Toatomes ol waran
TRMA Cemes U 2T, 5 107 1IRE

Wike#, IF | 'I'r!l;qin. IM :'h:l'l.-:'k.'!.l_ I M Shap P A (BMAS ke w0 AN e
Lt ] bo whoynalann. S0nos AR I3 616 K2

Crormyakoy, |, Whipple 1M, Rotcliwala, 1. Gmvback, B2 Pleacky, 18 Dopmemor
wnl e vl By el meinome (RN spen s o SEerl O SR e s bt ey B et
amt fha 5V enemmncleass Mol and Koml Caee e ORS00 | LRD

Walprmbe, K Mocogaws. K. Tomikows U Misure. B, Takoheds A Bone W JjEn, &
Depralabam ol pmamoy BESART by Eond 2 v v sccanedlassn m ke oockee ol best-bgaled
Pled o owll Mg s R M3 47 4871 48Ky

shabwan 100 Nogper. A b S etpogiad: moscmeet 6l TS A4 liven B rvirgdssm i fe el
I ST TR RS LR ea g srewe Fen ) o Sir s ANIS TOEA DRI 11DeS

Dhohtl, 1B Seevers, A Todlervey. TF itk towicts oyl o die g e iefelation of BNA
i ussang crwyes. CAMZC A T B, T e

Pollaldon b imndckar, 1 Fenrs, % Didloracy, 1 Proccssieg ol e procansrs 0 small
rracdondar 199 % anid rE S A reepnres cowmimeen compenern s b Dol Bl 108R, 15 0w Dkl
Frtawmllo G0 Cresp, B4 Porrstiorsang, W Wine B, Celhiege 13 Canie, © L Gorssl, 1
Whelwa, | Tawsl, PP Lo, 1, @ Bowkeoaee Giw o S840 PAF chilismopdas) stk poilaway
Phas Burwstmses i e it acal logh hghl sapralumg o Arafagmn s v £ i m"l'lI s T T R T e
Tamwvwgke, T W Ratkieacwns | 1 Eoswal, 1 Biggea, B Mel? omsaladed sejmesamsn o BYA
sy 11 cmrscepdien inkaler 00 S dhprmelanen v K10 oy (000 3T 20 180 (R0
Hogine B dirwcrvk, 10 RSA dynwnse W omster oo Reproso and e e peesson
Trerak fiocderry S 2011, 36 450 45,

Boakpacwies, |, laosesdi U W Climcork, 51 Tk, [ Dm0 Nomsacs, & 5 Moo, B
Ml prodor s of BRNA polymarass B miecly alfocs (IBR A procssmp. 4 Had
ey 20 3588 TR TWaER

Weong, % |, Seviy, T8 Mochomessn ol biarsks BN A wabaabn by CUA aikbnp ondvone wailsasd
sy am odegomns boct e bl NaRrc 200, S50 S00 S45

Mo, ¥, Saly, BA & sty wilh diopowia] panhiy BB A Vasiel maEiEsliem s OO0 & ilhiep
e Cane. (an Soed fo 20068 16 12 07

Iowamei, I Selseife. 8 Wamanedl £ Bera 10 Mad M A commimiie, Bnaly: ol U0 & ardling
v s trodn Bkt aied [ o0my Dlleiere e i C0A atchieon are® TRN S Voemd fepoa eefacrry
20 G0 e T2

Peoud 10 . Rommrait, £ P4, B 08 5 A puscdo ol i Sy limrsdonescs: Ararm casalyss wilh ar sl
o b nl pedyrcnyaten O Aol ite S MO 67 1000 aad

Srwawerck A Ublop 81 Doendemssda S Prdors oradsed b depradhiee of cptogdmme
mil s e e wape cokarvoin pesdel sesloms SO (ol A cem Do A DG e 4400

Lo, U bombemre, 00 | Amdmos, & e O obogans belcssclroes pere 808 covoadey anill
W A wAall it :L-||i|.'iH1|1Lnrll'|.'l.|'|-J||r'l- T4 O 1993 Th R4 B

Chml, TR micwie 1A e mowsosfng BNA oessloabmrs Daskeng adh® ealloz 1o Breges s odnes el
ARg 7T

90




ded M o A TE 1&

48l

A4

7

wa

i

&1

Kawap, 1| Meksnuea, M Tabadoedu, ¥ | Sawbchn, & L atapeea, 5 Pable, 5 Daals © 0
S U Rawsor, | Yasela, 0 of of Thehibon Lasvess of Tomvam sieall B % A SR Cervarpns ANE
8187

Frme, TA& . Jamnek, S4  Tasshl T The gosarg cemlop, of siall BN As aned then e uamon
wilk chstanal Seponsile e lasly neite e Ol opored 2008 125 1201 (100

P, % % Wlwbepa ¥ Malbeim & Claia, A & peeve] oloss ol smedl BSAs A demeed] 0NA
Iragwperia (o Cawes ey MO 3 e radl

Armar. A A | apes Crmmara 8 Yalan & Fawlar M Baake 0 Sepder 18 Gasserkael T
By, [ Tkl T The ancall BRoA predile chaimg Dirosgeists moanopedor desloponen
R i TR R R |

Cothen, B Spman, I el B0 A 0 g, 16, Mapma, A Tiebemndh, | Clpmaa, 1| Thdssy, 117
smooageln B Bidom, O o o ke of BNA ceavape o mgeasanplotan puenatos
Falt th™ s s e peteidial psppdatody wedecides of (oegfaans geaeds arst Plerrraburn berites
Miad Teadern Piwoeedd AR TE 99 ik

Circia=Silva, MR Fosba, M. Tods, 5P Coonco-lamigac:, A, Bodudic-flves, 1.,
Pk Galoe A Fovabe 0 Bodwlio, 0 Codeenlaoi, 50 Cevoda, 4 A pepndaleon of %A Gy
small #xAs v ek qamehcadl e N TR aSEER FuA and rocmadod S qpeolic cvopdeane
prariles. Mol (Boedmrn Paasicd TR 177 48 T

Gielwkdypes I, Eywacks, M, Kueo, A, Poleck, W OBNA dksivad  Tagneepts e
e atmvemse emi! Dsctese s opabilony semi-realog, B5A oo PORiorae vl Araharn AAF
R L I AT B

limewaaker. 10 Theep ¥ lLaa A Poaewssasan P e A X Koy MOA Huamsae
IR derrved small B% A i the pholal rosulasee of BNA alenomg, SN A0 18 673 6an
Fuich, 147, L, 50, skl A0, Chee, 1%, Lin, WY, Teerg, 0, i WH, {huea, T
Urmovoime siall BN A-nmadiod jogamas o plosplus b Goemy o Arabaligd's b doops
sovmneny Maw Hecrad 20 757 200 2002

Jowhl 17 Hederstordl B Horel | Sdadller 08 Hodackor: 10 Sefwcisl, B Mlans, 11
[hterbater, A Spell e BA A barse ngoans el ysis P S50 g TGS Femigalts sapposds g meael
e tsne T vepulation of protem oo, SENEC A s 2008, 3 et Taks

P, % D, B, Flamag 0, Vi, 1Y Ma | M, Chen, YOp, Chi 10 Sipeoss-imaliidl
TRNA k] BB AL A svia ] o L ol sniill B A i 1B peimBee cabonyols Canwika Lwrdaiz
Mrdese Aok e ANE | G0 e

Tewingean M L O feredm PP, Paiker, B OIRMNA clEavafie 5 4 Cobseivail R
L i legive sueas win eikaivos, RS D08 4 2005 2003

Wiing, €1, loc, 1 Her, . Apey, R5 e, TR Bao, X bleetfcaion el Tancisosal
vharsdomeatim ol (8% A& abmeed BN A& Tragircne (S0 s)oim posparatedy sy mcgtal vimes oot
Ml [Ter AT A i 179

Bamzp, 1, Havashiesko ¥ Faplonatee of peall %00 88 nSCanef 2008, 4 070

Poo 0., Sha 0 Fleepe, Y. Shasg, B Lase, 5 00 W, Laa L, B L bong, 0, U, Y 0 &
A ] chos ol tEMAGRTwal snall BN oA cabredy crmwcleal momslnee e spanm
L e TS il oo e A T | R Y

91




ded M o A TE =

[

oy

T4

h

£

K

Ciroaa, | Temmta, B lals 1 Watarale: 8 Gaame, 1| Basake 11 A cpaisnn inhssmacdee:
sty sgewalke rens b %A ke Siveroe T COEL AT T LM
Tommes E Clrovwa, T Thwmms T Waanalse K Masaks 0 A rytosnd nfwmiicloes whick

ssmnlaral by dlvnves foas s copiige adpenine N As e thew anmecosdon leojpe Pros fE Aol

S USA 2D 57 RD TR H2EL

Pow, 50 Collins K. Sarvaisonarshica! cleasaps of ibe 1ERA aetcadon loop o Tl s nrmore
trawrrigdela 0 Facd (lwen HIES, 2907 42004 47049

ler SH Colme K Ten classes ol emboprmons wmall B3 Az ;0 Jefia'smens flerorgdnia
v D 2006 XL 28 14

Voumasska, 5 lvamey, Po M G Arbrsme P Asgapemo clesees B8A aml momssies
sy ke ol lrsmsLalnowsl vepeaoseao o Cal Sy 2008 VRS G a4z

Passedr B0 Xarpoes bW Hanean 00 Bl BA  Developmmentally ropsilabeal clesvape
ul TR N A in the ol mme S sptoenaescaehoay faadsec Aok e J00E B T 710

Faach, 1 4 Lim, 51, Ban, HF  thme T Alusdhece of R5Adesival small 2RAS
i pbwespibat v AP EEREES o, {1 2gnd. Dohow A & a0 s

Dbk M Spanidlar, R, Atmena 1 Y amakeiwe A BofldBle 1 Waie B Martn, 130
¥R A s o peearnd gs abnndenl ceeplooos e sinen corconlmbod n beest sclls
arnt s falatedd by g sl caleme gesdnesen S Cerernis NG MO TR

Cde, 0 Sedmalas A o € Theic ke, 500 Remsaman A, Boeen, 1% 5 Gaeana, 10 laten, G0
Phmvagreet, Te Pillermy of dhcp seoapaceeomg kida deseals e costoms ol alasslan DHeei-
sk anll BN A kv Do RN A Hd MO0 15 2147 P

Mane, K1 Schisibsr 4 SoEmasie, P Hedees, A CakiEsag, & 0 Bess K Dl asera 10
IENA demved aomoRN A meshalstes  prolsleratnn aml (ke DA daouge  Pegeese o
s et pdetead i B el lyngdeene. Proc Met Acad S USSHME PG 4ee Ll

Waeg, 1., Wi, K., Weng, W, D, Y&, ok Baiicn, M, Pries M. Me, YE & posd dlass
ol teal regeensree small B¥As ool e te b loroples poresme ol e calstepe
(Hraretia ragsiy A Cerermic MR 12 20

Porrmoghee, S8 Anbe Vil o 81 Tomara, ¥ Suvaka, 10 Mayashaeaka ¥ Dands 03
[heepaemaaiag ol hssn Aogesscdc asaminsod sl B A prewides gl mle aplE=A
st ! geveaks sipeduete acawalion sl BYA Fagementeal dvere sopar RS Sy A1
0158177

Poimad, I% WA, 0 M G, W I Fhowng- YOO Slwes, 1T SPss, P Clwan, W Osg, 1L H
Do seafiicing of MEan piscleai amd Cymopl s small BNA: reveals mh e jeetedby
venrgilet salmellule Deelmitsor of w0 SR A el E N A T omlers, Pl Cre 2000, 5 cluses,
Suken, N1 Ewokowsha 12 Ciaam, B Ivanoy, B Famson, 8O T GO Amlcrses, 1Y % F
Pratvog i, Bl Ciormime wids woerfifcasem anel gpeeniess enelyes ol oloacl 02% & e s
et by oelhnlar smee 0 Facd {deem 2002 85 42706 475

[habim. TR Cocalabmp meall edwoefing B5AS @ wmm ke of apong Ageng Sty AHA
17, 6 %K.

Sorwaadia M Simrcycka, U8 Dackoesask Hl*.lih-'l.i:lll_ A Sy, B D plenieaas, b
hivesifnaive ol stalsk hrh L L TR ndnimses o BY A vhpralalme ik hales 1l
avaumsler e plangs cafer more stz ooratehoms Slad Ml e ®3M3 02 11 2

92




ded M o A TE a

1

T

35

iy

ERS

B,

=K

"

P
ol

5,

L2

Avekovam, 1V lwases 1 ENA Bapeeres ar loocan fealth oimd s FERS i NH4 588
ATy Atd

Fu B Ferg 1 Do CF San B Te ¥ ke, § X B S 5 Pleenp, X Sokiss sl
IRMA cleavape by angioperan i vanmehon celb 0 IRGC ofr AN S0 417 442

Harsle 1., Wb, %, Mai, 5 Bereeaabe, U Wanger, B0, Bobacke 1, Hi.u.h.l.-1 . Cviladen, B
Cromn, 50 Boowrmenesae, W 00 410 Dinbs R R A ol adean bo paces possive inaoon pommor
loises MEfire AT J55 404 ARG

st B Fliwnsss, G 1 Kaalmann 6 Raroeaphape T4 e anisrosbor kage manlease
iletected imoa hod wtein wesdrictive o KN A lipese ortuns Proc N Acnd St G054 1982 A
ALE ] |

Hlarga-boanfi, % Soocsae, 80 Accw, A afaes, G Pl oambecs b mackizes [ areinsal
veiponiEate of 4 protilypesal Puscderal westnru B hoase MeadensSeack: e 206 0 10 AT
P, I Fabeap & Hawng, B Bysmoe, & 5 Koy onpoes eirs ¢ tocon, o nlodie bse (bat
oo rees the smwos ke st g ol (BYA Ao Sopds e A08 6 077 (0=l

Pleoiigreos. 1358 Parker, B Dl Bfae Bevip choos 25 As amd pmoiobes ool doel dimieg
ot el v st iSOG VRS oo e J Gl g A TR 95 o

Iablaln % Padker | Strchee Tanclicn aralyias of BEmwl oae (3% A deavape ol proosdl
wnbrimtiam 4 08T nee JAZ L el 000

e, B Kawanaba, T Pamse, T, Tegpawse W, SNakaysos, Y, s, Y - Pulsaki. §
alk B™A ckpraldsm o omingiom sbared preiniiiee! misgshagy e sl LT | STl i . *
vim T | 575 eanlyy M0 4501

Arelias, K 1 Cnlhees, b Seseral BMase 17 preymcs Foecieot on ifefied TRNS ol SNA
turmsar inthe cilute letranrrera Mol Jid Cp AT SN2 S

Hefiare, S, By, LG, Weng, V., Hewel, DP; Blelodh, 2. Msee BY ol capees
conlons i shE Bofs SiER A= ot otho Mstopeocosad o pomdont, Dok eoiort sl
MR A

Cevesilen 0B 77 2700 Bms

LS. e 601 Bmegng e ol argpoperen e saess rogweras and ol suraval seeber advers
vonslitior, J Dol FPwgal, AR 80 2807 2

Ihenrgeass 1580 Parker, B Stiesary ond oveei U8% & o beavage Dodl HEE 130 208 0

Fauds, 6K vacesw Polakenen, T Veewaa & Feabal: 8 Ealcidn 8 o G F | Amkessn, P
Ay eihisted RN A abdivl strce mwhaccd BY S8 pieemete sifiss i) sl poamils
asskeiadily S i CXpwar AN S 10D [0EE

Ceeck, A, Wik, &, Mol M. Pae T, lenmoss, /. Hevermbde mhil injsad waede BNA
vzt i R o7 raneeaonal wppcssson o s S Gared HAE, & oo e e
Hoaliw | Cipwweslea, MR Petecl S0 Slees §® ) Apasa 1B R 13K GesberSanp, S
Cayola. A Dallapaconra, B Teieer sapboalbdar bwabrsfesn of (B8% A denend  Aapmems
m e el wcbievehe borme ool N EEnaTeenl orier M Soet Crwntan D AH2 TS s
HQW

Pemeere, 1" Fosis, M8 Wilken, J dowgh, 50, Arelerse, 0 Arpspersnambanal (ENA
Trapwerts vital o] aesdatn nulalam My Ol A AT KA

93




ded M o A TE &

R

s

(iH

RLLI

Cloaralloes BT Bemawsea, 46, Posskui, 1 Sqreael, 11 U adliess, 50 & Tl'l'l"-l'f&l‘l'l!‘l.l'!"lh'l R
e SEANA R diap e et astivates the coomanleis: Ko G RYNA peisessang an b me kxis
Med {2V AT A 505 570

Hpillns, M Solwve B Denesen B o A Koobowsin, 130 Ges KH O Gomn, B Yoaan, Y
lasdwsdy, ko Feng, ¥, 8 & Anpoemmcleaved %5 hdves menmt waili ovtocdiome 2
pretcenirg ovlfs B apegiocs danep s wrce. MG ol Biol AR 34 24500 246
Hipgers, B dkllarss. A Coermiin, A Sherns, VK U liclhs 8 O s Ginsa A
Fareweells, P Rwmie W Coemale. % @ @ Sosll soresboe BN As o oells sranelonmed
by hawan 1 aell leukemiz soas fype (& mle fieoa 1IB8% hapmen g gwiees o peveonss
Dmmagsas:, 4 Wirol HFA 82 el IR

Pwarany, ' CF By, 11 Fowia, MM Wagnol O Licdseaiman, [, Ambeeaws, 1 Gapmalngdes
il caniniile fo e nooeogeodermse cllects ol e emeooleeal RS A Tapises
P bl fecad v (050 A4 T 1R2O0 1ET0e

Wong, B hengs XU wa 0 Sk T o Woo § O T Hiadoer, B9 Tischl 1 0 i, N H . Wonge. X5
e sapmong of smell ANAs smcelnally moomnetod with ArabgEe s A40e oul ALLH
e o ACr D tiors (Tl J A 60 1T o

o, B Araya 0, Modkimm, S00 0 Eneia A el aralyme af 5354 demveal B RA Impmoms
ol that shey e cocddsdanly comees o ol asseciie wath AGHD peolcsns 1o oo e
s alie A tmapets SV Sl HA 12 TR

Mubler B8 Sgwes B BRaetiel 101 BMasea® 1] TERABP-echeited BNA angvcilflase jpevaes
spawmsn crby ood HNAG ek o SIEMSErTeraes el ol NA ethway R Siread
ied Fleod N A LS T

Deess Monas, 06, Waterhsise, PR Barps, B Descnplion of plen 2NA derved BNA
ligginents (HE ) sl wedi Aipomiue sl bermaloation of then paidess bupes. Begf. Oered
A3 o

ek, £, Soken B Namea, B @ yko, | Ssbeclor, 8 The B¥A ncibdiranstones
Limm? s recpuredd e cfliment Dneer 2 depenedor? als A poteasry acteany e Diieegdela Sl
Hp A A L T

o Db, MT . Lec, SR, Hegstsl, B, Maas:, CID, Toskin, | .A. Sachicdismesbsn, B,

Plarmmns, U 0 Ul B Seapcvies Dogemcsis, pml hagsine al divciae sl B8 A Lovas Yesanl
tar 1 Mven Doy pwesie ens ol .Fﬂ'ﬂ"l*ﬂﬂ'ﬂ' !I'!ﬂ'qf'lﬂ Corwwsy Vs OB 71 71 & T
Cppalbon BT Sachdieamton. B Collend 3 A pioweh ascacmtiod 