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INTRODUCTION

I. Introduction Générale : La Notion du « Monde tout ARN »

La question « qui de la poule ou de I’ceuf apparut en premier ? » peut étre appliquée au
couple acide nucléique — protéine. En effet, les protéines sont codées par le génome mais
celui-ci nécessite 1’intervention d’enzymes pour sa réplication. Une hypothése alléchante est
donc qu’a l’origine de la vie, une seule et méme molécule pouvait assurer a la fois des
fonctions codantes et des fonctions catalytiques. Dés 1968, Francis Crick proposa que
I’origine de la vie reposait sur la molécule d’ARN [1]. Il manquait néanmoins a 1’époque des
évidences que I’ARN pouvait remplir des fonctions catalytiques. Il avait été établi jusqu’alors
que I’ARN messager était utilis¢ comme intermédiaire entre ’ADN et les protéines et qu’il
servait de matrice a la synthése de celles-ci. Parallelement, les ribosomes avaient été
caractérisés ainsi que leur contenu en ARN. Enfin, en 1956, les ARN de transfert ont été
définis comme étant les adaptateurs entre les ARN messagers et les chaines polypeptidiques.

I1 a fallu attendre les années 1980, et les découvertes presque simultanées de Sydney
Altman et Thomas Cech, pour mettre en évidence que des ARN naturels pouvaient remplir
des fonctions catalytiques. Il s’agissait alors de 1’identification de I’ARN M1 de la RNase P
bactérienne [2], impliqué dans la maturation des ARN de transfert, et de I’intron
autocatalytique de Tetrahymena thermophila [3]. Depuis, un grand nombre d’ARN
catalytiques ou ribozymes ont été caractérisés dans des organismes aussi variés que les
organelles des plantes, les eucaryotes inférieurs, les amphibiens, les procaryotes, les
bactériophages, les viroides ou les virus de plantes (pour une revue, [4]). Un ribozyme a
¢galement été identifié chez le virus de 1’hépatite delta qui est un pathogéne humain sévere.
L’hypothése émise par Francis Crick paraissait alors tout a fait plausible et en 1986, Walter
Gilbert proposa le terme « RNA World » pour décrire une période pendant laquelle I’ARN
était a la fois le support primaire de I’information génétique et une molécule catalytique [5].
En faveur de cette derni¢re idée, de nombreuses autres fonctions catalytiques que celle de
phosphodiestérase ont depuis été assignées aux molécules d’ARN, qu’elles soient naturelles,

telles que dans le cas de I’activité peptidyl-transférase du ribosome [6], ou artificielles [7-11].
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Parallelement aux molécules d’ARN catalytiques, et contrairement a I’idée pré-établie
des années 1960-1970 qu’il n’existait que trois classes d’ARN (a savoir messagers,
ribosomiques et de transfert), un ARN a fonction non catalytique et ne faisant pas partie des
trois classes majeures a ¢été identifié. Il s’agissait de ’ARN 4.5S d’Escherichia coli [12]
(Tableau 1). Depuis, un grand nombre d’autres ARN non codants ont été caractérisés [13,14].
Le tableau I répertorie les exemples les plus étudiés d’ARN non codants a fonctions non
régulatrices. Certains d’entre eux remplissent cependant indirectement des fonctions
régulatrices de I’expression génétique. Ceci est le cas des ARN 6S, 10Sa (ou tmARN), hsrQ
et Xist qui interviennent dans des mécanismes de surveillance, de défense cellulaire ou
d’empreinte parentale. Ils ne modulent pas spécifiquement I’expression d’un gene cible et
c’est pour cette raison qu’ils sont distingués des ARN régulateurs qui seront décrits dans
I’introduction de ce manuscrit.

La plupart des ARN non codants sont des petits ARN nucléaires trés conservés
(snRNA), impliqués dans 1’épissage chez les eucaryotes, ou nucléolaires (snoRNA) impliqués
dans la maturation et la modification post-transcriptionnelle des ARNr [15]. Tel que le montre
le tableau ci-contre, ces ARN agissent grace a des modes d’action divers. Ils font souvent
partie intégrante de complexes ribonucléoprotéiques et certains d’entre eux ont un ARN pour
cible. De méme, les fonctions cellulaires dans lesquelles ils interviennent sont multiples. La
plupart des ARN non codants caractérisés ne l'ont été que trés récemment. Ceci est
principalement li¢ au fait que les critéres de recherche de geénes dans les génomes sont
principalement axés sur I’identification de phases ouvertes de lecture. Les différentes
méthodes informatiques ou expérimentales qui permettraient d’identifier ces ARN non
codants seront discutées plus en détail dans la conclusion de ce manuscrit. Cependant, nous
pouvons d’ores et déja affirmer que le nombre d’ARN non codants caractérisés va augmenter

de facon significative ces prochaines années.
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ARN Fonction cellulaire Facteurs Associés Mode d’action Référence
Procaryotiques
458 Sécrétion protéique Ffth Facilite I’interaction [16]
SRP/récepteur
10Sa (tmRNA)  Cible les ARNm tronqués SmpB / S1/ Code pour une séquence [17]
Ribosome peptidique signal de
dégradation
pRNA Empaquetage de ’ADN GTPase gpl6 Hexamérisation [18]
viral de ¢$29
6S Module Iactivité du 6" et sous-unités P ND [19]
complexe 67° - ARN et B> de 'ARN
Polymérase Polymérase
Spot 42 ND Ribosome ND [20]
ARN a-d Protection contre les UV Rsr ND [21]
chez Deinococcus
radiodurans
Eucaryotiques
7SL Sécrétion protéique Srp54p/Srp19 Core de la SRP [22]
Srp72,68/Srp9,14
Ul, U2, U4,US,  Epissage des pré-ARNm Protéines Prp et Interactions ARN- [23]
Ue6, Ull, Ul5 autres ARN et ARN-protéine
ARN Box C/D  Méthylation des pré-ARNr Nop56p/Nop58p Appariement avec [24]
Noplp séquence cible
ARN Box Pseudouridylation des pré- Cbf5p/Garlp/ Appariement avec [24]
H/ACA ARNr Nhp2p/Nop10p séquence cible
gRNA Editing des ARNm - gBP21 Appariement avec [25]
Modification de séquence cible
’anticodon ARN,™
ARNY Contrdle de la biogenese Ro ND [26,27]
des ribosomes hnRNP I & K
TER Synthése des télomeéres TERT Amorce pour la [28]
synthése d’ADN des
téloméres
meiRNA Initiation de la méiose Mei2 Transport de Mei2 [29]
dans le noyau
hsr Q Choc Thermique Hsp90 ND [30]
roXl1/roX2 Stimulation de I’expression MSL1/MSL2/ Hyperacétylation de la [31]
a partir du chromosome Y =~ MSL3/MLE/MOF chromatine ?
Xist Inactivation du ND Hypoacétylation de la [32]
chromosome X chromatine
H19 Inactivation de 1’alléle ND Déméthylation de [33]
maternel d’Igf2 I’ADN

Tableau 1 : Exemples d’ARN non codants. ND : Mode d’action non déterminé.
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Récemment une nouvelle classe d’ARN non codants a été mise en évidence. Ce sont
les ARN régulateurs, ou riborégulateurs, dont le role est de controler spécifiquement une
fonction biologique. Suivant leur mode d’action, ceux-ci peuvent étre regroupés en trois
catégories : certains riborégulateurs séquestrent des facteurs protéiques et modulent leur
fonction, d’autres agissent comme ARN antisens sur des ARN cibles et les derniers
contiennent plusieurs domaines fonctionnels et sont donc des multirégulateurs. Cette thése
porte sur 1I’étude de deux riborégulateurs bactériens. L’un est un ARN antisens (CopA) qui
contrdle le taux de réplication du plasmide R1. Le second est un ARN multifonctionnel
(ARN-III) qui contrdle I’expression des genes de virulence chez Staphylococcus aureus.
Notre but a été de définir les mécanismes d’actions de ces ARN ainsi que de déterminer les
relations existant entre leur structure et leur fonction. L’ARN antisens CopA interagit avec
son ARN cible par un mécanisme plus ¢€laboré qu’une simple hybridation entre séquences
complémentaires. Le processus de fixation implique plusieurs étapes réactionnelles dont le
produit final et fonctionnel adopte une topologie originale qui n’est pas un duplexe étendu.
Concernant I’ARN-III, nous avons déterminé sa structure secondaire a la fois in vitro et in
vivo. Celle-ci nous a permis de caractériser un domaine fonctionnel indépendant impliqué
dans le controle de 1’expression d’une toxine de S. aureus. Nous présenterons également des
résultats préliminaires qui ont pour but d’identifier les facteurs (protéines ou ARN) reconnus
par I’ARN-IIL

Ces deux systémes sont des exemples caractéristiques parmi la grande variété des
mécanismes de controle impliquant des ARN régulateurs. Avant de décrire nos résultats, il
nous semblait important de présenter les propriétés générales des riborégulateurs dans
I’introduction de ce manuscrit et d’illustrer la grande diversité de leurs fonctions par quelques

exemples.
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II.  Les riborégulateurs : mécanismes généraux

Les principaux mécanismes d’action des riborégulateurs sont schématisés dans la
figure 1. Trois grandes classes peuvent étre distinguées, tant chez les procaryotes que chez les
eucaryotes. Cependant, les séquences génomiques maintenant disponibles pour de nombreux
organismes vont probablement conduire a I’identification de nouveaux ARN régulateurs. Leur
¢tude fonctionnelle devrait aussi mener a la caractérisation de nouvelles voies de régulation de

I’expression des genes.

A  Protéine de régulation c “T~__— ARN antisens
y -' (transcription/traduction) 1
w - l ARNm
ARN régulateur W\/\
e * ‘ Inhibition de la traduction
D
ARN antisens l RBS
ADN ou ARNm
ARNm cible
B ~ Enzyme
J (_B L ‘Achvatlon de la traduction
= ARN régulateur
E “~_— ARNantisens
\” l ARNm
yY L ’ RNase double brin
Activité enzymatique Dégradation de I'ARNm

Figure 1 : Quelques modes d’action des riborégulateurs. (A) et (B) Contrdle de I’activité d’une protéine par un
riborégulateur. (A) Répression d’une protéine de liaison a ’ADN ou a ’ARN par un riborégulateur. La
transcription ou la traduction d’un géne cible, respectivement, est inhibée par la fixation de I’ARN régulateur a la
protéine activatrice. (B) Répression d’une enzyme par un riborégulateur. (C-E) Contrdles de I’expression
génétique au niveau post-transcriptionnel par des ARN antisens. (C) Inhibition de la traduction d’'un ARNm. Le
site de fixation du ribosome est indiqué par « RBS ». Le duplexe ARN antisens-ARNm empéche la fixation du
ribosome et donc la traduction. (D) Activation traductionnelle. Le RBS, séquestré dans une structure en tige-
boucle, est rendu accessible par la fixation d'un ARN antisens ce qui permet la fixation du ribosome. (E)
Dégradation favorisée par un ARN antisens. La fixation de I’antisens & I’ARNm crée un site de clivage par une
RNase spécifique de régions bicaténaires. Les ARN peuvent aussi controler I’expression des génes au niveau
transcriptionnel (voir texte). Dans le cas des ARN a domaines fonctionnels multiples constituant la troisiéme
classe de riborégulateurs, ceux-ci peuvent agir par différentes combinaisons des mécanismes représentés dans
cette figure (voir texte).

A. Riborégulateurs modulant I’activité de protéines régulatrices

Un mode d’action possible d’un riborégulateur est de fixer spécifiquement un facteur

protéique (Figure 1A, B). Cette séquestration de la protéine (enzyme ou facteur de régulation)
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module alors son activité. Souvent, la protéine cible a un role central dans le contrdle de
I’expression de plusieurs génes. L’ARN joue par conséquent un rdle indirect sur la régulation
de ces derniers, mais ceci de facon pléiotropique. A titre d’exemples, nous décrirons le
mécanisme de controle de la biosynthése du glycogeéne chez les bactéries et le mécanisme
viral de résistance aux interférons chez les mammiferes (§ III). De maniére intéressante, cette
classe de riborégulateurs tire profit des propriétés d’interaction avec I’ARN de leur protéine
cible. Dans ces deux systemes, I’ARN régulateur joue le réle d’inhibiteur compétitif. Il va en
effet moduler D’activité de la protéine grace a de subtils mécanismes de mimétisme

moléculaire avec le substrat naturel, tant au niveau de la séquence que de la structure.

B. Les ARN antisens

Parmi les ARN régulateurs, les ARN antisens représentent la classe majoritaire. C’est
en 1972 que I’intervention d’'un ARN antisens dans le contréle d’une fonction biologique a
pour la premiére fois ¢été postulée grace a la caractérisation d’une transcription
bidirectionnelle d’un géne du bactériophage A [34]. Il a fallu attendre prés d’une dizaine
d’années pour que ce nouveau mode de controle soit démontré dans le cas de la réplication du
plasmide bactérien ColEl, ou un ARN antisens régule la maturation de 1’amorce de
réplication du plasmide [35,36]. La plupart d’entre eux ont été caractérisés dans les
organismes procaryotiques et plus précisément dans leurs éléments accessoires (plasmides,
phages et transposons : pour une revue : [37]). Quelques exemples ont été décrits chez les
archaebactéries [38] et chez les eucaryotes, notamment dans le contrdle du développement
chez Dictyostelium discoideum [39] et Caernorhabditis elegans [40,41]. Les ARN antisens
naturels identifiés jusqu'alors chez les procaryotes sont généralement courts (environ 100
nucléotides), non traduits, diffusibles et hautement structurés. Dans les cas décrits chez les
eucaryotes, les antisens sont généralement plus longs (> 1 kb, a deux exceptions pres, les
ARN Lin-4 et Let-7 caractérisés chez C. elegans) et peuvent contenir une phase ouverte de
lecture. Tous interagissent spécifiquement avec des séquences complémentaires d’ARN cibles
pour controler une fonction biologique. Ils sont le plus souvent synthétisés a partir du méme
locus génétique que I’ARN cible, a partir du brin d’ADN opposé. Dans ce cas, la
complémentarité avec leur cible est parfaite. Ceci est généralement le cas pour les ARN
antisens codés a partir d’éléments génétiques accessoires chez les procaryotes. Ils peuvent
¢galement étre synthétisés a partir d’un locus distinct. Dans ce cas la complémentarité entre
les deux ARN n’est que partielle. Cette situation est généralement observée pour les antisens
codés a partir d’un locus chromosomique.

Les mécanismes d’action des ARN antisens sont multiples et sont présentés dans la

figure 1C-E. IlIs sont bien documentés chez les procaryotes et sont moins bien connus chez

les eucaryotes. Les ARN antisens peuvent contrdler chaque étape de I’expression des genes.
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Le plus souvent, I’interaction ARN antisens—ARNm cible réprime I’initiation de la traduction
de ’ARNm (Figure 1C) soit en inhibant la fixation du ribosome [42-46] soit en inhibant la
formation d’une structure activatrice de I’initiation de la traduction [47,48]. Il faut également
noter que deux ARN antisens activateurs de la traduction ont été¢ décrits a I’heure actuelle
(Figure 1D) : ’ARN DsrA d’E. coli [49] et PARN-III de S. aureus [50]. Les ARN antisens
peuvent ¢galement affecter la stabilit¢ d’'un ARN en augmentant sa susceptibilité vis-a-vis
d’une endoribonucléase (Figure 1E) [38,39,46,51-55]. Enfin, ils peuvent moduler la
transcription d’un géne par des mécanismes d’atténuation [56,57] ou inhiber la formation
d’un complexe amorce/matrice productif lors de I’initiation de la réplication du plasmide
bactérien ColEI [58].

Ces différents modes de contréle de I’expression des genes par des ARN antisens
seront illustrés au § V. Parmi les antisens naturels identifiés, un grand nombre régule des
fonctions plasmidiques chez les procaryotes. Un des objets de cette thése étant I’étude d’un
ARN antisens contrdlant le taux de réplication d’un plasmide, une attention particuliére sera

donné a ces systémes a la fin de cette introduction (§ VI).

C. Les riborégulateurs multifonctionnels

La plupart des ARN régulateurs identifiés a ce jour interviennent par 1’un des
mécanismes décrits ci-dessus et n’agissent que sur une cible unique. Quelques exemples ont
néanmoins été décrits ou un seul et méme ARN peut agir de fagon pléiotropique en contrdlant
I’expression de divers génes. Dans certains cas bien précis, il peut y avoir nécessité pour une
cellule de réguler un ensemble de génes de fagcon coordonnée, en particulier lorsque les
cellules sont soumises a un stress ou plus généralement lors de conditions de croissance
particuliéres. Ceci peut étre effectué en synthétisant une molécule d’ARN régulatrice unique
pouvant interagir avec des cibles variées. Ces ARN sont généralement au cceur de cascades
d’intégration de signaux extracellulaires. A I’heure actuelle, seuls trois régulateurs de ce type
ont été caractérisés. Les mode d’action des ARN OxyS et DsrA identifiés chez E. coli seront
décrits dans cette introduction. Par ailleurs, 1’étude de ’ARN-III de S. aureus étant I’'un des
objets de cette thése, ce systéme ainsi que nos résultats seront présentés dans le deuxiéme

chapitre de la partie Résultats et Discussion.
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D. Pourquoi utiliser des riborégulateurs ?

1. Economie d’énergie et temps de synthese du riborégulateur

Le premier argument en faveur d’une régulation par une molécule d’ARN plutot que
par une protéine est I’économie d’énergie. Cette notion est applicable a tous les systémes de
riborégulation décrits ci-dessus. Il est effectivement beaucoup moins cotiteux pour la cellule
de synthétiser un ARN intrinsequement fonctionnel, plutét que de synthétiser un ARN
messager devant étre traduit en protéine qui pourrait remplir une fonction équivalente. Par
ailleurs, au moins chez les procaryotes, les riborégulateurs caractérisés sont généralement de
petite taille (< 500 nts). Les phases ouvertes de lecture des ARN messagers sont généralement
plus grandes, auxquelles il faut ajouter les régions 5’ et 3’ non traduites. De plus, s’il est
moins colteux en énergie de synthétiser une molécule d’ARN plutét qu’une protéine, le

temps de synthése est lui aussi beaucoup plus court.

2. Dégradation du régulateur

Si la vitesse de synthése des riborégulateurs est primordiale pour leur efficacité, la
rapidité a laquelle ils sont dégradés I’est également. En jouant a la fois sur la synthése et la
dégradation du régulateur, la fonction biologique peut étre modulée de facon précise en
réponse a des signaux divers. Ainsi, de nombreuses ribonucléases jouent un réle important
dans les mécanismes de riborégulation [53,59,60]. Dans le cas de réponses des cellules a des
stress, I’ARN régulateur impliqué est généralement stable de maniere a protéger les cellules
contre le stress et a adapter la croissance cellulaire. En revanche, les ARN contrdlant le taux
de réplication de plasmides sont hautement instables et synthétisés constitutivement de
manicre a suivre en permanence et a ajuster la concentration plasmidique si nécessaire. Ce
sont généralement des caractéristiques structurales des ARN régulateurs qui vont moduler

leur stabilité.

3. Versatilité des structures des riborégulateurs

Dans tous les cas décrits, la structure des ARN antisens est cruciale et optimisée pour
leur activité en leur garantissant une interaction rapide avec leur ARN cible [61-64], (pour une
revue, [65]). Dans tous ces systémes, il y a une corrélation stricte entre la vitesse d’interaction
avec la cible in vitro et ’efficacité du contréle in vivo. De manicre intéressante, dans la

plupart des systémes, I’ARN antisens et/ou sa cible contient un motif en tige-boucle par
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lequel I’interaction est initiée. Le faible nombre de nucléotides non appariés présents dans les
boucles permet probablement d’augmenter la spécificité de reconnaissance antisens-cible en
diminuant le nombre de points de nucléation. De plus, les boucles peuvent adopter des
topologies facilitant les interactions ARN-ARN. Ainsi, il a ét¢ suggéré pour de nombreux
systémes procaryotiques que la boucle par laquelle la reconnaissance est effectuée adopte une
structure particuliere [66]. L’ARN antisens ou I’ARN cible contiendrait un motif de type U-
turn (5’-YUNR-3’ ou Y=pyrimidine, N=nucléotide quelconque et R=purine) trouvé dans la
boucle de ’anticodon des ARNt et connu pour promouvoir I’appariement codon-anticodon
lors de la traduction [67].

4. Rapidité d’action

Les riborégulateurs étant synthétisés rapidement, leur utilisation dans une cascade
régulatrice permet a la cellule de contrdler une fonction biologique dans un intervalle de
temps beaucoup plus fin. L’efficacité des riborégulateurs est par ailleurs accrue par
I’observation que la plupart d’entre eux agissent au niveau post-transcriptionnel. Ces
propriétés permettent ainsi un controle rapide et optimal. Dans les exemples qui seront décrits
plus loin, cet aspect apparait primordial. Par exemple, I’expression des genes contrdlant le
métabolisme du glycogéne chez E. coli doit étre controlée de facon précise en fin de phase
exponentielle. De méme, I’expression des geénes de virulence chez E. carotovora ssp.
carotovora et S. aureus doit étre régulée de maniére fine en fonction de la phase de
croissance. Les ARN OxyS et DsrA quant a eux interviennent dans des cascades de réponse a
différents stress. Leur action rapide sur I’expression des genes cibles est donc essentielle pour
la survie des cellules. Finalement, comme cela sera détaillé plus loin, les ARN antisens
régulant le taux de réplication des plasmides bactériens doivent également agir dans une

fenétre de temps trés étroite.

E. Les ARN régulateurs comme outils génétiques

1. Développement de riborégulateurs artificiels

a. Les ARN antisens artificiels

Depuis I’identification des premiers ARN antisens il y a prés d’une trentaine d’années,

de nombreux oligonucléotides (ADN ou ARN) antisens artificiels a but thérapeutique ont été

¢laborés (pour une revue, [68]). Ces systemes artificiels sont généralement congus pour
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inhiber la traduction du geéne d’intérét et promouvoir sa dégradation. Cependant, d’autres
fonctions cellulaires comme 1’épissage des pré-ARNm ou la localisation cellulaire des ARNm
ont également été ciblées (pour une revue, [69,70]). Peu d’oligonucléotides ADN antisens ont
¢été retenus pour une application clinique et la plupart d’entre eux présentent des problémes
qui n’étaient pas soupgonnés. Le premier obstacle est leur mode de délivrance dans les
cellules. En effet, leur nature polyanionique ne favorise pas leur internalisation a travers les
membranes. Une fois au sein des cellules, un autre probleme auquel il a fallu pallier a été leur
stabilité vis-a-vis des endonucléases cellulaires. Des modifications chimiques au niveau de la
chaine ribose-phosphate permettent de partiellement contourner cet obstacle, néanmoins non
sans effet sur leur affinit¢ envers leur ARN cible [71]. Finalement, I’efficacit¢ de
reconnaissance entre 1’oligonucléotide et son ARN cible est rarement prévisible du fait des
problémes de compartimentation et d’accessibilité de la cible. Cette étape est néanmoins
cruciale pour ’activité de la molécule. La plupart des antisens artificiels ADN ou ARN ont
¢été congus pour que le complexe aie une énergie libre minimale, en d’autres termes qu’il soit
particuliérement stable [72], ce qui n’est pas nécessairement une réalité biologique. En effet,
il s’aveére que les ARN antisens artificiels les plus efficaces in vivo sont ceux possédant des
cinétiques d’appariement rapides in vitro et non pas ceux formant les complexes les plus
stables avec leur cible [73,74]. Cette caractéristique est conservée parmi les ARN antisens
naturels, d’ou l’intérét de les étudier et de s’en inspirer pour la conception de molécules
artificielles. Par ailleurs, la formation de duplexes étendus dans les systémes naturels n’est pas
requise pour I’efficacité des antisens (pour une revue, [65]). Durant de nombreuses années, les
ARN antisens artificiels utilisés étaient long de plusieurs kilobases et I’importance de leur
structure ou de celle de la région ciblée de ’ARNm n’a jamais été prise en compte. Une
sélection d’ARN antisens artificiels en fonction de leur taille a récemment montré que de
courts ARN (= 70 nts) sont 100 fois plus efficaces que des longs fragments et que leur
structure est déterminante pour leur activité [75]. Par ailleurs, une étude comparative a permis
de révéler que prés de la moitié des ARNm ciblés de fagon efficace contiennent un motif
conservé 5’-GGGA-3’, localisé dans une structure particuliére [76]. Finalement, une étude
récente a permis d’identifier un ARN antisens artificiel efficace dirigé contre I’ARNm BCL-
ABL dont le produit est impliqué dans des leucémies [77]. Cet ARN antisens est court
(103nts), tres structuré et I’interaction initiale avec I’ARNm fait intervenir huit appariements
impliquant la région 5° simple brine de I’ARN antisens. Aprés ’interaction initiale, les
appariements se propagent dans 1’hélice de I’ARN antisens. Ce type de mécanisme ressemble
a ceux décrits dans les systemes CopA-CopT du plasmide R1 (§ VII) et ARN-IN-ARN-OUT
de I’élément transposable IS10 (§V.B.2.a) et de la méme maniere, nécessite des nucléotides

non appariés dans la tige de I’ARN antisens. La constante d’association ARN-ARN atteint
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celle observée pour les systémes naturels (i.e. ~ 10° M'.s™) et est corrélée avec une bonne
efficacité de 1’antisens dans des cellules HeLa [77]. Il est donc intéressant de noter que les
systémes artificiels les plus efficaces présentent des caractéristiques structurales et cinétiques

trés proches des ARN antisens naturels.
b. Les aptameres

La technique de sélection in vitro est largement utilisée pour rechercher de nouveaux
oligonucléotides se fixant spécifiquement a des protéines ou a des ARN cibles de diverses
fonctions (pour une revue, [78-80]). Le but est de modifier les propriétés de la cible, ceci pour
des applications thérapeutiques. A 1’heure actuelle, aucun aptamere n’a cependant été retenu
pour un traitement clinique. En effet, les aptameéres présentent les mémes inconvénients que

ceux décrits pour les ARN antisens artificiels (§ E.1.a).

2. Vers d’autres types de régulations ARN-dépendantes : [’exemple de ’ARN

interférence

a. Historique de I’ARN interférence (ARN1)

A Torigine, la découverte de ce phénomene biologique a été fortuite. En effet, deux
groupes ont constaté que les injections d’ARN monocaténaires sens ou antisens dans les
oocytes de Caenorhabtidis elegans étaient aussi efficaces pour inhiber spécifiquement
I’expression d’un géne cible [81,82]. Si I’effet de I’ARN antisens était attendu, celle de
I’ARN sens était plus surprenante. Fire et collaborateurs ont plus tard montré que les effets
des ARN antisens et sens étaient tout deux dus a une contamination des milieux d’injection
par de ’ARN double-brin (ARNdb) issu de la transcription par les ARN polymérases
phagiques utilisées [83]. Ils ont appelé ce phénomeéne ARN interférence, ou ARNI. Il consiste
en I’inhibition séquence-spécifique de I’expression de génes par de I’ARNdb. Ce mécanisme
est fascinant dans la mesure ou chaque géne d’un organisme peut potentiellement étre
contrdlé de cette maniére. Depuis il a été montré que 1’ARNi fonctionne dans Drosophila
melanogaster [84], dans Trypanosoma brucei [85], dans Planaria gonocephala [86], dans
I’Hydre [87] et dans Brachydanio rerio [88].

Parallelement, plusieurs groupes ont observé que l’injection de transgenes dans
différentes espéces de plantes [89-91], dans le champignon Neurospora crassa [92], dans
Drosophila melanogaster [93] ou dans des cellules de souris [94], conduisait & une chute

d’expression du transgéne et du locus chromosomique homologue correspondant. Ce
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phénomene est ARN-dépendant [95] et est connu sous le nom de co-suppression ou PTGS
(Post-Transcriptional Gene Silencing). Il apparait maintenant que ces deux mécanismes
d’extinction génique, a savoir ARNi et PTGS, reposent sur un mécanisme similaire

impliquant des genes homologues.

b. Modg¢le d’action pour I’ARNi

L’ARNi est un processus réversible puisqu’a part dans quelques rares cas [96], il n’est
pas transmis a la descendance des animaux injectés au-dela de la premiere génération. Il a
récemment été montré que lors de I’ARNi chez les plantes, I’ADN était méthyl¢ au niveau des
séquences homologues a I’ARN double-brin injecté, ceci par un mécanisme inconnu [97,98].
Cependant, le mode d’action principal de I’ARNi est post-transcriptionnel, que ce soit chez C.
elegans [99] ou chez T. brucei [85]. En effet, il a ét¢ montré que seuls des ARN double-brins
dirigés contre les régions codantes des génes homologues permettaient I’ARNI, tandis que
ceux dirigés contre des séquences introniques étaient inefficaces [83,85].

Une caractéristique intéressante et conservée de I’ARNi est que ’ARN double-brin
introduit dans les organismes hotes agit dans des conditions sub-stoechiométriques par
rapport a son ARNm cible [83]. Ceci exclu donc un mécanisme de type antisens classique. En
revanche, cette observation suggere I’existence d’une étape d’amplification de I’ARN double-
brin ou que I’ARNi interviendrait par un mécanisme de type catalytique. De plus, le
phénomeéne d’ARNi est mobile, puisque quel que soit le lieu d’injection de I’ARN double-
brin, tous les tissus de 1’animal ou de la plante sont touchés. Il est maintenant clairement
¢établi que D’inhibition spécifique de 1’expression d’un gene par ’ARNi est due a la
dégradation de I’ARNm dépendante de I’ARN double-brin correspondant. Ceci a été¢ montré
chez C. elegans [83,99], T. brucei [85], in vitro dans des extraits cellulaires d’embryon de D.
melanogaster [100], dans les cellules HeLa [101,102] et chez les plantes (pour une revue :
[103]).

Plusieurs modéles d’action ont été proposés pour I’ARNI et la co-suppression mais celui

intégrant le mieux toutes les données expérimentales est présenté dans la figure 2.
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Figure 2 : Modéle d’action de I’ARNi d’aprés [104]. Dans le cas de la premiére étape, les deux voies
alternatives sont représentées. L’ordre dans lequel la génération de petits fragments et I’amplification de
I’ARN double-brin (ARNdb) a lieu n’est pas encore établi. Les activités enzymatiques requises pour chaque
étape sont indiquées entre parenthéses. Endo : Endoribonucléase ; Exo : Exoribonucléase. Voir le texte pour le
détail.

I1 a été montré dans des systémes acellulaires que I’ARN double-brin introduit est clivé
en fragments de 21-23 nts et amplifié¢ [105,106]. Il ne peut cependant pas étre établi laquelle
des deux étapes de clivage ou d’amplification est effectuée la premicre. L’enzyme Dicer qui
présente deux domaines RNase III est responsable de la génération des fragments de 21-23 nts

chez D. melanogaster [107]. Ce modéle implique ensuite une séparation des deux brins des
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fragments de 21-23 nts. De maniere intéressante, Dicer contient un domaine a fonction ARN-
hélicase qui pourrait étre impliqué dans cette étape. Les ARN guides simple-brins sont alors
pris en charge par le complexe RISC (RNA-induced Silencing Complex) dont la composition
en facteurs protéiques reste hypothétique [107]. 11 contiendrait des activités
endoribonucléasique, exoribonucléasique et hélicase. De plus on pourrait imaginer la présence
d’un facteur de type RecA (impliqué dans la reconnaissance de séquences d’ADN
homologues dans le phénomeéne de recombinaison) facilitant la reconnaissance de I’ARNm
homologue aux fragments de 21-23 nts et dirigeant ainsi ce dernier vers la dégradation.

Si ce modele est correct, il repose sur une activité permettant d’amplifier I’ARNdb
activateur du processus. Plusieurs génes impliqués dans les processus d’ARNi chez les
animaux, et de co-suppression chez les plantes et chez les champignons ont été caractérisés
par mutagenese aléatoire. Parmi ces geénes on retrouve des homologues d’une ARN-
polymérase ARN-dépendante que ce soit chez C. elegans (egol, [108]), chez A. thaliana
(sgs2 et sdel, [109,110]) et chez N. crassa (qdel, [111]) potentiellement impliqués dans cette
étape d’amplification. Treés récemment, Hammond et collaborateurs ont purifié la protéine
Argonaute? a partir d’extraits cellulaires de D. melanogaster et ont montré qu’elle
correspondait a la nucléase du complexe RISC [112]. Parallélement, un crible génétique chez
C. elegans a permis d’identifier le géne mut7 qui est essentiel a I’ARNi et est homologue a la
RNase D d’E. coli [113,114]. Son produit est donc également un bon candidat pour I’étape de
dégradation de ’ARNm par le complexe RISC. Enfin, que ce soit chez Chlamydomonas
reinhardtii (mut6, [115]), N. crassa (qde3, [116]) ou A. thaliana (sde3, [117]) des génes
codant pour des enzymes de type hélicases sont essentiels pour les phénoménes de co-
suppression et pourraient donc faire partie du complexe RISC. Un certain nombre d’autres
genes de fonction inconnue, impliqués dans les mécanismes d’ARNi ou PTGS, ont été
caractérisés. Parmi eux, rdel de C. elegans, agol de A. thaliana et gqde2 de N. crassa
appartiennent a la famille Argonaute [118]. Ces protéines contiennent toutes un domaine
d’interaction protéine-protéine de type PAZ, également trouvé dans Dicer. Ceci laisse
supposer une interaction physique entre Dicer et un ou plusieurs composants du complexe
RISC.

c. Role(s) de ’ARNi

L’ ARNi est maintenant largement utilisée comme outil pour réprimer spécifiquement
I’expression d’un gene, méme si son mode d’action n’est pas encore clairement élucidé [119].
Par rapport aux ARN antisens artificiels décrits au § II.E.1.a, le contrdle par I’ARNi est

probablement moins dépendant de la structure de I’ARN cible. De plus, dans la mesure ou des
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outils génétiques ne sont pas toujours disponibles, cette approche s’avére efficace pour étudier
la fonction des génes dans une grande variété d’organismes eucaryotiques. L’ARNi ne semble
cependant pas fonctionner chez les procaryotes (E. G. H. Wagner, Uppsala, Suécde,
communication personnelle). Elle permet un criblage systématique de I’expression de genes et
peut étre utilisée dans des projets de génomique fonctionnelle. Par ailleurs, il a récemment été
montré que I’ARNi peut étre controlée chez D. melanogaster lorsque les transgeénes
exprimant les ARN double-brin sont placés sous la dépendance d’un promoteur inductible
[120]. Curieusement, I’ARNi n’a pas encore été décrite chez les archaebactéries et il serait
intéressant de vérifier si ce phénomene est conservé dans ces organismes.

Il reste a comprendre le role de I’ARNi pour les cellules. Plusieurs études de
mutagenese ont montré que la plupart des genes impliqués dans I’ARNi ou la co-suppression
étaient également impliqués dans I’inhibition de la transposition chez C. elegans et dans la
résistance des plantes aux virus [98,109,113]. Dans la mesure ou les transposons sont des
¢léments mobiles, ils peuvent s’insérer de fagon aléatoire dans le génome. La transposition
doit par conséquent étre controlée pour ne pas étre délétere pour 1’hote. Un fort degré de
transposition augmente la probabilité que deux transposons soient insérés a proximité 1’un de
’autre, en orientations opposées. Dans ce cas, un faible degré de trans-lecture lors de la
transcription des deux geénes convergents conduirait a la formation d’ARN double-brin
activant ’ARNi. Ceci inactiverait le géne de la transposase et conduirait a I’inhibition de la
transposition. De fagon alternative, un méme transposon pourrait étre transcrit dans les deux
orientations s’il existe un promoteur cryptique a sa proximité. En ce qui concerne les virus de
plantes, un grand nombre d’entre eux ont une étape de leur cycle réplicatif lors de laquelle le
génome viral se trouve sous forme ARN double-brin. Si ces molécules sont capables d’activer
I’ARN;i, ceci explique pourquoi la mutation de geénes impliqués dans ce processus accroit la
sensibilité des plantes a I’agent viral. Dans ces deux cas I’ARNi serait un mécanisme de
défense des cellules eucaryotes. Enfin, un grand nombre de geénes impliqués dans 1’ARNi
pourraient jouer un role clé dans le contréle du développement embryonnaire chez de
nombreux organismes (§ V.A.1). En effet, de courts ARN antisens sont impliqués dans le
controle du développement embryonnaire chez C. elegans. 1l a récemment ét¢ montré que
I’homologue a Dicer de cet organisme et deux homologues a rdel étaient nécessaire a la
maturation de courts ARN antisens a partir de structures en tiges-boucles des ARN

précurseurs, ainsi qu’a leur activité régulatrice [121,122].
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ITI. Les riborégulateurs modulant I’activité de facteurs protéiques

Les ARN régulateurs de cette sous-famille remplissent leur fonction en interagissant
spécifiquement avec une protéine cible. Les exemples de tels riborégulateurs sont encore peu
documentés mais les quelques systémes connus permettent de faire ressortir des
caractéristiques générales pour ces ARN (Tableau 2). Leur structure est un ¢lément essentiel
pour leur réle de régulateur. Certains de ces ARN font partie intégrante de cascades
régulatrices intégrant des signaux extracellulaires variés. Ces ARN ont alors un role
pléiotropique en modulant I’expression de plusieurs geénes de manieére coordonnée mais de

facon indirecte en interagissant avec une protéine régulatrice.

Riborégulateur Protéine Cible Fonction Substrat naturel  Organisme Référence
controlée de la protéine
Procaryotiques
CsrB CsrA Biosynthese du séquence SD E. coli [123]
Glycogene d’ARN cibles
RsmB RsmA Expression des séquence SD E. carotovora [124]
geénes de d’ARN cibles
virulence
Prrb ND Expression des séquence SD P. fluorescens [125]
métabolites d’ARN cibles ?
secondaires
Eucaryotiques
VAls PKR Défense antivirale ARNdb Adénovirus [126]
EBERs PKR Défense antivirale ARNdb Virus [127]

d’Epstein-Barr

Tableau 2 : Riborégulateurs modulant ’activité de protéines.

A. Controle de la biosynthése du glycogéne chez E. coli

Lors de la transition entre la phase exponentielle de croissance et la phase stationnaire,
les bactéries non sporulantes réajustent leur statut physiologique de manicére a compenser la
déplétion en substrats du milieu. Une des cascade activée est celle régulant la biosynthése du
glycogene, servant de source de carbone et donc d’énergie lors de la phase stationnaire. La
production de glycogéne est influencée par différents génes. Parmi eux, le géne csr4 joue un
role inhibiteur puisque son inactivation entraine une augmentation de plus de vingt fois du
niveau de glycogene intracellulaire. Cette augmentation repose sur la dérepression d’au moins

six genes impliqués dans la biosynthese du glycogene [128-130]. Parallélement & son rdle de
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répresseur, CsrA contrdle positivement certains génes impliqués dans la glycolyse tels que
ceux codant pour la triose phosphate isomérase et 1’énolase [128,129]. La maniére dont est
effectuée cette régulation positive n’est a I’heure actuelle pas comprise. Finalement CsrA a un
role pléiotropique dans les cellules puisqu’elle influence la mobilité cellulaire [131] ainsi que
la taille et les propriétés d’adhérence des cellules [132].

Le gene csr4 code pour une protéine de 61 acides aminés contenant un motif de liaison
a P’ARN de type KH [133]. Dans une souche csr4", les transcrits des génes cibles impliqués
dans la biosynthese du glycogeéne ont une demi-vie de I’ordre d’une minute. En revanche, ces
mémes transcrits sont significativement stabilisés dans une souche csr4-. Ceci indique que
CsrA régule I’expression des genes cibles au niveau post-transcriptionnel et que la protéine
est essentielle pour promouvoir une dégradation rapide des ARN messagers correspondants.
Liu et collaborateurs ont purifi¢ un complexe constitué¢ d’une molécule d’ARN de 360 nts et
de 18 molécules CsrA [123]. L’ARN a été purifié¢ et ’ADNc correspondant a été cloné et
séquencé. Le géne identifi¢ a été nommé csrB. Le transcrit CsrB ne contient pas de phase
ouverte de lecture et comporte un signal de terminaison de transcription p-indépendant a son
extrémité 3’. Un modéle de repliement bidimensionnel de I’ARN CsrB est présenté dans la
figure 3.

Une des caractéristiques les plus frappantes de cet ARN est la présence de 18
séquences imparfaitement répétées de type 5’-CAGGA(U,C,A)G-3°. Parmi elles, 17 sont
présentes dans des régions non appariées et 10 sont localisées dans des boucles apicales de
5 nts fermées par une paire de bases C=G entre le premier et le dernier nucléotide de la
séquence conservée. La présence de ces 18 séquences répétées est a corréler avec I’interaction
de 18 polypeptides CsrA avec CsrB et suggeére que ces séquences constituent le site de
fixation de CsrA sur ’ARN. Elles miment partiellement la séquence Shine et Dalgarno,
postulée comme étant le site de fixation de CsrA sur ses ARNm cibles [123]. Ceux-ci doivent
néanmoins comporter des déterminants additionnels afin de les différencier des autres ARNm

non régulés par CsrA mais dont les séquences Shine et Dalgarno sont identiques.
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Figure 3: Modeéle de repliement secondaire de I’ARN CsrB d’E. coli. Les 18 séquences répétées sont
numérotées sur la structure. Les séquences présentes dans des boucles sont indiquées en rouge tandis que les
séquences présentes dans des régions non structurées ou appariées sont indiquées en vert. Un alignement des 18
séquences est représenté.

Liu et collegues ont montré que la surproduction de I’ARN CsrB dans E. coli conduit a
un phénotype semblable a celui observé par inactivation de csr4, a savoir une augmentation
du taux de glycogéne intracellulaire [123]. Par ailleurs, les autres fonctions régulées par CsrA
sont également affectées par la surexpression de CsrB. La protéine CsrA seule est plus
inhibitrice in vitro que ne I’est le complexe CsrA-CsrB. Ensemble, ces observations suggerent
que I’ARN CsrB réprime les fonctions régulatrices de csr4 par séquestration du facteur
protéique. CsrB agit probablement comme inhibiteur compétitif de la fixation de CsrA sur ses
substrats naturels. Le fait que ces séquences répétées soient préférentiellement localisées dans
des boucles apicales et que cette localisation soit conservée (voir plus bas), suggere que de
telles structures ont une importance pour la fonction de CsrB. Il manque cependant des

évidences expérimentales confirmant cette hypothese. Finalement, le fait que les séquences
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conservées soient présentes en 18 exemplaires amplifie le contrdle négatif de la fonction de

CsrA par une molécule d’ARN unique.

E. coli LTOTRRVGETL K | [GVNAPKEVSVHREET Y]
A. carotovora LI UTRRVGHTLI |l Ki | | GVNAPKEVSMHREEI Y
Y. enterocolitica L1 UTIRRVGHTL Ki | |[GVNAPKEVSVHREEI Y
P. fluorescens LI UTRRCABSLI |I Ki | | GVNAPKEVAVHREEI Y
H. influenzae LI UTRKVGESVL R LIGVEAPKEVSVHREEI Y
B. subtilis LVLSRKI NEAI E LGl DAPKHI DI [HRKEI Y
H. pylori LI HSRKVNEG VI DR LIGFEAPESTLI |URAELK
B. burgdorferi LVLISRKANESI K KKDAVKI (Al KAPENI KI [HRSEI Y]
E. coli | QABKSQQRSSY--------------------
E. carotovora | QAEKSQPTSY------------mmmm o - -
Y. enterocolitica | QAEBKSQPTTY----------mmm e o - -
P. fluorescens LRI KKEKDEEPSH- - - - - - - - - - - ---------
H. influenzae | KGTIKDEPYLGSS- - - ---------------
B. subtilis LTl (QBENNRAAALSSDVI SALSSKK- - - - - - -
H. pylori | VSENQKASVCVDESLLENI KKVI KP- - - - -
B. burgdorferi EALI BENKKSLLKDKHNI SKI KSLFNHYFKNEN

Figure 4: Comparaison des séquences en acides aminés des homologues a CsrA identifiés chez différents
organismes procaryotiques. Les acides aminés conservés sont encadrés (d’apres [134]).

Des homologues a la protéine CsrA d’E. coli ont été caractérisées dans de nombreuses
autres souches eubactériennes (Figure 4). Leur fonction n’est pas conservée et parmi elles, la
protéine RsmA d’Erwinia carotovora ssp. carotovora, codée par le geéne rsmA, est
responsable de la répression de I’expression des genes de virulence chez ce pathogene de
plante [135] et chez de nombreuses souches voisines [136]. Tout comme CsrA chez E. coli, ce
contrdle est post-transcriptionnel et affecte la stabilité des ARN messagers [137,138]. Les
modes de régulation dépendants de csr4/rsmA dans ces deux organismes sont donc similaires,
méme si les génes cibles ont des fonctions distinctes. En faveur de cette hypothése, le locus
rsmB a été caractérisé [139]. Il réprime les fonctions inhibitrices de RsmA et il code pour un
ARN non traduit de 479 nts [124]. Cet ARN (RsmB) contient 9 séquences imparfaitement
répétées en partie identiques aux séquences répétées de CsrB. Une protéine recombinante
Hise-RsmA reconnait spécifiquement RsmB au niveau de plusieurs sites et des mutations dans
les séquences répétées abolissent la fonction de I’ARN [139]. Finalement, la surexpression du
riborégulateur RsmB dans E. coli conduit a une augmentation de la concentration
intracellulaire en glycogene. Cette derniere observation suggere que RsmB et CsrB sont des

orthologues fonctionnels, méme s’ils ne sont pas relié¢s au niveau évolutif.
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Si ce mécanisme de contrdle de I’expression des geénes a deux composants est si
conservé dans différentes souches eubactériennes, et s’il est impliqué dans la régulation de
fonctions trés diverses, ¢’est qu’il doit étre particulieérement efficace. Apparemment, lors de
I’évolution, les cellules bactériennes ont sélectionné de fagon indépendante de petits ARN
capables de se fixer et d’inhiber la fonction de protéines homologues entre elles. D’apres les
exemples décrits ci-dessus, la fonction de ces ARN repose sur la présence d’une séquence
précise présentée dans une structure bien définie. Ces systémes mettent donc en avant
I’importance de la structure des riborégulateurs pour leur fonction. Méme si ce n’est pas
encore le cas, il est probable que d’autres ARN modulant 1’activité des protéines orthologues
a CsrA présentées dans la figure 4 seront identifiés a 1’avenir. Récemment, un ARN
partiellement homologue a CsrB a été identifié dans Salmonella typhimurium [140] et
Pseudomonas fluorescens [125]. L’ARN Prrb de P. fluorescens [125] joue un rdle dans le
contrdle de la synthése des métabolites secondaires. Tout comme CsrB et RsmB, il contient 5
séquences imparfaitement répétées localisées dans des boucles apicales ou dans des régions
simple-brin. Il a également ét¢ montré que Prrb intervient dans la méme cascade régulatrice
que l’orthologue a RsmA de P. fluorescens [141]. L’interaction ARN-protéine reste
néanmoins a établir dans ce dernier exemple. Un dernier point intrigant est la présence d’un
nombre variable de séquences répétées dans chacun de ces ARN homologues (18, 9 et 5
respectivement pour CsrB, RsmB et PrrB). En modulant ce nombre, les propriétés
séquestrantes des ARN changent ce qui pourrait permettre d’adapter le controéle de maniére
fine selon le systeme. Il serait également intéressant de vérifier si le nombre de séquences

répétées est proportionnel a la concentration de la protéine cible dans les cellules.

B. Mécanismes viraux de résistance aux interférons.

Chez les mammiféres, la réponse antivirale induite par les interférons (IFN) est la
premiére barriére contre 1’attaque par un virus. Les virus eucaryotiques ont développé de
nombreux mécanismes permettant la reproduction virale sans détruire la cellule infectée. De
manicre a développer une infection productive, les virus ont donc a contourner I’inhibition
induite par I’expression des IFN. Les IFN de type I se fixent a leurs récepteurs et activent une
cascade stimulant la transcription de plus d’une trentaine de geénes [142]. Parmi eux, deux
genes codent pour des enzymes normalement exprimées a un faible degré dans les cellules
eucaryotiques et activées par de I’ARN double-brin produit comme intermédiaire réplicatif du
cycle viral. Il s’agit d’une part de la 2°-5’-oligoadénylate synthétase nécessaire a 1’activation
de la RNase L et d’autre part de la protéine kinase PKR.
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PKR joue un rdle central dans les mécanismes antiviraux des cellules en réponse aux
IFN de type 1. Elle agit par différents mécanismes dont 1’induction de 1’apoptose [143,144]
mais le principal étant I’inhibition de la traduction de la cellule infectée [145]. Il s’agit d’une
kinase a serine-thréonine de 68 kDa appartenant a la famille des kinases de la sous-unité o du
facteur eucaryotique d’initiation de la traduction, elF-2. Elle est composée d’un domaine N-
terminal régulateur et d’un domaine C-terminal catalytique et sa forme active est un dimere.
Présente de fagon ubiquitaire dans tous les tissus, PKR est rapidement activée par fixation
d’un ARN double-brin d’origine virale ou par des ARN possédant de longs segments de
structure secondaire (pour une revue : [146]). PKR fixe les ARN double-brin par ses deux
domaines dsRBM présents dans sa région régulatrice N-terminale ce qui modifie la
conformation du domaine catalytique et résulte en I’autophosphorylation de la protéine. PKR
ainsi activée peut phosphoryler plusieurs protéines, mais sa cible majeure est la sous-unité a
du facteur de traduction elF-2. La phosphorylation de elF-2a. augmente son affinité pour le
GDP de plus de 100 fois ce qui a pour conséquence d’empécher 1’échange GDP-GTP et de
séquestrer toute ’activité du facteur d’échange elF2B. La traduction au sein des cellules
infectées est par conséquent inhibée.

Les virus résistants aux IFN ont développé indépendamment plusieurs stratégies pour
contourner les multiples actions antivirales de PKR (pour une revue, [147]). Celles-ci sont

résumées dans la figure 5.
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Figure 5 : Mécanisme de maturation de la protéine kinase PKR et sites de régulation virale. PKR, induite au
niveau transcriptionnel par les interférons (IFN), est activée par fixation d’ARNdb et par homodimérisation. Une
fois activée, PKR peut phosphoryler ses substrats dont elF-2a (voie de droite) et le facteur de transcription kB
(voie de gauche). Au sein d’une cellule infectée, la phosphorylation de elF-2a par PKR inhibe la synthese
protéique, la croissance cellulaire et la réplication virale. Les fleches a droite indiquent les étapes du mécanisme
d’activation de PKR pouvant étre ciblées par les virus pour inhiber la réponse des cellules aux IFN. Le
mécanisme d’inhibition décrit dans ce paragraphe est indiquée en gras.

Parmi les mécanismes viraux d’inactivation de PKR, un des plus intéressant est
I’inhibition de la fixation des ARN activateurs double-brin. L’activation de PKR par de
I’ARNdD est optimale pour une double hélice d’environ 70 pb, méme si 40 pb permettent déja
une activation partielle [148]. Un domaine dsRBM isolé couvre 16 pb d’un ARNdb [149] et
les deux dsRBM de PKR sont nécessaires pour son activation. La distance de 70 pb requise
pour I’activation de la kinase refléte probablement un changement conformationnel de PKR.
L’activation nécessiterait le besoin d’arranger précisément les deux dsRBM et la région
charni¢re les connectant, ce qui ne pourrait étre accompli qu’avec une taille minimale

d’ARNdb. Si des fragments trop courts d’ARN bicaténaires ou des ARN hautement structurés
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mais imparfaitement appariés ne peuvent pas activer PKR, ils peuvent néanmoins interagir
avec les dsRBM [148]. Ainsi, certains virus ont tiré profit de cette propriété pour inhiber de
fagon compétitive la fixation d’ARN double-brin par PKR en synthétisant de petits ARN non
codants qui bloquent I’activité de la kinase. Les ARN viraux les plus étudiés inhibant la
reconnaissance PKR-ARNdb sont les ARN VAI des adénovirus. Des cellules infectées par
des souches d’adénovirus mutantes délétées du géne vai possédent une activité PKR élevée,
présentent un haut degré de phosphorylation de elF-2a., et sont défectives en traduction. Les
ARN VAI des adénovirus comportent environ 260 nts. Ils s’accumulent a hautes
concentrations dans le cytoplasme des cellules infectées ou ils abolissent la fonction
inhibitrice de la traduction conférée par PKR [126]. L’interaction PKR-VAI est directe et le
domaine régulateur N-terminal de 1’enzyme, contenant les deux dsRBM, est suffisant pour
cette association [150]. Des études structurales combinées a des expériences de mutagenese
dirigée ont révélé les régions de I’ARN VAI importantes pour sa fonction [151,152]. Ainsi, le
domaine central contenant les 4 appariements centraux hyperconservés GGGU :ACCC
(Figure 6) est crucial pour inhiber spécifiquement PKR et est nécessaire a la réplication virale.
Ces appariements constituent le cceur structural de ’ARN en maintenant les hélices II et 111
dans une orientation favorable a la reconnaissance par PKR. Des études comparatives entre
différentes souches d’adénovirus ont révélé que les séquences des ARN VAI n’étaient que
peu conservées. En revanche, 1’établissement des modeles de repliements bidimensionnels
déduits par approche phylogénétique ou par cartographie en solution montrent une topologie
globale conservée entre les différents isolats [152]. Ces ARN doivent donc contenir une
région bicaténaire suffisamment longue pour garantir la spécificité d’interaction avec les
dsRBM, mais assez courte pour ne pas activer la fonction catalytique de PKR. Enfin, des
études structurales similaires effectuées sur les ARN EBER du virus d’Epstein-Barr ont révélé
des caractéristiques comparables aux ARN VAI [127]. L’ARN EBER-1 peut aussi
complémenter la déficience en ARN VAI d’une souche d’adénovirus mutante [153] et inhiber
I’activation de PKR in vitro [150]. Finalement, un tel mode d’action anti-PKR a été postulé
pour la séquence TAR du virus de I'immuno-déficience humaine de type I (VIH-I) [154],

mais est encore controversé a 1’heure actuelle.
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Figure 6 : Modeéle de structure secondaire consensus des ARN VAI d’adénovirus. Seuls les 157 premiers
nucléotides sont représentés. Les hélices I a IV et les boucles A a E sont indiquées. Le domaine central est
encadré et les quatre paires de bases hyperconservées sont représentées en caractéres blancs sur fond noir.

Il est surprenant de constater a quel point ce mécanisme de résistance aux interférons est
conservé chez les virus de mammiféres. Pour le virus, il est primordial que la cascade de
défense cellulaire en réponse aux IFN soit inhibée de facon trés précoce dans le cycle viral.
Ceci n’est permis qu’avec un nombre minimal de macromolécules pouvant étre synthétisées

dans un temps restreint. Un ARN est donc un régulateur de choix pour ce type de fonction.
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IV. Les riborégulateurs multifonctionnels

Dans certains cas bien précis, il peut y avoir nécessité pour une cellule de réguler de
facon coordonnée 1’expression d’un ensemble de geénes. C’est un moyen efficace et rapide
pour adapter la réponse des cellules a un stress ou plus généralement lors de conditions de
croissance particulieres. La synthése d’une seule et unique molécule régulatrice aux cibles
multiples peut permettre de remplir une telle fonction. Chez les procaryotes, plusieurs
exemples d’ARN régulateurs multifonctionnels ont été décrits. Ceux-ci possédent des
domaines fonctionnels distincts par lesquels ils interagissent avec des cibles variées.

Deux systemes faisant intervenir de tels ARN multifonctionnels ont été particulierement
étudiés. Le controle de I’expression des genes codant pour les facteurs de virulence chez
S. aureus étant 1’objet d’une étude effectuée lors de cette these, il sera décrit en détail plus
loin. Le systéme de régulation de I’expression du facteur de transcription alternatif 6° chez E.
coli fait intervenir au moins deux ARN multirégulateurs. Les ARN DsrA et OxyS jouent des

roles antagonistes dans ce contrdle en répondant a divers stress.

A. Implication d’ARN régulateurs dans le controle de I’expression du facteur de
transcription alternatif o

1. Le facteur de transcription alternatif ¢°

Comme tous les micro-organismes unicellulaires, E. coli a a faire face a de constantes
variations des conditions environnementales. La sous-unit¢ o> de I’ARN polymérase
bactérienne a été caractérisée par sa capacité a induire I’expression de plus d’une cinquantaine
de genes lors de I’entrée des cellules en phase stationnaire de croissance. Depuis, le facteur
c°, codé par le géne rpoS, a également été impliqué dans la réponse des cellules au stress
oxydatif, aux basses températures, a une déplétion du milieu en nutriments et a un choc acide
(pour une revue : [155,156]). o° intervient au centre de cascades d’intégration de signaux
extracellulaires et est associé de fagon générale avec la réponse des cellules induite par
différents stress. En réponse a ces stimuli, I’expression de rpoS est modulée au niveau
transcriptionnel par différents signaux dont le ppGpp, 1’homosérine lactone, ’AMPc et
I’UDP-glucose. Des régulateurs ont ¢galement été caractérisés comme modulant 1’expression
de rpoS au niveau traductionnel ou au niveau de la stabilité de la protéine [157]. La figure 7

résume les différentes voies de contrdle de I’expression de rposS.
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Lors de certains stress, le taux d’ARNm rpoS ne varie que faiblement [157,158]. En
revanche, la quantité de facteur > fluctue de facon significative. Ceci laisse suggérer que
I’essentiel du contréle de I’expression de rpoS repose sur des mécanismes de controle au
niveau post-transcriptionnel. Deux facteurs protéiques influencent la traduction de rpoS de
manicre divergente. Il s’agit de Hfq et de H-NS. Parallélement, trois ARN contrdlent
I’expression de 7poS. 1l s’agit des ARN OxyS, DsrA et RprA.

2. La protéine Hfg

La délétion du géne hfg chez E. coli cause des phénotypes séveres et pléiotropiques
parmi lesquels une diminution du taux de croissance et une augmentation de la susceptibilité
des cellules au stress osmotique et a la lumiére ultraviolette. Ces effets ressemblent en partie a
ceux préalablement observés lors de I’inactivation de 7poS. En faveur d’une relation entre Afg
et rpoS, il a été montré que la protéine Hfq était essentielle a la traduction de rpoS [159]. Des
mutations diminuant ou éliminant 1’effet de Hfq sur la traduction de rpoS ont été identifiées
chez Salmonella typhimurium [160]. Elles sont toutes localisées dans la structure en tige-

boucle présente en amont de la phase codante de rpoS (Figure 8) et qui contient le site de
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fixation du ribosome. Hfq serait nécessaire pour reconnaitre et déstabiliser cette structure,

activant la traduction de rpoS [160].
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Figure 8 : Modéle de repliement secondaire de la région 5’ non traduite de ’ARNm de rpoS. La séquence
Shine et Dalgarno est représentée en caractéres blancs sur fond noir et le codon d’initiation de la traduction est
encadré.

3. La protéine H-NS

H-NS est un facteur de transcription qui inhibe spécifiquement I’expression d’un grand
nombre de génes. Un défaut d’expression de Ans conduit 4 une augmentation du taux de c°
dans les cellules. Méme s’il a été montré que H-NS est une protéine se fixant a I’ADN, 1’effet
sur I’expression de rpoS est post-transcriptionnel puisque des mutants /ins présentent une
traduction de rpoS augmentée [161] et une stabilité accrue de la protéine ° [162]. La protéine
H-NS s’associe a Hfq in vitro [163], suggérant que H-NS séquestre Hfq in vivo en

I’empéchant ainsi de remplir son role activateur de la traduction de rpoS.

4. Controle de l’expression de rpoS par [’ARN DsrA

a. DsrA répresseur de hns

L’ARN DsrA a initialement été identifi¢ par son habilit¢ a accroitre la synthése des
polysaccharides de la capsule chez E. coli lorsqu’il était surexprimé [164]. La synthése des
polysaccharides repose sur différents facteurs dont 1I’expression est sous la dépendance de la

protéine régulatrice de transcription RcsA. Le geéne rcs4 est lui-méme réprimé au niveau
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transcriptionnel par la protéine H-NS et la surproduction de DsrA mime les effets observés
par une délétion de Ans. Le fait que la surproduction de DsrA induise 1I’expression des génes
proU et papA, également connus comme étant réprimé par H-NS, suggére que DsrA
augmente la transcription de rcs4 de maniére indirecte en inhibant 1’activité¢ de H-NS.

DsrA est un ARN abondant et stable de 87 nts contenant trois structures en tige-boucle
dont la troisiéme est un signal de terminaison de transcription p-indépendant (Figure 9). Le
controle de I’expression de hns par DsrA se fait au niveau post-transcriptionnel. Des
expériences de mutagenese dirigée et de restauration par mutations compensatoires ont
montré que DsrA agissait par appariement de type ARN-ARN pour remplir sa fonction
régulatrice [165]. Il contient dans sa deuxiéme structure en tige-boucle deux régions
de complémentarité & ’ARNm /Ans (Figure 9). La premiére couvre 13 pb, 4 nucléotides en
aval du codon initiateur de la traduction de Ans et la seconde couvre 9 pb immédiatement en
amont du codon de terminaison de la traduction [49,165] (Figure 9A). Cette interaction
bipartite entre DsrA et ’ARNm H-NS a été¢ confirmée par cartographie en solution in vitro
[49]. Le contrdle de I’expression de hns par DsrA se fait donc par un mécanisme antisens.
Comme cela est représenté dans la figure 9B, I’interaction DsrA-Ans génére un empilement
coaxial des deux hélices intermoléculaires, circularisant ainsi ’ARNm #Ans et exposant sa
partie centrale. L’effet de DsrA sur hns se situe donc a deux niveaux : d’une part en
empéchant la reconnaissance de I’ARN messager par le ribosome et d’autre part en favorisant
sa dégradation [49]. Il est a noter que ce dernier effet peut étre imputé a 1’absence de
protection par les ribosomes en cours de traduction. DsrA a donc un effet positif indirect sur
I’expression de rpoS en controlant directement le taux du répresseur H-NS au niveau

traductionnel.
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b. DsrA active directement I’expression de rpoS

La quantité de 6> est normalement peu élevée dans les cellules en phase exponentielle
de croissance 4 37°C. En revanche, 6° s’accumule en phase exponentielle a 20°C, ce qui
coincide avec une expression optimale de DsrA [166]. A faible température, DsrA est
essentiel a I’activation de la traduction de rpoS et ceci de fagon indépendante de son rdle
inhibiteur sur celle de ins [166]. 11 a été proposé qu’a faible température chez Salmonella
typhimurium, I’ARNm rpoS adoptait une structure secondaire stable séquestrant les signaux
d’initiation de la traduction [160] (Figure 8). Des analyses informatiques ont révélé une
complémentarité entre une séquence de DsrA et une séquence de la structure inhibitrice de
rpoS [165] (Figure 9). Des études génétiques ont validé cette interaction [165,167].
L’appariement DsrA-ARNm 7poS libére la région contenant la séquence Shine et Dalgarno de
ce dernier et stimule sa traduction par un mécanisme anti-antisens (Figure 9C). On peut
néanmoins s’interroger sur les raisons pour lesquelles dans ces conditions, la protéine Hfq est
nécessaire [168]. En fait, Hfq interagit avec ’ARN rpoS mais également avec DsrA [169].
Hfq pourrait agir comme cofacteur pour les activités régulatrices de DsrA soit en jouant sur la
structure des ARN, soit en formant un complexe ribonucléoprotéique actif.

Ainsi, DsrA régule rpoS d’une part directement par un mécanisme anti-antisens et
d’autre part de fagon indirecte en inhibant la synthése de H-NS. Ces actions conduisent a une
stimulation amplifiée de la synthése de c°. Les effets répresseurs et activateurs de DsrA sur la
traduction de respectivement Ans et rpoS, peuvent étre génétiquement séparés [165,167].
L’effet direct de DsrA sur rpoS repose uniquement sur la premiere structure en tige-boucle du
régulateur [167], tandis que la seconde tige-boucle est déterminante pour 1’inhibition de la
traduction de /ns. DsrA contient donc des domaines fonctionnels séparés jouant des rdles
spécifiques dans le controle de I’expression de génes cibles, ceci par interactions de type
ARN-ARN. Les interactions entre DsrA et ses cibles, qu’elles soient établies ou
hypothétiques, reposent toutes sur la premicre ou la seconde structure en tige-boucle. On peut
¢galement s’interroger sur 1’importance de ces régions d’un point de vue structural comme
cela a été démontré pour d’autres riborégulateurs, ou si seule la complémentarité entre DsrA

et ses cibles est nécessaire.
5. L’ARN RprA
Récemment, un court ARN de 106 nts a été identifié par sa capacité a activer

I’expression de rpoS in vivo en absence de DsrA [170]. L’ARN RprA est conservé entre

différentes souches de Salmonella et Klebsiella, suggérant qu’il remplit une fonction
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régulatrice importante. Il est non essentiel, mais sa délétion interfere avec la réponse des
cellules aux chocs osmotiques lorsque DsrA est absent. Tout comme DsrA, il contient trois
structures en tige-boucle. L’implication de ces structures sur sa fonction n’est cependant pas
connue et reste a déterminer. Enfin, RprA et DsrA agissent probablement sur I’expression de
rpoS par des mécanismes distincts. Contrairement a DsrA, RprA ne contient pas de régions
complémentaires a la région 5’-UTR de ’ARNm rpoS. La découverte récente de RprA
souléve un point intéressant. En effet, 1’existence d’autres riborégulateurs positifs de
I’expression de rpoS est a envisager, chacun pouvant répondre a un autre type de stress en
absence de la synthése de DsrA. Finalement, tout comme DsrA, RprA régule peut-étre

I’expression de plusieurs génes cibles. Ceux-ci restent cependant a caractériser.

6. L’ARN OxysS répresseur de rpoS

L’ARN OxyS a été identifié lors de I’exposition de cellules d’E. coli a un stress oxydatif
et protege les cellules contre des mutations spontanées ou induites [171]. La transcription
d’OxyS est sous la dépendance du facteur protéique OxyR. L’ARN est stable et abondant et
ne code pour aucune protéine. Chez E. coli, il contrdle positivement ou négativement
I’expression de plus d’un quarantaine de genes cibles [171]. L’ARN compte 109 nts et sa
structure secondaire a été déterminée in vivo. 1l contient trois structures en tige-boucle et une
grande séquence connectrice entre la seconde et la troisiéme tige-boucle (Figure 10 [171]). La
tige-boucle C est un terminateur de transcription p-indépendant et est impliqué dans la
stabilit¢ de ’ARN. Un réle similaire peut également étre envisagé pour la premiere structure

en tige-boucle mais n’est pas démontré a 1’heure actuelle.
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Figure 10 : Modéle de structure secondaire de ’ARN OxyS. Les trois structures en tige-boucle sont indiquées
A a C. Les régions de complémentarité a I’ARNm fhl/4 sont encadrées et les séquences dinucléotidiques AA sont
indiquées en caractéres blancs sur fond noir.

Comme précisé€ plus haut, la traduction de rpoS est sous la dépendance stricte de la
protéine Hfq. L’ARN OxyS inhibe I’expression de rpoS de fagon post-transcriptionnelle et
cette inhibition dépend de la protéine Hfq [172]. OxyS interagit avec la protéine Hfq in vivo et
in vitro suggérant qu’OxyS la séquestre et I’empéche de remplir son role activateur de la
traduction de rpoS. L’interaction OxyS-Hfq n’empéche cependant pas la reconnaissance de
I’ARNm rpoS par Hfq ce qui conduisit Storz et collaborateurs a émettre I’hypothése que le
complexe ternaire OxyS-Hfg-rpoS inactiverait la protéine Hfq [172]. La protéine Hfq fixe
préférentiellement des régions simple-brin riches en A [173]. De maniére intéressante, la
région connectrice d’OxyS contient cinq répétitions du dinucléotide AA (Figure 10) et leur
mutation en dinucléotide GG diminue la fonction inhibitrice d’OxyS [172]. Comme seuls des
ARN OxyS tronqués possédant cette région conservent la capacité d’inhiber la traduction de
rposS, il est proposé que la région de connexion confere la spécificité de 1’interaction OxyS-
Hfq [43]. Finalement, I’intérét de réprimer 1’expression de 7poS lors d’un stress oxydatif peut
paraitre obscur, sachant que c° est impliqué dans I’activation d’un grand nombre de génes de
défense contre ce type de stress. Une explication serait qu’OxyS étant exprimé quand le
facteur de transcription OxyR est activé, OxyS permettrait d’éliminer une activation inutile

des génes a la fois sous le contrdle d’OxyR et de o°.
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B. Réle central de DsrA dans le contréle de I’expression génétique

Le facteur de transcription H-NS controle I’expression de plus d’une trentaine de génes
chez E. coli (pour revue : [174]). L’action inhibitrice de DsrA sur H-NS a donc un effet
pléiotropique puisqu’en plus d’affecter positivement 1’expression de rpoS, elle module celle
de I’ensemble des cibles de H-NS. La recherche de complémentarité entre DsrA et d’autres
ARNm par une approche informatique a permis de caractériser d’autres cibles potentielles
pour DsrA [165]. Les ARNm des genes argR et ilvIH peuvent tout deux étre reconnus par
DsrA de fagon similaire a I’ARNm /Ans. Ils conservent effectivement la possibilité de former
une interaction bipartite avec DsrA a proximité des signaux de traduction. L’ARNm du gene
rbsD quant a lui posseéde une région de complémentarité a la premicre tige-boucle de DsrA.
ArgR code pour une protéine répresseur qui contrdle la synthése des pyrimidines, de
I’arginine et des polyamines chez E. coli [175]. IIvIH code pour une enzyme impliquée dans
le controle de la biosynthese de la valine, de la leucine et de 1’isoleucine [176]. De manicre
intéressante, H-NS active indirectement I’expression de i/vIH en réprimant la syntheése d’un
répresseur spécifique [177]. RbsD a une fonction inconnue mais est codé au sein d’un opéron
impliqué dans le transport du ribose [178]. Ainsi, le riborégulateur DsrA agit sur plusieurs
cascades d’événements en co-régulant 1’expression de ses geénes cibles négativement ou
positivement (Figure 7). Finalement, DsrA est conservé chez E. coli, S. typhimurium et
Klebsiella pneumoniae et adopte des structures secondaires semblables [49]. Sa structure doit
par conséquent étre cruciale pour son activité régulatrice et éventuellement pour sa stabilité.
Ceci reste néanmoins a prouver par des approches génétiques et biochimiques. DsrA joue
donc apparemment un réle dans des cascades spécifiques d’intégration de signaux divers dans

les organismes procaryotiques.

C. Plusieurs cibles pour OxyS

Le geéne fhlA code pour un activateur de transcription dont 1’expression est régulée
négativement par OxyS [171]. Ce contrdle se fait au niveau traductionnel par un mécanisme
distinct de I’inhibition de la traduction de rpoS [43]. Une recherche de complémentarité entre
OxyS et ’ARNm fhl4 a révélé que les boucles A et C d’OxyS contiennent chacune 7 nts
complémentaires a deux régions de ’ARNm dont I'une contient la séquence Shine et
Dalgarno. (Figure 10). L’implication de ces nucléotides et des positions complémentaires
dans fhi4 a ¢été confirmée par mutagencse dirigée et restauration par mutations
compensatoires [43,179]. La structure de I’hélice C est importante d’un point de vue

thermodynamique mais n’est pas importante d’un point de vue séquence. Un modele pour le
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mode de contréle OxyS-dépendant de fhlA4 suggere qu’OxyS intervient comme ARN antisens
et masque le site de fixation du ribosome de I’ARNm. En effet, il a été montré in vitro que
I’appariement OxyS-fhl4 inhibait la fixation des sous-unités ribosomiques 30S a ’ARNm
[43].

Tout comme I’ARN DsrA, OxyS régule I’expression de deux facteurs de transcription.
Ceci suggere qu’OxyS permet d’intégrer la réponse au stress oxydatif au sein d’autres réseaux
régulateurs. Il a ainsi un réle beaucoup plus global que celui d’un simple répresseur puisqu’il
agit indirectement sur I’ensemble des cibles de rpoS et de fhlA. OxyS contrdle I’expression de
ces deux genes cibles par des mécanismes distincts qui impliquent des régions différentes de
I’ARN. OxyS a probablement d’autres cibles directes que celles identifiées jusqu’a présent. I1
comporte par exemple une séquence de 11 nucléotides complémentaire a la région contenant
la séquence Shine et Dalgarno de I’ARNm exbB. ExbB code pour un facteur facilitant I’entrée
du fer dans les cellules [180]. Les ions Fe’" générent des radicaux hydroxyles hautement
réactifs, particulierement contre ’ADN. OxyS pourrait ainsi diminuer la concentration
intracellulaire en fer en réprimant la synthése de exbB lors d’un stress oxydatif, limitant les
Iésions de I’ADN. Ceci est en accord avec le réle antimutateur attribué¢ a OxyS lors d’un
stress oxydatif. Cette fonction régulatrice d’OxyS n’est que spéculative et I’interaction ARN-

ARN reste a confirmer dans ce cas.

D. Caractéristiques générales des ARN multirégulateurs

Les deux riborégulateurs multifonctionnels décrits dans ce chapitre intégrent différents
réseaux régulateurs dans une réponse physiologique précise. OxyS et DsrA interviennent
grace a des régions distinctes, par plusieurs mécanismes, sur des cibles variées. Tout deux
contrdlent 1’expression de rpoS de facon Hfg-dépendante, mais avec des effets antagonistes.
Ces deux ARN remplissent leurs fonctions soit partiellement (OxyS) soit entiérement (DsrA)
par des mécanismes antisens. Contrairement a la plupart des ARN antisens décrits plus loin
qui sont souvent codés a partir du méme locus que leur géne cible, DsrA et OxyS sont codés a
des loci distincts. La complémentarité avec leur ARN cible n’est donc que partielle. Ceci ne
restreint pas ces deux riborégulateurs a une cible unique et permet que différentes régions
puissent interagir avec des cibles différentes en augmentant la liberté évolutive des ARN
malgré leur courte taille. De plus, ils remplissent leur role d’antisens grace a de courtes
régions de complémentarité avec leur cible et ’interaction se fait via une reconnaissance
boucle-boucle ou boucle-région simple-brin. Ces caractéristiques rendent la reconnaissance

spécifique et optimale. Ces deux ARN ont également la propriété d’étre particulierement
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stables. Par conséquent, lors d’un stress, leur concentration est suffisante pour protéger les
cellules sur une durée plus longue.

Une caractéristique générale, et non des moindres, de ces ARN est qu’ils interviennent
au cceur de cascades d’intégration de signaux et que leurs cibles sont souvent des facteurs de
transcription. La synthése d’une seule courte molécule d’ARN a multiples domaines permet
d’avoir des effets pléiotropiques sur I’expression des génes d’un organisme, et ceci de facon
coordonnée. Il est peu probable que de tels ARN se limitent a OxyS et DsrA. Un autre
riborégulateur de cette catégorie sera décrit plus loin. Il s’agit de I’ARN-III de S. aureus
impliqué dans le contrdle de 1’expression des génes de virulence chez ce pathogéne. Dans ce
cas précis, I’ARN est plus grand (plus de 500 nts), suggérant qu’il posséde des domaines

fonctionnels plus nombreux interagissant avec un plus grand nombre de cibles.
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V. Les ARN antisens

A. Les ARN antisens eucaryotiques

Méme si de nombreux ARN antisens présentant une complémentarité a un ARN cible
ont été caractérisés chez les eucaryotes (résumés dans le tableau 3), leur intervention en tant
que régulateurs de I’expression d’un geéne n’a que rarement été prouvée. Ils ont été
caractérisés dans de nombreux organismes tels que chez les insectes, les amphibiens, les
amibes, les oiseaux et les mammiféres, dont ’homme. Certains d’entre eux sont conservés
entre différents organismes, ce qui suggere qu’ils remplissent des roles régulateurs essentiels.
Les modes d’action des ARN antisens chez les eucaryotes sont variés. Ils ont été postulés
comme agissant a toutes les étapes de 1’expression des genes et beaucoup sont supposés agir
dans le noyau. En général, et contrairement aux systémes bactériens, peu de données
expérimentales sont disponibles pour les mécanismes de controle au niveau transcriptionnel.
Plusieurs d’entre eux agissent par un mécanisme antisens classique, ou un ARN interagit avec
sa cible en modulant son expression. Au contraire, certains exemples ont été décrits ou ce
n’est pas le cas. Dans ces cas, ce sont la transcription ou la traduction de I’ARN antisens
elles-mémes qui modulent I’expression de son gene cible. Ne seront décrits ici que les
exemples dans lesquels un appariement ARN-ARN a été caractérisé comme étant la clé du
processus du contrdle. Dans ces derniers cas, les ARN antisens régulent I’expression de leur
gene cible au niveau post-transcriptionnel. Ils peuvent étre regroupés en deux groupes : ceux

régulant la traduction d’un ARNm et ceux régulant sa stabilité.
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ARN sens ARN Taille ORF Organisme Fonction ORF Niveau de Références
antisens  antisens sens Régulation
lin-14/ lin-4 22 nts - C. elegans Contrdle Traduction  [181,182]
lin-28 développement
larvaire
lin-41 let-7 21 nts - C. elegans Controéle Traduction ?  [41]
développement
larvaire
EB4-SV 1,8 kb - D. discoideum Formation des Stabilité [39]
préspores
bFGF gfg 1,5 kb + X laevis Facteur mitotique Désamination/ [183,184]
H. sapiens Dégradation
Rat
Hceb.12 Hca.12 475 nts - Bombyx mori Formation du Désamination/ [185]
chorion Dégradation
elF2 a Inr ND - H. sapiens Facteur de Transcription ? [186]
traduction
cp y34.5 1,2 kb + HSV-1 Réplication Transcription ? [187]
virale
al(l) > 10 kb - Poulet Structure Transcription ? [188]
Collagen cellulaire
c-erb4d a Rev-erb ND + Rat Réponse Epissage ? [189]
hormonale
mbp ND - M. musculus My¢élination Transport ?  [190]
p53 inRNA 1,3 kb - M. musculus Facteur de P.T. [191]
transcription ND
bzlfl ebna 2,5kb + EBV Transactivation P.T. [192]
virale ND
ICPO lat 1,4 kb + HSV-1 Réplication ND [193]
virale
Env ASO1 2,3 kb + HIV-1 Enveloppe virale ND [194]
Ddc 2,2 kb - D. melanogaster ~ Biogenése de la ND [195]
dopamine
micropia 1,0 kb - D. melanogaster Rétro - ND [196]
transposition
Hoxd-3 Dxhoh-3  1,5-238 + M. musculus Développement ND [197]
kb
c-myc Plusieurs  0,3-1kb - M. musculus Prolifération ND [198,199]
H. sapiens cellulaire
ear-7 ear-1 2,9 kb + H. sapiens Réponse ND [200]
hormonale
N-myc N-cym ND + H. sapiens Facteur de ND [201]
transcription
CD3 ¢gn/0 Octl > 12 kb + H. sapiens Réponse ND [202]
immunitaire
bcma ND + H. sapiens Réponse ND [203]
immunitaire
WTI WIT1 7-10 kb - H. sapiens Contro6le du ND [204]
développement
MCH AROM ND + H. sapiens Réponse ND [205]
hormonale
s rTS ND + H. sapiens Prolifération ND [206]
cellulaire
SC35 c-myb ND + H. sapiens Epissage ND [207]
Gn-RH SH ND + H. sapiens Réponse ND [208]
hormonale
bcl-2 bcl-2/IgH ND - H. sapiens Controle de ND [209]
I’apoptose

Tableau 3: ARN antisens caractérisés chez les organismes eucaryotes. La présence ou 1’absence d’une phase
ouverte de lecture (ORF) dans les antisens sont matérialisées respectivement par un + ou un -. Les organismes
dans lesquels ces ARN ont été identifiés sont indiqués, de méme que la fonction de I’ARN cible potentiel. Le
niveau de régulation de I’expression du géne cible est mentionné s’il est connu. P.T.: action post-
transcriptionnelle. Les systémes qui seront décrits ici sont indiqués en rouge. ND : Non déterminé.
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1. Régulation traductionnelle : [’exemple du controle du développement larvaire

chez C. elegans

Le développement larvaire de C. elegans compte 4 stades (L1 a L4). Un ensemble de
genes hétérochroniques est important pour spécifier la durée de chacun de ces stades et
contrdler le passage de I’un a I’autre. Des mutations dans ces génes peuvent générer soit une
apparition précoce des stades tardifs, soit une réitération des stades précoces du
développement. Parmi ces genes, /in-14 est important pour empécher un passage précoce du
stade L1 au stade L2 et /in-28 du stade L2 au stade L3. Le géne /in-29 est quant a lui requis
pour assurer la transition du dernier stade larvaire L4 au stade adulte. L’expression de ces

genes doit étre régulée de fagon fine afin d’assurer un développement correct a I’animal.

a. L’ARN Lin-4

Le gene hétérochronique /in-4 est un régulateur négatif de /in-/4. Une mutation dans
lin-4 a un phénotype semblable a celui observé pour une mutation de gain de fonction [gf]
dans /in-14, c’est-a-dire une réitération des stade larvaires précoces [210]. Les produits de /in-
4 sont deux courts ARN non traduits de 22 et 61 nts [211], le plus petit étant le régulateur
majeur. La maturation de ce dernier a partir de son précurseur nécessite les génes impliqués
dans ’ARNi [121]. L’abondance des ARN Lin-4 est régulée dans le temps, avec un début
d’expression en fin de stade L1, au moment ou la quantité de protéine LIN-14 commence a
décroitre. La régulation de I’expression de /in-14 se fait de maniére post-transcriptionnelle et
est dépendante de la région 3’-UTR de I’ARNm [212]. Celle-ci contient sept copies d’une
séquence de 14 a 19 nucléotides complémentaires a une portion de I’ARN Lin-4. Ceci
suggere que Lin-4 régule négativement 1’expression de /in-14 par la formation de plusieurs
complexes ARN-ARN dans la partie 3’-UTR de I’ARNm. Comme la quantité d’ARNm Lin-
14 ne varie pas de fagon significative au cours du développement, le contrdle doit se faire au
niveau post-transcriptionnel. La fixation de Lin-4 n’affecte pas la stabilit¢ de I’ARNm.
L’hypothese avancée est que les complexes Lin-4-Lin-14 empécheraient la polyadénylation et
ainsi la traduction de I’ARNm. De fagon alternative, les complexes pourraient interférer avec
la formation du complexe d’initiation de la traduction en empéchant I’interaction 5°/3” au sein
de ’ARNm.

Parmi les sept duplexes Lin-4-Lin-14, quatre présentent une cytosine non appariée
dans la structure de Lin-4 (Figure 11) [181]. Ces cytosines non appariées sont conservées
chez Caenorhabtidis briggsae, suggérant qu’elles ont une importance fonctionnelle. La

présence d’un seul duplexe présentant une cytosine en bulge dans la partie 3’-UTR d’un géne
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rapporteur est suffisante pour conférer un contrdle par Lin-4 in vivo. En revanche, la présence
de duplexes sans cytosine non appariée ou présentant une autre base a cette méme position ne
permet pas I’inhibition. Curieusement, Lin-4 se fixe avec une plus grande efficacité in vitro a
une séquence ou cette cytosine est appariée. Ceci suggere qu’un facteur protéique pourrait
intervenir in vivo pour reconnaitre et stabiliser les duplexes imparfaits par une reconnaissance
spécifique de la cytosine non appariée. L’intervention d’un tel facteur additionnel reste
néanmoins a prouver.

La région 3’ non traduite de ’ARNm du gene /in-28 contient elle aussi un site de
fixation potentiel de Lin-4 [182] (Figure 11). La déletion de ce site entraine une expression
de /in-28 a des stades plus tardifs et un phénotype de type [gf]. Une délétion du geéne lin-4
conduit aux mémes phénotypes. L’ARN Lin-4 a donc plus d’une cible dans C. elegans et
régule ’expression de /in-14 et de lin-28 par des mécanismes semblables. Les deux genes
présentent cependant des différences. En effet, la région 3’-UTR de I’ARNm Lin-28 est plus
courte que celle de Lin-14. Elle ne compte qu’un seul site de complémentarité¢ avec Lin-4,
contre sept pour Lin-14. Le duplexe Lin-4-Lin-28 potentiel ne génére pas de cytosine non
appariée (Figure 11). Il doit par conséquent y avoir des variations subtiles dans les modes de
régulation Lin-4-dépendants de lin-14 et de lin-28. Si un seul duplexe sans cytosine non
appariée est suffisant pour réguler /in-28, ce n’est pas le cas pour réguler /in-14. Une
hypothese serait que ces variations dans la structure des complexes permettent de contrdler
I’expression de ces deux geénes par des mécanismes distincts a différents stades du

développement embryonnaire, ceci avec une molécule d’ARN unique.

Complexe Lin-4/Lin-14""Bulged" Complexe Lin-4/Lin-14 '""Non Bulged"
Lin-14 AQAI]JI]JQ EAGG%U Lin-14 UUCUACCUCAG(;(;AAC
Lin-4 UGUGAGU UCC Lnb4<3A%?UGGAGUCCCUUG
A C
g § T. oG
AACU U

Complexe Lin-4/Lin-28

Lin-28 UUGCACUCTICAGGGA
Lin-4 AéUéUS%?AGUCCCU
AC
cu

Figure 11 : Modéles des interactions entre Lin-4 et les régions 3’-UTR des ARN Lin-14 et Lin-28. Dans le
complexe Lin-4-Lin-14 présentant une cytosine non appariée (complexe n°2/7) celle-ci est représentée en gras
et indiquée par une fleche. Le complexe Lin-4-Lin-14 avec la cytosine appariée est le complexe n°5 parmi les
sept potentiels.
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b. L’ARN let-7

Le gene let-7 a été identifi¢ par recherche de nouveaux geénes hétérochroniques chez
C. elegans [41]. Une mutation dans ce géne entraine un défaut dans la transition du dernier
stade larvaire L4 au stade adulte, avec une répétition du stade L4. Au contraire, une
surproduction de /et-7 conduit a une transition trop précoce, en fin de stade L3. Let-7 a par
conséquent été proposé comme étant I’interrupteur moléculaire nécessaire a la transition L4 --
> adulte. Le géne hétérochronique /in-29 est nécessaire a 1’établissement du stade adulte et
code pour un facteur de transcription a domaine « doigt de zinc » [213]. Dans une souche let-
7(-), la quantit¢ de protéine Lin-29 est sévérement diminuée [41]. let-7 est requis pour
I’activation de I’expression de /in-29 et son expression est régulée dans le temps. let-7, non
exprimé dans I’embryon et les stades larvaires L1 et L2, commence a étre exprimé au stade
L3 pour atteindre une expression maximale aux stades L4 et adulte. Ce profil d’expression
coincide avec celui de la protéine Lin-29.

Des expériences de northern-blot ont montré que le produit du géne let-7 est un petit
ARN non traduit de 21 nts, maturé a partir d’un précurseur [41] (Figure 12). Cette maturation
nécessite une endoribonucléase de C. elegans orthologue a la protéine Dicer de D.
melanogaster, impliquée dans le phénoméne d’ARNi [121]. Des séquences complémentaires
a let-7 ont été identifiées dans les régions 3°-UTR des ARNm Lin-14, Lin-28, Lin-41 et Lin-
42 [41]. Des mutations dans /in-41 et lin-42 sont épistatiques a celles observées dans let-7
[41,214], suggérant que let-7 régule négativement ces geénes. Cette régulation est directe et la
région 3’-UTR de lin-41 contenant deux séquences complémentaires a let-7 est suffisante
pour réguler ’expression d’un géne rapporteur dans le temps de fagon let-7 dépendante [41].
Comme Lin-29 est synthétisée de fagon précoce dans un mutant /in-41, il est proposé que Lin-
41 réprime I’expression de /in-29. La présence d’un domaine de reconnaissance a I’ARN de
type RBCC dans Lin-41 suggeére que la protéine pourrait inhiber la traduction de I’ARNm /in-
29. Un modéle d’action de let-7 serait qu’il puisse réguler négativement la traduction
d’ARNm cibles, dont ’ARNm [/in-41, de maniére similaire a Lin-4. Dans ce cas précis,
I’inhibition de 1’expression de [lin-41 permettrait la dérepression de celle de /in-29. La
transition entre le stade larvaire L4 et le stade adulte serait alors activée. Dans ce modele,
I’interaction entre let-7 et la région 3’-UTR de Lin-41 reste encore a étre démontrée. Le
mécanisme d’action de let-7 reste également inconnu. L’implication de I’enzyme Dicer dans
la maturation de let-7 laisse supposer que let-7 puisse moduler la stabilit¢ de ces ARNm
cibles par un mécanisme de type ARNi. L’ARN antisens de 21 nts s’hybriderait dans la région
3’-UTR des ARNm cibles et la structure double-brin formée serait un substrat des enzymes

impliqués dans I’ARNi. Il est donc envisageable que les facteurs impliqués dans I’ARNi
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puissent aussi intervenir dans le controle de 1’expression génétique par des ARN antisens
naturels dans les organismes eucaryotiques. Ceci reste néanmoins a montrer.

De maniére intéressante le geéne let-7 est conservé et I’ARN est exprimé chez les
vertébrés (dont I’homme), les ascidiens, les hémichordates, les mollusques, les annélides et
les arthropodes [215] (Figure 12). Il est néanmoins absent chez S. cerevisiae, E. coli et A.
thaliana. Le géne de C. briggsae a une séquence conservée et complémente une souche let-7(-
) de C. elegans, suggérant une fonction identique. Le geéne [in-41 posséde lui aussi des
orthologues chez les vertébrés et chez D. melanogaster [214]. De plus, tous ces génes
possédent des régions de complémentarité a let-7 dans leur région 3’-UTR. Il a été montré que
I’expression de let-7 chez D. melanogaster est également sujette a une régulation temporelle
[215]. Ces observations indiquent que la cascade de génes hétérochroniques pourrait tre
maintenue dans ces especes. let-7 pourrait avoir une fonction et un mode d’action conservés
dans tous ces organismes. Cela est surprenant dans la mesure ou dans tous ces organismes,
I’embryogenése est radicalement différente. L’implication des ARN de type let-7 dans le

développement de ces organismes devra étre testée.
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Figure 12 : Modéle de structure secondaire des ARN précurseurs de let-7 dans C. elegans, D. melanogaster
et H. sapiens. La région de 21 nts correspondant aux ARN let-7 matures dans les organismes indiqués est grisée
(d’apres [215]).
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2. Régulation de la stabilité d 'un ARNm

a. Contréle de la formation des préspores chez Dictyostelium discoideum

Le géne EB4-SV de Dictyostelium discoideum code pour une protéine associée avec la
membrane des préspores. Lors de I’étape d’agrégation du développement de D. discoideum,
I’ARNm EB4-SV s’accumule. En revanche, il ne peut pas étre détecté lors de la croissance
végétative ou dans 1’étape de pré-agrégation [216]. EB4-SV est transcrit de fagon constitutive,
ce qui suggere que son accumulation différentielle résulte d’un contréle post-transcriptionnel
de son expression.

Des expériences de northern-blot en utilisant différentes sondes sens ou antisens sur la
région EB4-SV ont révélé la présence de deux transcrits [39]. Un transcrit de 2,2 kb
correspond a I’ARNm EB4-SV tandis qu’un second de 1,8 kb correspond a un ARN antisens.
Ce dernier ne contient pas de phase ouverte de lecture. Il couvre les trois premiers exons de
I’ARNm ainsi que la région 5’-UTR et une partie de la séquence promotrice du géne. Les
deux transcrits s’accumulent de facon différentielle au cours du développement. L’ARN
antisens est détecté en cours de croissance végétative et lors de la pré-agrégation tandis qu’il
est indétectable lors de 1’étape d’agrégation. La synthése de I’ARN antisens est sous la
dépendance d’un contrdle transcriptionnel permettant d’intégrer différents signaux indiquant
I’état de différentiation de 1’organisme. Au contraire de ’ARNm, ’ARN antisens est
intrins€quement instable ce qui permet de moduler sa concentration de maniere précise lors
des différentes étapes du développement de D. discoideum. L’ ARN antisens déstabilise
spécifiquement I’ARNm grace a I’intervention d’une RNase spécifique des ARNdb [39]. La,
ou les, région(s) responsables de I’interaction entre I’ARN antisens et ’ARNm n’a (n’ont)
cependant pas encore été identifiée(s). Il est cependant fort probable que de maniére similaire
aux cas décrits pour les antisens procaryotiques (voir §V. C), des déterminants structuraux des
deux ARN soient impliqués spécifiquement dans cette reconnaissance. Il est également

envisageable que la dégradation de I’ARNm se fasse par un mécanisme de type ARNI.

b. Modification post-transcriptionnelle d’'un ARNm : I’exemple de bFGF

Le geéne hFGF code pour un facteur mitotique (basic Fibroblast Growth Factor)
extrémement conservé des batraciens a I’homme. Le locus bFGF code également pour ’ARN
antisens gfg de 1,5 kb, tout aussi conservé et contenant une phase ouverte de lecture
[183,184]. Les ARN sens et antisens se chevauchent sur une région d’environ 900 nts

recouvrant I’exon 3 de bFGF. Dans les oocytes de xénope, les ARN sens et antisens sont
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exprimés de facon constitutive jusqu’a la maturation. Lors de la fertilisation, les transcrits
bFGF sont rapidement dégradés [183] tandis que la quantité de transcrit gfg demeure
constante. Un séquengage de la région de complémentarité entre I’antisens et I’ARNm
indique une forte proportion (~ 50%) de désamination d’adénosines en inosines dans bFGF.
Cette modification est effectuée par une adénosine-désaminase (ADAR) présente dans le
noyau et libérée dans le cytoplasme lors de la maturation de I’oocyte [217]. L’antisens étant
vingt fois en exces par rapport a I’ARNm, la totalit¢ de ce dernier serait complexé et par
conséquent modifié¢ par I’ADAR. La présence d’inosines dans le complexe déstabiliserait ce
dernier ce qui rendrait ultérieurement ’ARNm susceptible a 1’attaque par la I-RNase,
spécifique des ARN contenant des inosines et caractérisée dans des extraits de cellules de
mammiferes [218].

Ce mode de régulation ne parait pas restreint au controle de I’expression du gene
bFGF chez les vertébrés et semble un mécanisme beaucoup plus général. En effet, il a
récemment ¢ét¢ montré que la désamination et la déstabilisation d’'un ARNm d’un
polyomavirus murin étaient dépendantes d’un ARN antisens viral [219]. De méme, un tel
mécanisme a également été proposé pour le controle de la formation du chorion chez Bombyx
mori [185].

3. Conclusions

Une fois encore, comme dans le cas des riborégulateurs agissant via un facteur
protéique ou des riborégulateurs multifonctionnels, les rares ARN antisens eucaryotiques bien
étudiés controlent des fonctions biologiques nécessitant une réponse cellulaire rapide. Dans
certains cas, le mécanisme de régulation est conservé pour controler une fonction essentielle,
a savoir le développement embryonnaire. Il est également intéressant de noter que 1’analyse
de ces systemes révele un role fonctionnel des facteurs impliqués dans I’ ARNi.

L’étude de systémes procaryotiques a montré que la structure des antisens jouait un
role déterminant dans I’appariement avec leur cible et que peu de facteurs protéiques sont
impliqués dans ces systemes de régulation (voir § V.B). Dans les cas d’antisens eucaryotiques
qui ont été décrits ici, trés peu d’informations structurales sont disponibles. Il est fort possible
que la structure de ces antisens soit aussi essentielle a leur activité et cet aspect devra étre
approfondi. Il est également envisageable que des facteurs protéiques intervenant en trans
puissent jouer un role essentiel dans la reconnaissance entre I’ARN antisens et sa cible et le
mécanisme de contréle chez les eucaryotes. L’ARN antisens agirait alors au cceur d’une
particule ribonucléoprotéique. Malgré 1’identification d’un grand nombre d’ARN antisens

eucaryotiques, peu d’entre eux ont été étudiés dans le détail. Des études fonctionnelles et
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structurales seront nécessaires pour la plupart des systémes énoncés dans le tableau 3 afin de
confirmer le réle régulateur des ARN antisens et d’augmenter notre compréhension des

mécanismes de contrdle de I’expression génétique chez ces organismes.

B. Les ARN antisens procaryotiques

Les ARN antisens procaryotiques ont ¢té les premiers caractérisés. Ils sont courts et
hautement structurés. Dans tous les systémes étudiés en détail, des structures bien définies des
ARN antisens et/ou de leur cibles sont essentielles pour leur assurer leur fonction (pour une
revue, [65]). Curieusement, la plupart des antisens procaryotiques ont des caractéristiques
structurales communes. Ils contiennent une ou plusieurs structures en tige-boucle requises
pour l’interaction ARN-ARN. Les tiges contiennent souvent des nucléotides non appariés
importants pour leur fonction et dans plusieurs cas les boucles partagent une séquence
optimisant I’interaction. En effet, I’étape de nucléation de I’appariement fait généralement
intervenir des paires de bases G=C. Cette étape initiale étant souvent la seule a étre réversible,
ces appariements plus stables déplacent 1’équilibre vers la formation du complexe. Ainsi, les
antisens procaryotiques étant impliqués dans le contrdle de fonctions biologiques nécessitant
un temps de réponse trés court, ces structures garantissent une interaction optimale et rapide
entre I’antisens et son ARN cible.

Parmi les ARN antisens procaryotiques peuvent étre distingués deux classes. Les ARN
antisens codés par le génome bactérien interviennent le plus souvent dans des mécanismes de
réponse des cellules aux conditions environnementales et sont tous synthétisés en trans par
rapport a leur gene cible. La complémentarité entre les deux ARN n’est donc que partielle. La
seconde classe d’ARN antisens correspond a ceux exprimés a partir des éléments génétiques
mobiles (plasmides, bactériophages et transposons). Dans ces systemes, ils controlent des
fonctions vitales pour 1’élément extra-chromosomique et sont synthétisés en cis par rapport a
leur géne cible. La complémentarité entre les deux ARN est alors totale. Dans ce paragraphe,
des exemples caractéristiques de ces deux classes seront décrits. Un des objets de cette thése
étant I’¢tude d’'un ARN antisens plasmidique, cette sous-classe d’ARN antisens sera décrite
en détail dans le § VI.
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1. Les ARN antisens procaryotiques chromosomiques

Deux ARN multifonctionnels et agissant en partie comme ARN antisens chez E. coli
ont déja été¢ décrits au § IV.A. Il s’agit des ARN DsrA et OxyS codés par des genes
chromosomiques. Parallelement a ces deux ARN agissant de fagon pléiotropique et ceci sur
plusieurs cibles, de nombreux autres ARN ont été caractérisés chez les bactéries et agissent
exclusivement comme ARN antisens. Tout comme DsrA et OxyS, ils contrdlent 1’expression
de genes cibles en réponse a des signaux extracellulaires. Les exemples connus sont

répertoriés dans le tableau 4.

Organisme ARN ARN cible Taille de Fonction Mode de Référence
antisens I’antisens régulée controle
(nts)
E. coli OxyS rpoS & fhiA 109 réponse au Séquestration [43,172]
stress oxydatif de Hfq &
Inhibition de la
traduction
E. coli DsrA rpoS & hns 87 réponse aux activation & [166]
stress inhibition de la
traduction
E. coli MicF OmpF 97 réponse aux  Inhibition de la [220,221]
stress traduction et
dégradation
de ’ARNm
E. coli DicF fisZ 53 Division Inhibition de la [222]
cellulaire traduction
V. anguillarum ARNa fatA & fatB 650 Internalisation ~ Dégradation de [223,224]
du Fer I’ARNm
E. coli Sof gef Lyse cellulaire  Inhibition de la [225]
traduction
S. aureus ARN-III hla 517 Virulence Activation de la [50]
traduction
B. subtilis ARNt ARNm des 73 synthése des  Antiterminaison [226]
aa-ARNt aaRS dela
synthétases transcription
Clostridium p3 glnA Synthése de la ND [227]
acetobutylicum glutamine
synthétase

Tableau 4 : ARN antisens codés par des loci chromosomiques bactériens. ND : mode d’action non déterminé.
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a. Le contrdle du transport du Fer chez Vibrio anguillarum

Les souches les plus virulentes du pathogéne Vibrio anguillarum, dont les hotes sont les
poissons, possedent un systeme hautement efficace d’internalisation du Fer codé par un
plasmide. Le plasmide pJM1 code pour les génes fatA, fatB, fatC et fatD impliqués dans le
transport du Fer vers I’intérieur de la cellule [228]. FatA est un récepteur de complexes
ferriques et FatB, FatC et FatD sont des protéines transmembranaires dont les deux dernicres
possédent un large domaine cytoplasmique. Les ions ferriques Fe®* étant impliqués dans la
formation de radicaux libres, ils sont dangereux pour la cellule. Leur internalisation doit par
conséquent étre controlée de manicre rigoureuse. Elle est régulée négativement par des
facteurs codés par le chromosome mais aussi par le plasmide pJM1. La protéine Fur codée par
un gene chromosomique inhibe la transcription du locus fatDCBA [229] et un ARN antisens
(ARNa), codé par le plasmide pJM1, réprime I’expression des génes fatA et fatB au niveau
post-transcriptionnel [224]. L’ARNa est distingué des ARN antisens plasmidiques qui seront
décrits plus loin et qui contrélent une fonction nécessaire au maintien du plasmide au sein des
cellules (voir § VI) ; en effet, I’ARNa controle une fonction cellulaire. L’ARNa compte 650
nucléotides et est exprimé a partir de la région fatB, en orientation opposée au transcrit
polycistronique fatDCBA. La transcription de cet ARN est induite a haute concentration en
Fer et nécessite la protéine Fur [228]. A haute concentration en Fer, la concentration de
I’ARNa augmente et les ARN fatB [224] et fatA [223] sont déstabilisés de fagon
concomitante. Des évidences indirectes suggerent une interaction steechiométrique entre
I’ARNa et ’ARNm fatB [224]. Méme si I’ARNa est complémentaire & I’ARNm fatB, le
complexe ARN-ARN n’a jamais été caractérisé, ni in vitro, ni in vivo. 1l serait par conséquent
intéressant de caractériser 1’interaction entre I’ARNa et les transcrit fatDCBA ou fatB et les
structures impliquées dans cette reconnaissance. Il est fort probable que I’interaction ARN-
ARN soit optimale pour que la répression de I’expression des transporteurs des complexes
ferriques soit rapide a haute concentration extracellulaire en Fer. C’est probablement pour
cette derniere raison que les cellules utilisent un double contréle, transcriptionnel et post-
transcriptionnel, de 1’expression du locus fatDCBA. Finalement, un paralléle peut étre fait
entre I’intervention d’'un ARN dans ce mécanisme de protection contre la formation de
radicaux libres et I’intervention d’OxyS dans la protection des cellules contre les stress

oxydatifs.
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b. Contréle de I’expression de la porine OmpF chez Escherichia coli

La porine OmpF est présente dans la membrane externe chez E. coli et est une des
porines majeures. Son expression est controlée en réponse a des changements de température
[221], de pression osmotique [230] et suite a un stress oxydatif [231]. Le controle de
I’expression d’OmpF est effectuée au niveau post-transcriptionnel par I’ARN antisens MicF
(Figure 13).

O OmpF MicF
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Figure 13 : Séquences et structures de la région 5’-UTR d’OmpkF, de I’ARN antisens MicF et du complexe
ARN-ARN formé. Les régions complémentaires entre les deux ARN sont dessinées en rouge. La séquence Shine
et Dalgarno est hachurée dans la région 5’-UTR de I’ARN OmpF. Le codon AUG initiateur de la traduction est
indiqué par une boite noire. Dans le complexe formé, ces mémes séquences sont représentées en caractéres
blancs sur fond noir et encadrées, respectivement (d’aprées [220]).

MicF (94 nts) inhibe la traduction de ’ARNm OmpF [220] et favorise sa dégradation

[221]. MicF est nécessaire pour cette régulation négative mais n’est pas suffisant. En effet, un
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facteur protéique fixe MicF et intervient dans le controle de 1’expression d’ompF, mais par un
mécanisme inconnu [45,221]. L’interaction entre MicF et sa séquence cible dans la partie 5°-
UTR de ’ARNm OmpF a été caractérisée [45]. L’ARN MicF étant synthétisé a partir d’un
locus différent, sa complémentarité avec OmpF n’est que partielle. Des études de cartographie
en solution ont permis de déterminer les régions des deux ARN impliquées dans la formation
du complexe [220]. Ce dernier implique les 33 premiers résidus de MicF et les nucléotides 95
a 120 de PARNm OmpF (Figure 13). Le complexe MicF-OmpF séquestre la séquence Shine
et Dalgarno et le codon initiateur de I’ARNm, réprimant ainsi la traduction d’OmpF. Le mode
d’action de la protéine fixant MicF n’est pas connu. On peut toutefois envisager qu’elle
stimule la reconnaissance entre les deux partenaires ou qu’elle augmente la stabilit¢ du
complexe.

Le géne micF est hautement conservé chez plusieurs bactéries Gram-négatives [232].
Ceci souligne le role fondamental de ’ARN MicF comme régulateur. Par ailleurs,
I’observation récente que 1’expression de micF est sous le contrdle du facteur global de
régulation H-NS décrit au § IV.A.3 supporte 1’idée que MicF est requis pour la réponse des

cellules a divers stress [233].

c. Controdle de la division cellulaire chez Escherichia coli

La protéine FtsZ est nécessaire a la division cellulaire chez E. coli et semble étre
impliquée dans le couplage entre la séparation des nucléoides et la division cellulaire [234].
Son expression est sous la dépendance des produits des geénes dicB et dicF, tout deux codés
par un méme prophage défectif [235], et du facteur de transcription alternatif o° [236]. Alors
que dicB code pour un inhibiteur protéique de la division cellulaire modulant I’activité de
FtsZ, dicF code pour un court ARN de 53 nts de long (Figure 14A) [235,237], maturé a partir
d’un précurseur, dépourvu de phase codante et particulicrement stable (Figure 14A). L’ARN
DicF agit négativement comme ARN antisens sur I’expression du geéne fisZ [222]. DicF
bloque la division cellulaire en empéchant la traduction de I’ARNm de fisZ, ceci
indépendamment de DicB. Les deux ARN ne sont pas strictement complémentaires mais une
comparaison de séquences suggere une interaction entre la séquence Shine et Dalgarno de
I’ARNm et DicF (Figure 14B, [222]). Celle-ci n’a pas été confirmée expérimentalement, mais
la conservation de I’appariement potentiel dans différentes espeéces eubactériennes suggere

qu’elle soit une réalité biologique [238].
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Figure 14 : Modéles de structures secondaires de I’ARN DicF (A) et du complexe DicF-fstZ (B). Seule une
région de la 5’-UTR de I’ARNm f#sZ contenant le site de reconnaissance a DicF est représentée. La séquence de
DicF complémentaire a la séquence Shine et Dalgarno de fisZ est représentée en rouge. La séquence SD de fisZ
et le codon AUG initiateur de la traduction sont représentés en caractéres blancs sur fond noir.

Il est intéressant de noter que les positions de I’ARN antisens DicF impliqués dans
I’interaction avec la séquence Shine et Dalgarno de ’ARNm sont exposés dans la boucle
apicale du motif en tige-boucle (Figure 14A). L’initiation de I’interaction pourrait se faire via
une reconnaissance boucle-région simple-brin, comme cela a ét¢ montré dans de nombreux
autres systemes (§ V.B et VI). L’implication de cette s€équence dans les contacts initiaux

pourrait favoriser I’interaction et optimiser la répression de la traduction de fisZ.
2. Les ARN antisens codeés par les élements génétiques accessoires
Les ARN antisens régulant diverses fonctions des éléments accessoires procaryotiques

furent les premiers identifiés et a I’heure actuelle les mieux étudiés. Leurs caractéristiques ont

d’ailleurs souvent servi a la conception de molécules antisens artificielles.
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a. La régulation de la transposition de I’é1ément /S70

L’exemple de la régulation de la transposition de I’élément IS10 est un des exemples
qui démontre I’importance de la structure de I’ARN antisens pour sa fonction. Il présente des
caractéristiques réminiscentes a de nombreux ARN antisens, leur garantissant leur efficacité

d’interaction avec leur ARN cible.

ARN-IN
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Figure 15 : Organisation génétique du
locus tnp du iransposon 1510. Le géne tnp
est représenté avec les promoteurs sens (Ppy)
et antisens (Pgyr). Dans la région 5'-UTR de
I'ARNm tp (ARN-IN), la séquence Shine et
et ARN-OUT Dalgarno et le codon AUG initiateur de mp
sont représentés en caracteres blancs sur fond
noir. Le modele de structure secondaire de
I'ARN antisens ARN-OUT est d'apres [Jain,
Al 1995 #200]. Les séquences complémentaires
entre les deux ARN sont indiquées en rouge.
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Deux transcrits majeurs sont exprimés a partir de 1’élément transposable IS10 chez E.
coli (Figure 15). Le premier est ’ARNm tnp ou ARN-IN, produit a partir du promoteur faible
PN, codant pour la transposase. Le second est ’ARN-OUT de 69 nts, produit a partir du
promoteur fort Poyr et en orientation inverse du précédent. Les deux transcrits se chevauchent
sur une distance de 35 nucléotides englobant le site de fixation du ribosome de I’ARNm
ARN-IN dans la partie 5’ terminale de ce dernier (Figure 15A, [239]). Une transposition non
contrdlée entrainerait des dommages au sein du génome de 1’organisme hote. C’est pourquoi
la transposition est inhibée lorsque plus d’une copie du transposon est présente par cellule
[240]. Ce controle est effectu¢ d’une part par méthylation de I’ADN [241] et d’autre part
majoritairement par l’action de I’ARN antisens ARN-OUT [240]. Cet ARN réprime

I’expression de la transposase au niveau post-transcriptionnel en s’appariant a la région 5° de
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I’ARN-IN sur toute la région de complémentarité entre les deux ARN [242]. Cette interaction
empéche la fixation du ribosome in vitro et inhibe la traduction in vivo [243]. Par ailleurs, la
formation du complexe ARN-IN-ARN-OUT crée un site de coupure par la RNase III in vivo
[244], méme si celle-ci ne contribue pas significativement au controle.

Le contrdle efficace in vivo est directement corrélé a la vitesse d’association des deux
molécules in vitro [242,245]. Le processus d’appariement se fait en deux étapes. L’interaction
est initiée par un petit nombre de nucléotides de la boucle de ’ARN-OUT et les nucléotides
5’ terminaux de I’ARN-IN, formant trois paires de bases G=C (Figure 16). Cette interaction
se propage ensuite dans la direction 3’ de ’ARN-IN et 5° de I’ARN-OUT afin de former un
duplexe étendu. L’efficacité du systeme repose sur la structure de I’ARN antisens. La
progression de I’interaction nécessite une fusion de la tige de ’ARN-OUT. Cette étape
requiert des nucléotides non appariés dans I’hélice [245]. Ils pourraient servir d’éléments
déstabilisateurs et faciliteraient la formation d’une hélice intermoléculaire réguliére aux
dépens des appariements intramoléculaires imparfaits. Finalement, une répression optimale de
I’expression de la transposase nécessite que I’ARN antisens soit particuliérement stable. Cette
stabilit¢ de I’ARN-OUT (t;, = 60 min) résulte de la présence de nucléotides non appariés
dans I’hélice qui le protégent contre ’attaque par la RNase III [246]. La stabilité intrinseque

de la partie inférieure de la tige inhibe aussi ’attaque par des exoribonucléases 3°--> 5°.
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Figure 16 : Modéle du mécanisme d’appariement entre les ARN ARN-IN et ARN-OUT (d’apres [242]) (Voir
le texte pour le détail).
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b. Les ARN antisens chez les bactériophages

Le tableau 5 répertorie tous les ARN antisens qui ont été caractérisés chez les

bactériophages.
Bactériophage Organisme hote ~ ARN ARN  Taillede Fonction régulée  Mode de contrdle Référence
antisens  cible  ’antisens
(nts)
P1/P7 E. coli C4 ant 77 synthése de Terminaison de la [247]
I’antirépresseur transcription
inhibée
P1 E. coli P53as kilA 180 inhibition d’un Traduction ? [248]
géne nécessaire a
la réplication
lytique
P4 E. coli C4 Cl 69 Controle de la Terminaison de la [249]
surinfection par transcription
un autre prophage
P22 Salmonella Sas sieb/ 105 Controle de la Inhibition de la [250]
typhimurium esc surinfection par Traduction
un autre prophage
P22 Salmonella Sar ant 68 synthése de Inhibition de la [251]
typhimurium I’antirépresseur traduction
inhibée Dégradation de la
cible
oH Halobacterium Tant T1 201 Inhibition de la Dégradation de la [38]
salinarium phase lytique cible
A E. coli Oop Cy 77 Inhibition de la Dégradation de la [54]

phase lytique cible

Tableau S : ARN antisens caractérisés chez les bactériophages.

Tous les ARN antisens caractérisés chez les bactériophages contrélent leur passage de
la phase lytique a la phase lysogéne dans les cellules hotes. Ce controle s’effectue néanmoins
de diverses manicres et principalement au niveau post-transcriptionnel. Cette observation est
en accord avec la nécessité¢ d’une inhibition rapide du géne impliqué dans I’entrée en phase
lytique. Ceci implique une fois de plus que ces ARN antisens doivent agir dans un intervalle
de temps trés court. Une fuite dans le mécanisme de régulation entrainerait la mort de la
cellule hote sans que le bactériophage n’aie eu le temps de se répliquer.

La plupart de ces ARN antisens (Tableau 5) sont synthétisés a partir du méme locus
que leur ARN cible, en orientation inverse, a I’exception de I’ARN C4 régulant la synthése de
I’antirépresseur ant chez les bactériophages P1 et P7 [247]. Pour les ARN antisens synthétisés
en cis, les régions de complémentarité avec leur cible ont clairement ét¢ définies dans tous les
cas. Cependant, dans un seul de ces systémes (Sar/ant du bactériophage P22) les structures

des deux ARN importantes pour [’efficacit¢é du controle ont ¢€té caractérisées. La
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reconnaissance initiale Sar/ant implique aussi une interaction boucle-boucle. Celle-ci étant
instable, elle doit étre rapidement stabilisée [251]. Finalement, dans le cas du systéme P1/P7,
un nouveau mode de synthése de I’ARN antisens a été caractérisé. L’ARN antisens C4 est
transcrit a partir du méme promoteur que son ARNm cible [252] et maturé a partir d’un
précurseur polycistronique [253]. La traduction d’ant est couplée a celle de la courte phase
ouverte de lecture orfX. Deux régions de I’antisens C4 sont complémentaires au transcrit
orfx-ant sur des longueurs de 7 et 8 nts, respectivement. La derniére de ces régions peut
s’apparier a la région Shine et Dalgarno de I’ARNm orfx, inhibant sa traduction. L.’absence de
protection par les ribosomes induit un changement de conformation du transcrit qui adopte
une topologie contenant un terminateur de transcription p-indépendant [247]. La transcription

d’ant est donc inhibée indirectement via I’inhibition de la traduction d’orfx.
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VI. Cas particuliers des controles de fonctions plasmidiques

Les plasmides bactériens présentent un terrain d’étude fabuleux des ARN antisens.
Ces derniers sont extrémement efficaces, la vitesse de formation des complexes avec leurs
cibles étant optimale (= 10° M™.s™) et dépendante de leur structure. Ils régulent une grande
variété de fonctions vitales pour les plasmides (Tableau 6). Par ailleurs, le mode de régulation
antisens-dépendant d’une fonction donnée peut différer entre deux plasmides. Encore une
fois, ces points mettent en avant la grande versatilité des molécules d’ARN pour la régulation

de I’expression des genes.

Taille de
Plasmide ARN  ARN cible [P’antisens Fonction Mode de controle Référence
antisens (nts) controlée
R1 (IncFII) CopA ARNm 91 Réplication Inhibition de la [254]
repA plasmidique traduction/dégradation
Collb-P9 Inc ARNm 67 Réplication  Inhibition de la traduction [255]
(Incla) et repZ plasmidique et de la formation d’une
dérivés structure activatrice
ColEl1 et ARN-I ARN-II 108 Réplication  Inhibition de la maturation [256]
dérivés plasmidique de I’amorce
pT181/pIP501  ARN-I ARNm 83 Réplication Atténuation [57,257,258]
/pPAMPB1 repC plasmidique transcriptionnelle
ColE2 ARN-I  ARNm rep 115 Réplication  Inhibition de la traduction [259]
plasmidique
pLS1 et ARN-II ARNm 50 Réplication  Inhibition de la traduction [260]
dérivés cop-rep plasmidique
R1162 Ct ARNm repl 75 Réplication  Inhibition de la traduction [261]
plasmidique
R1 (IncFII) Sok ARNm 64 Lyse Inhibition de la [262]
mok/hok Cellulaire traduction/dégradation
R1 (IncFIl) et  FinP  ARNm traJ 79 Conjugaison Inhibition de la [263]

groupe IncFI

traduction/dégradation

Tableau 6 : ARN antisens plasmidiques bactériens. Seuls les systémes les mieux étudiés sont indiqués dans
chaque groupe. Les groupes d’incompatibilité (si connus) auxquels les plasmides appartiennent sont indiqués

entre parentheses.
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A. Biologie des plasmides bactériens

Les plasmides sont des entités génétiques extrachromosomiques avec un nombre de
copies par cellule qui leur est propre. Ils ont été caractérisés chez les archaebactéries, les
eubactéries et chez les eucaryotes (pour une revue, [264]). Les plasmides bactériens conferent
généralement des avantages phénotypiques a I’hdte, notamment de nombreuses résistances
envers des antibiotiques. Leur étude présente pour cette raison un intérét médical puisqu’ils
sont responsables de nombreuses surinfections en milieu hospitalier. Leur utilisation courante
en laboratoire présente quant a elle de nombreux intéréts biotechnologiques.

Si les plasmides apportent de nombreux bénéfices a la bactérie hote, la présence de
nombreux exemplaires dans une cellule constitue néanmoins une charge métabolique. La
réplication plasmidique doit par conséquent tre controlée de maniére a maintenir un équilibre
entre colt énergétique et avantage phénotypique. Ce contrdle permet de limiter la réplication
plasmidique a un événement par génération cellulaire. Parallélement, la plupart des plasmides
ont également développé des mécanismes pour contrdler leur répartition équitable dans les
cellules filles lors de la division cellulaire. Enfin, la troisiéme fonction essentielle au maintien
d’un plasmide au sein d’un population bactérienne est le transfert conjugatif. Tout comme la
réplication et la ségrégation, celui-ci doit étre contr6lé de facon précise pour ne pas tuer
I’organisme hote.

Réplication, ségrégation et transfert conjugatif sont les trois fonctions les plus
essentielles au maintien stable d’un plasmide dans une population bactérienne. De manicre
surprenante, elles sont toutes trois controlées par des ARN antisens dans la plupart des
systémes plasmidiques caractérisés. La maniere dont le contrdle s’effectue varie cependant
d’un cas a I’autre. Dans cette partie, nous décrirons les différentes maniéres de controler ces

trois fonctions a 1’aide d’un ARN antisens.

B. Controle du transfert conjugatif

La conjugaison bactérienne est permise par des plasmides qui codent pour toutes les
fonctions nécessaires au transfert d’ADN d’une cellule a une autre. Le systéeme de transfert
conjugatif le plus étudié est celui des plasmides de type F. Parmi eux, le plasmide R1
appartient au groupe d’incompatibilité IncFII. Le transfert conjugatif de ces plasmides
nécessite la synthése de pili sexuels a la surface de la cellule donneuse qui lui permettent de
contacter la cellule receveuse [265]. La trentaine de génes nécessaires a la formation des pili
et au controle du transfert sont codés par 1’opéron tra présent sur les plasmides de type F, et

long de 33 kb. La transcription de ’opéron tra est contrélée positivement par ’activateur
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transcriptionnel TraJ [266]. La syntheése de TraJ est elle méme régulée négativement par le
systtme FinOP (pour Fertility Inhibition) dans lequel FinP est un ARN antisens de 79 nts
(Figure 17A) [263] et FinO est une protéine de 22 kDa [267]. FinO est FinP agissent de
concert pour réguler la fertilit¢ plasmidique et sont nécessaires au controle [267]. FinP est
synthétisé a partir du méme locus que le gene #raJ, mais en orientation inverse. FinP est par
conséquent complémentaire a la partie 5’-UTR de ’ARNm #raJ, englobant le site de fixation
du ribosome et les deux premiers codons [263] (Figure 17B). FinP controle négativement
I’expression de traJ a trois niveaux. Dans un premier temps, la transcription constitutive de
FinP inhibe la transcription convergente de traJ [268]. L’essentiel du contrdle se fait
cependant au niveau post-transcriptionnel. FinP interagit avec I’ARNm traJ in vitro [269] et
inhibe sa traduction in vivo [268]. Enfin, le complexe FinP-#raJ est rapidement dégradé par la
RNase III in vivo [53].
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Figure 17 : Modéles de structures secondaires de ’ARN antisens FinP et de la région complémentaire dans
la partie 5°-UTR de ’ARNm traJ. Les tiges boucles I et II sont indiquées dans les deux cas. Le site de fixation
du ribosome (RBS) et le codon AUG initiateur de la traduction sont représentés en grisé.

L’efficacité de I’interaction FinP-traJ repose sur la structure des deux ARN [269].

Tout deux contiennent deux motifs en tiges-boucles (Figure 17), conservées entre différents
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plasmides et essentielles a une interaction efficace in vitro et au controle optimal in vivo
[263,270]. La séquence Shine et Dalgarno de fraJ est partiellement contenue dans la boucle I
(Figure 17B). Deux indications vont dans le sens qu’une interaction entre les boucles II des
deux ARN est I’étape initiale et limitante de la formation du complexe. En effet, les mutations
qui dérépriment le plus sévérement le taux de conjugaison du plasmide R1 sont toutes
localisées dans la boucle II de FinP [263,270]. Il a également été montré que les séquences
des ARN FinP sont trés conservées entre différents alléles plasmidiques mais qu’elles
divergent au niveau de la boucle II. Cette observation suggére que cette région est responsable
de la spécificité d’interaction entre I’ARN antisens et sa cible. Il ne peut donc pas y avoir
d’interactions croisées entre les ARN de plasmides différents. Ce mode d’interaction de type
boucle-boucle apparait comme une caractéristique redondante de nombreux systémes
antisens.

Une particularité du controle de I’expression de traJ par I’ARN antisens FinP est
I’intervention d’une protéine pour I’efficacit¢ du systeme [267]. La protéine FinO n’est pas
spécifique du plasmide et protége FinP contre I’attaque par la RNase E in vivo [53,271]. La
concentration d’ARN antisens présent dans les cellules est donc élevée, garantissant une forte
répression de la conjugaison. De plus, FinO reconnait les secondes tiges-boucles de FinP et de
traJ indépendamment de leur séquence et augmente la vitesse de 1’interaction ARN-ARN de
cinq fois in vitro [44]. Les régions requises pour la reconnaissance des deux ARN par FinO
ont été caractérisées et résident dans les hélices II [270]. De méme maniére, les régions de la
protéine impliquées dans la reconnaissance ont également été caractérisées [272], mais le

mécanisme par lequel FinO facilite I’interaction demeure spéculatif.

C. Controle de la ségrégation plasmidique

Pour qu’un plasmide soit maintenu de fagon stable dans une population bactérienne en
absence de pression de sélection, chaque cellule fille doit en recevoir au moins une copie lors
de la division cellulaire. Pour les plasmides a haut nombre de copies (> vingt copies par
cellules) chaque cellule fille hérite statistiquement d’au moins un exemplaire du plasmide. En
revanche, pour les plasmides a faible nombre de copies (< cinq copies par cellules) la
ségrégation doit étre controlée activement. Ceux-ci ont développé différents mécanismes pour
assurer ce contréle (pour une revue, [273]). Le contrdle de la ségrégation se fait grace a une
« mémoire » du plasmide puisque seules les cellules filles n’héritant pas du plasmide sont
détruites. Dans ce but, les plasmides synthétisent un ARNm extrémement stable (la mémoire)
codant pour une toxine, ainsi qu’un ARN antisens antidote beaucoup plus labile. Les cellules

contenant un plasmide survivent grace a I’expression des deux génes. En revanche, dans les
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cellules qui en sont dépourvues I’antisens est rapidement dégradé tandis que ’ARNm est
encore présent. Le systeme /hok/Sok caractérisé chez le plasmide R1 est trés représentatif de
ces mécanismes de controle de la ségrégation plasmidique. La toxine Hok est une porine
déstabilisant la membrane cellulaire et est synthétisée a partir de I’ARNm hok [274]. L’ARN
antisens Sok représente quant a lui ’antidote [Thisted, 1994 #229]. hok et Sok sont

synthétisés a partir du méme locus génétique sur R1 mais en orientation inverse (Figure 18A).
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Figure 18 : Le locus génétique hok/Sok et modeéles des structures secondaires des deux ARN. (A) Organisation
génétique du locus hok/Sok. Le géne hok et le géne chevauchant mok sont indiqués, ainsi que le sens de la
transcription. L’ ARN antisens Sok est indiqué en dessous. (B) modéle de structure secondaire de I’ARN antisens
Sok. Les nucléotides de Sok et ok, impliqués dans I’interaction initiale, sont soulignés. (C) modele de structure
secondaire de I’ARNm Aok maturé. La région de complémentarité avec Sok est indiquée en rouge. La séquence

Shine et Dalgarno et le codon initiateur de la traduction de mok sont indiqués sur fonds grisés et ceux de hok par
des boites noires.

Afin de ne pas tuer les cellules contenant le plasmide, la traduction de I’ARNm
« mémoire » hok doit étre contrdlée de manicre trés fine. En cours de transcription, ’ARNm
hok passe par une succession d’intermédiaires de repliement qui bloquent ’acces des
ribosomes [275,276]. Cette forme de hok ne peut également pas étre reconnue par I’ARN

antisens Sok. C’est une maturation exonucléolytique par son extrémité 3’ qui permet un
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changement conformationnel. Suivant le cas (plasmide présent ou non), cette maturation
active soit la traduction, soit la reconnaissance par I’ARN antisens Sok [277]

Sok comporte 64 nts et est entiérement complémentaire a la région 5’-UTR de hok. 11
est rapidement dégradé a I’intérieur des cellules avec un temps de demi-vie de 1’ordre de 30
secondes [278]. La traduction de hok nécessite celle du peptide activateur mok par couplage
traductionnel (Figures 18A & C) [279]. Sok interagit avec sa séquence complémentaire en
amont de mok et inhibe directement sa traduction. L’inhibition de la traduction de hok par Sok
se fait donc indirectement via 1’inhibition de la traduction de mok. Finalement le complexe
Sok-hok est rapidement clivé par la RNase III in vivo [52]. Comme dans d’autres systémes, ce
controle négatif est particulierement efficace car il intervient de fagon post-transcriptionnelle,
d’une part par inhibition de la traduction et d’autre part par dégradation de I’ARN messager.

Pour la survie des cellules, ’interaction Sok-hok doit étre optimale. A nouveau,
I’efficacité de I’interaction ARN-ARN repose sur la structure des deux molécules. Dans
I’ARNm hok, le site de fixation a 1’antisens est présenté dans une structure en tige-boucle
(Figure 18C). Parmi les sept nucléotides de la boucle, six sont complémentaires aux premiers
nucléotides en 5’ de Sok se trouvant eux dans la région non structurée. L’appariement entre la
boucle de hok et la région 5° de Sok est I’étape limitante de la formation du complexe [280].
Le motif 5’-YUNR-3" de la boucle de hok adopte une structure particuliere de type U-turn
[66] nécessaire a une interaction hok-Sok optimale in vitro [66]. Par ailleurs, des nucléotides
non appariés dans la tige de reconnaissance de I’antisens de ok sont nécessaires pour garantir
une interaction optimale in vitro et un contrdle efficace in vivo [276]. Cette caractéristique est
également redondante parmi les ARN antisens procaryotiques. Ainsi, ces déterminants
structuraux permettent a kok et Sok d’interagir avec une constante de vitesse de 2x10° M™.s™
[66]. Cet ordre de grandeur est caractéristique des systémes naturels les plus efficaces
puisqu’aucun couple antisens-cible n’interagit avec une constante de vitesse supérieure.

Des systemes homologues ont été caractérisés dans de nombreux plasmides, y compris
chez les bactéries Gram positives [281], ainsi que dans le chromosome d’E. coli (pour une
revue, [262]). La présence de ces copies chromosomiques n’est a I’heure actuelle pas

expliquée.
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D. Mécanismes de controéle de la réplication plasmidique

La réplication plasmidique doit étre régulée de manicre a ne pas détourner la machinerie de
réplication de 1’hote. Les plasmides bactériens ont donc développé différents mécanismes qui
impliquent généralement un ARN antisens. Ces derniers ont tous deux propriétés
fondamentales. Ils sont synthétisés de maniére constitutive a partir d’un promoteur
plasmidique fort et sont hautement instables a I’intérieur des cellules (t;» < 1 minute), avec

une seule exception (voir plus bas au § VI.D.2).
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Figure 19 : Principe de dilution de Pritchard. (A) Une bactérie en court de croissance est représentée. Les
plasmides bactériens sont représentés par des cercles bleus et I’inhibiteur de la réplication plasmidique par une

étoile rouge. (B) et (C) Deux cas de figures pouvant étre rencontrés lors de la division cellulaire (Voir le texte
pour le détail).
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Basé sur le principe de dilution de Pritchard (Figure 19, [282]), ces deux propriétés
leur permettent de mesurer en permanence la concentration intracellulaire en plasmide.
Prenons I’exemple d’un plasmide présent de maniere stable a raison de quatre copies par
cellule. Sa réplication est réprimée grace a la syntheése constitutive d’'un ARN antisens
inhibiteur instable. En cours de croissance cellulaire (Figure 19A), le volume des cellules
augmente, diluant ainsi D’inhibiteur. La réplication reprend et la concentration en antisens
augmente avec le nombre de copies du plasmide. Un nouvel équilibre est atteint : si le volume
des cellules double avant la division, le nombre de copies double également. Lors de la
division cellulaire, deux cas peuvent étre distingués. Si une bactérie fille recoit moins de la
moiti¢ des copies du plasmide (Figure 19B), I’inhibiteur instable est rapidement dégradé. La
réplication plasmidique est déréprimée et continue jusqu’a atteindre un nombre de copie a
partir duquel la concentration en antisens synthétisé est a nouveau inhibitrice. Dans le cas
contraire (Figure 19C), si une cellule fille recoit plus de la moiti¢ des copies du plasmide, la
réplication est immédiatement réprimée. Elle ne peut reprendre que lors de la croissance de la
cellule avant sa division, lorsque I’inhibiteur est a nouveau dilué.

Les ARN antisens vont agir principalement sur 1’étape limitante de la réplication
plasmidique et la régulent par des mécanismes variés (Tableau 6). Dans le systéme ColEI,
’antisens inhibe la formation d’un complexe amorce/matrice productif lors de I’initiation de
la réplication plasmidique. Dans les systemes pT181 et pIP501, I’antisens inhibe la
transcription du géne codant pour la protéine d’initiation de la réplication. Enfin, la traduction
de ’ARNm codant pour la protéine d’initiation de la réplication peut étre réprimée soit en
empéchant la formation d’une structure activatrice (plasmides appartenant aux groupes
d’incompatibilité¢ Incla, IncB, IncZ, IncL/M et IncK) soit en inhibant la traduction d’un
peptide leader (plasmides appartenant aux groupes d’incompatibilité IncFII, IncFI, Incla,
IncB, IncZ, IncL/M et IncK).

1. Controle de la formation de I’amorce de réplication

Plusieurs plasmides assurent leur réplication en utilisant une amorce ARN. Parmi eux
se trouvent les plasmides RSF1030, p15A, CloDF13 et ColE1 [256]. Ce dernier est le plus
¢tudié d’entre eux et sert de modele a la compréhension du contrdle de la réplication dans
cette classe de plasmides. La transcription de 1’amorce ARN-II débute 555 nts en amont de
I’origine de réplication (Figure 20 : étape 1) [35]. L’ARN-II élongué ne reste associé¢ a la
matrice ADN qu’a I’endroit ou a lieu la transcription (étape 2). Cependant, grice a un
changement conformationnel, I’ARN-II peut former un hybride persistant et étendu avec

I’ADN lorsque le complexe de transcription arrive a proximité de 1’origine de réplication
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(étape 3). Ce complexe persistant devient cible de la RNase H au niveau de 1’origine (étape 4)
et I’extrémité 3’ libre générée sert d’amorce a la synthése d’ADN par I’ADN polymérase |
(étape 5).

P

ARN-II
1 ] ;
|
- 555 OriR

™

@ |

OriR
3.
RNase H
4.
5.

Figure 20 : Mécanisme d’initiation de la réplication chez les plasmides de type ColE1. La région contenant
I’origine de réplication (OriR : boite rouge) est représentée. La synthése de ’amorce ARN-II utilisée pour
I’initiation de la réplication débute 555 nts en amont de ’origine. L’ARN-polymérase ADN dépendante est
représentée par un rond vert et I’ARN naissant pas une ligne rouge. Le site d’action de la ribonucléase H est
indiqué. L’ADN-polymérase ADN-dépendante est représentée par un rond bleu la molécule d’ADN naissante
par une ligne bleue. Le détail de chaque étape est décrit dans le texte.

Un ARN antisens modulant la réplication plasmidique de ColE1 a été caractérisé
[283]. Celui-ci est transcrit a partir de la région codant pour I’ARN-II, en orientation inverse.
Des mutations dans cette région affectent le taux de réplication du plasmide in vivo.
L’antisens ARN-I comporte 108 nts et est complémentaire aux 108 nucléotides 5’ terminaux
de I’ARN-II (Figure 21).
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Figure 21 : Modéles de structures secondaires de I’ARN antisens ARN-I et de I’amorce ARN-II de la
réplication plasmidique. Les différentes tiges-boucles des deux ARN sont numérotées ainsi que le domaine IV
de ’ARN-IL. Les interactions initiales impliquant les tiges-boucles I et II des deux ARN sont représentées par
des fleches, de méme que I’interaction entre la région 5’ de I’ARN-I et le domaine IV de I’ARN-II. Les régions
des deux ARN impliquées dans cette derniére interaction sont grisées.

En cours de transcription, I’ARN-II passe par une succession d’intermédiaires
conformationnels [284]. Chaque domaine structural a une implication fonctionnelle et est
important pour assurer la formation de I’hybride stable. Parmi eux, le domaine IV (Figure 21)
doit étre correctement structuré pour permettre le repliement du reste de la molécule. In vitro,
I’ARN-I forme un complexe stable avec I’ARN-II [285]. Lorsque I’ARN-I interagit avec son
site cible sur I’ARN-II, le domaine IV est séquestré par le complexe ARN-ARN. L’ ARN-II ne

peut plus adopter la conformation nécessaire a la formation de [’hybride stable
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amorce/matrice au niveau de ’origine de réplication et n’est plus reconnu par la RNase H in
vivo [256]. La réplication plasmidique est alors inhibée.

L’ARN-I est synthétisé de fagon constitutive et est rapidement dégradé par I’action
concertée de la RNase E et d’exonucléases 3’--> 5’ suite a sa polyadénylation [59,286,287].
La fenétre temporelle pendant laquelle I’ARN-I peut agir efficacement est relativement
courte. Il faut en effet que I’interaction avec I’ ARN-II se fasse avant que la transcription de ce
dernier atteigne 1’origine de réplication de ColE1. L’efficacité de I’interaction ARN-I-ARN-II
repose sur la structure des deux ARN. L’ ARN-I contient trois structures en tige-boucle et une
extension 5’ simple-brin (Figure 21). L appariement est initié par au moins deux interactions
de type boucle-boucle [288,289]. Ces appariements initiaux sont suivis par des contacts
additionnels impliquant la région 5° de ’ARN-I et le domaine IV de I’ARN-II (Figure 21).

Les interactions boucle-boucle initiales entre I’ARN-I et I’ARN-II sont cruciales pour
garantir une reconnaissance optimale entre les deux ARN [290]. Elles impliquent chacune un
appariement complet des boucles I et II des deux ARN sur sept positions [291]. Cependant, ce
complexe est instable et doit étre rapidement stabilisé par des interactions additionnelles.
Cette stabilisation repose essentiellement sur la formation d’une hélice intermoléculaire entre
la région 5 simple-brin de ’ARN-I et le domaine IV de ’ARN-II (Figure 21). Une
succession d’intermédiaires de stabilités croissantes a été caractérisée dans le processus
d’appariement [288]. La formation d’un duplexe étendu entre les deux ARN n’est cependant
pas requise pour I’efficacité de 1’inhibition. De maniére intéressante, I’exemple de ColE1 est
le seul systéme plasmidique avec FinOP (§ VI.B) nécessitant 1’intervention d’une protéine
pour I’action de I’antisens. Elles agissent néanmoins par des mécanismes distincts. La
protéine Rom sous forme dimérique reconnait spécifiquement la structure formée par
I’interaction boucle-boucle initiale indépendamment de la séquence [289]. Contrairement a
FinO, elle ne facilite pas I’interaction ARN-I-ARN-II mais stabilise le premier intermédiaire
réactionnel. La premicre étape étant la seule a étre réversible, Rom permet de déplacer le
processus d’appariement vers le complexe stable [290,292]. Pour cette raison, Rom n’a qu’un

effet limité sur le contrdle de la réplication de ColEI.

2. Contréle transcriptionnel du gene de la protéine initiatrice de la réplication

A T’heure actuelle, ce mode de controle n’a été observé que chez des plasmides de
bactéries Gram-positives. Un ARN antisens inhibe la transcription du géne de la protéine de
réplication des plasmides pT181 chez S. aureus [57,293], pIP501 chez les Streptocoques

[257] et pAMPBI chez Enterococcus faecalis [258], ceci par un mécanisme d’atténuation. La
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figure 22 représente le mécanisme tel qu’il a été décrit pour pT181. Dans les cas de pIP501 et

pPAMP1, il est absolument similaire.
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Figure 22 : Mécanisme d’atténuation dela transcription et modéles de structures secondaires de I’ARN
antisens ARN-I et de la région 5’-UTR de I’ARNm repC (d’apreés [294]). Seules les régions de I’ARN-I et de
repC nécessaires pour une interaction optimale sont représentées. L’ ARN-I est dessiné en rouge. Les nucléotides
de la boucle II de I’ARN-I pouvant former un motif de type U-turn sont représentés en caractéres blancs sur fond
noir. Les séquences I, II, III et IV dans repC sont indiquées par des fléches. Suivant que I’ARN-I se fixe ou non
arepC, deux cas peuvent étre distingués (Voir le texte pour le détail).

Dans des conditions ou la réplication doit étre réprimée, la concentration
intracellulaire de I’ARN antisens ARN-I est ¢élevée. Il peut par conséquent interagir avec sa
séquence cible sur I’ARNm repC avec une forte probabilité. L’ interaction ARN-I-repC dans
la partie 5°-UTR de ’ARNm séquestre la séquence I qui est complémentaire a la séquence 111
(Figure 22). La séquence III peut alors interagir avec la séquence IV. La structure ainsi
formée est suivie d’une séquence poly-U et constitue alors un signal de terminaison de la
transcription p-indépendant [295]. Dans des conditions ou la réplication doit avoir lieu, la
concentration intracellulaire en ARN antisens est faible et donc I’interaction avec I’ARNm

repC n’a pas lieu. En cours de transcription, la séquence I interagit alors avec la séquence III
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I’empéchant d’interagir avec la séquence IV. La transcription peut continuer et la protéine
RepC est synthétisée.

La formation du complexe ARN-ARN se fait avec une vitesse de 1x10° M's™. Les
structures secondaires de ’ARN-I et de la séquence cible de ’ARNm repC ont été
déterminées [57,294]. Les deux ARN sont trés structurés et contiennent deux motifs en tige-
boucle (Figure 22). Dans I’ARN-I toutes deux sont nécessaires pour assurer une interaction
optimale in vitro [294] et une atténuation efficace de la transcription in vitro et in vivo
[57,294]. L’interaction ARN-ARN est probablement initiée par la deuxiéme tige-boucle de
I’ARN-I et suivie par I’interaction de la boucle I avec sa séquence complémentaire de
I’ARNm repC (Figure 22). L’étude du systeme homologue pIP501 a conduit aux mémes
observations [296,297]. 1l est intéressant de noter que dans ces systemes également, la boucle
II de ’ARN-I contient un motif de type 5’-YUNR-3’. Ces constatations suggerent que de
maniére similaire a de nombreux antisens, une interaction boucle-boucle entre les deux ARN
est la premicre étape du processus d’appariement.

Une particularité du systeme pIP501 est que I’ARN antisens est particuliérement
stable [297]. C’est le seul cas décrit pour un antisens régulant le taux de réplication d’un
plasmide. En fait, pIP501 utilise un deuxiéme mécanisme de contrdle impliquant la protéine
CopR. CopR est un répresseur transcriptionnel qui agit sur le promoteur du géne repR [298].
A un faible nombre de copie et donc a une faible concentration de CopR, la synthése de RepR
est fortement activée. Cette activation a un double effet : une grande quantité d’ARNm est
synthétisée et la transcription convergente inhibe la synthése de ’ARN antisens [299]. Le
rapport ARNm-+ARN antisens augmente ainsi jusqu’a une valeur de vingt. Ce mécanisme de
régulation est permis car les promoteurs de repR et de D’antisens sont forts et faibles,
respectivement, ce qui est également une particularité parmi les systémes impliquant des
ARN antisens synthétisés en cis.

Par rapport aux mécanismes controlant la synthése de la protéine initiatrice de la
réplication a des niveaux post-transcriptionnels, le mécanisme d’atténuation est
particulierement intéressant d’un point de vue énergétique car I’inhibition est effectuée de
fagon trés précoce. On peut par conséquent s’interroger sur la raison pour laquelle tous les
plasmides ne régulent pas leur réplication de cette maniere. D’une manicre intéressante, ce
mode de contrdle est largement utilisé chez les bactéries Gram-positives. Par exemple, chez
Bacillus subtilis, 1’expression de la plupart des aminoacyl-ARNt synthétases est régulée par
un mécanisme de type antisens impliquant I’ARNt correspondant [300,301]. La région 5’ non
codante des ARNm des aminoacyl-ARNt synthétases peut alterner entre deux conformations,
I’une induisant la terminaison de la transcription et la seconde permettant la translecture. Lors

d’un manque en un acide aminé donné, I’ARNt libre homologue interagit via son anticodon et
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sa séquence NCCA 3’-terminale avec la région 5’ non traduite de I’ARNm. Cette interaction
stabilise la conformation permettant la translecture et favorise la synthése de I’aminoacyl-
ARNt synthétase.

3. Mécanismes de contrdles post-transcriptionnels de la réplication plasmidique

Chez certains plasmides, I’ARN antisens inhibe directement la traduction de ’ARNm
codant pour la protéine initiatrice de la réplication en s’appariant a la région de fixation du
ribosome [259,261]. Ces exemples sont cependant rares et peu étudiés. Dans la plupart des
cas, la traduction de la protéine de réplication Rep est sous la dépendance de la traduction
d’un peptide leader, impliquant un couplage traductionnel. Ce mode de traduction a été
observé chez de nombreux plasmides parmi lesquels ceux des groupes IncFI, IncFIl, Incla,
IncB, IncZ, IncK et IncL/M (pour une revue, [302]). Dans ces systémes, un ARN antisens
inhibe stériquement la fixation du ribosome au RBS du peptide leader et par conséquent,
réprime la traduction du géne rep de fagon indirecte. Deux classes de plasmides peuvent
néanmoins étre distinguées. Chez Col1b-P9 et ses dérivés, I’ARN antisens inhibe la traduction
du peptide leader mais empéche également la formation d’une structure activatrice de la
traduction de ’ARNm de la protéine de réplication. Chez les plasmide des groupes IncFI et
IncFII, I’ARN antisens inhibe la traduction du peptide leader et le complexe ARN-ARN
formé est cible de la RNase II1.

a. Mécanisme de traduction de la protéine de réplication : I’exemple de Col1b-P9

La figure 23 représente la région 5’-UTR de ’ARNm codant pour la protéine RepZ
initiatrice de la réplication chez le plasmide Collb-P9 du groupe Incla. L’organisation de

cette région est similaire chez tous les plasmides des groupes mentionnés ci-dessus.
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Figure 23 : Séquences et modéles de structures secondaires de la région 5’-UTR de I’ ARNm repZ (d’apreés
[303]) et de I’ARN antisens Inc du plasmide Collb-P9. La séquence de repZ complémentaire a Inc est dessinée
en rouge. Les séquences Shine et Dalgarno de repY et de repZ sont indiquées par des boites grises et les codons
AUG ou GUG initiateurs par des *. Le codon de terminaison de repY est souligné. Les séquences de la structure
I et de la structure III impliquées dans la formation du pseudo-noeud sont encadrées et leur interaction est
matérialisée par une ligne pointillée.

Les signaux d’initiation de la traduction de repZ sont séquestrés dans la structure en
tige-boucle III (Figure 23). Pour que la traduction de repZ puisse avoir lieu, cette structure

doit étre déroulée. Ceci est permis grace a la présence d’une phase ouverte de lecture (repY)
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en amont de repZ. Les ribosomes traduisant repY déstabilisent la structure III et réinitient la
traduction a la séquence Shine et Dalgarno de repZ. La position du codon de terminaison de
repY, 10 nts en aval du codon d’initiation de repZ, est importante et optimale pour la ré-
initiation, ceci dans tous les systémes étudiés [304,305]. repY code pour un court peptide de
29 acides aminés dont la séquence peut étre changée sans affecter I’expression de repZ. Ainsi,
c’est la traduction de repY qui est importante pour la synthése de RepZ, et non pas la protéine
elle-méme. Ceci n’est pas sans rappeler I’implication fréquente de petites ORF dans le
contrdle traductionnel, tant chez les procaryotes que chez les eucaryotes (pour une revue,
[306]).

Pour que la synthése de RepZ aie lieu, la traduction de repY n’est pas suffisante. De
maniere intéressante, Asano et collegues ont montré que des mutations dans la boucle I
diminuaient la traduction de repZ in vivo [307]. Le méme effet a été observé en mutant une
séquence dans la tige-boucle III et complémentaire a la séquence de la boucle I (Figure 23).
Le rétablissement des appariements entre ces deux séquences par insertion de mutations
compensatoires permet de restaurer la traduction de repZ et la réplication plasmidique
[304,307]. Le méme phénoméne a ¢été¢ observé chez pMU720 du groupe IncB [308] et
pMU604 du groupe IncL/M [48]. Ces approches génétiques ont permis de proposer la
formation d’une structure en pseudo-noeud entre la séquence de la boucle I et celle de la tige-
boucle III lors du couplage traductionnel (Figures 23 et 24). Sa formation a ultérieurement été
confirmée par des expériences de cartographie en solution in vitro [47].

Lorsque le peptide leader est traduit, la structure III est déstabilisée, permettant la
formation du pseudo-noeud [47]. Néanmoins, si la structure III est déstabilisée par
mutagenese, le pseudo-noeud est tout de méme requis pour garantir la traduction de repZ
[304]. Ce résultat montre que le role du pseudo-noeud n’est pas uniquement de maintenir la
structure III ouverte mais qu’il a également un réle activateur de la traduction de repZ. Cette
activation est nécessaire du fait du caractere faible du RBS de repZ. Si celui-ci est rendu fort
par la création d’une séquence SD consensus, d’un espacement optimal entre la séquence SD
et le codon d’initiation, et par le remplacement du codon GUG initiateur par un codon AUG,
alors le pseudo-noeud n’est plus nécessaire a la traduction de repZ [304]. On peut imaginer
que Dinteraction directe entre la sous-unité ribosomique 30S et le pseudo-noeud soit
responsable de 1’activation de la traduction du géne rep dans ces systémes. Cette hypothese

reste cependant a prouver.
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Figure 24 : Modéle du contréle de I’expression de repZ par un pseudo-noeud (d’apreés [303]). Les tiges-
boucles I et III de I’ARNm repZ sont indiquées en chiffres romains. La région de complémentarité a I’ARN
antisens Inc est délimitée et appelée ‘Inc’. Les rectangles blancs représentent la séquence SD et le codon
initiateur de repZ. Les rectangles noirs représentent les régions impliquées dans la formation du pseudo-noeud.
Les ronds noirs et blancs représentent respectivement les codons d’initiation et de terminaison de la traduction de
repY. Suivant que I’ARN Inc interagisse ou non avec I’ARNm, deux cas peuvent étre distingués, ne permettant

pas (bas) ou permettant (haut) la synthése de RepZ, respectivement. Le complexe Inc/ repZ est schématisé de
fagon simplifiée par un duplexe étendu. Celui-ci n’est cependant pas nécessaire (Voir le texte pour le détail).

b. Contrdle de la traduction de repZ par un ARN antisens

Dans tous les groupes d’incompatibilité mentionnés plus haut (§VI.D.3), un ARN
antisens inhibe la synthése du peptide leader [254,255,309]. L’ARN antisens est synthétisé a
partir du locus plasmidique codant pour la protéine initiatrice de la réplication, mais en
orientation inverse. Chez Collb-P9, I’ARN antisens Inc est complémentaire a la région 5°-
UTR de repZ (Figure 23). Comme cela est schématisé, la région de complémentarité a Inc est
adjacente a la séquence Shine et Dalgarno de repY dans I’ARN messager. L’interaction Inc-
ARNmMm inhibe stériquement la traduction de repY et par conséquent celle de repZ [255].

L’interaction initiale est permise par une reconnaissance boucle-boucle (« kissing
complex ») entre les tiges-boucles majeures de I’antisens et de la cible. Elle ne subsiste pas et
progresse rapidement a travers les nucléotides des tiges [64,310]. Cette conversion est
facilitée par la présence de nucléotides non appariés dans les deux ARN et conduit a la
formation d’un complexe stable [61,311]. La formation d’un duplexe étendu n’est cependant
pas nécessaire pour 1’activité de I’ARN antisens [64]. Grace a I’étude du complexe antisens-

cible régulant la réplication du plasmide R1 du groupe IncFII, nous expliquerons dans cette
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thése en quoi sa structure est importante pour I’efficacité du controle (Chapitre 1 de la partie
Résultats & Discussion).

La séquence proximale impliquée dans la formation du pseudo-noeud (5’-GGCG-3’
dans la boucle I) contient les nucléotides par lesquels 1’interaction avec I’ARN Inc est initi¢e
[61]. L’interaction de la structure I avec ’antisens Inc et son implication dans la formation du
pseudo-noeud sont donc mutuellement exclusives [61]. Ainsi, I’ARN antisens Inc agit a deux
niveaux. Inc inhibe la traduction de repZ indirectement en inhibant celle de repY et
directement en séquestrant les bases nécessaires a la formation de la structure activatrice de sa
traduction. Ce double contrdle est retrouvé dans tous les plasmides des groupes Incla, IncB,
IncZ, IncK et IncL/M [47,48,308], mais pas dans les plasmides des groupes IncFI et IncFII
(dont fait partie le plasmide R1). Il permet de réprimer efficacement la synthése de la protéine
Rep et par conséquent d’inhiber la réplication plasmidique, ceci a I’aide d’'un ARN antisens

unique.

-78 -



Introduction

VII. Le controle de la réplication du plasmide R1 : Etat des lieux
A. La biologie du plasmide R1

Le plasmide R1, initialement caractérisé chez Salmonella typhimurium, peut étre
maintenu de maniére stable chez E. coli [312]. C’est un plasmide du groupe d’incompatibilité
IncFII, d’environ 90 kpb (Figure 25A) et présent a un faible nombre de copie (entre 1 et 2)
par cellule héte (pour une revue, [313]). Il porte plusieurs geénes de résistance a des
antibiotiques et pour cette raison présente un grand intérét médical. Le plasmide R1 est auto-
transmissible et porte tous les génes nécessaires a sa réplication, a son transfert conjugatif et a
sa maintenance stable lors de la division cellulaire. Ces trois fonctions étant contrdlées par des
ARN antisens (décrits dans les § VI.B, VI.C et celui-ci) [254,263,279], le plasmide R1 est un
systéme de choix pour I’étude des mécanismes de contrdle de I’expression génétique.

Tous les génes nécessaires a la réplication du plasmide R1 et a son contrdle sont
localisés sur un fragment d’environ 2.5 kpb appelé le réplicon (Figure 25A). La réplication
débute a ’origine oriR1 et nécessite I’intervention en cis de la protéine RepA (Figure 25B)
[314]. Cette étape est I’étape limitante de la réplication plasmidique. Par conséquent, le
contrdle de la réplication plasmidique se fait en modulant le taux d’expression de repA.
L’expression de repA est controlée au niveau transcriptionnel par le produit du gene copB et

au niveau post-transcriptionnel par le produit du géne copA (Figure 25B).
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Figure 25 : Représentation simplifiée du plasmide RI (A) et organisation génétique de la région de I’origine
de réplication (B). (A) Les génes de résistance a des antibiotiques portés par R1 sont indiqués. Les loci hok/sok
et tra, impliqués respectivement dans le contrdle de la ségrégation et de la conjugaison sont également indiqués.
L’organisation génétique du réplicon est représentée au-dessus du plasmide. Il contient les geénes de controle
copB et copA, le peptide leader tap et le géne repA codant pour la protéine initiatrice de la réplication. «ori R1»
indique la position de I’origine de réplication. (B) Les différents promoteurs sens (P1 et P2) et antisens (copA,)
sont indiqués sur I’ADN, de méme que la position de 1’origine de réplication ori R1. Les ARN transcrits a partir
de cette région sont représentés. La répression de la transcription a partir de P2 par le produit du géne copB est
indiquée par un -, de méme que la répression de la traduction de fap par I’ARN antisens CopA lors de sa
fixation a la séquence CopT. L’action activatrice de la réplication au niveau de 1’origine ori R1 et conférée par la
protéine RepA est indiquée par un +.

B. Contréle transcriptionnel de I’expression de repA

Le contrdle transcriptionnel de 1’expression de repA par la protéine CopB ne joue
qu’un role mineur [315]. RepA peut étre synthétisée a partir de deux transcrits différents (P1
et P2 : Figure 25B) et le plus long d’entre eux code pour le répresseur transcriptionnel CopB.
A T’équilibre, CopB est présent en quantité saturante et intervient sous forme de tétrameére
pour réprimer la transcription a partir du promoteur P2 [316]. RepA est alors synthétisée a

partir d’un transcrit polycistronique copB-tap-repA (Figure 25B). Cependant, lorsque la
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concentration intracellulaire en plasmide chute, comme par exemple lors de la division
cellulaire, la quantité de CopB présente n’est pas suffisante pour réprimer le promoteur P2.
RepA est alors également synthétisée a partir d’un transcrit tap-repA. Par conséquent, la
transcription de ’ARNm rep4 augmente ce qui conduit a une augmentation de la réplication
plasmidique. La dérepression du promoteur P2 doit probablement jouer un réle lors de

I’entrée d’un plasmide dans une bactérie.

C. Controles post-transcriptionnels de I’expression de repA

1. Inhibition de la traduction du peptide leader tap

Comme dans le cas de Collb-P9 décrit au § VI.D.3., la traduction de I’ARNm repA4
nécessite la traduction de la phase ouverte de lecture fap (pour franslational activator peptide)
en amont de repA qui code pour un court peptide (tap) de 24 acides aminés [42,317,318].
Dans ce cas également, seule la traduction de tap est importante car la séquence en acides
aminés de la protéine n’est pas essentielle. La traduction de tap s’achéve deux nucléotides en
aval du codon initiateur de repA [42] (Figure 26). Le couplage traductionnel induit la
déstabilisation de la structure en tige-boucle séquestrant les signaux d’initiation de la
traduction de repA, permettant la réinitiation du ribosome [319] (Figure 26). Contrairement
au systéme Col1b-P9, le codon GUG initiateur de la traduction de repA est plus proche du
codon stop de tap (2 nts en amont contre 10) et la séquence Shine et Dalgarno est plus forte.
Par conséquent, la traduction de repA4 ne nécessite pas la formation d’une structure activatrice

en pseudo-nceud.
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Figure 26 : Séquences et modéles de structures secondaires de la région 5’-UTR de ’ARNm repA et de ’ARN
antisens CopA du plasmide RI. La séquence CopT, complémentaire a CopA, est dessinée en rouge. Les
séquences Shine et Dalgarno (SD) et les codons initiateurs de la traduction de fap et de repA sont indiquées par
des caracteres blancs sur fond noir. Le codon de terminaison de tap est indiqué par une boite grisée. La structure
en tige-boucle séquestrant le RBS de repA est indiquée. L’interaction boucle-boucle initiale entre CopA et CopT
est matérialisée par une double fléche. Les mutations dans la boucle de CopA affectant le contrdle in vivo sont
indiquées. L’ ARN antisens tronqué Copl est encadré.

Le locus repA code pour I’ARN antisens CopA, long de 91 nts et complémentaire a la
séquence CopT dans la région 5°-UTR de ’ARNm repd [254] (Figures 25B & 26).
L’extrémité 3 de la région CopT est localisée deux nucléotides en amont de la séquence
Shine et Dalgarno (SD) de fap (Figure 26). La fixation de CopA a CopT réprime I’expression
de repA au niveau post-transcriptionnel en inhibant la traduction de tap. In vitro, cette

interaction empéche de facon stérique la fixation des sous-unités ribosomiques 30S a la
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séquence SD [320]. L’efficacité de ce controle repose sur une vitesse d’association optimale
(= 10° M's™) des deux ARN in vitro [321]. CopA et CopT contiennent tout deux une
structure majeure en tige-boucle (Figure 26) [322]. Des études cinétiques ont permis de
proposer un mécanisme d’interaction a deux étapes. L’association est initiée par la séquence
5’-CGCC-3’ de la boucle de CopA et la séquence complémentaire de CopT. Cette interaction
boucle-boucle initiale (« kissing complex ») est néanmoins réversible et doit étre stabilisée
par des interactions additionnelles [321,323]. L’interaction boucle-boucle initiale est
essentielle a I’efficacité du contrdle. En effet, des mutations affectant soit la séquence de la
boucle de CopA (Figure 26, [324]), soit sa taille [325] affectent le nombre de copies
plasmidiques. Ainsi, les boucles des deux ARN doivent avoir une séquence précise et une
taille comprise entre 5 et 7 nts. Par ailleurs, la présence de nucléotides non appariés dans la
tige des deux ARN est requise a la fois pour garantir une interaction efficace in vitro et
assurer un contrdle optimal in vivo [62]. Ces caractéristiques sont redondantes dans la plupart
des ARN antisens naturels procaryotiques décrits jusqu’a présent (pour une revue, [65]).

Le cumul des résultats biochimiques et génétiques sur le systétme CopA/CopT nous
avaient permis de proposer un mécanisme préliminaire pour I’interaction entre les deux ARN
[326]. Celui-ci est représenté dans la figure 27. Le « kissing complex » initial (Figure 27B) ne
subsiste pas dans la produit final de I’interaction in vitro [326]. Celui-ci progresse vers une
interaction plus étendue impliquant les nucléotides de la partie supérieure des tiges de CopA
et de CopT et est stabilisé par I’interaction des régions 5° de CopA et 3’ de CopT formant une
longue hélice intermoléculaire d’environ 30 paires de bases (Figure 27C). Malgré la parfaite
complémentarité entre CopA et CopT, la formation d’un duplexe étendu (Figure 27D) est tres
lente in vitro [320] et n’est pas essentielle a la fonction de I’antisens in vivo [327]. Cependant,
la structure du complexe stable et fonctionnel (Figure 27C) n’était pas connue et le
mécanisme de formation restait trés imprécis.

Il est intéressant de noter qu’'un ARN antisens artificiel tronqué (Copl, Figure 26)
controle efficacement la traduction de repA in vivo et inhibe transitoirement la fixation des
sous-unités ribosomiques 30S a la séquence SD de tap in vitro [320,327]. Copl, qui ne
contient que la tige-boucle II de CopA, n’est pas capable de former un duplexe étendu avec
CopT in vitro. Des expériences préliminaires de cartographie en solution suggérent une
topologie originale du complexe CopI-CopT qui doit subsister dans le complexe stable CopA-
CopT [326]. Par ailleurs, les changements de structure de I’ARNm induits par la fixation de
Copl sont restreints a la région de complémentarité. Ceci suggere fortement qu’une structure
particuliere du complexe Copl-CopT est responsable des propriétés inhibitrices de I’ARN

antisens tronqué.
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Figure 27 : Mécanisme d’interaction simplifié¢ entre CopA et CopT (d’aprés [326]). (A) CopA et CopT
interagissent via un faible nombre de nucléotides présents dans les boucles de leur tige-boucle majeure. Le
complexe (B) est réversible et doit étre stabilisé par un mécanisme inconnu ( « ? ») pour former une hélice
d’environ 30 paires de bases entre la région 5’ de CopA et la région 3° de CopT (C). La topologie du complexe C
reste purement hypothétique, comme 1’indique le symbole « ? ». La formation d’un duplexe étendu entre CopA
et CopT (D) est tres lente in vitro et est schématisée par une fleche pointillée.

2. Dégradation de I’ARN messager repA

En plus d’inhiber la traduction de tap et donc indirectement celle de repA4, I’ARN
antisens CopA favorise également la dégradation de I’ARNm repA d’une maniere RNase 111
dépendante, a la fois in vitro et in vivo [51]. Ce clivage n’est cependant pas essentiel au
contrdle et ne réprime I’expression de repA que de dix fois. Un dimere de RNase III reconnait
deux tours d’hélice de forme A et induit une coupure dans les deux brins d’ARN de facon
symétrique [328]. La RNase III doit probablement agir avant la formation d’un duplexe
étendu entre CopA et CopT, qui est un processus trés lent in vitro. Des sites uniques de
coupures ont été localisés in vivo dans CopA et dans CopT (17 nts en aval de I’extrémité 5° de
CopA et de ’extrémité 3° de CopT), indiquant que I’hélice intermoléculaire entre ces deux
régions est suffisante pour 1’action de la RNase III. Il est cependant difficile de conclure si le
duplexe étendu ou un complexe stable (comme celui schématisé dans la figure 27C) est la
forme prédominante in vivo. En effet, les coupures observées in vivo peuvent refléter un

intermédiaire stable issu de la dégradation d’un duplexe étendu par la RNase III et résistant
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aux exoribonucléases 3’ --> 5’ cellulaires. Dans le systéme collb-P9, la taille réduite de la
région simple-brin en 5’ de I’ARN antisens Inc empéche le complexe Inc-repZ d’étre reconnu

par la RNase III au niveau de I’hélice intermoléculaire.
VIII. Motivation du travail de these

Cette introduction illustre I’importance des ARN dans le contrdle d’un grand nombre
de fonctions biologiques, tant chez les procaryotes que chez les eucaryotes. Les mécanismes
de régulation font preuve d’une grande diversité. Cependant, trés peu d’études détaillées
reliant la structure a la fonction des riborégulateurs sont disponibles a ce jour. L’objectif de
cette theése était d’établir cette relation pour deux ARN régulateurs bactériens et d’en extraire
des regles générales. Nous avons focalisé notre attention sur un ARN antisens et sur un ARN
multirégulateur. L’ARN antisens étudi¢ est I’ARN CopA, impliqué dans le contréle de la
réplication du plasmide R1, et I’ARN multirégulateur est I’ARN-III, impliqué dans le contrdle

de I’expression des genes de virulence chez S. aureus.

-85 -



PRESENTATION DU TRAVAIL DE
THESE

I. Chapitre 1 : Relation structure-fonction du complexe ARN antisens —
ARNmMm inhibiteur responsable du controéle de la réplication du
plasmide R1

Méme si CopA était 'un des ARN antisens bactériens les plus étudiés avant que je ne
débute ma thése, son mode d’action n’était pas encore clairement compris. Un modéle de
reconnaissance entre CopA et CopT avait été proposé au laboratoire, mais celui-ci restait
encore incomplet. En particulier, la topologie du complexe fonctionnel et inhibiteur ainsi que
les déterminants structuraux responsables de sa formation étaient inconnus. Dans un premier
temps, nous avons focalisé notre attention sur la structure du complexe irréversible formé in
vitro et capable d’inhiber la fixation du ribosome a tap. Cette premiere étude nous a permis de
proposer un modele de structure tridimensionnelle pour le complexe CopA-CopT (Article I).
Nous montrons que malgré la parfaite complémentarité des deux ARN, celui-ci n’est pas un
duplexe étendu mais adopte une topologie trés particuliére ; les interactions boucle-boucle
initiales sont rompues au profit de nouveaux appariements intermoléculaires impliquant les
nucléotides des tiges des deux ARN. Nous montrons dans ’article I que cette conversion
nécessite des déterminants structuraux présents dans les hélices intramoléculaires de CopA et
de CopT. La conversion est essentielle pour permettre la formation de I’hélice stabilisatrice
qui rend le systeme irréversible. Nous avons alors voulu relier ces résultats structuraux aux
propriétés fonctionnelles de CopA. Dans notre troisiéme étude, nous avons combiné des
approches in vitro (cartographie en solution, mesure de la vitesse d’association des ARN), la
mutagenese dirigée et une approche in vivo (mesure de la fonction inhibitrice d’ARN antisens
mutants) pour proposer un mécanisme détaillé de la formation de la structure inhibitrice. Nous
avons pu révéler un nouvel intermédiaire réactionnel et nous avons caractérisé les étapes du
processus essentielles au contrdle. Enfin, dans de nombreux systémes bactériens, malgré la
parfaite complémentarit¢ de I’ARN antisens et de sa cible, la formation d’un duplexe étendu
n’est pas nécessaire a 1’efficacité du contrdle. Cette propriété est maintenant devenue une
régle plutdt qu’une exception. Plusieurs plasmides régulent leur taux de réplication de
maniére similaire au plasmide R1 (voir § VI. D de I'introduction). Chez tous ces plasmides,
les ARN antisens et leurs cibles partagent de nombreuses caractéristiques. Nous montrons que

leurs mécanismes de reconnaissance et la topologie des complexes formés sont semblables a
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ce que nous avions établi dans le systétme CopA-CopT (Article IV). Enfin, dans le but de
déterminer & 1’échelle atomique la structure du complexe formé entre
CopA et CopT, nous avons initié un projet de cristallisation dont les résultats préliminaires

obtenus seront présentés.

II.  Chapitre 2 : Role de ’ARN-III dans la régulation de I’expression des
génes de virulence chez Staphylococcus aureus

Le locus agr est impliqué dans le controle de I’expression des génes de virulence chez
S. aureus. 1l réprime la synthése des protéines de surface et stimule la synthése des exotoxines
en fin de phase exponentielle de croissance. Il code pour tous les génes qui composent un
mécanisme de mesure de densité cellulaire dont la molécule effectrice est un ARN régulateur
de 531 nts. Ce systeme de contrdle de I’expression des toxines est conservé chez de
nombreuses souches de Staphylocoques. Ceux-ci représentent un enjeu majeur en terme de
santé publique. Ils sont responsables de 30% des infections nosocomiales et d’une proportion
équivalente d’infections communautaires. Par ailleurs, de nombreuses souches résistantes aux
antibiotiques apparaissent. Afin de concevoir de nouveaux traitements efficaces et de définir
de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles, il est important de comprendre les bases
moléculaires de la virulence des Staphylocoques.

L’ ARN-III régule I’expression de plus d’une vingtaine de génes chez S. aureus. 1l joue
donc un role pléiotropique dans le contrdle de I’expression génétique. Comme cela a été
décrit dans le § IV de I’introduction pour d’autres ARN multirégulateurs, les différentes
propriétés régulatrices de cet ARN reposent probablement sur des domaines structuraux
distincts. Lorsque j’ai débuté mon travail de thése, aucune étude structurale de I’ARN-III
n’avait été réalisée. Ainsi, la structure de cet ARN a été étudiée au moyen de diverses sondes
de structure in vitro et in vivo. Une fois la structure établie, nous avons testé 1I’implication de
domaines structuraux indépendants dans le contrdle de 1’expression de genes cibles
(Article V). Enfin, ’ARN-III remplit probablement certaines de ses fonctions de régulateur
par des interactions spécifiques avec d’autres facteurs. Des résultats préliminaires de
caractérisation de protéines fixant I’ ARN-III seront présentés. Les différents résultats obtenus

pour cette étude sont présentés dans le deuxiéme chapitre de la partie Résultats et Discussion.
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I. Article I : Etude structurale du complexe inhibiteur CopA-CopT
A. Objectifs

Plusieurs observations suggéraient que le complexe final formé entre CopA et CopT in
vitro adopte une structure inattendue. D’une part les nucléotides des boucles, impliqués dans
la reconnaissance initiale, sont en conformation simple-brin dans le produit stable et d’autre
part la formation d’un duplexe étendu entre les deux ARN est un processus tres lent [326]. Par
ailleurs, I’ARN antisens tronqué Copl, incapable de former une hélice intermoléculaire avec
CopT en amont de la séquence Shine et Dalgarno de tap, conserve néanmoins les propriétés
inhibitrices de CopA (Figure 26, [320]). Dans la présente étude, nous avons voulu déterminer
la topologie globale des complexes formés in vitro entre CopA et CopT mais également entre

Copl et CopT et la relier a leurs propriétés fonctionnelles.
B. Stratégie expérimentale

Afin d’étudier la structure du complexe CopA-CopT irréversible formé en solution,
nous avons eu recours a une combinaison d’approches. Des expériences de cartographie en
solution a I’aide de différentes sondes de structure chimiques et enzymatiques ont permis de
définir les régions accessibles des deux ARN dans le complexe stable. Ces résultats ont été
comparés a ceux obtenus en parallele sur le complexe CopI-CopT et sur les duplexes étendus
correspondant formés artificiellement. Cette approche n’est cependant pas suffisante pour
définir les nucléotides impliqués dans des contacts intermoléculaires. Pour délimiter les
appariements intermoléculaires, des inversions de paires de bases ont été effectuées a
diverses positions de 1’hélice intramoléculaire de CopA. L’influence de ces mutations sur la
structure des complexes hétérologues formés avec un ARN CopT sauvage a ensuite été
définie. Le faisceau d’évidences expérimentales que nous avons obtenu nous a permis de
proposer une topologie particuliere du complexe qui a ensuite été¢ testée par modélisation
graphique. Cet outil intégre les contraintes stéréochimiques et géométriques propres aux ARN
[329] et permet un conception plus précise des reconnaissances intermoléculaires dans
I’espace. Il nous a permis de sélectionner un modele tridimensionnel du complexe qui tient au
mieux compte de toutes les données disponibles.

L’utilisation de sondes de structure étant fréquente dans les études qui vont suivre, les
spécificités de celles qui ont été utilisées dans ce travail sont indiquées dans la figure 28 (pour
une revue, [330-332]). Le diméthylsulfate (DMS) méthyle spécifiquement les positions N3

des cytosines et N1 des adénines si celles ci ne sont pas appariées. Il méthyle également la
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position N7 des guanines. Le diéthylpyrocarbonate est spécifique de la position N7 des
adénines et le complexe NiCR modifie spécifiquement la position N7 de guanines. Ces deux
sondes sont tres sensibles aux phénomeénes d’empilement dans une hélice d’ARN. La position
N7 des purines n’est donc accessibles que si le grand sillon est ¢largi. Nous avons également
utilisé les ions Pb>" qui se fixent par liaison de coordination au niveau de sites de fixation de
cations divalents et induisent un clivage au niveau des riboses a des endroits précis de la
chaine d’ARN. IIs reconnaissent aussi aspécifiquement les régions simple-brin et sont tres
sensibles a de subtiles variations de conformation. Enfin, les radicaux hydroxyles qui
induisent des coupures au niveau des riboses permettent de définir les régions non accessibles
au solvant [333]. En tant que sondes enzymatiques, nous avons utilis¢ la ribonucléase
(RNase) T1 (spécifique des guanines non appariées), la RNase T2 (spécifique des régions non
appariées avec une préférence pour des adénines) et la RNase V1 (spécifique des nucléotides

en conformation de type A, qu’ils soient appariés ou non).

NiCR DMS DMS

2 5 N“OH
0
DEPC
(l) OH Q------------- H,N
‘0—P=0 N—B- === Nz
I
O,HC o X
0 DMS
2!

Figure 28 : Représentation schématique des paires de bases canoniques dans une hélice d’ARN et réactivités
vis-a-vis de différentes sondes chimiques de structure.

C. Résultats

Les signaux obtenus dans les expériences de cartographie en solution effectuées sur les

complexes formés en conditions natives ou sur les duplexes étendus formés artificiellement
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sont différents. Cela démontre que les duplexes étendus ne sont pas les produits finaux de
I’interaction in vitro. La cartographie en solution nous a permis d’établir que les boucles de
CopA (et Copl) et de CopT sont accessibles aux sondes spécifiques de régions simple-brin
dans les complexes natifs formés in vitro. Bien que ces nucléotides soient impliqués dans la
reconnaissance initiale (§ VIL.C.1), le kissing-complex est détruit au profit de la formation
d’interactions plus étendues. De plus, 1’apparition de nouvelles coupures par la RNase V1
dans CopA et dans CopT suggere la formation de deux hélices intermoléculaires qui
impliquent les nucléotides des tiges des deux ARN (Figure 29 : hélices B et B’). Cette
structure est également formée dans le complexe Copl-CopT mais dans le complexe CopA-
CopT, elle est ultérieurement stabilisée par la formation d’une troisieme hélice
intermoléculaire (hélice C) entre les trente premiers résidus de CopA et les nucléotides
complémentaires de CopT. Sa formation est déduite de la protection de ces positions vis-a-vis
des sondes spécifiques des régions simple-brin.

La mutagenese dirigée a été utilisée pour définir la longueur des deux hélices
intermoléculaires B et B’ formées dans la partie supérieure du complexe. Nous avons
sélectivement inversé plusieurs paires de bases le long des tiges majeures de CopA et de
CopT (Figure 29 : mutants H1, H2 et H3). Si les positions mutées sont impliquées dans des
interactions intramoléculaires dans le complexe CopA-CopT alors les mutations n’auront pas
d’incidence sur la formation des complexes hétérologues avec un ARN CopT sauvage. En
revanche, si ces positions sont impliquées dans des contacts intermoléculaires, alors les
mutations auront un effet. Enfin, la formation d’un complexe entre deux ARN contenant des
inversions compensatoires ne devrait pas étre affectée. Ainsi, 1’étude de la structure des
complexes hétérologues ou homologues formés entre différents ARN nous a permis de définir
la frontiére entre les positions impliquées dans des contacts intermoléculaires et les
interactions intramoléculaires. Ainsi, les nucléotides positionnés au-dessus des résidus non
appariés dans les deux ARN (positions H1 et H2) sont impliqués dans I’interaction tandis que
ceux situés en-dessous (positions H3) ne le sont pas (Figure 29). Ces résultats sont confirmés
par I’observation que I’inversion de toute la partie inférieure de la tige de CopA n’affecte pas

la structure du complexe (Voir § V de ce chapitre).
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Figure 29 : Modéle bidimensionnel du complexe irréversible et inhibiteur formé entre CopA et CopT in vitro.
Les régions non impliquées dans des appariements intermoléculaires sont indiquées en rose pour CopA et en noir
pour CopT. Celles impliquées dans la formation des hélices intermoléculaires B, B’ et C sont indiquées
respectivement en jaune, vert et bleu. Les mutations (inversion de paires de bases) introduites dans les deux
ARN au cours de cette étude sont indiquées (H1, H2 et H3). La séquence Shine et Dalgarno de tap est
schématisée par une boite noire.

D. Conclusions

L’ensemble de nos résultats converge vers un modele de structure contenant une
jonction a quatre hélices qui implique la formation de deux longs segments hélicoidaux
juxtaposés, chacun généré par I’empilement coaxial d’une hélice intermoléculaire et d’une
hélice intramoléculaire. La topologie de ce complexe est tout a fait particulicre et deux types
d’empilements des hélices sont possibles (B-A/B’-A’ ou B-A’/B’-A). Basée sur la
stéréochimie des ARN, la modélisation graphique a permis d’exclure un de ces empilements.
Elle a également contribu¢ a définir le nombre d’appariements formés dans les hélices
intermoléculaires B et B’. En raison de contraintes topologiques révélées par modélisation
graphique, les appariements ne peuvent plus progresser vers un duplexe étendu a partir de la
jonction a quatre hélices. Ceci est en accord avec les expériences de mutagenése. Par ailleurs,

la stabilité des hélices intramoléculaires A et A’ conférée par leur richesse en paires de bases
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de type G=C requiert trop d’énergie pour fondre leur structure et permettre la progression de
I’hélice C. La topologie décrite ci-dessus existe dans le complexe Copl-CopT. La structure
générée est volumineuse dans I’espace et peut expliquer les propriétés inhibitrices de Copl. Le
complexe CopA-CopT stable caractérisé¢ dans cette étude est capable de bloquer de fagon
irréversible la fixation du ribosome a tap in vitro. Par ailleurs, nous avons récemment montré
que le complexe CopA-CopT stable est reconnu et clivé efficacement par la RNase I1I in vitro
(Huntzinger E., Kolb F.A. et Romby P., résultats non publiés). La protéine reconnait
exclusivement I’hélice stabilisatrice C alors que la jonction a quatre hélices est résistante a
I’action de I’enzyme. Il est intéressant de signaler que les coupures dans 1’hélice C sont les
seules qui ont été identifiées in vivo [327].

Ainsi, le complexe CopA-CopT stable est nécessaire et suffisant pour inhiber de fagon
irréversible la synthése de RepA et représente donc la forme biologique. La topologie de la
jonction inhibe la fixation du ribosome probablement par un encombrement stérique et
I’hélice C a un double role : elle stabilise irréversiblement le complexe et génére un site de

clivage a la RNase III.
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An unusual structure formed by antisense-target
RNA binding involves an extended kissing
complex with a four-way junction and

a side-by-side helical alignment
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ABSTRACT

The antisense RNA CopA binds to the leader region of the repA mRNA (target: CopT). Previous studies on CopA-CopT
pairing in vitro showed that the dominant product of antisense RNA-mRNA binding is not a full RNA duplex. We have
studied here the structure of CopA-CopT complex, combining chemical and enzymatic probing and computer graphic
modeling. Copl, a truncated derivative of CopA unable to bind CopT stably, was also analyzed. We show here that after
initial loop-loop interaction (kissing), helix propagation resulted in an extended kissing complex that involves the
formation of two intermolecular helices. By introducing mutations (base-pair inversions) into the upper stem regions
of CopA and CopT, the boundaries of the two newly formed intermolecular helices were delimited. The resulting
extended kissing complex represents a new type of four-way junction structure that adopts an asymmetrical X-shaped
conformation formed by two helical domains, each one generated by coaxial stacking of two helices. This structure
motif induces a side-by-side alignment of two long intramolecular helices that, in turn, facilitates the formation of an
additional intermolecular helix that greatly stabilizes the inhibitory CopA-CopT RNA complex. This stabilizer helix
cannot form in Copl-CopT complexes due to absence of the sequences involved. The functional significance of the
three-dimensional models of the extended kissing complex (Copl-CopT) and the stable complex (CopA-CopT) are
discussed.

Keywords: antisense RNA; chemical mapping; RNA modeling; RNA-RNA interaction; RNA structure

INTRODUCTION ner & Brantl, 1998; Zeiler & Simons, 1998). Plasmid R1
belongs to the IncFll group of plasmids whose initiation
frequency is controlled by an antisense RNA, CopA.
Synthesis of the replication initiator protein RepA re-
quires translation of a short leader peptide (fap), lo-
cated upstream of repA. CopA binds to the leader region
of the repA mRNA (CopT), located about 80 nt up-
stream of the repA start codon (Fig. 1). Binding pre-
vents fap translation and thereby repA expression
(Blomberg et al., 1992, 1994; Malmgren et al., 1996).
Reprint requests to: Pascale Romby, UPR 9002 du Centre Na- TheCopA-Copl blndmg process is viewed as a series

tional de la Recherche Scientifique, Institut de Biologie Moléculaire of reactions leading to progressively more stable com-
et Cellulaire, 15 rue R. Descartes, Strasbourg cedex, France; e-mail: plexes (Persson et al., 1988, 1990a, 1990b; Malmgren
P.Romby@ibmc.U-strasbg.fr; or E. Gerhart H. Wagner, Department et al.. 1997). CopA and CopT are fully complementar

of Microbiology, SLU (Swedish University of Agricultural Sciences), d B h FzNA P i P " Y | P Y
Box 7025, Genetikvagen 5, S-75007 Uppsala, Sweden; e-mail: an ot s contain a major stem- oop structure

gerhart.wagner@mikrob.slu.se. (Il/I" in Fig. 1) that is essential for high pairing rates
311

Many untranslated RNAs exert regulatory functions in
both prokaryotes and eukaryotes. A subclass of these
regulators, called antisense RNAs, affects target RNA
function via binding to complementary sequences. Most
antisense RNAs have been identified in prokaryotic
cells, mainly in their plasmids, transposons, and bac-
teriophages (reviewed by Wagner & Simons, 1994; Wag-
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FIGURE 1. Sequences and secondary structures of the antisense
RNA (CopA) and of the leader segment of the repA mRNA. Struc-
tures are based on chemical and enzymatic probing (Ohman & Wag-
ner, 1989; this work). The target sequence (CopT) of the antisense
RNA (CopA) is shown in brackets. The Shine and Dalgarno (SD),
stop codon of tap, and start codons of tap and repA are indicated.
Binding of CopA prevents translation of the tap reading frame by
occluding ribosome binding at tap initiation site (—). Under these
conditions, the stable RNA stem-loop that sequesters the repA ribo-
some binding site (RBS) prevents translation of the repA reading
frame (Blomberg et al., 1994). If CopA fails to bind, ribosomes trans-
late the tap reading frame, terminate at the tap stop codon, and

COpA . reinitiate at the repA RBS by a direct translational coupling (Blomberg
. et al., 1992, 1994). The sequence of the truncated antisense RNA
- (Copl) sufficient to inhibit tap translation is boxed (Wagner et al.,
1992; Malmgren et al., 1996).
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and control (Ohman & Wagner, 1989; Hjalt & Wagner,
1992, 1995). The initial step involves a transient loop—
loop interaction (kissing complex) between the com-
plementary hairpin loops (Persson et al., 1990a, 1990b).
Indeed, a truncated CopA (Copl, Fig. 1), lacking the 5’
proximal 30 nt and consisting only of the major stem-
loop, does not form stable duplexes with CopT, but is
capable of competing with CopA for binding (Persson
et al., 1990b). It was recently shown that in both Copl—
CopT and CopA-CopT complexes, initial kissing is
rapidly followed by more extended intermolecular in-
teractions (Malmgren et al., 1997). Subsequently, the
single-stranded region in the 5’ tail of CopA pairs with
its complement in CopT to yield the stable, inhibitory
CopA-CopT complex. This complex is the dominant
product of binding in vitro (Malmgren et al., 1996, 1997).
Complete duplex formation is very slow and has been
proposed to be irrelevant for control (Malmgren et al.,
1996, 1997; Wagner & Brantl, 1998).

Different pairing pathways that result in rapid forma-
tion of stable antisense-target RNA complexes have
been described (Kittle et al., 1989; Persson et al., 1990b;
Tomizawa, 1990; Siemering et al., 1994; Thisted et al.,

1994). A common feature is the use of a restricted
single-stranded region in each interacting RNA for the
initial step. In most cases, binding initiates between two
loops, in some cases between a loop and a single-
stranded RNA segment. Subsequently, more stable
complexes are either formed by the pairing of distal
RNA segments or, in the latter case, by extension of the
first helix.

In the plasmids of the ColE1-family, control of repli-
cation is mediated by an antisense RNA, RNAI, that
interacts with the preprimer, RNAII, via initial and tran-
sient base pairing between complementary loops (Egu-
chietal., 1991; Eguchi & Tomizawa, 1991). NMR studies
were performed on two RNA hairpins carrying seven-
membered complementary loops derived from RNAI/
RNAII (Marino et al., 1995; Lee & Crothers, 1998). These
studies indicated that all seven loop bases were paired
in the loop—loop helix, and continuous stacking of the
loop nucleotides on the 3’ side of their respective stems
was observed. Loop—loop interactions in plasmid R1
(IncFll plasmid; Persson et al., 1990a, 1990b; Malmgren
et al., 1997), pMU720 (IncB plasmid; Siemering et al.,
1994), and Collb-P9 (Incla plasmid; Asano et al., 1998)
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Structure of antisense-target RNA complex

are clearly similar. In all these systems, it was sug-
gested that an initial loop—loop interaction is rapidly
converted to an extended kissing complex. This re-
quires partial melting of the upper stem regions, most
probably facilitated by the presence of bulged residues
(Siemering et al., 1994; Hjalt & Wagner, 1995). Inter-
estingly, the extended kissing complex suffices for in-
hibition in vivo (Wagner et al., 1992; Wilson et al., 1993).
In the case of plasmid R1, the extended kissing com-
plex is also capable of blocking ribosome binding at the
Iap translation initiation site in vitro (Malmgren et al.,
1996), suggesting the existence of a bulky structure.

In the present work, the conformation of the stable
complex formed by CopA and its target, CopT, was
studied using chemical and enzymatic probing (Ehres-
mann et al., 1987). For comparison, the extended kiss-
ing complex formed by the truncated antisense RNA
Copl and CopT was tested in parallel. Based on exten-
sive probing results, a model of the CopA—CopT com-
plex was built using computer-graphic modeling. The
proposed structure presents as its most unique feature
an asymmetric cruciform-like structure whose forma-
tion requires extensive breakage of intramolecular base
pairing in the upper stems and the formation of inter-
molecular base-pairing interactions. Base-pair inver-
sions in CopA and compensatory mutations in CopT
were introduced in different positions of the upper stems
to define the boundaries of the newly formed inter-
molecular helices. The significance of these structural
features is further discussed.

RESULTS

Enzymatic and chemical probing of the
antisense and target RNAs

We showed previously that full CopA—CopT duplexes
are only slowly formed in vitro, and identified a stable
complex using double-strand-specific enzyme RNase
ll- and Pb2*-catalyzed cleavages (Malmgren et al.,
1997). To obtain detailed structural information about
the CopA—CopT complex, we used a range of enzymes
and chemical reagents. To study the extended kissing
complex, CopA was replaced by the truncated CopA
variant Copl, which contains only the major stem-loop
structure (Persson et al., 1990a). Antisense or target
RNAs were end labeled and incubated with comple-
mentary, unlabeled counterparts for complex formation
under native conditions (see Materials and Methods).
RNAs, free or complexed, were subjected to enzyme
hydrolysis or chemical modifications under conditions
where statistically less than one cleavage/modification
per molecule takes place. Enzymes used were RNase
T1 (specific for single-stranded guanines), RNase T2
(specific for single-stranded regions), and RNase V1
(specific for double-stranded regions). Dimethylsulfate
(DMS; alkylates [N3]C and [N7]G), diethylpyrocarbon-
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ate (DEPC; modifies [N7]A), nickel complex (NiCR;
modifies [N7]G), and hydroxyl radicals (cleavage at ri-
bose moieties) were used as chemicals. Hydroxyl rad-
icals were only used on end-labeled CopA free or bound
to CopT. NiCR (Chen et al., 1993) and DEPC (Weeks
& Crothers, 1993) are known to be very sensitive to
stacking of base rings. Therefore, position N7 of pu-
rines within a helix is not reactive unless the deep groove
is widened. RNAs were also subjected to Pb?* -induced
cleavage, which has proven exquisitely sensitive to sub-
tle structural variations (Malmgren et al., 1997). Exper-
iments are shown in Figures 2-5, and the determined
reactivities are indicated schematically in Figure 6. For
convenience, analogous nucleotides in CopA and Copl
are referred to by their paositions in CopA.

In general, most cleavages/modifications of the free
RNAs correlate well with the proposed secondary struc-
tures of both RNAs (Fig. 6). The main cleavages by
RNases T1 and T2 were located in the external loops
and the single-stranded regions, whereas RNase V1
cleavages were only observed in helical regions of both
RNAs (Figs. 2 and 4). All cytosines reactive towards
DMS were located in loops and single-stranded re-
gions of both RNAs (Fig. 3). The results indicated the
existence of a particular structure for loop Il of CopT:
the absence of a RNase T1 cut at G114 (Fig. 4) and the
absence of reactivity at N3 of U109 and N1 of G114
towards chemical probes (Malmgren et al., 1996) were
indicative of a U-G base pair closing the loop. This
base pair has recently been proposed to occur in a
similar loop of repZ mRNA (Collb-P9 plasmid; Asano
et al., 1998).

Structure probing of the extended kissing
Copl-CopT complex

Binding of Copl induces several reactivity changes in
CopT, specifically in loop I’ and the upper stem II'
(Figs. 4 and 6B). Unexpectedly, the major RNase T1
cleavages at G111 and G112 were only weakly de-
creased (Fig. 4). The RNase T2 cleavages in loop II'
were still observed in the extended kissing complex,
whereas significant protection of the weak cleavages
occurred at C104, A105, and A118. Upon RNase V1
digestion, new cleavages appeared at C104 and A105,
and A106 and C107 became protected (Fig. 4). Copl
also induced strong protections at positions [N7]A118
and [N3]C119, and moderate protections at [N3]C101,
[N3]C113, [N7]A105, and [N7]A106 (Fig. 6B). These
data are in good agreement with the Pb?*-induced
cleavages, because strong Copl binding-induced pro-
tections were previously observed on both sides of the
upper stem I’ of CopT (U102-C107 and U117-A123;
Malmgren et al., 1997). In contrast, the entire region
of complementarity was rendered resistant to single-
strand-specific RNases when full duplexes were formed
artificially (Fig. 4).
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FIGURE 2. Enzymatic hydrolysis of Copl and CopA free or in complex with CopT. Enzymatic hydrolysis on 3’- (A) or 5'- (B)
end-labeled Copl (Copl*), and (C) on 3'-end-labeled CopA (CopA*), free (— CopT) or in the presence of an excess of CopT
(+ CopT). Complex formation was performed at 37 °C for 5 min. Enzymatic reactions were done at 37 °C for 5 min. T1:
RNase T1, 0.001 unit; T2: RNase T2, 0.01 unit; V1: RNase V1, 0.05 (+) or 0.1 (++) U. Lanes T, L: RNase T1 and alkaline

ladders, respectively.

Binding of CopT induced similarly located reactivity
changes in loop Il and the upper stem Il of Copl (Figs. 2
and 3). The major RNase T1 cut at G57 remained un-
changed or was only weakly protected, and a new weak
cut appears at G63 (Fig. 2A). The strong RNase T2
cleavage at C56 became protected upon CopT binding
whereas the cleavages at positions 60—62 were slightly
enhanced (Fig. 2A). Again, these data were in accor-
dance with the susceptibility of loop Il of Copl to Pb?*-
catalyzed hydrolysis in the extended kissing complex
(Malmgren et al., 1997). CopT also induced significant
protection at [N3]C56 whereas cytosines 58-59 re-
mained reactive at N3 (Fig. 3B), and adenines 60—61
at N7. RNase V1 hydrolysis was decreased at posi-
tions 48-50, concomitant with the appearance of new
cleavages at positions 52—-56 (Fig. 2). These new RNase
V1 cleavages were not observed in the full CopA-
CopT duplexes formed artificially (data not shown).

Thus, the accessibility of nt 57—63 in Copl and 107—
113 in CopT to single-strand-specific probes and the
RNase V1 cuts at positions 52-56 in Copl and 104—

107 in CopT indicate that formation of the extended
kissing complex requires intermolecular interactions in
the upper stem regions at the expense of intramolec-
ular base pairs.

Structure probing of the stable
CopA-CopT complex

CopA—CopT complexes were formed at 37°C for
2-15 min and subjected to enzymatic cleavages or
chemical modifications. We previously showed that
within 15 min of incubation, at given concentrations,
most RNAs were in the form of stable complexes, but
only a minor fraction was converted to a full duplex
(Malmgren et al., 1997).

CopA and Copl induced virtually indistinguishable re-
activity changes in the stem-loop II’ of CopT (Fig. 6B).
In particular, residues in loop II' remained accessible to
the single-strand-specific RNases and Pb?" hydrolysis
when CopA-CopT complexes were analyzed (Fig. 4).
Furthermore, enhanced RNase V1 cuts also occurred
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FIGURE 3. Chemical probing of CopA and Copl, free or in complex with CopT. A,B: DMS (N3C) or DEPC (N7A) medifi-
cations on (A) 3'-end-labeled Copl (Copl*) or (B) CopA (CopA*), free (— CopT) or bound to CopT (+ CopT). Complex
formation with CopT was performed at 37 °C for 5 min. DMS, native conditions: 5 min (+), 10 min (++), and 15 min (+++)
at 37 °C; DEPC, native conditions: 20 min at 37 °C. (C) NiCR modification on 5'-end-labeled CopA: free (— CopT), bound
to CopT under native conditions (+ CopT), and full CopA-CopT duplex (FD); (D) Hydroxyl radical hydrolysis on 5'-end-
labeled CopA free (— CopT) or bound to CopT (+ CopT). Reactions were performed either in the presence of HoOz 1% (+)
or 10% (++). Lanes L, T, U: Alkaline, RNase T1, and RNase U2 ladders, respectively.

at C104 and A105. Additional strong protections were
observed in the 140-169 region (T2, T1, and Pb?*
cleavages) and, concomitantly, new RNase V1 cuts ap-
peared at U162-C163 and U167-A168 (Fig. 4). In con-
trast, formation of a full duplex between CopA and CopT
conferred complete protection of the CopA binding site
(positions 80-169) from single-strand-specific probes
but induced new RNase V1 cuts at U162-C163 and
U167-A168 (Fig. 4). In the case of the native complex,
no major structural rearrangement of CopT RNA oc-
curred in the noncomplementary region (Fig. 4). Minor
changes were represented by enhanced RNase T1
cleavages at G172 and G173 in the Shine-Dalgarno
sequence of tap, indicating melting of stem I'.

Conversely, CopT induced the same reactivity
changes in stem-loop Il of Copl and CopA (see Figs. 2
and 3). This is well illustrated by the new RNase V1
cuts at positions U52—C56 and the accessibility of res-
idues 57—61 towards chemicals and RNase T2 (Figs. 2
and 3). Furthermore, most of the N7 position of gua-
nines, with the exception of G57, showed protection
towards NiCR (Fig. 3C). In addition, strong protections
were detected in the 5’ tail of CopA encompassing nt
1-30 (T2 and T1), and [N3]C22 and [N7]/(A9, G23,
G24, A28, and A29) were rendered unreactive in the
complex (Figs. 2 and 3B). Finally, significant protec-
tions were induced by CopT binding at several riboses
of CopA, at positions 35—-38 and 46—-48 (Fig. 3D).

These results further confirm that a full duplex be-
tween CopA and CopT is not rapidly formed in vitro.
Instead, the extended intermolecular interactions present
in the Copl—-CopT complex are maintained in the CopA—
CopT complex. These data suggest the formation of
two intermolecular helices, B and B’, thus generating a
four-helix junction. Additionally, the extended kissing
complex is stabilized by an intermolecular helix C formed
between the 5" most 30 nt of CopA and the comple-
mentary sequences of CopT.

Base-pair inversions in stems II/Il’ of CopA
and CopT alter the formation
of helices B and B’

Structure mapping of the complexes formed by Copl—
CopT and CopA—CopT supported the presence of two
intermolecular helices, B and B’, as modules in the
four-helix junction structure (Fig. 6). To delimitate the
number of base pairs in the two intermolecular helices,
we used site-directed mutagenesis of the copA/copT
gene sequence. Base-pair inversions were introduced
at three positions within stem II. These mutations affect
neither the stability nor the structure of the RNAs in
their free state (data not shown), but were expected to
affect formation of helices B and B’ (Fig. 6). Polymer-
ase chain reaction (PCR)-generated templates were
used for transcription of mutated Copl, CopA, and CopT
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FIGURE 4. Enzymatic probing on CopT, free or in complex with anti-
sense RNAs. Enzymatic hydrolysis on 5’-end-labeled CopT (CopT~).
Complex formation with Copl (+ Copl), or with CopA (+ CopA) was
performed at 37 °C for 5 min under native conditions. Full duplex with
CopA (FD) was formed by denaturation/annealing treatment. Enzy-
matic hydrolysis were performed with RNase T1, 0.001 U (T1); RNase
T2, 0.01 U (T2); RNase V1, 0.1 U (V1).

RNAs. The effect of the mutations on the structure
of homologous or heterologous wild-type and mutant
Copl-CopT or CopA—CopT pairs were analyzed by en-
zymatic mapping. Autoradiograms of such experiments
are shown in Figure 5.

Cleavages by RNase V1 was used to obtain a sig-
nature of the extended kissing complex: new or en-
hanced cleavages were induced in CopA or Copl at
consecutive positions U52—C56, and in CopT at C104—
A105. Furthermore, in the CopA-CopT complex, the
formation of the intermolecular helix C that greatly en-
hances complex stability was characterized by several
V1 cuts in CopT at U162-C163 and U167-A168, as
well as by the disappearance of V1 cleavages in CopA
at positions G7—A9 and G16-A19, resulting from melt-
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ing of helix I. Therefore, we used RNase V1 to probe
the structure of the homologous and heterologous com-
plexes formed with the H1, H2, and H3 RNA variants
(Fig. 5). In all these experiments, we used conditions
(RNA concentrations, time of incubation, buffers) under
which the stable CopA—CopT complex is almost quan-
titatively formed.

RNase V1 probing of end-labeled CopA RNA vari-
ants indicated almost identical cleavage patterns of free
mutant and wild-type RNAs. Hence, no major structural
changes were caused by the mutations. The three ho-
mologous CopA/CopT and the heterologous CopA-H3/
CopT-wt complexes showed the characteristic RNase
V1 patterns, that is, the appearance of cleavages at
positions U52—C56 in CopA (Fig. 5A). Interestingly, the
heterologous complexes formed between CopT-wt and
either CopA-H1 or CopA-H2 were different: significant
protections were observed at U49-C50 of CopA-H1
and CopA-H2 (Fig. 5A), whereas positions U52—-C56
remained uncleaved, that is, a pattern resembling that
of free RNAs. The same experiments were also per-
formed using end-labeled CopT variants (Fig. 5B). Again,
no major structural changes occurred in CopT mutant
RNAs, and identical cleavage patterns were observed
for all homologous CopA—CopT complexes, as well as
in the heterologous CopA-wt/CopT-H3 complex. Cleav-
ages at positions C104-A105 in the different CopT
species were enhanced after complex formation, and
protections occurred at A106—C107 (Fig. 5B). In contrast,
CopA-wt/CopT-H1 and CopA-wt/CopT-H2 complexes
were not susceptible to cleavage at these positions
(Fig. 5B). Identical data were obtained by using the
mutated Copl RNAs which cannot form helix C (data
not shown).

Thus, the base-pair inversions located above the lower
bulge in CopA or CopT (H1 and H2) affected the overall
topology of the four-way junction structure, whereas a
wild-type-like cleavage pattern was restored by form-
ing complexes between fully complementary RNAs. This
supports the presence of canonical intermolecular base
pairs in helices B and B’ that are required for RNase
V1 hydrolysis in these two regions. In contrast, base-
pair inversions below the lower bulged residues (H3) in
each of the RNAs did not affect the global structure of
the CopA-CopT complex, demonstrating that the cor-
responding nucleotides are not involved in intermolec-
ular base pairing between CopA and CopT.

A three-dimensional model for the antisense
RNA-target RNA complex

A secondary structure model consistent with the prob-
ing data is proposed for the CopA—CopT complex and
shown in Figure 6C. The intramolecular and intermolec-
ular helices are entirely formed by Watson—Crick base
pairs. Our data argue for the formation of two inter-
molecular helices (B and B’) connected by single-
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FIGURE 5. RNase V1 probing of homologous or heterologous CopA—CopT complexes. Enzymatic hydrolysis was per-
formed on 5’-end-labeled CopA-H2 or CopA-H3, alone or in the presence of an excess of wild-type or mutant CopT (A) and
on 5'-end-labeled CopT-H2, or CopT-H3, free or bound to either wild-type or mutant CopA (B). Complex formation was
performed at 37 °C for 15 min in TMN buffer. Lanes T1, U2, L: RNases T1, U2, and alkaline ladders, respectively.

stranded regions