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Résumé

Chez Arabidopsis thaliana, les génes d’ARNr 5S, transcrits par I’ARN polymérase 111, sont présents a
environ 1000 copies regroupées en blocs situés au niveau de I’hétérochromatine péricentromérique des
chromosomes 3, 4 et 5. Le chromosome 5 porte un locus d’ADNTr 5S sur chacun de ses bras. Seuls les loci
du chromosome 4 et du bras gauche du chromosome 5 contiennent des génes d’ARNr 5S transcrits. La
population d’ARNTr 5S est hétérogene chez Arabidopsis et se caractérise par la présence d’un ARNr 5S
dit « majoritaire », représentant plus de 90% des transcrits 5S de la cellule, et d’ARNr 5S « minoritaires »
différant du transcrit 5S majoritaire par une ou deux substitutions nucléotidiques. Dans le cadre de I’étude
de la régulation génétique de I’expression des genes d’ARNr 5S, nous avons identifié, cloné et caractérisé
TFHIA d’Arabidopsis, qui est le facteur de transcription spécifique des génes d’ARNr 5S. Lors de cette
étude, nous avons également identifié un produit d’épissage alternatif du géne TFIIIA, codant une
protéine plus courte que TFIIIA dans sa partie N-terminale, dénommée TFIIIAbis. L’analyse de lignées
RNA. ciblant TFIIIAbis et des expériences de trancription in vitro, ont suggéré que TFIIIAbis aurait un
effet positif sur le taux global des ARNr 5S, probablement en stabilisant ces ARN. Nous avons également
mené une étude de la régulation épigénétique de I’expression des génes d’ARNr 5S. Ainsi, nous avons
démontré I’implication de la méthylation de I’ADN dans la répression de la transcription des géenes
d’ARNr 5S minoritaires. L’expression de ces génes est également contrdlée par la voie de répression
transcriptionnelle indépendante de la méthylation ADN dont MOML1 fait partie. Nous avons identifié un
nouveau type de transcrits provenant des genes d’ARNr 5S, appelés ARNr 5S-210. De la méme fagon
que les ARNr 5S minoritaires, I’expression des ARNr 5S-210 est contrdlée par la méthylation de I’ADN
et par la voie de répression contenant MOM1. Enfin, nous montrons que toutes les séquences répétées
hétérochromatiques, a I’exception des éléments transposables, sont soumises a ces deux voies de
répression.

Abstract

In Arabidopsis thaliana, polymerase Ill-transcribed 5S rRNA genes are present at about 1000 copies
clustered at pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5. The chromosome 5 bears one
5S rDNA locus on each arm. Transcribed 5S rRNA genes are only present on chromosome 4 and in the
large locus of left arm of chromosome 5. In Arabidopsis, 5S rRNA pool is heterogeneous and
characterized by the existence of both a major 5S rRNA (more than 90% of total 5S rRNAs) and some
minor 5S rRNAs, differing from the major one by one or two base substitutions. Within the framework of
the study of the genetic regulation of the 5S rDNA expression, we have identified, cloned and
characterized the transcription factor TFIIIA from Arabidopsis that is specific of the 5S genes. We also
identified an alternatively spliced product from the TFIIIA gene, named TFIlIAbis, that is shorter than
TFHIA in its N-terminal extremity. The data obtained by the targeting of TFIlIAbis by a RNAI technique
and in vitro transcription experiments, suggest a positive effect of TFII1Abis on the 5S rRNA global rate,
probably by stabilizing these RNA. We also studied the epigenetic regulation of the 5S rDNA
demonstrating the implication of DNA methylation in the silencing of minor 5S genes. In addition,
MOM1 mediates DNA methylation-independent silencing of these genes. We identified a novel transcript
originating from 5S genes, named 5S-210 rRNA. As minor 5S rRNA, the expression of the 5S-210
transcripts is under the control of DNA methylation and of the MOML1 pathway. Finally, we demonstrated
that all highly repetitive heterochromatic sequences with the exception of transposable elements are
controlled by these two distinct epigenetic silencing pathways.
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Introduction

Le terme « hétérochromatine » est largement utilisé pour désigner des régions de la
chromatine condensées ou contenant des genes dont I’expression est réprimée (phénoméne
appelé dans cette these « silencing »). A I’origine I’hétérochromatine a été décrite comme
des segments de chromosomes ou des chromosomes qui restent condensés pendant
I’interphase et qui se colorent difféeremment du reste du noyau (I’euchromatine) (Heitz,
1928). Depuis sa premiére description, d’autres caractéristiques ont été attribuées a
I”’hétérochromatine (Henikoff, 2000; Hennig, 1999; Karpen and Allshire, 1997). D’un point
de vue cytologique, ce sont des régions chromosomiques colorées intensément et hautement
condensées, et moléculairement, ce sont des segments de chromosomes contenant des
séquences d’ADN répétées en tandem. Biochimiquement, I’hétérochromatine est un
complexe d’ADN et de protéines relativement insensible a la DNase I, et est riche en ADN
méthylé et en histones H3 méthylées sur leur lysine 9. De maniére physique, les
nucléosomes sont arrangés régulierement au niveau de I’hétérochromatine, et
fonctionnellement, ce sont des régions largement inactives transcriptionnellement, se

répliquant tardivement, et étant rarement impliquées dans la recombinaison meiotique.

L’objectif de ces travaux de thése était d’approfondir la compréhension de la
régulation de I’expression des genes d’ARNr 5S, d’un point de vue génétique et
épigénétique. Les genes d’ARNr 5S étant situés dans I’hétérochromatine péricentromérique
chez Arabidopsis, la synthese bibliographique se déclinera en trois chapitres : le premier
chapitre présente notre modéle d’étude, I’ARNr 5S; le deuxiéme chapitre décrit la
méthylation de I’ADN et son impact sur I’expression des génes ; le troisieme chapitre
présente certaines modifications post-traductionnelles des histones qui participent au

contrdle de I’expression du génome.
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Chapitre I
L’ARN ribosomique 5S
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1. L’ARNTY 5S est un composant des ribosomes

La synthése des proteines utilisant les ARNm comme matrice est un processus universel. Il
n’est donc pas surprenant que la machinerie cellulaire nécessaire a la synthése protéique soit
hautement conservée. L’ensemble des événements de la synthése protéique sont possibles
grace a un complexe multienzymatique important, composé de molécules protéiques et de
molécules d’ARN : le ribosome. Ce dernier établit des interactions spécifiques avec
I’ARNmM a traduire, des ARNt portant les acides aminés et différents cofacteurs protéiques
assurant ainsi la formation correcte de la chaine polypeptidique. Des bactéries jusqu’aux
mammiferes, les ribosomes possedent globalement la méme structure. Ce sont de grosses
particules ribonucléoprotéiques qui sont invariablement constituées d’une grande et d’une
petite sous-unité. Cependant, les ribosomes eucaryotes (ribosomes 80S) et procaryotes
(ribosomes 70S) ont une composition différente en ARN et en protéines (figure 1). Chez les
eucaryotes, la petite sous-unité 40S est composée d’une molécule d’ARN ribosomal 18S liée
a 33 protéines ribosomales différentes, alors que la grande sous-unité 60S est constituée de
trois molécules d’ARN ribosomaux, 28S (25S chez les plantes), 5.8S et 5S, qui sont liées a
environ 50 protéines ribosomales. Les ribosomes procaryotes sont légérement plus petits et
contiennent moins de composants. La petite sous-unité 30S contient un ARNr 16S et 21
protéines alors que la grande sous-unité 50S posséde un ARNr 23S et un ARNr 5S ainsi que
31 protéines. Les interactions entre I’ARNm et les ARNt ont lieu au sein de la petite sous-
unité ribosomale alors gque la grande sous-unité permet I’assemblage de la chaine peptidigue.
D’autre part, comme décrit précédemment, les ribosomes étant composés d’ARN
ribosomiques et de protéines ribosomales, leur biogenese fait intervenir trois ARN
polymerases dans les cellules eucaryotes: I’ARN polymérase | transcrit les ARNr 28S (25S
chez les plantes), 18S et 5.8S, I’ARN polymérase Il synthétise les ARNm codant les
protéines ribosomales et I’ARN polymérase Il produit I’ARNr 5S. La majorité de ces
différents facteurs est assemblée en particules pré ribosomales dans le nucléole, puis ces
particules traversent le nucléoplasme, sortent du noyau par les pores nucléaires et sont
finalement assemblées en ribosomes matures dans le cytoplasme. En plus des trois ARN
polymérases, un trés grand nombre de protéines non ribosomales et de petits ARN
nucléolaires catalysent la formation des ribosomes et restent dans le nucléole quand les

sous-unités ribosomales sont exportées vers le cytoplasme (Warner, 2001).



Ribosome Procaryote: 70S

a N

ARNr 16S ARNr 23S; 5S
+ +
21 protéines 31 protéines

Ribosome Eucaryote: 80S

- N

ARNTr 18S ARNr 28S/258; 58S; 5.8S
+ +
33 protéines 50 protéines

Figure 1: Composition d'un ribosome procaryote et d'un ribosome eucaryote.
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2. L’ARNF 5S forme différents complexes ribonucléoprotéiques
Les différents complexes prenant en charge I’ARNr 5S sont résumés figure 2.

L’ARNr 5S possede la particularité de pouvoir étre lié par son propre facteur de
transcription spécifique TFIIIA (voir paragraphe 5.1). TFIIIA a de multiples fonctions dans
la biogenése des ribosomes. Durant les stades précoces de I’ovogenese chez le xénope,
TFHIA active la transcription de larges quantités d’ARNr 5S avant que les autres
composants ribosomiques ne soient disponibles. L’exces d’ARNr 5S est exporté jusqu’au
cytoplasme en étant lié soit a TFIIIA, formant le complexe ribonucléoprotéique 7S (7S
RNP ; (Honda and Roeder, 1980 ; Pelham and Brown, 1980; Picard and Wegnez, 1979)),
soit a la protéine L5, constituant le complexe ribonucléoprotéique 5S (5S RNP ; (Allison et
al., 1991; Guddat et al., 1990)). Ces ARNr 5S sont alors stockés a ce niveau jusqu’au
moment de I’assemblage des ribosomes qui a lieu pendant les stades tardifs de I’ovogenése.
En générant des variants d’ARNr 5S ne pouvant lier ni L5, ni TFIIIA, Guddat et al. ont
observé que ces ARN sont retenus dans le noyau démontrant ainsi I’importance de ces
liaisons dans I’export des ARNr 5S (Guddat et al., 1990). Avec le début de I’assemblage des
ribosomes, les ARNr 5S doivent étre réimportés dans le noyau pour étre incorporés dans la
grande sous-unité ribosomale. Contrairement a la 5S RNP, la 7S RNP ne peut pas étre
importée dans le noyau (Rudt and Pieler, 1996), elle reste séquestrée dans le cytoplasme
certainement parce que la fonction d’import nucléaire de TFIIIA est masquée par la liaison
de I’ARNr 5S (Pieler and Rudt, 1997). Rudt et Pieler ont montré que la liaison de I’ARNTr
5S sur TFIHA est un élément clé pour la rétention cytoplasmique de TFIIIA (Rudt and
Pieler, 1996). A I’opposé, la capacité de I’ARNr 5S a étre importé dans le noyau est corrélée
avec sa capacité a lier la protéine ribosomale L5. Ainsi, la réentrée de I’ARNr 5S dans le
noyau permet I’assemblage des ribosomes (Dechampesme et al., 1999; Steitz et al., 1988).
La surexpression de la protéine L5 dans des embryons de xénope induit I’activation de genes
d’ARNTr 5S normalement inactifs, permettant ainsi de supposer que la liaison de I’ARNr 5S
a TFIIA ou a L5 dans le cytoplasme serait un moyen de réguler indirectement la
transcription des genes d’ARNr 5S via la quantité de TFIIIA libre disponible pour la
transcription (Pittman et al., 1999). Le stockage de I’ARNr 5S dans le cytoplasme n’est
cependant pas un phénomeéne universel puisqu’il n’a pas été observé dans les cellules
somatiques de mammiferes (Rosorius et al., 2000).

En 1967, Knight et Darnell ont découvert que dans des cellules de mammiferes seule
la moitié des molécules ARNr 5S est associée avec la grande sous-unité du ribosome

(Knight and Darnell, 1967). L’autre moitié est soit sous forme libre, soit associée avec une
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Figure 2: L'ARNTr 5S forme différents complexes chez le xénope.
Chez les eucarytotes, les génes d'’ARNr 5S sont constitué¢s d'unités indépendantes
transcrites par la polymérase III. TFIIIA est impliqué dans 1'initiation de la transcription
et peut ¢également lier 'ARNr 5S formant la 7S RNP qui peut étre exportée du noyau au

cytoplasme chez le xénope. L'ARNr 5S nouvellement synthétisé peut aussi étre li€ par

L5 formant la 5S RNP qui peut amener I'ARNr 5S du noyau au cytoplasme. Une fois
dans le cytoplasme, I'ARNr 5S peut étre complexé en 42S RNP. L'ARNTr 58S peut étre
importé dans le noyau mais uniquement sous forme 5S RNP, pour étre incorporé a la
grande sous-unité ribosomale 60S. D'apres Szymanski et al. (2003).



Synthese bibliographique

ou plusieurs protéines. Une protéine de mammiferes connue pour lier ’ARNr 5S est
I’antigéne La. Les ARN ainsi complexés représentent une petite fraction de I’ARNTr 5S total,
environ 1%, et sont Iégérement plus longs au niveau de leur extrémité 3’ (Rinke and Steitz,
1982). La protéine La permet en réalité la maturation de tous les transcrits polymérase Il1.
Chez I’lhomme, la drosophile, S. pombe, S.cerevisae et T. brucei, les différentes protéines La
lient in vivo les transcrits polymérase Il nouvellement synthétisés (Wolin and Cedervall,
2002). De méme chez Xenopus, Guddat et al. ont montré que les ARNr 5S nucléaires
nouvellement synthétisés interagissent de maniére transitoire avec I’antigene La (Guddat et
al., 1990). De plus, des expériences de protection a la ribonucléase sur des pré-ARNr 5S
immunoprécipités de xénope ont révélé que la protéine La protége I’extrémité 3’ de ces
ARN de digestions exonucléasiques (Shi et al., 1996). La protéine La est par la suite
remplacée soit par la protéine L5 soit par TFIIIA. D’autre part dans les cellules de
mammiféeres, les 5S RNP ( ARNr 5S lié a L5) serviraient de précurseurs a I’assemblage du
ribosome en permettant le passage de I’ARNr 5S du nucléoplasme au lieu d’assemblage des
sous-unités préribosomales 60S dans le nucléole (Steitz et al., 1988). Ces auteurs proposent
donc une voie en trois étapes pour I’assemblage des ARNr 5S dans les ribosomes : les ARNr
5S nouvellement synthétisés non maturés sont complexés avec la protéine La, une fois ces
ARN maturés ils s’associent avec la protéine L5 qui adresse les ARN jusqu’au nucléole pour
gu’ils puissent étre intégrés dans la grande sous-unité ribosomale.

Chez Xenopus, I’ARNr 5S est retrouvé également dans la particule 42S. Malgré le
fait que la particule 42S ait été la premiére RNP non-ribosomale contenant I’ARNr 5S
décrite dans des ovocytes immatures de X. laevis (Ford, 1971), elle a été relativement peu
étudiée. Environ 50% des ARNr 5S présents dans ces ovocytes immatures sont retrouveés
dans les particules 42S. Ce sont des structures relativement complexes comportant quatre
sous-unités 15S identiques (Denis and le Maire, 1983; Kloetzel et al., 1981). Chaque sous-
unité contient ’ARNr 5S, des ARNt, la protéine p43 et la protéine p48 dans les ratios
molaires 1:3:1:2, respectivement (Picard et al., 1980). C’est en fait la protéine p43 qui lie
I’ARNr 5S dans ce complexe. Cette protéine est structurellement similaire a TFIHIA mais
ces deux protéines sont fonctionellement différentes ; en effet p43 ne lie pas les genes
codant les ARNr 5S mais exclusivement ses transcrits (Joho et al., 1990). La protéine p43

tient donc aussi un role de stockage cytoplasmique de I’ARNr 5S.
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3. Fonction de I’ARNYr 5S
Depuis de nombreuses années, I’ARNr 5S a été utilisé comme molécule modele pour des
études structurales des ARN et des analyses d’interactions ARN-protéines, mais aussi
comme marqueur phylogénétique. Ceci a permis I’accumulation d’un grand nombre de
séquences nucléotidiques de genes d’ARNr 5S (Szymanski et al., 2002). La conservation
des structures primaire et secondaire de cet ARN de 120 nucléotides entre procaryotes et
eucaryotes suggere une fonction importante dans la biosynthése des protéines (figure 3).
Cependant, le rdle précis de I’ARNr 5S dans la fonction du ribosome n’est pas
complétement élucidé. Basé sur des experiences de cross-linking, il a été suggeré qu’il
pourrait servir de transducteur de signaux entre les différents domaines catalytiques du
ribosome (Dokudovskaya et al., 1996), ou bien de déterminant de stabilité de la grande sous-
unité ribosomale (Holmberg and Nygard, 2000). L’importance de la fonction de I’ARNr 5S
dans la synthese protéique a été démontrée chez Escherichia coli, ou la délétion de six des
huit génes 5S présents réduit trés fortement le taux de croissance de la bactérie (Ammons
and Rampersad, 2001; Ammons et al., 1999).

Nous voyons donc que, bien que « I’acide ribosomal de faible poids moléculaire » ait
été identifié voici 40 ans (Rosset and Monier, 1963), la fonction précise de I’ARNr 5S au

sein du ribosome reste mal connue.

4. Organisation et structure des genes codant les ARNr 5S

Les génes d’ARNr 5S sont généralement présents sous la forme de blocs de séquences
répétées en tandem en orientation directe. Le nombre de ces génes est variable, pouvant aller
de huit copies chez E. coli (Condon et al., 1995), a plusieurs centaines chez I’homme
(Sorensen and Frederiksen, 1991) et Drosophila melanogaster (Wimber and Steffensen,
1970), voire pres de 60000 chez Linum usitatissimum (Schneeberger et al., 1989). Les genes
d’ARNTr 5S peuvent étre regroupés en un seul locus ou bien dispersés dans le génome, selon
les organismes. Chez les bactéries (Condon et al., 1995) et certains champignons comme
Saccharomyces cerevisiae (Philippsen et al., 1978) ou Mucor racemosus (Cihlar and
Sypherd, 1980), les genes d’ARNr 5S sont retrouvés associés aux autres genes d’ARNT,
dans une méme unité de transcription (chez les bactéries) ou transcrits indépendamment.
Cependant, chez la plupart des eucaryotes supérieurs, et chez Schizosaccharomyces pombe
(Mao et al., 1982) et Neurospora crassa (Selker et al., 1981), les genes d’ARNr 5S ne sont
pas physiquement liés aux autres génes d’ARNTr.
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Figure 3: Structure secondaire de I'ARNr 5S chez les

eucaryotes (A) et chez les procarytotes (B).
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4.1 Organisation des genes codant les ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana posséde environ 1000 genes d’ARNr 5S par génome haploide,
organisés en blocs de répétitions en tandem, représentant 0,7% du génome (Campell et al.,
1992). Grace a des techniques d’hybridation in situ a I’aide de sondes fluorescentes (FISH),
a la fois sur chromosomes mitotiques et meiotiques, la répartition chromosomique de ces
blocs d’ADNr 5S ainsi que le polymorphisme chromosomique de ces loci entre les
différents écotypes d’Arabidopsis thaliana (Fransz et al., 1998; Murata et al., 1997) ont pu
étre observés. Dans tous les écotypes testés, le chromosome 4 porte un bloc d’ADNr 5S sur
son bras court et le chromosome 5 présente deux loci d’ADNr 5S ; un grand locus sur le bras
gauche et un petit locus sur le bras droit du chromosome (Fransz et al., 1998; Murata et al.,
1997). Tous ces blocs d’ADNr 5S se situent en position péricentromérique et sont de nature
hétérochromatique, et ils sont physiquement séparés des loci des autres génes d’ARNr qui
sont localisés en position télomérique sur les bras courts des chromosomes 2 et 4 (figure 4).
La présence ainsi que la position d’un bloc d’ADNr 5S sur le chromosome 3 sont
polymorphiques entre certains écotypes (Fransz et al., 1998; Tutois et al., 2002). Par
exemple dans les écotypes Columbia, Cape Verde Islands et Kashmir 1, ce locus 5S est
retrouvé dans la région pericentromérique du bras court du chromosome, alors que dans le
cas de I’écotype Landsberg erecta il se trouve au milieu du bras long du chromosome
(figure 4). Dans les écotypes Landsberg, C24 et Wassileskija, le chromosome 3 ne porte pas
de locus d’ADNr 5S (Fransz et al., 1998).

La cartographie de chromosomes artificiels de levure (YAC, Yeast Artificial
Chromosome) et de chromosomes artificiels de bactéries (BAC, Bacteria Artificial
Chromosome) au niveau des différents loci génomiques d’ADNr 5S a été réalisée (AGI,
2000; Cloix et al., 2000; Tutois et al., 1999). Afin d’étudier la nature des génes d’ARNr 5S
présents au niveau des différents loci génomiques, ces YAC ont été utilisés comme matrice
ADN pour des amplifications PCR utilisant des amorces établies selon la séquence du gene
d’ARNTr 5S initialement rapportée par Campell et al. (Campell et al., 1992). La séquence des
produits PCR obtenus a permis d’établir de nouvelles séquences consensus de génes
d’ARNr 5S spécifiques de chacun des différents loci génomiques d’ADNr 5S (Cloix et al.,
2000).

De plus, ces réactions PCR ont révélé I’existence de deux types de gene d’ARNr 5S
dans I’écotype Columbia. Les unités représentées majoritairement ont une longueur de 502
pb et plus rarement des variants de 251 pb sont retrouvés. Ces derniers, présentant une
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délétion couvrant une partie de la séquence transcrite des genes d’ARNr 5S de 502 pb, ont

uniquement été détectés au niveau du petit locus du chromosome 5 (Cloix et al., 2000).

4.2 Structure des génes d’ARNr 5S

Les genes d’ARNr 5S sont composes d’une région transcrite de 120 pb, contenant des

séquences promotrices internes utilisées pour la transcription par I’ARN polymérase 11,
séparées par des séquences espaceurs, considérées auparavant comme non transcrites,

portant également certains motifs de séquences importants pour la transcription.

4.2.1 Le promoteur interne

La caractéristique la plus étonnante et la plus inhabituelle des promoteurs utilisés par la
polymérase Il est que la majorité des éléments de séquence requis pour la transcription est
située en aval du site d’initiation de transcription (+1). Ces régions de controle internes a la
séquence transcrite sont généralement discontinues et composees de blocs séparés par des
régions non-essentielles. Les génes d’ARNr 5S somatiques (décrits dans la section 6) chez
X. laevis sont un exemple classique qui requiert trois éléments internes pour une
transcription efficace : une boite A localisée entre les positions +50 et +64, un élément
intermédiaire positionné entre +67 et +72, et une boite C qui s’étend de +80 a +97 (Pieler et
al., 1987) (figure 5). Ces trois €léments composent I’ICR, pour « internal control region » ; il
est suffisant pour permettre I’assemblage du complexe de transcription composé de I’ARN
polymerase Il et de trois facteurs de transcription TFIIIA, TFIIIB et TFIIC. De plus, ce
promoteur est relativement sensible a des changements d’espacements entre ses trois
éléments (Pieler et al., 1987). Ce type de région de contrdle interne est aussi retrouvé dans
les génes d’ARNr 5S de beaucoup d’organismes inférieurs parmi lesquels Drosophila
melanogaster (Sharp and Garcia, 1988) et S. cerevisae (Lee et al., 1995), ainsi que chez les
mammiferes (Seifart et al., 1989).

Par analogie de séquence avec les données disponibles chez Xenopus laevis
(Bogenhagen et al., 1980; Pieler et al., 1987; Sakonju et al., 1980), les éléments constituant
le promoteur interne des genes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana ont pu étre définis. La
boite A se situe entre les positions +51 et +62 par rapport au site d’inititation de
transcription, I’élément intermédiaire est formé des paires de bases +71 et +72, et la boite C

est comprise entre les positions +81 et +90 (Cloix et al., 2000).
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Figure 5 : Représentation schématique de deux unités d'ADNr 5S consécutives.
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interne a la région transcrite et est composé des boites A et C et d'un élément
intermédiaire noté EI.
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4.2.2 Importance de la région en amont du site de transcription

Les tous premiers travaux effectués sur un géne somatique codant un ARNr 5S chez le
xénope ont montré que le remplacement de la région entiere flanquante en 5 par I’ADN
plasmidique d’E. coli (pMB9) n’avait aucun effet sur la transcription dans des extraits
nucléaires d’ovocytes de Xenopus (Bogenhagen et al., 1980; Sakonju et al., 1980). En
revanche, les séquences flanquantes en 5’ des génes d’ARNr 5S chez Bombyx mori sont
essentielles a la transcription utilisant des extraits cellulaires homologues (Morton and
Sprague, 1984). Ces auteurs ont montré qu’une région de 26 pb en amont de la séquence
transcrite du géne d’ARNr 5S est nécessaire a une transcription efficace in vitro. La
séquence de cette région contient un motif TATAT, ressemblant a une boite TATA
(« TATA-like »).

Toutefois, bien que les régions amont des genes d’ARNr 5S chez Xenopus laevis ne
représentent pas un élément nécessaire a la transcription in vitro, ces séquences sont
impliquées dans I’établissement de structures chromatiques distinctes qui contribuent a
I’expression différentielle des génes d’ARNr 5S de type ovocytaire et somatique (Wolffe,
1994). De plus, ces séquences sont requises pour une initiation précise de la transcription par
I’ARN polymérase III.

L’ importance de la région amont dans la transcription des génes d’ARNr 5S a, par la
suite, été également démontrée chez différents organismes. En effet, les génes d’ARNr 5S
chez Caenorhabditis elegans et Caenorhabditis briggsae (Nelson et al., 1998), Neurospora
crassa (Selker et al., 1986) et Drosophila melanogaster (Sharp and Garcia, 1988) possédent
la méme séquence « TATA-like » que les genes d’ARNr 5S de Bombyx mori (Morton and
Sprague, 1984) et cette séquence est requise pour une transcription efficace par I’ARN
polymérase Ill. Paradoxalement, chez Acanthamoeba castellanii, la substitution d’une
séquence consensus TATA dans la région 5’ d’un gene codant I’ARNr 5S provoque des
effets modestes sur la transcription (Peng and Bateman, 2004). Chez les mammiferes, la
séquence « TATA-like » est remplacée par une séquence de 12 pb riche en G+C appelée
boite D et située aux environs de la position -30 en amont de la région transcrite des géenes
d’ARNr 5S (Hallenberg et al., 1994; Hart and Folk, 1982; Jensen and Frederiksen, 2000;
Nielsen et al., 1993). Cette séquence est nécessaire a une transcription efficace des géenes
d’ARNTr 5S de mammiferes in vitro (Hallenberg et al., 1994; Nielsen et al., 1993).

Chez Arabidopsis thaliana, comme dans le cas des séquences promotrices internes,
les éléments régulateurs en 5’ de la région transcrite ont été définis par homologie de

séquence. Une étude en transcription in vitro utilisant des extraits nucléaires de tabac a
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montré qu’un motif « TATA-like » (de séquence TATATA) en position -28, un dinucléotide
GC en -12 et un résidu C en -1 sont nécessaires a une transcription précise et efficace des
genes d’ARNTr 5S d’Arabidopsis (Cloix et al., 2003). Cette étude a également confirmé la

position et I’importance du promoteur interne a la séquence transcrite de ces genes.

4.2.3 Terminaison de transcription

Une séquence consensus simple présente en aval de la séquence transcrite des genes
d’ARNr 5S, composée d’un cluster d’au moins quatre résidus T, agit comme un signal de
terminaison de transcription chez le xénope (Bogenhagen and Brown, 1981). De méme,
chez Acanthamoeba castellanii, des analyses de délétions ont permis de montrer
I’importance d’une région T-riche pour la terminaison de transcription (Peng and Bateman,
2004). In vitro, il a été également montré que I’ARN polymeérase 111 termine la transcription
d’un géne codant I’ARNr 5S de souris au niveau d’un cluster de 23 résidus A (Emerson and
Roeder, 1984).

Chez Arabidopsis thaliana, il existe également un strech de T en aval de la région
transcrite du gene d’ARNTr 5S (figure 6). Cette séquence differe entre les unités d’ADNr 5S
suivant qu’elles appartiennent aux loci du chromosome 3, du chromosome 4, au grand ou au
petit locus du chromosome 5 (Cloix et al., 2000; Cloix et al., 2002). Par exemple, les unités
du chromosome 4 possedent un long strech de T ininterrompu (de 19 a 21 résidus), alors que
la séquence polydT des génes d’ARNr 5S aux autres loci est interrompue par des motifs qui
sont spécifiques de chaque locus (figure 6). Cloix et al. ont montré par des expériences in
vitro que cette séquence est aussi utilisee comme terminateur de transcription par I’ARN

polymérase 11 (Cloix et al., 2003).

5. La machinerie transcriptionnelle des génes d’ARNr 5S
Les ARN polymérases | et Ill eucaryotes transcrivent un nombre limité de genes. La
polymérase | synthétise les ARNr, alors que la polymérase Il produit les ARNr 5S, les
ARNt, I’ARN 7SL, I’ARNsn U6 et quelques autres petits ARN dont la plupart est impliquée
dans des processus de maturation. Ceci contraste avec la vaste variété des transcrits
polymeérase Il qui codent les protéines. Cependant, les activités polymérases | et Ill
dominent la transcription cellulaire puisqu’elles génerent plus de 80% des ARN transcrits
dans des cellules en croissance.

L’expression des genes d’ARNr 5S nécessite trois facteurs de trancription, TFIIIA,

TFHIB et TFIIC. La plupart des informations disponibles sur la transcription des genes
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Figure 6: Séquences consensus des différents loci d'ADNr 5S d'drabidopsis thaliana, écotype

Columbia.

Les séquences promotrices externes sont entourées en bleu et les séquences composant le
promoteur interne (ICR) sont entourées en jaune. Les séquences "signature" (en vert) sont
constituées d'une répétition de résidus T dont la longueur et les motifs qui l'interrompent sont
spécifiques a chaque locus. EI : Elément Intermédiaire, Chr : Chromosome. (Mathieu, 2003a)
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d’ARNTr 5S provient des nombreux travaux effectués chez Xenopus laevis et Saccharomyces
cerevisiae. Les trois facteurs de trancription se fixent sur le promoteur de maniére
séquentielle ; TFIIIA contacte les trois éléments du promoteur interne, puis TFIHIC se lie a
TFIIA permettant ainsi la fixation de TFIIIB en amont du site d’initiation de la
transcription, ce dernier facteur recrutant I’ARN polymeérase Ill (Bieker et al., 1985;
Kassavetis et al., 1990; Setzer and Brown, 1985) (figure 7).

5.1 Le facteur de transcription TEIIIA

TFIIA a la particularité d’étre le facteur de transcription spécifique des génes d’ARNr 5S.
TFHIA de X. laevis, d’environ 38.6 kDa, fut le premier facteur de trancription eucaryote a
étre purifié (Engelke et al., 1980) et le premier dont le cDNA a été cloné (Ginsberg et al.,
1984). C’est également le membre fondateur de la famille des protéines a doigts de zinc ; en
effet, cette protéine de 344 acides aminés contient neuf doigts de zinc de type Cys,-His,, qui
sont des domaines de liaison a I’ADN zinc-dependants (Miller et al., 1985). Un domaine
contenu dans I’extrémité C-terminale de la protéine est nécessaire a I’activation
transcriptionnelle des génes d’ARNr 5S (Mao and Darby, 1993). Les doigts 1 a 3 N-
terminaux reconnaissent la boite C du promoteur interne d’un géne 5S, la liaison de ces trois
domaines a la boite C représentant environ 95% de I’énergie de liaison totale de la protéine
TFHIA entiére sur le géne 5S (Clemens et al., 1992; Foster et al., 1997; Nolte et al., 1998).
Les doigts 7 @ 9 C-terminaux contactent la boite A mais avec une moindre affinité (Clemens
et al., 1992). En revanche, les doigts 4 a 6 adoptent une structure particuliére qui leur permet
de couvrir I’ADN interbloc ( entre les boites A et C) qui est deux fois plus long que I’ADN
lié par les doigts N-terminaux (1-3) ou C-terminaux (7-9) (Nolte et al., 1998). Seul le doigt 5
se positionne au niveau de I’élément intermédiaire se trouvant entre les boites A et C (Nolte
et al., 1998).

Depuis sa caracterisation chez Xenopus laevis, TFIIIA a été identifié dans plusieurs
organismes incluant d’autres especes d’amphibiens (Gaskins and Hanas, 1990; Gaskins et
al., 1992), I’homme (Drew et al., 1995), le poisson chat (Ogilvie and Hanas, 1997), la souris
et le rat (Hanas et al., 2002), Saccharomyces cerevisiae (Archambault et al., 1992),
Schizosaccharomyces pombe (Schulman and Setzer, 2002), et Acanthamoeba castellani
(Polakowski and Paule, 2002).

Chez les plantes, TFIIIA de mais (Wyszko et al., 1997) et TFIIIA de tulipe (Wyszko
and Barciszewska, 1997) ont été isolés uniquement biochimiquement. L’identification et la

caractérisation de TFIIA d’Arabidopsis, le seul caractérise chez les plantes, sera décrite
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Figure 7 : Interactions des facteurs de transcription sur le géne d'ARNr 5S chez
S. cerevisiae.

TFIIIC se place sur le promoteur grace a des contacts avec TFIIIA qui est
positionné sur le promoteur interne (boites A et C et I'¢élément intermédiaire 1E).
L'extrémité N-terminale de la sous-unité t 131 de TFIIIC lie la partie
N-terminale de BRF, alors que la partie C-terminale de BRF contacte a la fois
TBP et B". TFIIIB est composé de B" + TBP + BRF.
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dans la partie resultats de cette thése. L’analyse de la sequence de ces différents TFIIIA
révele une trés faible conservation de la séquence primaire. Ainsi, les protéines TFIIIA de
Xenopus laevis et Saccharomyces cerevisiae partagent moins de 20% d’identité, et la plupart
des résidus conservés se situe au niveau des doigts de zinc. De maniére surprenante, méme
entre les différentes especes d’amphibiens, la divergence est considéerable, TFIIIA de X.
laevis possédant 84% d’identité de séquence avec TFIIIA de X. borealis, et 63% avec
TFIIA de Rana catesbeiana (Paule and White, 2000). Au cours de I’évolution, le taux de
divergence entre les différents TFIIIA est tres élevé s’il est comparé a celui d’autres
protéines a doigt de zinc, a d’autres facteurs de transcription ou aux protéines en général
(Schulman and Setzer, 2002). La divergence des différents TFIIIA est d’autant plus
surprenante que les sites des geénes d’ARNr 5S liés par ces protéines sont fortement
conservés (Szymanski et al., 2002).

Malgré ces variations de séquence primaire, les protéines TFIIIA connues possédent
une organisation similaire a celle de TFIIIA de X. laevis, a I’exception des TFIIIA de S.
cerevisiae et S. pombe. Les doigts de zinc 8 et 9 sont séparés par une longue région espaceur
de 81 acides aminés chez S. cerevisiae (Archambault et al., 1992) et la protéine TFIIIA de S.
pombe contient un dixiéme doigt de zinc (Schulman and Setzer, 2002).

Comme vu précedemment (section 2), il a été montré que la protéine TFIIIA est
capable de lier le géne d’ARNr 5S ainsi que I’ARNr 5S (Picard and Wegnez, 1979;
Polakowski and Paule, 2002; Wyszko and Barciszewska, 1997; Wyszko et al., 1997). Par sa
liaison aux transcrits 5S, TFIHIA permet leur transport et /ou leur stockage.

5.2 Le facteur de transcription TEIIIC

TFIIA sert d’adaptateur a TFIIC, lui permettant ainsi d’étre recruté au niveau des géenes
d’ARNTr 5S pour qui il posséde peu d’affinité. Contrairement a TFIIIA, TFIIIC est compose
de plusieurs polypeptides ; TFIHIC est un des plus complexes et des plus gros facteurs de
transcription connus. Chez Xenopus laevis, une protéine TFIIIC native de 400 kDa a été
purifiée et une seule sous-unité de 85 kDa a été identifiée (Keller et al., 1992). Chez S.
cerevisiae, TFIHIC est composé de six sous-unités (tableau 1 ; (Paule and White, 2000)).
Aucune de ces sous-unités considérée séparément, ne semble capable de lier I’ADNr 5S
(Conesa et al., 1993; Parsons and Weil, 1990; Parsons and Weil, 1992). Chez I’homme,
TFHIC est également constitué de plusieurs sous-unités séparées fonctionnellement en sous-
complexes : TFIIC1 d’environ 200 kDa composé d’au moins quatre sous-unités (\Wang and

Roeder, 1998), TFIIIC2 formé par cing polypeptides et TFIIICO liant la région de
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S. cerevisiae

Homme

TFIIIA

TFIIA

TFIIIB: TBP+BRF+B"

TFIIIB: TBP+BRF+B"

TFIIC

TFIHIC

TFIIC2

TFIIIC1
TFIIICO

Tableau 1: Composition et €¢quivalences des facteurs de
transcription généraux polymérase Il chez S. cerevisiae et

chez 'humain.
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terminaison des genes (tableau 1; (Oettel et al., 1997; Paule and White, 2000)). TFI1IC1
renforce la liaison de TFIIIC2 sur I’ADN et est requis pour la transcription (Huang and
Maraia, 2001). TFIIIC humain (hTFIHIC) léve la répression nucléosomale in vitro grace a
I’activité histone acétyl-transférase de trois sous-unités de TFIIIC2 (hTFIIIC220,
hTFIIC110 et hTFINC90) qui acétylent les histones H3, H4, H2A (Kundu et al., 1999).
hTFHIC90, cloné et caractérisé par Hsieh et al., possede une activité acétyl-transférase
spécifique des histones H3 (Hsieh et al., 1999).

TFIHIC est un coactivateur puisqu’il fait le lien entre la protéine TFIIA, qui lie
spéecifiquement I’ADNr 5S, et le complexe protéique qui est reconnu par I’ARN polymérase
1, TFIIB.

5.3 Le facteur de transcription TFIIIB

TFIIB est composé de trois sous-unités : une TBP (pour « TATA binding protein »), une
TAF90 (pour « TBP-associated factor 90 », appelée aussi B’”), et une TAF70 (aussi connue
sous le nom de BRF pour « TFIIB-related factor) (tableau 1). TFIIIB est recruté en 5’ du site
d’initiation de la transcription grace a des contacts protéine-protéine par
TFHIC/TFIIA/ADNr 5S (Paule and White, 2000). Des expériences de délétion au niveau de
B’ chez la levure ont montré que TFIIIB participe en deux étapes a I’ouverture du
promoteur par I’ARN polymérase Ill. En effet, B’” permet I’initiation de la séparation des
brins d’ADN a I’extrémité amont de la bulle de transcription, et BRF permet sa propagation
(Kassavetis et al., 2001). Une fois que TFIIIB est positionné en amont du site de la
transcription, TFIIIA et TFIIC ne sont plus indispensables a la transcription par la
polymérase Il in vitro (figure 7 ; (Kassavetis et al., 2001)). La TBP stabilise la liaison de
BRF sur TFIIC, et ces deux sous-unités sont requises pour I’assemblage de B’ (TAF90)
dans le complexe de transcription, et pour la transcription spécifique par I’ARN polymérase
Il (Kassavetis et al., 1992; Sharp, 1992).

Chez I’homme, en 1995 Wang et Roeder ont purifié a partir de TFIIB, un
polypeptide de 90 kDa (hTFI11B90) et ont isolé I’ADNc correspondant (Wang and Roeder,
1995). Des expériences de complémentation ont permis a ces auteurs de conclure que
hTFIIB90 est I’homologue fonctionnel de TAF70 de S. cerevisiae, c’est-a-dire de BRF. En
réalité, tout comme chez la levure, hTFIIIB est formé par hTBP, hBRF et hB’’ (tableau 1 ;
(Huang and Maraia, 2001)). La partie C-terminale de hTBP possede deux répétitions
directes liant la boite TATA (Nikolov et al., 1996). D’ailleurs, phylogénétiquement, la
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portion C-terminale de TBP est conservée chez la levure, Arabidopsis thaliana et chez
I’hnomme (Nikolov et al., 1996).

Chez C. elegans, une protéine de 759 aa homologue a BRF a été identifiée par
Larminie et White (Larminie and White, 1998). Chez Arabidopsis thaliana, TFIIIB n’a pas
été isolé mais deux genes codant deux TBP de 200 aa sont connus (Gasch et al., 1990) et il
existe une séquence prédite de BRF dans les banques de données. De plus, I’activité de
liaison a I’ADN de TBP a permis d’isoler TFIIIB chez X. laevis (McBryant et al., 1996).

6. Regulation différentielle des familles de genes d’ARNr 5S chez Xenopus

L’ovocyte de xénope, durant son développement, accumule des réserves d’ARNr 5S ainsi
que d’autres ARNr et des facteurs de transcription et de traduction, en préparation des
multiples divisions cellulaires rapides et successives qui auront lieu sans transcription
immeédiatement apreés la fécondation (Wolffe and Brown, 1988). De premiéres études ont
suggeré que ces ARNr 5S sont codes par une famille multigénique extrémement active
durant I’ovogenese mais inactivée apres la fécondation (Brown and Littna, 1964; Brown and
Weber, 1968). D’autres expériences ont depuis montré que les ARNr 5S proviennent de
deux familles multigéniques étroitement liées ; environ 20000 génes de type ovocytaire et
environ 400 genes de type somatique par genome haploide (Peterson et al., 1980). Les deux
familles sont exprimées durant I’ovogenése et les stades précoces de développement mais
les genes de type ovocytaire deviennent sélectivement réprimés de sorte que les genes
somatiques produisent 95% des ARNr 5S dans les cellules somatiques (Denis et al., 1972;
Ford and Southern, 1973; Wegnez et al., 1972). Ceci implique que les génes somatiques sont
1000 fois plus activement trancrits que les génes ovocytaires dans les tissus somatiques
(Wolffe and Brown, 1988).

Chaque copie des génes ovocytaires a une taille variant de 650 a 850 pb mais
contient de maniére invariable un gene et un pseudogéne separés par une séquence espaceur
riche en A+T. Chaque copie de gene d’ARNTr 5S de type somatique fait 880 pb et est formée
d’un géne et d’un espaceur riche en G+C (figure 8). Les séquences transcrites de ces deux
types de genes ont une longueur identique de 120 pb et different uniquement a 5 positions
nucléotidiques. Ces positions différentes sont importantes pour la fixation des facteurs de
transcription. Les sequences espaceurs partagent quant a elles peu ou pas d’homologie ; elles
jouent un role dans I’établissement de structures chromatiniennes distinctes importantes

pour I’expression différentielle des deux types de génes.
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Figure 8: Structure des génes d'ARNr 5S de types ovocytaire et somatique
chez le xénope.

Les séquences transcrites sont représentées par les fleches et le rectangle noir
représente un pseudogene. D'apres Wolftfe (1994).
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6.1 Facteurs de tanscription et expression différentielle des génes 5S

Comme vu précédemment, la transcription 5S est régulée via la séquence promotrice interne
a la séquence transcrite (ICR) (Sakonju et al., 1980). De maniere intéressante, les mémes
facteurs sont impliqués dans I’expression des genes ovocytaires et somatiques, et ces deux
types de genes, dont I’ICR, sont trés similaires (Bogenhagen et al., 1982; Peterson et al.,
1980). Le facteur de transcription spécifique des géenes 5S, TFIIIA, se lie au promoteur
interne, et permet la formation d’un complexe de préinitiation stable (Lassar et al., 1983).
Bien que TFIIIA contacte les deux types de genes avec la méme affinité, I’abondance
relative de ce facteur dans les cellules suit I’activité des génes de type ovocytaire in vivo
(Ginsberg et al., 1984). La majorité de I’ARNr 5S est synthétisée précocement durant
I’ovogenése, quand TFIIIA est tres abondant et que I’activité TFIHC est également en exces
(Korn, 1982). Ces facteurs de transcription deviennent par la suite limitants pour la
transcription dans I’oeuf et I’embryon. Il faut souligner que méme si le complexe de
transcription est formé au niveau de la séquence transcrite elle-méme, le complexe n’est pas
affecté par plusieurs cycles de synthése d’ARNr 5S (Bogenhagen et al., 1982), mais est
déplacé par la fourche de réplication (Wolffe and Brown, 1986). Il a été suggéré que la
stabilité du complexe de transcription doit étre critique pour I’expression sélective des génes
somatiques dans les tissus somatiques (Schlissel and Brown, 1984; Wolffe and Brown,
1988). La liaison de TFIIC stabilise grandement le complexe ADN/TFIIIA de sorte qu’en
conditions de faible abondance de TFIIIA, I’expression des génes somatiques pourrait étre
favorisé in vivo (Lassar et al., 1983; Wolffe, 1988). De plus, certaines mutations au niveau
du promoteur peuvent résulter en une transcription réduite sans diminuer de maniére
détectable la liaison de TFIIIA (Pieler et al., 1987), et les quelques différences de bases entre
les genes de type ovocytaire et somatique résultent en une moindre stabilisation de TFIIIC
sur le premier type (Wolffe and Brown, 1988). Ces résultats suggérent que TFIHIC pourrait

établir des interactions spécifiques avec les boites A et C de I'ICR.

6.2 La chromatine est un réqulateur a part entiére de la transcription 5S

Comme vu dans le paragraphe précédent, le contr6le différentiel de I’expression des génes
5S ovocytaires et somatiques est relié a la stabilité du complexe de préinitiation assemblé
sur ceux-ci (Bogenhagen et al., 1982; Darby et al., 1988; Wormington et al., 1981). En fait,
I’investigation de I’influence de la chromatine sur la transcription 5S est aisée car la
chromatine des ovocytes immatures et des ceufs fertilisés de xénope retient les facteurs

nécessaires a la transcription ou a la répression (Bogenhagen et al., 1982; Parker and
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Roeder, 1977). Par exemple, alors que les complexes de transcription assemblés sur les
genes somatiques sont stables en présence d’un excés de compétiteur ADNr 5S, ceux
assemblés sur les genes ovocytaires sont déplacés (Wormington et al., 1981). Ces complexes
« somatiques » ont été montrés stables in vivo pendant plusieurs semaines dans des cellules
ne se répliquant pas (Darby et al., 1988). Des résultats in vitro ont aussi suggéré que la
stabilité du complexe de transcription 5S est un facteur critique de la régulation des genes
5S et gqu’une compétition entre I’assemblage de la chromatine et I’assemblage de complexes
de transcription stables existe. Dans des extraits d’ovocytes et d’ceufs de Xenopus qui
permettent & la fois I’assemblage de la chromatine et la transcription 5S, des expériences in
vivo et in vitro ont suggeré que I’assemblage de la chromatine entrerait en compétition avec
les facteurs de transcription au niveau des régions régulatrices (Almouzni et al., 1990;
Almouzni et al., 1991; Shimamura et al., 1988). Par I’utilisation d’enzymes de restriction
pour étudier le positionnement des nucléosomes, Morse a montré que les nucléosomes
reconstitués avec des histones purifiées inhibent a la fois I’initiation et I’élongation de
I’ARN polymérase Ill de xénope (Morse, 1989). De méme, dans un systeme in vitro de
levure, I’assemblage d’un complexe de transcription complet est réfractaire a la répression
par I’assemblage ultérieur de la chromatine (Felts et al., 1990).

Des études ont indiqué que les histones linker (H1) jouent également un réle
important dans la régulation de I’expression différentielle 5S dépendante de la structure
chromatinienne chez Xenopus. L’histone H1 n’est pas présente dans les oeufs de xénope
(Dimitrov et al., 1993; Hock et al., 1993; Wolffe, 1989). A sa place une autre histone
« linker » est présente, I’histone B4, qui est exprimée uniquement dans les ovocytes (Smith
et al., 1988). L’ARNm de I’histone H1 est bien synthétisé dans I’ovocyte mais il est stocké
sous une forme « masquée », c’est a dire associée a des protéines empéchant sa traduction
(Bouvet and Wolffe, 1994). Ce n’est qu’apres la fécondation que I’ARNm de H1 sera traduit
(Woodland et al., 1979). Pendant I’embryogenese précoce, I’histone H1 s’accumule, en
corrélation directe avec la répression des genes d’ARNr 5S ovocytaires (Dimitrov et al.,
1993; Wolffe, 1989). Dans des cellules somatiques, les genes ovocytaires réprimés sont
assemblés dans des structures chromatiniennes répressives impliquant I’histone H1, alors
que les genes somatiques sont assemblés dans des complexes de transcription productifs
(Schlissel and Brown, 1984). Des expériences de digestion a la DNase micrococcale ont
permis d’établir que la fixation de H1 sur les deux types de geénes a des conséquences
différentes. Ainsi, la fixation de H1 sur les génes ovocytaires positionne le nucléosome de

maniere a rendre les genes (notamment la boite C du promoteur interne) inaccessibles au
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complexe de transcription, alors que sur les génes somatiques, le positionnement du
nucléosome, induit par la fixation de H1, laisse les éléments du promoteur accessibles et les

gene compétents pour la transcription (Sera and Wolffe, 1998).

7. Transcription des genes d’ARNYr 5S chez Arabidopsis thaliana

Comme vu au paragraphe 4.1, au laboratoire, des séquences issues de produits PCR utilisant
comme matrice des YAC cartographiés au niveau des différents loci 5S d’Arabidopsis
thaliana, ont permis d’établir des signatures spécifiques pour les genes d’ARNr 5S
appartenant a tel ou tel locus ((Cloix et al., 2002) ; figure 6). L’équipe s’est intéressée a
I’étude de I’expression de ces différents genes car il a été depuis longtemps suggéré que
seule une partie des géenes 5S doit étre active. En effet, le nombre important de genes 5S
excéde largement le nombre qui devrait étre requis pour produire un taux amplement
suffisant d’ARNr 5S. Ainsi, par des experiences de RT-PCR, a différents stades de
développement et dans différents tissus, il a été observé que les ARNr 5S sont de différentes
natures. L”’ARNTr 5S dit majoritaire est I’ARN retrouvé de facon prépondérante, représentant
plus de 90% des transcrits 5S retrouvés dans la cellule. Des ARNr 5S dits minoritaires
représentent la deuxieme population d’ARNr 5S: ils different du majoritaire par la
substitution d’une ou de deux bases (Cloix et al., 2002). De plus, ces deux types d’ARNr 5S
sont également retrouvés au niveau des ribosomes (Cloix et al., 2002). Ceci peut étre
interprété de differentes maniéres : (i) les ribosomes portant un ARNr 5S minoritaire ne sont
pas fonctionnels ; (ii) il existe une hétérogénéité fonctionnelle des sous-unités ribosomales
60S ; (iii) les substitutions de bases trouvées au niveau des ARNr 5S minoritaires ne
modifient pas leur fonction. En fait, I’hétérogenéité des transcrits 5S a été rapportée chez de
nombreux organismes dont les bactéries (Jarry and Rosset, 1971), les champignons (Chen et
al., 1984; Wildeman and Nazar, 1982), les échinodermes (Lu et al., 1980), les arthropodes
(Komiya et al., 1980) et les amphibiens (Ford and Southern, 1973).

Des expériences de RT-PCR ainsi que de transcription in vitro ont permis de montrer
que seuls certains génes d’ARNTr 5S localisés au niveau du chromosome 4 et du grand locus
du chromosome 5 ont la capacité a étre transcrits. La présence de différentes mutations au
niveau du promoteur interne des genes appartenant aux loci du chromosome 3 et au petit
locus du chromosome 5 seraient responsables de I’inhibition de I’expression de ces genes,
qu’elle traduise une réelle non transcription ou une dégradation trés rapide des ARN
produits (figure 9 ; (Cloix et al., 2002; Cloix et al., 2003)). En comparant les séquences des

produits des RT-PCR avec les séquences des genes d’ARNr 5S provenant des PCR réalisées
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sur les différents YAC portant les loci génomiques d’ADNr 5S, I’équipe s’est apercue
qu’effectivement seuls le locus du chromosome 4 et le grand locus du chromosome 5 portent
des génes dont la séquence transcrite correspond aux ARNr 5S majoritaires et minoritaires.
D’autre part, des ARN correspondant a des génes d’ARNr 5S ayant la capacité a étre
transcrits (possédant une séquence promotrice interne intacte) n’ont jamais été isolés in vivo,
alors que leur transcription in vitro est efficace (figure 9). Ainsi, le produit d’un géne portant
une substitution nucléotidique en position +98 (un T au lieu d’un G) n’a jamais été retrouvé
par RT-PCR alors que ce géne posséde au moins 20 copies dans le génome . Deux
hypothéses peuvent étre avancées: soit ces genes sont transcrits a un faible niveau
indétectable par RT-PCR, soit les produits de ces genes sont rapidement dégradés. Olivier
Mathieu, lors d’un séjour dans le laboratoire du Professeur Sugiura au Japon, a pu montrer
par des expériences in vitro que ce type de génes posséde une transcription et une stabilité
équivalentes a un gene majoritaire (Mathieu, 2003). La conclusion de ces expériences fut
que I’expression de ces génes est trés certainement inactivée par des phénomenes

épigénétiques. L’ ADN de séquences « silencées » epigénétiquement, est souvent méthylé.

8. Méthylation des génes d’ARNY 5S et transcription

L’ADNr 5S a surtout été éetudié chez les plantes. L’utilisation d’enzymes de restriction
sensibles a la méthylation a permis de mettre en évidence que I’ADNr 5S est méthylé chez
le mais (Mascia et al., 1981), le blé (Grellet and Penon, 1984), le lupin (Rafalski et al.,
1982), le pois (Ellis et al., 1988), le lin (Goldsbrough et al., 1982), le soja (Gottlob-McHugh
et al., 1990), le tabac (Fulnecek et al., 1998; Kovarik et al., 2000), Arabidopsis thaliana
(Finnegan et al., 1996; Vongs et al., 1993) et chez le thé (Singh and Ahuja, 2006). Chez X.
laevis, le méme type d’analyses a montré que les genes 5S somatiques et ovocytaires sont
fortement méthylés (Sims et al., 1983).

L’ impact de la méthylation de I’ADN sur la transcription par I’ARN polymérase 111 a
été analysé pour deux types de génes transcrits par cette polymérase : un géne d’ARNtY*? de
poulet et deux génes d’ARNr 5S de xénope, de type ovocytaire et somatique (Besser et al.,
1990). L’ADN de ces génes a été méthylé artificiellement a I’aide d’une méthyltransférase
extraite a partir de foie de rat, méthylant specifiqguement les cytosines en contexte CG, puis
injecté dans des ovocytes de xénope. Les auteurs ont observe que si la méthylation entraine

lys2

une diminution du taux de transcription du géne d’ARNt *>* d’environ 80% par rapport a un

contrble non-méthylé, elle n’affecte pas le taux de transcription des genes d’ARNr 5S
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ovocytaires et somatiques. Ces résultats suggeérent que la méthylation de I’ADN a un impact
différent sur la transcription des genes transcrits par I’ARN polymérase 1.

L’étude de I’influence de la méthylation ADN sur la transcription des ARNr 5S chez
Arabidopsis thaliana a été amorcée au laboratoire par Olivier Mathieu. Ainsi, il a pu
montrer que I’ADNr 5S est fortement méthylé sur les cytosines (79,1% en moyenne) et ce
quelque soit le contexte, c’est-a-dire en contextes symétriques (CG et CNG) et asymetriques
(Mathieu et al., 2002). Cette forte méthylation de I’ADN est présente sur tous les loci 5S,
qu’ils soient transcrits ou non. Les profils de méthylation de génes d’ARNr 5S
correspondant a des ARNr 5S et les profils de méthylation de génes pour lesquels il n’a
jamais été trouvé d’ARN alors qu’ils sont transcrits et stables in vitro (voir paragraphe 7),
ont été comparés. Aucune différence particuliere n’a été relevée ; leur taux global de
méthylation est similaire, et il n’existe pas de position déméthylée particuliere aux genes
transcrits (Mathieu et al., 2002). De plus, par I’utilisation de primers choisis pour amplifier
seulement des unités 5S faiblement méthylées, ces auteurs ont pu amplifier 10 unités 5S
avec de faibles taux de méthylation allant de 12 a 38%. Mais ces unités appartiennent a
différents loci 5S, transcrits (chromosome 4 et grand locus du chromosome 5) ou non (loci 2
et 3 du chromosome 3), et ne correspondent pas préférentiellement aux ARNr 5S (une seule
sur les dix copies). Dans le méme article, I’impact direct de la méthylation de I’ADN sur la
transcription d’un géne d’ARNr 5S a été testé in vitro. Et la méthylation des sites CG de ce
gene (obtenue par I’action d’une méthylase CG-spécifique) n’entraine pas d’inhibition de sa
trancription en extraits nucléaires de cellules de tabac. De plus, la déméthylation de I’ADNr
5S obtenue en cultivant des plantes sur un milieu contenant différentes concentrations de 5-
azacytidine n’induit pas d’augmentation du taux global d’ARNr 5S. Ces différents résultats
suggerent que la méthylation de I’ADNr 5S ne détermine pas a elle seule, I’expression ou la
répression des génes d’ARNr 5S.
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Chapitre 11

Epigénétique, méthylation de I’ADN et ARN interférence
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Le terme épigénetique définit les modifications transmissibles et réversibles de I'expression
des genes et ne s'accompagnant pas de changements des séquences nucléotidiques. Ce type
de régulation peut cibler I’ADN ou I’ARN et agir au niveau du noyau ou du cytoplasme. La
transmission d’un état épigénétique peut étre réalisée par la méthylation de I’ADN, par des
modifications post-traductionnelles des histones, et par la déposition de variants d’histones.
De plus, il devient de plus en plus évident que les mécanismes médiés par les petits ARN
siRNA (small interfering RNA) jouent un réle central dans la mise en place et le maintien de

I’état d’activité des génes.

1. Différentes méthylations de I’ADN

Différentes bases de I’ADN peuvent étre méthylées chez la quasi-totalité des organismes. La
modification la plus fréquente est la méthylation de la cytosine au niveau du carbone en
position 5 de son cycle. Cette base est nommée 5mC pour 5-méthylcytosine. Cependant, la
méthylation d’adénines a été détectée chez des cellules procaryotes, la méthylation
d’adénines et d’uraciles a été trouvée chez des eucaryotes unicellulaires (Rae and Steele,
1978; Zhu and Henney, 1990), et des adénines et des guanines méthylées ont été mises en
évidence dans des cellules humaines et des cellules d’insectes (Achwal et al., 1983). Les
bases 5mC étant les bases modifiées les plus fréquemment trouvées dans les génomes
eucaryotes et les plus étudiées, les autres bases modifiées ne seront pas traitées dans la suite

de ce manuscrit.

2. La méthylation des cytosines chez les eucaryotes

La méthylation de I’ADN et/ou les enzymes méthylant I’ADN (les ADN méthyltransférases)
sont retrouvées chez la plupart des eucaryotes, mis a part des organismes comme
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe et C. elegans. D’autre part, la
drosophile contient une faible proportion de 5mC (Gowher et al., 2000 ; Lyko et al., 2000;
Salzberg et al., 2004). Un géne, dDNMT2 (drosophila DNA-METHYLTRANSFERASE?2),
codant une enzyme ressemblant a une ADN méthyltransférase a été rapporté (Hung et al.,
1999; Tweedie et al., 1999) et la réduction ainsi que la surexpression de cette protéine
influencent le taux de méthylation ADN de drosophile (Kunert et al., 2003). Les génomes de
vertébrés sont méthylés a hauteur de 3 a 8% alors que chez les plantes, 20 a 30% des
cytosines sont méthylées en moyenne. Le taux de méthylation de I’ADN chez les plantes est
tres variable entre les especes : 6% chez Arabidopsis thaliana contre 35% chez le tournesol
(Wagner and Capesius, 1981).
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La methylation des cytosines est impliquee dans un mécanisme de « silencing »
eucaryotique qui protege le génome grace a I’inactivation d’éléments ADN potentiellement
dangereux (dont les transposons) pour le génome (Martienssen and Colot, 2001; Yoder et
al., 1997b ). La démonstration la plus claire de ceci vient de la plante modéle Arabidopsis
thaliana, chez qui des transposons sont mobilisés lorsque la méthylation ADN est réduite
(Miura et al., 2001; Singer et al., 2001). La méthylation de I’ADN permet aussi de réguler
des genes endogénes chez les plantes et les animaux (Bird, 2002). Par exemple, les plantes
utilisent la méthylation de I’ADN pour des phénomeénes d’« imprinting » et pour moduler
I’expression de familles de geénes répétes (Bender and Fink, 1995; Kinoshita et al., 2004;
Lawrence et al., 2004). Chez les mammiferes, la méthylation de I’ADN contréle également
I’« imprinting » mais aussi I’inactivation du chromosome X et le « silencing » des génes

suppresseurs de tumeurs (Bird, 2002).

3. Les ADN méthyltransférases

Chez les mammiféres, la méthylation de I’ADN est surtout restreinte aux séquences
symétriques CG, bien que d’autres contextes soient méthylés dans des cellules souches
embryonnaires de souris (Bird, 2002; Ramsahoye et al., 2000). Différemment, cette
méthylation chez les plantes intervient dans des contextes symétriques CG et CNG (N : T,
G, Cou A) et dans des contextes asymétriques CHH (H : A, T, ou C).

3.1 MET1/DNMT1
Chez les eucaryotes, la premiere ADN méthyltransférase clonée fut DNMT1 (DNA-
METHYLTRANSFERASEL1) (Bestor et al., 1988). Celle-ci permet surtout la méthylation de

maintenance des sites CG hémiméthylés (Yoder et al., 1997a) et est ciblée au niveau des

fourches de réplication dans les noyaux en phase S (Leonhardt et al., 1992) mais DNMT1
possede également une faible activité de novo (Yoder et al., 1997a).

Chez les plantes, le gene codant I’ADN méthyltransférase MET1
(METHYLTRANSFERASE1) a été cloné chez Arabidopsis par Finnegan et Dennis
(Finnegan and Dennis, 1993) grace aux homologies de séquences existant entre DNMT1 et
MET1. Des homologues de MET1 ont été identifiés chez la carotte, le pois, la tomate, le
mais et le riz (Bernacchia et al., 1998 ; Finnegan and Kovac, 2000; Pradhan et al., 1998;
Teerawanichpan et al., 2004).

Chez Arabidopsis thaliana, I’impact de MET1 sur la méthylation du génome a par la

suite éte etudié par une stratégie utilisant une séquence ADN antisens pour éteindre
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I’expression de ce gene (Ronemus et al., 1996). Ces auteurs ont ainsi observé une
diminution du taux global de la méthylation ADN allant jusqu’a plus de 70% dans plusieurs
lignées metl. De plus, par I’utilisation d’enzymes de restriction sensibles a la méthylation,
ils ont pu montrer que I’inhibition de I’expression de MET1 entraine une baisse de la
méthylation au niveau de I’ADNr 5S et des repétitions centromériques 180 pb, aussi bien
aux sites CG qu’aux sites CNG (tableau 2). Une autre étude utilisant la méme stratégie de
génétique inverse, a montré une diminution allant jusqu’a 90% de la méthylation globale CG
ainsi qu’une déméthylation aux sites CG et CNG des répétitions centromériques 180 pb
(Finnegan et al., 1996). Dans plusieurs plantes descendantes ayant ségrégé la construction
antisens MET1, le niveau de méthylation CG reste inférieur a celui de plantes sauvages
suggerant que les niveaux de méthylation de I’ADN ne sont pas restaurés apres le passage
de la méiose. Des croisements répétés de mutants metl avec des plantes sauvages restaurent
graduellement les niveaux de méthylation ADN ce qui est en accord avec I’hypothése d’une
perte progressive de I’ADN hypométhylé plutét qu’une méthylation de novo (Vongs et al.,
1993). Ces différentes données indiquent que les plantes ne possedent pas de mécanismes
qui restaurent les niveaux normaux de méthylation ADN aprés la méiose, suggérant que les
plantes ne subissent pas de cycle de déméthylation globale suivie par une reméthylation,
comme observé dans les stades précoces du développement embryonnaire chez les
mammiferes (Razin et al., 1984).

MET1 maintient la méthylation de I’ADN dans les contextes symétriques CG et
également CNG. Kishimoto et al., ainsi que Bartee et Bender, ont montré que cette enzyme
affecte egalement la méthylation de I’ADN dans les contextes asymétriques CHH, sans

conclure si cet effet est direct ou indirect (Bartee and Bender, 2001; Kishimoto et al., 2001).

3.1.1 MET1 : méthylase de maintenance et/ou de novo

DNMT1 ayant surtout une activité méthyltransférase de maintenance, les similarités de
séquence entre MET1 et DNMT1 suggerent que MET1 posséde le méme type d’activité.
Chez Nicotiana benthamiana et chez Arabidopsis thaliana, le role de METL1 dans la
maintenance de la méthylation des sites CG a été démontré (Aufsatz et al., 2002a; Jones et
al., 2001). De plus, Aufsatz et al. ont confirmé le r6le de maintenance de METL1 et ont
suggeré que MET1 est également requise pour I’établissement complet de la méthylation de
novo dans les contextes CG (Aufsatz et al., 2004). Il reste difficile de trancher au niveau de
son activité méthyltransférase de novo, étant donné que cette enzyme est nécessaire au

maintien de cette méthylation, et que ces deux activités ne peuvent étre bien distinguées.
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ADN méthyltransférases Activité

METI1 - maintenance CG et CNG
- de novo CG

- maintenance CNG

CMT3 - maintenance C asymétriques cible spécifique
- de novo CNG
DRM2 - de novo CG, CNG et C asymétriques
(DRM1)

Tableau 2: Principales ADN méthyltransférases chez Arabidopsis.
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3.2CMT3
Un deuxieme type d’ADN méthyltransférase est représenté par la classe des
chromométhylases qui, comme MET1, sont apparentées a DNMT1 de mammiferes, et qui
ont la particularitt de posseder un chromodomaine inséré entre deux motifs
méthyltransférases (Henikoff and Comai, 1998). Les chromodomaines permettent aux
protéines qui les possédent, de cibler I’hétérochromatine (Platero et al., 1995). Cette classe
d’ADN méthyltransférases n’existe que chez les plantes, et trois genes CMT
(chromomethylases) existent chez Arabidopsis thaliana (Finnegan and Kovac, 2000). Le
géne CMT1 est prédit comme non fonctionnel car dans tous les écotypes étudiés, la
séquence codante de ce géne est interrompue (Henikoff and Comai, 1998). Les génes CMT2
et CMT3 sont transcrits (Genger et al., 1999 ; McCallum et al., 2000), et la fonctionnalité de
la protéine CMT3 a été démontrée ((Bartee et al., 2001; Lindroth et al., 2001) ; tableau 2).
Différents alleles mutants de CMT3 ont été isolés dans un crible suppresseur
d’inactivation du géne SUP (impliqué dans le développement floral) (Lindroth et al., 2001).
En effet, le géne SUP (SUPERMAN) devient hyperméthylé et inactivé dans différents fonds
génétiques qui présentent une hypométhylation globale de leur génome (Jacobsen and
Meyerowitz, 1997; Jacobsen et al., 2000). Les alléles sup « silencés » sont alors appelés
clark kent (clk). Cette hyperméhtylation de SUP ressemble & un phénoméne observé dans
des cellules cancéreuses ou la perte globale de la méthylation ADN est associée a
I’hyperméthylation et au «silencing » de génes suppresseurs de tumeurs (Baylin and
Herman, 2000). Les alleles clark kent sont hyperméthylés en contextes symétriques (CG et
CNG) et asymétriques (CHH). Afin d’identifier les loci importants pour le maintien de la
méthylation et de I’inactivation de SUP, Lindroth et al. ont procédé a une mutagenese afin
de cribler des suppresseurs d’un alléle clark kent stable (appelé clk-st) (Lindroth et al., 2001)
créé par I’introduction d’un locus additionnel de SUP dans des plantes clk (Jacobsen and
Meyerowitz, 1997). Ces auteurs ont alors identifié différents alleles mutants de CMT3 et ont
regardé I’impact de cette mutation sur différentes cibles, par séquencage d’ADN traité au
bisulfite. Ainsi un mutant cmt3 perd la quasi-totalité de la méthylation CNG au niveau de
SUP, du LTR («long terminal repeat ») d’un rétrotransposon Athila péricentromérique, et
des séquences répétées centromériques 180 pb (Lindroth et al., 2001). En revanche, cette
mutation cmt3 ne modifie pas la plupart de la méthylation CG et a des effets variables sur la
méthylation asymétrique de ces cibles allant jusqu’a une perte compléte de la méthylation
asymétrique a I’extrémité 5’ du locus SUP. De plus pour déterminer si la perte de la

méthylation ADN CNG s’applique a une plus grande partie du géenome, cette équipe a
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procédé a des southern blots avec des enzymes de restriction sensibles a la méthylation.
Différents alleles mutants cmt3 ont une perte de la méthylation CNG au niveau des LTR des
séquences Athila (précédemment ils analysaient un seul LTR d’une séquence Athila par la
méthode de séquencage au bisulfite), des séquences centromériques 180 pb, et du transposon
Ta3, alors que leur méthylation CG ne varie pas (Lindroth et al., 2001).

Dans un deuxieme crible, cette fois suppresseur de «silencing» de PAI
(« phosphoribosylanthranilate isomerase »), d’autres alleles mutants cmt3 ont été isolés
chez Arabidopsis thaliana (Bartee et al., 2001). Le géne PAI2 code une enzyme
intermédiaire dans la voie de biosynthése du tryptophane et la perte de I’expression de PAI
entraine des phénotypes pléiotropiques dont I’accumulation d’intermédiaires du tryptophane
fluorescents. Dans I’écotype WS d’Arabidopsis thaliana, une répétition inversée PAI1-PAIl4
entraine sa propre méthylation et celle de PAI2 (Bender and Fink, 1995). Un crible
suppresseur de ce « silencing » a identifié des mutations de CMT3, la suppression de cette
inactivation étant due a une perte de la méthylation non-CG (c’est-a-dire CNG et
asymétrique) (Bartee et al., 2001). Ces auteurs ont aussi observé une réduction de la
méthylation des séquences répétées centromériques 180 pb. Récemment, des expériences de
microarray ont montré que CMT3 cible préférentiellement les éléments transposables de
tout type, dans le génome (Tran et al., 2005).

D’autre part, une méthylase de la classe des CMT a été caractérisée chez le mais
grace a une approche de génétique inverse ; cette chromométhylase ZMET2 est requise pour
la méthylation des sites CNG de I’ADNr, de I’ADNr 5S et des séquences centromériques,
alors que la mutation de zmet2 n’affecte pas la méthylation CG (Papa et al., 2001). De plus,
aucune réduction des méthylations CG et asymétrique n’a été observée au niveau des
répétitions 180 pb du knob (Papa et al., 2001).

Ces trois études indiquent que les genes CMT codent les méthyltransférases CNG
majeures des plantes, et I’absence d’homologues CMT chez les mammiféres peut expliquer

que, contrairement aux plantes, les animaux maintiennent surtout la méthylation CG.

3.3 « Domains Rearranged Methyltransferases »

Les génes DRM1 (« Domains Rearranged Methyltransferases ») et DRM2 d’Arabidopsis et
ZMET3 de mais ont été décrits comme ayant un fort taux de conservation de séquences avec
DNMT3 de mammiferes, suggérant que ces géenes codent des méthyltransférases ADN a
activité de novo (Cao et al., 2000). Le terme « Domains Rearranged Methyltransferases » a

été choisi car ces protéines de plantes possedent un nouvel arrangement des motifs
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catalytiques conserveés par rapport aux autres méthyltransférases eucaryotiques connues. En
2002, I’activité de novo de DRM1 et DRM2 a été démontrée grace a des mutants perte de
fonction de ces genes (Cao and Jacobsen, 2002b). Ainsi chez un double mutant drm1 drm2,
la méthylation CG préexistante est retenue au niveau du locus endogéne FWA alors que la
méthylation CG de novo associée au « silencing » d’un transgene FWA, est bloquée (Cao
and Jacobsen, 2002b). D’autre part, cette double mutation bloque également les
méthylations CNG et asymétrique de novo ainsi que I’inactivation du géne SUP endogeéne,
qui sont normalement provoqueées par une répétition de SUP inversée ((Cao and Jacobsen,
2002b) ; tableau 2). Cependant, aucune réactivation d’alléles clk préalablement inactivés n’a
été observée dans le double mutant drm1 drm2, et la majorité de la méthylation préexistante
au niveau de SUP est retenue dans le double mutant. De méme, ces auteurs n’ont pas
détecte de perte de méthylation CG ni CNG au niveau des séquences centromériques 180
pb, ceci suggérant que les mutations drm n’affectent pas la maintenance de la méthylation
de ces répétitions. Ces différents résultats suggerent que les genes DRM codent les enzymes
majeures de méthylation de novo ciblant FWA et SUP (Cao and Jacobsen, 2002b).
Cependant, dans la méme étude, Cao et al. ont aussi testé les simples mutants drm1 et drm2
par transformation avec un transgéne FWA et ont ainsi montré que la mutation drm2 seule,
mais pas la mutation drml, blogue la méthylation de novo et le « silencing » normalement
associé a ce transgene. Ceci est en accord avec des observations précédentes montrant un
taux global d’ARN DRMZ2 beaucoup plus important que celui de DRM1 (Cao et al., 2000).
Ces résultats suggerent que DRM2 est I’ADN méthyltransférase de novo prédominante chez
Arabidopsis thaliana. D’autre part, le fait que les mutants drm bloguent la méthylation ADN
de novo de FWA et de SUP mais ne causent pas une perte importante de la méthylation
préexistante de ces génes apres croisements, indiquent que FWA, SUP ainsi que les
séquences centromériques 180 pb ne subissent pas en temps normal de perte de leur
méthylation d’une génération a I’autre (Cao and Jacobsen, 2002b). Cette interprétation est
en accord avec des résultats montrant une absence de reméthylation apres ségrégation d’une
mutation déméthylante (Kakutani et al., 1999). Ceci supporte la notion, déja évoquée au
paragraphe 3.1 de ce chapitre, d’absence de déméthylation suivie par une méthylation de
novo du génome des plantes durant leur développement, contrairement aux mammiferes
(Reik et al., 2001).

D’autres résultats provenant du méme groupe suggérent que les méthyltransférases
DRM possedent également une activité de méthylation de maintenance au niveau des sites
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CNG et asymétriques, et agissent de maniere redondante avec CMT3 (voir paragraphe 3.2
de ce chapitre) au niveau de certains loci (Cao and Jacobsen, 2002a).

Chez Nicotiana tabacum, un cDNA codant une protéine ressemblant aux DRM
d’Arabidopsis et de mais a été isolé, et I’activité méthyltransférase de la protéine
correspondante testée in vitro cible préférentiellement les sites CNG et asymétriques (Wada
etal., 2003).

4. DDM1
Une mutagenése EMS visant a isoler des mutants d’Arabidopsis présentant une réduction de
leur méthylation ADN, a permis d’isoler différentes mutations a deux loci, DDM1
(« Decrease in DNA Methylation 1 ») et MET1 (nommé alors DDM2) (Vongs et al., 1993).
Dans les plantes mutantes ddm1, la méthylation ADN est réduite globalement de 70%, cette
hypométhylation touchant aussi bien les sites CG que les sites CNG (Vongs et al., 1993).
DDM1 code un facteur de remodelage de la chromatine apparenté aux proteines SWI2/SNF2
et des études in vitro ont montré qu’elle possede une activité ATPase et la capacité a
repositionner les nucléosomes (Brzeski and Jerzmanowski, 2003; Jeddeloh et al., 1999).
Ainsi, I’effet observé de DDML1 sur la méthylation ADN est indirect et son action de
remodelage de la chromatine permettrait un acces facilitt de I’ADN aux ADN
méthyltansférases (Jeddeloh et al., 1999). La mutation ddml est récessive, et au cours de
croisements successifs entre des plantes homozygotes mutantes ddml, une diminution
graduelle de la méthylation ADN est observée. Dans les premiéres générations homozygotes
ddml/ddml, les séquences répetées, comme les répétitions centromeriques et
péricentromériques associées a I’hétérochromatine, sont hypométhylées, et apres plusieurs
générations d’autofécondation, la méthylation de séquences simples copies est également
réduite (Kakutani et al., 1996; Vongs et al., 1993). L’effet progressif de cette mutation sur
des séquences peu ou non repétées suggere une implication de DDM1 dans la méthylation
ADN de maintenance. Le mécanisme d’action de DDM1 n’est pas connu, mais I’homologue
de DDML1 chez la souris, la protéine LSH (« Lyphoid Specific Helicase »), contrdle aussi la
méthylation ADN (Dennis et al., 2001). Ceci indique une fonction conservée de DDML1, a la
différence pres que les souris mutantes Ish meurent peu de temps aprés leur naissance
(Dennis et al., 2001; Geiman et al., 2001), alors que les plantes mutantes ddm1 sont viables
et fertiles.

D’autre part, dans des mutants homozygotes ddm1, la méthylation de novo de I’ADN

peut avoir lieu ; en effet, de fagon surprenante, le géne SUP devient hyperméthylé au niveau
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de cytosines symetriques et asymetriques dans différentes lignées homozygotes ddml
(Jacobsen et al., 2000). Ceci est en opposition avec le fait que I’hyperméthylation de
transgenes et des génes endogenes PAI n’est pas maintenue dans un fond génétique ddm1l
mutant (Jeddeloh et al., 1998; Mittelsten Scheid et al., 1998).

5. Déméthylation de I’ADN : DEMETER et ROS1

Chez les vertébrés, la déméthylation de I’ADN peut se produire de maniére passive lorsque
plusieurs cycles de réplication de I’ADN ont lieu sans maintenance de la méthylation, ou
bien de facon active en absence de réplication (Kress et al., 2001). Au niveau des embryons
de mammifeéres, avant I’implantation, le génome maternel est déméthylé par un processus
passif au cours des divisions cellulaires, alors que le génome paternel est déméthylé
activement immédiatement aprées la fécondation (Reik et al., 2001). A cette déméthylation
globale, s’ajoute une déméthylation spécifique a certains sites durant le développement et la
différenciation des tissus (Frank et al.,, 1991). Contrairement aux études génétiques,
biochimiques et biologiques des ADN méthyltransférases, la déméthylation active est mal
comprise d’un point de vue enzymatique. Un des mécanismes proposés pour expliquer la
déméthylation est la rupture de la liaison N-glycosidique liant la base 5-méthylcytosine
(5mC) avec le déoxyribose correspondant, suivie par le remplacement avec une cytosine non
modifiée. Une activité glycosylase ciblant les 5mC (5mC ADN glycosylase) a été identifiée
pour la premiére fois dans des embryons de poulet (Jost et al., 1995) et celle-ci a été
copurifiée avec une protéine homologue a la thymine ADN glycosylase humaine (TDG pour
Thymine DNA Glycosylase) (Neddermann et al., 1996; Zhu et al., 2000b). Par la suite, il a
été rapporté que MBD4 (« methyl-CpG Binding Protein 4 »), une ADN glycosylase
humaine sans similitudes de séquences avec TDG, avait également une activité 5mC ADN
glycosylase (Zhu et al., 2000a). TDG et MBD4 sont des ADN glycosylases présentant une
préférence pour les mésappariements U-G et T-G dans un contexte CG (Hendrich et al.,
1999; Sibghat et al., 1996). Cependant, ces protéines n’ont qu’une faible activité sur les
5mC-G comparée a celle dirigé contre les mésappariements U-G et T-G (Hardeland et al.,
2003; Hendrich et al., 1999; Zhu et al., 2000a). Le role de ces protéines dans la
déméthylation active de I’ADN reste donc assez flou. Il a été aussi suggéré que la
déméthylation de I’ADN pourrait avoir lieu indirectement par la déamination des 5mC par
des cytidines déaminases, suivie par la réparation des mésappariements T-G ainsi générés
(Morgan et al., 2004).
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Chez les plantes, des travaux recents ont démontre I’implication d’ADN glycosylases
dans la déméthylation active de I’ADN. DEMETER (DME) a été identifiée lors d’un crible
visant a isoler des mutations entrainant des effets d’origine parentale sur la viabilité des
graines (Choi et al., 2002). DME est nécessaire a I’expression de I’allele maternel MEDEA
(MEA) ; le géne DME code une grande protéine possédant un domaine ADN glycosylase et
un signal de localisation nucléaire (Choi et al., 2002). La plupart des ADN glycosylases
fonctionnent dans la voie de réparation de I’ADN par excision de base (ou BER pour « Base
Excision DNA Repair »), qui induit I’excision de bases « abimées », modifiées, ou mal
appariées, puis la coupure de I’ADN et le remplacement des sites abasiques créés, par des
bases « normales ». L’expression ectopique de DME dans les feuilles induit des cassures
simple-brin dans le promoteur de MEA, ce qui est en accord avec sa fonction ADN
glycosylase et une action directe de DME sur MEA (Choi et al., 2002). De maniére
intéressante, Xiao et al. ont isolé quatre mutants qui empéchent I’avortement des graines di
a la mutation dme (Xiao et al., 2003). Toutes ces mutations se sont révélées toucher le géne
MET1. La transmission d’un allele metl maternel mutant par le gamétophyte femelle s’est
révélée suffisante pour complétement supprimer I’avortement des graines dd a la mutation
dme, alors que la transmission d’un alléle metl paternel mutant a peu, voir pas d’effet sur cet
avortement (Xiao et al., 2003). Les résultats de cet article ont montré que la méthylation de
I’ADN joue un réle important dans le contrle de I’empreinte de MEA et la viabilité des
graines, et que ces processus sont contrdlés par I’antagonisme entre MET1 et DME dans le
gamétophyte femelle (figure 10). En 2004, Kinoshita et al. ont montré que I’alléle maternel
FWA est exprimé dans la cellule centrale et dans I’endosperme contrairement a I’alléle
paternel qui est « silencé », et que I’activation de I’allele maternel est également dépendant
de DME (Kinoshita et al., 2004).

Chez Arabidopsis, une deuxiéme ADN glycosylase, ROS1 (« Repressor Of
Silencing 1»), a été identifiée dans un crible visant a isoler des mutants ayant une
expression derégulée du transgéne RD29A-LUC (Gong et al., 2002). La mutation de ROS1
entraine le « silencing » de ce transgene et du géne endogene RD29A ; le promoteur de ces
séquences est alors hyperméthylé (Gong et al., 2002). Cette inactivation peut étre relevée par
la mutation ddml ou par I’utilisation de I’inhibiteur de la méthylation des cytosines, la 5-
aza-C (Gong et al., 2002). Ces auteurs ont montré que le gene ROS1 code une protéine
possédant une activité bifonctionnelle ADN glycosylase/lyase dirigée contre de I’ADN
methylé in vitro (figure 11).
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Figure 10: Modele de régulation de l'imprinting de MEDEA.
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Les effets de ROS1 et de DME contrecarrant la methylation de I’ADN et
I’inactivation de genes peuvent étre expliqués de deux manieres. La premiére possibilité est
que ces deux protéines exercent des effets indirects grace a des interactions avec des facteurs
de transcription et/ou des protéines de modification de la chromatine. La deuxieme
possibilité est que ROS1 aussi bien que DME excisent directement les 5mC de I’ADN,
initiant le remplacement par des cytosines non méthylées et permettant I’hypométhylation et
I’activation de genes. Morales-Ruiz et al. ont confirmé la deuxiéme hypothése(Morales-Ruiz
et al., 2006). Ces auteurs ont montré que DME et ROS1 catalysent le clivage des 5mC de
I’ADN par un mécanisme glycosylase/lyase. Ces deux protéines agissent sur les 5mC en
contexte CG mais egalement en contexte CNG (plus précisément CAG) et asymétriques
(Morales-Ruiz et al., 2006).

6. Phénomeénes de TGS

L’inactivation de génes peut avoir lieu a travers une répression transcriptionnelle appelée
TGS (« Transcriptional Gene Silencing »), ou par une dégradation de I’ARNm, dénommeée
PTGS (« Post-Transcriptional Gene Silencing »). Ces deux voies ne sont pas cloisonnées, et
chez les plantes, le TGS et le PTGS peuvent faire intervenir des intermédiaires communs,
comme par exemple, des ARN double-brin.

Lors de tranformations de plantes par des transgénes, il a été remarqué qu’il existe
souvent une relation inverse entre le nombre de copies du transgéne et le niveau
d’expression de celui-ci. Ainsi plusieurs études ont montré que des transgenes multicopies
subissent du TGS accompagné par I’hyperméthylation de ces transgénes sans que ces études
aient pu déterminer si cette hyperméthylation est une cause ou une conseéquence du TGS
(Assaad et al., 1993; Furner et al., 1998; Mittelsten Scheid et al., 1998). Il faut remarquer
que des transgenes présents a une copie peuvent également subir un phénomene de TGS
comme chez le pétunia (Elomaa et al., 1995; Meyer et al., 1993). Ces exemples de TGS
impliquent un ou plusieurs transgénes insérés au méme locus, et se produisent en cis.
Cependant des transgénes qui sont initialement actifs peuvent étre « silencés » en trans par
I’introduction d’un autre transgéne par tranformation ou par croisement (Fagard and
Vaucheret, 2000). Il a été montré qu’un ARN double-brin contenant des sequences
promotrices peut induire le TGS et la méthylation de novo d’un transgéne contenant ces
séquences promotrices (ou d’un géne endogéne) (Mette et al., 2000). Ceci a permis de
conclure qu’un ARN double-brin peut permettre un phénomeéne de TGS en trans.
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6.1 Les mutants et les cibles du TGS

6.1.1 Transgenes

Afin d’isoler les génes impliqués dans les phénoménes de TGS, des cribles genétiques ont
été effectués visant a identifier des suppresseurs de TGS de lignées transgéniques
d’Arabidopsis. Par exemple, une lignée A contenant plusieurs copies du géne codant
I’hygromycine transférase dirigé par un promoteur 35S a un locus, a été utilisée ; le locus A
est inactivé et hyperméthylé (Mittelsten Scheid et al., 1998). Huit mutants som
(« suppression of methylation ») ont ainsi été isolés dans lesquels le locus A est réactivé et
hypométhylé. L’ ADNr et les répétitions centromériques sont hypométhylés dans les mutants
som, comme observé précedemment dans les mutants ddml et metl (Richards, 1997). En
réalité, som1, som4, som5, som7 et som8 sont des alléles mutants de DDM1. MET1 est aussi
impliquée dans le phénomene de TGS puisque la mutation metl peut lever le « silencing »
d’un transgene 35S-GUS (Morel et al., 2000). Dans un deuxiéme crible suppresseur de TGS,
une lignée portant au locus C trois transgenes a été utilisée (Furner et al., 1998). Ce crible a
permis d’identifier deux autres loci appelés HOG1 (« HOmology-dependent Gene
silencing ») et SIL1. Dans le mutant hogl, les trois transgenes sont hypométhylés et
réactivés, alors que le mutant sill réactive deux des transgenes sans affecter leur

méthylation.

6.1.2 Séquences endogenes

Dans des plantes mutantes ddm1l homozygotes, les séquences répétées centromériques et
péricentromériques, ainsi que des transposons sont préférentiellement déméthylés. Ainsi les
séquences TSI (« Transcriptionally Silent Information ») qui sont péricentromériques et
normalement « silencées » sont réactivées par différents alleles mutants de ddm1 et de metl
(Steimer et al., 2000). Récemment, de maniére surprenante, May et al. ont montré une
activation de la transcription des répétitions centromériques 180 pb dans les mutants ddm1l
et metl (May et al, 2005). Plusieurs transposons peuvent également devenir
transcriptionnellement actifs dans le contexte mutant ddml (Lippman et al., 2003), cette
réactivation pouvant aller jusqu’a la capacité a transposer pour certains éléments (Hirochika
et al., 2000; Miura et al., 2001; Singer et al., 2001). Un autre exemple de déméthylation d’un
transposon permettant sa transposition est donné par CACTA, qui est réactivé dans les
simples mutants metl et cmt3 mais qui transpose uniquement dans le double mutant

metlcmt3 (Kato et al., 2003). Parmi les génes endogénes réactivés dans les mutants de TGS,
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on trouve le gene PAI2 (évoqué dans le paragraphe 3.2) et le géene FWA (voir paragraphe 6).
En effet, ces genes sont hypométhylés et réactivés dans les mutants ddml et metl (Bartee
and Bender, 2001 ; Jeddeloh et al., 1998; Kinoshita et al., 2004; Soppe et al., 2000).

Nous avons déja évoqué dans le paragraphe 3.2, que plusieurs alléles mutants de
cmt3 ont été isolés dans un crible suppresseur d’inactivation du gene SUP (Lindroth et al.,
2001) et d’autres alléles mutants de cette chromométhylase ont été identifiés dans un
deuxiéme crible suppresseur de I’inactivation du gene PAI2 (Bartee et al., 2001). CMT3
participe donc au TGS de ces genes. De plus, une étude couvrant le génome a montré que la
mutation de cmt3 induit une perte de méthylation préférentiellement au niveau des
transposons (Tompa et al., 2002). D’autre part, la mutation des génes DRM (voir paragraphe
3.3) prévient I’établissement de I’inactivation des génes FWA et SUP (Cao and Jacobsen,
2002b).

Par ailleurs, des défauts de maintenance de la méthylation de I’ADN et du TGS
peuvent étre une conséquence de mutations des génes codant les enzymes requises pour la
réaction de méthylation elle-méme, comme HOGL, isolé par Furner en 1998 (Furner et al.,
1998). En effet, dans des plantes mutantes hogl, I’ADNr est hypométhylé. HOG1 code une
S-Adénosyl-L-Homocystéine (SAH) hydrolase qui dégrade SAH (Rocha et al., 2005). SAH
est un inhibiteur compétitif des réactions dépendantes de SAM (S-Adénosyl Méthionine),
dont les activités ADN méthyltransférases. D’autre part, sill (vu dans la section 6.1.1 de ce
chapitre) a été identifié comme un allele mutant d’une histone déacétylase dont la mutation
induit I’hypométhylation de I’ADNr (Probst et al., 2004).

6.1.3 Les genes inactivés dans des mutants de TGS

Deux genes endogenes définissent un deuxieme groupe de séquences dérégulées dans des
mutants de TGS. Les géenes impliqués dans le développement floral SUP et AG
(AGAMOUS) peuvent étre hyperméthylés et inactivés dans les mutants metl et ddml, alors
que le reste du génome est globalement hypométhylé (Jacobsen et al., 2000).
L’hyperméthylation de ces génes suggere une redistribution de la méthylation ADN dans
ces contextes globalement déméthylés. Ceci pourrait étre di a des changements de la
chromatine rendant SUP et AG accessibles a la machinerie de méthylation.
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6.2 Suppression du TGS et maintien de la méthylation ADN

6.2.1 La protéine MOM1

Une mutagenése de la lignée A (décrite au paragraphe 6.1.1) contenant le locus transgénique
HPT hyperméthylé et « silencé », a permis d’isoler le gégne MOM1 (pour « MORPHEUS’
Molecule ») (Amedeo et al., 2000). Le géne MOMZ1 code une protéine possédant une région
apparentée aux protéines SWI2/SNF2. On peut donc supposer que tout comme DDML,
MOML1 participe au TGS probablement via le remodelage de la chromatine. La mutation de
MOML a la particularité de permettre la réactivation du locus HPT dans la lignée A sans
altérer sa méthylation ADN ; de méme la méthylation ADN des répétitions centromériques
180 pb n’est pas affectée par cette mutation (Amedeo et al., 2000). Deux hypotheses
peuvent alors étre formulées: soit MOM1 agit en aval de la méthylation ADN dans la
régulation épigénétique, soit MOM1 appartient a une voie épigénétique indépendante de la
méthylation ADN (Amedeo et al., 2000). En 2000, Steimer et al. ont identifié des cibles
endogenes de MOML1 (Steimer et al., 2000). La population des ARNm de la lignée A
« silencée » au locus HPT a été comparée aux ARNm du mutant mom1 possédant un locus
A réactivé, par une méthode d’hybridation soustractive (Steimer et al., 2000). Ainsi, ces
auteurs ont identifié deux clones ADNc, TSI-A et TSI-B. Les séquences TSI
(« Transcriptionaly Silent Information ») font partie d’une famille de rétroéléments Athila
dégénérés, et sont localisés dans la région péricentromérique des cing chromosomes
d’Arabidopsis thaliana (Steimer et al., 2000). Dans le mutant mom1, les séquences TSI sont
réactivées sans changement de leur méthylation ADN, comme le locus A (Steimer et al.,
2000). Contrairement a des plantes mutantes metl ou ddm1l (Finnegan et al., 1996; Kakutani
et al., 1996; Ronemus et al., 1996), les plantes mutantes mom1 ne présentent pas de défauts
phénotypiques, méme aprés neuf genérations d’autofécondation. Cette différence entre ces
mutants de TGS suggere que la mutation mom1 affecte un nombre de loci réduit par rapport
a ceux touchés dans les mutants de TGS ciblant la méthylation ADN. Une possibilité est que
MOM1 inactive des séquences appartenant a des compartiments
chromosomiques/subnucléaires particuliers, ou possédant une organisation génomique
spécifique (multicopies, ou répétitions inversées par exemple). Par ailleurs, Probst et al. ont
montré que MOML agit visiblement au niveau de la régulation transcriptionnelle dans un
contexte hétérochromatique (Probst et al., 2003). De plus, la mutation mom1 n’affecte pas la
distribution globale de I’acétylation et de la méthylation des histones, contrairement a la
mutation ddm1 (Probst et al., 2003).
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Afin de savoir si MOML1 participe a une voie de « silencing » indépendante de la
méthylation ou agit en aval de la méthylation ADN, Mittelsten Scheid et al. ont étudié les
relations épistatiques entre les mutants mom1 et ddml par I’obtention de lignées double
mutantes momlddml (Mittelsten Scheid et al., 2002). Une suppression synergique du
«silencing » du locus transgénique HPT et des séquences TSI, des défauts de
développement des plantes, et des changements spécifiques de I’architecture nucléaire ont
été observés dans les plantes double mutantes momlddml (Mittelsten Scheid et al., 2002).
Ces données déemontrent une relation non épistatique entre DDM1 et MOM1, et suggerent
I’existence de deux mecanismes indépendants d’inactivation transcriptionnelle (TGS), avec
DDM1 ou MOM1 comme composants essentiels. De plus, ces auteurs font I’hypothese que
la voie de «silencing » indépendante de la méthylation ADN pourrait renforcer la voie
d’inactivation des génes dépendante de la méthylation, prévenant une dérégulation
épigénétique rapide chez les plantes portant des défauts de méthylation.

Il apparait important de déterminer d’autres cibles de MOM1, ainsi que d’éventuels
partenaires de cette protéine afin de mieux comprendre son mode d’action. Mes travaux de
these ont permis d’identifier d’autres cibles de MOML : ces données sont présentées dans la

partie résultats de ce manuscrit.

6.2.2 Les protéines BRU1 et CAF-1

Dans une mutagenése cherchant a isoler des composants impliqués dans la reconnaissance et
la réparation de dommages de I’ADN, Takeda et al. ont isolé le géne BRU1 (Takeda et al.,
2004). Les mutants brul sont hypersensibles a différents stress génotoxiques et levent le
« silencing » de transgenes aussi bien que des séquences endogenes TSI, sans affecter la
méthylation ADN des TSI (Takeda et al., 2004). De plus, la mutation des génes FAS1 et
FAS2, qui codent deux sous-unités de CAF-1 qui est un complexe de remodelage de la
chromatine (Kaya et al., 2001), entraine également une hypersensibilit¢ a des stress
génotoxiques et la suppression de « silencing » d’un transgene et des séquences TSI sans
changement de la méthylation ADN (Takeda et al., 2004). Dans des cellules humaines,
CAF-1 facilite I’incorporation des histones H3 et H4 au niveau de I’ADN nouvellement
synthétisé durant la réplication (Smith and Stillman, 1989). Les résultats de Takeda et al.
impliguent donc un lien important entre la réplication de la chromatine, la réparation de
I’ADN, et le « silencing » (Takeda et al., 2004).
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6.2.3 La protéine RPA2
Récemment, deux articles ont montré que RPA2 est impliquée dans le TGS (Elmayan et al.,
2005; Kapoor et al., 2005a). RPA2 code une protéine homologue a la deuxieme sous-unité
de la protéine RPA (« Replication Protein A ») de mammiferes et de levures ; RPA2 porte
des motifs impliqués dans la réplication et dans la réparation de I’ADN. Elmayan et al. ont
procédé a une mutagenese d’une lignée de plantes portant un transgene inactivé L5
(composé de plusieurs copies des genes rapporteurs pPNOS-NPTII et 35S-GUS), alors que
Kapoor et al. ont utilisé une mutageneése sur des plantes mutantes rosl (voir le paragraphe 5)
contenant un transgene composé de pRD29A-Luciférase et de 35S-nptll qui est inactivé
dans ce contexte mutant. Dans le cas de ces deux études, le gene rapporteur dirige par le
promoteur 35S est réactivé par la mutation rpa2. Cette levée de « silencing » s’effectue sans
changement de la méthylation ADN de ces génes rapporteurs (EImayan et al., 2005; Kapoor
et al., 2005a). En revanche, Kapoor et al. ont montré que les méthylations histones
H3K4me2 et H3K9me2 du promoteur 35S sont modifiées. De plus, la perte de RPA2
engendre la réactivation d’éléments transposables hétérochromatiques (Kapoor et al.,
2005a). La réactivation de ces éléments n’est pas non plus accompagnée par une
modification de leur méthylation ADN. Elmayan et al. décrivent quant a eux une faible
réactivation des séquences TSI dans le contexte mutant rpa2 (Elmayan et al., 2005). De
plus, les deux articles montrent que par rapport a des plantes sauvages, les plantes mutantes
rpa2 sont plus sensibles aux dommages de I’ADN engendrés par du MMS (pour « Methyl
Methane Sulfonate »), tout comme les plantes ros1.
Tout comme I’article de Takeda et al. ((Takeda et al., 2004) ; voir paragraphe 6.2.2), les
deux études précédentes suggerent une coordination de la machinerie de TGS avec la
réplication et la réparation de I’ADN.

Plus récemment, la recherche de suppresseurs de « silencing » d0 a la mutation rosl
a permis d’identifier de nouveau la mutation rpa2 (Xia et al., 2006). Ces auteurs ont
confirmé les résultats publiés par Kapoor et al. (Kapoor et al., 2005a) et ont montré que
RPA2 est fortement exprimé dans les méristtmes et que les divisions cellulaires
méristématiques sont affectées par la mutation rpa2. Les méristemes étant le lieu de

divisions actives, ces résultats confirment le réle de RPA2 dans la réplication de I’ADN.

7. PTGS et ARN interférence
Des expériences visant a augmenter la coloration de pétunias par la surexpression d’un

transgéne codant une protéine impliquée dans la synthese de pigments, ont eu pour résultat
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une diminution voire une perte compléte de la coloration des fleurs (Napoli et al., 1990).
Ceci est d0 a un phénomene de suppression éteignant I’activité du transgéne et du géne
endogene au niveau post-transcriptionnel via des ARN.

Le phénoméne le plus connu de «silencing » médié par des ARN a lieu dans le
cytoplasme. Il est connu sous les noms de PTGS chez les plantes, ARN interférence chez les
mammiferes, et quelling chez Neurospora crassa. Ce phénomeéne, conservé au cours de
I’évolution, impliqgue un ARN double-brin qui est clivé en petits ARN d’environ 20
nucléotides (nt) appelés siRNA (« short interfering RNA »). Ce clivage a lieu via une
enzyme RNase Il DICER (Carmell and Hannon, 2004). Ces petits ARN, de 21 & 26 nt, sont
ensuite incorporés dans des complexes effecteurs de « silencing », qu’ils guident jusqu’aux
cibles d’acides nucléiques complémentaires. En réalité, suivant la nature de la séquence
cible et la composition protéique des complexes effecteurs, plusieurs types de « silencing »
peuvent étre différenciés (Grewal and Rice, 2004; Matzke and Matzke, 2004; Schramke and
Allshire, 2004).

7.1 siRNA

Le RNAI (« RNA interference ») est initié par des siRNA générés par DICER, ciblant des
ARNmM complémentaires pour leur dégradation par un complexe RISC (« RNA-Induced
Silencing Complex »). Un des composants essentiels de RISC est une protéine
ARGONAUTE, qui peut lier des petits ARN (Yan et al., 2003) et dans certains cas cliver
I’ARNm cible ((Liu et al., 2004; Meister et al., 2004) ; figure 12). Une autre protéine
importante de la machinerie RNAI est une ARN polymérase ARN-dépendante (RARP pour
« RNA-dependent RNA Polymerase »), qui synthétise des ARN double-brin a partir d’ARN
simple-brin pour initier ou amplifier la réaction de RNAi (Martienssen, 2003; Sijen et al.,
2001a). De plus, des siRNA peuvent provenir de transposons (Aravin et al., 2003; Hamilton
et al., 2002; Lippman et al., 2003; Vastenhouw and Plasterk, 2004; Zilberman et al., 2003) et
de virus qui produisent des ARN double-brin durant leur réplication (Xie et al., 2004), aussi
bien que de séquences répétées (Aravin et al., 2004; Volpe et al., 2002) ou de genes
(Ambros et al., 2003; Xie et al., 2004) transcrits bidirectionnellement. Les protéines DICER,
ARGONAUTE et RdRP sont codées par des familles multigéniques dans plusieurs espéces.

Chez la drosophile et chez les mammiferes, aucune RARP n’a été identifiée.
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7.2 miRNA

Les microRNA (miRNA) appartiennent a une deuxieme classe de petits ARN pouvant
induire du « silencing » en ciblant des ARNm. Ces miRNA sont produits par le clivage
d’ARN en épingles a cheveux imparfaites par DICER. Les miRNA sont incorporés dans des
complexes RISC-like et, suivant le degre de complémentarité avec I’ARNm cible, ils
induisent une répression traductionnelle ou un clivage de cet ARN (figure 12). Le PTGS
dirigé par les miRNA est essentiel dans le développement des plantes et des animaux
(Bartel, 2004; He and Hannon, 2004).

La spécificité du PTGS induit par des siRNA et des miRNA, est dle a I’appariement
de ces petits ARN avec I’ARN cible. Cependant, les petits ARN (et notamment les siRNA)
peuvent s’apparier avec de I’ADN, et le processus de RNAI peut ainsi affecter I’expression
des genes. Nous allons nous intéresser plus particuliérement a cet aspect dans le paragraphe

suivant.

8. Petits ARN et « silencing » nucléaire

Les petits ARN peuvent diriger la méthylation de I’ADN dans un processus appelé RdADM
(« RNA-directed DNA Methylation ») ainsi que la formation d’hétérochromatine,
notamment via la methylation de I’histone H3 sur la lysine 9 (H3K9). Ces modifications
peuvent influencer de maniére épigénétique I’expression des génes affectés. Historiquement,
le phénomene de RADM a été décrit chez les plantes, tandis que la formation
d’hétérochromatine via le RNAIi a été rapportée chez S. pombe. Chez les organismes
supérieurs, la méthylation de I’ADN et les modifications des histones sont interconnectées et
se renforcent. Cependant, aucune méthylation ADN n’a été détectée chez S. pombe qui fut le
premier organisme chez qui la formation d’hétérochromatine via le RNAIi a été détectée
(Hall et al., 2002; Volpe et al.,, 2002). Ceci suggére que ces différentes marques

épigénétiques ne sont pas nécessairement couplées.

8.1 RdDM

Le premier exemple de modification épigénétique guidé par des ARN fut découvert chez les
plantes. En effet, un phénomene de RIDM a été détecté par Wassenegger et al. en 1994 dans
des plants de tabac infectés par des viroides (Wassenegger et al., 1994). Par la suite, il a été
montré que la RADM nécessite un ARN double-brin clivé en petits ARN de 21-24 nt,
indiquant un lien avec la voie du RNAI (Mette et al., 2000). Chez les plantes, les ARN

double-brin contenant des sequences homologues a des régions promotrices peuvent induire
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la méthylation du promoteur correspondant et son inactivation transcriptionnelle (Jones et
al., 2001; Melquist and Bender, 2003; Mette et al., 2000; Sijen et al., 2001b). La RdDM
réfere a la méthylation de novo des cytosines dans les contextes symétriques et
asymeétriques. Cette méthylation est confinée a la région d’homologie entre le petit ARN et
I”’ADN cible (Aufsatz et al., 2002a; Pelissier et al., 1999).

Différentes analyses ont montré que la RdADM requiert des ADN méthyltransférases,
des enzymes de modifications des histones, ainsi que d’autres protéines qui fonctionnent
dans la voie de I’ARN interférence. Suivant une méthylation de novo dirigée par la RdDM,
des modifications d’histones permettent de maintenir la méthylation de I’ADN. Chez
Arabidopsis thaliana, la méthylation CG est maintenue grace aux activités de MET1 (voir
paragraphe 3.1). De plus, MET1 serait requise pour I’établissement complet de la
méthylation de novo CG dirigée par des ARN (Aufsatz et al., 2004). Par ailleurs, Aufsatz et
al. ont suggéreé que HDAG ne serait pas nécessaire a I’établissement de la méthylation de
novo, mais permettrait de renforcer la méthylation CG (et CNG) induite par des ARN
(Aufsatz et al., 2002b).

La méthylation CNG et la méthylation H3K9 de différentes cibles sont maintenues
respectivement par CMT3 (voir paragraphe 3.2) et SUVH4 (appelée aussi KYP pour
KRYPTONITE) (Jackson et al., 2002; Malagnac et al., 2002). SUVH4 n’est pas nécessaire a
la méthylation de novo : ainsi un géne cible (PAI2) devient méthylé et « silencé » dans un
contexte mutant suvh4 par un processus de RdDM (Malagnac et al., 2002). En fait, chez
Arabidopsis thaliana, la voie de méthylation des CNG et de H3K9 a plutdt été connectée a
la voie du RNAI par I’identification du mutant ago4 (Zilberman et al., 2003). AGO4 est une
protéine nucléaire (Xie et al., 2004) qui, avec les autres composants de la machinerie RNAI,
DICER-LIKE 3 (DCL3), RDR2 (« RNA-Dependent RNA Polymerase 2») et SDE4
(« Silencing Defective 4 » renommée par la suite NRPD1a), établit la méthylation de deux
répétitions en tandem dans le promoteur d’un transgene codant FWA et amenant ainsi a son
«silencing » (Chan et al., 2004). DCL3 est une des quatre protéines DICER chez
Arabidopsis thaliana ; elle produit des siRNA de 24 nt qui sont impliqués dans I’induction
de modification de la chromatine de transgénes et de plusieurs séquences répétées
endogenes chez les plantes (Xie et al., 2004; Zilberman et al., 2003). AGO4 a aussi un role
dans la maintenance de la méthylation ADN et de la méthylation H3K9 de plusieurs
répétitions endogenes et transgéniques, et dans I’accumulation des siRNA correspondant &
ces séquences (Xie et al., 2004; Zilberman et al., 2003; Zilberman et al., 2004). La figure 13

résume les protéines nécessaires a la RADM et a sa maintenance.
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Figure 13: "RNA-directed DNA methylation" (RADM).

Des petits ARN provenant d'ARN double brin clivé par une
protéine Dicer (comme DCL3), dirigent la méthylation de
I'ADN grace a MET1 et DRM2. La méthylation de 'ADN
peut étre alors maintenue par MET1 et CMT3; son maintien
nécessite aussi DDM1, HDA6 et SUVH4. Les protéines
AGO4 et AGO1 sont impliquées dans la méthylation,
respectivement, de novo ou de maintenance de certains loci.
Les petits ARN sont représentés en rouge; m: groupement
méthyle. D'apres Matzke et Birchler (2005).
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Un crible de mutants défectifs pour la RdDM au niveau d’un promoteur
transgénique, a permis d’identifier DRD1 (« Defective in RNA-Directed methylation 1 »),
qui est une protéine putative de remodelage de la chromatine SNF2-like (Kanno et al.,
2004). Ceci suggere qu’une reconfiguration de la chromatine est peut-étre nécessaire pour
rendre les cibles ADN accessibles aux signaux ARN. D’ailleurs, une autre protéine SNF2-
like, DDM1, contribue a la maintenance de la RdADM (Aufsatz et al., 2002a; Bartee and
Bender, 2001; Morel et al., 2000). DDM1, MET1 et HDA6 coopérent afin de maintenir
I’état chromatinien du knob hétérochromatique du chromosome 4 qui contient de
nombreuses séquences (e.g. des eléments transposables) produisant des petits ARN
(Lippman et al., 2004). DDML1 est requis pour la méthylation et le « silencing » du gene
endogene FWA qui possede deux répétitions en tandem dans son promoteur (Kinoshita et
al., 2004; Soppe et al., 2000). La mise en place de cette méthylation serait due aux siRNA
homologues a ces répétitions en tandem, qui sont en fait des transposons (Lippman et al.,
2004). Chez Arabidopsis thaliana, de nombreux petits ARN sont dérivés de régions non-
codantes (Xie et al.,, 2004), et pourraient potentiellement cibler des modifications

épigénétiques au niveau de promoteurs ou d’enhancers.

8.2 RNAI et hétérochromatine

L’implication de la voie RNAIi dans la formation d’hétérochromatine a surtout été
démontrée chez Schizosaccharomyces pombe. Ainsi, la formation de I’hétérochromatine via
le RNAI est requise pour une ségrégation correcte des chromosomes ; la protéine Swi6
(homologue de la protéine hetérochromatique HP1 de mammiféres) recrute le complexe de
cohésines et permet la cohésion des chromatides sceurs au niveau des régions
péricentromériques (Bernard et al., 2001; Volpe et al., 2003). Les études chez S. pombe, ont
révélé un role crucial des composants de la voie RNAIi dans I’assemblage de
I’hétérochromatine au niveau des centromeres et des loci inactivés « mating type » (Hall et
al., 2002; Volpe et al., 2002). Des études biochimiques ont identifié le complexe RITS
(« RNA-Induced Transcriptional Silencing ») comme utilisant des siRNA pour cibler
I’inactivation de régions spécifiques des chromosomes (Verdel et al., 2004). Ce complexe
est composé de Chpl (une protéine hétérochromatique), Agol (une protéine
ARGONAUTE), Tas3, et de siRNA ; il permet de recruter swi6 au niveau des centromeres
(Verdel et al., 2004). Le RITS régule aussi la synthese d’ARN double-brin et de siRNA par
le recrutement d’un complexe RDRC (« RNA-Directed RNA polymerase Complex ») aux

sites d’assemblage de I’hétérochromatine (Motamedi et al., 2004).
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Des mutations des composants du RNAI engendrent un perte d’hétérochromatine au
niveau des centromeres et une accumulation de transcrits sens et antisens correspondant a
des régions spécifiques du centromeére (Volpe et al., 2002). S. pombe possede un seul géne
pour chaque protéine clé de la voie RNAI : DICER (Dcrl), ARGONAUTE (Agol), et une
RNA-dépendante RNA polymérase (Rdpl). La delétion de dcrl, agol ou rdpl résulte en une
perte de « silencing » d’un géne rapporteur intégré au niveau d’un centromere, et a I’absence
de méthylation H3K9 et de recrutement de la protéine hétérochromatique Swi6 (Volpe et al.,
2002). D’autre part, durant la méiose les téloméres se regroupent, mais dans le cas de
mutants RNAI, ce regroupement ne se fait pas correctement suggérant un réle du RNAI dans
ce processus (Hall et al., 2003). De plus, les genes ARNr hautement répétés, adjacents aux
téloméres du chromosome 3, sont la cible de la méthylation H3K9 dirigée par le RNAI (Cam
et al., 2005).

Enfin, le complexe RITS est un lien physique entre le RNAI et I’assemblage de
I’hétérochromatine. Verdel et al. ont démontré que les sSiRNA sont requis pour I’association
de RITS avec la chromatine, et ces auteurs suggerent que RITS utilise les sSiRNA pour cibler
des régions spécifiques des chromosomes (Verdel et al., 2004). Ainsi, tout comme RISC,
RITS pourrait utiliser les siRNA pour reconnaitre ses cibles, mais contrairement au RISC,

RITS agit au niveau nucléaire et initie des modifications de la chromatine.

9. La polymérase 1V

En 2005, différents articles ont démontré I’existence d’une polymérase IV chez Arabidopsis
thaliana, qui avait été prédite suite au sequencage d’Arabidopsis (AGI, 2000).

Chez Arabidopsis, Dalmay et al. avaient identifié un mutant sde4 (« silencing defective 4 »)
induisant une perte transitoire de « silencing » au niveau de trangénes GFP (Dalmay et al.,
2000). Par la suite, il a ét¢é montré que la mutation sde4 induit une diminution des
méthylations ADN CNG et asymétriques de différentes séquences cibles, et empéche
I’établissement, mais pas la maintenance, de la méthylation CG (Chan et al., 2004). SDE4
correspond en réalité a la grande sous-unité d’une polymérase spécifique des plantes, la
polymérase IV (Herr et al., 2005). SDE4 a été renommée NRPDla («nuclear RNA
polymerase Dl1a »). Une deuxiéme sous-unité de la polymeérase 1V est codée par NRPD2a.
Les mutations de NRPD1a et de NRPD2a entrainent une diminution de la méthylation ADN
de AtSNL1 et de I’ADNr 5S, concomitante a une diminution des siRNA leur correspondant
(Hamilton et al., 2002; Herr et al., 2005; Onodera et al., 2005). La polymérase 1V serait

donc impliquée dans la voie de la RADM. D’ailleurs, Kanno et al. ont isolé des mutants de la
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polymeérase IV dans un crible bloquant la RdADM (Kanno et al., 2005). La mutation de
NRPD1la induit une augmentation des transcrits AtSN1, et donc une levée de son
« silencing » (Herr et al., 2005). La diminution de la méthylation de I’ADNr 5S n’explique
pas en elle-méme la diminution des siRNA 5S, car cette méthylation est également diminuée
dans les mutants metl et ddml alors que les siRNA 5S sont augmentés (Onodera et al.,
2005). D’autre part, dans des noyaux mutants pour la deuxieme sous-unité de la polymérase
IV (NRPD2a/b), I’ADNr 5S est décondense et la taille des chromocentres (qui sont les
structures hétérochromatiques marquées au DAPI dans des noyaux de cellules en interphase)
est réduite, en comparaison avec des noyaux sauvages (Onodera et al., 2005). Ceci suggére
que la polymérase IV a un rdle dans la condensation de I’hétérochromatine en général, et de
I’ADNr 5S en particulier. Cependant, les répétitions centromériques, qui constituent la
grande majorité de I’hétérochromatine, ne semblent pas étre la cible de la polymérase IV,
puisqu’en contexte mutant nrpd2a/b, la méthylation ADN ainsi que la condensation de ces
répétitions ne varient pas (Onodera et al., 2005).

Deux autres articles ont montré qu’Arabidopsis possede deux formes d’ARN
polymérase IV, RNAPIVa (« RNA polymerase IVa », dont NRPDla et NRPD2a sont des
composants) et RNAPIVb (dont NRPD1b et NRPD2a font partie) (Kanno et al., 2005;
Pontier et al., 2005). D’apres ces articles, NRPD1a et NRPD1b n’ont pas de fonction
redondante dans la RADM (Kanno et al., 2005), et un « silencing » efficace au niveau de
certaines cibles comme des transposons et I’ADNr 5S, nécessite I’action des deux formes de
la polymérase 1V, alors que le « silencing » de séquences peu répétées ne requiert que la
polymérase RNAPIVa (Pontier et al., 2005).

Un modele ressort de toutes ces études dans lequel la RNAPIVa serait requise pour

la production et/ou I’amplification des siRNA, alors que la RNAPIVb agirait en aval de la
formation des petits ARN et permettrait de convertir ces signaux ARN en des modifications
de la chromatine, grace a un mécanisme encore inconnu.
Un des paradoxes du concept de «silencing » transcriptionnel dirigé par des ARN, est
gu’une transcription du locus « silencé » (permettant la production des petits ARN) est
nécessaire justement a ce «silencing ». La découverte des polymérases IV permet de
résoudre en partie ce paradoxe : la production des petits ARN serait dépendante d’une ARN
polymérase autre que celles permettant I’expression de séquences actives (polymérases I, II,
et 11).
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Chapitre I11

Modifications post-traductionnelles des histones
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Malgré le caractere essentiel de la méthylation de I’ADN chez les organismes qui ont
développé cette marque épigénétique, celle-ci n’est pas ou peu trouvée chez certains
organismes (la levure, la drosophile, C. elegans) qui pourtant subissent des régulations
épigénétiques. En réalité, les protéines de la chromatine peuvent également porter une
information épigenétique. Au niveau de la chromatine, I’ADN est enroulé autour
d’octameres d’histones formant des structures appelées nucléosomes. Un octameére
d’histones est composé de deux molécules de chaque protéine histone H2A, H2B, H3 et
H4 ; leurs extrémités N-terminales formant des queues sortant des domaines globulaires
(Luger et al., 1997). L’ADN « linker » connecte les octaméres d’histones voisins, et sert de
site de liaison a I’histone H1 (Zhou et al., 1998). Pendant de nombreuses années, le role
assigné aux histones était cantonné a leur fonction de compaction de I’ADN. Cependant, il
est a présent tres clair que les nucléosomes contribuent a la dynamique de remodelage de la
chromatine durant I’activation ou la répression des genes, et portent une information
épigénétique importante. Cette information réside au niveau des « queues » des histones qui
sont sujettes a de nombreuses modifications covalentes, comme [|’acétylation, la
méthylation, la phosphorylation, I’ubiquitination, la sumoylation, et I’ADP-ribosylation
(Berger, 2002; Jenuwein and Allis, 2001). Toutes ces modifications post-traductionnelles
constituent ce qui a été appelé le code histone (Jenuwein and Allis, 2001; Strahl and Allis,
2000; Turner, 2002 ), chague modification ou la combinaison de plusieurs d’entre elles
définissant un état actif ou réprimé de la chromatine.

Un nombre considérable de modifications post-traductionnelles des histones ont été
identifiées. Ainsi, treize résidus lysine des « queues » N-terminales peuvent étre acéetylés de
facon réversible au niveau des histones H2A, H2B, H3 et H4 ; trois résidus sérine des
histones H3 et H4 peuvent étre phosphorylés ; six lysines et trois arginines des histones H3
et H4 peuvent étre méthylées ; et deux résidus dans les domaines C-terminaux des histones
H2A et H2B peuvent étre ubiquitinés (Jenuwein and Allis, 2001; Lachner et al., 2003).

Seules quelques modifications des histones seront traitées dans ce manuscrit.

1. Acétylation/déacétylation des histones

Les histones sont acétylées par des histones acétyltransféerases (HAT) utilisant I’acétyl-CoA
comme donneur de groupements acétyles ; cette modification peut étre retirée par des
histones déacétylases (HDAC). L’hyperacétylation relache la structure de la chromatine et
active I’expression de genes, alors que I’hypoacétylation induit une compaction de la

chromatine et la répression de genes.
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Chez les plantes, des analyses de séquences ont permis de distinguer trois familles de
HAT : la famille GNAT/MYST, la famille p300/CBP, et la famille TAF,;250 (Pandey et al.,
2002). Chez Arabidopsis, I’histone acétyltransférase GCN5 est associée avec la protéine
ADA2 qui est un adaptateur transcriptionnel ; la mutation de ADA2 ou de GCN5 provoque
des effets importants sur la croissance, le développement et I’expression de certains genes
(Vlachonasios et al., 2003). L’acétylation des histones a également un réle essentiel au
niveau de la différenciation cellulaire. Chez le pois, I’augmentation de I’acétylation des
histones H3 et H4 au niveau d’un promoteur d’un géne régulé par la lumiére codant la
plastocyanine, a été corrélée avec une activité transcriptionnelle en réponse a la lumiére
(Chua et al., 2001).

Trois familles de HDAC ont été identifiées chez les plantes : la famille RPD3/HDA,
la famille SIR2, et la famille HD2 (Pandey et al., 2002). La famille HD2 est spécifique aux
plantes et ne ressemble pas aux autres classes de HDAC (Dangl et al., 2001; Lusser et al.,
1997). L’inhibition de I’expression de HDAC de type RPD3 induit des defauts de croissance
et de développement chez Arabidopsis (Tian and Chen, 2001; Tian et al., 2003; Wu et al.,
2000) ; par exemple, la mutation de AtHD1 induit I’expression ectopique du géne
SUPERMAN (Tian and Chen, 2001). D’autre part, AtHDA®G, évoquée dans le chapitre II,
appartient aussi a la famille RPD3, et est responsable du «silencing » de transgeénes,
d’éléments transposables, et de I’ADNr (Aufsatz et al., 2002b; Lippman et al., 2003; Murfett
et al., 2001; Probst et al., 2004).

2. Méthylation de I’ADN et déacétylation des histones

Deux voies indépendantes ont été découvertes chez les vertébrés, connectant la méthylation
de I’ADN (5mC) avec la déacétylation des histones. La premiere utilise des protéines qui se
lient aux cytosines méthylées; c’est le cas des protéines MBD (« Methyl Binding
Domain ») et des protéines MeCP (« methyl-CpG-binding protein »), qui servent
d’adaptateurs entre la méthylation ADN et les complexes histones déacétylases (Jones et al.,
1998; Ng et al., 1999). Plusieurs complexes MBD/MeCP-HDAC ont été identifiés dans des
cellules de mammiferes (Dobosy and Selker, 2001). Ces complexes agissent localement
pour réduire I’acétylation des histones en se guidant grace aux 5mC de I’ADN. Une
deuxiéme voie, également découverte chez les mammiferes, consiste en une interaction
physique entre I’ADN méthyltransférase de maintenance DNMT1 et des HDAC (Robertson
et al., 2000; Rountree et al., 2000).
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Inversement, I’état d’acétylation des histones peut influencer la méthylation de
I”’ADN. Ainsi, I’utilisation de trichostatine A (TSA) qui est un inhibiteur des HDAC, induit
une hypométhylation des cytosines de séquences spécifiques chez Neurospora, et chez les
mammiféres (Santoro and Grummt, 2005; Selker, 1998). De méme dans des plantes
Arabidopsis mutantes hda6, la méthylation ADN de transgenes, d’éléments transposables, et
de I’ADNr est diminuée (Aufsatz et al., 2002b; Lippman et al., 2003; Probst et al., 2004).
Tres récemment, Earley et al. ont découvert que HDAG est impliquée dans le maintien de
I’hyperméthylation ADN des promoteurs des genes ADNTr « silencés » par le phénomene de
dominance nucléolaire chez Arabidopsis (Earley et al., 2006).

3. Méthylation des histones

Les histones H3 et H4 associées a I’euchromatine et a I’hétérochromatine portent des
marques de méthylation différentes (tableau 3). Les marques de méthylation des histones
spécifiques de I’hétérochromatine et leur implication dans le gene « silencing » ont d’abord
été étudiées chez la drosophile et les mammiferes (Peters et al., 2001; Schotta et al., 2002).
Les marques de méthylation associées aux histones de I’hétérochromatine les plus étudiées
se trouvent au niveau de H3K9, H3K27 et H4K20, ces lysines pouvant étre mono-, di- ou
triméthylées (tableau 3).

Une fonction centrale dans le controle de la formation de I’hétérochromatine et le
gene « silencing » a été identifiée par I’isolement du gene Su(var)3-9 chez la drosophile
(Tschiersch et al., 1994), et la démonstration de I’activité H3K9 méthyltransférase de
I’histone H3K9 méthyltransférase correspondante (Rea et al., 2000; Schotta et al., 2002).
Des protéines orthologues de Su(var)3-9 ont été identifiées chez S. pombe (Clr4) (Ekwall et
al., 1996; lvanova et al., 1998), Neurospora crassa (DIM5) (Tamaru and Selker, 2001), et
chez les mammiféeres (SUV39H1 et SUV39H2) (Aagaard et al., 1999; O'Carroll et al.,
2000).

Chez Arabidopsis thaliana, dix génes codant des homologues de SU(VAR)3-9 ont été
identifiés (SUVH1 a SUVH10) (Baumbusch et al., 2001). Les effets des protéines SUVH sur
la méthylation des histones H3 et H4 ont été étudiés par des analyses d’immunocytologie et
en western blots (Jackson et al., 2002; Lindroth et al., 2004; Naumann et al., 2005). De plus,
I’activité H3K9 méthyltransférase a été montrée in vitro pour les protéines SUVH2,
SUVH4, SUVHG6 et SUVH5 (Ebbs and Bender, 2006; Jackson et al., 2004; Jackson et al.,
2002; Naumann et al., 2005). Des mutations de SUVH2 réduisent la mono- et la di-
méthylation H3K9 (H3K9mel et H3K9me2) ainsi que H3K27mel et H3K27me2 (Naumann
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euchromatine

hétérochromatine

H3K9 mono, diméthylation
H3K4 mono, di, triméthylation

H3K9 triméthylation

mammiferes H3K27 monométhylation
H4K20 trimethylation
H3K27 mono, di, triméthylation | H3K27 mono, di, triméthylation
(marque de silencing)
drosophile H3K9 diméthylation
H4K20 trimethylation
H3K4 mono, di, triméthylation
H3K9 triméthylation H3K9 mono, diméthylation
Arabidopsis | H3K27 triméthylation H3K27 mono, diméthylation

H4K20 di, triméthylation

H4K20 monomethylation

Tableau 3 : Différentes méthylations euchromatiques et hétérochromatiques des
histones H3 et H4 chez les mammiferes, la drosophile et Arabidopsis.
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et al., 2005), qui sont quatre marques hétérochromatiques. Au contraire, des mutations perte
de fonction de SUVH1 n’induisent aucune réduction de la méthylation H3K9 (Naumann et
al., 2005). Le réle clé de SUVH2 dans le contrle de I’hétérochromatine a été aussi
démontré par la surexpression de cette protéine qui induit la formation d’hétérochromatine
ectopique ainsi qu’une augmentation de H3K9mel, H3K9me2 et H3K27mel, H3K27me2 et
une diminution de marques euchromatiques (Naumann et al., 2005).

D’autre part, des mutations de SUVH4 (aussi appelé KYP, voir paragraphe 8.1 du
chapitre 1) permettent la suppression du «silencing» de SUPERMAN ainsi que la
réactivation de I’expression de plusieurs rétrotransposons initialement « silencés » (Jackson
et al., 2002). De plus, les mutations de KYP réduisent la meéthylation H3K9me2 et
moindrement la méthylation H3K9mel de différentes cibles (Jackson et al., 2004; Johnson
etal., 2002).

Les protéines SU(VAR)3-9 sont conservées au cours de I’évolution et leur activité
H3K9 méthyltransférase controle la formation d’hétérochromatine chez S. pombe
(Nakayama et al., 2001). Chez Arabidopsis, Naumann et al. ont montré que la surexpression
de SUVH2 induit une hétérochromatinisation ectopique et en concluent que cette H3K9
méthyltransférase a un fort impact sur la formation de I’hétérochromatine (Naumann et al.,
2005). Ces auteurs suggéerent que SUVH2 possede un réle clé dans la formation de
I’hétérochromatine ; il parait étonnant que ces auteurs n’aient pas observé de réduction de la
fraction hétérochromatique dans des noyaux de mutants perte de fonction de SUVH2, alors
que cette mutation induit une forte diminution du taux global d’histones H3K9mel et
H3K9me2. De méme, Jasencakova et al. ont observe que dans des noyaux de plantes
mutantes kyp (suvh4), la méthylation H3K9me2 de I’hétérochromatine (c’est-a-dire les
chromocentres dans des noyaux en interphase) est fortement réduite alors que la fraction
hétérochromatique n’est pas diminuée ; le pourcentage d’hétérochromatine est au contraire
Iégerement augmentée (Jasencakova et al., 2003). Ceci est en accord avec des donnees chez
la drosophile et les mammiferes, chez qui des mutants de H3K9 méthyltransférases
induisent une forte diminution de la méthylation H3K9 au niveau de I’hétérochromatine sans
affecter la formation de I’hétérochromatine elle-méme (Peters et al., 2001; Schotta et al.,
2002). Toutes ces données amenent a se demander si une méthylation H3K9 élevee est
importante pour I’assemblage de I’hétérochromatine constitutive, et si tel est le cas,
comment ceci est compensé dans les mutants H3K9 méthyltransférases.

Jusqu’a récemment, la méthylation des histones était considérée comme une marque

trés stable qui ne pouvait étre éliminée de fagon active. En réalité, il a été démontre chez les
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mammiferes que des histones déméthylases existent comme LSD1 qui déméthyle H3K4
(Kubicek and Jenuwein, 2004; Wysocka et al., 2005), JHDM2A (Klose et al., 2006; Yamane
et al., 2006), JIMJ2B et IMJ2C (Cloos et al., 2006) qui sont trois déméthylases agissant sur
H3KaO.

4. Méthylation ADN/méthylation des histones

Il est admis que la combinaison de la méthylation ADN et des modifications d’histones
déterminent la structure de la chromatine et la capacité pour une séquence donnée a étre
transcrite.

Dans des plantes mutantes metl et ddml, codant des protéines importantes pour la
maintenance de la méthylation ADN (voir sections 3.1 et 4 du chapitre 1), la réduction de la
taille des chromocentres hétérochromatiques est accompagnée par une forte diminution de
H3K9me2 au niveau de ces chromocentres (Soppe et al., 2002). Ces auteurs ont aussi
détecté par immunolocalisation, une dispersion de la méthylation ADN dans ces noyaux
mutants qui n’est alors plus concentrée au niveau des chromocentres comme dans des
noyaux sauvages. Un autre étude a montré que dans des plantes mutantes ddm1, différentes
séquences, dont des éléments transposables, perdent leur méthylation H3K9me2 (Gendrel et
al., 2002). D’autre part, dans un mutant nul metl, differentes cibles normalement
« silencées » perdent leur méthylation H3K9me2 et deviennent actives; de plus, dans ces
noyaux mutants metl, la méthylation H3K9me2 est redistribuée hors des chromocentres
alors que le taux global de cette méthylation n’est pas affectée (Tariq et al., 2003). Ces
données suggerent que la méthylation ADN CG dirige la diméthylation H3K9 au niveau des
chromocentres, et I’altération de la méthylation ADN est accompagnée par une relaxation
des chromocentres hétérochromatiques.

Si la méthylation ADN influence la méthylation des histones, le contraire est
également vrai. La méthylation H3K9 peut diriger la méthylation ADN CNG (Jackson et al.,
2002 ; Johnson et al.,, 2002). Ainsi, des mutants kyp et cmt3, (CMT3 est I’ADN
méthyltransférase CNG de maintenance ; voir section 3.2, chapitrell), ont une perte de la
méthylation CNG (Jackson et al., 2002). Lindroth et al. ont suggéré que les histones
H3K9me2 et H3K27me2 sont requises pour recruter CMT3 au niveau de ses cibles
(Lindroth et al., 2004) ; ceci montre I’importance du code histone, la combinaison de
différentes méthylations des histones permettant de diriger indirectement la méthylation
ADN. Une étude de I’interaction fonctionnelle de SUVH2 a révélé que le «silencing »

induit par cette histone méthyltransférase requiert MET1 (et DDM1) mais pas CMT3
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(Naumann et al., 2005); I’activité répressive de SUVH2 nécessitererait donc une
méthylation ADN CG.

Certaines marques de méthylation associees aux histones sont indépendantes de la
methylation ADN ; par exemple, la distribution de H3K27mel et H3K27me2 n’est pas
influencée par la méthylation ADN CG (Mathieu et al., 2005).

5. Méthylation ADN/méthylation et acétylation des histones

Nous avons vu gque la méthylation de I’ADN et I’acétylation des histones sont connectées, et
que la méthylation de I’ADN et la méthylation des histones s’influencent également 1’une
I’autre. De facon logique, nous allons voir que ces trois types de marques sont effectivement
interconnecteés.

Chez Arabidopsis, Lippman et al. ont montré qu’une mutation de HDAG6 induit une
réactivation de la transcription de différents éléments transposables, accompagnée d’une
diminution de méthylation ADN et de méthylation H3K9me2 (Lippman et al., 2003). Deux
transposons présentent également une augmentation de leur méthylation H3K4me2
(Lippman et al., 2003). La mutation d’une autre HDAC (appartenant a la famille RPD3),
AtHD1, induit comme attendu une augmentation de I’acétylation des histones, mais aussi
une diminution de H3K9me2 (Tian et al., 2005). De plus, dans des plantes mutantes hdaé,
I’ADNr perd de la méthylation ADN, et devient hyperacétylé au niveau des histones H4,
hyperméthylé au niveau de H3K4, et apparait décondensé dans noyaux en interphase (Probst
et al., 2004). Dans des plantes Arabidopsis hybrides allotétraploides (Arabidopsis suecica),
I”’ADNr subit un phénomene de dominance nucléolaire qui « silence » I’ADNr provenant du
parent Arabidopsis thaliana alors que I’ADNr provenant du parent Arabidopsis arenosa est
actif (Pikaard, 2000). Dans des plantes allotétraploides mutantes hdtl (une HDAC
appartenant a la famille HD2), I’association des génes ADNr de thaliana avec H3K9me2
diminue au profit d’une association avec H3K4me3, et ceci s’accompagne par une réduction
de la méthylation ADN de leurs promoteurs et une levée de leur « silencing » (Lawrence et
al., 2004). De plus, la perte de la diméthylation H3K9 dans ces plantes mutantes est
accompagnée par une augmentation de I’acétylation H3K9 (Lawrence et al., 2004). De la
méme maniere, dans des allotétraploides Arabidopsis suecica mutants hda6, I’ADNr
d’Arabidopsis thaliana subit les mémes changements de modifications d’histones et une
hypométhylation ADN, accompagnés de I’activation d’expression de ces génes (Earley et
al., 2006).
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Ces études montrent la connection qui existe entre différentes marques associées aux
histones (acétylation et méthylation), la méthylation de I’ADN, et [Iactivité
transcriptionnelle de séquences cibles; ceci laisse apercevoir la complexité du code

épigénétique.
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Les genes d’ARNr 5S sont localisés dans I’hétérochromatine péricentromérique et malgré
cette position dans le génome, ils font partie des génes les plus transcrits dans les cellules. Il
est donc important de comprendre comment ces genes, dans ce contexte théoriquement
répressif, parviennent a étre exprimés.

Comme deécrit dans la partie bibliographique de ce manuscrit (chapitre I, section 5.1),
TFHIA est le facteur spécifique des génes d’ARNr 5S et a été identifié chez différents
organismes mais aucun TFIIIA n’avait été cloné et caractérisé chez les plantes. Dans le
cadre de I’étude de I’expression des génes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana initié au
laboratoire, il nous paraissait important d’isoler et de caractériser ce facteur de transcription.

D’autre part, nous avons evoqué que seule une partie des génes d’ARNr 5S est
exprimée : le locus du chromosome 4 et le grand locus du chromosome 5 peuvent étre
transcrits contrairement aux geénes appartenant au petit locus du chromosome 5 et au
chromosome 3 (Cloix et al., 2002). De plus, les génes appartenant aux loci 5S actifs ne sont
pas tous exprimés : certains portent des mutations dans leurs séquences promotrices (Cloix
et al., 2003) alors que d’autres genes seraient éteints épigénétiquement (voir section 7 du
premier chapitre de la partie bibliographie). Il existe deux populations d’ARNr 5S dans les
cellules d’Arabidopsis thaliana, les ARN majoritaires et les ARN minoritaires (portant une
ou deux substitutions de bases par rapport aux ARN majoritaires) (Cloix et al., 2002). Les
ARN minoritaires sont peu représentés in vivo malgrée de nombreux génes leur
correspondant et leur capacité a étre transcrits. Nous voulions donc définir les déterminants
épigénétiques réprimant I’expression de ces genes, essentiellement par I’utilisation de

mutants épigenétiques.
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Article n°1

« ldentification and characterization of transcription factor I11A and ribosomal
protein L5 from Arabidopsis thaliana »

Mathieu, O., Yukawa, Y., Prieto, J.L., Vaillant, I., Sugiura, M. and Tourmente, S. (2003)
Nucleic Acids Res, 31, 2424-2433.
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Dans le cadre de I’étude de I’expression des genes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana, il
paraissait important d’isoler le facteur de transcription spécifique des genes d’ARNr 5S,
TFHIA. Comme évoqué dans la synthese bibliographique, la caractéristique commune
retrouvée parmi les TFIIIA isolés dans différents organismes est la présence de neuf doigts
de zinc de type Cys,-His,. La recherche d’une protéine possédant neuf doigts de zinc dans
les banques de données d’Arabidopsis a permis I’identification d’une seule protéine.
L’ADNc correspondant a été amplifié a partir d’une banque d’ADNc de cellules
d’Arabidopsis, et utilisé pour produire deux protéines recombinantes en bactérie : une
protéine de fusion avec la Glutathion S-Transférase (GST) et une protéine de fusion avec la
GFP (« Green Fluorescent Protein »).

Il avait été decrit pour certains TFIIIA caractérisés, que cette protéine est capable de
lier ’ADNr 5S ainsi que I’ARNr 5S. Nous avons donc procédé a des retards sur gel et
constaté que TFIIIA putatif d’Arabidopsis thaliana (AtTFIIIA) posséde ces propriétés.
D’autre part, la liaison de la protéine ribosomale L5 a I’ARNr 5S a été décrite chez
différents organismes. Afin de posséder un contréle positif de liaison de I’ARNr 5S, nous
avons identifié et produit la protéine L5 d’Arabidopsis (AtL5), et montré que cette protéine
lie effectivement I’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana.

De plus, la transfection transitoire de protoplastes avec des constructions de fusion
AtL5-GFP et AtTFIIIA-GFP, nous ont permis d’étudier la localisation cellulaire de ces
protéines.

En collaboration avec le laboratoire du Pr. M. Sugiura (Nagoya, Japon), nous avons
montré que la protéine AtTFIIIA est capable de stimuler la transcription d’un gene d’ARNr
5S in vitro dans le systéme de transcription POL 111 de cellules BY-2 de tabac.

Toutes ces données nous ont permis d’affirmer que nous avons isolée le facteur de

transcription TFI1IA d’Arabidopsis.
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ABSTRACT

Thus far, no transcription factor IlIA (TFIlIA) from
higher plants has been cloned and characterized.
We have cloned and characterized TFIIIA and
ribosomal protein L5 from Arabidopsis thaliana.
Primary sequence comparison revealed a high
divergence of AfTFIIIA and a relatively high con-
servation of AfL5 when compared with other organ-
isms. The AfTFIIIA cDNA encodes a protein with
nine Cys,-His,-type zinc fingers, a 23 amino acid
spacer between fingers 1 and 2, a 66 amino acid
spacer between fingers 4 and 5, and a 50 amino
acid non-finger C-terminal tail. Aside from the
amino acids required for proper zinc finger folding,
AITFIIIA is highly divergent from other known
TFIllAs. AfTFIIIA can bind 55 rDNA, as well as 55
rRNA, and efficiently stimulates the transcription of
an Arabidopsis 5S rRNA gene in vitro. AiL5 identity
was confirmed by demonstrating that this protein
binds to 5S rRNA but not to 5S rDNA. Protoplast
transient expression assays with green fluorescent
protein fusion proteins revealed that AfTFIIA is
absent from the cytoplasm and concentrated at
several nuclear foci including the nucleolus. AiL5
protein accumulates in the nucleus, especially in
the nucleolus, and is also present in the cytoplasm.

INTRODUCTION

Ribosome biogenesis in eukaryotic cells requires the synthesis
of RNAs by all three nuclear RNA polymerases. RNA
polymerase 11 (pol II) produces mRNAs that encode ribosomal
proteins, while the 5.8S, 18S and 28S rRNAs are co-
transcribed in the nucleolus by RNA polymerase . Tran-
scription factor IIIA (TFIIA) is pol III transcription factor
specifically required for transcription of 55 rRNA genes. It
binds to the internal control region of the 5S rRNA genes as the

DDBJ/EMBL/GenBank accession nos*

first step in the assembly of a transcription complex, allowing
the recruitment of TFIIC, TFIIB and pol I (1,2).

TFHIA has been studied extensively in Xenopus laevis
where it was first isolated from oocytes (3). Analysis of
TFIIA sequences from several species including X.laevis (3)
and other frog species (4,5), human (6), catfish (7), mouse, rat
(8), Saccharomyces cerevisiae (9) and Schizosaccharomyces
pombe (10) has revealed remarkably poor conservation of
primary sequence. All known TFIIIAs, except in S.cerevisiae
and S.pombe, have a similar organization: nine consecutive
zinc fingers of the Cys,-His, type, followed by a C-terminal
domain of unknown structure required for the support of
transcription of 58 rRNA genes in Xl/aevis (11). The
S.cerevisiae TFIIA protein bears an 81 amino acid spacer
insertion between zinc fingers 8 and 9. In S.pombe, TFIIIA
contains an unprecedent tenth zinc finger. TFIIIA has been
shown to bind to the 5S rRNA in Acanthamoeba castellanii
(12) and X.laevis, where it is involved in a network of
interactions that couple 58 rRNA synthesis to accumulation of
ribosomal proteins (13). Purified proteins containing TFIIIA
activity, isolated from tulip (14) and maize (15), have also
been shown to bind 5S rRNA.

Ribosomal protein L5 is also known to bind specifically to
5S rRNA and is involved in its nucleocytoplasmic transport
(16-19). After transcription, 5S rRNA binds either to its own
transcription factor IIIA or to ribosomal protein L5, forming
7S or 5S ribonucleoprotein particles (RNPs), respectively
[reviewed in Pieler and Rudt (20)]. It has been suggested that
the 5S RNP acts as a precursor to ribosome assembly by
delivering 5S rRNA from the nucleoplasm to the nucleolar
assembly site of 60S pre-ribosomal subunits (21).

Studies in X./aevis oocytes have shown that 5S rRNA can be
exported from the nucleus to the cytoplasm, for storage
(16,22). Pre-vitellogenic oocytes of amphibians and fish
accumulate two major RNP particles, the 7S RNP and the
42S RNP. The 425 RNP is composed of various tRNAs and
oocyte-specific 55 rRNA, along with two proteins, p50 and
p43, a 58 rRNA-binding protein (23.24). In fully grown
oocytes, 7S and 5S RNPs migrate out of the nucleus and
accumulate in the cytoplasm (16,22). 5§ rRNA must then
re-enter the nucleus to ensure that the ribosome can be fully

“To whom correspondence should be addressed. Tel: +33 4 73 40 74 01; Fax: +33 4 73 40 77 77; Email: sylvette.tourmente @geem.univ-bpclermont.ir
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assembled (21.25). The nuclear re-entry of 55 rRNA is
mediated exclusively by the ribosomal protein L5 (26-28).
The most plausible interpretation for cytosolic export of 55
rRNA in X./aevis may lie in control of 5§ rRNA synthesis, as
suggested by the current view of the feedback regulation
mechanism (13). Cytoplasmic storage sites for 5S rRNA have
not been observed in mammalian somatic cells.

To date, no TFIIIA from higher plants has been cloned and
characterized. We have identified, cloned and characterized
TFIUA and L5 from Arabidopsis thaliana. Primary sequence
comparison revealed a high divergence of A/TFIIIA and a
relatively high conservation of ArL5 compared with other
organisms. As previously shown in Xenopus, we have
demonstrated that AfTFIIIA can bind to 5S rDNA, as well as
to 55 rRNA, the gene product. AfTFIIIA is able to stimulate
the transcription of an Arabidopsis 55 rTRNA gene in vitro.
ArLS identity was confirmed by showing that this protein binds
to 5S rRNA but not to 55 rDNA. Protoplast transient
expression assays with green fluorescent protein (GFP) fusion
proteins indicate that A7LS protein accumulates in the nucleus
and in the nucleolus. ArL5 is also present in the cytoplasm,
probably incorporated in the large ribosomal subunit in
association with 5S rRNA. A/TFHIIA is only detected in the
nucleus, with a strong accumulation in the nucleolus and at
additional foci, suggesting that A/TFIIIA can be imported
efficiently from the nucleoplasm into the nucleolus. We
assume that the additional foci found in the nucleoplasm
represent accumulation of AfTFIIIA on transcribed 55 rDNA
loci or into Cajal bodies.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of the Arabidopsis TFIIIA ¢DNA and
purification of recombinant protein

A ¢cDNA encoding the putative Arabidopsis TFIIIA homolog
was amplified by PCR from an Arabidopsis cDNA library (29)
using primers designed according to the Arabidopsis sequence
database. The direct primer (5"-ATCATAGGATCCTGGCG-
GAAGAAGCTAAAG-3") and reverse primer (5-ATTACA-
GGATCCCTAGCAAGTTTCGTG-3") included an BamHI
restriction site (underlined). After PCR amplification and
BamHI1 digestion, the coding sequence of TFIHIA was
cloned into the pGEX-5X-1 expression vector (Amersham
Biosciences). In the resulting construct named pGEX-
A(TFIHIA, ArTFIIA is fused to the C-terminal end of GST.
Prior to expression in bacteria, sequencing was performed to
verity the sequence of the cDNA and the translational fusion.

To express the ArTFIIA recombinant protein, pGEX-
AITFIIA was transformed into Escherichia coli BLR (DE3)
cells. A fresh 2 ml starter culture of BLR (DE3)/pGEX-
A(TFIIA was used to inoculate 200 ml of LB containing
100 wg/ml ampicillin and 12.5 pg/ml tetracycline. The culture
was grown at 37°C to an ODggo of 0.3-0.4. Recombinant
protein expression was then induced by addition of 1 mM
isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside (IPTG) followed by an
incubation of 2-3 h at 30°C. Induction was verified by
SDS-PAGE analysis followed by Coomassie blue staining.
Induced cells were harvested by centrifugation at 4000 g for
15 min at 4°C, and resuspended in 1 ml of ice-cold buffer A
(20 mM Tris-HCI pH 8.0. 150 mM NaCl). Cell lysis was
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performed by addition of 100 pg/ml lysozyme, followed by a
15 min incubation at 30°C and sonication. Soluble cell extract
containing AfTFIIA was recovered by centrifugation at
12 000 g at 4°C for 30 min, and saved at 4°C for purification.

The extracts containing the GST-A/TFIIA recombinant
protein or GST were mixed with glutathione—agarose (Sigma)
for 30 min at room temperature, and unbound protein was
removed by three washes in 1 M NaCl and three washes in 1X
phosphate-buffered saline (PBS). Subsequently, bound protein
was removed by elution with 10 mM reduced glutathione
pH 7.6 (Sigma). Eluates were analyzed by SDS-PAGE.

Isolation of the Arabidopsis 1.5 ¢DNA and purification of
recombinant protein

As for AfTFIIA, the ¢cDNA encoding the Arabidopsis LS
homolog was amplified by PCR from the Arabidopsis cDNA
library, using primers designed according to the L5 ¢cDNA
sequence present in the database (accession no. AY081701).
The direct primer (5-ATTCTATGAATTCTTGGTGTTT-
GTG-3") and reverse primer (5-ATTCTATGAATTCTTAC-
TCTTCATCG-3") included an EcoRI restriction site. After
PCR amplification and EcoRI digestion, the L5 ¢cDNA was
cloned into the pGEX-5X-1 expression vector. In the resulting
construct named pGEX-AzLS, ArLS is fused to the C-terminal
end of GST. Prior to expression in bacteria, sequencing was
performed to check the sequence of the cDNA (accession no.
AY186611) and the translational fusion.

Expression and purification of the GST-ArLS recombinant
fusion protein were as described above for ArTFIIIA, except
that cells were grown at 37°C after induction with 1 mM
IPTG.

DNA gel retardation assays

The 238 bp Notl tragment of pGEMT-5S containing the
transcribed region and a part of the spacer sequence of an
A.thaliana 558 rRNA gene was labeled by a fill-in reaction
performed with 25 pCi of [a-¥PJdCTP (3000 Ci/mmol),
100 uM each dATP, dGTP and dTTP, 1X Klenow buffer
[10 mM Tris—HCI pH 7.9, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM
dithiothreitol (DTT)]. 100 ng of the 5S DNA fragment and
25 U of Klenow fragment (Amersham). After a 30 min
incubation at room temperature, the labeled fragment was
purified with a PCR purification kit (Qiagen).

Recombinant proteins (see legends to figures for concen-
trations) were incubated with 1 ul (20 000 c.p.m., 1-3 ng,
~1 nM) of the labeled 5S rDNA fragment and variable
concentrations of unlabeled DNA in 20 pl reactions containing
bufter EMSA (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 7 mM MgCl,, 10 uM
ZnCl,, 1 mM DTT, 10% glycerol, 70 mM KCI) supplemented
with 10 pg/ml poly(dl-dC) and 100 pg/ml bovine serum
albumin (BSA). Unlabeled DNA referred to as ‘specific’ is the
238 bp Nod fragment of pGEMT-5S, while ‘non-specific’
refers to a 490 bp EcoRI tragment from the plasmid pGEMT-
APT1 that contains the cDNA of the adenine phosphoribosyl-
transferase (APT1) gene (30). The reaction mixtures were
incubated at 25°C for 30 min and then quickly cooled on ice
before addition of 3 ul of loading buffer [50% (v/v) glycerol,
I mg/ml bromophenol blue]. The samples were loaded onto an
8% polyacrylamide gel containing 5% glycerol in 25 mM
Tris—HCI pH 8, 200 mM glycine. Prior to loading, the gels
were pre-run at 50 V for 30 min. After loading, electrophoresis
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was continued for an additional 2 h at 140 V at room
temperature. The gels were dried, and visualized on a
Phosphorlmager.

RNA gel retardation assays

The transcribed sequence of an A.thaliana 5S IRNA gene was
fused to a T7 promoter by PCR. Labeled 55 rRNA was then
synthesized in vitro using the SP6/T7 transcription Kit
(Roche), following the manufacturer’s instructions. Non-
specific RNA was generated similarly using the first 120 bp
of the APT/ ¢cDNA fused to a T7 promoter. Transcripts were
separated on an 8% acrylamide gel containing 7 M urea, and
RNAs were eluted from the gel by an overnight incubation at
37°C in elution buffer (0.5 M ammonium acetate, | mM
EDTA, 0.2% SDS). After ethanol precipitation, RNAs were
resuspended in diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water.
Before use in the gel retardation assays, the RNA probes were
incubated for 10 min at 65°C in renaturation buffer (50 mM
Tris—=HCI pH 8.0, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,) and allowed to
cool slowly to room temperature. RNA gel retardation assays
were then performed according to the procedure described
above for DNA gel retardation.

DNase 1 footprinting assay

For footprinting of the template strand, 5’-labeled 58 rDNA
was generated by PCR using primers OLIGOS (5-TAT-
ATACGATGGCATTGCATATAC-3") and  3?P-labeled
1037PE-rev (|*?P]5-GGAAACAGCTATGACCATGGAGG-
GATGCAACACGAGGAC-3") from a 5S rDNA transcribed
unit (1037). For footprinting of the RNA-like strand, 5’-
labeled OLIGOS primer was used instead of labeled 1037PE-
rev. Binding was performed in a 50 pl volume containing
30 mM HEPES-KOH pH 7.9, 3 mM MgSO,, 80 mM KOAc,
0.1 mM EDTA, 2 mM DTT, 10% glycerol, 0.8 ng of
poly(dI-dC)-poly(dl-dC), 0.15 pmol of labeled 168 bp
double-stranded DNA including the —28 to +120 region of
5S rDNA, and ~400 ng of recombinant protein (GST or
GST-ArTFIIA). After incubation for 15 min at room
temperature, 5 pl of Ca®*/Mg?* solution (5 mM CaCl, and
10 mM MgCl,) was added, and then 0.33 U of DNase | was
added to the mixture and incubated for just 1 min at room
temperature. After phenol/chloroform extraction and ethanol
precipitation, the 3?P-labeled fragments were separated on an
8% polyacrylamide gel containing 7 M urea and TBE.
Radioactivity was detected using a Bio-Imaging Analyzer
BAS-2000 II (Fuji Photo Film, Japan).

In vitro transcription assays

In vitro transcription reactions from Arabidopsis 5S TDNA in
tobacco nuclear extracts were done as previously described
(31) with minor modifications. Briefly, the reaction was
performed in a 20 ul volume containing 30 mM HEPES-KOH
pH 7.9, 3 mM MgSO,, 80 mM KOAc, 0.1 mM EGTA, 2 mM
DTT, 10% glycerol, 0.5 mM each of ATP, CTP, UTP, 25 mM
GTP, 120 kBq of [a-**P|GTP, 0.2 pmol of circular plasmid
containing 58 rDNA, 0.5 pg/ml c-amanitin and ~50 ug of
tobacco nuclear extract. After adding ~50, 100 and 200 ng
each of recombinant protein (GST-ArTFIIIA or GST), the
mixture was kept on ice for 10 min, then tobacco nuclear
extract was added and incubated on ice for 10 min. The
reaction was initiated by addition of NTPs and then incubated

at 28°C for 90 min. The *#P-labeled RNA was extracted with
phenol/chloroform and chloroform treatment, and precipitated
with ethanol. The extracted RNA was separated on an
8% polyacrylamide gel containing 7 M urea and TBE.
Radioactivity was detected and measured using BAS-2000 I1.

Protoplast transient expression assay with GFP fusion
proteins

The Ncol-ArTFIIIA ¢DNA was PCR amplified using the
primers (5-ATTCTATGAATCTTGGTGTTTGTG-3") and
(5-ATTCTATGAATTCTTACTCTTCATCG-3) and inser-
ted at the Ncol restriction site of the GFP fusion vector
PAVA393 (32) containing a cytosolic derivative of the GFPS
c¢DNA (33) driven by the constitutive 35S cauliflower mosaic
virus (CaMV) promoter. In the resulting construct, ArTFIIA
is fused to the N-terminal region of the GFP5. Similarly, the
AILS ¢DNA was amplified by PCR using the primers (5’
ATTCTATCCATGGTGTTTGTGAAG-3") and (5-AAT-
CTATCCATGGACTCTTCATCG-3) including Neol restric-
tion sites, and cloned into pAVA393. The resulting constructs,
named pAVA-A/TFIIA and pAVA-ALLS, respectively, were
verified by sequencing.

Protoplasts were prepared from Arabidopsis cultured cells
and transformed as described (34) with minor modifications
(C.I.White, unpublished). Transformations were performed
with 50 pg of plasmids (pAVA393, pAVA-A/TFIIA or
PAVA-A7LS5) purified using the Plasmid midiprep Kit
(Qiagen). Protoplasts were observed 30 h after transformation
using a ZEISS Axioplan 2 microscope.

RESULTS

Amplification and cloning of the putative Arabidopsis
TFIIIA and L5 ¢DNAs

Searching Cys,-His,-type multi-zinc finger proteins in the
Arabidopsis database resulted in the identification of only one
predicted protein containing nine zinc fingers (accession no.
AAGS51140). As the presence of nine zinc fingers is the only
common feature between TFIIA proteins characterized to
date, we considered this protein to be a likely candidate to be
Arabidopsis TFIHIA (named AfTFIIA). The open reading
frame encoding this protein (accession no. AC069273) is
carried by the BAC clone F28P5 mapped on chromosome 1. A
cDNA encoding the putative ArTFIIIA protein was amplified
by PCR from a cDNA library using primers designed
according to the sequence of the predicted cDNA. The
sequence of the obtained ¢cDNA (accession no. AY186610)
revealed that the predicted second exon was 66 bp too long in
its 3" end. Furthermore, predicted exons 5 and 6 were 20 and
43 bp too short in their 3" and 5" end. respectively. The
remainder of the coding sequence was identical to the database
prediction.

The 412 amino acid encoded protein contains nine Cys,-
His,-type zinc fingers as well as 19 amino acid N-terminal and
50 amino acid C-terminal non-zinc finger tails. The nine zinc
finger sequences comply with the F/I-X-C-X»_4,-C-X;5-F-X-
K-X 5 3)-L-X5-H-X(5_5-H consensus. Sequence similarity
between ArTFIIA and any other known TFIIIA is dominated
by the seven residues found in each zinc finger that are
required for proper folding of the protein. These include three
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A.thaliana MAEEAKVDVETSAKKDIRN 19
X.laevis MAAKVASTSSEEAEGSLVTEGESERALPVVYKR 34
X.borealis VVYKR 12
B.americanus 1
R.pipiens TPAVYKR 12
Hd.sapiensl LGGAGAL TIADAFI. TPPRPALFRR a7
H.sapiens? MRS5S GARFF GPGLGGAGALDPPAV 1ADAF T PRR a7
I.punctatus  [IEERFKOPAKN 11
5. pombe MCHFNELSIEIESKNLRSAKKI 22
S.cerevisiae  MGGEVL AEL TPI NSL 48
1 2
A.thaliana TLEQY COISRSENY LITKR IQSH %umumwsssu HTC QB CGAEFEKPAHLKQHMOSH 88
X.laevis TICSFADCGARYNKNWKL QAM LCKH | TG FPCKEEGCEKGFTSLEHLTRESLTH a9
X.borealis TICSFADCGASYNENWKL RAH LCKH | TGEKP FPCKEEGCDKGFTSLEHLTRASITH 67
B.americanus | FICSFPDCMATYNKNRNL QAN LCKM | TGERP FPCTYEGCEKGFVTLEELNRAVLEH 66
R.pipiens TICSFADCSASYNKNWKL OAH LCKH | TGERP FPCTVEGCGRGFVTLFHLTRESHTH &7
H.sapiensl FICSFPDCSANYSKAWKL DAH LCKH | TGERP FVCDYEGCGKAFIRDYHLSRATLTH 152
H.sapi DAH LCKH | TGERP FVCDYEGCGKAFITRDYHLSRETLTH 152
I.p FVCSFL EAH YCKH | TELRP FPACDR 64
8. pombe FHCPYEECGKKYSRPSLL EQH LRTH | SNERP FVCD] RKSHLKIHKRCH 77
S.cerevisiae | IF TRPSIL QGLRA POCDE 102
3 4

A.thaliana SLERS | PTETVDDEAASYRREDHLNRELLT H | KGKL o i | 148
X.laevis TGEEN | PTCDSDGCOLRFTTEANMKEHFNRFHE | NIKICYV | YVCHPENCGRAFRKEHNQLEVEQ PSH 151
X.borealis TGEKN | FRCDSDRCDLTFTTRANMKKHFNRFE | NLOLCV | YVCHFEGCDKAFKKHNQLEVEQ FTH 129
B.americanus  TGEKP | CKCETENCNLAFTTASNMRLEFKRAH | SSPAQV | YVCYPADCGQOFREHNQLETHQ YIH 128
R.pipiens TGEKP | CKCDAPDCDLSFTTMINLREHYQRAR | LSPSLI | YECYPADCOQTFRRENQLELAQ YIH 129
H.sapiensi TGEEP | FVCAANGCDOKFNTRSNLKKHFERKE | ENQOKQ | ¥ICSFEDCKKTPREHOOLKING COM 214
H.sapiens2 TGEKP | FVCAANGCDQKFNTRSHLKKHFERKH | ENQOKD | YICSFEDCKKTFRRHQOULEIHD CON 214
I.punctatus SGKEP | YOCLEDGCSESFISTAGLXNEVERVE | QHKEKH | YVCDYEGCAKEFREXNQLRSHK CEH 126

- THVEP | ¥ CDAQFTTQQHL B | REPEP RHOQL E 138
S.cerevisiae SDTKP | PQCSY CGRGV TTROQLERHEVTH | TES PICPEEGCHLRFYKHPQLRANILSVH 159

5
A.thaliana SNDNRDRDNTGLGDGDRDRTCRGDDDKERSGSGCCCERENEGNGGSGRDNNGNGDSQPAECSTGORQ | VVEKEIGCGRAFKYPSQLOKHQDS | 239
X.laevis TOQLE TECPHEGCDKRFSLPSRLKRHEK VH 181
X.borealis TOOLP TRCPHEGCDKSPSVPSCLKRHER VH 159
B.americanus  TNOOP FRCSHEGCDRCYASPSRLEREER TH 158
R.pipiens THQOP FECNHEGCDKSFSSPSRLKRNEK VH 159
H.sapiensl TNEPL FRCTQEGCOKHFASPSKLKRHAK AH 244
H.sapiens THEPL FRCTQBGCGRHPASPEELKRHAR AH 244
I.punctatus MHQLP FECQYEGCGKEY TTSKKLOKNEK vV 156
5. pombe THLLP Y 169
S.cerevisiae LHK LTCP HCNKSPQRPYRLRNNISKHN 186
6 7
A.thaliana VELDSVEA | F €SEPG EMKYF TNEECLESHIRSCH | QH | INCEICGSKHLKENI KRNl LRTH 296
X.laevis AG TPCKKDDSCSFVGKTNTLY LK HVAECH | QDL | AVCDVCNRKFRHKDILRDE QKTH 236
X.borealis AG YPCKEDDSCLFVGKTWTLY LK HVKECH | QEP | VNCDECKRTPKHEDYLRNHK KTH 214
B.americanus  AG TPCREDSTCPFVGKTHSDY MK HAAELH | SE | VICSICNRTPERESFLKEHK KIH 212
R.pipiens AG YPCQEDSSCSFVGKTWTEY MK HLAASH | SEP | TICDVCNRKFKNKTHLEDHK RTH 214
H.sapiens] £g ¥VCQOR G CSFUAKTWTEL LK HVRETH | KEE | ILCEVCRKTFKRKDYLEQH MXTH 297
H.saplens2 EG IVCQK G CSFVAKTWTEL LK HVRETH | KEE | ILCEVCREKTFKRKDYLKQH MXTH 297
I.punctatus bV YPCAEEG CDFQGRMWNTEYQ A HREKAAH | REA 211
5. pombe ERIIS ISCPHES CVGHEGFEKWSQLOWHIREAH | V PSCSICGROQFETAAHLRHN VVLEH 226
S.cerevisiae Qc 0 SHIKNDH | PK ICSKPCVGENGLOME MITH 244
8 9
A.thaliana DEDSSPGE IRCEVEGCSSTFSKASNLOKEMKAVE | DDIRP 362
X.laevis EKERTV YLCPRDGCDRSYTTAFNLRSHIQSFH | EEORP i 298
X.borealis KKERTY EEQRP wn 276
B.americanus  REERIV JIFH | ENLRP TH 274
R.pipiens EVERVY YRCPRDGCDRTYTKEFGLOSHILSFH | EDSRP ™ 276
H.sapiens] APERDV CRCPREGCGRTYTTVFHLOSHILSFH | BEESRP L 359
H.sapiens2 APERDV CRCPREGCGRTYTTVFHLOSHILSFH | EESRP i 359
1.punctatus LGVRRY FECTKEGCQRTYTTHFHLONHILSFH | EGIRS i 273
&.pombe QTTLEERKT | YHCPMEGCKKSFTRSSALKKHISVIH | EGNMA RG 289
S.cerevisiae DDSLVTEN TEEDIPLELKYKISDIQQLVQDHGVQLGNSKHEN 311
A.thaliana VYTCGDF 412
X.laevis DPERREL RP ASRLTGYI EKT TGS LV * 366
X.borealis RP ASRL SLATEK* 339
B.americanus  DP PRF RSRL QT X P 339
R.pipiens ASRL GKL SIK* 33s
H.sapiensl SL 3 423
" i 2 DPI ASHL IPPEREQGUGLSLCONGESPRCVEI ol 423
I.punctatus  DPOKKELOXXTKRGRKKKLEPRTNVSDDSELPACKNEEEENTSTSONNP 122
§.pombe THECGIKHDGIEGVAT SSNL 348
S.cerevisise BQEEKISNRLRKRRKL: ANEVDLEKRL NLLL 364
910

&.pombe ¥ECSF MEHH | 4 74
8. isiae | ¥ERCF IDK H | KVHELKLKIL TIQKET( 429

Figure 1. Primary sequence alignment of known TFIIIAs with Arabidopsis TFIIIA. Sequences were aligned manually to match each of the nine zinc fingers
ol ArTFIIA with the corresponding finger of the other TFIITAs. Zinc fingers are framed and numbered. Note that the ninth finger from S.cerevisiae was
aligned with finger 10 from S.pombe only for illustration. Non-aligned regions between fingers | and 2, and 4 and 5 in the ATFIIIA sequence are underlined.
AITFIIA zine fingers are in red, and zinc fingers of other organisms are shown in blue. Conserved residues (in >50% of the sequences) in the zinc fingers or
in non-finger regions are highlighted in yellow or gray, respectively. The oocyte motif MGEK/R and the NES motifs are highlighted in green and blue,
respectively. NLS motifs are written in green characters, and TAS motifs are indicated in black bold type. Asterisk marks the end of the sequence. The residue
number is shown to the right of each line of sequence.
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A.thaliana
0.sativa
H.sapiens
R.norvegicus
X.laevis(a)
5.

S.cerevisiae

A.thaliana
O.sativa
H.sapiens
R.norvegicus
X.laevis(a)
§.pombe
S.cerevisise

A.thaliana /GEDEPEKLQT! IKKGVERES
O.sativa BRSMAEEEPEKE E¥LKXGIDADG!
H.sapiens RYLMEEDE ¥ TKNSUTRDM!
R.norvegicus R YLMEEDEDAY ! QY TKNNVTPDI

X.laevis(a) RLLMEEDEDAY! ¥IKNGVTADQ
§. pombe (EML 1DDDEERYQ GLIADGIESDQ]

S.cerevisiae RREELADDDEERFSE:!

PRETVE KXLTYEERKNKLIERVKAL
HGQINQEGTGDPQEIQPQEANLRTEEGQSCRKIECSQLLCWC -~
ERKPKREVRKKRWNRPKMS LAQKKDRVAQKKAS FERAOERAAES

3 OKKASFLRAQEKADS -
OKSGK--DARAFKAESLKHTORKLTAEERKERFNAKVIEAGRA-
FKPTEKKFTKEQYAAESKKYRQTKLSKEERAARVAAKTAALAGQQ----=-296

Figure 2. Primary sequence alignment of A7L5 with some known L3s. Sequences were aligned using the CLUSTALW program. Identical residues (in 100%
of the sequences) are highlighted in black, and conserved residues (in >50% of the sequences) are highlighted in gray. The residue number is shown to the

right of each line of sequence.

hydrophobic residues: F or | in Arabidopsis (but F or Y in
other species), F, L and two Zn?*-coordinating cysteines and
histidines. Excluding these conserved residues, the overall
identity of ArTFILIA to known TFIIIAs is low. For instance,
there is only 26% sequence identity between A.thaliana and
X.laevis, and 17% sequence identity between A.thaliana and
S.cerevisiae. Alignment of TFIIIA sequences reveals that
A(TFIIIA is organized differently from its homologs (Fig. 1).
AfTFIIA contains two unique 23 and 66 amino acid spacers
located between zinc fingers | and 2, and 4 and 5, respectively.
Amongst known TFIIIAs, such a long spacer sequence (81
amino acids) exists between fingers 8 and 9 in S.cerevisiae
TFHIA. The S.pombe TFIIIA carries a unique tenth zinc finger
which has no equivalent in other organisms. Several sequence
motifs have been defined in the different TFIIIA sequences,
but none of them could be found either in the N- and
C-terminus tails, or in the spacers of the ArTFIIA protein
sequence. We searched for the N-terminal MGEK motif
characteristic of the smaller oocyte form of X.laevis TFIIIA
(3-5,35), the nuclear localization signal (NLS) (7.8), the
transcription-activating signal (TAS) (7,11,36) and the nuclear
export signal (NES) (7,37) found in some of the reported
TFIIA sequences (Fig. 1), but could not identify any of them
in the terminal tails nor in the spacer sequences of AfTFIIIA.

The ¢cDNA encoding the putative Arabidopsis 5S rRNA-
binding ribosomal protein L5 (ArL5) was PCR amplified from
the ¢cDNA library, using primers designed according to the
sequence of the cDNA present in the database. Unlike
AfTFIUA, the primary sequence of the putative ArLS protein
revealed a high degree of conservation (~54% identity
between Arabidopsis and human, see Fig. 2).

Sequence-specific DNA-binding activity
To investigate the biochemical properties of the putative
A{TFIIA and ArL5 proteins, the cloned cDNAs were used for
expression of the proteins in the E.coli BLR(DE3) strain. Two
recombinant GST fusion proteins (GST-AfTFIHIA and
GST-ArL5) were purified (Fig. 3A and D).

One property of TFIIA is to bind specifically to the 5S
rRNA gene. Gel retardation assays demonstrate that the

recombinant protein indeed possesses 55 rDNA-binding
activity, although the GST protein alone does not (Fig. 3B,
C and F). Competition experiments revealed that the DNA-
binding activity of the AfTFIIIA recombinant protein is 55
sequence specific (Fig. 3B and C). As expected, GST-A/LS
protein does not bind to the 5S rRNA gene (Fig. 3E). The
equilibrium binding constant (Kj) for the interaction between
AfTFIIA and 55 rDNA, reflecting the affinity of AfTFIIIA for
the 58 rRNA gene, was determined using a gel mobility shift
assay as described previously (10). We measured a K, of
0.33 nM (SE =0.05) for the interaction between ArTFIIIA and
5S rDNA. This value is comparable with those reported
previously for other known TFIIAs (10,38,39).

DNase I footprinting

To analyze further the binding of A/TFIIIA to the 5S rRNA
gene, DNase | footprinting was performed on both the
template and the RNA-like strands (Fig. 4), using recombinant
GST-AfTFIIA and GST as a control. The protection pattern
of the AfTFIIA protein extends from position +43 to +97 on
the template strand and from +45 to +103 on the RNA-like
strand. Unprotected regions are found from +63 to +76 on the
template strand and from +71 to +76 on the RNA-like strand.
This protection pattern is similar to those observed for X. laevis
[+47 to +96: (40)], and recently reported for A.castellanii
[+44 to +97; (12)] and S.pombe [+45 to +95; (10)]. However,
we did not observe any DNase I-hypersensitive site around
position +63 as described for these known TFIIA proteins
(10,12,40). As expected, GST alone does not produce any
protection along the 5S gene.

58S rRNA-binding activity of putative AfTFIIIA and
AtLS

Another characteristic of TFIIIA is to bind not only to the 55
rRNA gene, but also to 5S rRNA, the gene product. Similarly,
the L5 ribosomal protein can bind to 5S rRNA, forming the 58
RNP. To investigate this common property between TFIIA
and L5 on the putative AfTFIIA and AfL5 proteins, we
performed gel retardation assays using an in vitro transcribed
5S rRNA. Incubation of increasing concentrations of
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Figure 3. DNA binding assays of GST-AfTFIIA and GST-ArLS recom-
hinant proteins. (A and 1)) SDS-PAGE of GST-ATFIIA and GST=A1l.5
recombinant proteins, respectively. Shown are resulis Tor uninduced E.coli
BLR (DE3) (lanc 1), IPTG-induced cells {lane 2 and puriﬁu:l recombinant
proteins (lane 3). Proteins were visualized by m:lining with Coomassic
brilliant blue. The sizes (in kDa) of molecular mass markers run i lane M
are indicated on the lefi. Increasing concentrations (1=170 nM) of unlabeled
55 1DNA (B) or non-specific competitor DNA (C) were added 1o binding
reactions including labeled 55 DNA and GST-ATFIIA (2.5 ng/ul).
Binding reactions were performed with increasing concentrations (25—
10 ng/uly of either AILS (E) or GST alone (F). Arrowheads indicate free
(unbound) probe, and protein-DNA complexes are indicated by an asterisk.
.. o profein.

GST-ArTFIHIA or GST-ALLS protein with 55 rRNA resulted
in the appearance of a 58 rRNA-protein complex with slower
mobility in non-denaturing gel electrophoresis (Fig. SA and
B). Control experiments showed that GST alone does not bind
to 55 rRNA (Fig. 5D) and that neither GST-ALS nor
GST-ArTFILA bind to a non-specific RNA (Fig. 5C).

Taken together, these results demonstrate that the putative
AITFIIA  protein indeed possesses a 55 rRNA-binding
activity and that AsLS is the actual Arabidopsis homolog of
the ribosomal L3 protein.
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Figure 5. 58 rRNA binding analysis of GST-A/TFIIA and GST-AsLS
proteins. A constant amount of labeled 58 fRNA probe synthesized in vitro
was incubated with inuru:lsing concentrations {2.5=10 ng/ul) of GST-ArLS
(A), GST-A/TFIIA (B) or GST (D) pmlcinx and then Hllhjl_'l_‘lt:ll o gel
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L., T protein.
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representation of the data from several independent experiments
that shown in (A). The asterisk and arrowhead indicate endogenous IRNA
amd 35 rRNA, respectively. Molecular sizes are indicated (in nueleotides)
next o the gel,

Transcriptional activity of the putative AfTFIIIA protein
Totest the ability of putative ArTFITIA to support transcription
of the Arabidopsis 55 rRNA gene, we used an in vitro
transcription  system from tobacco cells (41.42). This
system can transcribe an Arabidopsis 58 TRNA gene without
added recombinant AfTFHIA (Fig. 6A, first lane) (31).
Transcription of the 55 rRNA gene was dramatically stimu-
lated by the addition of recombinant GST-ArTFIIA, while
not significantly modified by the addition of GST alone
(Fig. 6A). Addition of GST-ArTFIIA did not stimulate the
transcription of a tRNA gene (data not shown). The 558 rRNA
signal normalized to the endogenous tRNA signal was
quantified and shows a 14-fold increase upon addition of
7.5 ng/ul of GST-ArTFIIA (Fig. 6B).

Taken together with 58 rDNA- and 58 rRNA-binding
activities, the ability of putative AfTFIIA to stimulate 55

AIL5-GFP

(TFIIA-GFP

Figure 7. Cellular localization of ArTFIA and ArLS proteins. Protoplasts
were transformed with constructs expressing the proteins indicated and were
observed 30 h post-translection (B, D and F). Corresponding differential
interference contrast (DIC) images are shown in (A), (C) and (E). respect-
ively, White arrowheads indicate the nucleolus. (G and H) Close-up views
of two protoplasts nuclei expressing the GFP-A(TFIIA fusion protein.
Small arrowheads indicate some of the bright nuclear foci present in
addition to the nucleolus (large arrowhead). Scale bar (A-H) 10 pm.

rRNA gene transcription efficiently in virre clearly demon-
strates that the protein we have characterized is indeed
A.thaliana TFHIA.

Cellular localization of AfTFIIIA and AfLS proteins

To investigate the cellular localization of the ArTFIHIA and
AfLS5 proteins, translational fusions of AfTFITIA and ArLLS with
an enhanced version of GFP (mGFPS) were made. Each
construct was then transiently transfected o Arabidopsis
cells protoplasts and monitored for GEFP expression 30 h
post-transfection.

As previously reported (43.44), and expected due to its
small size, expression of GFP alone resulted in cytoplasmic
and nuclear signals, the nucleolus being clearly devoid of
signal (Fig. 7A and B). ArL5-GFP protein accumulates in the
nucleus with significant nucleolar enrichment. A faint signal
was observed in the cytoplasm, indicating that the protein is
also present in this cellular compartment (Fig. 7C and [3). This
result is in good agreement with previous observations in
somatic mammalian cells (21).

In contrast, expression of the AfTFINA-GFP protein
resulted in complete absence of fluorescence in the cytoplasm
(Fig. 7E and F). suggesting the presence of a functional NLS
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in ArTFIIA although not identified by sequence comparison
(see Fig. 1). The nuclear localization of ArTFIIA was
heterogeneous, with a higher accumulation of the fusion
protein in the nucleolus together with additional foci
(Fig. 7F-H). As for A(LS, we conclude that A/TFLULA is
imported efficiently from the nucleoplasm to the nucleolus.

DISCUSSION

We report here the first cloning and characterization of TFIITA
from a higher plant, A.thaliana. We have shown that the
protein has a specific 58 rDNA-binding activity together with
a 58 rRNA-binding property as previously reported for
Xiaevis and  A.castellanii  TFILAs (12.45). Moreover,
ArTFIIA can stimulate the transcription of an Arabidopsis
58 rRNA gene efficiently in virro.

In the Arabidopsis database, only predicted TFHIA ¢cDNA
was present. ArTFIILA ¢DNA escaped sequencing programs
probably because of the low content of ArTFIIIA in somatic
cells. Indeed, TFIITA was first purified from X.laevis oocytes
which were shown to contain up to 10" molecules per cell (3).
For comparison, somatic A.castellanii and HeLa cells were
estimated to contain only 170 and 400 molecules of TFIITA,
respectively (12,46). Rat TFIIA was purified from breast
tumor, and tumoral cells are known to contain enhanced pol 11
transcription [for a review see Brown ef al. (47)]. The reason
for our success in the amplification of ArTFIIA cDNA could
lie in the fact that we used a ¢cDNA library from metabolically
active Arabidopsiy cells.

ArTFHIA bears nine Cyss-Hiso-type zine fingers including
the conserved residues required for proper folding and specific
5S rDNA binding. Irregular spacing between these residues in
the zine fingers, C-X24)-C-X(1112-H-X3.5-H, may play a
role in the alignment of A/TFIIIA zinc fingers along the 58
rRNA gene. The overall sequence identity between ArTFIIA
and yeast or vertebrate homologs ranges between 17 and 26%.
Thus the divergence is too important to detect any convincing
pattern of higher similarity between Arabidopsis and mam-
mals, amphibians or yeasts. Apart from zine fingers, known
TFIIAs contain several sequence motifs. In the non-finger
N-terminal region, the mammalian, yeast and Arabidopsis
TFIASs lack the conserved MGEK/R motif characteristic of
the smaller oocyte form of TFIIA from amphibians, also
found in catfish TFIIA purified from immature ovarian tissue
(7). We assume that Arabidopsis does not synthesize an oocyte
form of TFIIA as already proposed for mammals (8).
Vertebrate TFIIIAs contain a variable length (49-68 amino
acids) non-zinc finger region at the C-terminus, which
contains a TAS, approximately 25 amino acids long, in
amphibians (5,11) and mammals (8). In S.cerevisiae, the 81
amino acid spacer located between fingers 8 and 9 exhibits a
leucine-rich oligopeptide required for transcription (48),
which differs in sequence from the amphibian or mammalian
TAS motifs. In Arabidopsis, the TAS domain could lie in the
66 amino acid spacer between fingers 4 and 5 or, alternatively,
in the 50 amino acid long C-terminal tail. We could not find
the NLS consensus sequence (KKKM/LKXK) present in the
C-terminal region of vertebrates TFIIAs (8) nor the
RLRKRRK NLS found in S.cerevisiae (48). Nonetheless,
AfTFIIIA-GFP fusion experiments have clearly revealed a
nuclear accumulation and an absence of the protein in the
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cytoplasm of Arabidopsis protoplasts, indicating the presence
of a functional NLS in A/TFIIA which remains to be
identified. Finally, a NES (LXXLTI) has been identified and
functionally tested in amphibians (37). A similar motif, based
on sequence comparison, has been described in catfish
(LXXLSL) (7)) and humans (VAVLTL) (8). No similar
sequence motif could be found in AfTFIIA primary sequence
and, accordingly, A(TFIIA-GFP fusion protein does not
localize in the cytoplasm of transtormed protoplasts.

The nuclear export of 58 rRNA by TFHIA for subsequent
accumulation at distinct cytoplasmic storage sites has only
been reported in Xenopus oocytes (10,22). Pre-vitellogenic
oocytes store 58 rRNA in the cytoplasm as either 7S (58
RNA-TFIIA complex) or 428 RNDPs. In the 428 RNP
particle, the p43 protein binds to the 5S rRNA (23,24). Mature
oocytes represent a particular cell type where TFIIA
accumulates to 10'2 molecules per cell. TFIIIA or L5 protein
binds to 58 rRNA, and each of these two RNPs migrates out of
the nucleus and accumulates in the cytoplasm, prior (o
development. Cytoplasmic storage sites for 5S rRNA have not
been observed in somatic mammalian cells (19). This
cytoplasmic phase of the 55 RNA biosynthetic pathway is
probably unique to vocytes and does not oceur in somatic cells
(18).

We show here that the Arabidopsis ribosomal protein L5
binds to the 58 rRNA and accumulates in the nucleolus.
Immediately after transcription, 58 RNA is transiently asso-
ciated with the La protein which, amongst other things,
functions in transcription termination of pol Il transcripts
(49.50). After association with La, 58 RNA is bound by
ribosomal protein L5 to form a 5S rRNP particle. Then the 55
RNP migrates to the nucleolus to participate in large
ribosomal subunit assembly. L5 accumulates in the nucleolus
at a concentration which greatly exceeds that of assembling
ribosomal subunits (18). Rosorius er af. (19) have shown that
the binding of L5 protein to 558 rRNA correlates with its ability
to accumulate in the nucleolus, as previously demonstrated for
the nucleolin protein (51). After nucleolar localization, the 55
RNP becomes incorporated into large ribosomal subunits and
is then exported from the nucleus to the cytoplasm. In
Arabidopsis protoplasts, the ArL5-GFP fusion protein local-
izes predominantly to the nucleolus and to a lesser extent to
the nucleoplasm, and exhibits a faint homogenous staining
pattern in the cytoplasm which probably reveals the protein
incorporated into ribosomes. This pattern is in good agreement
with previous observations made in monkey and human cells
using an anti-5S RNP antibody (21).

In Arabidopsis protoplasts, the A{TFIIIA-GFP fusion
protein was concentrated in the nucleolus and at several
nuclear foci. Since 5S rDNA transcription occurs in the
nucleoplasm and ArTFIIA specifically binds to 55 rDNA,
these nuclear foci could correspond to the transcribed 55
rDNA loci. In the germinal vesicle of Xenopus oocytes, it was
reported previously, using polyclonal antibodies, that TFIITA
localizes in nuclear organelles, called Cajal bodies, which
were assumed to be the primary site for assembly of the
transcription machinery of the nucleus (52,53). Hence, we
hypothesize that the fluorescent foci observed along with
the nucleolus could also correspond to Cajal bodies where
AfTFIIIA would accumulate and be incorporated in the
pol HI transcription machinery before delivery to the
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chromosomal sites of 58 rDNA transcription. In germinal
vesicle of Xenopus oocytes, TFIIA was only detected in Cajal
bodies but not in nucleoli (52.53). To our knowledge, our
results describe for the first time the localization of TFIIIA in
somatic cells and its presence in the nucleolus. The reason for
the nucleolar accumulation of ArTFIIA remains unclear
because nucleoplasm—nucleolus shuttling of 55 rRNA is
Kknown to be mediated by LS. However, as AfTFIIA binds 58
rRNA, this nucleoplasm-nucleolus trafficking could occur as
7S RNP.

A model in which a network of nucleic acid—protein
interactions, involving TFIIA, L5, 55 rRNA and 55 rDNA,
regulates 58 rRNA synthesis has been proposed (13). In this
model, formation of 78 RNP regulates 58 rRNA synthesis
because it lowers the amount of free TFILIA available for 58
rDNA transcription.  In Xenopus oocytes, 758 RNPs are

sequestered in the cytoplasmic compartment. In the light of

our results, we formulate the hypothesis that in somatic cells,
78 RNPs are stored in the nucleolus.
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Introduction

Chez les eucaryotes supérieurs, de nombreux génes contiennent des introns qui sont
éliminés de I’ARNm précurseur (pré-ARNm) correspondant, produisant ainsi un ARNm
mature et fonctionnel. Cependant, la machinerie d’épissage peut traiter un méme pré-ARNm
de différentes maniéeres, et procéder a un assemblage différent des exons. Ainsi des protéines
fonctionnelles différentes sont produites ; I’épissage alternatif participe donc a la diversité
du protéome. Par exemple, chez I’Homme, des estimations indiquent qu’environ 40 % des
géenes seraient épissés de fagon alternative (Modrek and Lee, 2002). Parmi ces genes,
environ 75 % codent des protéines impliquées dans la signalisation et dans la régulation des
genes, comme des récepteurs et des facteurs de transcription (Modrek and Lee, 2002). De
méme chez Arabidopsis, la grande majorité des génes épissés alternativement, codent des
protéines impliquées dans des fonctions de régulation (Kazan, 2003). De plus, chez les
plantes et les animaux, les genes associés a différentes réponses au stress, semblent
particulierement enclins aux épissages alternatifs (Kazan, 2003). Récemment, Wang et
Brendel ont estimé qu’environ 20 % des genes exprimés chez Arabidopsis et chez le riz sont
épissés alternativement (Wang and Brendel, 2006).

Lors de notre étude du facteur de transcription TFIIA (article n°1 (Mathieu et al.,
2003)), nous avons amplifié I’ADNc correspondant a TFIIIA, mais également un deuxiéme
ADNCc issu d’un épissage alternatif. Nous présentons ici les résultats obtenus lors de I’étude

de ce deuxieme ADNCc.

Résultats

Amplification de TFIl11Abis

Lors de I’amplification de I’ADNc de TFIIIA (avec les primers TF3Al et TF3A2 ; article
n°1l (Mathieu et al., 2003)) a partir d’une banque d’ADNc de cellules d’Arabidopsis (De
Veylder et al., 1999), un deuxieme produit a été amplifié (figure 14A). Ce deuxiéme produit
d’amplification a été cloné et séquence. La séquence de cet ADNc indique qu’il correspond
a I’épissage alternatif de TFIIIA dont le détail est schématisé dans la figure 14B. Cette
forme épissée a été dénommée TFII1Abis. L’existence de ces deux produits d’épissage était
prédite dans les banques de données (numeros d’accession AT1G7250.2 pour TFIIA, et
AT1G72050.1 pour TFIIIADbis). Un exon alternatif est présent entre les exons 2 et 3 au
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Figure 14: Epissage alternatif de TFIIIA.

(A) Amplification par PCR de TFIIIA et TFIIIAbis (avec les primers TF3A1 et TF3A2,
voir (B)) a partir d’'une banque d’ADNCc de cellules Arabidopsis thaliana. (B) Schémas
des épissages produisant I’ARNm A/TFIIIA et I’ARNm A¢TFIIIAbis; les primers utili-
sés pour les différentes expériences sont représentés par les demi-fleches vertes et
rouges. (C) Schématisation des protéines TFIIIA et TFIIIAbis; les carrés mauves
représentent les doigts de zinc; N ter: extrémité N terminale; C ter: extrémité C termi-
nale.
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- P .
TFIIIAbis TFIIIAbis
N R — 649 pb —_649pb
Yaul = WD RS WSS oaFVE .
TFIIIA 474pb

TFIIIA

Figure 15: RT-PCR de TFIIIA et TFIIIAbis dans différents types cellulaires.
Des ARN totaux de cellules At (Arabidopsis thaliana), de feuilles, de fleurs et de

racines ont été réverse transcrits avec le primer TF3A2, puis amplifiés par PCR avec les
primers TF3A17 et TF3A18 (voir figure 14B).
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niveau de I’ARNm TFII1Abis épissé alors qu’il est absent dans celui de TFIIIA. Un codon
initiateur de traduction est présent a I’extrémité 3’ de cet exon alternatif et la traduction in
silico de cet ARNm TFI11Abis prédit une protéine de 324 aas (figure 14C). Ainsi, la protéine
putative TFII1Abis porterait 7 doigts de zinc au lieu des 9 présents dans TFIIA.

Nous avons alors procédé a des extractions d’ARN de différents tissus de plantules
(feuilles, fleurs et racines) et de cellules d’Arabidopsis thaliana (cellules At) cultivées en
suspension, pour preciser si la présence de I’ARNm TFIIIAbis est spécifique de certains
tissus. Des expériences de RT-PCR sur ces ARN (voir matériels et méthodes) ont permis
I’amplification de TFIIIA et de TFIIIAbis au niveau de tous les tissus testés (figure 15).
L’ARNm de TFIIIADbis est donc présent dans difféerents tissus chez Arabidopsis thaliana
ainsi que dans des cellules At en culture. De plus, I’ARNm TFII1Abis semble étre toujours

plus abondant que celui de TFIHIA dans toutes les conditions testées (figures 14A et 15).

TFI11ADis lie ’ADNr 5S et les ARNr 5s
TFHIA liant I’ADNr 5S et les ARNr 5S (article n°1(Mathieu et al., 2003)), nous avons testé
si TFIIIAbis possede également ces propriétés biochimiques. Une protéine de fusion
TFII1Abis-GST a été produite (voir matériels et méthodes) et utilisée pour des expériences
de retards sur gel. Ainsi, nous avons pu montrer que la protéine recombinante TFIIIAbis lie
I”’ADNr 5S contrairement a la GST seule (figure 16A). Des expériences de compétition soit
avec de I’ADNr 5S non marqué, soit avec un ADN non speécifique, ont permis de montrer
que cette liaison est specifique (figure 16A).

Nous avons aussi procédé a des retards sur gel avec des ARNr 5S transcrits in vitro.
Ces ARNr 5S incubés avec des quantités croissantes de TFIIIAbis-GST sont retardés, un
« super retard » étant méme présent avec les quantités les plus importantes de TFIIIAbis-
GST (figure 16B). La protéine GST seule n’est pas capable de lier les ARNr 5S alors que
des ARN non spécifiques ne sont pas retardes par TFIIIAbis-GST (figure 16B). Ces résultats
permettent de conclure que TFIIADis lie les ARNr 5S de maniére spécifique.

Ces différentes expériences montrent que, de facon similaire a TFIIA, TFII1Abis est
capable de lier ’ADNr 5S et I’ARNr 5S.

Localisation cellulaire de TFII1ADbis
Nous avions montré dans I’article n°1 que la protéine TFIIIA d’Arabidopsis thaliana
possede une localisation uniquement nucléaire, et en particulier qu’elle se concentre au

niveau du nucléole et de foci additionnels. Afin d’étudier la localisation cellulaire de
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Figure 16: Expériences de retards sur gel de TFIIIAbis-GST.

(A) Retard sur gel ADNr 5S; des concentrations croissantes (1-170 nM)

d’ADNr 5S non marqué (gauche) ou d’ADN compétiteur non-

spécifique (milieu) ont été ajoutées aux réactions de liaison; un retard
sur gel avec des quantités croissantes (2.5-10 ng.ul-1) de GST seule est
représenté a droite. (B) Retard sur gel ARNr 5S; Une quantité constante
d’ARNr 5S marqué (a gauche) ou d’ARN non-spécifique (au milieu) a
été incubée avec des quantités croissantes de TFIIIAbis-GST (2.5-10

ng.ul-1); I’étoile marque un témoin de retard avec 5 ng.ul-1 de TFIITA-

GST; un retard sur gel avec des quantités croissantes (2.5-10 ng.ul-1) de

GST seule est représenté a droite.
Les fleches noires indiquent les sondes (ADN ou ARN) non liées.
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TFIIAbis, des protoplastes ont été transformés avec une construction permettant
I’expression d’une protéine de fusion GFP-TFIIIAbis. La protéine GFP non fusionnée est
située dans le cytoplasme et dans le noyau (a I’exception du nucléole) alors que la protéine
de fusion GFP-TFII1Abis est localisée uniqguement au niveau du noyau (figure 17). La petite
taille de la protéine GFP permet a cette protéine une diffusion passive du cytoplasme au
noyau. Tout comme TFIIA, TFIIIAbis est concentrée au niveau du nucléole et de foci

nucléaires additionnels (figure 17).

TFI11ADbis n’a pas d’activité transcriptionnelle in vitro

TFIHIAbis ayant la capacité de lier I’ADNr 5S, nous voulions savoir si , comme TFIIIA,
cette protéine possede une fonction de facteur de transcription au niveau des géenes d’ARNr
5S. En collaboration avec Y. Yukawa (Nagoya, Japon), nous avons testé I’activité
transcriptionnelle de TFIIIAbis au niveau d’un géne d’ARNr 5S dans un systeme de
transcription in vitro de cellules de tabac. Une premiere expérience a éte effectuée avec des
extraits nucléaires de tabac permettant un taux basal (c’est-a-dire sans ajout de protéine
recombinante) de transcription du gene d’ARNr 5S peu élevé (piste marquée d’une étoile
figure 18A). Pour chaque expérience de transcription in vitro, les ARNt endogenes servent
de contréle de normalisation (figure 18). L’addition de quantités croissantes de TFIIl1Abis-
GST ou de GST n’a pas permis I’activation de la transcription du géne 5S, contrairement a
TFIIA-GST servant de contréle positif (figure 18A). TFIIIAbis ne semble donc pas avoir
d’effet positif sur cette transcription in vitro. La deuxiéme hypothése que I’on peut formuler
est que TFIlIADbis a un effet répresseur sur I’expression des genes d’ARNr 5S. Pour tester
cette hypothése, nous avons utilisé d’autres extraits nucléaires de tabac ayant une activité
basale transcriptionnelle relativement forte sur un géne 5S (piste étoilée figure 18B).
Aucune diminution de la transcription du géne 5S n’a été détectée par I’addition de quantités
croissantes de TFII1Abis-GST (figure 18B).

Ces résultats montrent donc qu’in vitro, TFIIIAbis n’a pas d’effet activateur ni
répresseur sur la transcription d’un géne 5S. Cependant, on ne peut pas exclure que dans les
extraits nucléaires de tabac ayant un taux basal de transcription élevé (utilisés pour tester
une activité de répresseur), le géne d’ARNr 5S soit saturé en facteurs de transcription
endogenes avant I’addition de protéines recombinantes, inhibant ainsi la liaison de la

protéine recombinante TFI11Abis-GST.
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Figure 17: Localisation cellulaire de TFIIIAbis.

Des protoplastes ont été transformés avec des constructions exprimant les proté-
ines indiquées, et observés 30h apres transfection (B, D et F).(A), (C) et (E)
indiquent les protoplastes correspondant en lumiere visible. (G) et (H) sont des
agrandissements de noyaux de protoplastes. Les larges fleches blanches
indiquent le nucléole et les petites fleches blanches indiquent des foci supplé-
mentaires. La barre d’échelle représente 10 um.
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Figure 18: Transcription in vitro.

Différentes expériences de transcription in vitro ont été réalisées avec des
concentrations croissantes de TFIIIAbis-GST ou de GST (2.5-7 ng.ul-1). (A)
Des extraits nucléaires de tabac, avec un taux basal de transcription 5S peu
¢élevé, ont servi aux expériences de transcription in vitro. Un témoin de stimu-
lation de la transcription in vitro de I’ADNr 58 a été réalisé avec TFIIIA-GST.
(B) Des extraits nucléaires de tabac avec un taux basal de transcription 5S
¢levé ont servi aux expériences de transcription in vitro.

Les ARNr 5S et ARNt sont indiqués a droite des gels. L’étoile indique les tran-
scriptions in vitro sans addition de protéine recombinante.
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Utilisation de RNAI dirigé contre TFI11Abis

Afin de savoir si TFIIIAbis a un effet sur I’expression des génes d’ARNTr 5S in vivo, nous
avons utilisé une technique de RNAI dirigée contre TFII1Abis. P. Pelczar (Zlrich, Suisse) et
J. Molinier (IBMP, Strasbourg) nous ont fourni le vecteur pOEXIII Pme (figure 19) qu’ils
ont construit et déja utilisé pour générer des plantes RNAI (données non publiées). Un
fragment de 132 pb (appelé bisrnai D-R), correspondant a une partie de I’exon alternatif
présent au niveau de I’ARNm de TFII1Abis mais absent au niveau de ’ARNm de TFIIIA
(voir matériel et méthodes, et figure 14B), a été cloné dans le vecteur pOEXIIl Pme ; la
construction résultante a été appelée bis-pOEXIIl (figure 19). Des plantes Arabidopsis
thaliana écotype Columbia, ont été transformées soit avec la construction bis-pOEXIII, soit
avec le vecteur pOEXIII Pme vide. Les plantes transformantes avec le vecteur vide nous ont
servi de controle. Toutes les graines transformantes ont été sélectionnées sur sulfonamide et
des extractions d’ADN ont été effectuées sur les plantes T1 ainsi sélectionnées. La
verification de I’intégration, de bisrnai D-R ou de la construction vide, dans le genome des
plantes, a été effectuée par PCR (données non montrées).

Lors de la croissance simultanée des plantes contréles T1 (construction vide) et des plantes
T1 RNAI, différents phénotypes ont été remarques. Ainsi, une quarantaine de plantes T1
RNAI possédaient un retard de croissance et certaines d’entre elles avaient un nombre accru
de feuilles, ces dernieres étant plus effilées que des feuilles de plantes contrbles (ou de
plantes sauvages) (figure 19). Ces plantes ont été notées de 1 a 40. De plus, certaines plantes
possédaient un nombre augmenté de hampes florales, ce phénotype étant souvent associé
avec un nombre accru de feuilles effilées. Les quarante plantes T1 RNAI ont été amenées a
graines et des plantes T2 RNAI ont également été analyséees en parallele avec des plantes T2
contrbles. Les plantes T2 descendantes de chaque plante T1 RNAI ont été notées de A a H.
Les mémes types de phénotypes que les plantes T1 RNAI ont été retrouves chez les plantes
T2 (figure 19).

Nous avons voulu analyser si les phénotypes observés dans les plantes RNAI ciblant
TFIIAbis, étaient associés avec une variation du taux global d’ARNr 5S. Pour cela, des
extractions d’ARN ont été effectuees sur différentes plantes RNAI T1 et T2, ainsi que sur
des plantes contrdles. Nous avons testé si les lignées RNAI ayant un phénotype, possédaient
une diminution de leur quantité d’ARNm TFII1Abis. Les ARN provenant des plantes RNAI
et des plantes contrdles ont été utilisés pour des expériences de RT-PCR amplifiant soit
TFI11ADbis (avec les primers TF3A19 et TF3A18, voir figure 14B), soit TFII1Abis et TFIIA
simultanément (avec les primers TF3A17 et TF3A18, voir figure 14B) ; I’amplification de
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Figure 19: Le RNAIi de TFIIIAbis entraine des phénotypes au niveau des plantes.

Les cartes du vecteur pOEXIII Pme vide et du vecteur bis-pOEXIII (contenant le fragment bisrnai D-R) sont schématisées en haut a gauche; ces vecteurs
ont été utilisés pour transformer des boutons floraux de plantes. Les plantes notées "contrdle" sont transformantes pour le vecteur pPOEXIII Pme vide. Les
plantes RNAi peuvent posseder différents phénotypes comme un nombre augmenté de feuilles et qui sont peu larges (fleches blanches), et/ou un nombre
de hampes florales ¢levé (fleches vertes). De plus, toutes les plantes RNA1 présentées ont un retard de croissance.

LB: left border; RB: right border; Tlet T2: respectivement,premicre et deuxieéme génération de plantes transformantes.
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I’actine 2 correspondant a chaque extraction a servi de contréle interne. Aucune variation
significative de la quantité des ARNm de TFIIIAbis et de TFIIIA ainsi amplifiés, n’a été
observée (données non montrées). Il n’est pas rare que la détection par RT-PCR d’un ARN
ciblé par une technique de RNAI, ne permette pas d’observer une diminution de la quantité
de cet ARN.

Les ARN provenant des plantes RNAI et des plantes contrdles ont servi a des expériences de
northern blots a I’aide d’une sonde RAN puis d’une sonde ADNr 5S (figure 20). Les
différents signaux ont été quantifiés et les signaux ARNr 5S ont été normalisés par les
signaux RAN ; chaque valeur a été rapportée a la valeur contréle (issue de plantes contréles)
(figure 20). Les résultats montrent une réduction du taux global d’ARNr 5S allant d’un
facteur 1.5 (pour la plante rnai 29E) jusqu’a un facteur supérieur a 3 (pour la plante rnai 14),
par rapport au taux global d’ARNr 5S des plantes contrdles. Le fait que cette réduction soit
observée au niveau de plantes issues d’évenements de transformations indépendants par la
construction RNAI (correspondant aux « lignées» 2, 4, 14, 29, 39 et 40) appuie la
conclusion que le RNAI dirigé contre TFIIIAbis induit une réduction de la quantité globale
des ARNr 5S. Toutefois, ce type d’expérience ne permet pas de distinguer si dans ces
lignées RNAI, la diminution de la quantité des ARNr 5S est due a une réduction de

transcription ou a une moindre stabilité des ARN.
Nous avons envisagé différentes expériences pour compléter notre étude de

TFIIADbis. Celles-ci sont présentées dans la partie « Discussion et Perspectives » de ce

manuscrit.
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Figure 20: Taux global d’ARNr 58S des plantes transformantes.

Des northern blots, avec des ARN de plantes contrdles et de plantes RNAi TFIIIAbis,
ont ét¢ hybridés successivement avec une sonde RAN (RAS-related nuclear protein) et
une sonde ADNr 5S (au milieu et en haut de la figure, respectivement). Les signaux ont
¢été quantifiés et chaque signal 58S a été rapporté au signal RAN correspondant (en bas).
Plantes 39 et 14: plantes T1; plantes 29D, 40E, 14H, 29E, 2A, 4B, et 14D: plantes T2.
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Matériels et Méthodes

Amplification de TFIIIA et TFIIIAbis

Les ADNc de TFIIIA et TFIIIAbis ont été amplifiés simultanément en utilisant les primers
TF3Al1 (5 -ATGGCGGAAGAAGCTAAAGTTG- 3’) et TRF3A2 (5 -
CTAGCAAGTTTCGTGTTCTTCT- 3’) sur une banque d’ADNCc de cellules d’Arabidopsis.
Ces produits PCR ont été clonés en PGEM-T easy puis séquencés.

Des ARN de cellules d’Arabidopsis, de feuilles, de fleurs et de racines ont été DNasés
(DNase Roche) puis réverse-transcrits (Expand Roche) avec le primer TF3A2 et amplifiés
par PCR avec les primers TF3A17 (5 -CTCACTTGAAGCAGCATATGC- 3’) et TF3A18
(5’ -TCCTGATGCTTTTGAAGCTGTG - 3’). Des ARN de feuilles de plantes RNAI et de
plantes contréles ont été DNasés et réverse-transcrits de la méme facon qu’au-dessus, et
amplifiés par PCR soit avec les primers TF3AL17 et TF3A18 pour amplifier simultanément
TFHIA et  TFIlIAbis, soit avec les primers TF3A19 (5’ -
AGGTCTTACCTATGTTATTGCG- 3’) et TF3A18 pour amplifier uniquement TFIIADis.

Clonage de TFIIIA et TFI11ADis, et purification de protéines recombinantes

Les ADNc de TFIIIA et TFIHIAbis ont été amplifiés grace a des primers possédant un site de
restriction BamHI puis clonés dans le vecteur d’expression pGEX-5X-1 comme décrit dans
la partie matériels et méthodes de I’article n°1 (Mathieu et al., 2003).

Ces contructions ainsi que le vecteur pGEX-5X-1 vide ont été utilisés pour transformer des
E. coli BLR (DE3 pLys). L’expression des proteines recombinantes a été effectuée comme
décrit dans la partie matériels et méethodes de I’article n°1 (Mathieu et al., 2003). Les seules
modifications apportées sont que les cultures de 200 ml ont été incubées a 37°C jusqu’a une
D.O. (600nm) d’environ 0.6 avant induction, et que les cultures cellulaires aprés la phase
d’induction ont été culottées par centrifugation a 4000g pendant 15 mn a 4°C, et reprises
dans 10 ml de tampon PBS (phosphate-buffered saline) 1X froid.

Retards sur gel ADN et retards sur gel ARN
Ces expériences ont eté réalisées comme décrit dans I’article n°1 (Mathieu et al., 2003).

Transcription in vitro et Expression transitoire des protéines de fusion GFP
Ces expériences ont été réalisees comme décrit dans I’article n°1 (Mathieu et al., 2003).
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Transformation de plantes par le vecteur pOEXIII Pme, inducteur de RNAI

P. Pelczar (Zirich, Suisse) et J. Molinier (IBMP, Strasbourg) ont construit le vecteur
pOEXIII Pme (données non publiees) a partir du vecteur pPOEXhp (Molinier et al., 2004). Le
vecteur pOEXIII Pme porte une résistance a la spectinomycine en bactérie, et une résistance
a la sulfonamide en plantes. Le site de clonage qui a été utilisé est le site de restriction
Pmel ; en amont de ce site, le vecteur porte un promoteur U6, et en aval, un terminateur
polymérase Il (7T). Le fragment bisrnai D-R de 132 pb correspondant a une partie de
I’exon alternatif présent uniquement dans I’ADNc de TFIlIAbis, a été amplifié avec les
primers bisrnaiD (5 -GGTCTTACCTATGTTATTGCGTGA- 3’) et bisrnaiR (5° -
GCGTGATCGAGGCTTACTTGCT- 3°), et cloné dans le vecteur pOEXIII en antisens au
site Pmel. Cette construction a été appelée bis-pOEXIII.

Des cellules Agrobacterium tumefaciens (souche C58C1) ont été transformées avec les
vecteurs bis-pOEXIII et pOEXIII Pme par €électroporation, puis étalées sur milieu sélectif
(spectinomycine 25 ng.ml™). Les cellules Agrobacterium tumefaciens transformées ont été
cultivées a 29°C sous agitation jusqu’a une D.O.g0o de 0.6 & 0.8 en milieu 2YT sélectif (16 g
tryptone, 10 g yeast extract, 5 g NaCl, pH 7, spectinomycine 25 pg.ml™). Ces cellules ont
été culottées par la suite, et resuspendues dans 100 ml de milieu d’infiltration (5 % sucrose,
0.1 M MgCI2, 0.05 % Silwet ajouté extemporanément). Le milieu d’infiltration a été utilisé
pour transformer des plantes Arabidopsis thaliana; les graines T1 (premiére génération de
graines transformantes) ont été semées sur milieu sélectif (sulfonamide 10 pg.ml™). Les
plantules T1 ont par la suite été repiquées sur terreau. Les plantes T1 ont été amenées a
graines, et ces graines T2 aussi sélectionnées sur antibiotique pour générer les plantes
transformantes T2.

Extraction d’ARN et northern blot

Les extractions d’ARN ont eté effectuées comme décrit par Mathieu et al. (Mathieu et al.,
2002) sur des plantes agées de 4 a 5 semaines post-germination. Pour les analyses d’ARN, 2
ug d’ARN ont été déposés et migrés sur un gel agarose 1%, formaldéhyde 1%, puis
transféres sur membrane Hybond-N+ (Amersham). Les sondes utilisées (RAN et 5S) ont éte
marquées avec des nucléotides o-**P-dCTP par random priming d’hexameéres (Megaprime
DNA labeling system ; Amersham). Les quantifications des signaux des northern blots ont

été effectuées au phosphorimager (Molecular Imager FX ; Bio-Rad).
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Article n°2
« Changes in 5S rDNA Chromatin Organization and Transcription during
Heterochromatin Establishment in Arabidopsis »

Mathieu, O., Jasencakova, Z., Vaillant, I., Gendrel, A.V., Colot, V., Schubert, I. and
Tourmente, S. (2003)
Plant Cell, 15, 2929-2939.
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Comme évoqué dans la synthese bibliographique (chapitre I, paragraphe 8), I’ADNr
5S est fortement méthylé au niveaux de ses cytosines (Mathieu et al., 2002). De plus, dans
cet article, il a été montré que la méthylation de I’ADNr 5S ne semble pas étre un
déterminant suffisant pour réprimer I’expression des génes d’ARNr 5S. Par exemple, la
déméthylation de I’ADNr 5S obtenue en cultivant des plantes sur un milieu contenant de la
5-azacytidine n’induit pas d’augmentation du taux global d’ARNr 5S. D’autre part, il avait
été montré dans notre équipe qu’il existe deux types d’ARNr 5S : des ARN majoritaires et
des ARN minoritaires (qui different des ARN majoritaires par la substitution d’une ou de
deux bases) (Cloix et al., 2002). Nous avons voulu étudier I’impact de la méthylation de
I’ADNr 5S et de la structure de la chromatine sur I’expression des ARNr 5S minoritaires.
Nous avons utilisé des plantes traitées a la 5-azacytidine (dont I’ADN est hypométhylé) et
des plantes mutantes ddm1 (DDM1 code une protéine de remodelage de la chromatine et sa
mutation entraine une décondensation de I’hétérochromatine centromérique et une
diminution de la méthylation ADN). De plus, nous avons également étudié différents stades
de développement et différents tissus de plantes sauvages.

Ainsi, la proportion d’ARNr 5S minoritaires a été corrélée au taux de méthylation de
I”’ADNr 5S : moins I’ADNr 5S est méthylé et plus le pourcentage d’ARNr 5S minoritaires
est augmenté. En revanche, le taux global d’ARNr 5S suit la quantité du facteur de
transcription AtTFIIHA. Ceci explique pourquoi dans des plantes traitées a la 5-azacytidine,
il n"avait pas été détecté d’augmentation de I’expression globale des ARNr 5S (Mathieu et
al., 2002).

En collaboration avec le laboratoire d’l. Schubert (Gatersleben, Allemagne), nous
avons montré que dans des noyaux interphasiques, une partie de I’ADNr 5S co-localise avec
les chromocentres (qui sont des structures hétérochromatiques) alors que le reste de I’ADNr
5S forme des boucles émanant de ces chromocentres. Nous avons émis I’hypothese que la
fraction des génes d’ARNr 5S exprimée serait contenue dans les boucles, qui semblent
porter des marques euchromatiques contrairement aux chromocentres. Une corrélation a pu
étre établie entre la proportion de boucles émanant des chromocentres et le pourcentage
d’ARNr 5S minoritaires exprimés. En effet, dans des feuilles de plantes ddm1 possédant un
pourcentage élevé d’ARNr 5S minoritaires, les boucles sont plus fréquentes que dans des
feuilles de plantes sauvages ayant un pourcentage d’ARNr 5S minoritaires négligeable.
Dans les plantes ddml, les boucles d’ADNr 5S seraient de plus grande taille et
contiendraient donc plus de génes d’ARNr 5S minoritaires (par rapport a des plantes

sauvages) qui se trouveraient dans un contexte chromatinien favorable a la transcription.

77






Résultats des travaux de thése

Ma contribution expérimentale a cette étude a été d’analyser les patrons de
méthylation de I’histone H3 au niveau des lysines 4 et 9 par des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) que j’ai effectuées au sein de I’équipe de V.
Colot (Evry, France). Ainsi, j’ai pu montrer que dans des plantes sauvages, I’ADNr 5S est
majoritairement associé a la diméthylation H3K9 alors qu’une petite fraction de I’ADNr 5S
est associée avec la diméthylation H3K4. Dans des plantes ddml, ces proportions sont
inversées suggérant ainsi que davantage de génes d’ARNr 5S possédent une caractéristique
euchromatique. De plus, le séquencage des produits d’amplification issus des expériences de
ChIP, a permis de connaitre I’origine génomique des unités 5S immunoprécipitées. De cette
facon j’ai constaté que dans les plantes sauvages, les loci 5S transcrits sont plus enrichis en
H3K9me2 que les loci 5S non transcrits, alors que H3K4me2 semble réparti de maniére
uniforme sur tous les loci. Dans le mutant ddml, ces loci 5S transcrits voient la
diméthylation H3K4 augmenter et la diméthylation H3K9 diminuer. Ces résultats montrent
que dans des plantes ddml, les loci transcrits acquiérent des caractéristiques
euchromatiques, ce qui est en accord avec des boucles 5S plus importantes et I’augmentation

de la quantité d’ARNr 5S minoritaires.
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Changes in 5S rDNA Chromatin Organization and Transcription
during Heterochromatin Establishment in Arabidopsis

Olivier Mathieu,2 Zuzana Jasencakova,? Isabelle Vaillant,2 Anne-Valérie Gendrel,c Vincent Colot,©
Ingo Schubert, and Sylvette Tourmentea1
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In the Arabidopsis accession Columbia, 5S rDNA is located in the pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4,
and 5. Both a major and some minor 5S rRNA species are expressed from chromosomes 4 and 5, whereas the genes on
chromosome 3 are not transcribed. Here, we show that 5S rDNA methylation is reduced in 2-day-old seedlings versus
4-day-old or older aerial plant tissues, and the minor 5S rRNA species are expressed most abundantly at this stage. Similarly,
when 5S rDNA is demethylated by 5-azacytidine treatment or via the decrease in DNA methylation1 (ddm1) mutation, the
expression of minor 58 rRNA species is increased. We also show that in leaf nuclei of mature wild-type plants, the tran-
scribed fraction of 5S rDNA forms loops that emanate from chromocenters. These loops, which are enlarged in nuclei of
mature ddm1 plants, are enriched for histone H3 acetylated at Lys-9 and methylated at Lys-4 compared with the hetero-
chromatic chromocenters. Up to 4 days after germination, heterochromatin is not fully developed: the 5S rDNA resides in
prechromocenters, does not form conspicuous loops, and shows the lowest transcription level. Our results indicate that

the expression and chromatin organization of 58 rRNA genes change during heterochromatin establishment.

INTRODUCTION

Heterochromatin is cytologically defined as highly condensed
chromatin (Heitz, 1928). Arabidopsis chromosomes (n = 5) dis-
play small, conspicuous heterochromatin segments (chro-
mocenters) that mark the position of each (peri-)centromere
and of the nucleolus-organizing regions of chromosomes 2 and
4 (Fransz et al., 1998, 2002). Chromocenters contain most of
the repetitive DNA sequences, constituting ~15% of the Arabi-
dopsis genome. The heterochromatin of many eukaryotes, in-
cluding Arabidopsis, is marked by the methylation of DNA and
of histone H3 at Lys-9 (H3K9) (Zhang and Reinberg, 2001;
Gendrel et al., 2002; Johnson et al., 2002; Soppe et al., 2002;
Jasencakova et al., 2003), whereas euchromatin is marked by
H3 at Lys-4 (H3K4) methylation and H3K9 acetylation. At the
level of the genes, the acetylation of histone tails and the meth-
ylation of histone H3 at Lys-4 (H3mK4) correspond to “open”
chromatin that is potentially active in transcription, whereas the
deacetylation of histones, cytosine methylation, and the meth-
ylation of Lys-9 of histone H3 (H3mK9) correspond to “closed”
chromatin that is repressed for transcription (Bird and Wolffe,
1999; Turner, 2000; Gendrel et al., 2002; Kouzarides, 2002;
Lachner and Jenuwein, 2002).

Soppe et al. (2002) have shown that DECREASE IN DNA
METHYLATION1 (DDM1) and METHYLTRANSFERASE1 (MET1)

"To whom correspondence should be addressed. E-mail sylvette.
tourmente@univ-bpclermont.fr; fax 33-4-73-40-77-77.

Article, publication date, and citation information can be found at
www.plantcell.org/cgi/doi/10.1105/tpc.017467.

control heterochromatin assembly at chromocenters by their
influence on DNA maintenance methylation at CG sites and
subsequently on the methylation of H3K9. The DDM1 gene en-
codes a chromatin-remodeling protein (Jeddeloh et al., 1999;
Brzeski and Jerzmanowski, 2003), and MET1 encodes a CG-
specific maintenance methyltransferase (Finnegan and Kovac,
2000). The reduction of H3mK9 in the ddm? background has
been correlated to the transcriptional derepression of genes,
transgenes, and transposons using chromatin immunoprecipi-
tation (ChlIP) assays and cytological analysis (Gendrel et al.,
2002; Johnson et al., 2002; Probst et al., 2003). Nuclei from
ddm1 and met1 mutants show a reduction of heterochromatin
content as a result of the dispersion of pericentromeric se-
quences away from heterochromatic chromocenters (Soppe et
al., 2002). The ddm1 mutation also is known to cause a striking
decondensation of chromocenters (Probst et al., 2003).
Arabidopsis contains ~1000 copies of 5S rDNA per 1C ge-
nome arranged in tandem arrays (Campell et al., 1992) within
the pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4, and
5 (with a large locus on the left arm and a small locus on the
right arm of chromosome 5) in the Columbia accession (Murata
et al., 1997; Fransz et al., 1998). We have shown that 5S rDNA
is, on average, methylated at 79% of cytosines in CG, CNG,
and asymmetrical contexts (Mathieu et al., 2002b) and that the
density of DNA methylation increases from euchromatin toward
pericentromeric heterochromatin (Mathieu et al., 2002a). Arabi-
dopsis expresses a major 55 rRNA transcript and some minor
species that differ from the major transcript by one or two base
substitutions. The 58 rDNA units homologous with major and
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minor 53 rBNA transcripts have been identified and belong to
chromosome 4 as well as to the large block of chromosome 5
(Cloix et al., 2002).

Here, we report that 55 rBNA genes undergo changes in
chromatin organization and transcription during the early devel-
opment of the leaf. In adult plant leaf nuclei, the 55 rDNA is
found both in condensed chromocenters and in loops that em-
anate from the chromocenters. The loops are undermethylated
and enriched for histones modified with H3K2 acetylation and
H3K4 methylation; therefore, they presumably correspond to
the transcribed fraction of major 55 rRNA genes. This chroma-
tin organization of the 55 rRNA genes occurs between 2 and 4
days after germination. In 2-day-old seedling nuclei, only small
prechromocenters are visible and the overall expression of 53
rANA genes is low. 55 rDNA is undermethylated compared with
|later stages of development, and there is enriched expression
of the minor 55 rRNA genes. Similarly, demethylation of 55
rDNA by 5-azacytidine or by the ddm7 mutation enriches minor
55 rBMA gene expression. These findings suggest that the ma-
jor and minor 55 rBNA genes have different patterns of chro-
matin organization and correspondingly different patterns of
exprassion.

RESULTS

55 rDNA Methylation

In plants and mammals, DNA of heterochromatin contains a
significant amount of 5-methylcytosine (SmC), and 55 rDNA is
highly methylated in Arabidopsis (Mathieu et al., 2002b). The
methylation frequency of 53 rDNA cytosine residues was esti-
mated by DMA gel blot analysis of genomic DMA after digestion
with Hpall and quantifying the 0.5-kb band that corresponds to
monomeric units of 55 rDNA and whose intensity is inversely
proportional to the methylation frequency (Figure 14; five repe-
titions per experimental point). Hpall is inhibited by the methyl-
ation of either C in the sequence 5'-CCGG-3'. As expected, in
mature leaves of the ddm? mutant (Vongs et al., 1993) and of
wild-type plants treated with the cytosine methylation inhibitor
compound 5-azacytidine (5-azaC) (Jones, 1985; Haaf, 1995),
58 rDNA was methylated much less significantly than in leaves
of untreated wild-type plants (Mann-Whitney U test [U], 1%
level of significance). In adult wild-type plants, 55 rDNA was
methylated equally in leaves, stems, and green siliques (U,
P = 0.01). 55 rDNA was less methylated in roots and more
methylated in flowers compared with 3-week-old wild-type
leaves (U, P < 0.01). Four-day-old leaves (roots removed from
4-day-old seedlings) showed a 55 rDNA methylation level com-
parable to that of 3-week-old leaves (U, P = 0.01). However,
soon after germination (2 days), 55 rDNA methylation was re-
duced significantly relative to that in 4-day-old and 3-week-old
leaves (U, P < 0.01).

55 rRANA Amounts and 55 rRNA Heterogeneity

To investigate 55 rDMNA transcription, we performed RNA gel
blot experiments together with reverse transcriptase-mediated

(RT) PCR analysis. RNA gel blots revealed a constant 55 rRNA

amount in mature 3-week-old leaves and stems and 4-day-old
leaves (U, P > 0.01), whereas only 30% of this amount ap-
peared in 2-day-old seedlings (U, P << 0.01). Flowers, siliques,
and roots had two to three times more and seeds had six times
more 55 rBNA than was detected in leaves (U, P < 0.01). In
mature leaves of ddm7 and of 5-azaC—treated plants, the same
quantity of 55 rBNA was present as in wild-type leaves (Figure
1B} (U, P > 0.01).

To analyze the relative expression levels of the heteroge-
neous 55 rRNA species, we performed RT-PCR experiments
on total RNA samples (Table 1). For each sample, two to four
independent RMA purifications followed by RT-PCR were
pooled before sequencing. Contaminating 55 genomic rDNA
was totally removed by DNase | treatment (see Methods), Ma-
ture wild-type leaves, green siliques, flowers, and 4-day-cld leaves
contained a low proportion (~3.25%) of minor 55 rBNAs. In
mature wild-type 3-week-old leaf tissue, minor 55 rRNA genes
were repressed and heterochromatin was fully established (see
below); therefore, this stage was used as a reference. Signifi-
cantly (Fisher's exact test; see Methods), higher minor 58 rRNAs
proportions were observed in 2-day-old seedlings, in roots, and
in 5-azaC-treated and ddm7 plants (13.2 to 22.7%). In mature
seeds, 13.6% of 55 rRMNA were minor ENAs accumulated dur-
ing embryogeneasis.

These results reveal that in hypomethylated plants (5-azaC-
treated and ddm1) as well as in some tissues (roots) and soon
after germination (2 days) when 55 rDNA methylation was
lower, additional 55 rBNA genes were transcribed to produce
minor 5S rRNA species. By contrast, 4-day-old and 3-week-old
wild-type leaves, which shared equivalent 55 rRNA amounts
and 55 rDMA methylation levels, contained the same low pro-
portion of minor 55 rRNAs.

Correlation between 55 rBNA Heterogeneity, 55 rDNA
Methylation, and Plant Development

The 55 rRNA heterogeneity, 55 rDNA methylation, and 53
rBNA amount results summarized in Table 2 led us to the fol-
lowing conclusions. (1) There was no correlation between 53
rBNA amount and 55 rDNA methylation. {2) There was no cor-
relation between the 55 rBNA amount and the proportion of mi-
nor 55 rAMAs. (3) There was an inverse correlation between the
proportion of minor 58 rBNAs and the 55 rDNA methylation
level. In other words, the less the 55 rDNA was methylated, the
higher was the minor 55 rRNAs proportion, although this rela-
tionship was not strictly linear. (4) Two-day-old seedlings con-
tained a lower 55 rDNA methylation level and a higher propor-
tion of minor 55 rBNAs compared with 4-day-old or 3-week-old
leaves.

AtTFIIIA mRNA Levels Correlate with 55 rRNA Levels

Because the 55 rBNA amount was correlated neither with the
proportion of minor 55 rAMAs nor with 55 rDNA methylation,
we explored whether the 55 rDNA-specific transcription factor
AtTFINA (Mathieu et al., 2003) could act as a limiting factor for
55 rDMNA expression. This transcript cannot be detected by
RMNA gel blot analysis. Instead, AtTFIIIA mRMNA quantities were
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estimated by semiguantitative RT-PCR for the same RNA sam-
ples that were analyzed for 55 rDNA transcription, with five in-
dependent replicates of each experiment.

The results revealed a good correlation between AfTFIIA
mRMNA (Figure 1C) and overall 55 rBNA amounts (Figure 1B).
For example, siliques and seeds, which contained the highest
55 rANA amounts, also accumulated the highest amounts of
AtTFINA mRBNA. Flowers and roots contained slightly higher
AtTFIIA mRMA levels and two times more 55 rRNA than
leaves. Although in ddm? and 5-azaC-treated leaves additional
minor 55 rBMNA genes were transcribed, no significant increase
in AfTFIIA mBNA amounts was observed between these hy-
pomethylated backgrounds and wild-type leaves. This result is
in agreement with the presence of equivalent 55 rBNA gquanti-
ties in ddm7, 5-azaC-treated, and wild-type leaves (Figure 1B).
Together, these results suggest that AtTFIIIA is a limiting factor
for the transcription of 55 rBNA genes. The one exception to
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this general pattern was found in 2-day-old seedlings, which
contained similar levels of AtTFIIIA mRNA to more mature tis-
sues but which expressed only 30% as much 53 rRNA.

MNugclei of 2-Day-0ld Seedlings Contain Prechromocenters
and Reduced Amounts of Heterochromatin

A possible explanation for the reduced expression of total 55
rRMA transcripts in 2-day-old seedlings is that the appropriate
chromatin structure for optimal 55 rDMNA transcription is not
fully formed at this stage. Therefore, we used cytological meth-
ods to investigate the chromatin structure of 55 rDNA at 2
days after germination versus later stages. Four-day-old and
3-week-old leaf nuclei of ddm1 showed on average smaller chro-
mocenters (CCs), based on their 4',8-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) staining intensity, than did corresponding wild-type nu-
clei. In 2-day-old nuclei from roots as well as from cotyledons
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Figure 1. 55 rDNA Methylation, Quantitative 58 rDNA Transcription, and AfTFIIA Expression Pattern.

{A) DNA methylation of 55 rDNA. Genomic DNA was prepared from different tissues and developmental stages and from leaves of 5-azaC and ddm?1
plants, digested with Hpall, and probed by 55 rDNA on gel blots. 55 rDNA methylation was estimated by quantifying the intensity of the 0.5-kb band
(nermalized with the whole-line radioactivity), which corresponds to monameric units of 55 rDNA (arrews). Quantifications of five independent experi-
ments are presented in the histograms below the gels, and the standard deviation of the mean is indicated on each bar. WT, wild type.

(B) 55 rBNA amounts in various organs, developmental stages, and hypomethylated plants. Total RNA was hybridized using a 55 rDNA probe. BNA
quantities in each line were normalized using the 185 rRNA or a RAS-related nuclear protein (Haizel et al., 1997) probe together with the ethidium bromide
(EtBr) profile, and 55 rRNA amounts were quantified accordingly. The results of five independent experiments are represented in the corresponding
histograms, and the standard deviation of the mean is indicated on each bar. Results obtained from seeds are presented separately, because another
RNA purification method was used (see Methods). For comparison, total RNA from wild-type mature leaves also was purified using this method.

(C) Expression pattern of AfTFILA mBENA. Transcriptional analysis of AtTFIIIA was performed by semiquantitative RT-PCR. Expression of the constitu-

tive APTT gene was used to normalize the amaounts of cDNA.
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Table 1. Proportion of Minor 55 rBNAs

Mumber of
Minor 53 Percent of
rRMNA Total Minor 55 Significance
Sample Clones Clones® rBNAs Level®
Wild type
3-week-old leaf 2 103 1.9 Reference
2-day-old seedling 9 53 17 0.001"
4-day-old leaf 1 56 1.8 0.717
Seed 5] 44 13.6 D.009"
Root ¥ 53 13.2 0.008"
Silique 3 a1 59 0.203
Flower 2 58 3.4 0.456
ddm1
3-week-old leaf 12 54 222 0.00005
2-day-old seedling 11 55 20 0.0002"
5-azaC (1mM) 10 44 22.7 0.0001*"
J-week-old leaf

aTotal clones = number of minor 55 rBNA clones recovered + number
of major 55 rENA clones recoverad.

b Significance levels are as follows: *, 0.01; **, 0.001 (Fisher's exact test
[zee Methods]).

of wild-type and ddm? plantlets, the CCs were smaller than
those in corresponding 4-day-old and 3-week-old leaf nuclei
and were considered to represent prechromocenters (pre-CCs)
(Figure 2A). The heterochromatin content was quantified by
measuring the area and staining intensity of CCs/pre-CCs in re-
lation to that of the entire nucleus (Figure 2B). In agreement
with previous data (Soppe et al., 2002), a chromocenter fraction
reduced by nearly one-third compared with that of wild-type
nuclei was found in ddm1 leaf nuclei of 3-week-old plants. The
ohservation that the chromocenter fraction of wild-type and
ddm1 2-day-old nuclei amounts to approximately half of that
measured in leaf nuclei of 4-day-old and 3-week-old wild-type
plants (Figure 2B) reveals a developmental dynamic for consti-
tutive heterochromatin and suggests that CCs become fully de-

veloped at 4 days after germination in Arabidopsis leaves. Our
results also suggest that there is a comparable development of
heterochromatin in the wild type and ddm? between 2 and 4
days, although this process is less efficient in ddm1, in which
mature CCs remained smaller.

Because 2-day-old plantlets contained a lower 55 rDNA
methylation level, a lower total 55 rRNA amount, a higher minor
55 rBNA proportion, and a smaller heterochromatin fraction
comparad with 4-day-old and 3-week-old leaf nuclei, we con-
clude that there is a switch in 53 rDNA transcriptional activity
between days 2 and 4 after germination, correlating with the
establishment of mature heterochromatin.

55 rDNA “Loops” Emanate from the CCs in 3-Week-0ld but
Not in 2-Day-Old Nuclei

The smaller CCs of ddm7 3-week-old leaf nuclei were shown to
contain less DNA as a result of the dispersion of low-copy peri-
centromeric sequences away from the CCs (Soppe et al.,
2002). The higher proportion of minor 55 rRNAs and the lower
level of 558 rDNA methylation together with the smaller size of
CCs in ddm1 versus wild-type 3-week-old nuclei led us to ask
whether 5S rDNA also was dispersed away from CCs in ddm7
3-week-old plants. Fluorescent in situ hybridization (FISH) with
53 rDMA yielded signals both within and outside the CCs in ddm1
3-week-old nuclei but also, surprisingly, in wild-type 3-week-
old nuclei (Figures 3A and 3B). Counting of 55 rDMA signals at
CCs versus signals outside CCs indicated that loop-forming 55
rDNA signals were significantly (x2 test, P < 1%) more frequent
in ddm1 (n = 54 nuclei) than in the wild type (n = 58 nuclei) (ra-
tio of nonloop to loop 55 rDNA signals = 1:3.1 and 1:1.8, re-
spectively). Such loops could be cbserved for CC4 (chro-
mocenter 4), identified by the presence of both 55 rDNA and
455 rDMA signals, as well as for other 55 rDNA-bearing CCs,
such as CC3 and CC5, that could not be discriminated cytolog-
ically.

In nuclei of wild-type and ddm1 2-day-old plantlets, the 55
rDMNA probe hybridized only to the heterochromatic pre-CCs
(Figure 3C). The absence of loop-forming signals suggests that

Table 2. Relative 55 rRNA Amounts, Proportions of Minor 55 rRNAs, and Levels of 55 rDNA Methylation

Wild Type ddm1
Feature Root 2d» 4d® Leaf® Stem Flower  Silique Seed 2d» 3w 5-azaC®
Relative 58 rRNA amount 2.3 0.3 1.1 1 1.1 2 3.1f 6.3 nds? 1.1 1.1
Minor 55 rBNAs (%) 32h 17 1.8 19 nd 3.4 5.9 13.6" 200 2z22h 2270
Relative 55 rDNA methylation (%) 44.4! 59.5'  89.3 100 88.5 125.5! 103.9 nd 11! 1.8' g!

*Two days after germination.

b Four days after germination.

¢ Three-week-old leaf, used as a reference in the table.
4Three-week-old leaf.

&5-Azacytidine-treated (1 mM) 3-week-old leaf.

fSignificantly different from reference by Mann-Whitney U test (1% level of significance).

and, not determined.
h Significantly different from reference by Fisher's exact test (see Table 1).
{Compared with 3-week-old leaf; see Methods for calculation.
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Figure 2. Nuclei from 2-Day-Old Postgermination Seedlings Contain
Less Heterachromatin Than Nuclel from Leaves of 4-Day-Old and
3-Week-0ld Plants.

(A) Representative DAPI-stained leaf nuclei from 2-day-old seedlings
and 4-day-old seedlings and leaves of 3-week-old wild-type (WT) and
ddm1 plants. ddm? leaf nuclei of 3-week-old plants contain smaller
chromocentars than corresponding wild-type nuclei. In nuclei from
2-day-old seedlings, small, weakly stained prechromocenters are visible
(arrows). Bars = 5 pm.

(B) Chromocenter fractions of 2-day-old, 4-day-old, and 3-week-old nu-
clei of Arabidopsis wild type and ddm1. Percentages are derived from
measurements of 60 to 68 nuclei each, and the standard error of the
mean is indicated on each bar. In the wild type and ddm7, 4-day-old
and 3-week-old nuclei have equivalent chromocenter fractions (P =
0.05), whereas the chromocenter fraction of 2-day-old nuclei is signifi-
cantly different (P < 0.05). All ddm7 values are significantly different
from wild-type values (P < 0.05) except for those from wild-type 2-day-
old versus ddm1 2-day-old plants (P > 0.05).
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no significant part of 55 rDNA disperses away from heterochro-
matin in these nuclei. This observation is consistent with the
view that 55 rDNA expression was reduced in 2-day-old plant-
lets because the appropriate chromatin structure had not yet
formed.

H3K9 Acetylation and H3K4 Methylation Are Not Detectable
at 2-Day Pre-CCs

Histone H3 acetylated at Lys-9 (H3AcK9) and H3mK4 are two
histone modifications often associated with transcriptionally
active chromatin. Immunolabeling of 2-day-old and 3-week-old
nuclei from wild-type and ddm7 plants using antibodies recog-
nizing specifically H3AcK9 or H3mK4 revealed no signals at
CCs/pre-CCs (Figures 4A and 4B). The size of the area free of
signals correlated with the size of CCs and pre-CCs. The re-
maining chromatin, which likely includes the 55 rDMNA loops in
3-week-old leaf nuclei, revealed consistently stronger H3AcK9
and H3mK4 signals. In nuclei of 2-day-old wild-type and ddm1
plantlets, although the heterochromatin was not fully developed
(as shown above), the labeling pattem indicated that in both
cases pre-CCs were less acetylated at H3K9 and less methyl-
ated at H3K4 than was euchromatin, as were the larger CCs of
mature leaves.

H3mK9 Is Present at Pre-CCs on 2-Day-0ld Nuclei but
Reduced at 55 rDNA Loops in 3-Week-0ld Leaf Nuclei

Strong methylation of H3K2 has been found to be a typical
feature of wild-type heterochromatin (see Introduction). At 3
weeks old, immunosignals obtained with antibodies directed
against dimethylated K2 of H3 were clustered at the CCs (Fig-
ure 4C), whereas the area and intensity of signals were reduced
strongly in ddm71 CCs (Soppe et al., 2002) compared with the
wild type. 55 rDMA loops were not labeled or were less labeled
with H3mK9, suggesting a euchromatic structure (Figure 4D).
At 2 days old, both wild-type and ddm7 nuclei pre-CCs re-
vealed heterochromatic features such as H3mK@ and the ab-
sence of both H3mK4 and H3AcK? (Figures 4A to 4C). At this
stage, 53 rDMNA did not form loops and largely colocalized with
the heterochromatic pre-CCs. This chromatin organization may
underlie the less efficient 55 rRBNA transcription observed in
2-day-old plantlets (Figure 1B).

Small 2-Day-0Old Pre-CCs Are Already DNA Methylated

We compared the distribution patterns of methylated DNA in
2-day-old and 3-week-old nuclei of both wild-type and ddm1
plants using antibodies against 5mC. Wild-type 3-week-old nu-
clei showed strong signals, especially at CCs, whereas in ddm1
3-week-old nuclei, the immunosignals were dispersed and not
clustered at CCs, as observed previously (Soppe et al., 2002).
In 2-day-old nuclei of wild-type and ddm? plantlets, the immu-
nosignals were distributed nearly uniformly and not restricted
to pre-CCs (Figure 5). Although DNA methylation was present
at 2 days after germination, pre-CCs were not fully developed
and were smaller than those in adult leaves.
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Figure 3. 55 rDNA Loops Emanate from Chromocenters in Nuclei of
3-Week-Old Plants.

FISH with a 55 rDMA probe (green) on 3-week-old (A) and 2-day-old (C)
nuclei from wild-type (WT) and ddm7 plants (loops indicated by arrows
in [A]). (B) shows an enlargement of a wild-type nucleus (inset) from a
J-week-old plant with 55 rDNA loops (interrupted white lines) emanating
from a chromocenter (circled). Parts of the 55 rDNA signal are located in
the heterochromatic chromocenter (small arrow), and other parts form
loops within euchromatin (large arrow). In 2-cay-old postgermination
seedling nuclei (C), 55 rDNA is located at prechromocenters (arrows).
Counterstaining with DAPI (left in [A] and [C]), FISH with the 55 rDNA
probe (middle in [A] and [C]), and the merge of both ([B] and right in [A]
and [C]) are shown. Bars = 5 pm.

Transcribed 55 rDNA Loci Are Less Associated with
H3mK9 in ddm1 Nuclei

The hypomethylation of 55 rDNA in the ddm1 background
(Figure 1A) was correlated with an increased proportion of mi-
nor 55 rBNAs (Table 1), indicating the transcription of addi-
tional 55 rBNA genes. It was shown previously that in ddm?
heterochromatin, DNA methylation is reduced strongly and
H3mK9 is replaced by H3mK4. This pattern has been ob-
served at reactivated genes and transposons (Gendrel et al.,
2002; Johnson et al., 2002) and for regions that are dispersed
from CCs (Soppe et al., 2002). We analyzed histone H3 meth-
ylation pattems of 53 rDNA from wild-type and ddm71 mature
plants by ChIP using antibodies raised against H2Z dimeth-
ylated at K9 and H3 dimethylated at K4 peptides. To validate
the immunoprecipitation step, four different controls were
used: the phosphofructokinase p-subunit gene (At4g04040),
the Cinful-like retrotransposon (T5L23.29), the ACTIN gene,
and the Ta2 transposon. Because our ChIP-PCRs yielded the
previously described patterns for all four sequences (Gendrel
et al., 2002; Johnson et al., 2002), we used the immunopre-
cipitations for subsequent 55 rDNA-specific PCR procedures.

In wild-type plants, 55 rDNA was associated mostly with
H3mK9, whereas a smaller fraction was associated with
H3mK4 (Figure 8). In ddm1, a shift in the pattern of histone
methylation was observed, with a decreased association with
H3mKS and an increased association with H3mK4 compared
with the wild type. We then investigated whether changes in
histone H3 methylation were distributed equally through the
55 rDMA regions, with the potential to be transcribed on chro-
mosome 4 and the large locus of chromosome 5 versus non-
transcribed regions on chromosome 3. For this purpose, ChIP
PCR products from three independent ChIP experiments were
sequenced and assigned to the corresponding 55 rDNA loci
through the T-stretch signature present downstream of the
transcribed region (Table 3) (Cloix et al., 2002). This analysis
revealed that 55 rBNA genes from transcribed loci were sig-
nificantly (£ test, P = 0.05) more associated with H3mK9 in
the wild type (89.7%) than in ddm? (70.8%). By contrast,
H3mK4 ChIP-PCR results showed that 55 rDNA from these
loci was significantly (£ test, P = 0.05) more associated with
H3mK4 in ddm1 (82.5%) than in the wild type (80%). These
results indicate that in ddm7, more 55 rBNA genes from tran-
scribed loci acquire euchromatin features, in agreement with
the presence of larger/more euchromatic 55 rDNA loops in
ddm1. Thus, in ddm1, additional minor 55 rBNA genes, usu-
ally present in heterochromatin in the wild type, likely become
integrated in the euchromatic 55 rDNA loops that provide a
permissive context for transcription.

A higher proportion of 55 rDNA sequences from the units on
chromosome 3 were recovered by H3mKS ChIP in the ddm?
versus the wild-type background. Reciprocally, a higher pro-
portion of 53 rDMNA sequences from chromosome 3 were re-
covered by H3mK4 ChIP in the wild-type versus the ddm?
background. Because 55 rDMNA loci from chromosome 3 are
not transcribed in vivo because of the presence of numerous
mutations (Cloix et al., 2002), the ChIP results for this locus
cannot be correlated with 55 rDNA expression.
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DISCUSSION becomes fully egtablished betwgen days 2 and 4Iafter germinq-

tion, accompanied by changes in DNA methylation, chromatin
In this study, we report that 55 rBNA genes undergo changes organization, and 55 rDNA transcription. At 2 days after germi-
in chromatin organization and transcription during leaf develop- nation, the heterochromatin fraction is composed of less-con-
ment. In leaves, heterochromatin formation at chromocenters densed pre-CCs that are much smaller than the CCs observed

H3AcKa WT 3 woeks HimKg

WT 2 days

ddm{ 2 days ddm1 2 days

WT 3 wooks HImK4

Figure 4. Chromatin Modifications in Nuclei of 2-Day-Old and 3-Week-Old Seedlings and at 55 rDNA Loops.

(A) Histone H3K® acetylation (green). As in leaf nuclei of 3-week-old plants, heterochromatin of 2-day-old nuclei from both the wild type (WT) and
ddm1 were unlabeled by the H3AcKS antibody.

(B) Histone H3K4 dimethylation (red). As for H3AcKS, heterochromatin of nuclei from 2-day-old seedlings of the wild type and ddm?7 remained unla-
beled, whereas euchromatin showed strong labeling intensity.

(C) Histane H3Ka dimethylation (red). In 2-day-old nuclei from both the wild type and ddm7 as well as in 3-week-old nuclei, HAmK3 immunosignals
localized preferentially to heterochromatin.

In (A} to (C), DAPI staining (left), immunosignals (middle), and the merge of both {right) are shown. Arrows indicate prechromocenters. Bars = 5 pm.
(D) 55 rDNA loops are devoid of H3K2 dimethylation. H3mK2 labeling of a 3-week-old wild-type nucleus shows strong immunaosignals on chro-
mocenters. A merge of the H3mKS immunosignal (red) and the 55 rDNA FISH signal {green) is shown. The enlargement of a 55 rDNA loop reveals that
euchromatic 55 rDNA loops are weakly associated or not associated with dimethylated H3K9 (small arrows), whereas heterochromatic 55 rDNA that
associated with dimethylated H3K9 (large arow) appears yellow (resulting from the superposition of green and red signals). Bar = 5 um.
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WT 3 weeks

ddm1 2 days

‘%

Figure 5. DNA Methylation Pattern in 2-Day-Old Nuclei.

Immunosignals for S-methylcytosine (SmC; green) are strongly clustered
at chromocenters in wild-type (WT) 3-wesk-old nuclei (top), whereas in
ddm1 3-week-old nuclei, the immunaosignal is dispersed and no longer
clustered at chromocenters (not shown; see Soppe et al., 2002). In
2-day-old nuclei from the wild type and ddm1, the immunosignals were
not clustered at prechromocenters. DAPI staining {left) and immunosig-
nals (right) are shown. Arrows indicate prechromocenters. Bars = 5 pm.

in 4-day-old and 3-week-old leaf nuclei (Figure 2). This result
provides evidence that the appearance of constitutive hetero-
chromatin is dynamic during leaf development in Arabidopsis.
Interestingly, there also is a correlation between the formation
of pericentric heterochromatin and cell differentiation during
mammalian early development (Cammas et al., 2002;
Rangasamy et al., 2003).

The chromatin organization of 55 rDNA in 2-day-old nuclei (in
roots as well as in cotyledons) is different from that in 3-week-
old leaves. 55 rDNA loops are not present and 55 rDNA is un-
dermethylated compared with later stages of development. At
2 days old, major and minor 55 rRNA genes, both located in
pre-CCs, are transcribed but produce only 30% as much total
rRMA as is detected in mature wild-type leaves. From 4 days
on, mostly major 55 rRNA is recovered from leaf nuclei. In adult
plant leaf nuclei, the 55 rDMA is found both in condensed CCs
and in loops that extend outward from the CCs. The loops
show the same H3mK4 and H3AcK? immunosignals compared
with the surrounding euchromatin and no enrichment for 5mC
or H3mK9 immunosignals, suggesting that they represent the
transcribed fraction of 55 rRBNA genes. The silent 55 rDNA pre-
sumably resides in condensed CCs. In support of this view, we
reported previously that a small proportion of 55 rDNA units
have reduced DNA methylation levels (Mathieu et al., 2002b).

These hypomethylated units could correspond to 55 rBNA
gene located in the loops. We also reported previously that the
in vitro transcription of a naked 5S rBMNA gene is not impaired
by DNA methylation (Mathieu et al., 2002b). Similarly, Santoro
and Grummt (2001) reported that the DNA methylation-medi-
ated transcriptional repression of mouse rDNA is efficient on
chromatin but not on naked DNA templates. These findings
suggest the requirement for a specific chromatin state associ-
ated with DNA methylation for the repression of a subset of 58
rBMNA genes. Therefore, we propose that between 2 and 4
days after germination, changes in chromatin organization cause
major 55 rRNA genes to be incorporated preferentially in 55
rDMA loops and transcribed and cause minor genes to become
condensed and repressed.

Demethylation of 55 rDNA by 5-azaC or by the ddm1 muta-
tion enriches minor 55 rBMNA genes expression. The ddm1 mu-
tation is known to cause a striking decondensation of CCs
(Probst et al., 2003). Like other sequences usually located in-
side CCs (Soppe et al, 2002), a fraction of 55 rDNA is dis-
persed from CCs, yielding larger 55 rDNA loops than in wild-
type nuclei. Because the expression of minor 55 rBNAs is
increased in ddm? leaves, the minor 55 rRNA genes presum-
ably are included in the larger loops. Consistent with this view,
the ChIP data for the transcribed 55 rDMNA blocks on chromo-
somes 4 and 5 show an increased association with H3mK4 and
a decreased association with H3mK9 in ddm? versus the wild
type. The ChIP results for the nontranscribed 53 rDNA units on
chromosome 3 present the inverse pattern. A possible explana-

IP H3mK4
WT ddm

H3mKS no AB
WT ddm1 WT ddm1

WT ddm1

5S rDNA

PFK fi-subunit
(AT4G04040)

Actin

Retrotransposon
(T5L23.29)

Ta2

Figure 6. ChIP Analysis of 55 rRNA Genes.

ChIP assays performed on mature plantlets from both wild-type (WT)
and ddm1 plants to analyze the H3K4 or H3KS dimethylation state of 55
rRBMA genes (top gel). A representative image from three independent
ChIP experiments is shown. In the wild type, the 5S rDNA is much more
associated with H3mK$ than with H3mK4. The association of 5S rDNA
with H3mK® decreases dramatically in ddm? compared with the wild
type, whereas the association with H3mK4 increases. The phosphofruc-
tokinase (PFK) B-subunit gene (Atdg04040), the Cinful-like retrotranspo-
son (T51.23.29), the ACTIN gene, and the Ta2 transposon were used as
controls with known H3mK4 and H3mK9 patterns. In each case, total
chromatin extract (input; IP) and no antibody-precipitated extracts (no
AB) are presented.
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Table 3. Histone H3 Dimethylation Patterm on 55 rDNA Laci in
Wild-Type and ddm1 Backgrounds

H3mK4 H3mKs
55 rDNA loci Wild type ddm?1  Wild type ddm?
Chromosome 3 40% 17.5% 10.3%  29.2%
{not transcribed)
Chromosomes 4 and 5 60% 825% 89.7% 70.8%
(transcribed)
Total 100% 100% 100% 100%
Number of clones sequenced 40 57 58 48

tion for this pattern is that the histone methylation marks on the
nontranscribed loci do not actually vary between ddm? and the
wild type, but the relative proportions of these loci recovered
by ChIP is altered by changes in the recovery of the chromo-
some 4 and 5 loci. This view is supported by the data of
Johnson et al. (2002), who found that in various DNA methyla-
tion mutants, nontranscribed sequences retained H3K9 methyl-
ation.

53 rDNA transcription revealed quantitative and qualitative
differences between organs and developmental stages. The
proportion of minor 55 rBNAs showed a negative correlation
with DMNA methylation but no correlation with the overall 55
rBNA transcript level (Figure 1, Table 1). Instead, the overall
level of 55 rBNA transcripts correlated with AtTFIIIA amounts.
Because of the unavailability of an AtTFlllA-specific antibody,
we monitored AtTFIIA mBMNA accumulation by semiguantita-
tive RT-PCR and found a good correlation between AtTFIIA
mRMNA and 55 rRNA amounts. Although hypomethylated ddm1
and 5-azaC-treated adult plants transcribe additional minor 55
rBNA genes, they contain the same total quantity of 55 rRNA
as untreated wild-type plants. This finding supports the idea
that AtTFIIIA is a limiting factor for 53 rDNA transcription.

In conclusion, we have shown that during heterochromatin
establishment in Arabidopsis, variations in epigenetic marks at
the level of DNA methylation and histone modifications ac-
company 53 rDNA chromatin organization, resulting in the
transcriptional repression of minor 55 rBNA genes. In ddm7,
heterochromatin does not undergo complete development,
yielding smaller mature CCs and resulting in the derepression
of minor 55 rRNA gene transcription.

METHODS

Plant Materials

Arabidopsis thaliana wild-type and ddm1 plants were from the Columbia
ecotype. Wild-type seeds (Col-4) were obtained from the ABRC (stock
number C5933; Ohio State University, Columbus), and Eric J. Richards
{(Washington University, St. Louis, MO) provided the seed stock for the
ddm1 mutant. Seeds were grown on a germination medium (MS Salt
[Sigma] supplemented with 3% sucrose and 0.8% bacto-agar) for 3
weeks in a growth chamber using a 16-h-light (120 pmol-m=%-5-1/8-h-
dark regime at 23°C. 5-Azacytidine (5-azaC) treatments were performed
as described previously (Mathieu et al., 2002b). To obtain postgermina-
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tion plantlets, seeds were garminated in water in a growth chamber (16 h
of light/d h of dark) and collected directly at 2 days after germination or
transferred on germination medium and collected at 4 days after germi-
nation. Roots were removed from 4-day-old plantlets.

Nucleic Acids Isolation and Gel Blot Analysis

Total genomic DNA was isolated from different tissues of 2-day-old and
4-day-old plantlets using the DNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA). Geno-
mic DNA (500 ng) was digested with 20 units of restriction enzyme in the
recommended buffer (New Enagland Biolabs, Beverly, MA). Digested
DMA was electrophoresed on 0.8% agarose gels overnight, depurinated
in 0.25 N HCI, and capillary blotted onto Hybond-N* membranes (Amer-
sham).

Total RNA was extracted according to Logemann et al, (1987) with mi-
nor modifications (Mathieu et al., 2002b). For seeds, total RNA was puri-
fied according to Vicient and Delseny (1999). For RMA gel blot analysis,
500 ng of total RNA per lane was fractionated on 1% agarose/1.9%
formaldehyde gels and capillary blotted onte Hybond-N membranes
(Amersham).

DNA probes were labeled with «-*P-dCTP using a random hexamer
priming method (Megaprime DNA labeling system: Amersham). For
quantification of the 0.5-kb band intensity, the 0.5-kb band radioactivity
{which corresponds to monomeric units of 55 rDNA) was normalized
with the whole-line radioactivity (Figure 1A). For the calculation of rela-
tive 55 rDNA methylation indicated in Table 2, the ratio obtained in
3-week-old wild-type leaves (used as reference) was divided by the ratio
abtained for each sample tested and expressed as a percentage. Quan-
tifications were performed on a phosphorimager (Molecular Imager FX;
Bio-Rad).

Reverse Transcription PCR and Sequencing

Total RMA was isolated as described above, and contaminating genomic
DMA was removed by DNase | treatment (Roche, Meylan, France) fol-
lowed by phenol:ichloroformiisoamyl alcohol (25:24:1) extraction. Re-
verse transcription reactions were performed in 20 L with 1 pg of total
RMA using 1 pl of Expand reverse transcriptase (Roche) and 2 pl of
hexanucleotide mix (for 55 rRMNA reverse transcription; Roche) or 25 to
50 pmol of the AfTFIllA-specific primer AfTFIAZ (5"-CTAGCAAGT-
TTCGTGTTCTTCTG-2") plus 25 to 50 pmoel of the apt2 primer (5"-CCT-
TTCCCTTAAGCTCTG-3'), according to the manufacturer’s instructions
(Roche). Complete removal of the 55 genomic rDMA in the reverse-tran-
scribed samples was controlled by verifying that a PCR step (40 cycles)
usging primers located in the nontranscribed spacer region of the 55
rRNA genes (5Sunivi, 5-CTTTTCGGGCNTTTTNGTG-3"; 5Suniv2,
5'-CGAAAAGGTATCACATGCC-3) yielded no amplification.

53 cDMNA amplification was performed on 50 ng of the cDNA samples
using the primers RTPCRSS1 (5'-GGATGCGATCATACCAG-3') and
RTPCRS552 (5'-GAGGGATGCAMCACSAG-3') amplifying the entire tran-
scribed region of the 55 rBNA genes. For AfTFIIIA cDNA amplification,
PCR was performed on 350 ng of the cDNA samples with the prim-
ers A{TFIIAY (5'-CTTACACATAAAGGGAAGCTC-3") and AITFIIAS (5=
CCGTAGATGTCTCTTGATG-3") spanning the third intron. As an internal
control, the APT1 cDMA encading the adenine phosphoribosyl trans-
ferase (Moffatt et al., 1994) was amplified from 150 ng of the cDNA sam-
ples with the primers apt1 (5'-TCCCAGAATCGCTAAGATTGC-3") and
apt2 spanning the fourth intron. PCR conditions were as follows: 4 min at
94°C, 20 (APT1) or 30 (AfTFIIA) cycles of 45 s at 94°C, 1 min at 54°C
(AtTFINA) or 52°C (APT), and 90 s at 72°C, and 10 min at 72°C. PCR
conditions for 55 cDNAs were 4 min at 84°C, 35 cycles of 45 s at 94°C,
45 s at 50°C, and 45 s at 72°C, and 5 min at 72°C.
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Statistics

Mineor 53 rBNA frequencies were compared with Fisher's exact test for a
2 % 2 contingency table (van Tassel, 1981). The probabilities were calcu-
lated from a one-tailed test. Statistical analyses of 55 rDMNA methylation
and 55 rBMNA amounts were performed using the nonparametric Mann-
Whitney U test with mean values comparison.

Cytogenetics

For heterochromatin quantification and fluorescent in situ hybridization
(FISH) with 55 rDNA and 453 rDNA probes, ethanol:acetic acid (3:1) fix-
ation was used. Forimmunodetection of modified histones (coupled with
55 rDNA FISH), the tissue was fixed in 4% paraformaldehyde in Tris
buffer (10 mM Tris, 10 mM Na,EDTA, and 100 mM Triton X-100, pH 7.5).
Muclear suspensions were produced as described (Jasencakova et al.,
2000, 2001). Nuclei were stained with 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

(DAPI).

FISH

The following probes were used: Arabidopsis BAC T15P10 (AF187571)
containing 455 rDNA repeats labeled with biotin-18-dUTP using the nick
translation kit (Roche), and 55 rDNA labeled with digoxigenin-11-dUTP
by PCR using gene-specific primers. FISH experiments were performed
according to Schubert et al. (2001). When the digoxigenin-labeled 55
rDNA probe was used alone, mouse anti-digoxigenin (1:250; Roche)
followed by goat anti-mouse antibody conjugated with biotin (1:500;
Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) and avidin conjugated with
Texas Red (1:1000; Vector Laboratories, Burlingame, CA) were used for
the detection. When digoxigenin-labeled 55 rDNA and biclabeled 455
rDNA were used together, avidin conjugated with Texas Red (1:1000;
Vector Laboratories) followed by goat anti-avidin conjugated with biotin
(1:200; Vector Laboratories) and avidin-Texas Red (1:1000) were used
for the detection of the bictin-labeled probe, and sheep anti-digoxigenin
fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:20; Roche) followed by rabbit anti-
sheep FITC (1:100; Jackson ImmunoResearch) were used for the detec-
tion of the digoxigenin-labeled probe.

Histone and 5-Methylcytosine Immunodetection

The following primary antibodies were used: anti-acetyl-histone H3
({Lys-9), anti-dimethyl-histone H3 (Lys-4), and anti-dimethyl-histone H3
{Lys-9) {1:100; all from Upstate Biotechnology, Lake Placid, MNY). The
immunolabeling procedure for histones was as described (Jasencakova
et al., 2000, 2001). After postfixation in 4% paraformaldehyde/PBS,
washes in PBS, and blocking at 37°C, the slides were exposed to pri-
mary antiserum ovemight at 4°C. After washes in PBS, incubation with
the secondary antibody anti-rabbit FITC (1:80; Sigma) or anti-rabbit
rhodamine (1:100; Jackson ImmunoResearch) was performed at 37°C.

For the combined detection of H3-dimethylKS and 55 rDNA, immu-
nodetection of histones was performed first. After evaluation and im-
age capture, the slides were processed for subsequent FISH as de-
scribed previously (Jasencakova et al., 2000, 2001). The detection of
5-methylcytosine was performed using a monoclonal  antibody
against 5-methyleytidine (1:100; Eurogentec, Seraing, Belgium) in
100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, and 0.5% blocking reagent
(Roche), followed by rabbit anti-mouse FITC (1:1000; Sigma) and
goat anti-rabbit Alexa-488 (1:200; Molecular Probes, Eugene, OR).
The nuclei were counterstained with DAPI (2 pg/mL in Vectashield;
Vector Laboratories).

Microscopy and Image Processing

For microscopic analysis, a Zeiss Axiophot 2 epifluorescence micro-
scope (Jena, Germany) equipped with a cooled charge-coupled device
camera (Photometrics, Tucson, AZ) was used. Fluorescence images
were captured for each fluorochrome separately through the appropriate
excitation filters, The images were pseudocolored, merged, and pro-
cessed using Adobe Photoshop (Adobe Systems, Mountain View, CA).

Measuring of Chromocenter Fractions

Digital images in gray scale were analyzed with the freeware program
NIH Image 1.62. Special macros were written to measure the size and
average staining intensity of nuclei and chromocenters. The chro-
mocenter value was divided by the whole-nucleus value and yielded the
chromaocenter fraction.

Chromatin Imr precipitation Assay

Two-week-old plants (wild type and ddm1) were harvested and im-
mersed in 1% formaldehyde under vacuum for 15 min. Chromatin immu-
noprecipitation (ChiP) was performed as described (Gendrel et al., 2002;
Johnson et al.,, 2002) using anti-dimethyl-histone H3 (Lys-4) or anti-
dimethyl-histone H3 (Lys-9) antibodies (07-030 or 07-212, respectively;
Upstate Biotechnology). Each of the immunoprecipitations was per-
formed three independent times.

For ChIP-PCR, the primer pairs used were as follows: for 55 rDNA,
RTPCRS551 (5'-GGATGCGATCATACCAG-1") and 5Sunivz; for the phos-
phofructokinase B-subunit gene (At4g04040), T24H24.15F (5'-GCCACG-
AAAACCAAACAGAC-Y) and T24H24.15R (5'-CCGGAATTTCGATCA-
ATCCT-3"); for the Cinful-like retrotransposon (T5L23.29), Tal23.29F
(5'-CTCGATGTCGTATTCGCTGA-3") and T5L23.29R (5'-GCAACCTAT-
CAACGCTTCGT-3'); for the ACTIN gene, Actin2/7-F (5'-CGTTTC-
GCTTTCCTTAGTGTTAGCT-3') and Actin2/7T-R  (5"-AGCGAACGG-
ATCTAGAGACTCACCTTG-3'); and for the Ta2 transposon, Ta2-F
(5'-AMACGATGCGTTGGGATAGGTC-3") and Ta2-R (5'-ATACTCTCC-
ACTTCCCGTTTTTCTTTTTA-3"). PCR was performed on 5 pL of a 1:10
dilution of ChIP samples (Atdg04040, T5L23.29, ACTIN, and Ta2) or 2 pL
of a 1:100 dilution (55 DNA) in a final volume of 25 L. PCR conditions
were as follows: 5 min at 95°C, 25 (55 rDNA) or 30 cycles (Atd4g04040,
ToL23.29, ACTIN, and Ta2) of 45 s at 94°C, 1 min at 54°C (55 rDNA) or
60°C (At4g04040, T5L23.29, ACTIN, and Ta2), and 30 s (55 rDNA) or 1
min (At4g04040, T5L23.29, ACTIN, and Ta2) at 72°C, and 5 min at 72°C.

Upon request, materials integral to the findings presented in this publica-
tion will be made available in a timaly manner to all investigators on similar
terms for noncommercial research purposes. To obtain matenials, please
contact Sylvette Tourmente, sylvette. tourmente@univ-bpclermont fr.
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L’article n°2 nous a permis de montrer I’implication de la méthylation ADN dans le
contréle de « silencing » des genes d’ARNr 5S, notamment par I’étude du mutant ddml.
Toutefois, la mutation de DDM1 a des effets pléiotropiques sur I’organisation de la
chromatine et sur différentes marques épigénétiques. Afin d’affiner notre compréhension
des mécanismes épigéneétiques régulant I’expression des genes d’ARNr 5S, nous avons
choisi de mener une étude dans des plantes mutantes pour les ADN méthyltransférases
MET1 et/ou CMT3. De plus, nous avons inclus une étude de I’expression des génes d’ ADNr
5S dans des plantes mutantes pour la protéine MOM1. MOML1 est une protéine appartenant
a un mécanisme de « silencing » indépendant de la méthylation ADN (Amedeo et al., 2000;
Mittelsten Scheid et al., 2002; Probst et al., 2003; Steimer et al., 2000). Il nous paraissait
intéressant de savoir si MOML participe au « silencing » des génes d’ARNr 5S puisque la
seule cible endogene de MOML identifiée jusque la sont les séquences TSI.

Nous avons pu montrer que les génes d’ARNr 5S sont soumis a une voie de
«silencing » dépendante de la methylation ADN (la méthylation CG ayant un role
majoritaire dans ce «silencing »), et a une voie de «silencing » indépendante de la
méthylation ADN impliquant MOML. De plus, nous montrons que la mutation de MOM1
induit une levée de «silencing » sans affecter la méthylation ADN, et également sans
affecter differentes méthylations de I’histone H3 portées par les genes d’ADNr 5S. MOM1
agit donc indépendamment de la méthylation ADN et de la méthylation histone. Nous avons
étendu notre étude a d’autres séquences localisées au niveau des chromocentres, ainsi qu’a
différents éléments transposables. Nos résultats démontrent que MOML cible les séquences
hétérochromatiques méthylees hautement répétées (ADNr 5S, répetitions 106B, et
répétitions centromériques 180 pb), et n’agit pas sur la répression des éléments
transposables, quelque soit leur localisation génomique. Les éléments transposables
semblent étre ciblés uniquement par la voie de « silencing » dépendante de la méthylation,

avec MET1 comme acteur principal.
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Abstract

The heterochromatic regions around centromeres of animal and plant chromosomes are
composed of tandem repetitive sequences, interspersed with transposons and transposon-
derivatives. These sequences are largely transcriptionally silent, highly methylated and
associated with specifically modified histones. Although embedded in heterochromatin,
Arabidopsis 5S rRNA genes are among the most highly transcribed genes. However, some
5S genes are silenced and we show here that this silencing can be suppressed by a reduction
in CG methylation. Importantly, we show that mutation of MOML1 releases 5S repeat-
silencing independently of chromatin properties as illustrated by the absence of detectable
alteration of DNA and histone H3 methylation patterns. MOML1 prevents also transcription
of 180-bp satellite repeats and 106B dispersed repeats but not of transposons. Our results
provide evidence that transcription of densely methylated and highly repetitive
heterochromatic sequences is controlled by two distinct epigenetic silencing pathways, one

dependent on, and one independent of DNA methylation.

Introduction

Except for the nucleolus organizing regions, the heterochromatin of Arabidopsis is clustered
around centromeres in strongly DAPI-stained chromocenters and predominantly composed
of tandem repeat arrays interspersed with transposable elements and their truncated
derivatives. The sequences of these chromocenters are mostly transcriptionally silent and
distinct patterns of covalent modifications affecting both DNA and histone proteins are
associated with this repressive chromatin environment (reviewed in Fuchs et al., 2006).

In plants, DNA methylation patterns at CG sites are maintained by the mammalian
Dnmtl-orthologue MET1 (METHYLTRANSFERASEL1), while CMT3
(CHROMOMETHYLASE3) is the major methyltransferase that maintains non-CG
methylation at transposable elements and centromeric repeats (Bartee et al., 2001; Finnegan
and Kovac, 2000; Lindroth et al., 2001; Lippman et al., 2003; Tompa et al., 2002; Tran et
al., 2005). Plants deficient in MET1 and CMT3 show a release of silencing from loci located
in chromocenters (Johnson et al., 2002; Lippman et al., 2003; May et al., 2005; Steimer et
al., 2000). Mutation of DDM1 (DECREASE IN DNA METHYLATIONL1), a putative
SWI/SNF2-like chromatin-remodeling factor, also causes reduced DNA methylation and
release of silencing at chromocenter sequences (Hirochika et al., 2000; Johnson et al., 2002;
Lippman et al., 2003; May et al., 2005; Singer et al., 2001; Steimer et al., 2000). Previous

studies have identified MOM1 (Morpheus’ Moleculel) as a component of a silencing
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mechanism independent of DNA methylation marks (Amedeo et al., 2000; Mittelsten Scheid
et al., 2002; Probst et al., 2003; Steimer et al., 2000). In contrast to ddm1, mom1 releases
silencing of TSI (Transcriptionally Silent Information) repeats at chromocenters without
altering their DNA methylation status (Steimer et al., 2000). No endogenous targets of
MOM1 other than TSI have thus far been identified.

The tandemly-repeated 5S rRNA genes are exceptional chromocenter sequences due
to their high transcriptional activity and understanding regulation of 5S gene expression in
its heterochromatic environment is of particular interest. Although the majority of 5S genes
are actively transcribed, some 5S genes are silenced in wild-type (WT) plants (Mathieu et
al., 2003). We show here that silencing of 5S repeats is controlled by DNA methylation-
dependent and by MOM1-mediated, DNA methylation-independent mechanisms. The same
is true for the centromeric 180-bp satellite and 106B repeats but not for transposable
elements, which seem not to be targeted by MOML, irrespective of element type and
genomic position. In conclusion, our results show that the MOM1-mediated, DNA

methylation-independent pathway, contributes to silencing of highly repetitive sequences.

Results and Discussion

We previously described the existence of 5S genes that are silenced in WT plants that we
named minor 5S genes (Mathieu et al., 2003). Mutations in DDM1 release silencing of
these, producing transcripts differing from the major 5S rRNA sequence by one or two base
substitutions (Mathieu et al., 2003). However, because of the indirect effect of ddml on
DNA methylation, it remains unclear whether ddml-induced release of silencing is mediated
by loss of DNA methylation or by accompanying changes in chromatin structure. Here we
directly investigated 5S gene silencing in plants carrying mutations in the DNA
methyltransferases MET1 and CMT3.

In order to rapidly detect the release of 5S repeat silencing, we designed 5S-specific
primer pairs that cover the entire 5S repeat sequence and used these in RT-PCR
experiments. One primer pair detected low levels of 5S transcripts of 140 and 210
nucleotides (nt) in WT Columbia plants (Fig 1A and B). Both 5S transcripts accumulated to
a higher level in ddm1 than in WT plants and were named 5S-140 and 5S-210, respectively.
In WT plants of Landsberg erecta and Zirich ecotypes, only 55-210 transcripts accumulated
at low levels, showing that the presence of 5S-140 transcripts is polymorphic between
Arabidopsis ecotypes (Fig 1B). Sequencing of RT-PCR products from WT Columbia and

ddml plants revealed that the 5S-210 transcripts only originate from the transcriptionally
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active 5S-repeat clusters located on chromosomes 4 and 5 (Supplementary Fig 1).
Importantly, similar to minor 5S rRNAs, the sequence of the 5S-210 transcripts was
heterogeneous specifically in ddml and frequently displayed one or two nucleotide
substitutions compared with the major 5S rRNA sequence (Supplementary Fig 1). The 5S-
140 transcript differed from the 5S-210 transcripts by a 70-nt deletion and likely originates
from shorter 5S repeats present only in Columbia. The presence of high level of 5S-210
transcript in ddml relative to wild-type plants correlates with the release of silencing of
minor 5S genes in this mutant (Mathieu et al., 2003). Therefore, rather than sequencing
numerous 5S RT-PCR products to detect the presence of minor 5S RNAs, we used the
accumulation of 5S-210 transcripts as a marker of silencing release at 5S genes.

5S-210 transcripts overaccumulated in metl but not in cmt3 (Fig 1B). DNA gel blot
analysis of genomic DNA after digestion with Hpall (inhibited by the methylation of either
C in the sequence CCGG) and Mspl (inhibited by methylation of the outer C in the non-CG
context CCGG) showed that metl mutation strongly decreased CG methylation at 5S genes,
and to a lesser extent non-CG methylation; whereas cmt3 specifically reduced non-CG
methylation (Fig 1C). The release of 5S gene-silencing in metl but not in cmt3 refines our
previous conclusions from ddm1 analysis, indicating that silencing of 5S genes is controlled
by MET1-mediated CG methylation whereas non-CG methylation has little or no influence.
Surprisingly, as confirmed by real-time RT-PCR, the metl cmt3 double mutant releases 5S
gene silencing to a lesser extent than metl alone, although DNA methylation was strongly
reduced at both CGs and non-CGs contexts (Fig 1B and C; see below).

MOML is part of a silencing pathway that acts independently of DNA methylation
(Amedeo et al., 2000). We assessed whether this silencing mechanism also operates on 5S
genes. The 5S-210 transcript level was higher in mom1 than in WT plants although the
dense cytosine methylation of the 5S genes remained unaffected (Fig 1B and C). The impact
of mom1 on 5S gene silencing was further confirmed by the high proportion of minor 5S
rRNA transcripts accumulating in mom1 plants than in WT (Fig 1D). Importantly, chromatin
immunoprecipitation analysis revealed that the distribution of heterochromatin-specific
(H3K9me2, H3K27me2) and euchromatin-specific (H3K4me2, H3K27me3) histone H3
marks at 5S rDNA was not modified in mom1 plants in spite of the release of silencing (Fig
1E). The antibodies reacted as expected with the control sequences for heterochromatin
(Ta2) and euchromatin (PFK-£ and TUBULINS) (Fig 1E). These results contrast with the
drastic changes in histone H3 methylation patterns reported in metl and ddml for several

heterochromatic sequences, including 5S rDNA (Gendrel et al., 2002; Mathieu et al., 2003;
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Mathieu et al., 2005; Tariq et al., 2003). Moreover, nuclear architecture is altered in these
two mutants whereas mom1 nuclei exhibit a WT morphology (Probst et al., 2003; Soppe et
al., 2002). Together, this suggests that mom1 alleviates silencing of 5S genes without
altering chromatin properties. These results indicate that in addition to a methylation-
dependent silencing pathway involving MET1, 5S genes are also subjected to a MOM1-
mediated silencing mechanism that acts independently of DNA and histone H3 methylation.

The unanticipated weak release of 5S gene silencing in metl cmt3 compared with metl
plants motivated us to investigate the expression of TSI, another MOML1 target, in the metl
cmt3 double mutant background. DNA gel blot analysis revealed that DNA methylation at
TSI and 5S genes is identically affected by metl, cmt3 and metl cmt3 (Fig 1C and
Supplementary Fig 2). TSI transcripts of high molecular weight accumulated in metl,
showing that TSI silencing is strongly released due to the loss of MET1 (Fig 2A). No TSI
transcripts were detectable in cmt3 suggesting that, similar to 5S genes, a reduction in non-
CG methylation is not sufficient to strongly alleviate silencing of TSI. However, in contrast
to the situation observed for 5S genes, the TSI transcript levels were higher in metl cmt3
than in either single mutant indicating a synergistic effect of the mutations on release of
silencing at these repeats. This result suggests that CMT3-mediated non-CG methylation at
TSI provides an additional epigenetic mark that reinforces MET1-mediated CG methylation
and gene silencing.

In addition to the 5S genes and TSI, chromocenters contain large assemblies of 180-bp
satellite repeats interspersed with 106B LTR-like dispersed repeats (Fransz et al., 1998;
Thompson et al., 1996). Therefore, we investigated silencing at 106B and 180-bp repeats in
the metl, cmt3, metl cmt3 and mom1 backgrounds. In agreement with previous data (May et
al., 2005), RT-PCR assays detected a low level of 106B transcripts in WT plants that was
strongly up-regulated in metl (Fig 2B). 106B transcripts accumulated at similarly high
levels in metl and in metl cmt3 backgrounds as confirmed by real-time RT-PCR whereas
the cmt3 mutant showed no increase in 106B transcripts, in spite of a decrease in non-CG
methylation (Fig 2B and Supplementary Fig 2). This suggests that, similar to 5S genes,
silencing of 106B repeats is mainly under the control of MET1-mediated CG methylation.
RT-PCR with moml RNA as a template revealed up-regulation of 106B transcription
relative to WT levels (Fig 2B), without detectable alteration of DNA methylation patterns
(Supplementary Fig 2). Thus, 106B repeats are also subjected to MOM1-mediated,
methylation-independent silencing.
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Elevated levels of 180-bp repeat transcript were also detected in metl and to a lesser
extent in cmt3, confirming previous data (Fig 2C; May et al., 2005). Consistent with the
impact of cmt3, we observed a synergistic effect of metl and cmt3 mutations on 180-bp
repeat transcription as evidenced by the presence of transcripts of intermediate size in the
metl cmt3 double mutant. In this respect, 180-bp repeats resemble TSI with CMT3-mediated
non-CG methylation and MET1-mediated CG methylation cooperating to establish full
transcriptional silencing. Importantly, moml also increases levels of 180-bp repeat
transcripts (Fig 2C) without detectable modification of DNA methylation status
(Supplementary Fig 2), showing that MOML controls silencing of 180-bp repeats.

Chromocenters are enriched in transposable elements in addition to 5S genes, 180-bp
satellite repeats, 106B dispersed repeats and TSI. RT-PCR confirmed that two of these, the
Ta3 and Athila retroelements, were not reactivated in mom1 plants (Fig 3), suggesting that
LTR-retrotransposons are not generally targeted by MOM1 (Steimer et al., 2000).
Furthermore, we tested transcription of other transposable elements: two Mutator-like DNA
transposons located either at chromocenters (MULE Atl1g40097) or in a euchromatic
environment (MULE At1g43280), the short interspersed nuclear element (SINE) AtSN1 and
the SINE-derived tandem repeats located upstream of the FWA gene (FWALr), the latter
both residing within euchromatin. All but MULE At1g40097 were reactivated in metl
background (Fig 3), illustrating that CG methylation suppresses transcription of diverse
types of transposable elements. Transcripts corresponding to MULE At1g40097 were only
detected in metl cmt3, and among all analyzed transposons, only Ta3 and AtSN1 transcripts
were more abundant in metl cmt3 than in single mutant backgrounds (Fig 3). Since
transposable elements of all types are predominant targets of CMT3 (Tran et al., 2005), it is
likely that non-CG methylation at MULE At1g43280, Athila and FWAtr is also maintained
by CMTS3. In contrast to methylation of CG dinucleotides, these observations indicate that
CMT3-mediated non-CG methylation does not equally influence silencing of all
transposable elements. Importantly, none of the transposable elements assessed in the
present study were reactivated in mom1 (Fig 3). Therefore, we conclude that transposable
elements are not targeted by MOML for silencing, irrespective of their nature and genomic
location. This further shows that MOM1 affects silencing at fewer loci than DNA
methylation.

Among the targets analyzed in the present study, the 5S genes were the only target for
which silencing release in metl cmt3 was weaker than in the metl single mutant (Fig 1B).

Southern blot analysis indicated that the MOM1 genomic sequence surrounding the
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promoter region is methylated in WT plants and loses some CG and non-CG methylation in
metl and metl cmt3 and non-CG methylation in cmt3 (Fig 4A and B). RT-PCR and RNA
gel blot analyses revealed that the MOML transcript was slightly up-regulated in cmt3 and
metl cmt3 but not in metl (Fig 4C and D), suggesting that MOM1 transcription is influenced
by non-CG methylation. Interestingly, this suggests that the MOMZ1-mediated silencing
pathway is itself under the influence of DNA methylation, though MOML1 acts on its targets
independently of DNA methylation. Given that MOML1 participates in the control of 5S gene
silencing, we hypothesize that the up-regulation of MOML1 in metl cmt3 might counteract
the anticipated release of silencing induced by metl at 5S genes in the metl cmt3 double
mutant. This implies that 5S genes exhibit some yet unknown specific features with respect
to the other MOML targets.

Transposable elements appear to be targeted only by a methylation-dependent
silencing mechanism in which MET1 is the major player. Although CMT3 preferentially
targets transposable elements (Tompa et al., 2002; Tran et al., 2005), our results suggest that
non-CG methylation does not equally influence silencing of all transposons. Further studies
are needed to clarify this issue. On the other hand, our data broaden the spectrum of MOM1
action and highlight that both methylation-dependent and MOM1 methylation-independent
silencing pathways cooperate to silence densely-methylated and highly-repetitive
heterochromatic sequences. As a next step, it will be important to identify additional
components of the MOM1-mediated silencing pathway in order to gain new insights into
MOML target specificity and mode of action.

Methods

Plant material

Plants were grown in soil in a greenhouse with an 18h photoperiod at 22°C. ddm1-2 (Vongs
et al., 1993) is in Columbia background, metl-1, cmt3-7 (Lindroth et al., 2001) and met1-1
cmt3-7 (Johnson et al., 2002) strains are in Landsberg erecta background, and mom1-1
(Amedeo et al., 2000) is in Zurich background.

Gel blot analysis
DNA gel blot analyses were performed as described previously (Mathieu et al., 2003). Total
RNA was extracted from leaf tissue using TRI-reagent (Sigma) according to the

manufacturer’s instructions. For TSI RNA gel blot analysis, 10 ug of total RNA per lane was
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used; for MOML1 transcript analysis, we used 2-5 ug of polyA™ RNA per lane. The different

probes used are described in the supplementary information.

Chromatin immunoprecipitation

ChIP was performed as described previously (Mathieu et al., 2005). The histone-DNA
complexes were precipitated with antibodies against dimethyl H3K9, dimethyl H3K27,
trimethyl H3K27 (Perez-Burgos et al., 2004) or dimethyl H3K4 (Upstate Biotechnology).

ChIP-PCR conditions are described in the supplementary information.

RT-PCR analysis

Aliquots of 3 pg of total RNA were treated with the RQ1-DNase (Promega) and 100 ng
DNase-treated total RNA was used as input in semi-quantitative RT-PCR reactions using the
OneStep RT-PCR kit (Qiagen). Controls were performed without reverse transcriptase to
detect contaminating DNA. Amplification of ACTIN2 RNA was used as an internal control.

Conditions for PCR and real-time RT-PCR are described in the supplementary information.

Supplementary information is available at EMBO reports online.
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Legends to figures

Fig 1. Release of 5S gene silencing in silencing-deficient mutants.

(A) A scheme of a 5S repeat showing the position of the primers used in (B) and (D) and the
regions being amplified. The region corresponding to 5S rRNA is represented by a black
box. The dotted line indicates the 70-nt deletion in 5S-140 relative to 5S-210.

(B) RT-PCR detection of 5S-210 and 5S-140 transcripts. Amplification of ACTIN2 was used
to normalize the amounts of RNA template. Negative controls lack reverse transcriptase (no
RT). Numbers below the gel indicate the relative RNA levels (R.T.L.) of the 5S-210
transcript in metl cmt3 relative to metl as determined by real-time RT-PCR. metl-1, cmt3-7
and metl-1 cmt3-7 are in the Landsberg erecta (Ler) background. ddml-2 and moml-1
mutations are in the Columbia (Col) and Zirich (Zh) backgrounds, respectively. WT, wild-
type.

(C) DNA methylation of 5S genes. Genomic DNA was purified from leaves of three-week-
old plants of the indicated genotype, digested with Hpall or Mspl and probed with a 5S
probe on DNA gel-blots.

(D) Proportion of minor 5S rRNAs recovered in mom1-1 and ddm1-2 (Mathieu et al., 2003)
backgrounds. Asterisks denote significant differences to the WT values (P < 0.05; Fisher’s
exact test).

(E) ChIP analysis of 5S rDNA using antibodies against H3K9me2 and H3K27me2, specific
for heterochromatin, and against H3K4me2 and H3K27me3, specific for euchromatin. A
heterochromatin control (the Ta2 retrotransposon) and controls for euchromatin (the
phosphofructokinase B-subunit (PFK-£) and the TUBULINS (TUBS8) genes) are presented.

Representative gel pictures of three independent replicates are shown.

Fig 2. Mutation of MOML reactivates transcription of chromocenter repeats

(A) TSI transcript accumulation was analyzed by RNA gel-blot analysis using TSI-Al15
probe (Upper). The same blot was hybridized with a RAN probe as a loading control
(bottom).

Transcriptional analysis of the 106B LTR-like repeats (B) and of the 180-bp satellite repeats
(C) was performed by semi-quantitative RT-PCR. Numbers below the gel in (B) indicate the
relative RNA levels (R.T.L.) of 106B transcripts in metl cmt3 relative to metl and were
determined by real-time RT-PCR. Expression of ACTIN2 was used to normalize the
amounts of RNA template. Negative controls were performed without reverse transcriptase

(no RT). The size of the amplicons is indicated on the right. Asterisks in (C) mark the
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position of transcripts of intermediate size in metl cmt3. WT, wild-type; Ler, Landsberg

erecta; Zh, Zirich.

Fig 3. Transcriptional analysis of various transposons.

Semi-quantitative RT-PCR was performed as described in Methods. Expression of ACTIN2
was used to normalize the amounts of RNA template. Negative controls lacked reverse
transcriptase (no RT). The size of the amplicons is indicated on the right. WT, wild-type;

Ler, Landsberg erecta; Zh, Zurich.

Fig 4. Non-CG methylation influences MOML transcription.

(A) A schematic representation of the genomic region surrounding the MOM1-gene
transcription start site (hooked arrow). Recognition sites for the restriction enzymes are
indicated with their position relative to the outermost Nsil site. The region used as a probe in
(B) is shown. N, Nsil; H, Hpall; S, ScrFlI .

(B) DNA Methylation analysis of MOML1 promoter region. Genomic DNA of the indicated
genotypes was digested with Nsil (methylation insensitive) followed by a secondary
digestion with methylation sensitive restriction endonucleases. The DNA gel-blot was
probed with a region surrounding the MOML1 transcription start site. Mspl and ScrFI report
on non-CG methylation, whereas Hpall is sensitive to both CG and non-CG methylation.
Position of size markers is indicated on the right.

(C) Transcriptional analysis of MOML1 by semi-quantitative RT-PCR. Negative controls
lacked reverse transcriptase (no RT). The size of the amplicons is indicated on the right.
Expression of ACTIN2 was used to normalize the amounts of RNA template.

(D) Northern blot analysis of MOML1 transcript. The same blot was hybridized with a RAN
probe as a loading control (bottom). Quantifications of the MOML1 transcript signal were
performed on a phosphorimager (Molecular Imager FX; Bio-Rad) and are indicated below
the RNA blot. WT, wild-type; Ler, Landsberg erecta; Zh, Zirich.
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Supplementary Methods

Probes used in gel blot analyses

We amplified the probes to detect 5S rDNA and 106B repeats by PCR from genomic DNA
using 5S-F and 5S-R primers (Kanno et al., 2005) and 106B-F and 106B-R, respectively.
Probes to detect 180-bp repeats, TSI and RAN (for RAS-related nuclear protein; Haizel et al.,
1997) were amplified from plasmids carrying two tandemly-repeated 180-bp repeats, TSI-
Al15 and RAN fragments, respectively. Probe to detect MOM1 promoter region was
amplified from genomic DNA using primers MOM1-F and MOM1-R; and probe to detect
MOML1 transcript was amplified from cDNA using CD29-F and CLA3-R (Tariq et al.,
2002). Probes were labeled with [alpha-**P]dCTP using random hexamer priming

(Megaprime DNA labeling system; Amersham).

Chromatin immunoprecipitation PCR conditions

Following chromatin immunoprecipitation with the appropriate antibodies, 5S rDNA, Ta2 (a
heterochromatin control), the phosphofructokinase p-subunit gene At4904040 and
TUBULIN 8 (euchromatin controls) were amplified using primers listed in supplementary
table 1 in a 20 pl PCR reaction, starting with 5 min at 95°C and followed by 21-40
(depending on the region being amplified) cycles of 95°C, 60°C (54°C for 5S rDNA) and
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72°C (30 s each) with a final elongation of 5 min at 72°C. PCR products were resolved on a

3% agarose gel.

Semi-quantitative RT-PCR conditions

PCR conditions using gene-specific primers were as follow:

5S-210 and 5S-140 transcripts were amplified using RTPCR5S1 and 5SUNIV2 primers for
33 cycles (94°C for 45 s, 51°C for 45 s, 72°C for 30 s);

Ta3 was amplified using primers Ta3 middle-F and Ta3-middle-R (Johnson et al., 2002) for
35 cycles (94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 1 min);

MULE At1g43280 was amplified using primers At1g43280-F and At1g43280-R for 35
cycles (94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 1 min);

106B was amplified using primers 106B-F and 106B-R (May et al., 2005) for 35 cycles
(94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 1 min);

MULE At1g40097 was amplified using primers At1g40097-F and Atlg40097-R for 35
cycles (94°C for 45 s, 50°C for 45 s, 72°C for 1 min);

Athila-LTR was amplified using primers Athila LTR-F and Athila LTR-R for 35 cycles
(94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 90 s);

FWALtr was amplified using primers FWALtr-F and FWALtr-R (Pontier et al., 2005) for 40
cycles (94°C for 45 s, 60°C for 45 s, 72°C for 1 min);

180-bp repeats were amplified using primers 180(all)-F and 180(all)-R (Johnson et al.,
2002) for 30 cycles (94°C for 30 s, 60°C for 30 s, 72°C for 90 s)

ACT2 was amplified using ACT2-F and ACT2-R primers 25 cycles (95°C for 30 s, 55°C for
30, 72°C for 30 s).

AtSN1 transcripts were detected using AST15 and ATSN1-F4 primers as described (Herr et
al., 2005). All PCRs were ended by a final elongation of 10 min at 72°C. Reverse
transcription reactions and cDNA amplification of MOML1 transcript were performed as

previously described (Tariq et al., 2002).

Real-time RT-PCR

Total RNA was extracted using TRI-reagent (Sigma) and aliquots of 3 pug were treated with
the RQ1-DNase (Promega) to remove genomic DNA. Absence of genomic DNA
contamination in the RNA samples was then controlled by verifying that a PCR (45 cycles)
with 180(all)-F and 180(all)-R yielded no amplification. cDNA synthesis was performed on

1 ug total RNA using random hexanucleotides (Roche) as described previously (Mathieu et

109






Résultats des travaux de thése

al., 2003). One microliter cONA was used in a 25 pl PCR reaction using the Platinum
SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) and data were collected using a Roche
LightCycler. Each real-time RT-PCR run included, as an internal reference, a reaction for
ACTINZ2. The comparative threshold cycle (C;) method was used to determine relative RNA
levels. The primer sets were 106Bg-F and 106Bg-R-1 for 106B, 5SUNIV2 and RTPCR5S1
for 5S-210, ACT2-F and ACT2-R for ACTIN2 (See supplementary table 1).

Detection of minor 5S rRNAS

Reverse transcription reactions were performed as described (Mathieu et al., 2003). 5S
cDNA amplification was performed on 50 ng of the cDNA samples using the primers
RTPCR5S1 and RTPCR5S2 as described previously (Mathieu et al., 2003). Complete
removal of the 5S genomic rDNA in the reverse-transcribed samples was controlled by
verifying that a PCR step (40 cycles) using primers 5SUNIV1 and 5SUNIV?2 yielded no
amplification (Mathieu et al., 2003). PCR products were subcloned in the pGEM-T easy
plasmid and sequencing was performed using a CEQ 2000 Dye terminator cycle sequencer
(Beckman). Minor 5S rRNA frequencies were compared with Fisher’s exact test for a 2x2

contingency table and probabilities were calculated from a one-tailed test.

Supplementary Table 1.

List of primers

Target Primer Sequence (5-3) Metho
RT-
RTPCR5S1 GGATGCGATCATACCAG PCR
NAhin
RTPCR5S2 GAGGGATGCAMCACSAG RT-
Genom
55 IDNA 5SUNIV1 CTTTTCGGGCNTTTTNGTG
RT-
5SUNIV2 CGAAAAGGTATCACATGCC
PCR,
5S-F TTGGGCTATATTACGGACCCA Souther
5S-R GTCCTGCTTCTTTCGTCGGAG n blot
probe
TUBULIN TUB8-F ATAACCGTTTCAAATTCTCTCTCTC
chiP
8 TUBS-R TGCAAATCGTTCTCTCCTTG
Ta2-F AAACGATGCGTTGGGATAGGTC
Ta2 ChiP
Ta2-R ATACTCTCCACTTCCCGTTTTTCTTTTTA
Ta3 middle-F GATTCTTACTGTAAAGAACATGGCATTG  Rt.
Ta3 A~ AA
Ta3 middle-R TCCAAATTTCCTGAGGTGCTTGTAACC PCR
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MULE At1g40097-F GGTTTTGATACCGAATTTTG RT-
Atlg4009 At1g40097-R AGCGGAGGAATATACAACTC PCR
K/IULE At1g43280-F GGTTAGGAAAGTGAAGCTTGAG RT-
Atlgds2s At1g43280-R CCAGTGAGACAAAGGCATAC PCR
Zth"a_ Athila LTR-F TGTTTCATCCACGTTTCATCTC RT-
LTR Athila LTR-R AGCAATAAGCGCAACTAATCC PCR
ATSN1-F4 AAAATAAGTGGTGGTTGTACAAGC RT-
ASNL ATS15 ACCAACGTGCTGTTGGCCCAGTGGTAAA PCR
FWALr-F TCCCATTCAACATTCATACGAGCGCCGC RT-
FWAT FWALtr-R TCTGATATTTGGCTGGAAAAAACAACAA PCR
ACT2-F CTAAGCTCTCAAGATCAAAGGC RT-
ACTIN2
ACT2-R AACATTGCAAAGAGTTTCAAGG PCR
106B-F TTGATTGATAGATCCCTTCTGGA RT-
106B 106B-R CGAGGATGGGGTAATTGAGT PCR
repeats 106Bg-F TCATTATGCTAGGTGGTTGA Real-
106Bq-R-1 GACAACAAGTTCATTAACCA time
180-bp 180(all)-F ACCATCAAAGCCTTGAGAAGCA ﬁl
repeats 180(all)-R CCGTATGAGTCTTTGTCTTTGTATCTTCT PCR
CD29-F GCTCCTCTGCAACTTCAGCAATCATC RT-
CLA3-R TCATCAATTTGTGTTGTGTGATCAGA PCR;
MOM1 Probe
MOM1-F CCAAACTGGTAATTAAACGTTTG Souther
MOM1-R TTACTGACAAGAAGCTTTTGGG n blot
PFK-g B8F GCCACGAAAACCAAACAGAC probe
(At4g0404  pap CCGGAATTTCGATCAATCCT e

m

Legend to Supplementary Figure 1.

Sequence alignments of 5S-210 transcripts.

(A) Multiple sequence alignment of 5S5-210 RT-PCR products from Columbia (Col) wild-
type plants with the major 5S rRNA sequence. (B) Multiple sequence alignment of 5S-210
RT-PCR products from ddml-2 mutant plants with the major 5S rRNA sequence.
Nucleotide positions diverging from the sequence of the major 5S rRNA are highlighted in
yellow. Dots highlighted in yellow indicate the position of the chromosome-specific T-
stretch (Cloix et al., 2002). Alignments were carried out using the CLUSTALW v.1.8

software (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/Options/clustalw.html).
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Legend to Supplementary Figure 2.

DNA methylation of TSI, 106B LTR-like repeats and 180-bp satellite repeats.

Genomic DNA was purified from leaves of three-week-old plants and digested with Hpall
or Mspl. The DNA gel-blot was successively hybridized to TSI-A15 (A), 106B (B) and 180-
bp probes (C). WT, wild-type; Ler, Landsberg erecta; Zh, Zurich.
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Supplementary Fig 1A

GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGRARCTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTEA
GEATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTARAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GEATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTEA
GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARC TCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GEATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGEATCCCATCAGRACTCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTE
GEATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGEATCCCATCAGRACTCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTE
GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GGATGCGATCATACCAGCACTRAATGCACCGGATCCCATCAGRACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GGATGCGATCATACCAGCACTRAATGCACCGGATCCCATCAGRACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GGATGCGATCATACCAGCACTRAATGCACCGGATCCCATCAGRACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GEATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGRACTCCGCAGTTARAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GEATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGRACTCCGCAGTTARAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGRACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGRACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
GGATGCGATCATACCAGCACTRAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA

GGATGEGTGACCTCCCGEGRAGTCCTCGTGTTGCATCCC

GGATGEGTGAC CGGGRAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGEETGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GEATGEETGACCTCCCGEERAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GEATGEETGACCTCCCGEERAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGEGTGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGEGTGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGGGTGACCTCCCGEGRAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGGGTGACCTCCCGEGRAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGGGETGACC CGGGRAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GEATGEEETGAC CGeGGRAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGGEGTGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGGGTGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGGGTGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGGGTGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC
GGATGEGTGACCTCCCGEERAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC!

cl 1 156
col 2 153 CCARACTTGECATGTGATACCTTTTCG
Co;_i 157 CCARACTTGECATGTGATACCTTTTCG
col_4 135 CCARRACTTGGCATGTGATACCTTTTCG
col 35 154 CCARRACTTGGCATGTGATACCTTTTCG
col & 156 CCARACTTGECATGTGATACCTTTTCG
col 7 156 CCARACTTGECATGTGATACCTTTTCG
ccl 8 156 CCARACTTGECATGTGATACCTTTTCG
col 9 156 CCARACTTGGCATGTGATACCTTTTCG
col 10 156
col 11 140 CCAAACTTGGCATGTGATRCCTTTTCG
col 12 144 CCARACTTGECATGTGATACCTTTTCG
col 13 158 CCARRACTTGECATGTGATACCTTTTCG
col 14 CCARRACTTGECATGTGATACCTTTTCG
col 15

CCARACTTGGCATGTGATACCTTTTCG
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Supplementary Fig 1B

rRHZ I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCAGTTARAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA

55

-2_1 1 GGATGCGATCBTACCAGCACTMTGCACCGGATCCC}ATCAGAACTCCGCAGﬁMECGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACT L
22 I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCAGTEARMCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
23 1 GGATGCGATCBTACCAGCACTMTGCACCGGATCCCATCAGMCTCCGCAGTTAAGCGTGCTEGGGC GAGAGTAGTACTLA
2 4 I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
25 I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
26 1 IEGATGCGATCBTACCRGCACTMTGCACCI}GATCCCATCAGMCTCCI}CAG'I‘EAAECGTGCTTGGGCGAGAGTAI}TACT L
27 I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTARGCGTGC ﬁgGGC GAGRAGTAGTACTA
28 I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTAAGCGTGE GGCGAGAGTAGTACTA
28 1 GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGMCTCCGCAG'[‘EAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACT L
2 10 I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
2_11 1 GGATGCGATCBTACCAGCACTMTGCACCGGATCCCATCAGMCTCCGCAGTTAAGCGTGCTEGGGC GAGAGTAGTACTLA
:_1 2 1 GGATGCGATCBTACCAGCACTMTGCACCGGATCCC}ATCAGAACTCCGCAG'I‘EAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACT L
:_1 3 I GGATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGARACTCCGCAGTTARGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTA
2_14 1 GGATGCGATCBTACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCAGTEBA CGTGCTTGGECGAGAGTAGTACTA
2_13 PN GGATGCGATCATRACCAGCACTARATGCACCGGATCCCATCAGARCTCCGCAGTTARMCGTGCTMGGGC GAGAGTAGTACTA
55 rRNA Lefer N el e e ey Ut o et £ e T 08 0 e 0 ey — — — —— — —— —— —— —— — ——— —— ————————————————————
z1 GGATGGGTGRCCT GGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC T T TATGTTTAACC T TTTTTETTTT GGTTAAAACTTTA
22 GGATGGGTGRCCT GGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC T T TATGTTTAACC T TTTTTETTTT GGTTAARAACTTTA
23 GGATGGGTGRACCTCCCGGEGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCTTTTATGTTTAACC TTTTTTTTTTTGGTTAAAACTTTA
2 4 GGATGGGTGRCCT GEGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCTTTTATGTT TARCC T TTTTTTTTTTGGTTAARACTTTA
25 GGATGGGTGACCTCCCGGGRAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCTTTTATGTTTARCC TTTTTETTTTGGTTMMCTTT L
2_6 GGATGGGTGACCTCCCGGGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTC TGTTTAACCTETTTTTTTTTTGGTTAAARCTTTA
2_17 GEATGEETGRACCTCCCGGGAAGTCCTCGTGT TGCAT CCCTC Tyttt T T T ittt TTTTTTTTTGGTTAAAACTTTA
Z 8 GGATGGEGTGRCCT GGRAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCTTTTATGTTTAACC TTTTTTETT TTGGTTARAACTTTA
2 68 GGATGGGTGRCCT GGGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCTTTTATGTTTAACC T TTTTTETT TTGGTTAARACTTTA
2_10 GGATGGGTGACCTCCCGGGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCTTT'I=TT —————— TTTTTTTTTTGGTTAARACTTTEA
211 GGATGGGTGRCCT i [ TTTTTTTTGGTTARARCTTTA
212 T TTTTTTTTTGGTTARARCTTTA
o N I G G AT GGG TGACCTCCCGEGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCTE T Tig Ty T T Tt TTTTTTTTTTGGTTAAAACTTTA
2 14 T TTTTETTTT GGTTARARCTTTA
2 15 GEATGGGTGACCTCCCGEEAAGTCCTCGTGTTGCATCCCTCIM T TATGTTTAACCTRTTTTTETTTT GGTTAAAACTTTA

355
1 TGACTCCATAACTTTTgRGACCGTGEGGCCAAACTTGGCATGTGATACCTTTTLG,
2 TGACTCCATARACTTTTgRGRACCGTGAGGCCARARCTTGGCATGTGATACCTTTTCG,
3 TGACTCCATRACTTTT g CGTGAGGCCAAACTTGGCATGTGATACCTTTTCG]
4 TGACTCCATARACTTTTgRGRACCGTGAGGCCARARCTTGGCATGTGATACCTTTTCG,
TGACTCCATARACTTTTgRGRACCGTGAGGCCARARCTTGGCATGTGATACCTTTTCG,

-1 N

TGACTCCATAACTTTTQAGACCGTGAGGCCAARCTTGGCATGTGATACCTTTT
TGACTCEATMCTTET ACCGTGAGGCCARACTTGGCATGTGATACCTTTT
CGTGAGGCCAAACTTGGCATGTGATACCTTTT

el

el

[ R TR S R G Y O R T S T R R I S O
[faly=]

C

C

C
ddml- L GACCGTGAGGCCARACTTGGCATGTGATACCTTTTLG
10 ACCGTGAGGCCAAACTTGGCATGTGATACCTTTTCG

11 TGACTCCATAACTTTTQRGACCGTGAGGCCAAACTTGGCATGTGATACCTTTTC

1z TGACTCCATAACTTTTAGACCGTGAGGCCARACTTGGCATGTGATACCTTTTC

13 TGAGGCCAAACTTGGCATGTGATACCTTTTC

14 ECTCCATAACTTE TGAGGCCAAACTTGGCATGTGATACCTTTTC

135 ECTCCATAACTTHTEAGACCGTGAGGCCARAACTTGGCATGTGATACCTTTTO
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Supplementary Fig 2.

Mspl

Hpall

Mspl

Hpall

Mspl

Hpall
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Résultats supplémentaires

Parallelement a I’étude de I’implication de différentes protéines dans la régulation
épigénétique de I’expression des genes d’ARNr 55 —DDM1, MOML1 et les ADN
méthyltransférases MET1 et CMT3— nous nous sommes également intéressés a KYP
(SUVH4), HDAG, et AGOA4.

AGO4 appartient a la famille des protéines ARGONAUTE et est connue pour étre
impliguée dans le phénomene de RADM, participant par exemple au « silencing » de FWA
(Chan et al., 2004). Trois points nous ont amené a formuler I’hypothése que la voie de la
RADM participe au « silencing » des génes d’ARNr 5S: (i) les genes d’ARNr 5S sont
fortement méthylés au niveau des cytosines y compris en contextes asymétriques (Mathieu
et al., 2002); (ii) de petits ARN correspondant aux genes d’ARNTr 5S sont abondants chez
Arabidopsis (Xie et al., 2004); (iii) dans des plantes mutantes ago4, la méthylation de
I”’ADNTr 5S est diminuée et la quantité des petits ARN 5S est fortement réduite (Xie et al.,
2004; Zilberman et al., 2004).

Par ailleurs, Aufsatz et al. ont suggéré que HDAG6 permettrait de renforcer le
phénoméne de RADM (Aufsatz et al., 2002b). De plus, HDAG participe au « silencing » de
I’ADNr et d’éléments transposables et la mutation hda6 entraine une diminution de la
meéthylation ADN de ces cibles (Lippman et al., 2003; Probst et al., 2004). Enfin, dans des
plantes mutantes kyp, certaines cibles possédent une réduction de la diméthylation H3K9 et

de la méthylation ADN, et sont réactivées (Jackson et al., 2002 ; Johnson et al., 2002).

Nous avons étudié I’impact de ces trois mutants sur la méthylation de I’ADNr 5S par
des analyses de Southern blots. L’ADN génomique de chaque génotype et de plantes
sauvages a été digeré par les enzymes Hpall ou Mspl. Ces expériences ont montré que la
mutation sil1 (un allele mutant de HDAG) entraine une diminution de la méthylation CNG de
I’ADNTr 58S, et que la mutation ago4-1 induit une faible diminution des méthylations CG et
CNG (figure 21). Contrairement, la mutation kyp-2 n’entraine pas de réduction de la
méthylation de I’ADNr 5S mais une légére hyperméthylation CNG (figure 21). Ce résultat
semble étre alléle spécifique, car recemment Ebbs et al. ne I’ont pas observé avec un autre
allele mutant de SUVH4 (KYP) (Ebbs and Bender, 2006). Nous avons voulu savoir si ces
trois mutants ont une influence sur I’expression des génes d’ARNTr 5S. Pour cela nous avons

analysé I’expression des ARNr 5S-210 (voir article n°3) ainsi que le taux d’ARNr 5S
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Figure 21: Méthylation de 'ADNr 5S.

De I'ADN de plantules WT, sill, ago4-1 et
kyp-2, a été extrait, puis digéré soit avec Hpall
(H), soit avec Mspl (M). Les échantillons ont
servi a réaliser des Southern blots qui ont été
hybridés avec une sonde ADNr 5S.

Les triangles indiquent la bande monomérique
de 500 pb.

Tableau 4. Proportion d’ARNr 5S minoritaires

Echantillon Nombre total Pourcentage d’ARNr 5S Niveau de

de clones * minoritaires significativité b

WT(L) 96 1.0 référence
metl(L) 93 8.6 0.015*
cmt3(L) 91 8.8 0.014*
metlcmt3(L) 96 3.1 0.31
ago4(L) 64 10.9 0.007**
sil1(L) 71 14.1 0.0009**
kyp(L) 93 9.7 0.007**

*Nombre total de clones = nombre de clones ARNr 5S minoritaires +
nombre de clones ARNr 5S majoritaires obtenus.

® Niveaux de significativité : *, 0.05 ; **, 0.01 (Fisher’s exact test).
(L) : écotype Landsberg erecta
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Figure 22: Taux global d'ARNr 5S.

Des extractions d'ARN ont été effectu¢es dans des plantules WT, meti-1, cmt3-7,
metl-1cmt3-7, kyp-2, ago4-1 et sill. Des northern blots ont été réalisés avec ces
ARN, et hybridés avec une sonde RAN (RAS-related nuclear protein) puis une
sonde ADNr 5S. Les signaux 5S ont été normalisés avec les signaux RAN.
les résultats d'au moins quatre expériences
indépendentes. La déviation standard des différentes données est représentée sur

L'histogramme

chaque barre.
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minoritaires. Plusieurs expériences indépendantes n’ont montré aucune différence
d’amplification de I’ARNr 5S-210 dans des plantules mutantes sill, ago4-1 et kyp-2 par
rapport a des plantes sauvages (données non montrées). Nous avons alors procédé a des RT-
PCR amplifiant les ARNr 5S de 120 pb qui ont été par la suite séquencés, de la méme fagon
que dans I’article n°® 2. Ainsi, les mutants sill, ago4-1 et kyp-2 possedent une augmentation
significative de la proportion d’ARNr 5S minoritaires (tableau 4 ; test exact de Fisher P <
0.01). Le taux global d’ARNr 5S restant inchangé entre des plantes sauvages et les trois
génotypes mutants, I’augmentation du taux d’ARNr 5S minoritaires n’est pas due a une
augmentation globale de la transcription 5S (figure 22). Nous pouvons donc en conclure que
AGO4, HDAG6 et KYP sont impliquées dans la répression de I’expression des ARNr 5S
minoritaires. De plus, ces résultats montrent que la répression de I’expression d’ARNr 5S
minoritaires et la répression de I’expression de I’ARNr 5S-210, ne traduisent pas exactement
le méme type de « silencing » 5S.

Dans I’article n°3, nous avons montré que MET1 participe a la répression de
I’expression des ARNr 5S-210 et que MOM1 est impliquée dans la répression de
I’expression a la fois des ARNr 5S-210 et des ARNr 5S minoritaires. Nous avons voulu
connaitre le taux d’ARNr 5S minoritaires dans les mutants metl-1, cmt3-7 et le double
mutant metl-1cmt3-7. Comme montré dans le tableau 4, les plantes mutantes metl-1 et
cmt3-7 possedent une proportion d’ARNr 5S minoritaires accrue par rapport a des plantes
WT (test exact de Fisher, P < 0.05), alors que leur taux global d’ARNr 5S est inchangé
(figure 22). Ces resultats confirment que les ARNr 5S-210 et les ARNr 5S minoritaires ne
permettent pas d’étudier exactement le méme type de « silencing » ; ainsi dans des plantes
mutantes cmt3-7, le niveau d’expression des ARNr 5S-210 est inchangé par rapport a des
plantes WT, alors que le taux d’ARNr 5S minoritaires est augmenté (article n°3 et tableau
4). En revanche, parmi les ARN majoritaires et minoritaires amplifiés avec les primers
encadrant la sequence transcrite de 120 pb, il est probable que des ARNr 5S-210 soient
dénombrés, les ARNr 5S-210 couvrant la séquence de 120 pb (voir article n°3).

De fagon surprenante, les plantes doubles mutantes metl-1cmt3-7 possédent un taux
d’ARNr 5S minoritaires équivalent a des plantes sauvages (tableau 4; P > 0.05),
contrairement aux plantes simples mutantes qui possedent un taux d’ARNr 5S minoritaires
augmenté. Ceci appuie les résultats obtenus au niveau des ARNr 5S-210 dont I’expression
est fortement augmentée dans des plantes met1-1 alors qu’elle est moindrement activée dans
le double mutant metl-1cmt3-7 (article n°3). Comme déja évoqué dans I’article n°3, nous

pouvons formuler I’hypothése qu’un mécanisme de répression est activé ou renforcé dans
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les plantes metl-1cmt3-7, et empéche ainsi une dérépression trop importante des genes 5S.
MOM1 pourrait étre impliqué dans cette répression renforcée étant donné que son
expression est augmentée dans le double mutant metl-1cmt3-7 et dans le mutant cmt3-7
(article n°3). Cette hypothése semble concorder avec I’expression des ARNr 5S-210. En
revanche, dans les plantes cmt3-7, le taux d’ARNr 5S minoritaires est éleve alors que

I’expression de MOML est augmentée.
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1. Les facteurs TFIIIA et TFIIIAbis

a. Epissage alternatif

Nous avons caractérisé le facteur de transcription spécifique des génes d’ARNr 5S, TFIHIA
(article n°1). Cette étude rapporte la premiere caractérisation de TFIIIA chez une plante.
Une analyse manuelle a permis d’identifier une seule protéine possédant neuf doigts de zinc
dans les banques de données d’Arabidopsis. Cette protéine ayant la caractéristique
principale des protéines TFIIIA connues (neuf doigts de zinc), elle était une bonne candidate
pour étre TFIIIA d’Arabidopsis. Cette protéine a été exprimée en bactérie et sa liaison a
I’ADNr 5S et a I’ARNr 5S, ainsi que son activité transcriptionnelle in vitro, ont été
démontreées.

Lors de I’amplification de I’ADNc de TFIIIA a partir d’une banque d’ADNc de
cellules d’Arabidopsis, nous avons amplifié deux ADNCc résultant de I’épissage alternatif du
méme gene. Le deuxieme ADNCc code une protéine identique a TFIIIA sur toute sa longueur,
mais dépourvue des deux premiers doigts de zinc N-terminaux de TFIIIA. Ce produit
d’épissage alternatif a été appelé TFIlIAbis. Certains épissages alternatifs sont produits
uniquement dans des conditions de stress, lors de traitements hormonaux, ou de fagon tissu
specifique (Gong et al., 2004; Kazan, 2003; Li et al., 2006). D’apres nos expériences,
TFIIADbis est présent dans tous les tissus testés ainsi que dans des cellules en culture qui se
répliquent activement ; il est de plus la forme majoritaire d’épissage. TFI11Abis semble donc
posséder une fonction de « ménage » nécessaire a tout type de cellules d’Arabidopsis.

L’ADNCc de TFIIIAbis contient le cadre de lecture utilisé par TFIIIA, mais celui-ci
est interrompu par un codon STOP présent au niveau de I’exon alternatif. Ce codon STOP
peut représenter un codon de terminaison de traduction prématuré (PTC : « premature
translational termination codon ») et ainsi induire la voie NMD (« nonsense-mediated
MRNA decay ») qui dégrade les ARNm possédant des PTC (Baker and Parker, 2004; Conti
and lzaurralde, 2005). Cependant, la voie NMD reste trés mal connue chez les plantes. Dans
un article récent, la mutation du gene codant la protéine AtUPF1 homologue d’une protéine
impliquée dans la voie NMD chez les mammifeéres et les levures (Culbertson and Leeds,
2003), entraine I’augmentation ou la diminution du taux de transcrits d’un certain nombre de
genes en réponse a un traitement au sucrose, par rapport au taux de ces mémes transcrits
dans des plantes sauvages traitées au sucrose (Yoine et al., 2006). En particulier, une forte
augmentation du transcrit TFI11Abis dans ces conditions expérimentales, appelé « transcript

2 » dans cet article, a été decrite par ses auteurs (Yoine et al., 2006). Ceci pourrait suggérer
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que dans des plantes sauvages traitées au sucrose, une proportion importante des ARNm
TFIIAbis est dégradée par la voie NMD. Cependant, les auteurs n’ont pas étudié la stabilité
des ARNm analysés ni leur taux de transcription. On ne peut donc pas conclure si la
mutation de AtUPF1 entraine une augmentation de la stabilit¢ des ARNm TFII1Abis, une
augmentation de la transcription du gene TFIIIA, et/ou une augmentation d’une forme
d’épissage (TFIIIAbis) par rapport a I’autre (TFIIIA). De plus, ces auteurs décrivent une
augmentation du taux des transcrits du géne TFIIA (TFIIA et TFIIIAbis) dans des plantes
sauvages traitées au sucrose par rapport a des plantes sauvages traitées a I’eau, ce qui montre
que I’expression du gene TFIIIA répond a un traitement au sucrose. D’ailleurs, ces auteurs
démontrent que AtUPF1 est impliqué dans la voie de signalisation de réponse au sucre. On
peut donc en conclure, qu’en réponse au sucrose, la quantité de I’ARNm précurseur transcrit
a partir du gene TFIIA (pouvant produire les ARNm matures TFIIIA ou TFIIIADbis) est
augmentée et que AtUPF1 est impliqué dans le contréle de la balance des formes épissées
TFIHA et TFIIADis.

b. Localisation nucléaire de TFI11Abis

D’aprés nos expeériences de retards sur gel, TFII1Abis peut lier I’ADNr 5S ainsi que les
ARNr 5S. De plus, les transformations transitoires de protoplastes ont montré que TFI11Abis
posséde une localisation nucléaire, et s’accumule au niveau du nucléole et au niveau
d’autres foci. On peut donc formuler les mémes hypothéses que pour TFIIA (article n°1) :
(i) TFIlADbis peut amener les ARNr 5S du nucléoplasme au lieu d’assemblage des
ribosomes, le nucléole. Comme évoqué dans la partie synthése bibliographique (chapitre I,
section 2), il est connu que le transport des ARNr 5S du nucléoplasme au nucléole se fait
grace a la liaison de ces ARN par la protéine L5. Etant donné que TFIIIADbis lie les ARNr
5S, et qu’il est fortement accumulé dans le nucléole, on peut supposer que cette protéine
permet également le transport nucléoplasme/nucléole des ARNr 5S. (ii) Les foci
supplémentaires au niveau du noyau peuvent représenter les lieux de liaison de TFIIIAbis
sur I’ADNr 5S et/ou les corps de Cajal ou TFIIAbis pourrait s’accumuler et étre intégré a la
machinerie transcriptionnelle polymérase I11. En effet, les corps de Cajal sont considerés par
certains auteurs comme des sites primaires d’assemblage de la machinerie transcriptionnelle
dans le noyau (Gall et al., 1999; Murphy et al., 2002).
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c. Hypotheses sur la fonction de TFI11Abis

TFIHIAbis exprimée en bactéries et en protoplastes, possede les mémes propriétés de liaison
a I’ADNr 5S et a I’ARNTr 5S et la méme localisation nucléaire, que TFIHA. Les sept doigts
de zinc de TFII1Abis sont donc suffisants pour permettre ces liaisons et cette localisation.
Nous procédons actuellement a des expériences de retards sur gel pour définir si TFI11Abis
et TFIIA lient I’ADNr 5S et I’ARNTr 5S avec les mémes affinités. TFIIIA et TFII1Abis étant
toutes deux fortement concentrées au niveau du nucléole, on peut supposer qu’une fois que
les ARNr 5S sont transcrits, ces deux protéines prennent en charge ces ARN et permettent
leur transport du nucléoplasme au nucléole ou les ARNr 5S sont assemblés au niveau des
particules ribosomales.

Une différence majeure entre TFIIIA et TFIIIAbis est que, dans un systéeme de
transcription polymérase Il in vitro, TFIIIAbis ne stimule pas la transcription d’un géne
d’ARNr 5S. Les deux premiers doigts de zinc N-terminaux de TFIIIA paraissent donc
essentiels a la fonction de facteur de transcription de TFIIA. TFIIIAbis ne posséde pas non
plus d’activité répressive sur la transcription d’un géne d’ARNr 5S in vitro. Nous avons
voulu expérimenter I’effet d’une déplétion de TFII1Abis sur I’expression des génes d’ARNr
5S in vivo. TFIHIAbis et TFIIIA résultant d’épissages alternatifs du méme ARNmM
précurseur, j’ai utilisé une technique de RNAI pour cibler spécifiquement I’ARNm mature
de TFIIIADbis (celui-ci ayant une partie supplémentaire par rapport a I’ARNm mature de
TFIHIA). J’ai ainsi créé différentes lignées de plantes RNAI mais I’analyse de I’expression
de TFII1ADbis et de TFIHIA, par une méthode de RT-PCR, n’a pas permis de voir de variation
du taux de ces deux transcrits en comparaison avec des lignées controles. Ce type
d’observation est fréquent lors de I’utilisation de technique RNAI. Plusieurs lignées de
plantes RNAIi possédaient des phénotypes contrairement aux lignées contrbles. Ces
phénotypes semblent étre dose dépendants car dans la deuxiéme génération de plantes
RNAI, certaines lignées ont perdu leur phénotype, ceci étant certainement lié a la
ségrégation de certaines insertions de la construction RNAI. Dans différentes plantes RNAI
de premiére et de deuxieme génération, le taux global d’ARNTr 5S est diminué. Ceci indique
que TFIIIADbis aurait un effet positif sur la quantité globale d’ARNr 5S. TFIIIAbis pourrait
étre impliqué dans la transcription et/ou la stabilisation des ARNr 5S. Etant donné que
TFIHIAbis ne posséde pas d’activité transcriptionnelle in vitro, on peut supposer que cette
protéine aurait plutdét une fonction permettant de stabiliser les ARNr 5S. Ainsi, dans les
lignées de plantes RNAI, les ARNr 5S liés normalement par TFIIIAbis se retrouvent alors

« libres » et pourraient étre dégrades ou pris en charge par des protéines TFIIIA.
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L’ association de TFIIA aux ARNr 5S empécherait son association a I’ADNr 5S diminuant
ainsi le taux de transcription. On peut également formuler I’hypothese que TFI11Abis agirait
sur I’organisation chromatinienne de I’ADNr 5S et influencerait de maniére positive sa
transcription. Différentes approches expérimentales supplémentaires sont nécessaires afin de
trancher entre ces hypotheéses (voir « Perspectives de travail»).

TFIIA et/ou TFIHIAbis sont essentielles a la survie des plantes Arabidopsis ; en effet
un mutant dans lequel un T-DNA est inséré dans la séquence codante du gene TFIIIA/Abis ,

est Iéthal a I’état homozygote (données non présentées).

2. Impact de la structure de la chromatine sur I’expression des génes d’ARNr 5S

L’équipe soupconnait I’implication d’une régulation épigénétique dans la répression de
I’expression d’une fraction des genes d’ARNr 5S, dont les génes d’ARNr 5S minoritaires.
Une étude de I’expression de ces derniers a donc été réalisée dans des mutants de TGS.
Ainsi nous avons pu montrer par des expériences de RT-PCR et de séquencage, que le taux
de transcrits minoritaires 5S est augmenté dans des plantes mutantes ddml (article n°2).
Dans ce méme article, nous avons pu établir clairement, une relation inverse entre le taux de
méthylation de I’ADNr 5S et le pourcentage d’ARNr 5S minoritaires retrouvé parmi les
ARNr 5S. En revanche, le taux global d’ARNr 5S dépend du niveau d’expression de son
facteur de transcription spécifique, TFIIIA, et non pas de la méthylation ADN. Avec la
méthylation de I’ADN, la méthylation H3K9me2 marque I’hétérochromatine, alors que la
meéthylation H3K4me2 est surtout retrouvée au niveau de I’euchromatine. Nous avons
voulu connaitre le niveau de ces deux types d’histones méthylées dans des plantes sauvages
et ddml. En collaboration avec I’équipe de V. Colot (Evry, France), j’ai réalisé des
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChlP) dans ces deux types de plantes.
Ainsi, nous avons constaté que les niveaux de H3K9me2 et H3K4me2 de I’ADNr 5S de
plantes sauvages sont inversés dans les plantes ddm1, montrant une concordance entre un
niveau élevé H3K4me2, un faible niveau H3K9me2, et I’expression des ARNr 5S
minoritaires. Le séquencage des produits d’amplification PCR réalisée sur I’ADN obtenu
par ChIP, a permis de déterminer de quels loci 5S provenaient les unités 5S précipitées.
Dans des plantes sauvages, environ 90 % des unités 5S immunoprécipitées avec un anticorps
anti-H3K9me2 appartiennent aux loci 5S transcrits (chromosome 4 et grand locus du
chromosome 5), alors que 10 % proviennent des loci non transcrits. H3K9me2 marque donc
beaucoup plus les loci transcrits que les loci non transcrits. Les loci 5S non transcrits n’ont

pas la capacité a étre exprimés quelque soit les histones modifiées qui leur sont associées et
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quelque soit leur méthylation ADN ; contrairement, de nombreux genes appartenant aux loci
5S transcrits ont la capacité a étre exprimés. On peut spéculer que les histones H3K9me2,
essentiellement retrouvées au niveau de ces loci 5S « actifs », permettraient d’empécher que
toutes les unités qui ont la capacité a étre transcrites, le soient.

Le fait que dans des plantes sauvages les unitées ADNr 5S soient associées a la fois a
H3K9me2 et a H3K4me2, renforce I’idée que deux fractions d’ADNr 5S existent, I’une
ayant des caractéristiques hétérochromatiques et I’autre des caractéristiques euchromatiques.
La fraction euchromatique 5S se trouverait au niveau des boucles 5S (qui ont été visualisées
par une méthode de FISH), serait hypométhylée au niveau de son ADN et porterait des
histones H3K4me2 ; alors que la fraction hétérochromatique co-localiserait avec les
chromocentres, serait hyperméthylée au niveau de son ADN, et associée avec des histones
H3K9me2. On ne peut cependant pas exclure que certains genes d’ARNr 5S portent ces
deux types d’histones modifiées.

Les données de FISH 5S des noyaux de plantes sauvages et ddm1, considérées avec
le taux d’ARNr 5S minoritaires dans ces plantes, amenent a la conclusion que la présence
élevée des ARNr 5S minoritaires dans ddml est due a une relocalisation de génes 5S
minoritaires dans des boucles euchromatiques. Cependant, dans des tissus (sauvages ou
ddml) agés de deux jours apres germination, la proportion des ARNr 5S minoritaires est
élevée malgré la co-localisation de tout I’ADNr 5S avec les préchromocentres. Soit les
ARNr 5S extraits dans ces tissus sont produits auparavant, dans la graine ou la fleur, soit les
marques et/ou les protéines répressives ne sont pas complétement mises en place a ce stade
de développement, ce qui permet I’expression d’ARNr 5S minoritaires. A ce stade précoce
de développement, la méthylation de I’ADNr 5S est d’ailleurs peu élevée par rapport a des
stades plus tardifs (article n°2). Si une transcription des génes 5S a lieu dans ces tissus de
deux jours, elle est peu efficace car le taux global d’ARNr 5S est fortement diminué par
rapport a des tissus de quatre jours ou de trois semaines, bien que I’abondance de TFIIIA
soit la méme dans tous ces tissus.

DDM1 est connue pour étre une protéine de remodelage de la chromatine, et sa
mutation provoque de nombreux effets, dont une désorganisation de la chromatine. Nous
avons utilisé des mutants d’ADN méthyltransférases afin de comprendre plus finement la
relation entre le « silencing » des genes d’ARNr 5S et leur méthylation ADN. D’aprés nos
résultats, MET1 et CMT3 sont impliquées dans le «silencing » des genes d’ARNr 5S
minoritaires ce qui montre que la méthylation CG aussi bien que la méthylation CNG

réprime  I’expression des génes d’ARNr 5S minoritaires (voir « Résultats
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supplémentaires »). Nous avons aussi analysé la présence d’ARNr 5S minoritaires dans les
mutants ago4, sill, et kyp. Il avait déja été montré un impact des mutations ago4 et sill (un
allele mutant de HDAG®) sur la méthylation de I’ADNr 5S sans que le « silencing » des genes
d’ARNr 5S n’ait été étudié. Les résultats donnés dans la partie « Résultats supplémentaires »
de ce manuscrit montrent que les effets, tres certainement indirects, des mutations ago4 et
sill sur la méthylation ADN, coincident avec une dérepression des genes d’ARNr 5S
minoritaires. Dans les plantes kyp, bien qu’aucun effet sur la méthylation ADN ne soit
observé, les génes 5S minoritaires sont déréprimés. Tout comme certains transposons
(Lippman et al., 2003), les genes d’ARNTr 5S sont la cible de HDAS, KYP, et d’une protéine
ARGONAUTE (AGO4 dans le cas des genes 5S). L’ADNr 5S semble étre la cible de la
voie de la RADM puisque la mutation de AGO4, qui fait partie de cette voie, entraine une
forte diminution des siRNA 5S, une baisse de la méthylation de I’ADNr 5S, et une levée de
« silencing » des genes d’ARNr 5S minoritaires.

Les patrons de méthylation H3K9me2 semblent étre maintenus par I’action concertée
de plusieurs protéines de la famille SUVH a laguelle appartient KYP. Ainsi, la mutation de
KYP n’a pas d’effet sur H3K9me2 au niveau de I’ADNr 5S (Mathieu et al., 2005). Au
niveau de certains loci, la méthylation H3K9me2 dirige la méthylation ADN CNG via
CMT3. Récemment, il a été montré que KYP (SUVH4), SUVH5 et SUVH6 sont toutes les
trois nécessaires a la maintenance de la méthylation CNG de I’ADNr 5S (Ebbs and Bender,
2006). Ces resultats suggerent que I’effet de la mutation de KYP sur le «silencing » des
répétitions 5S pourrait étre indépendant de la méthylation H3K9 et de la méthylation CNG.
Le nombre éleve des copies de génes d’ARNr 5S pourrait toutefois masquer un effet ciblé

de la mutation de KYP sur un nombre limité de répétitions.

3. Découverte d’un nouveau type de transcrit provenant des genes d’ARNr 5S
Jusqu’a présent, les ARN provenant de la transcription des genes d’ARNr 5S mis en
évidence étaient les transcrits de 120 bases retrouvés au niveau des ribosomes, et les SiRNA
5S. Dans I’équipe, il avait été montré qu’une séquence de quatre T, située en aval de la
séquence 120 pb au niveau de tous les loci 5S, est suffisante pour la terminaison de
transcription par la polymérase 111 (Cloix et al., 2003).

Lors de notre étude du « silencing » des génes d’ARNTr 5S, nous avons amplifié des
transcrits de 210 nucléotides par RT-PCR (article n°3). Ces ARN comportent les 120
nucléotides des transcrits 5S retrouvés au niveau des ribosomes, mais possedent 90

nucléotides supplémentaires en 3’ correspondant a une partie de I’espaceur des géenes 5S.
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Ceci semble contradictoire avec les résultats d’arrét de transcription de Cloix et al. (Cloix et
al., 2003). Nous avons obtenu les produits d’amplification de 210 pb par des expériences de
RT-PCR en une étape dans lesquelles la rétro-transcription se fait en présence du couple de
primers sens et antisens. L’amplification de ces transcrits de 210 nucléotides en RT-PCR en
deux étapes (avec I’un ou I’autre de ces primers) a mis en évidence que ce type de transcrits
proviendrait d’une transcription antisens par rapport aux transcrits de 120 nucléotides
(données non montrées). Ainsi dans le cas d’une transcription par la polymérase 111, le signal
de fin de transcription ne peut étre reconnu. Toutefois, nous ne savons pas si ces transcrits
sont effectivement produits par la polymérase Ill, ou par une autre polymérase. Cette
question est abordée dans la partie « Perspectives de travail ».

La levée de «silencing » des ARNr 5S minoritaires dans cmt3, sill, ago4, et kyp
s’oppose au maintien de la répression transcriptionnelle des ARNr 5S-210 dans ces mutants.
Ceci indique que la présence de ces deux types de transcrits ne traduit pas exactement la
méme levée de « silencing » au niveau des genes d’ARNTr 5S. Il est difficile de savoir si ces
deux types de « silencing » se produisent sur les mémes unités 5S, ou s’ils operent sur des

genes 5S distincts.

4. « Silencing » dans le double mutant metlcmt3

Nos résultats ont montré une levée de « silencing » plus importante dans metlcmt3 que dans
metl au niveau des séquences TSI, des séquences 180 pb, des éléments transposables Ta3 et
AtSN1. Cet effet additif des mutations metl et cmt3 avait été observé auparavant au niveau
de I’expression des transposons Ta2 et Ta3 (Johnson et al., 2002) et sur la transposition de
I’élément CACTA (Kato et al.,, 2003). Ces différentes données indiquent que CMT3
« silence » certaines cibles indépendamment de MET1 et donc de la méthylation CG.

Lors de I’étude de I’expression des ARNr 5S minoritaires dans les mutants ADN
méthyltransférases metl, cmt3, et metlcmt3, une levée de « silencing » des genes d’ARNr
5S minoritaires a été observée dans les plantes metl et cmt3, contrairement au « silencing »
dans les plantes metlcmt3. Ces résultats peuvent étre mis en paralléle avec le fait qu’une
levée de répression transcriptionnelle des ARNr 5S-210 est observée dans des plantes metl
et moindrement dans des plantes metlcmt3. Si la Iégere augmentation des transcrits MOM1
observée dans des plantes cmt3 et metlcmt3 est le reflet d’un « silencing » indépendant de la
méthylation ADN, renforcé dans ces mutants, elle pourrait expliquer I’absence d’ARNr 5S
minoritaires et la moindre levée de «silencing» des ARNr 5S-210 dans les plantes

metlcmt3. Cette hypothése est pertinente avec I’absence de levée de « silencing » des ARNr
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5S-210 dans cmt3 mais pas avec la présence d’ARNr 5S minoritaires dans ce méme mutant.
L’expression des ARNr 5S minoritaires pourrait étre plus sensible a une augmentation de la
voie impliquant MOM1 dans un contexte tres déméthyle ADN comme metlcmt3. On ne
peut cependant pas exclure qu’un autre phénoméne explique les variations d’expression des
ARNr 5S minoritaires et des ARNr 5S-210 dans metl1, cmt3 et metlcmt3.

La levée de «silencing » des séquences répétees (TSI, 106B, 180 pb) qui sont la
cible a la fois de MET1 et de MOML1, n’est pas diminuée dans metlcmt3 par rapport a metl.
Les génes 5S semblent donc posséder une particularité qui en font la cible d’une répression
additionnelle dans le contexte double mutant metlcmt3. Le « silencing » renforcé dans les
plantes metlcmt3 au niveau des ARNr 5S minoritaires et des ARNr 5S-210, pourrait
permettre de ne pas laisser s’installer une dérépression transcriptionnelle trop forte des genes

d’ARNTr 5S, qui sont déja parmi les séquences les plus transcrites dans des plantes sauvages.

5. Impact de MOM1 sur I’expression des séquences répétées hétérochromatiques
Nous avons montré dans I’article n°3 que MOML est impliqué dans le « silencing » des
séquences répétées hétérochromatiques (les génes ADNr 5S, les séquences 106B, et les
répétitions centromériques 180 pb), alors que la mutation de MOM1 ne semble pas affecter
le niveau d’expression de différents éléments transposables. MOM1 semble donc agir sur
des séquences ayant une localisation nucléaire (dans I’hétérochromatine) et une organisation
génomique (séquences répétées) particuliéres. Contrairement a la plupart des mutants de
TGS, la mutation MOM1 permet une activation transcriptionnelle dans des contextes d’ADN
méthylé, et dans le cas des génes d’ARNr 5S, cette mutation n’induit pas non plus de
variation des patrons de méthylation de I’histone H3. Par ailleurs, Probst et al. avaient
montré que dans des plantes mutantes mom1, la levée de TGS de séquences (TSI et locus A)
se produit sans changement global de la structure de la chromatine, et sans décondensation
de ces séquences ciblées par MOML1 (Probst et al., 2003). Ces résultats suggérent que dans
certains cas, la structure de I’hétérochromatine n’est pas suffisante pour réprimer la
transcription de séquences répétées et que MOML1 est essentielle pour « silencer » certains
génes hétérochromatiques. Ceci est confirmé par les résultats obtenus dans I’article n°3.
Récemment, il a été montré que dans des plantes mutantes mom1, I’accumulation des
SiRNA 5S est inchangée par rapport a des plantes sauvages (Elmayan et al., 2005) ; d’apres
ce résultat, ces auteurs suggérent que MOM1 ne serait pas impliquée dans la régulation de la
transcription des genes 5S. La dérégulation de I’expression des ARNr 5S minoritaires et des

ARN 5S-210 démontre au contraire cette implication. Ces levées de «silencing» se
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produisent donc sans changement de la méthylation ADN, sans modification de la
méthylation des histones, et sans variation du taux d’accumulation des petits ARN 5S.

Les données publiées a ce jour ne permettent pas de définir le mode d’action de
MOML1. Il est intéressant de noter que toutes les cibles de MOM1 sont des séquences
hautement répétées. Ce type de séquences est sujet a des phénomenes de recombinaison qui,
s’ils se produisent, peuvent avoir des effets délétéres sur le génome. On pourrait émettre
I’hypothése que MOM1 serait impliquée dans I’inhibition de cette recombinaison.
Cependant, le phénotype, le développement et la fertilité normale des plantes mutantes
mom1 méme apres neuf générations d’autofécondation favorisent peu cette hypothese.

D’aprés nos resultats et ceux de Mittelsten Scheid et al. (Mittelsten Scheid et al.,
2002), parallelement a la voie de régulation épigénétique dépendante de la méthylation
ADN, la voie de MOML1 ajoute un niveau supplémentaire de répression au niveau des
séquences hautement répétées hétérochromatiques. MOM1 pourrait avoir un role direct de
répresseur de la transcription de ces séquences, et pourrait agir specifiquement sur celles-ci
en liant directement I’ADN. La nature de ces séquences répétées et/ou leur localisation
nucléaire pourraient étre impliquées dans le recrutement de MOML. Enfin, on peut
également émettre I’hypothése que MOML1 serait recrutée au niveau de ses cibles via une
interaction avec d’autres protéines liant directement I’ADN. La caractérisation biochimique
de MOML1 ainsi que de ses partenaires putatifs est requise afin de mieux comprendre le
mode d’action de cette protéine.

La sequence génomique couvrant le promoteur de MOM1 est méthylée au niveau de
I”’ADN. La méthylation CNG de cette sequence est diminuée dans les plantes mutantes cmt3,
et les méthylations CG et CNG sont réduites dans les plantes metl et metlcmt3, par rapport
a des plantes sauvages (article n°3). L’expression de MOM1 est lIégérement augmentée dans
les mutants cmt3 et metlcmt3, ce qui suggére que sa transcription est en partie réprimée par
la méthylation ADN CNG. Il est intéressant de constater que le géne MOML1 qui code une
protéine impliquée dans une voie de « silencing » indépendante de la méthylation ADN, est
lui-méme sous I’influence de la voie de « silencing » dépendante de la méthylation. Ainsi,

un certain équilibre pourrait exister entre ces deux voies de « silencing ».

6. Perspectives de travail
Au stade de notre étude de TFIIIADis, il parait important de caractériser TFIIIAbis sous sa
forme protéique. Nous avons fait produire des anticorps dirigés contre TFIIIA et d’autres

diriges contre TFIIIA et TFIIIADis. Il nous reste a mettre au point les conditions de western
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blot, ces deux protéines étant certainement peu représentées parmi les protéines totales de
plantes. Ces anticorps nous permettraient de prouver I’existence de ces deux protéines, et
d’avoir un outil important aussi bien pour I’étude de TFII1Abis que de TFIIIA. Par exemple,
nous n’avons pas détecté de différence au niveau de la quantité des transcrits TFII1Abis et
TFIHIA dans les lignées de plantes RNAI posseédant des phénotypes et ayant une diminution
du taux global d’ARNr 5S. Une analyse des ARN polyA en northerns blots peut étre
envisagée pour détecter le taux des deux transcrits mais le meilleur indicateur du niveau
d’expression de TFIIIA et de TFIIIAbis serait une détection des protéines. De plus, grace a
de tels anticorps, nous pouvons envisager des expériences de cytologie afin de localiser les
protéines TFIIIA et TFIIIAbis exprimées de maniere physiologique. Des experiences
d’immunolocalisation de TFIIIA couplées a des expériences de FISH permettraient de
savoir si les loci 5S des deux chromosomes homologues 4 et les grands loci 5S des deux
chromosomes homologues 5, sont tous actifs ou si certains subissent un « silencing », et si la
transcription des génes d’ADNr 5S n’a effectivement lieu qu’au niveau des boucles
euchromatiques.

D’apres nos résultats, nous avons formulé I’hypothése que TFIIIAbis stabiliserait les
ARNr 5S et /ou aurait un réle dans I’organisation nucléaire chromatinienne de I’ADNr 5S.
Si dans les lignées de plantes RNAI, seule I’expression de TFIIIAbis est touchée, nous
aimerions analyser I’état de la chromatine et des boucles euchromatiques d’ADNr 5S de ces
lignées. En effet, une diminution de la quantité des ARNr 5S étant observée dans les lignées
de plantes RNAI, on peut émettre I’hypothese que cette variation pourrait étre due a une
variation de I’état des boucles d’ADNr 5S. L’expression des différents types de transcrits 5S
(ARNr 5S minoritaires ; ARNr 5S-210) pourrait aussi étre étudiée dans ces plantes afin de
déterminer si TFIIIAbis posséde une fonction ciblant un type de géne ou d’ARNr 5S
particulier. D’autres expériences peuvent aussi étre envisagées, comme des expériences de
« run-on » et I’étude de la stabilité des ARNr 5S in vitro afin de préciser le mode d’action de
TFIADbis.

Les transcrits 5S-210 ont une taille plus importante que les ARNr 5S de 120
nucléotides, couvrant ces 120 nucléotides ainsi qu’une partie de I’espaceur des génes 5S ; il
existe des petits ARN 5S correspondant également a des séquences de cet espaceur. On peut
émettre I’hypothése que les ARNr 5S-210 soient des précurseurs des petits ARN 5S. Etant
donné que la polymérase 1V est impliquée dans la production des petits ARN 5S comme le

siRNA 1003, il serait donc intéressant d’analyser la transcription des ARNr 5S-210 dans des
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plantes mutantes pour la polymérase 1V. Des résultats récents suggerent que cette
polymérase (en particulier la POL 1Va) agirait comme une RdRP (Pontes et al., 2006), ce
qui implique que cette polymérase ne serait pas a I’origine de la transcription des ARNr 5S-
210.

Il est peu probable que ces ARN soient transcrits par la polymérase 111, car les sequences du
promoteur interne et la séquence TATA-like seraient alors en orientation antisens. Ceci
pourrait étre testé dans un systéme de transcription POL 11l in vitro. Si les ARNr 5S-210 ne
sont transcrits ni par la polymérase IV, ni par la polymérase Ill, il serait difficile de
discriminer I’activité de la polymérase | ou de la polymérase Il sur cette transcription. La
connaissance de la nature exacte des ARNr 5S-210 permettrait éventuellement de savoir
quelle polymérase permet leur transcription. Des expériences de protection a la nucléase S1
peuvent étre envisagées afin de déterminer la taille précise de ces transcrits. Enfin, des
expériences de 5’ et de 3 RACE-PCR permettraient de déterminer le début et la fin de

transcription de ces ARN.
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Abstract

Nuclear genomes of eukaryotes contain hundreds
to thousands of genes that encode 58 ribosomal RNAs
(35S rRNA). Recent studies, mostly obtained in
Arabidopsis, have provided insights in the transcribed
and repressed 35S ribosomal DNA (35S rDNA)
fractions. An emerging theme from these studies is
that epigenetic mechanisms operating at the level of
DNA methylation and histone modifications alter the
chromatin  structure and control the active and
inactive 38 rDNA genes.
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Introduction

In eukaryotes, 5S rRNA is a component of the ribosome together with the
28S, 18S, 5.8S rRNAs and ribosomal proteins. Actually very few is known
about 5S rRNA function. 5S rRNA is a conserved component of the large
ribosomal subunit that is thought to enhance protein synthesis by stabilizing
ribosome structure [1]. Experiments in Xenopus oocytes have shown that after
its transcription the 35S rRNA is first formed as non-ribosomal 7S RNP
(TFIITA-5S rRNA) or ribosomal 5S RNP (L5-5S rRNA) particles which are
then exported to the cytoplasm [2,3,4]. Then 5S rRNA re-enters the nucleus to
enable the full assembly of the ribosome [5,6]. This nuclear re-entry of 5S
rRNA is exclusively mediated by protein L5 [7], the only ribosomal protein
binding to the 5S rRNA in eukaryotes [1]. According to Lin and Lin [7], 5S
rRNA might be considered to have a chaperone-like behavior. This implies
that 5S rRNA participates in the correct folding of the protein L5. Cytoplasmic
storage sites for 5S rRNA have been observed neither in somatic mammalian
cells [8.,9] nor in Arabidopsis protoplasts [10], where 5S (L5-5S rRNA) and 7S
RNPs would be stored in the nucleolus [10].

Usually in plants (and animal species), the 5S rDNA genes occur in higher
copy number than the 18S-5.8S-28S rDNA genes [11,12]. The 5S rDNA arrays
are present at one or different chromosomal loci [13]. Fluorescent in situ
hybridization (FISH) experiments were usually used to locate 5S rDNA loci,
mostly at telomeric and subtelomeric regions [ 14].

Arabidopsis thaliana 1s known to contain approximately 1000 copies of 5S
rDNA per haploid genome and these occur in tandem arrays [15], localized in
the pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5 (with a large
locus on the left arm and a small locus on the right arm of chromosome 5) in
the Columbia ecotype [16,17,18]. In Arabidopsis thaliana, two types of 5S
rDNA repeated units exist : the major variant with 0.5 kb repeats and one with
short repeats (251bp), restricted to the small locus on the right arm of
chromosome 5 [19].

5S tDNA FISH experiments have been reported on both mitotic [16] and
meiotic Arabidopsis chromosomes [17]. By using a 5S rDNA probe, these
authors were able to distinguish individual chromosomes and show the poly-
morphism between different chromosomes. All ecotypes tested possess one
large 5S rDNA locus in the short arm of chromosome 4 and a largest one in the
left arm of chromosome 5 (Columbia (Col), C24, Cape Verde Islands (Cvi),
Kashmir 1 (Kas), Landsberg erecta (Ler), Wassileskija (WS)). Both loct map
to the pericentromeric heterochromatin regions of these chromosomes. A small
5S rDNA locus in the right arm of chromosome 5 was detected in Col, C24,
Ler and WS and a third large locus in chromosome 3 was detected in some
ecotypes (Col, Cvi, Kas and Ler). In Ler, this locus is found in the middle of
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the long arm (3L), while it maps to the pericentromeric heterochromatin region
of chromosome 3 in Col, Cvi and Kas.

A typical 5S rDNA unit contains a 120 bp Polymerase III transcribed
sequence and a non transcribed intergenic spacer. The Saccharomyces cerevisiae
RNA polymerase III transcription system is by far the best characterized
biochemically, but most of the results obtained on 5S rDNA regulation come
from Arabidopsis. This review mostly focuses on the regulation aspect.

Presence of 5S array-specific rDNA variants

In Arabidopsis, sequence heterogeneity inside each 5S rDNA block differs
from one block to another. The more homogeneous 5S rDNA blocks are those
on chromosome 4 and left arm of chromosome 5 (the transcribed blocks, see
later). Specific mutations, mostly present in the spacer, leading sometimes to
new specific restriction sites, are found in each 5S block. The presence of 5S
array-specific variants was confirmed with the restriction polymorphism study
using YACs mapped at the different 5S rDNA loci of chromosomes 3, 4 and 5
[19].

Polymerase 11 can recognize a simple cluster of four or more T residues as
terminator signals (reviewed m [20]), with this T-strech located downstream of
the 5S rDNA transcribed region. In 4. thaliana, this T-stretch differs between
5S rDNA units according to their location : chromosome 3, chromosome 4,
chromosome 5 large and small blocks. All units from chromosome 4 present a
long uninterrupted stretch of T residues (19 up to 21 T). For the units from the
other 5S rDNA arrays, this stretch of T residues is always interrupted by motifs
which are specific for each locus. Then each 5S rDNA locus can be recognized
with this chromosome-specific signature [21].

This T-strech has been studied in 34 ecotypes of Arabidopsis thaliana and
4 subspecies of Arabidopsis. In most ecotypes, the situation is similar to that
observed in Columbia, with a specific T-stretch for the different loci. In the
others, the T signature could not be distinguished between the different 5S
rDNA loci. Nevertheless, in all these ecotypes and subspecies, the 120bp
transcribed region is identical leading to the same major 5S rRNA [22].

5SS rDNA transcription

Eukaryotes contain thousands of rDNA genes, and it was suggested that
only a fraction of 5S rDNA genes, as well as 45S genes, is active, since the
number of rDNA genes far exceeds that normally required to supply ample
cytoplasmic rRNAs (reviewed in [23]). Heterogeneity of 5S rRNA transcripts
has been reported for a wide range of organisms including bacteria [24], fungi
[25,26], echinoderms [27], arthropods [28], amphibia [29], birds and mammals
[30]. In Xenopus, there 1s a developmental regulation of expression for the two
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families of 5S rDNA [31] and germinating embryos of rice revealed a new 5S-
rRNA species compared to resting ones [32].

In Arabidopsis, we were interested to know whether the functional 5S
rRNAs are indeed homogeneous, or if minor variants corresponding to some or
all of the « incorrect » 5S rDNA sequences were transcribed. We could
observe that, depending on the developmental stage of the seedling and on the
tissue, only the major 5S rRNA (in leaves, stems, siliques, flowers) or both the
major and minor 5S rRNA species, containing one or two mutations compared
to the major 5S rRNA (2 days-plantlets, roots) are transcribed [21,33]. We
could show the presence of minor 5S rRNAs in Arabidopsis polysomes [21] as
already observed in E. Coli, Xenopus and Neurospora [34]. The comparison of
5S rDNA and 5S rRNA sequences revealed that only two 5S rDNA loci are
transcribed : the chromosome 4 locus and the large locus of chromosome 5.
These results were confirmed by in vifro transcription experiments using
nuclear extracts from tobacco [35,36]. Indeed, 5S rDNA units from
chromosome 3 and from the small block of chromosome 5 were not
transcribed in vitro. The presence of numerous mutations in the internal
promoter are responsible for this inhibition of transcription [21,37]. There is no
need for 5S rDNA units from chromosome 3 since some ecotypes are devoid
of these chromosome 3 loci [17] without deleterious etfects. On the contrary,
all the 5S rDNA units from the large blocks of chromosome 4 and 5 can be
transcribed in vifro. Then in vivo and in vitro experiments completely agree
and demonstrate that only two 5S rDNA loci are transcribed in the cell : the
locus on chromosome 4 and the large locus on chromosome 5. But inside these
two blocks, only a fraction of 5S rDNA genes is transcribed in vivo with
therefore a silencing of the rest of the genes.

Sequences required for transcription of A. thaliana
5SS rDNA genes

Deletions and point mutations were introduced in an Arabidopsis 5S
rDNA transcribed region and its 5’- and 3’- flanks in order to analyse their
effects on ftranscription activity. /n vifro transcription revealed different
transcription control regions. One control region essential for transcription
initiation was identified in the 5’-flanking sequence. The major sequence
determinants were a TATA-like motif (-28 to -23), a GC dinucleotide (-12 to -
11), a 3 bp AT-rich region (-4 to -2) and a C residue at —1 (the first base of the
transcribed region is the +1). These motifs are important for both accurate
transcription initiation and transcription efficiency. Active 5S rDNA
transcription additionally required an intragenic promoter composed of an A-
box, an Intermediate Element (IE) and a C-box. A stretch of four T 1s sufficient
for transcription termination [37]. In tobacco and tomato, Venkateswarlu et al.
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[38] have reported the presence of the same motifs found in Arabidopsis,
although their functionality has not been tested.

Works in other in vitro systems have shown that the transcription of 5S
rDNA in Bombyx mori [39], Neurospora crassa [40], Drosophila
melanogaster [41], human [42,43], nematodes [44] and loach [45] absolutely
requires both 5S rDNA transcribed region and 5’-flanking sequences in
homologous cell-free extracts. A frequent feature upstream of the transcription
initiation site is a conserved TATA sequence, but a 12 bp sequence, designated
the D-box, is found in the 5’-flanking region of 5S rDNA genes from hamster
and mouse instead of the TATA box [42.,43].

The requirement of the 5 flanking region for 5S rDNA transcription
seems to be a general phenomenon.

Epigenetic mechanisms are involved in 5SS rDNA

transcription regulation

5S rDNA loops are present in 3 week-leaves

The absence of transcription of some of the 5S rDNA units from the
transcribed 5S blocks (chromosome 4 and chromosome 5 left arm) in vivo
(although they can be transcribed in vitro), strongly suggested epigenetic
mechanisms involved in their repression (i. e. changes in gene expression
without modifying the sequence).

We therefore studied the 5S rDNA methylation using genomic sequencing,
since methylation commonly occurs in heterochromatic repetitive sequences
[46,47,48,14], and since plant 5S rDNA was already shown to be methylated
using methylation-sensitive restriction endonucleases: maize [49], wheat [50],
lupin [51], Arabidopsis thaliana [48,52], pea [53] and flax [54]. We found the
A. thaliana 5S rDNA to be highly methylated at CpG, CpNpG and asymetrical
contexts with a small fraction of 5S rDNA units less methylated [55,56] and
supposed to be the transcribed fraction (see later). But in vifro transcription of
a naked Arabidopsis 5S rDNA gene was not impaired by DNA methylation
[56], as already observed for a Xenopus [57] and a mouse rDNA gene [58],
suggesting the requirement for a specific chromatin state for the repression of a
subset of 5S rDNA genes in the cell.

FISH with a 5S rDNA probe revealed that in leaf nuclei of 3 weeks wild-
type plants, a fraction of 5S rDNA forms loops that emanate from
heterochromatic chromocenters, these loops being supposed to be the
transcribed fraction. They have euchromatic features such as methylation of
the lysine 4 of histone 3 (H3mK4) and acetylation of the lysine 9 of histone 3
(H3AcK9), compared to the heterochromatic status (5-methylcytosine and
methylation of lysine 9 of histone 3 (H3mK9)) of the silenced 5S rDNA units
co-localizing with the chromocenters. In wild-type 3 weeks leaves, only the
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major 5S rRNA is transcribed, therefore only major 5S rDNA genes are
supposed to be present in the loops [33]. The involvement of the chromatin
structure in the repression of the silent 5S rDNA fraction was confirmed by the
results obtained with the ddml mutant. The DDM]I gene encodes a chromatin
remodeling protein [59,60]. The ddm{ mutation is known to cause a large
demethylation of the genome and a striking decondensation of chromocenters
[61]. Coherently, consequently to the heterochromatin decondensation, larger
5S rDNA euchromatic loops were observed in ddml 3 weeks leaves, and some
5S rDNA genes derepressed. Therefore, minor 5S rRNAs (containing one or
two substitutions compared to the major 5S rRNA) were recovered [33].
Chromatin Immunoprecipitation Experiments (ChIP) have shown that 5S
rDNA genes are more associated with H3mK9 (an heterochromatic feature) in
wild-type than in the ddml mutant. The opposite pattern was obtained for
H3mK4 [33] demonstrating a larger transcribed fraction in ddml. The
proportion of minor 5S tRNAs is dependent on the chromatin state, reflected
by the methylation state, with an inverse correlation between 5S rDNA
methylation and proportion of minor 5S rRNAs.

The only results reported on the influence of the chromatin structure on
5S rDNA transcription were in vitro results obtained in Xenopus. They have
demonstrated a 15-fold enhancement of total 5S rDNA transcription under
conditions where acetylation caused the 12-mer nucleosomal arrays to unfold
[62] and that nucleosome translational positioning is a major determinant of
the binding of TFIIIA (the 5S specific transcription factor) to the 5S rDNA
genes [63].

Heterochromatin is fully established between days 2 and 4

after germination

The 5S rDNA transcription regulation presented above i1s observed, with
the transcription of the major genes and the repression of the minor ones, in
plants older than 4 days. At 2 days after germination, the heterochromatin
fraction 1s much smaller than in 4 days and 3 weeks nuclei. This provides the
evidence that the appearance of constitutive heterochromatin 1s dynamic
during Arabidopsis development. 5S rDNA loops are not present in 2 days
nuclei and both major and minor 5S rDNA genes are transcribed.
Heterochromatin formation at chromocenters becomes fully established
between days 2 and 4 after germination, accompanied by 5S rDNA loop
formation showing methylation of K4 and acetylation of K9 of histone H3
within 5S rDNA loops, as typical for active euchromatin [33]. In the same
time, minor 5S rDNA genes become repressed. These results indicate that
expression and chromatin organization of 5S rDNA genes change during
heterochromatin establishment.
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Parallel with Poll epigenetic regulation

It is tempting to make a parallel with the epigenetic regulation of RNA
polymerase | transcription, reviewed by [64]. Eukaryotes regulate the effective
dosage of their ribosomal RNA (rRNA) genes, expressing fewer than half of the
genes at any one time. Ribosomal RNA gene dosage control and nuclear
dominance, a phenomenon in which genetic animals and plants hybrids
transcribe the rRNA genes inherited from one parent, whereas the rRNA genes
of the other parent are inactive [65,66,67], utilize a common mechanism. Central
to the mechanism is an epigenetic switch in which concerted changes in
promoter cytosine methylation density and specific histone modifications dictate
the on and off states of rRNA genes. This regulation could involve a NORc-like
activity [68] described by Santoro et al. [69]. The nucleolar remodelling
complex (NORc) [69], an ATP-dependent chromatin remodelling complex
identified in mouse and human cells mediates rRNA gene silencing. NORc
seems to coordinate several enzymatic processes, including histone deacetylation
and methylation, ATP-dependent chromatin remodelling and DNA methylation
to establish a closed chromatin structure and block initiation complex formation.

5S rDNA, Pollll transcribed, and 45S rDNA, Poll transcribed, have both an
epigenetic regulation involving histone methylation and (de)acetylation, and
DNA methylation. An ATP-dependent chromatin remodelling complex has been
identified for 45S rDNA and it is tempting to speculate that activating and
repressing complexes enable the 5S rDNA euchromatin and heterochromatin
states.

5S Short interfering RNA (siRNA) are produced

St RNA typically range between 21 and 24 nucleotides [70,71,72]. They
are associated with post-transcriptional form of RNA interference (RNA1).
They also guide chromatin-based events that result in transcriptional silencing
[73]. In Arabidopsis thaliana, endogenous siRNAs from repeated sequences
corresponding to pericentromeres, transposons and retroelements are relatively
abundant [71,74,75]. Heterochromatin in Arabidopsis 1s determined by
transposable elements and related tandem repeats, under the control of the
chromatin remodelling ATPase DDM1 (Decrease in DNA Methylation). Small
interfering RNAs correspond to these sequences suggesting a role in guiding
DDMI1 [76]. Si RNAs corresponding to 5S rDNA have been identified [75].
Their involvement in the transcriptional regulation of 5S rDNA has not yet
been reported.

Conclusion
There 1s a wealth of informations about the role of the chromatin structure
in the regulation of Polll-mediated transcription. By contrast, the function of
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chromatin and DNA-moditying enzymes in Pollll transcriptional regulation is
only beginning to be understood.
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Chez Arabidopsis thaliana, les génes d’ARNr 5S, transcrits par I’ARN polymérase |11, sont présents a
environ 1000 copies regroupées en blocs situés au niveau de I’hétérochromatine péricentromérique des
chromosomes 3, 4 et 5. Le chromosome 5 porte un locus d’ADNr 5S sur chacun de ses bras. Seuls les
loci du chromosome 4 et du bras gauche du chromosome 5 contiennent des génes d’ARNr 5S transcrits.
La population d’ARNr 5S est hétérogene chez Arabidopsis et se caractérise par la présence d’un ARNr
5S dit « majoritaire », représentant plus de 90% des transcrits 5S de la cellule, et d’ARNr 5S
« minoritaires » différant du transcrit 5S majoritaire par une ou deux substitutions nucléotidiques. Dans
le cadre de I’étude de la régulation génétique de I’expression des génes d’ARNr 5S, nous avons
identifié, cloné et caractérisé TFIIIA d’Arabidopsis, qui est le facteur de transcription spécifique des
genes d’ARNr 5S. Lors de cette étude, nous avons également identifié un produit d’épissage alternatif
du géne TFIIIA, codant une protéine plus courte que TFIIIA dans sa partie N-terminale, dénommée
TFIIAbis. L’analyse de lignées RNAI ciblant TFII1Abis et des expériences de trancription in vitro, ont
suggéré que TFIIIAbis aurait un effet positif sur le taux global des ARNr 5S, probablement en
stabilisant ces ARN. Nous avons également mené une étude de la régulation épigénétique de
I’expression des genes d’ARNr 5S. Ainsi, nous avons démontré I'implication de la méthylation de
I’ADN dans la répression de la transcription des génes d’ARNr 5S minoritaires. L’expression de ces
genes est également contr6lée par la voie de répression transcriptionnelle indépendante de la
méthylation ADN dont MOML fait partie. Nous avons identifié un nouveau type de transcrits provenant
des genes d’ARNr 5S, appelés ARNr 5S-210. De la méme fagon que les ARNr 5S minoritaires,
I’expression des ARNr 5S-210 est contrélée par la méthylation de I’ADN et par la voie de répression
contenant MOML1. Enfin, nous montrons que toutes les séquences répétées hétérochromatiques, a
I’exception des éléments transposables, sont soumises a ces deux voies de répression.

L%f/}/dﬁé

In Arabidopsis thaliana, polymerase Ill-transcribed 5S rRNA genes are present at about 1000 copies
clustered at pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5. The chromosome 5 bears one
5S rDNA locus on each arm. Transcribed 5S rRNA genes are only present on chromosome 4 and in the
large locus of left arm of chromosome 5. In Arabidopsis, 55 rRNA pool is heterogeneous and
characterized by the existence of both a major 5S rRNA (more than 90% of total 5S rRNAS) and some
minor 5S rRNAs, differing from the major one by one or two base substitutions. Within the framework
of the study of the genetic regulation of the 5S rDNA expression, we have identified, cloned and
characterized the transcription factor TFIIIA from Arabidopsis that is specific of the 5S genes. We also
identified an alternatively spliced product from the TFIIIA gene, named TFIlIAbis, that is shorter than
TFHIA in its N-terminal extremity. The data obtained by the targeting of TFIlIAbis by a RNAI
technique and in vitro transcription experiments, suggest a positive effect of TFII1Abis on the 5S rRNA
global rate, probably by stabilizing these RNA. We also studied the epigenetic regulation of the 5S
rDNA demonstrating the implication of DNA methylation in the silencing of minor 5S genes. In
addition, MOM1 mediates DNA methylation-independent silencing of these genes. We identified a
novel transcript originating from 5S genes, named 5S-210 rRNA. As minor 5S rRNA, the expression of
the 5S-210 transcripts is under the control of DNA methylation and of the MOML1 pathway. Finally, we
demonstrated that all highly repetitive heterochromatic sequences with the exception of transposable
elements are controlled by these two distinct epigenetic silencing pathways.
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Arabidopsis thaliana, ADN ribosomique 5S, TFII1Abis, méthylation, MOM1, épigénétique.
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