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Chez Arabidopsis thaliana, les génes d’ARNr 5S sont transcrits par I’ARN polymérase
Il qui fait intervenir plusieurs facteurs de transcription dont TFIIIA qui reconnait
spécifiguement le promoteur interne de ces genes et permet ainsi le recrutement de
I’ensemble du complexe de transcription. Le gene TFIIIA est composé de sept exons dont le
troisieme, résultant de I'exonisation d’'une molécule d’ARNr 5S, est épissé de facon
alternative produisant ainsi deux transcrits. Le transcrit ES, qui ne contient pas cet exon,
code pour la protéine TFIIIA pleine longueur et fonctionnelle. Le transcrit El, dans lequel
I'exon « 5S-like » est maintenu, est reconnu et dégradé par la voie NMD (Non-Mediated
Decay). L'exon « 5S-like » a, en effet, la particularité de contenir un codon stop prémature
qui en fait une cible de la voie NMD. Lors de I'étude de I'expression des transcrits ES et El
ainsi que celle de I"'accumulation de la protéine TFIIIA au cours du développement, nous
avons montré que le taux de la protéine TFIIIA fonctionnelle est soumis a plusieurs niveaux
de régulation. En effet, la production de la protéine TFIIIA pleine longueur est le résultat de
la synthese du transcrit ES et de sa traduction mais également de I'efficacité du clivage
protéolytique de la protéine. Lors de la maturation de la graine, I'accumulation croissante de
protéine TFIIIA résulte d’'une augmentation des quantités de transcrits ES couplée a une
diminution du clivage protéolytique. Dans les premiers jours du développement, la protéine
TFIIIA n'est détectée qu'apres le 4°me jour, suite a la diminution du clivage. Sa présence est
corrélée au remodelage de la chromatine de I'ADNr 5S. La combinaison de ces deux
mécanismes permet ainsi la production de TFIIIA et de son produit de transcription I’ARNr 5S
en fonction des besoins de la plante.

%J tract

In Arabidopsis thaliana, 5S rRNA genes are transcribed by RNA polymerase Ill. TFIIIA,
specifically required for transcription of these genes, binds to the internal control region of
the 5S rRNA genes and allows the assembly of the full transcription complex pol Ill. The
TFIIIA gene consists of seven exons, the third of which results in the exonisation of one 5S
rRNA molecule. This exon “5S-like” is alternatively skipped or included to produce either of
two transcript isoforms. The ES transcript encodes the fully functional TFIIIA protein. The El
transcript, which contains the exon “5S-like”, is a target of the NMD pathway (Non-Mediated
Decay). Indeed, the exon “55-like” contains a premature stop codon, which is recognized by
this RNA decay pathway. During the study of the ES and El transcripts expression and the
TFIIIA protein accumulation throughout the plant development, we show that TFIIIA
functional protein levels are under control of many regulation steps. Actually the production
of the full-length TFIIIA protein results from production and translation of the ES transcript
but also from the proteolytic cleavage efficiency of TFIIIA protein. During the seed
maturation, the strong accumulation of TFIIIA results from an increase in ES amounts and a
proteolytic cleavage decrease. After the fourth day post-germination, TFIIIA protein is
detected because the proteolytic cleavage decreases. TFIIIA presence is correlated with 5S
rDNA chromatin reorganization. The combination of these two mechanisms allows TFIIIA
production and its transcription product 5S rRNA according to the plants needs.
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Introduction

Dans tous les organismes, la synthése protéique, processus essentiel, requiert des
ribosomes fonctionnels. Les genes d’ARN ribosomique 5S (ARNr 5S), du fait de leur
implication dans la composition de ces ribosomes, sont indispensables a la survie de la
plante. Dans une cellule, la biosynthése du ribosome représente, a elle seule, 80% de
I'activité transcriptionnelle totale. L’expression des genes d’ARNr 5S se doit donc d’étre
précise et fortement régulée. Chez Arabidopsis thaliana, notre modele d’étude, ces genes
sont localisés dans la région péricentromérique des chromosomes, une région
hétérochromatique, considérée comme peu permissive a I'expression des génes. Une autre
caractéristique notable des genes d’ARNr 5S est leur nombre important de copies, considéré
en exces par rapport au besoin en ARNr 5S de la cellule. Il a été démontré que plusieurs
mécanismes épigénétiques étaient impliqués dans la régulation de I'expression des genes
d’ARNr 5S. Toutefois, ces mécanismes ne sont pas les seuls a contrbler I'expression des
génes d’ARNr 5S. L'acteur majeur de l'expression de ces génes reste le complexe de
transcription ARN polymérase lll. Lors de la transcription des genes 5S, plusieurs facteurs de
transcription de la machinerie transcriptionnelle ARN pol Il interviennent, notamment TFIIIA
qui est spécifique des genes d’ARNr 5S. TFIIIA est 'initiateur de la transcription des genes
d’ARNr 5S puisque c’est lui qui reconnait le promoteur interne de ces genes afin de recruter
les autres composants du complexe de transcription ARN pol Ill. || est donc considéré comme

un des facteurs limitant de I'expression de ces genes.

L'objectif de mon travail de these étant d’étudier I'expression du facteur de
transcription TFIIIA et son impact sur I’expression des genes d’ARNr 5S je décrirai, dans un
premier chapitre de la synthese bibliographique, le modeéle d’étude de cette thése qu’est
I’ARNr 5S ainsi que les connaissances actuelles concernant la régulation de son expression.
Le deuxieme chapitre concerne les similarités des deux familles d’ADNr, 5S et 45S, chez
Arabidopsis thaliana, qui a fait I'objet d’'une revue. Dans un troisieme chapitre, je
présenterai le facteur de transcription TFIIIA, au travers des connaissances acquises par des
études menées notamment chez le xénope et I'état des connaissances chez Arabidopsis

thaliana.
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Chapitre 1 : L’ARN ribosomique 5S
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Ribosome procaryote 70S

ARNr 23S

ARNr 5S
21 protéines

ARNr 16S M
33 protéines

Ribosome eucaryote 80S

ARNr 28S/25S
ARNr 5,8S
ARNr 5S

50 protéines

ARNr 18S M
33 protéines

Figure 1 : Composition des ribosomes procaryotes et eucaryotes.
L’ARNr 28S est remplacé par ’ARNr 25S chez les plantes.



Synthése bibliographique

l. Le ribosome

Le ribosome, complexe ribonucléoprotéique, joue un rdéle majeur dans la cellule
puisqu’il est au centre du processus traductionnel. Considéré comme une usine a protéines,
il permet la synthése d’une chaine polypeptidique a partir de I’ARN messager (ARNm) en
coordonnant lintervention des ARN de transfert (ARNt) porteurs d’acides aminés et
différents facteurs de traduction. Du fait de son role central lors de la traduction, il est
retrouvé dans tous les organismes qu’ils soient eucaryotes ou procaryotes et hautement
conservé au cours de I'évolution. En effet, le ribosome est toujours constitué d’une grande
et d’'une petite sous-unité. La petite sous-unité est connue pour décoder l'information
portée par 'ARNm alors que la grande sous-unité est impliquée dans les activités
catalytiques de la traduction. Malgré la conservation de leurs fonctions, la composition de
chacune des sous-unités ainsi que leur taille varient cependant selon les regnes. Chez les
procaryotes, le ribosome 70S est constitué de trois ARNr et d’environ 54 protéines. L'ARNr
16S est intégré dans la sous-unité 30S, les ARNr 5S et 23S, dans la sous-unité 50S (Figure 1)
(Witson and NIerHAUs 2003). Chez les eucaryotes, le ribosome 80S est composé de quatre
ARN ribosomiques (ARNTr) distincts, ’ARN ribosomique 18S dans la sous-unité 40S, les ARNr
5S, 5,8S et 28S dans la sous-unité 60S et d’'un peu plus de 80 protéines. Chez les plantes,
I’ARNr 25S remplace ’ARNr 28S.

Chez les eucaryotes, la synthése du ribosome a la particularité de nécessiter
I'intervention des trois ARN polymérases de la cellule. L'ARN polymérase | intervient lors de
la synthése du précurseur 45S qui aprés maturation donnera les ARNr 18S, 285/25S et 5,8S.
L'ARNr 5S provient de la transcription par I’ARN polymérase lll. Tandis que les protéines
ribosomales sont traduites a partir d’/ARNm transcrits par ’ARN polymérase Il. Une fois
produits, les différents constituants du ribosome sont associés en particules pré-ribosomales
dans le nucléole qui seront ensuite exportées dans le cytoplasme ou elles seront assemblées

en ribosome mature lors de I'initiation de la traduction.
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Figure 2 : Structure secondaire de ’ARNr 5S chez ’lhomme.
Les sites importants pour la liaison des protéines TFIIIA et L5 sont
indiqués.

(D’aprés Szymanski et al., 2002)
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Il. ARN ribosomique 5S

I1.1. Fonctions

Les genes d’ARNr 5S font partie des premiers genes étudiés en détail d’'un point de
vue structurel du fait de leur organisation sous forme d’unités répétées en tandem (Cf. Ill.1.)
et de leur importance biologique. Cependant, bien qu’il ait été découvert il y a bientét 50
ans, le role de I’ARNr 5S au sein du ribosome n’a toujours pas été clairement défini. Des
études suggerent qu’il interviendrait dans la transduction du signal entre le domaine porteur
de l'activité peptidyltransférase et le domaine de translocation de la grande sous-unité du
ribosome (DOKUDOVSKAYA et al. 1996; HuBER et al. 2001). Il pourrait aussi stabiliser cette
derniére (HoLmBERG and NYGARD 2000). L’ARNr 5S pourrait en fait tenir un rdle de
coordinateur entre les différents centres réactionnels du ribosome. En effet, il est capable
d’établir un grand nombre d’interactions ARN/protéines et ARN/ARN, et les différentes
mutations de cette molécule sont a I'origine de phénotypes variés de dysfonctionnement du
mécanisme de traduction (SMITH et al. 2001). Quoiqu’il en soit, 'importance de I’ARNr 5S au
sein du ribosome a été démontrée chez E. coli ou la délétion d’au moins un des genes
d’ARNr 5S entraine une forte chute du taux de croissance bactérienne (AMMONS et al. 1999).

L’ARNr 5S a été fortement utilisé comme modele pour I'étude des structures des
ARN, du fait de sa petite taille, ou comme marqueur dans des études phylogénétiques du fait
de sa conservation dans un grand nombre d’especes. Il est, de plus, capable d’interagir avec
des protéines en dehors du ribosome, ce qui fait de lui un outil intéressant pour les

interactions de type ARN/protéines.

11.2. Structure

L'’ARNr 5S est une petite molécule de 120 nucléotides qui adopte une structure
secondaire hautement conservée, constituée de 5 hélices (I-V) et de 5 boucles (A-E) (Figure
2). U'ensemble de ces hélices et de ces boucles permet des interactions avec les différents
partenaires de I’ARNr 5S, notamment le facteur de transcription TFIIIA et la protéine
ribosomale L5 (cf. Chapitre ARNr 5S II.3. et Chapitre TFIIIA 11.2.). Les hélices Il et V et les

boucles A, B et E forment le site de liaison principal avec TFIIIA (THEUNISSEN et al. 1992).
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Noyau Nucléole
Genes d’ARNr 5S
— -
ARNr 28S
5S ARNr 5,8S
T~ Protéines
/ ribosomales
__ 58
7S RNP
42S RNP 5
L

-
° 5S RNP

Cytoplasme

Figure 3 : Les différents complexes de ’ARNr 5S dans I'ovocyte de xénope.

Les génes d’ARNr 5S sont transcrits par 'ARN polymérase Ill. TFIIIA initie cette
transcription. Une fois transcrit TARNr 5S se lie a TFIIIA et forme le complexe 7S
RNP, permettant ainsi son transport et stockage dans le cytoplasme. |l peut
également étre stocké sous la forme 42S RNP. Lorsque I'ARNr 5S est lié a la
protéine L5 (5S RNP), il est transporté dans le nucléole pour étre incorporé a la sous-

unité ribosomale 60S.
(D'aprés Szymanski et al., 2003)
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Tandis que I’hélice Il est le site crucial de liaison a L5 (ScripTURE and HuBER 1995) (Figure 2).
L’hélice | joue un rble dans la stabilisation de la molécule d’ARNr 5S et son intégration dans

le ribosome (RAUE et al. 1981).

I1.3. L’ARNr 5S et les complexes ribonucléoprotéiques

11.3.1. Les complexes 5S RNP, 7S RNP et 42S RNP : r6les dans I'ovocyte de xénope

Bien que I’ARNr 5S se lie préférentiellement a I’ARNr 28S (NIssen et al. 2001), et a des
protéines ribosomales, il a été démontré qu’il était également capable d’interagir avec des
protéines non-ribosomales.

Chez Xenopus laevis, il a été démontré dans I'ovocyte qui accumule de grandes
guantités d’ARNr 5S, qu’une fois transcrit, ’ARNr 5S se complexe avec son propre facteur de
transcription, TFIIIA, formant ainsi le complexe 7S RNP. Ce complexe va permettre le
transport de I’ARNr 5S néosynthétisé du noyau vers le cytoplasme et de le stocker en
attendant que I'ensemble des composants du ribosome soit disponible. L'ARNr 5S est
retrouvé sous une seconde forme dans le cytoplasme, cette fois-ci associé a la protéine
ribosomale L5, pour donner le complexe 5S RNP, a la suite d’'un échange avec TFIlIA. Dans
cette configuration, I'ARNr 5S va pouvoir étre transporté jusqu’au nucléole, lieu
d’assemblage du ribosome (ALLISON et al. 1991; GUDDAT et al. 1990). TFIIIA, alors libéré, va
retourner dans le noyau et transcrire de nouveau les génes d’ARNr 5S (Figure 3).

Il a été démontré qu’une surexpression de L5 dans des embryons de xénope induisait
I’activation transcriptionnelle des genes d’ARNr 5S normalement inactifs, mimant I'effet
d’une surexpression de TFIIIA (PITTMAN et al. 1999). Les interactions entre I’ARNr 5S, TFIIIA et
L5 sont donc cruciales pour la régulation de I'expression des genes d’ARNr 5S. Ce systéme
d’échange d’ARNr 5S entre TFIIIA et L5 permettrait de réguler la quantité de TFIIIA libre dans
la cellule, et de jouer ainsi sur la transcription des genes d’ARNr 5S.

La troisieme forme sous laquelle 'ARNr 5S est retrouvé chez le xénope est le
complexe 42S RNP. Environ 50% des ARNr 5S présents dans des ovocytes immatures sont
retrouvés dans les particules 42S. Ce sont des structures relativement complexes (DeNis and
LE MAIRE 1983; KLOETZEL et al. 1981) qui sont composées de I’ARNr 5S, d’ARNt et de deux

protéines, p48 et p43 (PICARD et al. 1980). C’'est la protéine p43 qui lie directement ’ARNr 55
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au sein de ce complexe. En effet, p43 est une protéine de type zinc-finger qui, comme TFIIIA,
possede 9 doigts de zinc. Cependant, elle lie exclusivement les ARNr 5S et ne reconnait pas
les mémes sites de liaisons que le facteur de transcription des génes 5S (JoHo et al. 1990;
ZANG and RomANIUK 1995). Tout comme le complexe 7S RNP, le complexe 42S RNP permet le
stockage des ARNr 5S dans le cytoplasme, et ce, pendant I'ovogéneése (Figure 3).

Une étude a également montré que les ARNr 5S nouvellement synthétisés
interagissent de fagon transitoire avec I'antigeéne La avant d’étre remplacé par L5 ou TFIIIA
(GUDDAT et al. 1990). La protéine La est connue pour étre impliquée dans la transcription de
type ARN pol lll. En effet, elle intervient notamment lors de la maturation des transcrits ARN

pol Il en se fixant a leur extrémité 3’ (GoTTLIEB and STEITZ 1989; MARAIA et al. 1994).

11.3.2. L’ARNr 5S sous une forme complexée dans les autres organismes

Chez les mammiferes, une minorité d’ARNr 5S, environ 1%, est complexée a
I’antigéne La (RINKE and STEITz 1982). L'ARNr 5S est également complexé a L5. Ce complexe
5S RNP permettrait le passage de I’ARNr 5S du nucléoplasme au lieu d’assemblage de la
sous-unité 60S dans le nucléole (SteiTz et al. 1988).

Dans d’autres organismes, ’ARNr 5S est également lié a des protéines ribosomales.
Chez la levure, 'ARNr 5S est complexé a la protéine ribosomale L1. La formation de ce
complexe ARNr 55/L1 semble indispensable a la stabilité de 'ARNr 5S néosynthétisé ainsi
gu’a la formation de la sous-unité 60S (DesHMUKH et al. 1993). Chez les bactéries, ’ARNr 5S a
été retrouvé complexé a trois protéines, L5, L18 et L25 (CHEN-SCHMEISSER and GARRETT 1977).

Chez Arabidopsis thaliana, bien qu’il ait été démontré que la protéine L5 et la
protéine TFIIIA étaient capables de lier directement ’ARNr 5S (MATHIEU et al. 2003b), aucune
donnée concernant le stockage de I’ARNr 5S dans le cytoplasme n’est connue. Aucune
protéine telle que p43 c’est-a-dire contenant 9 doigts de zinc, hormis TFIlIA, n’a été
identifiée. Récemment, une équipe a rapporté que, chez Arabidopsis thaliana, la protéine L5
prenait part directement a la régulation de I'expression des genes d’ARNr 5S en régulant le
taux de TFIIIA dans la cellule et donc, que les quantités de L5 libre dans le cytoplasme, tout
comme celles de TFIIIA, permettaient de réguler finement I’expression des genes 5S (Fu et al.
2009; HAMMOND et al. 2009). La conclusion de ces travaux sera développée plus en détail

dans le chapitre Ill concernant TFIIIA (Cf. chapitre TFIIIA IV.2.2). Ceci appuie I’'hypothése de
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Iimportance des interactions de ’ARNr 5S avec ces différentes protéines impliquées dans la

régulation de son expression, comme chez le xénope.

lll. Les génes d’ARNr 5S

lll.1. Organisation des génes d’ARNr 5S

Les genes d’ARNr 5S sont organisés sous forme d’unités répétées en tandem, en
orientation directe. Le nombre de répétitions varie généralement selon la taille du génome
et donc de I'organisme, pouvant aller de 8 répétitions chez E. coli (CONDON et al. 1995) a
guelques centaines chez ’'Homme (SORENSEN and FREDERIKSEN 1991) ou la drosophile (WIMBER
and STEFFENSEN 1970) et jusqu’a prés de 60000 chez Linum usitatissimum (SCHNEEBERGER et al.
1989). Chez Arabidopsis thaliana, ce sont environ 1000 copies de génes d’ARNr 5S qui sont
retrouvées par génome haploide, représentant 0,7% du génome (CAMPELL et al. 1992).

Chez les bactéries, tous les genes d’ARNr font partie de la méme unité de transcription,
ils sont transcrits en un grand précurseur qui sera par la suite clivé (ConDON et al. 1995). Chez
certains champignons, les genes d’ARNr 5S sont associés physiquement aux autres genes
d’ARNTr (CIHLAR and SyPHERD 1980; PHILIPPSEN et al. 1978). Cependant, le champignon Yarrowia
Lipolytica présente une organisation particuliere des genes d’ARNr 5S. En effet, sur 108
unités 5S, 48 sont sous une forme dicistronique puisqu’elles sont localisées a I'extrémité 3’
des genes d’ARNt. Les autres unités 5S sont, quant a elles, dispersées au sein du génome
(Acker et al. 2008). Chez Saccharomyces cerevisiae, les génes d’ARNr 5S et les génes d’ARNr
45S sont associés (PHILIPPSEN et al. 1978). A l'inverse, chez les eucaryotes supérieurs, mais
aussi chez Schizosaccharomyces pombe (Mao et al. 1982) et chez Neurospora crassa (SELKER

et al. 1981), les génes d’ARNr 5S ne sont pas physiquement liés aux autres genes d’ARNTr.

l11.2. Localisation des genes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana

Dans tous les eucaryotes étudiés, les genes d’ARNr 5S ont la particularité d’étre situés

dans les régions péricentromériques ou subtélomériques des chromosomes c’est-a-dire dans

des régions hétérochromatiques. Chez Arabidopsis thaliana, des techniques d’hybridation in
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Figure 4 : Localisation des loci d’ADNr 5S chez Arabidopsis thaliana,
écotype Columbia.

Les loci d’ADNr 5S sont situés en région péricentromérique des
chromosomes 3, 4 et 5. Les loci d’ADNr 5S sont en violet, les loci d’ADNr 45S
sont en vert. Les centroméres sont symbolisés en gris.

Tableau 1 : Les promoteurs reconnus par I’ARN polymérase Ill.
(D’apres Paule and White, 2000)

Promoteurs ARN pol Il Geénes Motifs du promoteur

Promoteur interne
_— Boites A, C
ARNr 5S Elément Intermédiaire (IE)

Tvoe || Promoteur interne
yp ARNt Boites A, B

Tvoe Il Eléments ESD, ESP
yp 7SK, U6 (homme) boite TATA
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situ (FISH), sur des chromosomes mitotiques et méiotiques, ont permis de positionner les
genes d’ARNr 5S dans plusieurs écotypes. Dans tous les écotypes testés, le chromosome 4
porte un locus d’ADNr 5S sur son bras court et deux blocs d’ADNr 5S sont présents sur le
chromosome 5 : un grand locus sur le bras gauche et un petit locus sur le bras droit (FRANSz
et al. 1998; MURATA et al. 1997). Dans les écotypes Columbia, Landsberg erecta ou Cape
Verde Islands, un quatrieme bloc d’ADNr 5S est retrouvé sur le chromosome 3 alors qu’il est
absent dans C24 et Wassileskija (FRANSZ et al. 1998). Les loci d’ADNr 5S ont la particularité
d’étre situés en région péricentromérique, ils sont dans un contexte hétérochromatique,
tout comme les genes codant pour les trois autres ARNr (45S) situés aux extrémités
télomériques des chromosomes 2 et 4 (Figure 4). Sur ce point, le locus 5S du chromosome 3
se distingue des autres loci d’ADNr 5S puisqu’il présente un polymorphisme de position
selon I'écotype étudié. En effet, dans Columbia et dans les autres écotypes ou il est présent,
ce locus est bien situé dans la région péricentromérique du chromosome 3 alors qu’il est
situé au milieu du bras droit du chromosome 3 dans Landsberg erecta (FRANSZ et al. 1998;

TuTols et al. 2002).

l11.3. Structure de I'unité génique d’ADNr 5S

Les génes d’ARNr 5S sont composés d’une région transcrite de 120 pb et d’une région
intergénique de taille variable selon les organismes. Chez les eucaryotes, ces genes sont
transcrits par ’ARN polymérase lll qui reconnait des promoteurs variés présentant tout
de méme une organisation basale conservée. Ces promoteurs sont classés en trois
catégories (Type 1-3) (Tableau 1). Le promoteur des genes 5S est de type 1, c’est-a-dire qu’il
est composé d’un promoteur interne tripartite, suffisant a la transcription chez le xénope
(PIELER et al. 1987), mais également de séquences régulatrices situées dans I'espaceur
intergénique qui sont requises pour une efficacité optimale. La seule exception connue a
cette organisation tripartite du promoteur des genes 5S concerne S.cerevisiae dont le

promoteur est uniqguement constitué de la boite C (CHALLICE and SEGALL 1989).
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Figure 5 : Représentation schématique des géenes d’ARNr 5S chez Arabidopsis
thaliana.

Haut: Les génes d’ARNr 5S sont répétés en tandem. Les séquences transcrites de 120 pb
sont séparées par une séquence intergénique de 380 pb.

Bas: Le promoteur interne est composé d'une boite A, d’'un élément intermédiaire (El) et
d’'une boite C. Les séquences en amont de la séquence transcrite sont indispensables a la
transcription. Une séquence poly(T), terminatrice de la transcription, est située en aval de la
séquence transcrite de 120 pb.
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111.3.1. Le promoteur interne

Les premieres études concernant les séquences régulatrices de la transcription des
genes d’ARNr 5S ont été menées chez le xénope. Elles ont permis d’identifier trois régions :
la boite A, I’élément intermédiaire El et la boite C (Figure 5). Ces trois éléments formant le
promoteur interne ou ICR (pour Internal Control Region) sont suffisants pour permettre le
recrutement du complexe de transcription composé de TFIIIA, TFIIIB, TFIIC et de 'ARN
polymérase Il (PIELER et al. 1985a; PIELER et al. 1985b). Grace aux données de séquences
accumulées chez le xénope (BOGENHAGEN et al. 1980; PIELER et al. 1985b; SakoNsu et al. 1980)
et a des expériences de transcription in vitro, les éléments du promoteur interne des genes
d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana ont pu étre définis (CLoix et al. 2000; CLoix et al. 2003).
La boite A se situe entre les positions +51 et +62, I’élément El entre les positions +71 et +72

et la boite C est retrouvée entre les positions +81 et +90.

111.3.2. La région 5’

Plusieurs études in vitro menées chez Bombyx mori (MoRTON and SPRAGUE 1984),
Caenorhabditis elegans (NELsoN et al. 1998), Drosophila melanogaster (SHARP and GARCIA
1988) ont montré que, bien que I'ICR soit suffisant pour la transcription des genes d’ARNr
5S, la région 5’ du gene est requise pour une transcription efficace de ces genes. En effet,
chez le xénope notamment, une délétion de seulement 5 nucléotides en amont de la
séquence transcrite des génes 5S somatiques (il y a deux familles d’ARNr 5S chez le xénope,
Cf. IV.2.) réduit de deux fois la transcription de ces genes (WORMINGTON et al. 1981). Une
séquence de 26 pb a pu ainsi étre identifiée comme nécessaire a la transcription des genes
d’ARNr 5S. Elle contient un motif TATAT, ressemblant a une boite TATA du systeme de
transcription de I’ARN polymérase Il.

Bien que les genes d’ARNr 5S soient hautement conservés, il existe une variabilité au
niveau de l'importance ou de la nature méme des séquences régulatrices en 5. Chez
I'amibe, Acanthamoeba castellanii, il a été démontré que la suppression de la séquence de
type « TATA-like » n’altére que faiblement la transcription (PENG and BATEMAN 2004). Chez les

mammiféres, cette séquence « TATA-like » est remplacée par une séquence de 12 pb riche
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Chr.3 locus 1 ———.IIIIIIICGGIIIICTCIIIIIIIIIGTC-——

Chr.3 locus 2 = = = TTTTTT-CGGTTTTCTCTTTTTTTTTGTT = = =
Chr.3 locus 3 = = =TTTTTTTCGGTTTTCTCTTTTTTTTTGTT = = =
Chr.4 - ==[1rrrrrerreetrerrirr------ GGTT = = =
Chr.5 locus majeur = = =TTTTATGTTTAACCTTTTTTTTTT-GGTT = = =
Chr.5 locus mineur = = =TTTTTTTTTAATTTGTTTTTTT---GGTT = = =

Figure 6 : Signatures des différents loci 5S chez Arabidopsis thaliana,
écotype Columbia.

Les séquences « signature » correspondent au stretch de T situé a I'extrémité 3’
de tous les genes d’ARNr 5S, en +121. Ce stretch de T est constitué d’'une
répétition de résidus T dont la longueur et les motifs sont spécifiques a chaque

locus. Les différences majeures entre ces différents stretch sont en rouge.
(D’aprés Cloix et al., 2000)
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en GC, la boite D. In vitro, cette boite D est nécessaire a une transcription efficace des genes

d’ARNr 5S humain (HALLENBERG et al. 1994; NIELSEN et al. 1993).

Chez Arabidopsis thaliana, les éléments régulateurs en amont de la séquence
transcrite ont été définis, comme pour le promoteur interne, par homologie de séquences.
Un motif « TATA-like » entre les positions -28 et -23, un dinucléotide GC en -12 et un résidu
C en -1 ont pu étre identifiés (VENKATESWARLU et al. 1991) (Figure 5). Cloix et al. ont par la
suite confirmé la position de ces séquences ainsi que leur importance dans la transcription
des génes d’ARNr 5S dans I'écotype Columbia grace a des expériences de transcription in
vitro (CLoix et al. 2003). Ces études ont de plus démontré le caractere essentiel de la boite
« TATA-like » dans la transcription et dans la ré-initiation de la transcription des génes

d’ARNr 5S.

111.3.3. La région 3’

Alors que I'ARN pol lll reconnait différents promoteurs pour linitiation de la
transcription, elle la termine grace a une simple séquence consensus retrouvée a la fin de
tous les genes reconnus par cette machinerie transcriptionnelle. Bogenhagen et Brown
(1981) ont identifié un cluster de T nécessaire a la terminaison de la transcription des génes
d’ARNr 5S ovocytaires chez Xenopus laevis (BOGENHAGEN and BROwN 1981). La longueur du
stretch de T varie selon les organismes. Chez la levure, le stretch de T est généralement

composé de 6 ou 7 T (ALLISON et al. 1991; HAMADA et al. 2000).

Chez Arabidopsis thaliana, un stretch de T est également présent en aval de
I'extrémité 3’ de la séquence transcrite permettant la terminaison de la transcription (CLoix
et al. 2003). Ces stretchs de T différent entre les génes 5S en fonction de leur origine
chromosomique (Figure 6). En effet, le nombre de T répétés varie et il peut étre interrompu
par des A, G ou C (CLoix et al. 2000; CLoix et al. 2002). Ainsi, les génes d’ARNr 5S peuvent
étre distingués, par leur motif polyT, en fonction de leur appartenance au chromosome 3, 4

ou 5.
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l11.4. Les génes d’ARNr et la stabilité du génome

Les genes d’ARN ribosomique, que ce soit les 55 ou les 45S, sont présents en un
grand nombre de copies qui semble étre largement supérieur au besoin réel de la cellule en
ARNTr et ce dans tous les organismes étudiés. Cependant, ce nombre important de copies est
conservé au cours de I'évolution reflétant donc I'importance pour I'organisme de maintenir
ce stock de génes d’ARNr actifs et inactifs.

Il a été suggéré que le maintien de ce nombre d’unités, largement en exces en
conditions normales, pourrait permettre une adaptation de la cellule en fonction de ses
besoins en ARNr. En effet, en recrutant des copies qui sont normalement inactives, I'activité
transcriptionnelle des genes ribosomiques pourrait étre augmentée et par conséquent le
taux d’ARNr également. Dans ce cas, la présence d’un grand nombre de copies de génes
d’ARNr peut étre considérée comme une ressource supplémentaire de génes en fonction
des besoins en ARNr. Chez Arabidopsis thaliana, notre équipe a montré que sur les 1000
copies d’unité 5S, une fraction des genes d’ARNr 5S est exprimée dans tous les tissus et
lorsque des quantités d’ARNr 5S plus importantes sont nécessaires, par exemple dans la
graine, une autre fraction des genes 5S est alors transcrite (MATHIEU et al. 2003a).
Cependant, une grande partie des genes d’ARNr 5S n’est jamais exprimée. Il semblerait donc
gu’au-dela d’un role de réservoir, le nombre de copies excédentaires de génes d’ARNr ait
une autre fonction.

Une étude récente menée par lde et al. a démontré que la présence d’un grand
nombre de genes ribosomiques était nécessaire pour la cohésion et I'association efficace des
chromatides sceurs assurant ainsi la stabilité du génome (Ioe et al. 2010). Ces auteurs ont
créé des souches de levure présentant un nombre variable de génes ribosomiques (chez la
levure, I'ensemble des génes d’ARNTr fait partie d’'une méme unité transcriptionnelle). Ils ont
ainsi montré que les levures contenant le plus petit nombre de genes, 20 contre 150 en
contexte sauvage, étaient beaucoup plus sensibles a des agents mutagenes de I’ADN tels que
le methylmethanesulfonate (MMS) ou les rayons ultra-violets (UV). Les multiples copies
d’ADNr assureraient |'efficacité des mécanismes de réparation par recombinaison en
facilitant I'association de la condensine (complexe protéique jouant un réle central dans le
maintien de la structure des chromosomes) au niveau des génes d’ADNr et donc la cohésion

des chromatides sceurs au niveau de ces loci. En effet, les copies excédentaires d’ADNr qui
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Tableau 2 : Nombre de copies génes d’ARNr 45S par cellule haploide

(D’apres Ide et al., 2009)

Especes Nombre de copies
E.coli 8
Saccharomyces cerevisiae 150
Drosophilia melanogaster 240
Xenopus laevis 600
Homo sapiens 350
Arabidopsis thaliana 570
Pisum sativum 3900
Zea mays 12000
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ne sont pas transcrites peuvent fixer la condensine, alors que dans des souches de levure ne
contenant que 20 copies, celles-ci sont toutes transcrites et I'association de condensine au
niveau de ces unités est fortement diminuée. Ces souches ne peuvent alors plus réparer de
facon efficace les lésions causées par des agents mutagenes tels que le MMS ou les UV.

Ide et al. proposent également que I’évolution du nombre de copies d’ADNr soit
corrélée a la taille de la cellule. En effet, les bactéries qui sont considérablement plus petites
qgue les cellules eucaryotes, n‘ont que quelques copies dispersées au sein du génome
comparé aux organismes eucaryotes. De plus, les cellules plus grosses ont des besoins en
ribosomes plus importants et par conséquent en ARNr, ceci justifie le fait que plus les
cellules sont grosses, plus le nombre de copies de génes d’ARNr est grand (Tableau 2). Les
ARNr étant indispensables a la survie de la cellule, la présence d’'un grand nombre de copies
de génes d’ARNr diminue la sensibilité de la cellule vis-a-vis d’agents mutagenes.

Le nombre important de genes d’ARNr assure donc a la fois une capacité de

transcription optimale et une stabilité du génome.

IV. Expression des génes d’ARNr 5S

IV.1. Mécanisme transcriptionnel de type ARN polymérase Il

Chez les eucaryotes, les genes d’ARNr 5S sont transcrits par I’ARN polymérase lll, qui
est également impliquée dans la transcription de plusieurs centaines de genes dont la
majorité code pour les ARNt. Mais, elle est aussi a |'origine de ’ARN 7SL, de I’ARNsn U6 et de
plusieurs petits ARN impliqués dans des processus de maturation, ainsi que de la
transcription d’éléments transposables comme I'élément Alu (PAULE and WHITE 2000).

Classiguement, la machinerie transcriptionnelle de type pol Il fait intervenir les
facteurs de transcription TFIIIC et TFIIIB. La transcription des genes d’ARNr 5S requiert
I'intervention d’un troisieme facteur de transcription spécifique, TFIIIA. Ces trois facteurs de
transcription interagissent avec les genes d’ARNr 5S dans un ordre défini. Dans un premier
temps, TFIIIA se lie de fagon spécifique au promoteur interne du gene, recrutant ensuite
TFIIC, puis TFIIIB. Le complexe de transcription ainsi formé, va permettre a I'’ARN

polymérase Il d’initier la transcription (BIEKER et al. 1985; KASSAVETIS et al. 1990; SETzER and
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Figure 7 : Formatio’ du complexe de tra” scriptio’ pol lll au " iveau d’u’
gé e d’ARNr 5S.

La fixation de TFIIIA sur le promoteur interne d’'une unité 5S, au niveau des
boites A et C et de I'élément EI, permet le recrutement du complexe TFIIIC.
Ainsi complexé, TFIIIC va pouvoir recruter TFIIIB. LARN polymérase Il va
alors pouvoir initier la transcription.
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BRowN 1985) (Figure 7). La plupart des connaissances concernant le mécanisme de
transcription des génes d’ARNr 5S provient d’études réalisées chez Xenopus laevis (BIEKER et
al. 1985; KASSAVETIS et al. 1990; SETzerR and BROWN 1985), et ont été par la suite confirmées et
complétées chez Saccharomyces cerevisiae (KAsSSAVETIS et al. 1990). Cependant, aucune étude

concernant le mécanisme transcriptionnel pol Ill n’a été menée chez Arabidopsis thaliana.

IV.1.1. Le facteur de transcription TFIIIA

TFIIIA est une protéine constituée de 9 doigts de zinc qui se lient a I'ICR des genes 5S
et d’un domaine C-terminal « non-DNA binding » lui permettant d’interagir avec les autres
facteurs de transcription. Cette protéine a de plus, comme décrit précédemment (Cf. II.3), la
capacité de lier son propre produit de transcription, ’ARNr 5S. Ce facteur de transcription a
été particulierement bien décrit chez le xénope.

TFIIA est le facteur de transcription spécifique des genes d’ARNr 5S, il sera décrit plus

en détail par la suite dans le chapitre Il.

IV.1.2. Le facteur de transcription TFIIIC

TFIIC est un des plus gros facteurs de transcription connus. En effet, chez Xenopus
laevis, un complexe TFIIIC de 400 kDa a été purifié et cing polypeptides le composant ont été
isolés (KELLER et al. 1992). Chez saccharomyces, ou ce complexe est trés bien caractérisé, il
fait plus de 500 kda et est composé de six sous-unités (BARTHOLOMEW et al. 1990; GABRIELSEN
et al. 1989; PArsoNs and WEIL 1990), tout comme TFIIC chez Bombyx mori, ol cependant
seuls cing polypeptides ont été identifiés (SRINIVASAN and GOPINATHAN 2002). Chez I’homme,
ce complexe est composé de 6 sous-unités (DumAY-ODELOT et al. 2007; KoveLMAN and ROEDER
1992; YosHINAGA et al. 1989) dont trois d’entre elles possédent une activité histone
acétyltransférase permettant ainsi de lever la répression nucléosomale in vitro (HSIEH et al.
1999; Kunpu et al. 1999).

Par sa fixation sur TFIlIIA, TFIIIC va stabiliser le complexe binaire TFIIIA/ADNr 5S
(SETzER and BRowN 1985), puis recruter TFIIIB. Il est donc considéré comme un co-activateur
puisqu’il permet le lien entre TFIIIA qui lie spécifiquement 'ADNr 5S et TFIlIB qui va

permettre le recrutement de I’ARN polymérase lll. Il est important de noter que lors de la
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transcription des autres genes transcrits par I’ARN polymérase Ill, par exemples les genes
d’ARNt, le complexe TFIIIC se lie directement au promoteur de ces genes en fixant les boites

A et B, et permet donc l'initiation de la transcription.

Plus récemment, il a été mis en évidence que TFIIIC possédait des activités extra-
transcriptionnelles. En effet, TFIIIC peut se lier a des séquences sans recruter les autres
acteurs de la machinerie de transcription ARN pol Il (MoQTADERI and STRUHL 2004; NOMA et
al. 2006; Simms et al. 2008; VALENZUELA et al. 2009). Chez Saccharomyces cerevisiae, ces sites
de fixation sont nommés ETC pour Extra-TFIIIC (MoaTADERI and STRUHL 2004). Chez
Schizosaccharomyces pombe, Noma et al. ont mis en évidence des sites COC (Chromosome
Organizing Clamps) ou TFIIIC se lie sans recruter ’ARN pol Ill (Noma et al. 2006). L’étude des
sites COC, chez S.pombe, montre que TFIIIC se localise au niveau de zones frontieres de
régions hétérochromatiques telles que le locus MAT (Mating type, déterminant du type
sexuel). En effet, ces séquences contiennent des boites B (composant des promoteurs de
type 2 de la machinerie pol Ill). TFIIC va donc pouvoir se fixer au niveau de ces boites B.
Cependant, I'absence de boite A dans ces séquences pourrait empécher le positionnement
classique de TFIIIC et donc le recrutement de TFIIIB et de 'ARN polymérase Ill. Des
expériences d'immmunofluorescence ont mis en évidence la présence de 5 a 10 foci TFIIC
(hautes concentrations de TFIIIC en absence d’ARN pol Ill) localisés a la périphérie nucléaire
d’une cellule. Ces protéines TFIIIC sont associées, en plus du locus MAT, aux centromeres et
a plusieurs sites COC. Chez S. cerevisiae, il a, par la suite, été démontré que ces sites ETC
sont capables de bloquer I'expression de génes rapporteurs lorsqu’ils sont placés entre le
site de fixation du facteur de transcription du géne rapporteur et de son promoteur. Dans ce
contexte, les ETC peuvent étre considérés comme des insulateurs (Simms et al. 2008). Simms
et al. ont également montré que, dans leur contexte naturel, les ETC fonctionnent comme
des « barrieres » de I’"hétérochromatine.

TFIIC, en plus de son role dans le complexe de transcription ARN pol Ill, participerait

a limiter la propagation de I’hétérochromatine et donc a I'organisation du génome.
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IV.1.3. Le facteur de transcription TFIIIB

Chez les eucaryotes supérieurs et la levure, TFIIIB est formé de I’association de trois
polypeptides : une TBP (TATA binding protein) (KAssAVETIS et al. 1991; WHITE et al. 1992),
essentielle a la transcription de I'ensemble des genes eucaryotes et donc hautement
conservée (HERNANDEZ 1993; RiGBY 1993) et deux protéines TAFs (TBP-associated factors).
TFIIIB n’ayant pas la capacité de reconnaitre directement le promoteur de I’ADNr 5S, est
recrutée grace a des interactions protéines/protéines avec le complexe TFIIIC/TFIIIA/ADNr 55
(KassAvETIs et al. 1990). La protéine TBP qui fait partie de ce complexe va alors pouvoir se
fixer au niveau du site « TATA-like » en amont de la séquence transcrite (JOAzEIRO et al.
1994) ; elle stabilise également la fixation d’une des protéines TAFs, TAF70 ou BRF (TFIIB-
related factor) sur TFIIIC entrainant le recrutement de la deuxieme TAF, TAF90 (KASSAVETIS et
al. 1992). Des expériences de délétion au niveau des TAFs ont montré que TAF90 participait
a I'ouverture du promoteur en initiant la séparation des brins d’ADN en amont de la bulle de
transcription et que TAF70 permettait sa propagation (KAssAVeTls et al. 2001). La fixation
stable de TFIIIB au niveau des genes d’ARNr 5S permet alors I'arrivée de ’ARN polymérase
[ll. Un fois que TFIIIB est positionné en amont du site de transcription, TFIIIA et TFIIIC ne sont
plus indispensables a la transcription in vitro (KAssAVeTis et al. 2001). En effet, TFIIIB est le
seul facteur qui permet le positionnement correct de I’ARN pol Ill et donc I'initiation de la

transcription (KASSAVETIS et al. 1990).

IV.2. Régulation développementale de I’expression des genes d’ARNr 5S chez

Xenopus laevis

Il existe chez le xénope, deux familles multigéniques de genes d’ARNr 5S,
physiguement séparées : les genes ovocytaires, majoritaires en nombres de copies
puisqu’un génome haploide en contient 20 000 et les genes somatiques, présents en 400
copies (PETERSON et al. 1980). De nombreuses études ont montré qu’une expression
différentielle des genes d’ARNr 5S ovocytaires et somatiques se met en place au cours du
développement. En effet, 'ovocyte de xénope accumule des réserves importantes de
protéines, de facteurs de transcription ou de traduction, et d’ARN dont I’ARNr 5S et ce, en

préparation des premieres divisions cellulaires rapides et successives qui auront lieu sans
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Figure 8 : Représentation schématique de I’expression des deux familles de génes
d’ARNr 5S chez Xenopus laevis, au cours du développement.

Pendant 'ovogenése, de fortes quantités d’ARNr 5S sont accumulées dans I'ovocyte. Les
deux familles de génes 5S, ovocytaire et somatique, sont exprimées. Aprés la
fécondation, lorsque I'histone B4 est remplacé par I'histone H1, seuls les génes
somatiques sont exprimés, et les quantités d’ARNr 5S sont beaucoup moins importantes.
L’accumulation du facteur de transcription TFIIIA suit celle des ARNr 5S.



Synthése bibliographique

transcription aprés la fécondation (WoLFre and BROwWN 1988). Les ARNr 5S accumulés durant
I’ovogéneése proviennent principalement des génes d’ARNr 5S ovocytaires, fortement actifs a
ce moment-la et qui seront réprimés apres la fécondation. Alors que I'expression des genes
ovocytaires est restreinte a I'ovogénese, I'expression des genes somatiques est, quant a elle,

constitutive (Figure 8).

IV.2.1. Implication des facteurs de transcription dans I’expression différentielle des
genes d’ARNr 5S ovocytaires et somatiques chez le xénope

Bien que les séquences intergéniques de ces deux types de geénes soient
complétement différentes, les éléments régulateurs de I'expression de ces génes en 5’ et en
3’ de la séquence transcrite, sont conservés. Ces genes partagent également les mémes
facteurs de transcription. La différence la plus notable entre les genes somatiques et
ovocytaires est la présence de 5 substitutions nucléotidiques dans le promoteur interne dont
3 touchent la boite A qui permet le recrutement des facteurs de transcription (REynoLDs and
Azer 1988). Malgré ces différences, TFIIIA, qui est spécifique des génes 5S, se lie aux génes
somatiques et ovocytaires avec la méme affinité. La différence d’expression de ces genes
pourrait étre due, au moins en partie, au niveau d’accumulation des facteurs de
transcription. En effet, in vivo, I'accumulation de TFIIIA semble suivre 'activité des génes
ovocytaires (GINSBERG et al. 1984). TFIIIA est trés abondant dans I'ovocyte et une réduction
de sa concentration durant le développement embryonnaire pourrait jouer un role dans la
perte d’activité transcriptionnelle des génes d’ARNr 5S ovocytaires (Figure 8). Toutefois, des
expériences in vitro ont montré que les taux de TFIIIA seuls ne pouvaient pas induire le
changement d’expression des génes ovocytaires (WoLFFe and BROwN 1988).

A la fin de 'ovogénese, la protéine TFIIIA est phosphorylée par la kinase CK2, connue
pour jouer un réle dans plusieurs processus biologiques (WESTMARK et al. 2002). Il semblerait
gue cette phosphorylation soit importante pour la répression des genes ovocytaires a la fin
de l'ovogénese. En effet, la surexpression de TFIIIA phosphorylée ne stimule pas la
transcription des genes 5S, contrairement a ce qui est observé lors de la surexpression de
TFIIIA  non-phosphorylée. L’hypothese formulée par les auteurs est que cette

phosphorylation de TFIIIA perturberait ses interactions avec les autres facteurs de
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transcription au niveau des genes ovocytaires méme si, in vitro, aucune affinité différentielle

de TFIIIA phosphorylée pour ces genes n’a été démontrée (GHOSE et al. 2004).

IV.2.2. Les génes ovocytaires sont réprimés par la structure chromatinienne apreés
I'ovogénése

Malgré tout, le principal médiateur de la transcription des genes d’ARNr 5S chez le
xénope, durant la gastrulation reste la chromatine. L’histone linker H1 a un ré6le dans
I’établissement d’un état de chromatine transcriptionnellement inactive pour un grand
nombre de genes (AbAms and WORKMAN 1993). L’histone H1 est considérée comme le
répresseur de I'expression des génes d’ARNr 5S ovocytaires du xénope (Figure 8).

Pendant I'ovogéneése, les protéines H1 sont absentes mais les ARNm de I’histone H1
sont présents, stockés sous une forme complexée a des protéines empéchant leur
traduction (BouveT et al. 1994; DimiTRov et al. 1993; WoLrre 1989). lls ne seront traduits
gu’apreés la fécondation (WoobDLAND et al. 1979). Dans I'ovocyte, H1 est donc remplacée par
un variant d’histone, B4 (SMITH et al. 1988). Apres la fécondation, I’histone H1 s’accumule et
ce, en corrélation directe avec la perte d’accessibilité de ’ARN polymérase Il a ’'ADN des
génes ovocytaires et avec la répression de ces genes (DimITROV et al. 1993; WoLrFre 1989). De
plus, des expériences in vivo ont permis de montrer que lorsque I'expression de I’histone H1
est abolie dans des cellules somatiques, les génes ovocytaires sont exprimés dans ces
cellules (BOuveT et al. 1994; KANDOLF 1994).

Dans les cellules somatiques, des expériences de digestion a la nucléase micrococcale
ont montré que les génes ovocytaires réprimés sont protégés de la digestion par la présence
de nucléosomes et qu’au contraire, les génes somatiques sont sensibles a cette digestion au
niveau des régions reconnues par les facteurs de transcription comme I'ICR et la région 5’
(CHiPEV and WoLrFre 1992). Plus précisément, la fixation de I'histone H1 sur les génes
somatiques positionne les nucléosomes de fagon a rendre accessible le promoteur aux
facteurs de transcription alors que sur les genes ovocytaires, sa fixation entraine un
positionnement des nucléosomes rendant inaccessibles les séquences régulatrices de
I’expression (SERA and WoLFFE 1998). Les génes ovocytaires possedent une région flanquante
de la séquence transcrite, de plusieurs centaines de paires de bases, riche en AT alors que

cette séquence flanquante chez les génes somatiques est riche en CG (PETERSON et al. 1980).
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Tomaszewski et al. ont montré que ces séquences riches en AT étaient indispensables a la
liaison correcte de I’histone H1 au niveau des genes 5S ovocytaires afin d’induire leur
répression (TOMASzEWsKI and JERZMANOWSKI 1997; TOMASZEWSKI et al. 1998).

Méme si le concept d’épigénétique n’était pas encore utilisé, ces résultats ont révélé
I'existence d’une régulation épigénétique de I'expression des genes d’ARNr 5S chez le

xénope, au travers de la chromatine d’ADNr 5S.

IV.3. Variabilité d’expression des geénes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana

IV.3.1. Tous les loci 5S ne sont pas exprimés

La cartographie de chromosomes artificiels de levure (YAC, Yeast Artificial
Chromosome) et de chromosomes artificiels de bactéries (BAC, bacterial Artificial
Chromosome) contenant les différents loci d’ADNr 5S a été réalisée (AGI 2000; CLoix et al.
2000; TuTols et al. 1999). Ces YAC ont été utilisés comme matrice pour des amplifications
PCR utilisant des amorces établies selon la séquence consensus d’ADNr 5S décrite par
Cambell et al. en 1992. Les séquences des produits PCR ainsi obtenues ont permis d’établir
une nouvelle séquence consensus pour les génes d’ARNr 5S chez Arabidopsis et de mettre
en évidence un polymorphisme de séquence entre les différents blocs d’ADNr 5S (CLoix et al.
2000). Certains blocs sont plus touchés que d’autres par ce polymorphisme de séquence,
plus important au niveau de la séquence intergénique (380 pb) que de la séquence transcrite
(120 pb), les séquences du locus du chromosome 4 et du grand locus du chromosome 5
étant les plus homogenes. Le polymorphisme le plus intéressant, observé lors de cette
étude, est la longueur du stretch de T ainsi que la nature variable de sa séquence
(interruption ou non par des A, C ou G) puisqu’il permet de définir I'appartenance d’un gene
d’ARNr 5S a tel ou tel locus (Figure 6).

Des variants de longueur des unités 5S sont retrouvés dans plusieurs plantes comme
la betterave sucriére (SCHMIDT and HEesLor-HARRISON 1993) ou encore le blé et le seigle (VAN
CAMPENHOUT et al. 1998). Ce méme type de polymorphisme a également été révélé chez
Arabidopsis. Par exemple, la longueur d’une unité 5S varie entre 498 pb sur le chromosome
4 et 506 pb si elle provient du grand locus du chromosome 5, la longueur de la séquence

transcrite restant, elle, identique entre les différents loci. De plus, au sein du locus mineur
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du chromosome 5, des variants de 251 pb dispersés au milieu d’unités de 0,5 kb ont été
amplifiés. La taille plus courte des variants de 251 pb résulte d’une délétion au niveau de la
séquence transcrite et de I'espaceur intergénique. Des études de transcription in vitro en
cellules de tabac, ont montré que les unités du chromosome 3 ainsi que celles du petit locus
du chromosome 5 ne pouvaient étre exprimées, ce qui a été confirmé par I'analyse des
transcrits présents in vivo (CLoix et al. 2002; MATHIEU et al. 2003a). L’absence de transcription
de ces genes d’ARNr 5S est sans doute due a un trop grand nombre de mutations dans la
séquence transcrite qui contient I'ICR de ces génes ou au niveau des séquences régulatrices.
En effet, plus de 85% des genes d’ARNr 5S du chromosome 3 contiennent un motif TAGA (ou
TACA dans quelques cas) a la place du motif TATA de la boite « TATA-like » indispensable a la
transcription (CLoix et al. 2002).

L’ensemble de ces résultats montre que seules des unités 5S provenant des blocs les
moins mutés (chromosome 4 et grand locus du chromosome 5) sont transcrites. Qui plus est,
ces résultats confirment I'hypothése selon laquelle le nombre d’unités 5S total excede
largement le nombre d’unités requis pour transcrire suffisamment d’ARNr 5S, et donc que

tous les genes d’ARNr 5S ne sont pas transcrits.

IV.3.2. Toutes les unités 55 des loci du chromosome 4 et du grand locus du
chromosome 5 ne sont pas exprimées

Des expériences de RT-PCR suivies d’'un séquencage ont été réalisées sur différents
tissus et organes, afin d’étudier I'expression des différents genes d’ARNr 5S au cours du
développement. Cette étude a permis de révéler |'existence de deux populations d’ARNr 55
chez Arabidopsis. La premiere, quantitativement majoritaire, est constituée d’ARNr 5S
identiques a la séquence transcrite consensus, ils sont dits majoritaires. La deuxieme
population quant a elle, est constituée d’'un ensemble d’ARNr 5S hétérogenes portant 1 a 2
substitutions. Ils résultent des genes d’ARNr 5S minoritaires (CLoix et al. 2002). Alors que les
transcrits majoritaires sont retrouvés dans I’ensemble de la plante, les ARNr 5S minoritaires
sont absents des tissus aériens d’'une plante adulte sauvage et ne sont présents que dans
quelques tissus, comme la graine ou les racines ou de fortes quantités d’ARNr 5S sont
accumulées (MATHIEU et al. 2003a). Tout comme les ARNr 5S majoritaires, les « minoritaires »

sont intégrés au ribosome puisqu’ils ont été retrouvés dans les polysomes, suggérant ainsi
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leur fonctionnalité (CLoix et al. 2002). Une hétérogénéité des transcrits 5S a également été
rapportée dans de nombreux organismes tels que les bactéries (JARRY and RosseT 1971), les
champignons (WiLDEMAN and NAzAR 1982), les mammiféres (Ro-CHol et al. 1971) et le xénope
(PeTERSON et al. 1980). Comme précédemment expliqué en 1V.2., chez Xenopus laevis, deux
familles d’ADNTr 5S coexistent, les génes somatiques et les génes ovocytaires, présentant une
régulation développementale de leur expression (WoLFFe and BROWN 1988). Notons que,
chez le xénope, cette hétérogénéité des transcrits 5S, résultant de I'expression des deux
familles de genes 5S, est retrouvée dans I'ovocyte ou de grandes quantités d’ARNr 5S sont
générées.

Chez Arabidopsis, I'analyse des YAC par amplification PCR du locus d’ADNr 5S du
chromosome 5 a permis de montrer qu’il existait une répartition non aléatoire des unités 5S
majoritaires et minoritaires au sein d’un locus. En effet, un gradient de mutations est
observé le long du bloc d’ADNr 5S. Ainsi, les unités minoritaires peuvent présenter jusqu’a 7
substitutions, les unités les plus mutées étant situées du coté le plus hétérochromatique du
bloc (DoueT 2008).

L’analyse des transcrits 5S dans les tissus aériens d’une plante adulte sauvage in vivo
n’a mis en évidence aucun ARNr 5S minoritaire. Cependant, des ARNr 5S minoritaires sont
retrouvés dans les racines d’une plante sauvage et dans des mutants d’hypométhylation
(VAILLANT et al. 2008). Ces résultats montrent donc qu’a lintérieur des loci d’ADNr 5S
transcrits (chromosome 4 et grand locus chromosome 5) seule la fraction majoritaire des
génes 5S est transcrite et que le reste des génes (minoritaires) est réprimé. Ces résultats

suggerent un role de la chromatine dans la régulation de la transcription des unités 5S.

IV.4. Régulation épigénétique de I'expression des genes d’ARNr 5S chez Arabidopsis

thaliana

Chez Arabidopsis thaliana, les genes d’ARNr 5S sont présents en environ 1000 copies
par génome haploide. Néanmoins, seule une partie des unités 5S est transcrite. En effet,
I’étude des transcrits 5S décrite précédemment a montré que les ARNr 55 d’une plante
adulte provenaient du bloc du chromosome 4 et du grand bloc du chromosome 5. Bien
gu’effectivement, les unités du chromosome 3 et celles du petit locus du chromosome 5

n’aient pas la capacité d’étre transcrites in vitro ou in vivo, I'ensemble des unités des deux
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Figure 9 : Les génes d’ARNr 5S minoritaires sont réprimés dans une plante
sauvage.

Représentation schématique des génes d’ARNr 5S répétés en tandem dans le bloc
d’ADNr 5S du chromosome 5. Les étoiles symbolisent les substitutions de
nucléotides au sein de la séquence transcrite des génes d’ARNr 5S, représentée par
la fleche. Le nombre de mutations est croissant le long du locus. Les génes
minoritaires sont situés dans la partie hétérochromatique du locus.

Dans une plante sauvage, seuls les ARNr 5S maijoritaires sont retrouvés dans les
tissus aériens. La graine et les racines accumulent 20% et 13% d’ARNr 5S
minoritaires, respectivement. Dans des mutants de méthylation, certaines unités 5S
minoritaires sont déréprimées. La plante accumule alors environ 20% d’ARNr 5S
minoritaires.
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autres loci est théoriquement transcriptionnellement compétent. Or, des expériences de RT-
PCR ont révélé que seuls les genes majoritaires étaient exprimés dans les tissus aériens
d’'une plante sauvage adulte. En effet, les genes 5S minoritaires (présentant des
substitutions au sein de leur séquence transcrite) ne semblent pas en mesure de s’exprimer.
Au vu d’expériences menées in vitro, les transcrits issus de ces genes sont pourtant stables
et ils sont retrouvés in vivo dans certains tissus (graines et racines), contextes ou stades de
développement (plantules de 2 jours) (Figure 9). L'absence d’ARNr 5S minoritaires dans la
plante adulte sauvage est donc due a une répression des genes 5S minoritaires. Du fait du
positionnement hétérochromatique des genes 5S et de leur organisation sous forme d’unités
répétées en tandem, I’hypothese d’une régulation épigénétique de I'expression des genes

d’ARNr 5S a été développée et étudiée dans I’équipe.

IV.4.1. La méthylation des genes d’ARNr 5S

La méthylation de I’ADN est I'un des événements majeurs a I'origine de la répression
des genes. Chez les plantes, 5 a 25% des cytosines sont méthylées (RANGWALA and RICHARDS
2004). La forte méthylation des génes d’ARNr 5S a été montrée dans différentes especes
telles que le mais (Mascia et al. 1981), le soja (GoTTLoB-MCHUGH et al. 1990), le tabac
(FULNECEK et al. 1998), le lin (GoLDSBROUGH et al. 1982) et Arabidopsis thaliana (FINNEGAN et al.
1996; VonGs et al. 1993). Chez Xenopus laevis, une forte méthylation a été mise en évidence
aussi bien pour les génes somatiques que pour les génes ovocytaires (Sims et al. 1983).

Apres avoir caractérisé les genes d’ARNr 5S d’un point de vue organisationnel chez
Arabidopsis, notre équipe s’est intéressée a la méthylation de ces derniers. Par des
expériences de bisulfite de sodium, Mathieu et al. ont donc montré que 79% des cytosines
des genes d’ARNr 5S sont méthylées qu’elles soient en contexte symétrique ou asymétrique
(CG, CNG ou CNN) alors que le reste du génome ne présente que 6% de méthylation
(MATHIEU et al. 2002; WAGNER and CAPEsius 1981). Bien que ce taux de méthylation soit élevé
et que toutes les unités 5S sont méthylées qu’elles soient ou non transcrites, certaines
unités 5S présentent un taux de méthylation beaucoup plus faible que les autres. Il a été
démontré qu’il existait un gradient de cytosines en contexte asymétrique le long du locus du
chromosome 5. Les unités 5S les plus proches du centromeére, qui ne sont jamais exprimés

dans les tissus aériens d’une plante sauvage, possedent le plus grand nombre de cytosines
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en contexte CHH. Il pourrait donc exister un gradient de méthylation de cytosines
asymeétriques en corrélation avec |’expression des genes d’ARNr 5S (VAILLANT et al. 2008).

Le systeme méthylation/déméthylation est connu pour assurer un contréle
dynamique de I'expression d’un grand nombre de génes. L'impact direct de la méthylation
ADN sur I'expression des genes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana a donc été testé in vitro,
dans des extraits nucléaires de tabac. La méthylation des sites CG, obtenue par I'action
d’une méthylase CG-spécifique n’entraine pas d’inhibition de la transcription de ces genes in
vitro. In vivo, une déméthylation globale de I’ADN d’Arabidopsis obtenue en cultivant les
plantes sur un milieu contenant de la 5-aza-cytidine (inhibiteur de la méthylation des
cytosines) n’induit pas d’augmentation du taux global d’ARNr 5S dans la plante (MATHIEU et
al. 2002). Les genes déméthylés sont normalement plus accessibles a la transcription. Il
existe donc certainement un facteur limitant, comme TFIIIA, initiateur de la transcription du
55, qui ne permet pas l'augmentation de |'expression de ces genes en contexte
hypométhylé. Des expériences similaires, réalisées chez X. laevis, ou des génes 5S
artificiellement méthylés ont été injectés dans des ovocytes, ont montré que le taux de
transcription de ces genes 5S n’était pas altéré par cette méthylation (BEsseR et al. 1990). La
méthylation des genes 5S ne détermine donc pas, a elle seule, I'expression ou la répression

des génes d’ARNr 5S.

Chez Arabidopsis, I'étude de la méthylation des génes 5S minoritaires et de leur
expression a été menée in vivo. En contexte sauvage, 13% d’ARNr 5S minoritaires sont
retrouvés dans la racine. Si ces mémes plantes sont traitées par de la 5-aza-cytidine, ce
pourcentage d’ARNr 5S minoritaires passe a 22,7% dans les racines. Dans un contexte
mutant hypométhylé pour I'ensemble du génome, comme ddml (decrease in DNA
methylation 1), 22% d’ARNr 5S minoritaires sont présents dans les racines (MATHIEU et al.
2003a). De plus dans un mutant sill, qui ne présente plus d’activité histone déacétylase
HDAG6, I’ADNr 5S est faiblement méthylé en CHG et les genes d’ARNr 5S minoritaires sont
déréprimés (VAILLANT et al. 2007). Cependant, aucune réactivation des génes 5S minoritaires
n’est observée dans un mutant pour le gene CMT3, responsable de la maintenance de la
méthylation CHG (VAILLANT et al. 2008). Bien que la méthylation n’ait pas d’effet sur le taux

global de transcription des genes d’ARNr 5S (présence d’un autre facteur limitant tel que
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Figure 10 : Des boucles d’ADNr 5S émanent des chromocentres dans un noyau

de feuille d’une plante de 3 semaines.

A. Cette image montre un grossissement d’un noyau d’une feuille de plante sauvage
coloré au DAPI. Des boucles d’ADNr 5S en vert (ligne en pointillés) émanent d’'un
chromocentre (entouré). La petite fleche montre la partie de TADNr 5S qui colocalise
avec I'hétérochromatine.

B. Des noyaux de feuilles de plante sauvage montrent un fort marquage H3K9me2
(noté H3mK9) en rouge. Le grossissement montre que les boucles euchromatiques
d’ADNr 5S sont faiblement associée a la diméthylation H3K9 (petites fleches). Alors
que '’ADNr 5S hétérochromatique est fortement marqué (grosse fléche). Il apparait
en jaune sur 'image (superposition des signaux verts et rouges).
échelle =5 um.

(D’aprés Mathieu et al., 2003a)
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TFIlIA), elle serait en partie responsable de la répression des génes d’ARNr 5S minoritaires et

ce probablement en association avec la structure de la chromatine de I’ADNr 5S.

IV.4.2. La chromatine, répresseur des génes d’ARNr 5S minoritaires

Des expériences de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) ont montré que I’ADNr 5S
dans des feuilles de plante dgée de 3 semaines forment des boucles qui émanent de
I’hétérochromatine (MATHIEU et al. 2003a). Ces boucles présentent un profil épigénétique de
type euchromatique comme la diméthylation de la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4me2) et
I’acétylation de la lysine 9 de I'histone H3 (H3K9Ac) ; le taux de méthylation ADN est, de
plus, plus faible que celui de 'ADNr 5S colocalisant avec I’"hétérochromatine. L’ADNr 5S
hétérochromatique porte, lui, une marque répressive, H3K9me2 (Figure 10). Dans une
plante mutante pour ddmli, les boucles sont de plus grandes tailles et comme il a été
expliqué dans le paragraphe précédent, des genes d’ARNr 5S minoritaires sont transcrits.
Cette augmentation de la taille des « boucles 55 » est due a la décondensation de la
chromatine engendrée par la mutation de DDM1, qui est une protéine de remodelage de la
chromatine, de type SWI/SNF2-like. En effet, la mutation ddm1 est connue pour entrainer a
la fois une déméthylation du génome et une forte décondensation des chromocentres (Sorpe
et al. 2002).

Ces résultats ont donc amené I'équipe a émettre I'hypothése selon laquelle, en
contexte sauvage, les genes d’ARNr 5S minoritaires seraient situés dans la partie
hétérochromatique de I’ADNr 5S qui colocalise avec les chromocentres et que les génes 5S
non mutés, dits majoritaires constitueraient les boucles euchromatiques émanant de ces foci

afin d’étre transcrits.

IV.4.3. La voie de méthylation RdDM controle I'expression des génes d’ARNr 5S
minoritaires

La voie RADM (RNA-directed DNA methylation) est une voie de surveillance du
génome basée sur I’ARN interférence ou RNAi qui a pour conséquence d’entrainer la
répression des genes ciblés. Elle détecte de facon efficace des séquences répétées et les
marque afin de les rendre transcriptionnellement inactives via la production de siRNA

homologues capables de diriger la méthylation ADN et la méthylation/déacétylation des
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Figure 11 : Représentation schématique de la voie RAdDM.

L'ADN cible est transcrit par 'ARN polymérase IV. Ce transcrit est converti par
RDR2 en ARN double brin, qui sera clivé en siRNA par DCL3. AGO4 prend en
charge ces siRNA et interagit avec 'ARN polymérase V afin de guider DRM2 qui
va méthyler les cytosines asymétriques de I’ADN cible.
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histones (HERR et al. 2005; KaNNO et al. 2005; MATzKE and BIRCHLER 2005; ONODERA et al. 2005;
PONTIER et al. 2005). La marque caractéristique de cette voie est la présence de méthylation
ADN sur des cytosines situées en contexte asymétrique (PEeLissiER et al. 1999). Chez les
plantes, la voie RADM est la voie principale de « silencing nucléaire ».

Les ARN polymérases IV et V sont les deux composants clés de cette voie, elles y
jouent des roles complémentaires (Figure 11). Dans un premier temps, ’ARN pol IV produit,
a partir de la séquence cible, un ARN simple brin qui sera converti en un ARN double brin par
RDR2 (RNA-dependent RNA polymerase 2) puis maturé par DCL3 (Dicer-Like protein 3) afin
de générer des siRNAs (Short-Intefering RNA) (ONODERA et al. 2005; PONTES et al. 2006; XIE et
al. 2004). La protéine AGO4 (Argonaute 4) se lie alors de facon préférentielle a ces siRNA
hétérochromatiques (Cao and JacosseN 2002; Qi et al. 2006; ZiLBERMAN et al. 2003). Les
complexes siRNA/AGO4 interagissent ensuite avec les transcrits pol V et vont guider la
méthylation de novo de I’ADN cible (AursaTz et al. 2002; HE et al. 2009; KANNO et al. 2005;
PONTES et al. 2006; PONTIER et al. 2005; WIierzsickl et al. 2008). La méthyltransférase DRM2
(Domains Rearranged Methyltransferase 2) est responsable de cette méthylation de novo

des cytosines en contexte asymétrique (CAo and JACOBSEN 2002).

Les cibles de la voie RADM dépendante de pol IV/pol V comprennent des séquences
répétées comme les éléments transposables, mais aussi des régions régulatrices de genes
codant des protéines, I’ADNr 45S et I’ADNr 5S (MATzkEe et al. 2007). En 2005, Onodera et al.
ont montré que dans un mutant de la sous-unité commune a pol IV et pol V, les genes
d’ARNr 5S sont hypométhylés et la structure chromatinienne associée a ces génes (dite
« chromatine 5S ») est décompactée (ONODERA et al. 2005). De plus, pol IV colocalise
physiquement avec I’ADNr 5S et ’ADNr 45S (PoNTEes et al. 2006). L'équipe a donc décidé
d’étudier la piste d’'une régulation de I'expression des genes d’ARNr 5S impliquant la voie
RdDM. Pour cela, I'expression d’ARNr 5S atypiques, le niveau de compaction de la
chromatine d’ADNr 5S ainsi que les profils de méthylation des genes 5S dans différents
mutants de cette voie ont été étudiés (DoUET et al. 2009).

Un transcrit atypique 5S, composé de la région transcrite et de 90 pb de la séquence
intergénique, est faiblement exprimé dans des plantes sauvages (VAILLANT et al. 2006). Ce
transcrit de 210 nucléotides, plus long donc que les 120 nucléotides d’un ARNr 5S classique,

est nommé 5S5-210. Tout comme les transcrits 5S classiques de 120 nucléotides, dans une
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plante sauvage, les transcrits 55-210 ne présentent aucune mutation au sein de leur
séquence transcrite. Les 5S5-210 retrouvés dans une plante sauvage sont issus d’unités
majoritaires. La transcription de cet ARN 55-210 est fortement augmentée dans des mutants
de méthylation, met1 et ddm1, par rapport a une plante sauvage (VAILLANT et al. 2006). Il est
donc considéré comme un marqueur de la levée du « silencing » transcriptionnel des genes
d’ARNr 5S. De plus, il s’avere étre le précurseur de siRNA 5S impliqués dans la voie RADM et
notamment du siRNA 1003 qui cible les séquences intergéniques de I’ADNr 5S (BLEVINS et al.
2009; Xie et al. 2004). L'expression de ce transcrit 55-210 a été étudiée lors des travaux de
Julien Douet concernant le lien entre pol IV/pol V et les génes d’ARNr 5S.

L’ensemble des acteurs de la voie RdADM a un réle dans le contréle qualitatif de
I’expression de ces genes (DoueT et al. 2009). En effet, les 55-210 retrouvés dans des
mutants de cette voie présentent une ou plusieurs mutations au niveau de leur séquence
transcrite par rapport a ceux d’'une plante sauvage sans que leur taux soit augmenté. Il y a
donc expression, dans des mutants de la voie RdDM, d’ARNr 5S-210 issus
d’unités minoritaires. La voie RADM est donc impliquée dans la répression des genes d’ARNr
5S minoritaires. Cependant dans ces mutants, bien qu’il y’ait diminution de la méthylation
de motifs asymétriques, aucune décompaction de la « chromatine 5S » n’est observée. Par
contre, de fagon surprenante, les différents mutants des sous-unités spécifiques de I’ARN pol
V présentent une accumulation du 55-210 plus importante que celle d’une plante sauvage
ou des autres mutants de la voie RADM. Autre fait notable, les transcrits 55-210 qui
s’accumulent dans les mutants pol V ne proviennent que du bloc 5S du chromosome 4. En
effet, I'origine du transcrit 55-210 peut étre déterminée puisque contrairement aux ARNr 5S
de 120 nucléotides, il contient le stretch de T, signature des différents loci d’ADNr 5S (Cf.
[11.3.3). Toutefois, dans ces mutants, le locus 55 du chromosome 4 ne présente pas de
déméthylation asymétrique supplémentaire par rapport au chromosome 5. Mais, alors
gu’aucune décompaction de la « chromatine 55 » du chromosome 5 n’est observée, une

décompaction de I’ADNr 5S du chromosome 4 concomitante avec celle des genes 45S a lieu.

En conclusion, les genes d’ARNr 5S sont contr6lés d’un point de vue qualitatif par
I’ensemble de la voie RADM, puisque dans des mutants de cette voie, il y’a expression de 5S-
210 minoritaires. Elle réprime donc I'expression des unités 5S minoritaires de tous les loci.

Mais dans cette régulation des genes d’ARNr 5S, 'ARN pol V joue un réle additionnel

33



O o=

ARNTr 5S

Figure 12 : Représentation schématique de la voie de régulation TOR.

La protéi' e Maf1 se lie a 'ADNr 5S et empéche so” expressio . Lorsque la
protéi’ e TOR se fixe au " iveau de 'ADNr 5S, elle phosphoryle Maf1 permetta’ t
ai’ si I'expressio’ des gé’ es d’ARNr 5S.
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spécifique du chromosome 4, indépendamment de I’ARN pol IV et de la voie RADM. Sur le
chromosome 4 se trouve également le NOR4 (Nucleolar Organizing Region), c’est-a-dire des
génes 45S. La proximité des génes 5S avec ce NOR, lui-méme régulé par I’ARN pol V (DOUET
et al. 2009), pourrait expliquer le ciblage spécifique par I’ARN pol V des génes d’ARNr 5S de
ce chromosome et la possibilité pour la plante de déréprimer de facon coordonnée les genes

d’ARNTr 5S et 45S.

IV.5. La voie TOR participe au controle de I’expression des genes d’ARNr 5S

La voie de régulation TOR (Target Of Rapamycin) régule de nombreux processus
biologiques, notamment la transcription et la traduction des composants du ribosome
(MARTIN et al. 2006; MAYER and GRUMMT 2006). Les protéines TOR, qui sont des kinases, sont
méme considérées comme les controleurs centraux de la croissance cellulaire puisqu’elles la
favorisent lorsque les conditions sont avantageuses. Cette voie permet le couplage de la
biogénese des ribosomes avec la disponibilité en nutriments. Il a été démontré, chez
S.cerevisiae, que dans des cellules traitées a la rapamicyne (qui mime I'effet de carences en
nutriments sur TOR), il se met en place une répression de l'initiation de la transcription pol Il
au niveau des génes d’ARNr 5S (ZARAGOZA et al. 1998). Des études similaires sur des cellules
de mammiferes montrent que l'inhibition de la voie TOR diminue la transcription pol Ill.
Cette répression serait due a une association plus faible du complexe de transcription pol lll
au niveau des genes d’ARNr 5S (WHITE 2005). Chez la levure, grace a des expériences de ChlIP
(Chromatin ImmunoPrecipitation), il a pu étre démontré que la protéine TOR interagit
directement avec ’ADNr 5S (WEl et al. 2009). Cette interaction entre TOR et I’ADNr 5S est
indispensable pour que TOR puisse réguler la phosphorylation de Mafl, inhibiteur de la
transcription de type pol lll, qui se lie, notamment, a ’ADNr 5S (KANTIDAKIS et al. 2010; PLUTA
et al. 2001; REINA et al. 2006). En effet, en conditions favorables, TOR se lie a I’ADNr 5S et va
alors phosphoryler la protéine Mafl qui ne pourra plus inhiber la transcription de ces genes

(WEl et al. 2009) (Figure 12).

Chez Arabidopsis thaliana, TOR tient également un rdle central dans la croissance
cellulaire. Il a, en effet, été démontré que la croissance, la résistance a des stress ainsi que

I’accumulation de polysomes étaient positivement corrélées aux taux d’ARNm de AtTOR
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Figure 13 : Organisation de la chromatine d’ADNr 5S dans les premiers jours du

développement chez Arabidopsis.

A. Des noyaux de cotylédons de 2 a 5 jours post-germination (2d-5d) ont été colorés
au DAPI (colonne de gauche) puis hybridés avec une sonde 5S (colonne du milieu).
La fleche bleue montre un pré-chromocentre. Fortement compacté a 2 jours, 'ADNr
5S est décompacté a 3 jours et se réorganise a 4 jours.

B. Dés 5 jours, 'ADNr 5S acquiert une organisation mature. Une partie de la
chromatine d’ADNr 5S est hétérochromatique et une autre partie, sous forme de
boucle, est euchromatique. La fleche blanche montre une boucle d’ADNr 5S.

(D’'aprés Douet et al., 2008)
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(DeprosT et al. 2007). La fixation de TOR sur ’ADNr 5S et son implication directe dans le
controle de ces genes n"ont pourtant pas encore été démontrées. Toutefois, le fait que TOR
soit capable de se lier a 'ADNr 45S chez Arabidopsis (REN et al. 2011) et qu’elle soit
hautement conservée, laisse supposer que, d’'une fagon similaire a celle observée chez la
levure ou les mammiferes, I'expression des genes d’ARNr 5S, chez Arabidopsis, est contrblée

par TOR.

V. Remodelage de la chromatine d’ADNr 5S dans les premiers jours du

développement

Chez Arabidopsis thaliana, les premiers résultats laissant supposer que la chromatine
d’ADNTr 5S subissait une réorganisation nécessaire a I'obtention d’une structure d’ADNr 5S
mature ont été obtenus dans I'équipe. En effet, il a été montré qu’a deux jours apres
germination, ’hétérochromatine des noyaux de cotylédons, premiers tissus chlorophylliens a
émerger apres la germination, se présente sous forme de pré-chromocentres plus petits que
les chromocentres (structures hétérochromatiques du noyau) d’une feuille d’'une plante
adulte de 3 semaines (Figure 13). L’ADNr 5S colocalise parfaitement avec ces pré-
chromocentres, alors que dans une feuille d’'une plante de 3 semaines I’ADNr 5S présente
une organisation particuliere. En effet, seule une partie de I’ADNr 5S colocalise toujours avec
I’hétérochromatine, I'autre partie formant des boucles euchromatiques (MATHIEU et al.
2003a). Notre équipe s’est donc intéressée d’un peu plus prés a cette réorganisation dans les
tous premiers jours suivant la germination.

Etonnamment, des expériences de FISH ont montré que ’ADNr 5S subissait une trés
forte décompaction a 3 jours, suivie d’'une recondensation de cette chromatine afin
d’obtenir a 5 jours post-germination, la structure chromatinienne de I’ADNr 5S d’une feuille
adulte (Douet et al. 2008) (Figure 13). Cette réorganisation est accompagnée de
changements des profils de méthylation. Entre 2 et 5 jours post-germination, une diminution
de la méthylation asymétrique est observée alors qu’une faible augmentation de Ia
méthylation symétrique a lieu. Ces changements de méthylation dans une plante sauvage
sont contrdlés par deux protéines : ROS 1 (Repressor of Silencing 1) et la voie RADM. En

effet, dans un mutant rosl, la déméthylation asymétrique ainsi que [I'étape de
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décompaction a 3 jours n’ont plus lieu. Quatre jours apres la germination, dans un mutant
nrpd2a (sous-unité commune aux ARN pol IV et V) contrairement a une plante en contexte
sauvage, la recondensation n’a pas lieu, la « chromatine 5S » reste fortement décompactée.
ROS1 intervient donc lors de la décompaction de la chromatine d’ADNr 5S et la voie RdDM,
ou plus spécifiguement une des deux polymérases, est essentielle pour sa recondensation
(DoUET et al. 2008). Cette réorganisation post-germination de la chromatine n’est pas
seulement observée au niveau de la chromatine d’ADNr 5S puisque des expériences de
FISH, réalisées avec une sonde 25S, ont également mis en évidence une réorganisation de la
chromatine d’ADNr 45S qui code le précurseur des trois autres ARN ribosomiques
indispensables a la formation du ribosome (PONTVIANNE et al. 2010).

Les résultats obtenus par Julien Douet montrent donc qu’un remodelage de la
chromatine d’ADNr 5S, dans les premiers jours du développement, est nécessaire afin de
permettre la mise en place d’une structure chromatinienne mature, identique a celle d’une
plante adulte, et de permettre la transcription optimale des genes d’ARNr 5S. Au vu des
observations sur I’ADNr 45S, cet événement de réorganisation de la chromatine dans les
premiers jours du développement semble étre nécessaire pour I'ensemble des genes d’ARN

ribosomiques.

Un phénomene de réorganisation de I’hétérochromatine a également été mis en
évidence lors de la dédifférenciation de cellules du mésophylle en protoplastes, chez
Arabidopsis thaliana (TessADORI et al. 2007a). Une réduction de la taille et du nombre de
chromocentres a été observée attestant d’une diminution sévere de la fraction
hétérochromatique dans ces protoplastes. Cette diminution de [|’hétérochromatine
engendre une forte décompaction de I’ADNr 5S et des répétitions centromériques 180 pb
alors que seule une fraction de I’ADNr 45S est décondensée. Lorsque ces protoplastes sont
laissés en culture, I’hétérochromatine se remet en place progressivement et
séquentiellement, ’ADNr 45S, les répétitions de 180 pb puis ’ADNr 5S se recompactent.

Chez les mammiferes, plusieurs publications avaient déja démontré une corrélation
entre la formation de I’hétérochromatine péricentromérique et la différenciation cellulaire
dans le développement précoce (CAMMAS et al. 2002; ProssT et al. 2007; PUSCHENDORF et al.
2008; RANGASAMY et al. 2003). Par exemple, lors de la fécondation, les génomes haploides

male et femelle se trouvent réunis au sein d’'une méme cellule mais présentent une
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organisation chromatinienne tres différente. Effectivement, le génome male est fortement
compacté comparé a celui du gamete femelle qui est proche de celui d’une cellule
somatique. Les deux génomes vont alors subir une restructuration afin d’obtenir des

centroméres fonctionnels et ce dés le stade 2 cellules (ProBsT et al. 2007).
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Chapitre 2 : Le facteur de transcription TFIIIA
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Figure 14 :
espeéces.

Les doigts de zinc sont encadrés en noir. Les doigts de zinc d’Arabidopsis sont écrits
en rouge, ceux des autres espéces en bleu. Les séquences d’Arabidopsis non alignées
sont soulignées. Les résidus conservés dans 50% des séquences sont surlignés en
gris ou en jaune dans les doigts de zinc. Le motif NLS est écrit en vert, le motif TAS en
gras. Le motif MGEK/R et NES sont surlignés en vert et bleu, respectivement. Le
nombre de résidus total est écrit a droite. Les astérisques indiquent la fin de la

HMAEEAEVDVETSAKEDTRE
HAAKVASTSSEEREGS LV TEGERALEVV YRR
LEVVYRR
VVYER
TEAVYER
MRSEGADAGRCLVTARAPGSVPAS REGSACSHGPGARE PARYSARGEAPGPGLGEAGALDEPAVYAESYSELT LADAF IAAGESSAPTPERPALPRE

MREE LVTARAPGEY ARFPARVSARGEAPGPGLOGAGALDPPAVYAESVSS LTI ADAF TAAGE SSAPTFPRPALPRR
Wl roparn
MCHFNELS [ETESKNLRSAKKI
MCGEVLNNEGMPLAELKQETIPISRSESSESLNSLTSTRSESSHRPKT

1 2
TLEQY EOISRSENY LITHH 1Q5H | HUMELEEERDDEACEVDEESSSN | HTE QB CGAEFRXPANLEQEMQSH
TICEFADCGAAYNKNWHL QRH LCKN | TGERP PPCKEEGCEKGPTSLENLTRESLYE
fICEFADCGASYMKNWKL RAH LCKH | TGEKP PP H
FICSFPDCHATYNENRKL QAN LCKE | TGERF FPCTIEGCEKGFVTLHNLNREVLEH
TICEFADCSASTMENWRL QAH LCKH | TGERP FPCT" VTLF! 1
FICSFPDCSANYSEAWKL DAH LCKM | TGERP FVCDYEGCGRAFTRDTHLSRETLTH
FICSFPDCSANTSKAWKL DAH LCKH | TGERP IEGCGRAF TRDTHLSREILTH
FVCSFLACKASFSKAWKL EAH YCKH | TELRP FACDR CDKTFCTRCQOLTRENLSH
FHCPYEECGKRYSRPSLY BOH LRTH | SNERP rYRRSHLKIHKRCH
TFCDYDGCORAFTRPSIL TEHQLSVE | OBLEA FOCDR  CAREPVKRSHLERHLYTH

3 4

BLERS FROPUENCESEFSVOGKVGRIVERYH
TEEEN NIKICV | §VEHFENCGRAFREHNQLEVEQ FSH
TGEKN | FREDSDRCDLTFTTRANMEREFNRFE | HLOLCV | ¥VCAFBGCDRAFREHNOLEVEQ FTH
TGEKP | CRCETEMCNLAPTTASHMRLEFERAN | SSPAQV | TVCTFADCCOQFREMNOLEIRD TIN
TGEKP | CRCOAPDCDLSFTTHINLERHIQRAH | LEPSLI

TGEEP | FUCAARGCDQKFNTESNLEKNFERKR

TGEKP | FUCAANGCDQEFNTRSNLEKHFERKE | ENQUXD | YTICEFEDCRRTFERHQQLEIRG CQN
SGKEP | YQCLEDGCSESFISTAGLKNHVERVE | QHKEKH | ¥VCDYEGCAREFPREXRQLRSHE CER
THVER | PSCHYDGCDAQFYTOQHLERHIEY H | REPKP
EDTEE | PQCSY CGRCV TTRQOLERHEVTH | TES

FICPERCCNLEPFRNPOLRANTLEVH

5
aﬁgmmmmmmnmxmxmm:mmmmm;ﬁgﬂsm VVOKEIGCGRAFXY PSQLOKAQDS H
TooLE YECPHEEGODRRFSLPSRLERHER VE
TOQLE YRCPHEGUDRSFPSVESCLKRUER VH
oo F H
THOOR F ERNER Vil
THEPL FROTQEGCOREFASPSNLEREAR AH
THEPL F ; K AH
HNOLE FECOYEGCGRKITTSKKLORMER VE
THLLE
LTCP HENKSPORPTRLANHISKHE
6 7
VELDEVEA | F §SEPG BMRYF TNEECLKSHIRScH | OH | INERICGSKHLERNY Knfl Lefil
AG YPCREDDSCSFUGRTNTLY LE HVAECH | QDL | AVCDVCHRKFREEDILRDH QRTH
AG YPCREDDSCLFVGKTWILY LK HVKECH | CEP | VMCDECKRTFENKDYLENHK KTH
AG ETPCRKDSTEPFVGKTWSDY MX MARELE | SE
AG T MK HLAASH | SEP
EG TVCOK G CSFVAKTWIEL LK KEE
] IVCQK G CSFVAKTWIEL KEE
YPCAEEG COFDGRMWTEYQ A HRNAME | RER
ISCPHES CVGHEGFERWSQLONHIREAH | v
¥QCTPAG CCKEFRINSQLO SHIkmDH | BK
8
1 TFERASHL viil | DDIRE
TLOPROGCORSTTTAFNLRSHIOSFH | EEURP

gissgdssd

WHCHICP DMSFSREHDLLTHIGEIN | TEEDIPLELKYKISDIQRLVODHGVOLONSKHS

=

U_!TCGDWETIIEDFTSRPW VTAEMLVRER' EEHETC*

DREERKLNENC PRIKRSLASRLTCY IFPRS RERMASVECTERTDSLYRNKPSCTE TGS Lo~
mm!xcpmmmmsﬂmﬂxTDsmmsmesu 1EK*

DR RN PR VRSLASRLEGY KPERSERKKRFSOTPAMESQEQOPOASKADPL
DFEEKEHEHPRPEESLASRLSGINPERLSKTPESASELGELPPDGPPDTATAMONLSIKY
DPDEE MR LK VR SRERREFGLESOW T YPPRERQGOGLE LO JNGESP RCVEDKMLS
DEDERKMILEVEE SREKRSLASHLSGY IPPRREOGOGLS LOORGE SENCVEDKMLS
PRORKRLORETERGRERKLEPK TNVEDDSELP, TETSOMNF*
TCREAHKPY THECGIRHDGTEGVAT HDOKEREL SSNLYSDVAKK I THEVTIGHGYKEARE
EQEEK1SNRLRKRRELTENNNVEF LONEVDLERRLESGERGLELLLNTVGRED

910

EECSFPECNYRFERLYDMERHLNSHE | *
¥RCFYHNCSRTFETEERYEEHIDE H | KVHELKLEILOEREENKTLVDONHEEPFITQRETRSAGDE

séquence. (Daprés Mathieu et al., 2003)

148
151
129
128
129
214
214
126
138
159

233
181
159
158
159
244
244
156
169
186

296
236
214
212
214
297
297
211
226
244

362
298
276
274
276
159
59
273
289
311

412
66
339
339
335
423
423
322
348
364

ERE
429

Alignement des séquences primaires de TFIIIA de différentes
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Comme il a été mentionné précédemment (Cf. chapitre 55 IV.1.), alors que TFIIIC et
TFIIIB sont considérés comme les facteurs généraux de la transcription de type ARN
polymérase lll, le facteur de transcription TFIIIA est, lui, spécifique des genes d’ARNr 5S. Son
role principal est de programmer la transcription des genes 5S en se liant directement a I'lCR
ce qui a pour conséquence de recruter la machinerie transcriptionnelle pol lll. Sa spécificité
de reconnaissance du promoteur interne de ces genes en fait donc un des premiers facteurs
limitants de I'expression des genes d’ARNr 5S.

Le facteur de transcription IlIA fait partie de la famille des « zinc-finger proteins », il
est considéré comme |'archétype d’une protéine a doigts de zinc. En effet, TFIIIA a été la
premiere protéine a doigts de zinc isolée mais également le premier facteur de transcription
eucaryote a avoir été purifié. Chez le xénope, chaque doigt de zinc, de type Cys;His;, consiste
en environ 30 acides aminés qui connectent les quatre résidus, deux cystéines et deux
histidines invariables, qui permettent le recrutement d’un ion zinc et la formation de la
structure globulaire propre a un doigt de zinc (MILLER et al. 1985). Ce sont ces motifs doigts
de zinc qui sont responsables des interactions de TFIIIA avec des protéines, telles que TFIIIC,
avec I’ADN au niveau de I'lICR des genes 5S et avec I’ARNr 5S. La protéine a été isolée pour la
premiere fois, chez le xénope, en 1980 a partir d’extraits d’ovocytes ou la protéine est
fortement abondante (ENGELKE et al. 1980; PeLHAM and BrRowN 1980; PELHAM et al. 1981), le
gene a, quant a lui, été identifié et cloné par Ginsberg et al., en 1984, toujours a partir
d’ovocytes de xénope (GINSBERG et al. 1984). La protéine a ensuite été caractérisée dans cet

organisme ainsi que chez Saccharomyces cerevisiae.

I. Divergences inter-espéces

Bien que TFIIIA conserve le méme role principal d’initiation de la transcription des
genes 5S dans I'ensemble des organismes étudiés, I'analyse des séquences protéiques de
TFIIIA de plusieurs espéces comme X.laevis (GINSBERG et al. 1984), 'homme (DRew et al.
1995), la souris et le rat (HANAs et al. 2002), Saccharomyces cerevisiae (ARCHAMBAULT et al.
1992), Schizosaccharomyces pombe (SCHULMAN and SeTzer 2002)et Arabidopsis thaliana
(MATHIEU et al. 2003b), a révélé une faible conservation de la séquence primaire de la
protéine en dehors des motifs doigts de zinc (Figure 14). Par exemple, la protéine TFIIIA de

levure n’est que 20% identique a celle du xénope (ARCHAMBAULT et al. 1992) et la protéine
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TFIIA d’Arabidopsis et celle de S.cerevisiae ne sont identiques qu’a 17% (MATHIEU et al.
2003b). Cependant, malgré ces divergences de séquence primaire, les protéines TFIIIA
identifiées présentent une organisation globale similaire a celle observée chez X./aevis. En
effet, elles possedent toutes neuf doigts de zinc consécutifs de type Cys,His,, a I'exception
des levures et d’Arabidopsis thaliana (Figure 14). Chez S.cerevisiae, les doigts de zinc 8 et 9
sont séparés par un espaceur long de 81 acides aminés (ARCHAMBAULT et al. 1992) et S.pombe
contient un dixieme doigt de zinc (ScHULMAN and SeTzer 2002). De méme chez Arabidopsis

thaliana, les doigts de zinc 4 et 5 sont séparés par 66 acides aminés (MATHIEU et al. 2003b).

Différents motifs caractéristiques de protéines nucléaires et de facteurs de
transcription sont retrouvés au sein de la séquence de TFIIIA (Figure 14). La encore, des
différences existent selon les especes étudiées, tous les signaux n’étant pas obligatoirement
conservés d’un organisme a l'autre. Des motifs NES (Nuclear export signal) sont retrouvés
chez le poisson-chat, I'homme, X.leavis et B.americanus (FRIDELL et al. 1996; HANAS et al.
2002; Ocivie and HANAs 1997), des NLS (Nuclear localization signal) sont présents dans
plusieurs espéces d’amphibiens et chez 'homme (FRIDELL et al. 1996; HANAS et al. 2002;
OalLvie and HANAs 1997). Des domaines d’activation de la transcription (TAS) ont également
été identifiés chez 'lhomme, les crapauds (Mao and DARBY 1993; OaGiLviE and HANAS 1997;
VRANA et al. 1988). L'ensemble de ces motifs se situe a I'extrémité C-terminale de la protéine
TFIIA, aprés les doigts de zinc. Alors que S.pombe ne posséde aucun de ces motifs (SCHULMAN
and SeTzer 2002), S.cerevesiae présente un NLS et un TAS apreés son neuvieme doigt de zinc.

Aucun de ces signaux n’est retrouvé chez Arabidopsis thaliana (MATHIEU et al. 2003b).

Il. TFIIIA chez Xenopus laevis

Il.1. Le gene TFIIIA de Xenopus laevis

L'expression du gene TFIIA est sous le contréle de trois éléments positifs et
potentiellement d’un élément négatif (ce dernier n"ayant pas été confirmé) situés dans la
région en amont du site d’initiation de la transcription : I'élément E1 en -269, I'élément E2

en -236 et I'élément E3 en -669 (HALL and TAYLOR 1989; KAULEN et al. 1991; PFAFF et al. 1991;
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Figure 15 : Représentation schématique du géne TFIIIA et de ses séquences
régulatrices chez Xenopus laevis.

Le géne TFIIIA chez le xénope est sous le controle de quatre éléments: les éléments
E1, E2, E3 et une boite TATA. Ces quatre séquences sont reconnues respectivement
par B1 (USF), B2 (Sp1), B3 (Vg1 RBP/VERA) et une TBP.



Synthése bibliographique

ScotTo et al. 1989) (Figure 15). Les protéines fixant ces sites sont nommées B1, B2 et B3,
respectivement (HALL and TAYLOR 1989; KAULEN et al. 1991; PrAFF et al. 1991; PrAFF and TAYLOR
1992; ScoTTo et al. 1989). B1 a été identifiée comme étant ’homologue de USF (Upstream
Stimulatory Factor) chez Xenopus laevis (KAULEN et al. 1991) ; elle reconnait au niveau de E1
une séquence palindromique de 6 nucléotides (5’CACGTG3’) (ScotTo et al. 1989). B2, quant a
elle, correspond a la protéine Spl, un facteur de transcription a boite GC/doigt de zinc
(PENBERTHY et al. 2003). B3 qui se lie a I'élément E3, séquence de 8 nucléotides répétée 4 fois
(PFaFF and TAYLOR 1992), est un membre de la famille des protéines a domaine KH (K-
Homologs) plus précisément elle correspondrait a la protéine Vgl RBP/VERA chez le xénope
(GRIFFIN et al. 2003).

Des expériences réalisées a partir d’extraits d’ovocytes de xénope ont permis de
mettre en évidence que les 306 pb en amont du site d’initiation de la transcription étaient
suffisantes pour I'expression du géne (MATsumoTo and KorN 1988; ScoTto et al. 1989). En
effet, il s’avere que I'élément E3, en -669, jouerait un rbéle dans I'expression sélective de
TFIIIA dans les ovocytes. Des expériences ont pu montrer que I'absence de I'élément E3 dans
des ovocytes diminuait de plus de deux fois le taux d’accumulation des ARNm de TFIIIA. De
plus, la protéine B3 n’est pas un facteur abondant dans toutes les cellules du xénope mais
elle est fortement présente dans les ovocytes (PFAFF and TAYLOR 1992). La fonction de
I’élément E3/B3 serait donc certainement d’augmenter la transcription du géene TFIIIA
durant I'ovogénese. Il est important de rappeler que les génes d’ARNr 5S présentent une
régulation développementale et qu’ils sont fortement exprimés pendant I'ovogénése, cette
forte accumulation d’ARNr 5S étant corrélée a celle de leur facteur de transcription TFIIIA
(GINSBERG et al. 1984).

Chez X.laevis, le géne TFIIIA possede également en -32 une boite TATA qui serait liée

par une TBP (TATA Binding Protein) (PFAFF and TAYLOR 1998; ScoTTo et al. 1989).

L'implication de la structure chromatinienne dans I'expression du gene TFIIIA chez le
xénope a été mise en évidence par Pfaff et al. (PFAFF and TAYLOR 1998). Ils ont montré que
des délétions modérées ou des insertions dans la séquence de 190 nucléotides séparant
I’élément 2 de la boite TATA diminuaient de fagon drastique la transcription de ce gene. Il
semblerait que ce soit le positionnement d’'un nucléosome au niveau de cette séquence qui

influencerait la transcription de TFIIIA. Plus précisément, c’est la formation de complexes
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Figure 16 : Réles des doigts de zinc de la protéine TFIIIA chez Xenopus
laevis et Saccharomyces cerevisiae.
Les doigts de zinc sont numérotés et représentés par les carrés. Les fonctions
les plus importantes des doigts de zinc ainsi que leurs liaisons principales sont
indiquées en face de leur numéro mais chaque doigt de zinc de TFIIIA est
impliqué dans I'ensemble des interactions. ICR = Internal Control Region. La
partie N-terminale de la protéine se lie sur la partie 3’ de 'lCR. Les protéines ne
sont pas a I'échelle.
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ADN/protéines au niveau des sites E1 et E2 qui permettrait le positionnement correct du
nucléosome. En effet, lorsque les éléments E1 et E2 sont mutés et donc peu aptes a la
fixation de B1 et B2, le positionnement du nucléosome en est affecté (PFAFF and TAYLOR
1998). De plus, il a déja été démontré que USF (B1) et Spl (B2) étaient impliquées dans la
formation de la chromatine active au niveau des promoteurs, autres que TFIIIIA, qu’ils
régulent chez les mammiféres ou le xénope (PERLMANN and WRANGE 1991; PONDEL et al. 1995).

L’expression du gene TFIIIA chez X.laevis est donc contrblée par plusieurs éléments
en cis et protéines régulatrices de la transcription qui influenceraient la structure de la

chromatine au niveau de son promoteur.

11.2. La protéine TFIIIA de Xenopus laevis

Cette protéine de 38,5 kDa est composée de 9 doigts de zinc (MiLLER et al. 1985). Des
expériences de digestion a la Dnase |, chez Xenopus, ont démontré qu’une seule molécule de
la protéine TFIIIA est alignée au niveau de I'ICR des genes d’ARNr 5S selon |'organisation
suivante : les doigts de la partie N-terminale interagissent avec I'extrémité 3’ (boite C) et les
doigts C-terminaux se lient avec I'extrémité 5’ (bofte A) du promoteur (VRANA et al. 1988)
(Figure 16).

En plus de son réle de reconnaissance du promoteur interne des genes d’ARNr 5S et
donc d’initiateur de la transcription de ces derniers, chez le xénope, TFIIIA assure également
le transport et le stockage de I’ARNr 5S dans I'ovocyte, en liant directement I’ARN transcrit,
formant ainsi le complexe 7S RNP (cf. Chapitre 5S II.3.1.). La multifonctionnalité de TFIIIA
s’explique en partie par le haut degré de variabilité en nombre et en identité des acides
aminés constituant les doigts de zinc, en dehors des quatre invariables que sont les deux

cystéines et les deux histidines (MILLER et al. 1985).

De nombreuses études ont été menées avec des protéines tronquées présentant la
délétion d’un ou plusieurs doigts de zinc ou portant des mutations de substitution, afin de
déterminer I'implication des différents domaines de TFIIIA dans la liaison a ’ADNr 5S ou a
I’ARNr 5S. Les résultats obtenus, in vitro, ont permis de caractériser deux domaines précis :
la région contenant les doigts de zinc [4,5,6,7], constituant le domaine minimal de liaison a

I’ARNr 5S et la région des doigts [1,2,3] qui est suffisante pour la liaison de TFIIIA au
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promoteur interne, le doigt de zinc 3 étant essentiel (CLEMENS et al. 1993; DARBY and JOHO
1992; PIELER et al. 1987; THEUNISSEN et al. 1992) (Figure 16). La région des doigts [4,5,6,7]
contribue a elle seule, a 95% de I'énergie de liaison a ’ARNr 5S (CLEMENS et al. 1993) tout
comme la région [1,2,3] qui contribue de fagon similaire a la liaison au promoteur interne
(CLEMENS et al. 1992; HAYES and CLEMENS 1992; Liao et al. 1992). Cependant, bien que chaque
domaine ait un réle plus spécifique dans I'une ou l'autre des interactions, I'ensemble des
doigts de zinc de TFIIIA contribue aux différents types de liaison. En effet, les doigts [4,5,6,7]
constituent le domaine minimal de liaison a 'ARNr 5S en créant plusieurs points
d’interaction avec les boucles A, B et E et les hélices Il et V (McBRYANT et al. 1995; THEUNISSEN
et al. 1998), mais les doigts [1,2,3] créent un contact supplémentaire au niveau de I'hélice IV
et les doigts [8,9] interagissent avec I'hélice Il (THEUNISSEN et al. 1992). Quant a la liaison a
I’ADN sur I'ICR, les doigts [1,2,3] se fixent au niveau de la boite C, le doigt de zinc 5 au niveau
de I'élément intermédiaire (IE) et les doigts C-terminaux [7,8,9] se lient a la boite A (HAYES
and TuLLius 1992). Des mutations des doigts de zinc 8 et 9 n’ont que peu altéré les efficacités
de liaison a I’ADN ou a I’ARN. Leur rdle le plus important semble étre qu’en se fixant au
niveau de la boite A de I'ICR, ils permettent un positionnement correct de la partie C-

terminale qui ne se lie pas I’ADNr 5S (CLEMENS et al. 1993).

La partie C-terminale qui suit le neuvieme et dernier doigt de zinc, quant a elle, ne lie
ni I’ARNr 5S ni I’ADNr 5S (SANDS and BOGENHAGEN 1991) mais est nécessaire pour I'activation
de la transcription. En effet, si la partie C-terminale est délétée, I'activité transcriptionnelle
de TFIIIA est réduite de 80% (SmiTH et al. 1984). Plus précisément, Mao et al. ont mis en
évidence une séquence de 14 acides aminés indispensable a une activité transcriptionnelle
optimale. De fagon intéressante, si la distance entre le domaine de liaison a I’ADN, constitué
des 9 doigts de zinc, et ce domaine trans-activateur est augmentée, Iactivité
transcriptionnelle est réduite de 5 fois (MAo and DARBY 1993). Ceci suggére donc que la
distance entre le neuviéme doigt de zinc et la séquence activatrice de la transcription (TAS)
joue un réle critique dans I'efficacité de TFIIIA. De plus, des expériences menées par Hayes et
al. ont montré que cette partie C-terminale permet la stabilisation du complexe
TFHIC/TFIIIA/ADNT 5S par une liaison directe de cette partie avec le complexe TFIIC (HAYES et
al. 1989).
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Chez Xenopus laevis, les neuf doigts de zinc de TFIIIA peuvent donc étre répartis en
trois domaines distincts. Bien que ces domaines possédent une activité de liaison qui leur est
spécifique, I'ensemble des doigts de zinc, ainsi que la partie C-terminale sont indispensables
au bon fonctionnement de TFIIIA que ce soit dans son réle d’initiateur de la transcription ou

dans son réle de transport et de stockage de I’ARNr 5S.

lll. La protéine TFIIIA chez Saccharomyces cerevisiae

Bien que le xénope reste I'organisme dans lequel TFIIIA a été le plus étudié, un
certain nombre de données a été accumulé chez S.cerevisiae. Wang et al. ont pour la
premiere fois purifié deux polypeptides, un de 48 et un de 51 kDa, possédant une forte
affinité pour le promoteur interne des genes d’ARNr 55 (WANG and WEIL 1989). Par la suite,
le géne TFC2 codant pour la protéine TFIIIA a été cloné (ARCHAMBAULT et al. 1992). La
traduction in vitro du transcrit dérivant de TFC2 a permis la synthése d’une protéine de 51
kDa ayant la capacité de lier les genes d’ARNr 5S de levure et d’activer la transcription de ces
derniers. La forme de 48 kDa, mise en évidence par Wang et al. (1989), pourrait donc dériver
de la protéine TFIIIA de 51 kDa par protéolyse ou par des modifications post-traductionnelles
(ARCHAMBAULT et al. 1992) mais aucune donnée supplémentaire concernant cette hypothése

n’est disponible.

Chez la levure, le promoteur interne des génes d’ARNr 5S est beaucoup plus petit que
celui du xénope ou des plantes, il n’est composé que des 14 nucléotides composant la boite
C (CHALLICE and SEGALL 1989). Le facteur TFIIIA ne se lie donc pas en totalité avec I’ADNr 5S
mais occupe tout de méme 35 pb au niveau de la séquence transcrite (BRAUN et al. 1989). De
la méme maniere que chez Xenopus laevis, les trois premiers doigts de zinc N-terminaux sont
suffisants pour la liaison a ’ADNr 5S (MiLNE and SEGALL 1993; ROTHFELS et al. 2007; ROWLAND
and SEGALL 1996), ils sont également suffisants pour le recrutement de TFIIIC (MiLNE and
SEGALL 1993), le doigt 1 étant essentiel a ce recrutement (ROTHFELS et al. 2007) (Figure 16). En
effet, in vitro, la présence de deux mutations dans le doigt de zinc 1 abroge dans sa totalité
I'activité transcriptionnelle de TFIIIA, certainement d0 a l'impossibilité pour TFIIIA de
recruter TFIIIC (ROTHFELS et al. 2007). Il a été démontré qu’une protéine TFIIIA tronquée ne

contenant que les doigts [1,2,3] lie I'ICR des genes 5S avec une affinité comparable a celle
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d’une protéine TFIIIA pleine longueur (MILNE and SEGALL 1993; ROWLAND and SEGALL 1996). De
plus, si 'un de ces trois doigts de zinc est muté, I’affinité de liaison, in vitro, de TFIIIA pour
I’ADNr 5S est diminuée de fagon équivalente pour chacune des mutations mais seules les
protéines mutées pour les doigts 2 et 3 donnent des cellules viables in vivo. En effet, la
mutation du doigt de zinc 1 est |étale (ROTHFELS et al. 2007). Toutefois, les doigts N-terminaux
ne sont pas les seuls a interagir avec I’ADNr 5S, puisque les autres doigts de zinc créent des
liaisons avec I’ADNr 5S qui, bien que faibles, permettent certainement le positionnement
correct et 'ancrage de la région [1,2,3] au niveau de I'lICR, leurs mutations altérant de facon

plus ou moins importante I'activité transcriptionnelle de TFIIIA (MILNE and SEGALL 1993).

La différence la plus notable entre la protéine TFIIIA du xénope et celle de la levure
est la présence d’une région de 81 acides aminés qui sépare les doigts de zinc 8 et 9 chez
Saccharomyces cerevisiae. 1l s’avere que cette région joue un role fondamental dans
I'activité transcriptionnelle de TFIIIA. En effet, lorsque ces 81 acides aminés sont délétés,
méme si TFIIIA est capable de se lier aux génes 5S, le complexe TFIIIA/ADNr 5S est non
fonctionnel (MILNE and SeGALL 1993). Plusieurs délétions de cette région ont donc été
réalisées, elles ont permis de mettre en évidence une région de huit acides aminés dont
I’'absence entraine la perte d’activité transcriptionnelle de TFIIIA (ROWLAND and SEGALL 1998).
Cette séquence est riche en leucine et asparagine (NGLNLLLN), des acides aminés
hydrophobes. Les chaines hydrophobes de ce type sont considérées comme un des éléments
clés des interactions de type protéine/protéine (YOUNG et al. 1994). Cette région riche en
leucine et en asparagine joue donc ici un réle d’activateur de la transcription en stabilisant le
complexe de transcription. Malgré son implication dans l'activité de TFIIIA, cette région
n’établit aucun contact direct avec 'ADNr 5S; les doigts de zinc C-terminaux [7,8,9] liés a
I’ADNr 5S permettraient le positionnement correct de cette région. Puisque située entre les
doigts 8 et 9, elle prendrait alors une forme de boucle permettant une interaction directe

avec l'une des sous-unité du complexe TFIIIC (ROWLAND and SEGALL 1998).

IV. TFIIIA chez Arabidopsis thaliana

Dans le regne végétal, la protéine TFIIIA a été pour la premiere fois isolée

biochimiquement chez le mais (Wyszko et al. 1997) et a partir des étamines de tulipe
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Figure 17 : L’ARN pré-messager AtTFIIIA contient un exon alternatif.

Les exons sont représentés par les rectangles bleus, les introns par les traits noirs.
L'exon alternatif en bleu foncé va étre ou non épissé. S’il est exclu du transcrit, le
transcrit obtenu est nommé ES (Exon Skipping). Le transcrit ES, une fois traduit,
donne la protéine TFIIIA. Le transcrit EI (Exon Inclusion) est obtenu lorsque I'exon
alternatif est maintenu. L'exon alternatif posséde un codon stop prémature ou PTC,
suivi d’'un deuxiéme codon initiateur de la traduction. Le transcrit ElI contient deux
ORF putatives. Les tailles des transcrits sont indiquées a leur droite. (ORF= Open
Reading Frame)
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(Wyszko and BARCISZEWSKA 1997). Dans ces deux plantes, la protéine TFIIIA identifiée conserve
les mémes caractéristiques fonctionnelles que chez le xénope, c’est-a-dire qu’elle est
capable de lier aussi bien ’ADNr 5S que I’ARNr 5S et d’induire la transcription des genes 5S
in vitro (Wyszko and BARCISZEWSKA 1997; Wyszko et al. 1997). Le cDNA de TFIIIA quant a lui, a
été cloné pour la premiére chez Arabidopsis thaliana (MATHIEU et al. 2003b). La traduction in
silico de ce cDNA donne une protéine putative de 419 acides aminés et d’un poids théorique
de 46 kDa. Grace a une protéine recombinante GST-TFIIIA, les capacités de liaison de AtTFIIIA
a ’ADNr 5S et a 'ARNr 5S ont pu étre démontrées in vitro. Cette protéine est également
capable d’induire la transcription des genes d’ARNr 5S dans des extraits cellulaires de tabac
(MATHIEU et al. 2003b). Dans des protoplastes d’Arabidopsis, la protéine recombinante
TFIIIA-GFP est localisée dans le noyau et plus particulierement concentrée au niveau du
nucléole. Cette étude a également montré, par des expériences de digestion a la DNase |,
que AtTFIIIA présentait le méme profil de protection au niveau du promoteur interne d’un

géne 5S que la protéine TFIIIA du xénope (MATHIEU et al. 2003b).

IV.1. Le géne TFIIIA chez Arabidopsis thaliana

Chez Arabidopsis thaliana, le gene codant pour TFIIIA est localisé sur le chromosome
1 et n"est présent qu’en une seule copie. Il est composé de 7 exons et produit deux transcrits
a la suite d’un épissage alternatif (Figure 17). En effet, le troisieme exon va ou non étre
inclus dans ’ARNm (YOINE et al. 2006). Cet exon ainsi que I'épissage alternatif qu’il subit, est
retrouvé dans I’ensemble du régne végétal comme Oryza sativa, Lycopersicon esculentum ou
encore Physcomitrella patens mais absent chez les animaux (Fu et al. 2009; HAMMOND et al.
2009). Le premier transcrit est produit par I'épissage de I'exon 3, il code pour la protéine
TFIIA pleine longueur, il est appelé ES (Exon Skipping). Le deuxieme transcrit produit inclut
le troisieme exon, il est nommé El (Exon inclusion). Dans une plante sauvage, les deux
transcrits sont exprimés (YOINE et al. 2006) et des profils d’accumulation différents sont
observés dans les quelques tissus étudiés (HAMMOND et al. 2009). Ce troisieme exon, ou exon
alternatif, a la particularité de posséder un codon stop considéré comme prémature suivi
d’un codon ATG, initiateur de la traduction. Le transcrit El contient donc deux ORF (Open
Reading Frame) et coderait donc pour deux protéines putatives : la premiere contenant les

deux premiers doigts de zinc de TFIIIA et la deuxieme contenant les sept derniers.
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IV.2. Régulation de I’expression de TFIlIA chez Arabidopsis thaliana

IV.2.1. Le transcrit El n’est pas traduit

Les ARNm contenant un codon stop prémature PTC (premature translational
termination codon) sont reconnus par une voie de dégradation des ARNm considérés
comme aberrants, la voie NMD (Non-mediated mRNA Decay). Cette voie va empécher la
production de protéines tronquées potentiellement nocives pour la cellule en dégradant ces
ARNm contenant un PTC (BAKER and PARKER 2004). Le transcrit EI du géne TFIIIA est donc une
cible potentielle de cette voie. En effet, dans un mutant du gene codant pour UPF1, un des
trois acteurs principaux de cette voie de régulation, le taux de transcrit El est augmenté 17
fois par rapport a celui d’'une plante sauvage (YOINE et al. 2006). De la méme fagon, des
plantules d’Arabidopsis traitées a la cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la voie NMD
(BEELMAN and PARKER 1994), présentent une accumulation du transcrit El plus importante que
dans une plantule non traitée. Le ratio EI/ES augmente alors de 10 fois dans les plantules

traitées par rapport a une plantule non traitée (Fu et al. 2009).

Bien que ’ARNm El soit une cible de la voie NMD, ces transcrits El sont détectés dans
une plante sauvage, il est donc envisageable que les transcrits non dégradés par cette voie
soient traduits. La capacité de traduction du transcrit El a donc été testée. Dans un premier
temps des expériences de traduction in vitro ont montré que le transcrit El était capable de
produire une protéine correspondant a 'ORF 1 et a la taille d’'une protéine TFIIIA ne
contenant que les deux premiers doigts de zinc. Cependant, la protéine correspondant a
I’ORF 2 n’a été détectée ni in vitro, ni in vivo. Aucune réinitiation de la traduction, au niveau
du deuxieme codon ATG de la forme El, n’est donc possible (Fu et al. 2009). Des construits
contenant les ADNc ES ou El, couplés a des tags, ont été exprimés de maniére transitoire
dans des feuilles de Nicotiana benthamania. Les analyses par western blot de ces tissus ont
montré que seul le construit ES était capable de s’exprimer. De plus, les mémes analyses
menées avec une construction contenant ’ARN pré-messager de TFIIIA, qui donne les deux
types de transcrits, n‘ont révélé que la forme TFIIIA pleine longueur découlant de ES

(HAMMOND et al. 2009). Le transcrit El est donc non productif, il n’est pas traduit.
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Figure 18 : Comparaison de la structure secondaire de ’ARNr 5S et de I'’exon
alternatif « 5S-like » du géne TFIIIA chez Arabidopsis thaliana.

L'exon alternatif « 5S-like » du géne TFIIIA présente de fortes homologies de
séquences et de structure secondaire avec 'ARNr 5S. Les régions conservees entre
'ARNr 5S et I'exon « 5S-like » sont surlignés en gris, les résidus identiques sont en
gras. Les boucles C, D et E ainsi que les hélices Il et IV de 'ARNr 5S sont conservés

dans I'exon « 5S-like ».
(D’aprés Hammond et al., 2009)
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IV.2.2. Régulation de I'épissage alternatif

Bien qu’il ne soit pas traduit, le transcrit El joue un réle important dans la régulation
de I’expression du gene TFIIIA. Il s’avere que I’exon alternatif présente de fortes homologies
de séquence et par conséquent de structure secondaire avec 'ARNr 5S (Figure 18). Il
proviendrait de I’exonisation d’'une molécule d’ARNr 5S dans un intron du gene TFIIIA. En
effet, en plus de la structure en Y caractéristique de cet ARN, I’exon alternatif contient des
structures « signatures » de ’ARNr 5S, telles que : les hélices Il et IV et les boucles C, D et E
(Fu et al. 2009; HAMMOND et al. 2009). Théoriquement, cet exon « 5S-like » est donc capable
de lier la protéine ribosomale L5 au niveau de I’hélice Il et de la boucle D. La liaison avec la
protéine TFIIIA, bien que suggérée par Fu et al. (2009), est quant a elle moins probable. En
effet, méme si les hélices lll, IV et la boucle E interagissent avec TFIIIA, les boucles et les
hélices de ’ARNr 5S les plus importantes pour cette liaison sont absentes (hélices Il et V,
boucles A et B). La surexpression de I'ADNc de TFIIIA chez Arabidopsis, entrainant
probablement une augmentation des quantités d’ARNr 5S, résulte en une augmentation des
proportions de la forme El (Fu et al. 2009). Ceci laisse supposer qu’une augmentation de
TFIIIA favoriserait |'épissage alternatif vers le transcrit non-productif qui sera ensuite

dégradé impliquant alors une diminution des taux protéiques de TFIIIA.

Fu et al. proposent donc un modele simple selon lequel la protéine TFIIIA
reconnaitrait et fixerait I'exon « 5S-like » ce qui affecterait I'épissage alternatif en entrant,
par exemple, en compétition avec un facteur d’épissage en occupant les sites d’épissage (Fu
et al. 2009). Ce modeéle induit I’hypothese suivante : quand les taux de TFIIIA sont faibles,
I’exon « 5S-like » est épissé et la forme ES est produite, ce qui entrainerait I'augmentation
des taux de protéine TFIIIA dans la cellule et donc celles des quantités d’ARNr 5S ; a I'inverse,
lorsque les taux de TFIIIA sont élevés et par conséquent les taux d’ARNr 5S également, TFIIIA
pourrait se fixer sur I'exon « 5S-like » empéchant ainsi son épissage, la forme El serait alors
produite puis dégradée par la voie NMD (Fu et al. 2009). Cependant, Hommond et al. ont
montré que la protéine TFIIIA ne se fixait pas au niveau de I'exon « 5S-like » (HAMMOND et al.
2009). De plus, ils ont mis en évidence que la protéine ribosomale L5, connue pour lier
I’ARNr 5S chez Arabidopsis (MATHIEU et al. 2003b) et le transporter jusqu’au nucléole, était

capable de lier I'exon « 5S-like » au niveau de son domaine hélice lll. Par des expériences
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Figure 19 : Régulation de I’épissage alternatif du pré-messager TFIIIA chez
Arabidopsis thaliana.

L'exon « 5S-like » est en noir. Les facteurs d’épissage sont représentés par le
losange vert. Lorsque les quantités d’ARNr 5S sont faibles dans la cellule, L5 est libre
et peut se fixer sur I'exon « 5S-like ». Sa fixation déplace des facteurs empéchant
I'épissage, la forme ES est produite puis traduite en protéine TFIIIA. Lorsque les
quantités d’ARNr 5S sont élevées, L5 est complexée a 'ARNr 5S, les facteurs
empéchant I'épissage restent au niveau de I'exon « 5S-like », le transcrit El est
produit, puis dégradé par la voie NMD.

(D’aprés Hammond et al., 2009)
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impliquant des genes rapporteurs in vivo chez N. benthamania, ils ont pu démontrer que la
protéine L5 était directement responsable de I'épissage alternatif du gene TFIIIA (HAMMOND
et al. 2009).

Ces résultats ont donc permis d’établir un modele de régulation de [|'épissage
alternatif de 'ARN prémessager de TFIIIA reposant sur une auto-régulation négative de
TFIIA (Figure 19). Lorsque les taux d’ARNr 5S dans la cellule sont élevés, les taux de L5 libres
sont plutot faibles, dans ce cas, la protéine L5 est moins apte a lier I'exon « 5S-like » ; I'exon
est donc inclus, et le transcrit El est produit, il sera ensuite dégradé par la voie NMD. Si, dans
le cas contraire, les taux d’ARNr 5S dans la cellule sont faibles, les taux de L5 libres sont
élevés, L5 va alors se lier a I'exon « 5S-like » et va favoriser la machinerie d’épissage en
faveur de la forme ES. Le transcrit ES est ensuite traduit en protéine TFIIIA et les ARNr 5S
produits. Les auteurs supposent que L5, en se fixant, déplacerait un facteur empéchant
I’épissage de I'exon alternatif « 5S-like » de I’ARN pré-messager, affectant ainsi la décision

d’épissage (HAMMOND et al. 2009).

Bien que la plupart des transcrits contenant un PTC résultent d’'une erreur d’épissage,
plusieurs exemples de genes montrent qu’il existe une réelle régulation de I'expression de
ces genes en couplant des transcrits alternativement épissés contenant un PTC avec la voie
NMD. Il a déja été démontré, notamment chez 'homme, qu’il existait un processus de
régulation de I'expression des genes couplant I'épissage alternatif et la voie NMD nommé
RUST pour « Regulated Unproductive Splicing and Translation » (LAREAU et al. 2007; Lewis et
al. 2003). Ce mécanisme joue un réle important dans la régulation des quantités de
protéines fonctionnelles en contr6lant les taux de production de 'ARNm codant et de
I’ARNm dégradé. La majorité des genes régulés par le RUST sont des composants de la
machinerie d’épissage elle-méme (Cuccurest et al. 2005; LAREAU et al. 2007; Ni et al. 2007),
ou des ribosomes (Cuccurese et al. 2005; MiTRovicH and ANDERSON 2000). L’association entre
ces deux voies repose sur la présence d’éléments ultra-conservés. Chez les mammiferes,
Lareau et al. (2007) ont identifié des éléments conservés contenus dans un exon a l'intérieur
de génes codant pour des protéines riches en serine et arginine (protéines SR). Ces exons
conservés donnent, lorsqu’ils ne sont pas épissés, des transcrits contenant un PTC. Comme
dans le cas de TFIIIA chez Arabidopsis, lorsque ces protéines SR sont en abondance, elles

vont affecter I’épissage de leur propre gene afin d’augmenter la proportion du transcrit cible
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de la voie NMD afin de réguler leur homéostasie.
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Des travaux réalisés au laboratoire ont permis de caractériser le facteur de
transcription TFIlIA chez Arabidopsis thaliana (MATHIEU et al. 2003b). Lors de cette étude,
deux ADNc ont été mis en évidence (VAILLANT 2006). En effet, comme décrit dans la synthese
bibliographique (Chapitre TFIIIA 1V.1.), le géne TFIIIA d’Arabidopsis posséde un exon qui est
ou non maintenu dans '’ARNm, donnant les formes El et ES, respectivement. Le transcrit ES
donne la protéine TFIIIA une fois traduit. Le transcrit El, quant a lui, possede un codon stop
prématuré dans I’exon alternatif. Il va étre reconnu par une voie de dégradation des ARNm
aberrants (NMD). Par la suite, des études ont confirmé les observations faites par notre
équipe concernant I'épissage alternatif du pré-messager de TFIIIA (Fu et al. 2009; HAMMOND
et al. 2009; VAILLANT 2006; YOINE et al. 2006). Les travaux de Fu et al. et Hammond et al. ont
permis d’établir ’hypothése selon laquelle cet épissage alternatif et donc le ratio ES/El sont
dépendants des besoins en ARNr 5S de la cellule. Cependant, I'ensemble de ces études a été
mené avec des constructions de type géne-rapporteur du géene TFIIA exprimées chez

Arabidopsis ou dans le tabac, ou en conditions in vitro.

L’objectif de ma these était d’étudier la régulation de I’expression de TFIIIA ainsi que
son implication dans I'expression des genes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana. Pour cela,
nous avons décidé d’étudier I'expression des transcrits TFIIIA ainsi que I"'accumulation de la
protéine et I'accumulation des ARNr 5S dans la plante. Nous avons également voulu tester la
traduction potentielle du transcrit El. En effet, ce transcrit, bien que cible de la voie de
dégradation NMD, s’accumule de facon stable dans la plante. De plus, le codon stop de
I’exon alternatif est suivi d’'un deuxieme codon initiateur de la traduction. Ce transcrit
possede donc deux ORF donnant deux protéines putatives: I'une contenant les deux

premiers doigts de zinc de TFIIIA et la deuxieme, les sept derniers.

Afin de mener cette étude, nous avons choisi deux fenétres de temps qui nous
semblaient cruciales :

i) la premiére phase étudiée correspond a la phase reproductive. En effet, la graine
est connue pour accumuler d’importantes réserves en ARN et protéines diverses, pour le
développement futur de I'embryon apres la germination. Il a d’ailleurs été démontré que la

graine accumulait de fortes quantités d’ARNr 5S (MATHIEU et al. 2003a), situation qui rappelle
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celle de I'ovocyte de xénope qui accumule a la fois de grandes quantités d’ARNr 5S et de
TFIIIA (GINSBERG et al. 1984). La question était donc de savoir s’il en était de méme dans la
graine. Les stades amenant a cette graine mature, c’est-a-dire les fleurs et les siliques, ont
été également étudiés.

ii) la deuxiéme phase observée concerne les premiers jours aprés la germination. En
effet, cette période est intéressante puisqu’elle fait suite au stade graine et qu’elle
correspond au développement de la plantule. De plus, ces stades ont fait 'objet de
nombreuses études ou Julien Douet a notamment démontré que la chromatine d’ADNr 5S se
réorganisait en passant par une étape de forte décompaction (DoOUET et al. 2008). Il était
donc intéressant d’observer I'accumulation du facteur de transcription TFIIIA a une période
ou lI'ensemble des genes d’ARNr 5S (majoritaires et minoritaires) est potentiellement

accessible alors que seule une fraction des genes 5S est normalement transcrite.
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Figure 20 : Localisation des sites de reconnaissance des anticorps anti-TFIIIA
chez Arabidopsis thaliana.

La position des trois anticorps anti-TFIIIA dont nous disposons est symbolisée par
un astérisque. Les anticorps 18, 16 et 17 reconnaissent un peptide en région N-
terminale, centrale et C-terminale, respectivement. Les neuf doigts de zinc de la
protéine TFIIIA sont symbolisés par les carrés bleus foncés.
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Figure 21 : Les anticorps Ac16 et Ac17 réveélent la protéine TFIIIA et une
protéine plus courte.

Un western blot a été réalisé a partir d'un méme extrait total d’'une plantule de 10
jours d’Arabidopsis, d’écotype Columbia et hybridé avec I'anticorps Ac16 pour la
partie gauche de la piste et avec I'anticorps Ac17 pour la partie droite de la piste. La
protéine TFIIIA pleine longueur ainsi qu'une deuxiéme bande plus petite sont
détectées. L'actine sert de contrdle de dépot.
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I. Role du transcrit El

Avant mon arrivée au laboratoire, I'amplification de I’ADNc du gene TFIIIA avait mis
en évidence deux produits d’amplification, aujourd’hui nommés ES et El (VAILLANT 2006). Le
transcrit ES, une fois traduit, donne la protéine TFIIIA pleine longueur, contenant les 9 doigts
de zinc, fonctionnelle, c’est-a-dire capable d’induire la transcription des genes d’ARNr 5S
(MATHIEU et al. 2003b). Bien que le transcrit El soit, lui, une cible de la voie NMD (YOINE et al.
2006), son accumulation est, en effet, 17 fois plus importante dans un mutant de cette voie,
il nen reste pas moins qu’il s’Taccumule de fagon stable dans I'ensemble des tissus testés
comme les cotylédons, les fleurs et les siliques (Cf. Article). Ce transcrit El contient deux ORF
putatives : la premiere, nommée ORF 1, composée des 3 premiers exons et la deuxieme, ORF
2, composée des 3 derniers (Figure 17 Synthese bibliographique partie TFIlIA). Ces deux ORF
codent pour deux protéines putatives : environ 10 kDa pour celle correspondant a I'ORF 1
qui contiendrait les deux premiers doigts de zinc de TFIIIA et environ 36 kDa pour celle codée
par I'ORF 2 qui serait composée des sept derniers doigts de zinc.

Dans un premier temps, il était important de vérifier si ce transcrit pouvait ou non
étre traduit. En effet, au début de ma thése, les travaux de Fu et al. et Hammond et al.
(2009) n’avaient pas encore été publiés et aucune donnée sur la traduction de El n’était
donc disponible.

La protéine TFIIIA codée par le transcrit ES et celle de 36 kDa putativement codée
par I'ORF 2 de El présentent la méme séquence primaire. L'utilisation des anticorps Ac16 et
Acl7 respectivement dirigés contre la partie centrale et C-terminale de TFIIIA devait nous
permettre de détecter les deux protéines et de les distinguer par leur différence de poids

moléculaire (Figure 20).

Sur les premiers western blots réalisés deux bandes ont effectivement été révélées:
une correspondant a la protéine TFIIIA et une, de poids moléculaire proche de celui attendu
pour la protéine de I'ORF 2 (Figure 21). La mise en évidence d’une corrélation entre le niveau
d’expression du transcrit El et la détection de la protéine « ORF 2 » étayait I’'hypothese de la
traduction de I'ORF 2 du transcrit El. En effet, les premieres expériences de RT-PCR menées
sur les cotylédons ont montré que le transcrit El était d’abord fortement accumulé entre 2 et

eme

5 jours post-germination puis qu’il diminuait a partir du 10°™" jour (Cf. figure 1B Article). En

55



RNA-Ei
2 3 4 6 9 13 18 25 Col
Rt TFIIA

et Nt - —— - "

Y N W ' W v N W | Actine

Figure 22 : Certaines lignées « RNAI-El » présentent des quantités variables de
TFIIIA et de I'isoforme courte.
Des western blots hybridés avec I'Ac 17 ont été réalisés a partir d’extraits totaux de
plantules de 10 jours de différentes lignées monolocus « RNAI-El » a la génération T3.
L’actine sert de contréle interne.
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ce qui concerne la production protéique, la bande « ORF2 », visualisée en western blot,
suivait un profil similaire, avec une diminution de son accumulation a 10 jours post-
germination (Cf. figure 4C Article). Ces résultats sont présentés et expliqués en détail dans
I’article inséré dans cette partie Résultats.

Afin de vérifier si cette protéine était codée par I'’ARNm El et de tester le role

potentiel de cette protéine, plusieurs stratégies ont été envisagées.

I.1. Etablissement de lignées RNAI-EIl

L'une des premiéres stratégies choisie a été de créer une lignée qui sous-exprimerait
le transcrit El et par conséquent, sa protéine putative. Il fallait donc cibler spécifiquement le
transcrit El. La seule différence notable entre ES et El étant la présence de I’exon alternatif
« 5S-like » dans El, nous avons décidé de cloner cet exon dans le vecteur pHellsgate issu de
la stratégie Gateway, conseillé pour les plantes dicotylédones (CSIRO, Australia). La
particularité de ce vecteur est que l'insert, ici I’exon alternatif, est cloné de fagon a obtenir
apres transcription du vecteur une structure en épingle a cheveu (Annexe). Cet ARN double
brin est ensuite pris en charge par la voie du silencing post-transcriptionnel ou PTGS,
permettant ainsi le ciblage du transcrit El grace a des siRNA spécifiques de I'exon alternatif
« 5S-like ». Le transcrit ciblé est ensuite dégradé, entrainant ainsi une diminution de son
expression. Des plantes d’Arabidopsis de I'écotype Columbia ont été transformées avec ce
vecteur, permettant d’obtenir des lignées nommées RNAI-EI.

Une fois I'expression de la construction vérifiée par RT-PCR dans les plantes
transformées, des western blots ont été réalisés a partir d’extraits totaux de plantules pour
lesquelles I'insertion du vecteur était « monolocus ». Certaines lignées étudiées ont présenté
des diminutions de la forme courte, sans altérer I'accumulation de la protéine pleine
longueur TFIIIA, alors que certaines lignées RNAI-El présentaient a la fois une diminution de
la forme courte et une diminution de la protéine TFIIIA pleine longueur (Figure 22). Le fait
d’obtenir des lignées présentant une diminution du facteur de transcription pleine longueur
n’est pas surprenant. Dans un premier temps, les siRNA produits a partir de I’exon alternatif
« 5S-like » ne ciblent que le transcrit El. Une fois le transcrit EI dégradé, des siRNA transitifs
vont étre produits a partir de I'ensemble de ’ARNm EI. Le transcrit El ne différant de ES

gu’au niveau de I'exon alternatif, les nouveaux siRNA vont pouvoir également cibler et
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Figure 23 : La lig' ée RNAI-EI 9 prése te u” retard de floraiso’ par rapport a u e

pla’ te sauvage.

A. Des graines d’Arabidopsis thaliana, écotype Columbia (Col), et de la lignée RNAI-EI
9, en génération T3, ont été semées sur milieu ATG. Les photos ont été prises 10
jours apres la germination.

B. Des graines d’Arabidopsis thaliana, écotype Columbia (Col), et de la lignée RNAI-EI
9, en génération T4, ont été semées sur du terreau. Les photos ont été prises environ
4 semaines aprés la germination.
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dégrader le transcrit ES. Le probléeme majeur rencontré avec ces lignées a été le manque de
reproductibilité des résultats obtenus. En effet, d’'une génération a 'autre, I'altération de
I’expression des deux formes de protéines était variable. D’un point de vue phénotypique,
certaines lignées présentaient un retard de floraison par rapport a une plante sauvage
(Figure 23). La conclusion que nous avons pu tirer de ces lignées RNAI-El est que la présence
de ce vecteur de « silencing », et donc la production de siRNA ciblant la dégradation de El

voire de ES, avait fortement perturbé I'expression du gene TFIIIA.

I.2. Etablissement de lignées étiquetées a partir des ORF 1 et 2 du transcrit El

En méme temps que nous réalisions les lignées RNAIi-El, nous avons établi deux
autres lignées transgéniques. La premiere lignée a été obtenue par transformation d’une
lignée sauvage d’Arabidopsis, d’écotype Columbia, par une construction nommée pORF1-
Flag (Annexe). Ce vecteur consiste en une surexpression de la premiére ORF de El, étiquetée
en 3’ avec une séquence codant pour une étiquette Flag. La deuxieme construction nommée
PORF2-Strepll, consiste en une surexpression de la 2°™ ORF de El étiquetée en 3’ avec une
séquence codant pour une étiquette Strep Il (Annexe). Ces deux constructions sont sous le
contréle d’un promoteur fort, le promoteur du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV),
nommeé p35S, afin d’obtenir une expression importante des construits.

Ces lignées avaient pour but d’étudier I'effet de la surexpression de ces deux formes
sur I'expression des ARNr 5S chez Arabidopsis et donc de déterminer leurs réles potentiels
ainsi que de détecter les deux formes avec des anticorps dirigés contre les étiquettes, Flag et
Strepll. L'expression de ces vecteurs a été vérifiée dans des plantes de la génération T1.
L'insertion « monolocus » du vecteur a été vérifiée a la génération T2. Cependant, les
premiers western blots réalisés sur des plantes de la génération T1, dont le vecteur
s’exprime, n’ont pas permis de mettre en évidence les protéines étiquetées codées par ces

constructions, que ce soit avec un anticorps anti-Flag pour les lignées pORF1-Flag ou avec un

anticorps anti-Strepll pour les lignées pORF2-Strepll.

Les résultats obtenus avec les lignées RNAI-El et les lignées complémentées (Cf. 1.4 ci-
dessous), font que la priorité des travaux s’est détournée de ces lignées de surexpression qui

avaient été développées dans le cadre de I'hypothese de la traduction de 'ARNm El. Ces
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lignées sont actuellement en génération T2, c’est-a-dire, deux générations apres la
transformation. L'intérét de ces deux lignées dans la poursuite de la caractérisation de TFIIIA

dépendra des résultats futurs et sera abordée dans la partie discussion de ce manuscrit.

I.3. Etablissement de lignées de complémentation du mutant TFIIIA

En parallele a I'étude des lignées RNAI-El, nous avions commencé I’établissement de
lignées de complémentation du mutant TFIIIA. Ce mutant est Iétal a I'’état homozygote, la
plante ne peut vivre en I'absence du facteur de transcription des genes d’ARNr 5S. Le mutant
TFIIA utilisé pour ces expériences de complémentation est un mutant d’insertion, disponible
a I'état hétérozygote (TFIIA +/- ; T-DNA/-). Cette expérience avait pour but de sauver le

génotype létal (TFIIIA -/- ; T-DNA/T-DNA). Pour cela, trois constructions ont été réalisées :

a. une construction exprimant uniquement le transcrit ES, générant une lignée
nommée ES-plants,

b. une construction exprimant uniquement le transcrit El, générant une lignée
nommeée El-plants,

c. une construction génomique permettant d’exprimer les deux transcrits, générant

une lignée nommée geno-plants.

Ces constructions sont sous le contréle du promoteur endogene du gene TFIIIA et sont
présentées en détail dans l'article qui fait suite a ces résultats (Cf. Article). Si nous
retrouvons des plantes mutantes (TFIIIA -/- ; T-DNA/T-DNA) viables dans la descendance des
plantes transformées, alors la présence du ou des transcrits exprimés par la construction
permet la complémentation de la mutation. Le mutant TFIIIA a pu ainsi étre complémenté
par les constructions portant le gene TFIIIA entier (c) et par la construction ES (a). En
revanche, aucune plante homozygote pour la mutation de TFIIIA endogene n’a été retrouvée
dans la descendance de lignées El-plants (b). Nous pouvons donc conclure que le transcrit ES
seul, est capable de restaurer I'activité TFIlIIA dans des mutants alors que le transcrit El en

est incapable.
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1.4. Le transcrit El n’est pas a I'origine de I'isoforme courte

La lignée mutante TFIIIA complémentée par le transcrit ES a permis de mettre en
évidence que le transcrit El n’était pas a I'origine de I'isoforme courte détectée avec nos
anticorps spécifiques de TFIIIA. En effet, des western blots réalisés sur ces plantules de 10
jours, ont révélé la présence de la protéine TFIIIA pleine longueur mais également celle de la
protéine plus courte (Cf. supplementary data 1 Article) en absence du transcrit El pleine
longueur. Si cette protéine provenait de la traduction de ce transcrit El, elle ne serait pas
présente dans ces lignées complémentées ou seul le transcrit ES est présent. Ces
expériences confirment que le transcrit El n’est pas a I'origine de cette isoforme courte et
gu’il ne semble pas traduit, corroborant les conclusions de Fu et al. et Hammond et al.
(2009). Cette protéine étant révélée spécifiquement par deux anticorps de TFIIIA, elle ne
peut provenir que d’un clivage protéolytique de TFIIIA. Ces résultats démontrent également
que I'absence du transcrit El n’'empéche pas le développement de la plante et que celle-ci
peut se passer de I'épissage alternatif du géne TFIIIA dans des conditions normales de

croissance en laboratoire.
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Il. Le taux de la protéine TFIIIA dans la cellule est a la fois contr6lé par

I’épissage alternatif du géne TFIIIA et par le clivage protéolytique de TFIIIA

Les résultats qui viennent d’étre présentés, nous ont permis de conclure que seul le
transcrit ES est capable de restaurer I'activité de transcription des génes d’ARNr 5S dans un
mutant TFIIIA. La protéine TFIIIA, traduite a partir du transcrit ES, est donc la seule protéine
traduite a partir du géne TFIIIA. Or, I'analyse protéique de TFIIIA dans des plantes sauvages,
réalisée avec les deux anticorps spécifiques de TFIIIA, a permis de mettre en évidence la
protéine TFIIIA pleine longueur et une autre protéine plus petite, que nous nommerons
TFIIIA-C, puisqu’elle correspond a la partie C-terminale de la protéine TFIIIA. La forme TFIIIA-
C est également présente dans des plantes complémentées par ES dans lesquelles le
transcrit El est absent. Cette protéine ne pouvant résulter de la traduction de El, TFIIIA-C

proviendrait donc du clivage protéolytique de TFIIIA.

Les travaux concernant I'expression de TFIIIA pendant le développement de la plante
sont rapportés dans I'article qui suit et résumés ci-dessous :

L’étude des lignées complémentées par la forme ES a permis de montrer qu’en
conditions de croissance normale en laboratoire, I'’exon alternatif « 55-like » et donc le
mécanisme d’épissage alternatif du gene TFIIIA n’était pas indispensable a la vie de la plante.
De plus, dans ces plantes complémentées qui surexpriment la forme ES, la quantité d’ARNr
5S et de protéines TFIIIA est identique aux plantes sauvages. Il semble donc que tous les
transcrits ES ne soient pas traduits, et qu’un niveau supplémentaire de régulation se mette
en place.

L’analyse des transcrits ES et El, de I'accumulation de TFIIIA et de sa forme clivée
TFIIIA-C, ainsi que du taux des transcrits 5S a été réalisée pendant deux phases importantes
du développement de la plante : la phase de maturation de la graine qui accumule des
réserves, notamment des ARNr 5S (MATHIEU et al. 2003b) et les premiers jours apres la
germination ou la chromatine d’ADNr 5S se réorganise (DOUET et al. 2008). Lors de la phase
reproductive, la forte accumulation de la protéine TFIIIA et donc, par conséquent d’ARNr 5S,
est a la fois possible grace a I'augmentation de la quantité de la forme ES et a la diminution

du clivage protéolytique. Lorsque la « chromatine 5S » se réorganise, le clivage protéolytique
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est tel que la protéine TFIIIA n’est pas détectée. Alors qu’au 5eme jour apres la germination,
lorsque la chromatine d’ADNr 5S est mature et apte a la transcription, il y a reprise de
I'accumulation des ARNr 5S et de la protéine TFIIIA, le clivage protéolytique étant moins
important. Cette analyse a permis de montrer que I'expression des transcrits ES et El, la
direction de |'épissage alternatif et le clivage protéolytique de TFIIIA sont des mécanismes
clés permettant le controle du taux de TFIIIA et par conséquent du taux d’ARNr 5S dans la

plante au cours du développement de cette derniere.
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Transcription levels, alternative splicing and proteolytic cleavage of TFIIIA

control 5S rRNA accumulation during Arabidopsis thaliana development
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ABSTRACT

Ribosome biogenesis is critical for eukaryotic cells and requires coordinated
synthesis of the protein and rRNA moieties of the ribosome, which are therefore
highly regulated. 5S ribosomal RNA, an essential component of the large ribosomal
subunit, is transcribed by RNA polymerase Il and specifically requires Transcription
Factor IlIA (TFIIA).

To gain insight into the regulation of 5S rRNA transcription, we have investigated the
expression of 5S rRNA, the exon-skipped (ES) and exon-including (EI) TFIIA
transcripts, two transcript isoforms that result from the alternative splicing of the
TFIIIA gene, and TFIIIA protein amounts in respect to distinct requirements of 5S
rRNA during development.

We show that 5S rRNA quantities are regulated through distinct, but complementary
mechanisms operating both through a transcriptional and post-transcriptional control
of TFIIIA transcripts as well as at the post-translational level through proteolytic
cleavage of the TFIIIA protein.

During the reproductive phase, high expression of the TFI/I/A gene together with low
proteolytic cleavage contributes to the accumulation of functional, full-length TFIIIA
protein, and results in 5S rRNA accumulation in the seed. In contrast, just after
germination, amounts of TFIlIA-coding transcripts are low and stable. Nevertheless,
full-length TFIIIA protein is undetectable, and 5S rRNA stored in the embryo
progressively decreases. After day 4, in correlation with the described reorganization
of 5S rDNA chromatin to a mature state, full-length TFIIIA protein that possesses
transcriptional activity accumulates and consequently permits de novo transcription

of 5S rRNA.
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INTRODUCTION

Ribosome biogenesis in eukaryotic cells requires the synthesis of RNAs by all three
nuclear RNA polymerases. RNA polymerase Il (Pol Il) produces mRNAs that encode
ribosomal proteins. The 5.8S, 18S and 28S ribosomal RNAs are transcribed in the
nucleolus by RNA polymerase | (Pol 1), while 5S ribosomal RNA (rRNA) is
transcribed by RNA polymerase Il (Pol Ill). Transcription factor IIIA (TFIIIA),
specifically required for transcription of 58 RNA genes, binds to the internal control
region of these genes as the first step in the assembly of a transcription complex,
allowing for the recruitment of TFIIIC, TFIIIB and Pol Il (Bieker et al., 1985; Setzer
and Brown 1985). The TFIIIA protein, present in every organism, has been
characterized in several species including Arabidopsis thaliana. It shows remarkably
poor conservation of sequence (Mathieu et al., 2003b and references therein) but all
proteins analyzed carry nine C2H2-zinc fingers involved in DNA binding, except
TFIIA from S. pombe which contains a tenth finger. TFIIIA binds both 5S ribosomal
DNA (rDNA) and 5S rRNA and directs expression of the 5S rRNA (Camier et al.,

1995) that is required for the assembly of the large ribosomal subunit.

Regulation of ribosome biogenesis is critical for the cell, and synthesis of the rRNA
(by Pol | and Pol Ill) and protein (by Pol II) moieties of the ribosome needs to be
highly regulated (Laferte et al., 2006). A network of nucleic acid-protein interactions
involving 5S rRNA, the 5S RNA gene, TFIlIIA and the ribosomal protein L5 was
proposed to contribute to the homeostatic control of ribosome assembly in Xenopus
embryo (Pittman et al., 1999).

The Arabidopsis TFIIIA gene consists of seven exons, the third of which results from

a 5S RNA exonization in the gene. This exon, which bears considerable similarity in
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large-scale reorganization of 5S rDNA chromatin. 5S rDNA chromatin undergoes a
decondensation followed by a ‘re’condensation to finally at 5 days organize in a loop
structure as observed in mature leaf nuclei (Douet et al, 2008; Mathieu et al.,
2003a). This reorganization of 5S rDNA chromatin is accompanied by a rapid and
active demethylation of 5S rDNA mediated by the ROS1 (REPRESSOR OF
SILENCING 1) demethylase, whereas the plant-specific RNA polymerases IV and V
are essential for 5S rDNA chromatin ‘re’condensation (Douet et al., 2008). However,
how the plant accommodates 5S rRNA transcription during chromatin remodeling
remains an intriguing question. To gain insight into the regulation of 5S rRNA
transcription in respect to distinct requirements of 5S rRNA during development, we
have investigated the correlation between the levels of 5S rRNA, ES and EI TFIIIA
transcripts and TFIIIA protein amounts during the two developmental phases and
tested the requirement for an alternative exon in TFIIIA for proper 5S rRNA
expression.

We show that 5S rRNA quantities are regulated during development through distinct
complementary mechanisms operating both at the level of the transcriptional and
post-transcriptional control of TFIIIA transcripts as well as at the post-translational
level through proteolytic cleavage of the TFIIIA protein. During the reproductive
phase, high expression of the TFI/I/A gene together with low proteolytic cleavage
contributes to the accumulation of functional, full-length TFIIIA protein, and results in
58 rRNA accumulation in the seed. In contrast, just after germination, ES transcript
amounts are stable, but full-length TFIIIA protein is undetectable, and 5S rRNA
stored in the embryo progressively decrease. After day 4, in correlation with the

remodeling of 5S rDNA chromatin to a mature state, full-length TFIIIA protein that
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possesses transcriptional activity accumulates and consequently permits de novo

transcription of 5S rRNA.
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RESULTS

The gene coding for the transcription factor TFIIIA produces alternatively spliced
transcripts (Yoine et al., 2006). The exon-skipping (ES) mRNA isoform is 1524 bp
long and predicted to code for TFIIIA. The exon-inclusion (El) transcript isoform,
1699 bp long, which contains two ORFs (open reading frames) is degraded through
the NMD pathway, thereby expected to control TFIIIA protein and consequently 5S
rRNA amounts (Figure 1A). To gain insight into the mechanisms that control 5S
rRNA regulation during development, we chose to investigate ES and El transcript
levels in relation to TFIIA protein amounts and 5S rRNA levels during two
developmental phases characterized by distinct requirements for 5S rRNA: the first

days of post-germination development of the seedling and the reproductive phase.

Post-transcriptional requlation of TFIIIA during development

To understand how 5S rRNA transcription is controlled during plant development, we
first investigated the regulation of the functional (ES) spliced form of the TFIIIA
transcript during development. We extracted total RNA from cotyledons of plantlets at
2, 3, 4, 5 and 10 days post-germination and performed RT-PCR with two primers
(primers a and b, Figure 1A) spanning the site of alternative splicing. Using these
primers we can amplify both forms of the TFIIIA transcripts in a single PCR reaction
(Figure 1). The resulting fragments were 649 bp and 474 bp long for EI (NMD-
degraded) and ES (TFIlIA-coding) transcripts, respectively. Through this regulation a
stable amount of the functional ES transcript (around 0.20) relative to actin is

achieved during post-germination development. The resulting ES/EI ratio is low and
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stable (0.30) between 2 and 4 days post-germination, but then increases

progressively from 4 to 10 days (0.63) post-germination (Figure 1B).

We also determined the amount of functional ES transcripts and the ES/EI ratio in
different tissues of the reproductive phase i.e. flowers, fresh and old siliques, and
mature seeds by RT-PCR. During the reproductive phase, both the total amount of
ES transcripts, as well as the ES/EI ratio significantly increase from flowers to old
siliques (Figure 1C). Interestingly, there is a switch in the splicing towards the El
transcript in the late reproductive phase, since only the El transcript could be

amplified in mature seeds (Figure 1D).

Taken together, during post-germination development of the seedling and in
particular during reproductive development, amounts of the functional ES transcript

are controlled both at the level of transcription and by alternative splicing.

Only the ES transcript is able to restore proper TFIIIA expression

To further gain insight into the respective fates of the ES and El transcripts, with the
ES transcript encoding the TFIIIA protein and El being a target of the NMD pathway,
we tested whether plants carrying a mutation in the TFIIIA gene can be
complemented by chimeric genomic/cDNA constructs driven by the endogenous
promoter (Figure S1 and material and methods), that express only one transcript
isoform. A TFIIIA homozygous mutant resulting from a T-DNA insertion in the fifth
exon (Figure 2A) of the gene is lethal. We first confirmed that lethality resulted from
the TFIIIA mutation. To this aim we transformed TFIIIA heterozygous mutants with a
genomic construct containing the TFI/IIA gene with its endogenous promoter. After

genotyping, we could recover plants homozygous for the TFIIIA mutation and
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complemented with the TFIIIA transgene that show a WT phenotype suggesting that
lethality was caused by the lack of a functional TFIII/A gene and not a secondary
mutation.

We then transformed TFIIIA heterozygous mutants with our chimeric genomic/cDNA
constructs (Figure S1). When TFIIIA heterozygous mutants were transformed with an
ES construct, viable plants homozygotes for the TFIIIA mutation and complemented
with the ES isoform were obtained. In contrast, when transformed with the El
construct, despite the large number of genotyped plants, we could never recover
plants homozygous for the TFIIIA mutation.

These results show that the unique presence of the El isoform does not allow plant
development. On the contrary, plants expressing solely the ES transcript that codes

for TFIIIA are viable.

ES overexpression does not increase 5S rRNA levels

TFHIA mutant plants complemented with the ES construct (later called ES-plants)
show 10 times more ES transcripts than WT plants at 10 days post-germination as
revealed by RT-PCR (Figure 2B). Surprisingly, a low amount of endogenous El
mRNA is detected (Figure 2B). However, RT-PCR analysis with primers located
upstream and downstream of the T-DNA (primers ¢ and d) confirmed the absence of
the full length El endogenous transcript in homozygous mutants (Figure 2C). The El
transcript amplified with primers flanking the alternative exon must be therefore
partial (upstream of T-DNA), and is probably unstable. Since ES-plants show ES
isoform overexpression at 10 days of development, we were wondering whether the

strong accumulation of the ES isoform (encoding the TFIIIA protein) results in
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increased 5S rRNA amounts. For this, we have studied the 5S rRNA quantity by
Northern blot in plantlets at 10 days post-germination in WT and ES-plants.
Surprisingly, equivalent amounts of 5S rRNA were observed in these plants (Figure

2D).

Taken together, TFIIIA mutant plants can be complemented by a construct
expressing solely the ES isoform. Even though these plants produce very different
amounts of ES mRNA, equivalent amounts of 5S rRNA accumulate in ES and WT
plants, which is in agreement with the WT phenotype observed in these plants.
These results suggest however, that even though the inclusion of the alternative
exon and the resulting degradation of the transcript by the NMD pathway (Yoine et
al., 2006) represent a way to regulate the amount of TFIIIA protein and consequently
58 rRNA, additional mechanisms of regulation either at the level of mRNA translation

or at the level of the TFIIIA protein itself must exist.

TFIIIA protein undergoes proteolytic cleavage

To explore the hypothesis of a potential regulation of 5S rRNA amounts by fine-
tuning the amount of TFIIIA protein, we produced two polyclonal antibodies against
TFIIA. The antibodies were respectively raised against a peptide present in the
central region of the protein (antibody 16) and a peptide present in the C-terminal
region of the protein (antibody 17) (Figure 3A). Interestingly, we observed two bands:
one corresponding to the full-length (44 Kda) TFIIIA protein and another lower band
of 34Kda (Figure 3B). The precise size of the two proteins was determined on
gradient gels (not shown). The same two bands were revealed with antibody 16 and

17 (figure 3B). To corroborate that both bands are indeed TFIIIA proteins, we

SUBMITTED MANUSCRIPT

Page 11 of 46

70






Résultats

Page 12 of 46

©CoONOOOAWN =

The Plant Journal

depleted TFIIIA specific antibodies by incubation with full-length GST-TFIIIA protein
before revelation. Indeed, this pre-incubated antibody failed to reveal any of the two
bands while pre-incubation with GST protein alone had no effect (Figure 3C). This
confirms that both bands correspond to TFIIIA and that TFIIIA undergoes proteolytic
cleavage to result in a shorter TFIIIA isoform that we named TFIIIA-C. According to
the position of the peptides used to raise both antibodies (Figure 3A), the shorter

TFIIA isoform corresponds to the C-terminal part of the TFIIIA protein.

The transcriptional function requires the full-length TFIIIA protein

We previously observed that the full length TFIIIA protein is able to transcribe 5S
rRNA in vitro (Mathieu et al., 2003b). We used the same in vitro transcription system
from tobacco cells (Fan and Sugiura 1995; Yukawa et al., 1997) to test whether a
TFIIA protein lacking the N-terminal extremity (AN-TFIIIA) is able to transcribe 5S
rRNA. A basal level of 5S RNA gene transcription is observed without addition of the
recombinant protein (Figure 3D, lane *). Addition of increasing concentrations of
GST-AN-TFIIIA did not stimulate the 5S RNA gene transcription, similar to increasing
concentrations of the GST alone. As a control, transcription of a 5S RNA gene was
stimulated with the recombinant GST-TFIIIA full-length protein. These results
illustrate that a TFIIIA protein missing the N-terminal extremity is unable to stimulate

the transcription of a 5S RNA gene in vitro.

SUBMITTED MANUSCRIPT

71






Résultats

©CoONOOOAWN =

The Plant Journal

Contribution of proteolytic cleavage of TFIIIA to the regulation of 5S rRNA

during development

To test whether the suggested proteolytic cleavage of TFIIIA protein could play a role
in the regulation of 5S rRNA during development, we performed western blot analysis
on whole proteins extracts from flowers, fresh and old siliques and seeds.
Interestingly, the amounts of the two forms of the TFIIIA protein vary considerably
during reproductive development. The same profiles were obtained with both
antibodies (middle and C-ter), but are only shown for the C-terminal antibody 17.
While in flowers both TFIIIA and TFIIIA-C are present at similar ratios as in 10 day-
old seedlings (Figure 3B and 4A), only very low amounts of TFIIIA can be revealed in
extracts from fresh siliques. Full length TFIIIA protein then progressively accumulates
from fresh siliques to seeds (Figure 4A) concomitant with lower proportions of the
shorter TFIIIA protein. In accordance with the observation of high levels of ES
transcripts in old siliques (Figure 1C), total TFIIIA protein amounts (TFIIIA + TFIIIA-C)
increase substantially during seed maturation. This suggests that during silique
development, increasing quantities of total TFIIIA protein together with the absence
of proteolytic cleavage leads to particular high levels of TFIIIA in the seed. To test
how the accumulation of full-length TFIIIA impacts transcription of 5S rRNA, we
analyzed 5S rRNA quantities by Northern blot in flowers, fresh and old siliques and
mature seeds. Indeed, we observed a progressive and significant accumulation of 5S
rRNA, so that the seed contains 3 times more 5S rRNA than flowers (Figure 4B).

We then carried out western blot analysis on whole protein extracts from cotyledons
at day 2, 3, 4, 5 and 10 post-germination development. Interestingly, and in contrast

to seeds only the shorter TFIIIA protein is present from day 2, while the full length
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TFIIA protein is reproducibly detectable only after day 4. The same profiles were
obtained with both antibodies (middle and C-ter), but are only shown for the C-
terminal antibody 17 (Figure 4C). These results suggest that the TFIIIA protein
carried over from the seed as well as the one produced during early development is
completely cleaved and degraded and consequently undetectable until day 4. Only
from day 5 on full-length TFIIIA protein starts to be revealed. Taken together, while
the levels of the ES transcript isoform are relatively constant during the early days
post-germination development (Figure 1B), levels of functional TFIIIA protein change
considerably during post-germination development (Figure 4C).

To test how the absence of functional TFIIIA full-length protein impacts 5S rRNA
quantities in the developing cotyledons, we analyzed the 5S rRNA amounts by
Northern blot. After germination, between days 2 and 4, the 5S rRNA amount
decreases significantly (Figure 4D) probably due to the gradual use of 5S rRNA that
had been stored in embryonic tissue during seed maturation (Figure 4B) and the
absence of de novo transcription due to lack of functional TFIIIA protein (Figure 4C).
From day 4 post-germination, the 5S rRNA levels increase again; interestingly, it
correlates with an accelerated increase of cotyledons weight (Figure S2); and
significantly higher levels of 5S rRNA are present at 10 days post-germination
compared to day 4. This progressive accumulation of 5S rRNA correlates with the

detection of functional TFIIIA protein from day 5 by Western Blot (Figure 4C).

Different mechanisms control 5S rRNA quantities during development

In summary, our results illustrate how changes in TFIIIA splice products and TFIIIA

protein isoforms control 5S rRNA amounts required at specific developmental stages.
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Indeed, production of the full-length TFIIIA transcription factor, required for 5S rRNA
transcription, results from the combination of both ES-isoform expression and
proteolytic cleavage efficiency as resumed on Figure 5.

During the reproductive phase, the total amount of protein increases significantly (up
to 8 fold) in correlation with the 4-fold increase in ES transcript levels. In addition,
whereas the cleaved TFIIIA isoform represents 90% in fresh siliques, it is absent in
seeds. Inversely, the full-length TFIIIA protein accumulates leading to a buildup of 5S
rRNA in the seed.

In contrast, the total amount of TFIIIA protein (TFIIIA + TFIIIA-C) does not
significantly vary during post-germination development in agreement with low but
stable quantities of ES transcripts at this time. However, the cleavage of the TFIIIA
protein decreases during this period: the cleaved-isoform represents 100% at days 3
and 4, whereas it represents 81 and 58% of the total amount of TFIIIA protein at days
5 and 10 respectively. Inversely, the full-length TFIIIA protein, absent until day 4, is
readily detectable thereafter and can explain the increasing 5S rRNA quantities.
These results show that during the post-germination phase, the cleavage efficiency
controls the amount of the functional, full-length TFIIIA protein, whereas during seed
maturation both post-transcriptional regulation favoring ES transcripts and reduced
cleavage efficiency of the protein, control the amounts of the full-length TFIIIA-

isoform and thereby 5S rRNA accumulation in mature seeds.
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DISCUSSION

A fine-tuned regulation of RNA and protein components of the ribosome is critical for
proper ribosome biogenesis and cell life (Laferte et al, 2006). Transcription of
Arabidopsis 5S rRNA necessitates the transcription factor TFIIIA, an essential protein
specific for 5S rDNA. Given the data available for the model organism Xenopus that
describe the tight regulation of 5S rDNA expression (Ginsberg et al., 1984; Wolffe
1994), we hypothesized that also in Arabidopsis 5S rDNA transcription is tightly
controlled to produce the required amounts depending on the developmental stage or
in response to environmental stimuli. One way to control Arabidopsis 5S rRNA
transcription is by limiting the availability of its transcription factor TFIIIA. Indeed,
TFIIA expression had been described to be regulated by a post-transcriptional
mechanism, since two transcripts are detected that result from an alternative splicing
event of the TFIIIA gene (Yoine et al, 2006). The exon-skipping (ES) isoform
encodes the fully functional TFIIIA protein, while the exon-inclusion (El) isoform is
degraded through the NMD pathway. The post-transcriptional negative feedback
auto-regulation model for TFIIIA gene proposed by Fu et al., (2009) and Hammond et
al., (2009) stipulates that either the ES or the El isoform is favored to upregulate or
downregulate TFIIIA production, respectively. Here we have studied how the
production of TFIIIA is controlled during distinct developmental phases, the post-
germination period and the reproductive phase during which the plantlet and the
seed respectively develop. We show that the amount of functional ES transcript is
indeed regulated during development both at the level of transcription as well as by
the proposed splicing mechanisms (Fu et al., 2009; Hammond et al., 2009), since we

observed variation both in absolute amounts of TFIIIA transcripts as well as in the
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ratio of ES to El. Compared to plants expressing the El transcript only, plants
expressing the ES transcript isoform in homozygous TFIIIA mutants are viable and
these plants display a wild type phenotype under normal growth conditions. This is in
accordance with observations from Fu et al., (2009) who reported that ES isoform
overexpression lines have no obvious phenotype under standard growth conditions.
In addition to the regulation of TFIIIA transcripts, we found evidence for a mechanism
in TFIIA control that operates at the post-translational level by cleavage of the full-
length TFIIIA protein into a non-functional smaller product. Indeed, we showed that
only the presence of full-length TFIIIA correlates with de novo transcription of 5S
rRNA and that different proportions and amounts of the two TFIIIA proteins can be
detected during distinct developmental stages. We therefore propose that the amount
of functional TFIIIA transcription factor can be fine-tuned at the level of the protein by
proteolytic cleavage. If this hypothesis is correct, we should observe elevated TFIIIA
protein cleavage in our ES-plants, which lack regulation of TFIIIA transcripts through
alternative splicing and which show higher levels of ES transcripts than WT plants.
Indeed, we reproducibly observed slightly increased total protein amounts together
with higher levels of TFIIIA-C and rather stable TFIIIA amounts in ES-plants
(Supplementary Figure 3). The generation of transgenic lines that highly overexpress
the ES-transcripts should in future help to consolidate this hypothesis.

The purpose of the reproductive phase is seed production. In the seed high levels of
RNA and proteins are stored to allow germination and future plant development (Tan-
Wilson and Wilson 2011). During the reproductive phase, the full-length TFIIIA
protein, possessing the transcriptional activity (this work and Mathieu et al., 2003b),
as well as its transcription product, the 5S rRNA, progressively accumulate. This

accumulation is the result of a 4-fold increase in the ES-transcript, reflecting both
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increase in TFIIIA gene expression and a splicing machinery choice towards the ES
transcript isoform, resulting in higher TFIIIA protein production, together with a low
proteolytic cleavage activity. Mature seeds contain the highest levels of full-length
TFIIA protein we observed, coherent with an absence of the smaller TFIIIA-C protein
form, as well as the highest 5S rRNA amounts. TFIIIA protein might serve to store 5S
rRNA in seeds like in Xenopus oocytes where 5S rRNA binds to its own transcription
factor IlIA, forming 7S ribonucleoprotein particles for storage (Allison et al., 1995;
Guddat et al., 1990). In the mature seed, we could reveal only the El transcript,
suggesting that the splicing machinery favors production of this isoform when
sufficient amounts of TFIIIA and 5S rRNA have accumulated.

After seed germination (2-10 days post-germination), we observed two phases of 5S
rRNA utilization and production in the emerging cotyledons (only cotyledons were
harvested to avoid a mixture of tissues). Before day 4, the ES/EI ratio is low, only the
TFIIA-C form and not the functional TFIIIA transcription factor are detectable, and 5S
rRNA quantities decrease until day 4. This suggests that before day 4, cotyledons
use the 5S rRNA previously accumulated during their embryonic development in the
seed. Indeed, at day 2, in addition to the absence of full-length TFIIIA protein, 5S
rDNA is highly compacted, methylated and contains repressive histone marks,
making its transcription unlikely (Mathieu et al., 2003a). Secondly, seeds and 2-day
cotyledons contain the same proportion (20%) of minor 5S rRNA (heterogenous 5S
rRNA containing 1 nucleotide substitution), which are produced by the corresponding
minor 5S RNA genes during seed development (Mathieu et al., 2003a). At day 3, 5S
rDNA is largely decompacted (Douet et al., 2008) and 5S RNA genes are expected

to be accessible for transcription factors. The complete proteolytic cleavage of the
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TFIIA protein at this stage could prevent transcription of highly mutated 5S rRNA
that is deleterious for the cell.

From day 4, 5S rDNA ‘re’condensates’ to form an organization observable in mature
nuclei. In this mature organization part of the 5S rDNA is located within
heterochromatic chromocenters whereas another fraction forms loops with
euchromatic features considered to contain the active 5S RNA genes (Douet et al.,
2008; Mathieu et al., 2003a). Concomitant with the newly established 5S rDNA
chromatin structure at day 5, full-length TFIIIA and 5S rRNA start to accumulate, but
heterogenous 5S rRNAs are absent, reflecting silencing of the corresponding minor
58 genes. This transition is marked by changes in the proportion of the TFIIIA protein
isoforms. Accumulation of the full-length TFIIIA protein results mainly from the
decreasing cleavage activity, since the amount of ES transcript and the total quantity
of TFIIIA protein (quantity of both isoforms) do not vary substantially during the first
days post-germination development (Figure 5).

Interestingly, the Arabidopsis nucleolin protein, involved in the transcription of 45S
rDNA by RNA polymerase |, is also a target of proteolytic cleavage (Pontvianne et
al., 2007; Tuteja and Tuteja 1998). In addition 25S rRNA, which results from 45S pre-
messenger maturation, follows the accumulation pattern of 5S rRNA during both
reproductive phase and post-germination development (Supplementary Figure 4).
However, the kinetics of the nucleolin cleavage in relation to 45S rDNA chromatin
reorganization and transcription during Arabidopsis post-germination development
(Pontvianne et al., 2010) needs to be explored further.

In Xenopus, early development takes place without zygotic rRNA transcription. The
developing Xenopus oocyte has stored transcription and translation factors, as well

as 5S rRNA and other rRNAs in preparation for multiple rounds of rapid cell divisions
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without transcription during early embryogenesis (Wolffe and Brown 1988; Yang and
Hayes 2003). Only when the development reaches the mid-blastula transition stage,
58S RNA expression is restored and transcription depends on the newly established
58S rDNA chromatin structure. At the same time, 45S rRNA transcription, that requires
the nucleolin protein that itself is a target of proteolysis, is restored in Xenopus
(Srivastava and Pollard 1999). It should be mentioned that proteolytic cleavage of
Xenopus TFIIIA was also suggested (Kmiec and Worcel 1986). Analogies of rDNA
transcriptional regulation between Arabidopsis and animals illustrated by the
Xenopus model are intriguing and have already been reported at the level of
chromatin regulation (Douet and Tourmente 2007). However, plants as sessile
organisms have developed specificities such as the TFIIIA alternative splicing,
absent from animals but present in all land plants surveyed, and proposed to have
contributed to the adaptation of plants to stress when their ancestors invaded land
(Fu et al., 2009; Hammond et al., 2009).

In conclusion, our results show that TFIIIA expression and 5S rRNA transcription are
dynamic during development and that the regulation of 5S rRNA implicates an
additional level of regulation, that operates through the proteolytic cleavage of TFIIIA,
thereby likely preventing 5S RNA transcription at inappropriate time windows during

development.
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MATERIAL AND METHODS

Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana plants from the Columbia ecotype were grown in soil in a
greenhouse with an 18 h photoperiod at 22°C or on agar plates containing MS
medium (MS salt, Duchefa biochimie) supplemented with 1% sucrose and 8%
BactoAgar, into a growth chamber at 23°C with a 16h photoperiod, after
synchronization for 2 days at 4°C. Cotyledons were collected at 2, 3, 4, 5 and 10

days after germination. Roots were removed from 10-day plantlets.

RNA isolation, RT-PCR and Gel-Blot Analysis

Total RNA was isolated from a pool of plants, flowers or cotyledons according to
(Douet et al., 2009). For siliques and seeds, total RNA was purified according to
(Vicient and Delseny 1999).

Aliquot of 2 ug of total RNA was treated with DNase RQ1 kit (Promega) and 100 ng
of 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
transcription step to detect contaminating DNA. ES and EI TFIIIA transcripts were
amplified using primers a (5-CTCACTTGAAGCAGCATATGC-3') and b (5-
TCCTGATGCTTTTGAAGCTGTG-3). El transcript was amplified with primers ¢ (5'-
GCGAGGCTACATGTTATGG-3') and d (5'-CAGGCATGACTCTCTTTCG-3').

For an internal control, actin was amplified using primers ACT2F (5'-
CCTTGTACGCCAGTGGTCG-3’) and ACT2R (5-CTCGGCCTTGGAGATCCAC-3).
Amplification conditions: 50°C for 30min (reverse transcription step); 95°C for 15min

(reverse transcription inactivation step); 29 (ES, El), 35 (El) or 26 (ACT2) cycles
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(95°C for 30s, 58°C (ES, EI) or 53°C (ACT2 and El) for 30s, 72°C for 1min); 72°C for
10min.

For RNA gel blot analyses, 2 ng of total RNA per lane was fractionated on 1%
agarose/1,9% formaldehyde gels and capillary blotted onto Hybond-N membranes
(GE Healthcare Biosciences).

DNA probes were labeled with [a-*?P] dCTP using a random hexamer priming
method (Megaprime DNA labelling system, Amersham). For quantification a

phosphoimager (Molecular Imager FX; Bio-Rad) and Quantity One were used.

DNA constructs

The TFIIIA gene consists of 7 exons, the third of which is alternatively skipped, and 6
introns. For TFIIIA gene complementation, the coding sequence together with 739 pb
upstream from the ATG and 242 bp downstream from the stop codon were amplified
by PCR from genomic DNA, and confirmed by sequencing after cloning in a pCambia
plasmid. The ES-construct is a chimeric genomic/cDNA construct. It is identical to the
previous one except that exons 2 and 4 were amplified from a TFIIIA ES cDNA. The
El-construct is a chimeric genomic/cDNA construct. It is identical to the gene
construct except that exons 2, 3 and 4 were amplified from a TFIIIA El cDNA. ES and
El constructs were confirmed by sequencing after cloning in a pCambia plasmid. For
these three constructs, plant transformation was performed with Agrobacterium

tumefaciens in plants heterozygous for the TFI/IIA gene mutation (SALK_008626).

Purification of recombinant GST-TFIIIA protein and GST-AN-TFIIIA protein

The GST-TFIIIA protein was purified as described in (Mathieu et al., 2003b).
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The coding sequence of AN-TFIIIA protein (zinc fingers 3 to 9) was amplified using
primers 5-ATCATAGGATCCTGTTTGAGAGATCTTTTAC-3 and 5’-
ATTACAGGATCCCTAGCAAGTTTCGTG-3’ containing a BamH1 restriction site
(underlined). After PCR amplification and BamH1 digestion, the coding sequence of
AN-TFIIIA protein was cloned into the pGEX-5X-1 expression vector (Amersham
Biosciences). In the resulting construct, AN-TFIIIA is fused to the C-terminal end of
the GST. Prior to expression in bacteria, sequencing was performed to verify the
sequence of the cDNA and the translational fusion.

To express the GST-AN-TFIIIA recombinant protein, pGEX-AN-TFIIIA was
transformed into E. coli BLR (DE3) cells. A fresh 2 ml starter culture of BLR
(DE3)/pGEX-AN-TFIIIA was used to inoculate 200 ml of LB containing 100 pg/ml
ampicillin and 12.5 pg/ml tetracyclin. The culture was grown at 37°C to an ODggo Of
0.3 to 0.4. Recombinant protein expression was then induced by addition of 1 mM
IPTG followed by an incubation of 2-3 hrs at 30°C. Induction was verified by SDS-
PAGE analysis followed by Coomassie blue-staining. Induced cells were harvested
by centrifugation at 4,000xg 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 NacCl). Cell lysis was performed by
addition of 100 pg/ml lysozyme, followed by a 15 min incubation at 30°C and
sonication. Soluble cell extract containing GST-AN-TFIIIA was recovered by
centrifugation at 12,000xg at 4°C for 30 min and saved at 4°C for purification.

The extracts containing the 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 1M NaCl and three washes in 1X PBS. Subsequently, bound
protein was removed by elution with 10 mM reduced glutathion pH 7.6 (Sigma).

Eluates were analyzed by SDS-PAGE.
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In vitro transcription

In vitro transcription reactions using tobacco nuclear extracts were performed as
previously described (Yukawa et al., 1997) with minor modifications. Briefly, reaction
was performed in a 20puL volume containing 30 mM HEPES-KOH (pH 7.9), 3 mM
MgS04, 80 mM KOAc, 0.1 mM EGTA, 2mM DTT, 10% glycerol, 0.5 mM each of
ATP, CTP, UTP, 25 uM GTP, 37 kBq [*?P]GTP, 0.8 pmol circular plasmids, 0.5
pg.mL™" amanitin, and ca. 15 pg tobacco nuclear extract. After inoculation at 28°C for
the indicated time, the *?P-labeled RNA was extracted by phenolation or Total RNA
SafeKit (BIO101). The extracted RNA was separated by 5-8% polyacrylamide gel
containing 7 M urea and TBE. Radioactivity was detected by Bio-Imaging Analyser

BAS-2000 |1 (Fuji Photo Film).

Protein extraction and western blot analysis

Total protein extracts were prepared as following. A pool of cotyledons, plantlets or
flowers was ground in ice-cold extraction buffer (Tris-HClI 100 mM pH 7,5, 20 %
glycerol, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,2% NP40, protease inhibitor (Sigma)). Samples
were then centrifuged 30 min at 16,000g, 4°C. Protein concentration of the
supernatant was quantified using Bradford assay (Bio-Rad). Siliques and seeds were
ground in liquid nitrogen before addition of the ice-cold extraction buffer.

SDS-PAGE and western blots were performed according to standard procedures. 40
ug of total protein extracts were loaded per well. Western blots were probed using
polyclonal antibody Ac17 (1/1,000 dilution) or Ac16 (1/2,000 dilution). After incubation
with a horseradish peroxydase-coupled anti-rabbit secondary antibody (1/10,000),

immunoblots were developed by using the ECL Plus Western Blotting detection
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reagents (GE Healthcare Bio-Sciences). Equal loading of protein were confirmed by
reprobing membrane with a mouse monoclonal anti-actin (Sigma 1/2,000 dilution),
revealed with a horseradish peroxydase-coupled anti-mouse secondary antibody
(Sigma 1/10,000 dilution).

Rabbit polyclonal antibodies Ab17, against C-terminal peptide sequence
(CGDFVETDEDFTSRPR) between positions 278 and 293 of the TFIIIA protein
sequence and Ab16, against central petptide sequence (CKGDDDKEKSGSGG)
between positions 169 and 182 were customer made by Eurogentec (Angers,

France). For quantification Quantity One was used.

Stastistics
Statistical analyses of 5S rRNA amounts and TFIIIA transcripts levels were
performed using the non-parametric Mann-Whitney U-test with mean value

comparison.
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Figure S1: ES and El-constructs are chimeric genomic/cDNA constructs

The coding sequence together with 739 pb upstream from the ATG (promoter: P) and
242 bp downstream from the stop codon were amplified by PCR from genomic DNA
(Figure 1A TFIIIA gene). For El-contruct the genomic region between exons 2 to 4
(exon 3 is the alternative one, black box) was replaced by exons 2, 3 and 4 amplified
from a TFIIIA EI cDNA. For ES-construct, it was replaced by exons 2 and 4 amplified
from a TFIIIA ES cDNA; the alternative exon is therefore absent. Each contruct

expresses only one transcript isoform.

Figure S2: 5S rRNA accumulation correlates with cotyledons weight increase
From day 4 post-germination, the 5S rRNA levels increase (figure 4D) correlating
with an accelerated increase of cotyledons weight. Six pools of 8 cotyledons were

weighed for each stage.

Figure S3: TFIIIA proteins amounts in WT and ES-plants 10 day-seedlings.

Whole protein extracts were fractionated on a 10% SDS PAGE before detection with
antibody 17. Detection of actin was used for normalization. Protein amounts relative
to actin as obtained from 8 independent experiments are represented in the
histogram. The standard deviation of the mean is indicated on each bar. a.u.:

arbitrary units.

Figure S4: 25S rRNA follows the accumulation pattern of 5S rRNA in post-
germination and reproductive phases.
Total RNA from flowers, fresh and old siliques and mature seeds (A) and from

cotyledons at 2, 3, 4, 5 and 10 days post-germination (B) was hybridized using a 25S
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rDNA probe. RNA quantities were normalized using a RAS-related nuclear protein
(RAN) probe. The 25S rRNA amounts relative to RAN as obtained from 4 to 6
independent experiments are represented in the histogram. a.u.: arbitrary units. The

standard deviation of the mean is indicated on each bar.
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LEGENDS

Figure 1: Post-transcriptional regulation of TFIIIA during development

A) The alternative exon (black box) is skipped in ES (exon-skipping) transcripts but
included in El (exon-inclusion) transcripts. ATG start codon and PTC (premature
translational termination codon) are indicated. Primers (a and b) used for RT-PCR
and size of amplicons is given.

B) RT-PCR detection of El and ES transcripts in cotyledons at 2, 3, 4, 5 and 10 days
post-germination. Expression of ACTIN 2 was used for normalization. Negative
controls were performed without reverse transcriptase (no RT) (top). The ES and El
values relative to actin as obtained from 4 independent experiments are represented
in the histogram (bottom). The standard deviation of the mean is indicated on each
bar. The ES/EI ratios are indicated below. a.u.: arbitrary units.

C) Quantification of the ES and El transcripts in flowers, fresh and old siliques and
mature seeds. Expression of ACTIN 2 was used for normalization. The ES and El
values relative to actin as obtained from 4 independent experiments are represented
in the histogram. The standard deviation of the mean is indicated on each bar. The
ES/EI ratios are indicated below. a.u.: arbitrary units. The significant differences
(Mann-Whitney U-test, * P <0.05) are indicated.

D) El transcript only is detected in mature seeds.

Figure 2: ES-plants have same 5S rRNA amounts than WT plants
A) Schematic representation of the TF/IIA gene with 6 exons (grey boxes) and one
alternative exon (black box). The T-DNA (white triangle), in line SALK_008626, is

inserted in the fifth exon. Primers used for RT-PCR are indicated.
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B) ES mRNA expression in ES-plants and WT 10 day-seedlings. Primers a and b
were used for RT-PCR. Expression of ACTIN 2 was used for normalization. Negative
controls were performed without reverse transcriptase (no RT). The expression of ES
relative to actin as obtained from 8 independent experiments is represented in the
histogram. a.u.: arbitrary units. The standard deviation of the mean is indicated on
each bar.

C) Full length EI endogenous transcripts are absent in ES-plants. Primers ¢ and d
were used for RT-PCR. Expression of ACTIN 2 was used for normalization. Negative
controls were performed without reverse transcriptase (no RT).

D) 5S rRNA amounts from ES-plants and WT 10 day-seedlings. Total RNA was
hybridized using a 5S rDNA probe. RNA quantities were normalized using a RAS-
related nuclearprotein (RAN) probe (Haizel et al., 1997). The ethidium bromide (EtBr)
profile is shown. The 5S rRNA amounts relative to RAN as obtained from 5
independent experiments are represented in the histogram. The standard deviation

of the mean is indicated on each bar. a.u.: arbitrary units.

Figure 3: TFIIIA protein is cleaved

A) Schematic representation of the full-length TFIIIA protein containing 9 zinc fingers
(grey boxes) with the position of the peptides used to generate antibodies, from
amino acids 169 to 182 for antibody 16 and from amino acids 278 to 293 for antibody
17.

B, C) TFIIIA protein isoforms are specifically revealed with both antibodies. Whole
protein extract from 10 day-seedlings was fractionated on a 10% SDS PAGE. B)
After transfer the line was cut in two parts, each half detected with antibody 16 or 17.

Detection of actin was used for normalization. C) Antibody 17 was preincubated with
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a GST protein or with increasing concentrations of a TFIIIA-GST recombinant protein
before revelation. The first line represents the control without preincubation.

D) A TFIIIA protein lacking the N-ter extremity does not stimulate 5S rRNA in vitro
transcription. In vitro transcription assays were performed without recombinant
protein (*) or with increasing concentrations (2.5, 5, 7 ng/ul) of GST-AN-TFIIA or
GST. As a control, a reaction with GST-TFIIIA was performed. Endogenous tRNA

are shown.

Figure 4: The amount of TFIIIA and TFIIIA-C proteins vary during development
A) Western blot analyses of TFIIIA and TFIIIA-C in flowers, fresh and old siliques and
mature seeds. Whole protein extracts were fractionated on a 10% SDS PAGE before
detection with antibody 17. Detection of actin was used for normalization (top). The
protein accumulation relative to actin as obtained from 5 independent experiments is
represented in the histogram. a.u.: arbitrary units. The standard deviation of the
mean is indicated on each bar (bottom).

B) 5S rRNA amounts from flowers, fresh and old siliques and mature seeds. Total
RNA was hybridized using a 5S rDNA probe. RNA quantities were normalized using
a RAS-related nuclear protein (RAN) probe. The 5S rRNA amounts relative to RAN
as obtained from 5 independent experiments are represented in the histogram. a.u.:
arbitrary units. The standard deviation of the mean is indicated on each bar. The
significant differences (Mann-Whitney U-test, * P <0.05) are indicated.

C) Western blot analyses of TFIIIA and TFIIIA-C in cotyledons at 2, 3, 4, 5 and 10
days post-germination. Whole protein extracts were fractionated on a 10% SDS
PAGE before detection with antibody 17. Detection of actin was used for

normalization (top). The protein accumulation relative to actin as obtained from 5
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independent experiments is represented in the histogram. a.u.: arbitrary units. The
standard deviation of the mean is indicated on each bar (bottom).

D) 5S rRNA amounts from cotyledons at 2, 3, 4, 5 and 10 days post-germination.
Total RNA was hybridized using a 5S rDNA probe (top). RNA quantities were
normalized using a RAS-related nuclearprotein (RAN) probe. The ethidium bromide
(EtBr) profile is shown. The 5S rRNA amounts relative to RAN as obtained from 5
independent experiments are represented in the histogram (bottom). a.u.: arbitrary
units. The standard deviation of the mean is indicated on each bar. Asterisks denote

significant differences to the 4 day value (Mann-Whitney U-test, ** P <0.01).

Figure 5: ES amount and TFIIIA cleavage contribute to the functional TFIIIA
accumulation during the plant development.

Schematic representation of expression patterns of the ES transcripts (blue), the total
amount of TFIIIA protein (TFIIIA and TFIIIA-C) (red) and the proportion of full-length
TFHIA protein (pink) and TFIIA-C cleaved isoform (light pink), during seed
maturation (fresh and old siliques and seeds) and the first days of development (3, 4,

5 and 10d). 5S rRNA accumulation is show in purple (bottom).
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Figure 1: Post-transcriptional regulation of TFIIIA during development
A) The alternative exon (black box) is skipped in ES (exon-skipping) transcripts but included in EI (exon-
inclusion) transcripts. ATG start codon and PTC (premature translational termination codon) are indicated.
Primers (a and b) used for RT-PCR and size of amplicons is given.

B) RT-PCR detection of EI and ES transcripts in cotyledons at 2, 3, 4, 5 and 10 days post-germination.
Expression of ACTIN 2 was used for normalization. Negative controls were performed without reverse
transcriptase (no RT) (top). The ES and EI values relative to actin as obtained from 4 independent
experiments are represented in the histogram (bottom). The standard deviation of the mean is indicated on
each bar. The ES/EI ratios are indicated below. a.u.: arbitrary units.

C) Quantification of the ES and EI transcripts in flowers, fresh and old siliques and mature seeds. Expression
of ACTIN 2 was used for normalization. The ES and EI values relative to actin as obtained from 4
independent experiments are represented in the histogram. The standard deviation of the mean is indicated
on each bar. The ES/EI ratios are indicated below. a.u.: arbitrary units. The significant differences (Mann-
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Whitney U-test, * P <0.05) are indicated.
D) EI transcript only is detected in mature seeds.
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Figure 2: ES-plants have same 5S rRNA amounts than WT plants
A) Schematic representation of the TFIIIA gene with 6 exons (grey boxes) and one alternative exon (black
box). The T-DNA (white triangle), in line SALK_008626, is inserted in the fifth exon. Primers used for RT-
PCR are indicated.

B) ES mRNA expression in ES-plants and WT 10 day-seedlings. Primers a and b were used for RT-PCR.
Expression of ACTIN 2 was used for normalization. Negative controls were performed without reverse
transcriptase (no RT). The expression of ES relative to actin as obtained from 8 independent experiments is
represented in the histogram. a.u.: arbitrary units. The standard deviation of the mean is indicated on each
bar.

C) Full length EI endogenous transcripts are absent in ES-plants. Primers c and d were used for RT-PCR.
Expression of ACTIN 2 was used for normalization. Negative controls were performed without reverse
transcriptase (no RT).

D) 5S rRNA amounts from ES-plants and WT 10 day-seedlings. Total RNA was hybridized using a 5S rDNA
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probe. RNA quantities were normalized using a RAS-related nuclearprotein (RAN) probe (Haizel et al.,
1997). The ethidium bromide (EtBr) profile is shown. The 5S rRNA amounts relative to RAN as obtained
from 5 independent experiments are represented in the histogram. The standard deviation of the mean is
indicated on each bar. a.u.: arbitrary units.
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Figure 3: TFIIIA protein is cleaved
A) Schematic representation of the full-length TFIIIA protein containing 9 zinc fingers (grey boxes) with the
position of the peptides used to generate antibodies, from amino acids 169 to 182 for antibody 16 and from
amino acids 278 to 293 for antibody 17.

B, C) TFIIIA protein isoforms are specifically revealed with both antibodies. Whole protein extract from 10

day-seedlings was fractionated on a 10% SDS PAGE. B) After transfer the line was cut in two parts, each

half detected with antibody 16 or 17. Detection of actin was used for normalization. C) Antibody 17 was
preincubated with a GST protein or with increasing concentrations of a TFIIIA-GST recombinant protein
before revelation. The first line represents the control without preincubation.

D) A TFIIIA protein lacking the N-ter extremity does not stimulate 5S rRNA in vitro transcription. In vitro
transcription assays were performed without recombinant protein (*) or with increasing concentrations (2.5,
5, 7 ng/ul) of GST-AN-TFIIIA or GST. As a control, a reaction with GST-TFIIIA was performed. Endogenous

tRNA are shown.
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47 Figure 4: The amount of TFIIIA and TFIIIA-C proteins vary during development
48 A) Western blot analyses of TFIIIA and TFIIIA-C in flowers, fresh and old siliques and mature seeds. Whole
protein extracts were fractionated on a 10% SDS PAGE before detection with antibody 17. Detection of actin
49 was used for normalization (top). The protein accumulation relative to actin as obtained from 5 independent
50 experiments is represented in the histogram. a.u.: arbitrary units. The standard deviation of the mean is
51 indicated on each bar (bottom).
52 B) 5S rRNA amounts from flowers, fresh and old siliques and mature seeds. Total RNA was hybridized using
53 a 5S rDNA probe. RNA quantities were normalized using a RAS-related nuclear protein (RAN) probe. The 5S
54 rRNA amounts relative to RAN as obtained from 5 independent experiments are represented in the
55 histogram. a.u.: arbitrary units. The standard deviation of the mean is indicated on each bar. The significant
56 differences (Mann-Whitney U-test, * P <0.05) are indicated.

C) Western blot analyses of TFIIIA and TFIIIA-C in cotyledons at 2, 3, 4, 5 and 10 days post-germination.
gg Whole protein extracts were fractionated on a 10% SDS PAGE before detection with antibody 17. Detection
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of actin was used for normalization (top). The protein accumulation relative to actin as obtained from 5
independent experiments is represented in the histogram. a.u.: arbitrary units. The standard deviation of
the mean is indicated on each bar (bottom).

D) 5S rRNA amounts from cotyledons at 2, 3, 4, 5 and 10 days post-germination. Total RNA was hybridized
using a 5S rDNA probe (top). RNA quantities were normalized using a RAS-related nuclearprotein (RAN)
probe. The ethidium bromide (EtBr) profile is shown. The 55 rRNA amounts relative to RAN as obtained from
5 independent experiments are represented in the histogram (bottom). a.u.: arbitrary units. The standard
deviation of the mean is indicated on each bar. Asterisks denote significant differences to the 4 day value
(Mann-Whitney U-test, ** P <0.01).
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Figure 5: ES amount and TFIIIA cleavage contribute to the functional TFIIIA accumulation during the plant
development.

Schematic representation of expression patterns of the ES transcripts (blue), the total amount of TFIIIA
protein (TFIIIA and TFIIIA-C) (red) and the proportion of full-length TFIIIA protein (pink) and TFIIIA-C
cleaved isoform (light pink), during seed maturation (fresh and old siliques and seeds) and the first days of
development (3, 4, 5 and 10d). 5S rRNA accumulation is show in purple (bottom).
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Supplementary data 1
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Figure S1: ES and EI-constructs are chimeric genomic/cDNA constructs
The coding sequence together with 739 pb upstream from the ATG (promoter: P) and 242 bp downstream
from the stop codon were amplified by PCR from genomic DNA (Figure 1A TFIIIA gene). For EI-contruct the
genomic region between exons 2 to 4 (exon 3 is the alternative one, black box) was replaced by exons 2, 3
and 4 amplified from a TFIIIA EI cDNA. For ES-construct, it was replaced by exons 2 and 4 amplified from a
TFIIIA ES cDNA; the alternative exon is therefore absent. Each contruct expresses only one transcript
isoform.
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47 Figure S2: 5S rRNA accumulation correlates with cotyledons weight increase
From day 4 post-germination, the 5S rRNA levels increase (figure 4D) correlating with an accelerated
increase of cotyledons weight. Six pools of 8 cotyledons were weighed for each stage.
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Figure S3: TFIIIA proteins amounts in WT and ES-plants 10 day-seedlings.
Whole protein extracts were fractionated on a 10% SDS PAGE before detection with antibody 17. Detection
of actin was used for normalization. Protein amounts relative to actin as obtained from 8 independent

experiments are represented in the histogram. The standard deviation of the mean is indicated on each bar.

u.: arbitrary units.
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Supplementary data 4
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Figure S4: 25S rRNA follows the accumulation pattern of 5S rRNA in post-germination and reproductive

Total RNA from flowers, fresh and old siliques and mature seeds (A) and from cotyledons at 2, 3, 4, 5 and
10 days post-germination (B) was hybridized using a 25S rDNA probe. RNA quantities were normalized
using a RAS-related nuclear protein (RAN) probe. The 25S rRNA amounts relative to RAN as obtained from 4
to 6 independent experiments are represented in the histogram. a.u.: arbitrary units. The standard

deviation of the mean is indicated on each bar.
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Résultats complémentaires

Dans I"étude rapportée dans l’article, nous avons mis en évidence qu’il existait, en
plus d’une régulation post-transcriptionnelle du gene TFIIIA (I'épissage alternatif de son ARN
prémessager), une régulation post-traductionnelle de la protéine TFIIIA. En effet, |'utilisation
des deux anticorps Acl6 et Acl7 dirigés, respectivement, contre la partie centrale et la
partie C-terminale de la protéine TFIIIA, a révélé I'existence de deux protéines : la premiere
de 44 kDa qui correspond a la protéine TFIIIA pleine longueur, et la deuxieme, de 34 kDa, qui
correspond a une forme clivée de TFIIIA, que nous avons nommée TFIIIA-C et qui provient du
clivage protéolytique de TFIIIA. La position des anticorps, notamment celle de I’Ac16, permet
de supposer que ce clivage aurait lieu au niveau du doigt de zinc 3 et donc dans la partie N-
terminale de TFIIIA. Des questions restent cependant posées, que nous aborderons dans

cette partie Résultats complémentaires.

lll. Mise en évidence d’une protéine correspondant a la partie N-terminale de

TFIIA

Bien que le clivage de la protéine TFIIIA ait été révélé, seule la partie C-terminale de
ce clivage a pu étre mis en évidence lors de notre étude. Or, si la forme TFIIIA-C du clivage

est accumulée de fagon stable dans la plante, qu’en est-il de la partie N-terminale ?

lll.1. Utilisation d’un anticorps anti-TFIIIA N-terminal : Ac18

Nous avons utilisé un 3™ anticorps dirigé contre la partie N-terminale de TFIIIA :
I’anticorps Acl18 (Figure 20). TFIIIA-C faisant 34 kDa et TFIIIA, 44 kDa, le poids moléculaire
théorique attendu de cette partie N-terminale est d’environ 10 kDa. Les analyses protéiques
ont été réalisées dans des conditions de migration appropriées (gel de polyacrylamide a
15%) permettant de visualiser des protéines de faible poids moléculaire. Les mémes tissus
gue ceux testés pour les anticorps Acl6 et Acl7, c’est-a-dire, des cotylédons de 3, 5 et 10

jours apres la germination ainsi que des fleurs, des siliques et des graines, ont été testés.
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Figure 24 : L’a ticorps 18 révele u e protéi'e qui suit le profil

d’accumulatio’ de TFIIIA-C.

A. Le western blot a été réalisé sur différents extraits protéiques et révélé avec
I'anticorps Ac 17; I'anticorps Ac 16 révéle le méme profil.

B. L’anticorps Ac 18 met en évidence une bande en dessous de 15 kDa qui suit
le profil d’accumulation de TFIIIA-C, elle peut donc correspondre a la partie
N-terminale du clivage protéolytique de TFIIIA. Cette bande est nommé
TFIIIA-N. Cependant cette bande est toujours absente dans les siliques et les
graines.
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L’anticorps Acl18 a révélé une bande en dessous de 15 kDa (Figure 24). Cette bande
gue nous nommerons par la suite TFIIIA-N, semble suivre le profil d’accumulation de TFIIIA-
C. En effet, de 3 a 5 jours aprées la germination, la quantité de TFIIIA-N est importante et
constante. De plus, a 10 jours post-germination, cette quantité diminue fortement, comme
c’est le cas pour TFIIIA-C. Ce profil est donc similaire a celui de TFIIIA-C observé dans les
cotylédons.

Dans les tissus de la phase reproductive, la situation est différente. Alors que TFIIIA-C
est retrouvée dans les fleurs et les siliques mais pas dans la graine, la bande détectée par
I’anticorps Ac18 n’est présente que dans les fleurs. En effet, elle n’est jamais détectée dans
les siliques.

Contrairement a I'existence de TFIIIA-C qui a été confirmée par I'utilisation de deux
anticorps différents, détectant spécifiquement la méme protéine, la protéine TFIIIA-N
d’environ 13 kDa n’a été révélée que par le seul anticorps Ac18. Il s’avére que cet anticorps
est peu spécifique dans la zone de détection de la protéine TFIIIA pleine longueur. En effet,
nous n’avons pas pu détecter avec certitude la forme TFIIIA pleine longueur avec cet
anticorps. Ce probleme d’aspécificité de I'anticorps Ac18, ne nous permet pas de confirmer
I'existence de la partie N-terminale de la protéine TFIIIA clivée. Toutefois, le poids
moléculaire apparent de la protéine détectée est proche de celui attendu, les quantités
importantes de cette protéine accumulées durant les premiers jours du développement ainsi
qgue son absence dans la graine, sont autant d’arguments pour dire qu’elle pourrait

correspondre a TFIIIA-N.

l1l.2. Etablissement de lignées transgéniques étiquetées permettant de confirmer le

clivage

Afin de confirmer les résultats obtenus avec I'anticorps Ac18, c’est-a-dire |'existence
de la partie N-terminale du clivage de TFIIIA, des lignées de surexpression de la protéine
TFIIIA étiquetée en N-terminale ont été établies. L'ADNc de TFIIIA, ES, avec a son extrémité
5’ une séquence codant pour une étiquette HA (HA), a été placé sous le controle du
promoteur p35S (Annexe) et des plantes sauvages de I'écotype Columbia ont été
transformées avec le vecteur pHA-TFIIIA. 15 plantes transformées en génération T1, 1%

génération de plantes apres la transformation, ont été obtenues récemment. L'utilisation de
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cette lignée devrait permettre de détecter la protéine TFIIIA pleine longueur ainsi que la
partie N-terminale du clivage avec un anticorps dirigé contre I'étiquette. Les lignées avec une
insertion mono-locus seront identifiées, et I'expression du transgéne sera vérifiée par RT-
PCR et par western blots sur des plantules de 10 jours.

Dans le méme temps, ol nous réalisions ces lignées transgéniques comportant une
étiquette en 5 du transcrit ES, nous avons réalisé une deuxieme lignée avec I’ADNc ES
étiquetée en 3’, a I'aide d’'une séquence codant pour une étiquette Flag (Annexe). Cette
construction a été nommée pTFIlIA-Flag. Comme pour la construction précédente, ’ADNc ES
étiqueté a été cloné sous le contréle d’un promoteur fort, p35S, afin de maximiser son
expression. Les transformations de plantes d’écotype Columbia sauvage ont été réalisées. 30
plantes de la génération T1 ont déja été récupérées. La stratégie d’analyse est la méme que
pour les lignées pHA-TFIIIA ; nous allons, apres avoir vérifié en T1 I'expression du transgene,
réaliser des western blots afin de détecter les protéines TFIIIA et TFIIIA-C avec un anticorps

anti-Flag.

IV. La protéine TFIIIA est clivée au cours du développement

IV.1. Clivage de TFIIIA dans les premiéeres heures du développement de la plantule

Les résultats obtenus dans I'’équipe concernant la réorganisation de la chromatine
d’ADNr 5S nous ont amenés a regarder le profil d’accumulation des protéines TFIIIA et
TFIIIA-C de 2 a 5 et a 10 jours apres la germination ainsi qu’au stade graine qui accumule des
réserves importantes (Cf. Article). La différence majeure entre la graine et des cotylédons de
2 jours est la présence de TFIIIA en grande quantité dans la graine et son absence a 2 jours
post-germination. De plus, la forme clivée TFIIIA-C est, quant a elle, absente dans la graine
mais détectée des 2 jours (Cf. Article). Il était donc intéressant de regarder les niveaux
d’accumulation de ces deux formes et donc I'activité de clivage protéolytique de TFIIIA entre
ces deux stades. Pour cela, le niveau d’expression de TFIIIA a été étudié sur des graines en
germination ainsi que pour des plantules entieres agées de 1 jour.

Les résultats présentés sont issus de deux extractions protéiques indépendantes et

nous permettent d’établir une tendance concernant le profil d’accumulation de ces
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Figure 25 : La protéine TFIIIA accumulée dans la graine est dégradée dés la
germination.

L’accumulation des formes TFIIIA et TFIIIA-C est indiquée depuis le stade graine
jusqu’a 10 jours post-germination. La quantité de ces protéines apres avoir été
normalisée par les quantités d’actine, est donnée en unités arbitraires. (n=5, n=1 pour
la germination, n=2 pour 1 jour)
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Figure 26 : Les cotylédons proviennent d’un lignage cellulaire différent de
celui des feuilles.
(D’aprés Fransz PF et de Jong JH., 2002)



Résultats

protéines a ces stades. La figure 25 montre que la quantité de TFIIIA chute entre le stade
graine et la germination passant de 1,66 u.a. a 0,24 u.a.. La quantité de TFIIIA continue alors
de diminuer afin d’atteindre 0,16 u.a. a 1 jour jusqu’a n’étre plus détectée a 2 jours post-
germination. La forme clivée TFIIIA-C, quant a elle, apparait dés le stade germination alors
gu’elle est absente dans la graine. Des la germination de la graine, il y a donc reprise du
clivage de la protéine TFIIIA pleine longueur. Cependant, les quantités de TFIIIA-C observées
a ces stades semblent relativement faibles pour que le clivage justifie, a lui seul, la forte
diminution de TFIIIA entre le stade graine et la germination. |l est donc possible qu’une
grande majorité du pool de protéines TFIIIA accumulées dans la graine soit directement
dégradée des la germination sans passer par une étape de clivage protéolytique. L’état
transcriptionnel du gene TFIIIA n’est pas connu a ces stades.

Notre hypothéese concernant cette forte dégradation de la protéine TFIIIA dans les
toutes premieres heures du développement repose sur le fait que les protéines TFIIIA
présentes dans la graine ne sont pas la pour transcrire des ARNr 5S au début du
développement mais qu’elles ont servi a transcrire des ARNr 5S accumulés dans la graine

et/ou a les lier pour leur stockage (Cf. Discussion et Perspectives).

IV.2. Clivage de TFIIIA dans la premiére paire de feuilles

Nous avons cherché a savoir si 'apparition de la forme pleine longueur de TFIIIA au
geme jour était caractéristique des seuls cotylédons, ou si au contraire elle pouvait étre
retrouvée plus largement dans d’autres tissus en formation. L'expression protéique a ainsi
été étudiée dans les premiers tissus a se former apres les cotylédons c’est-a-dire la premiere
paire de feuilles. Il est important de noter que les cotylédons étant les premiers tissus
chlorophylliens a émerger, ils possédent des fonctions et des caractéristiques phénotypiques
qui leur sont propres. De plus, les cotylédons proviennent d’un lignage cellulaire différent de
celui des feuilles (Soppe et al. 2002) (Figure 26). Ainsi méme si les cotylédons et la premiére
paire de feuilles sont des tissus en formation, ils n’auront pas forcément un profil similaire
d’accumulation de TFIIIA.

Nous avons donc réalisé des western blots avec des extraits protéiques obtenus a

partir de feuilles agées de 2 a 5 jours et 10 jours apres leur émergence. Comme pour
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Figure 27 : L’accumulation des protéines TFIIIA et TFIIIA-C présente un

profil similaire dans la 1¢" paire de feuilles et les cotylédons.

A. Graphique représentant 'accumulation des formes TFIIIA et TFIIIA-C dans
la premiére paire de feuilles. (n=3-5)

B. Graphique représentant 'accumulation des formes TFIIIA et TFIIIA-C dans
les cotylédons. (n=5)
La quantité de ces protéines apres avoir été normalisée par les quantités
d’actine, est donnée en unités arbitraires
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I’'analyse menée sur les cotylédons, I'anticorps Acl7 et I'anticorps anti-actine ont été utilisés.
L’actine nous a servi a normaliser les résultats apres quantification.
Un profil similaire a celui des cotylédons est observé dans la premiere paire de

eme

feuilles (Figure 27). En effet, des le 2™ jour apres I'émergence des feuilles, seule la forme
clivée, TFIIIA-C, est présente. Le clivage protéolytique de TFIIIA est donc total dans des
feuilles de 2 jours comme dans des cotylédons du méme age. La protéine TFIIIA pleine

eme

longueur, quant a elle, est détectée des le 37 jour. Dans les cotylédons, TFIIIA n"apparait

eme

gu’au 57 jour apres la germination. Dans la premiéere paire de feuilles comme dans les
cotylédons, le taux de clivage va ensuite diminuer progressivement. En effet, a 10 jours, le
clivage est d’environ 50% dans les cotylédons et dans la premiere paire de feuilles, TFIIIA et
TFIIIA-C sont retrouvées en quantité équivalente. Les quantités de TFIIIA dans ces tissus
augmentent progressivement pour passer de 0,12 u.a. a 1,34 u.a. de 3 a 10 jours apres
I’émergence des feuilles. Nous pouvons cependant noter que la quantité de TFIIIA a 10 jours
est plus importante dans la premiére paire de feuille que dans les cotylédons (0,49 u.a.
contre 1,34 u.a.).

Malgré les quelques différences observées, le profil d’accumulation de TFIIIA et
TFIIIA-C est comparable dans les cotylédons et la premiere paire de feuilles : TFIIIA n’est pas
présent des I'apparition du tissu et I'activité de clivage de TFIIIA diminue au cours du
développement de ce dernier. Il semblerait donc que ce profil ne soit pas seulement une
caractéristique des cotylédons mais de facon plus générale, une caractéristique des tissus

jeunes en formation ou tout du moins des cotylédons et des feuilles.

V. Le protéasome 26S n’intervient pas dans le clivage de la protéine TFIlIA a 5

jours post-germination

Une étude globale réalisée sur des cellules d’Arabidopsis thaliana a permis d’établir
une liste de plusieurs protéines cibles de I'ubiquitination (MAoR et al. 2007). L’ubiquitination
est une marque de dégradation protéique. Les protéines ubiquitinées sont reconnues par le
protéoasome 26S puis dégradées. Les protéines listées dans cette étude sont donc des cibles

potentielles de la voie de dégradation protéique « ubiquitine-protéasome 26S ». Nous
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Figure 28 : La voie du protéasome 26S n’intervient pas dans la dégradation
des formes TFIIIA et TFIIIA-C 5 jours aprés la germination.

Des plantules de 5 jours d’écotype Columbia ont été incubées en milieu liquide
avec différentes concentrations de DMSO+MG132 (10 ou 50 uM) ou en
présence de DMSO seul (contréle), pendant 4 ou 8 heures. Les extraits
protéiques réalisées a partir de ces plantules sont utilisés pour des western blots
révelés avec I'anticorps Ac17. La coloration au ponceau de la membrane sert de
controle de dépot.
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retrouvons le facteur de transcription TFIIIA dans cette liste. La forme clivée pourrait donc
étre un intermédiaire a la dégradation du facteur de transcription TFIIIA.

Afin de vérifier I'implication potentielle de la voie « ubiquitine-protéasome 26S »
dans la régulation des taux de TFIIIA, des plantules de 5 jours ont été traitées avec du
MG132, un inhibiteur de cette voie (TsuBuki et al. 1993). En effet, si cette voie de
dégradation intervient et dégrade TFIIIA ou TFIIIA-C, les plantules traitées au MG132
devraient présenter une accumulation de TFIIIA ou TFIIIA-C beaucoup plus importante que
des plantules non traitées. Des plantules de 5 jours ont été incubées en présence de MG132
ou en absence (DMSO seul) pendant 4 a 8h. Deux concentrations de MG132 ont été testées :
10 et 50 uM. Une fois les plantules récoltées, les protéines ont été extraites et un western
blot révélé avec I'anticorps Acl7 a été réalisé.

Comme le montre le western blot de la figure 28, quelque soit le temps d’incubation
(4 ou 8h) ou les concentrations en MG132 (10 ou 50 uM) aucune différence d’accumulation
de la forme clivée ou de TFIIIA entre les plantules non traitées (DMSO seul) et traitées
(DMSO+MG132) n’est observée. Il semble donc que, bien que TFIIIA soit une cible
potentielle de I"'ubiquitination, la voie « ubiquitine-protéasome 26S » n’intervient pas dans la
dégradation d’'une des deux formes de TFIIIA a ce stade de développement mais
I'intervention de cette voie a un autre stade ne peut pas étre exclue, comme par exemple a

la germination (Cf. partie Discussion et Perspectives).

VI. Epissage alternatif du géne TFIIIA et adaptabilité a I’environnement

L’étude de la lignée mutante (TFIIA -/-; T-DNA/T-DNA) complémentée par ES (ES-
plants), présentée dans I'article, a montré que la régulation de I'expression de TFIIIA via
I’épissage alternatif n’est pas indispensable a la plante en conditions normales de croissance
en laboratoire. En effet, les plantes complémentées par ES ne présentent pas de différences
phénotypiques et accumulent des quantités de TFIIIA et d’ARNr 5S identiques a celle d’une
plante sauvage.

Fu et al. (2009) ont montré que des lignées surexprimant le transcrit ES mais
possédant toujours le gene endogene TFIIIA actif, bien que se comportant comme des
plantes sauvages en conditions normales, sont plus sensibles que des plantes sauvages a

différentes conditions de stress. Les auteurs ont donc fait ’hypothése de I'importance de
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Figure 29 : Les plantes n’exprimant que le transcrit ES sont moins
résistantes que des plantes sauvages.

Des graines d’Arabidopsis sauvage (Col), de la lignée complémentée ES-plants
et de la lignée complémentée geno-plants ont été semées sur un milieu sans
(contréle) ou avec différents traitements (NaCl 50 mM ou 100 mM et mannitol
200 mM). Sur milieu NaCl 100 mM, certaines graines de la lignée ES-plants ne
germent pas. Les plantes de la lignée geno-plants ne présentent pas de
différences phénotypiques par rapport aux plantes sauvages.
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I’épissage alternatif du géne TFIIIA dans la colonisation de I’'environnement par les plantes.
Or, nos lignées ES-plants surexpriment, elles aussi, le transcrit ES mais dans le cas présent, le
gene TFIIIA est muté et seul le transcrit ES est accumulé de fagon stable dans ces plantes.
Afin de vérifier si ces lignées ES-plants sont également plus sensibles que des plantes
sauvages en conditions de stress, des graines de la lignée ES-plants, de la lignée de
complémentation par le gene TFIIIA (geno-plants) et de plantes sauvages ont été semées sur
milieu MS supplémenté avec 50 ou 100mM de NaCl et sur milieu MS supplémenté avec
200mM de mannitol.

Comme nous pouvons le constater sur les photos de la figure 29, alors que les plantes
de la lignée geno-plants se comportent comme des plantes sauvages face aux stress, les
plantes de la lignée ES-plants, sont, elles, plus sensibles. Sur NaCl 100mM, 30% des graines
de la lignée ES-plants ne germent pas. Il semble donc que I'absence de I'exon « 5S-like »
perturbe l'adaptabilité de la plante. Le fait que la présence d’un exon « 5S-like »
alternativement épissé dans le gene TFIIIIA soit une caractéristique propre aux plantes
appuie I'hypothese de son importance dans I'adaptabilité des plantes a leur environnement.

Des études ARN et protéiques de ces plantes stressées sont actuellement en cours de

réalisation au laboratoire.
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L’objectif de ma these était de caractériser I'expression de la protéine TFIIIA chez
Arabidopsis thaliana. Ces travaux ont été réalisés sur deux phases particulieres du
développement de la plante, ou I'accumulation des ARNr 5S et donc celle de TFIIIA
pouvaient varier. De facon surprenante, nous avons montré que la protéine TFIIIA était
absente dans certains stades de développement alors qu’elle est le facteur de transcription
de génes indispensables a la vie de la plante. Nous avons également montré que cette
protéine subissait un clivage protéolytique qui participe a la régulation du taux de TFIIIA
dans la cellule en fonction des différents stades de développement. L'étude de
I'accumulation des ARNr 5S dans les deux phases étudiées est en corrélation avec

I’expression du transcrit ES et de celle de la protéine TFIIIA.

I. L’épissage alternatif du géne TFIIIA n’est pas indispensable a la vie de la

plante

La particularité du gene TFIIIA chez Arabidopsis thaliana est de posséder un exon
alternatif qui va étre ou non épissé entrainant ainsi la production de deux transcrits : ES et
El. Uépissage alternatif est présent aussi bien chez les animaux ou 95 % des pré-messagers
subissent un épissage alternatif (PAN et al. 2008; WANG et al. 2008) que chez les plantes ou
environ 40 % des génes produisent au moins deux transcrits (FILICHKIN et al. 2010; ZHANG et
al. 2010). L'une des principales conséquences de I'épissage alternatif est la production de
plusieurs transcrits et donc de plusieurs protéines a partir d’un seul gene et ainsi
d’augmenter la diversité protéique. Cependant, dans le cas du gene TFIIIA, seul un des deux
transcrits, ES, est traduit. L’épissage alternatif joue, dans ce cas, un role dans la régulation de
I’expression du gene. En effet, au vu des résultats obtenus au cours de ma these et des
travaux réalisés par d’autres équipes, nous savons que le transcrit ES, une fois traduit, donne
la protéine TFIIIA et que le transcrit El, lui, n’est pas productif et qu’il est la cible de la voie de
dégradation NMD (Fu et al. 2009; HAMMOND et al. 2009; YoINE et al. 2006). La voie NMD est
une voie de dégradation d’ARNm considérés comme aberrants contenant un codon stop
prémature ou PTC, comme c’est le cas pour le transcrit El.

Une telle coordination de [|’épissage alternatif et de la voie NMD pour réguler

I’expression d’'un gene a tout d’abord été mise en évidence chez les mammiferes et
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Caenorhabditis elegans. Ce mécanisme de régulation est nommé RUST (Regulated
Unproductive Splicing and Translation) (LAREAU et al. 2007; Lewis et al. 2003; Ni et al. 2007). 1l
est notamment fortement impliqué dans la régulation de genes codant pour des composants

du ribosome (CuccuresE et al. 2005; MiTRovICH and ANDERSON 2000).

La présence d’un exon résultant de I'’exonisation de I’ARNr 5S dans le gene TFIIIA et
I’épissage alternatif de ce dernier n’existe que chez les plantes. La conservation de ce
mécanisme qui est pourtant consommateur d’énergie, 'ARNm El est transcrit pour étre
dégradé, laisse supposer de son importance dans la vie de la plante. Toutefois, bien
gu’important, I'épissage alternatif de I’ARN pré-messager de TFIIIA n’est pas indispensable a
la vie de la plante en laboratoire. En effet, nous avons montré que des plantes ne possédant
pas de transcrit El pleine longueur, car mutantes pour le gene TFIIIA, complémentées par
une construction ne produisant que le transcrit ES, se comportaient comme des plantes
sauvages en conditions normales de croissance en laboratoire. De la méme fagon, Fu et al.
(2009) ont montré que des lignées surexprimant le transcrit ES se comportent comme des
plantes sauvages en conditions normales. Dans nos plantes de la lignée ES-plants, aucune
différence significative d’accumulation de la protéine TFIIIA ou des ARNr 5S n’est de plus
observée par rapport a des plantes sauvages, alors qu’elles présentent une forte
augmentation des transcrits ES. Cela montre que la plante peut vivre méme en I'absence
d’épissage alternatif du gene TFIIIA. Le clivage protéolytique de TFIIIA est Iégerement
augmenté dans ces plantes mais ne semble pas suffisant pour ajuster les quantités de TFIIIA
dans ces plantes. Nous supposons qu’une régulation post-transcriptionnelle additionnelle se
met en place. Par exemple, tous les transcrits ES accumulés dans ces plantes pourraient ne
pas étre traduits. Ceci peut se justifier par le fait que la plante n’a pas d’intérét a avoir plus
d’ARNr 5S disponibles si les autres composants du ribosome ne sont pas disponibles en
guantité équivalente. Des études menées chez la levure montrent, en effet, que le maintien
des quantités équimolaires des différents composants du ribosome serait sous le contréle de

I’ARN pol I et non pas de I’ARN pol Il (LAFERTE et al. 2006; UPADHYA et al. 2002).

Ce comportement similaire des plantes ES et sauvages est observé en conditions
normales de croissance en laboratoire mais pas en conditions de stress abiotiques. En effet,

nous observons que les plantes mutantes pour TFIIIA complémentées par la forme ES seule
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ne présentent pas la méme résistance que des plantes sauvages ou des plantes
complémentées par le gene TFIIIA complet, en conditions de stress salin ou osmotique. De
fagon similaire, Fu et al. ont montré que des plantes surexprimant ES et présentant des
rapports ES/El perturbés supportaient moins bien les stress que des plantes sauvages. |l
semble donc que I'épissage alternatif du gene TFIIIA, et donc la production du transcrit El,
permette a la plante de s’adapter aux conditions de stress. Cet exon « 55-like » dans le gene
TFIIIA et le RUST qui permet sa régulation ne sont présents que chez les plantes et
pourraient donc contribuer a leur adaptabilité a leur environnement. En effet, nous pouvons
supposer que I'épissage alternatif et le RUST associé permettent I'adaptation aux stress, en
modulant le rapport ES/EL.

Des expériences sur les effets des stress salins et osmotiques sur les lignées
complémentées ES-plants et sur les plantes sauvages, sont actuellement en cours de
réalisation au laboratoire. L’épissage alternatif du gene TFIIIA, 'accumulation du transcrit ES

ainsi que celle de la protéine TFIIIA seront étudiés dans ces plantes stressées.

Il. Le clivage protéolytique régule les taux de la protéine TFIIIA dans la plante

au cours du développement

Il.1. Pendant la phase reproductive

Nous avons, dans un premier temps, étudié la protéine TFIIIA et les ARNr 5S durant la
phase d’accumulation de réserves pendant le développement de la graine. Il s’avere que
I'accumulation de la protéine TFIIIA dans les siliques et la graine est a la fois une
conséquence de l'augmentation progressive de la quantité du transcrit ES et d’une
diminution de 'activité de clivage protéolytique de cette protéine. Dans ces tissus, |I'épissage
alternatif est en faveur de la forme ES, son expression étant plus importante que celle de la
forme El dans des vieilles siliques. C'est d’ailleurs le seul tissu testé présentant un rapport
ES/El supérieur a 1. De plus, le clivage, trés important dans les siliques jeunes, diminue
fortement jusqu’a la fin de la phase reproductive puisque seule la forme TFIIIA pleine

longueur est présente dans la graine.
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L’expression des transcrits ES et El ainsi que celle de la protéine TFIIIA dans un tissu
tel que la fleur a été testé car il précede les siliques et donc la maturation de la graine. La
différence importante d’accumulation de TFIIA dans les fleurs par rapport aux siliques
jeunes, ou trés peu de protéine TFIIIA est détectée, peut s’expliquer par le fait que ces deux
tissus ont des fonctions différentes et ne présentent donc pas le méme profil d’expression.
En effet, la fleur contient les organes reproducteurs, c’est un tissu mature contrairement aux
siliques jeunes qui contiennent des graines au début de leur maturation. L’accumulation des
protéines que nous étudions dans les siliques, jeunes et vieilles, revient en fait a observer
I’accumulation de TFIIIA et TIIIA-C dans des graines en cours de maturation.

Vu les taux importants de TFIIIA accumulés dans la graine, la présence de El et
I’absence de ES dans ce tissu peuvent paraitre surprenantes. Cependant, les protéines et les
ARNmM observés a ce stade ne proviennent pas d’une transcription et d’une traduction dans
la graine mature, dépourvue d’activité transcriptionnelle, mais de I'accumulation de ces
protéines et ARNm au cours de la maturation de la graine. La présence du seul transcrit El
peut s’expliquer par un changement du profil d’épissage alternatif du gene TFIIIA lorsque les
quantités de TFIIIA, et donc d’ARNTr 5S, sont telles que les protéines L5 pourraient étre dans
leur totalité complexées aux ARNr 5S. Ainsi, selon le modele établi par Hommond et al.
(2009), les protéines L5 complexées ne pourraient plus lier I'exon alternatif « 55-like » de
I’ARN pré-messager TFIIIA favorisant le maintien de cet exon et la production de transcrit El,

en phase tardive de maturation de la graine.

I1.2. De la germination a 2 jours

Des la germination, les quantités importantes de TFIIIA accumulées dans la graine
diminuent fortement et le clivage protéolytique reprend puisque la forme TFIIIA-C est de
nouveau détectée. Cependant, le clivage, seul, ne peut expliquer la forte diminution de
TFIIIA entre le stade graine et la germination. Les protéines TFIIIA seraient donc dégradées
des la germination. En effet, la graine imbibée présente une augmentation d’ARNm codant
pour des protéines impliquées dans plusieurs processus dont la dégradation protéique
(HoLbswoRTH et al. 2008). Les protéines TFIIIA accumulées dans la graine ne semblent donc
pas étre la pour transcrire des genes d’ARNr 5S apres la germination mais ne seraient peut-

étre que le reflet de la transcription importante d’ARNr 5S qui vient d’avoir lieu. Nous
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pouvons également supposer que les protéines TFIIIA participent au stockage des ARNr 5S
dans la graine. En effet, notre équipe a démontré que TFIIIA lie 'ARNr 5S chez Arabidopsis
(MATHIEU et al. 2003b). De méme, dans I'ovocyte de xénope, ol de grandes quantités d’ARNr
5S sont accumulées en prévision du développement futur de 'embryon, ces ARN stockés
dans le cytoplasme sont complexés a la protéine TFIIIA (GINSBERG et al. 1984). Dans les
premiers jours du développement, chez Arabidopsis, I'utilisation des ARNr 5S par la plantule
pour son développement apreés la germination pourrait expliquer la dégradation des

protéines TFIIIA qui leur étaient complexées.

La dégradation importante et rapide des protéines TFIIIA de la graine pourrait
impliquer la voie ubiquitine/protéasome 26S. En effet, la voie de dégradation protéique
« ubiquitine/protéasome 26S » est connue pour participer a la régulation de I'expression des
genes notamment en contrdlant les taux de leurs facteurs de transcription (BHAT and GREER
2011). Bien que I'action d’un inhibiteur de cette voie de dégradation, comme le MG312, n’ait
pas eu d’effet sur 'accumulation des deux formes TFIIIA et TFIIIA-C dans des plantules de 5
jours, il est possible que cette voie joue un réle lors de I'importante dégradation de TFIIIA au
moment de la germination. Il serait donc intéressant de renouveler I'expérience de
I'inhibition de la voie du protéasome 26S a ces stades de développement.

Cependant, pour que les protéines soient reconnues et dégradées par le protéasome
26S, elles doivent étre polyubiquitinées (au moins 4 ubiquitines) et il a été démontré que la
monoubiquitination permettait, entre autres, I'activation de facteurs de transcription (BHAT
and GREerR 2011). Or, I'étude menée par Maor et al. a été réalisée sur des suspensions de
cellules d’Arabidopsis et le niveau d’ubiquitination de la protéine TFIIIA n’est pas connu
(Maor et al. 2007). Nous pouvons donc également supposer que 'ubiquitination de TFIIIA
n‘entraine pas une reconnaissance par le protéasome 26S mais qu’elle pourrait, par

exemple, participer a son activation transcriptionnelle.

11.3. De 2 a 10 jours post-germination

Notre choix s’est porté sur ces quelques jours du développement de la plante ou
notre équipe a démontré qu’il existe une forte réorganisation de la chromatine d’ADNr 5S

(DoueT et al. 2008). En effet, la chromatine 5S passe par des stades de forte compaction puis
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décompaction afin d’acquérir sa structure mature. Le comportement du facteur de
transcription de ces genes a un moment ou ils subissent une importante réorganisation nous
a donc paru intéressant.

eme

A partir du 277 jour, la période de post-germination peut étre divisée en deux
phases : avant et apres le jour 4.

De 2 a 4 jours post-germination, la protéine TFIIIA pleine longueur, possédant
I'activité transcriptionnelle, n’est pas détectée. La forme clivée de TFIIIA, TFIIIA-C, est, quant
a elle, abondante. Bien qu’aucune protéine TFIIIA pleine longueur ne soit détectée a ces
stades, les analyses RT-PCR ont montré que le transcrit ES était présent. Cela signifie que si
les transcrits ES sont traduits a ces stades, les protéines TFIIIA sont clivées dans leur totalité,
justifiant ainsi les forts taux de la forme clivée TFIIIA-C. Les ARNr 5S étant essentiels a la vie
de la plante, la présence permanente de leur facteur de transcription était attendue. Mais la
graine accumule des quantités importantes d’ARNr 5S et les cotylédons, déja pré-formés
dans la graine, ont sans doute des réserves d’ARNr 5S. Ces réserves pourraient donc étre
utilisées par la plante dans les premiers jours expliquant ainsi 'absence de TFIIIA. En effet, il
a été montré par notre équipe que 20 % des ARNr 5S accumulés dans la graine proviennent
de genes d’ARNr 5S minoritaires (a 1 ou 2 mutations). A 2 jours post-germination, le méme
pourcentage d’ARNr 5S minoritaires est retrouvé alors qu’a partir de 4 jours, seuls des ARNr
5S majoritaires sont présents (MATHIEU et al. 2003a). De plus, nos résultats de northern blots
montrent que les quantités d’ARNr 5S diminuent de 2 a 4 jours, appuyant ainsi I'hypothése
que, jusqu’au 4°me jour apres la germination, la plante utilise les réserves d’ARNr 5S
accumulées dans la graine. De la méme maniere, I'ovocyte de xénope accumule de grandes
quantités d’ARNr 5S en prévision des nombreuses divisions cellulaires rapides qui auront lieu
apres la fécondation sans qu’il y ait transcription des genes d’ARNr 5S, ni méme des genes
d’ARNr 45S (WoLrre and BRowN 1988). La transcription des genes d’ARNr reprend lorsque

leur chromatine est réorganisée (SRIVASTAVA and PoLLARD 1999; YANG and HAYEs 2003).

L’absence de TFIIIA dans les tous premiers jours du développement peut avoir
plusieurs raisons. A ces stades, la « chromatine 5S » se réorganise en passant par une étape
ou I"ADNr 5S est fortement décompacté. Cette forte décompaction peut rendre accessibles
les genes d’ARNr 5S minoritaires les plus mutés qui ne sont jamais transcrits en contexte

sauvage ou méme dans des mutants de méthylation (MATHIEU et al. 2003a; VAILLANT et al.
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2007). Or, il est fort probable que des ARNr 5S portant plus de multiples mutations ne
permettent pas la formation de ribosomes viables contrairement aux ARNr 55 minoritaires a
1 ou 2 mutations retrouvées dans des polysomes (CLoix et al. 2002). L'absence de TFIIIA
pleine longueur empécherait la synthese d’ARNr 5S fortement mutés et donc la formation de
ribosomes déléteres pour la cellule. D’autre part, la fixation de TFIIIA et donc de I'ensemble
du complexe de transcription au niveau des genes d’ARNr 5S pourrait également perturber
la réorganisation correcte de la chromatine 5S. De plus, les quantités importantes d’ARNr 5S
accumulées dans la graine sont suffisantes pour que le développement de la plante ait lieu
sans qu’il y ait besoin de transcrire des ARNr 5S et permettre ainsi la réorganisation de la
chromatine d’ADNr 5S.

éme

La protéine TFIIIA est détectée a partir du 4 jour post-germination, lorsque la
chromatine d’ADNr 5S acquiert sa structure mature et que les ARNr 5S s’accumulent de
nouveau dans les cotylédons (DoUET et al. 2008). Il semble donc que lorsque la chromatine
5S est mature, c’est-a-dire qu’une partie des genes d’ARNr 5S est organisée sous forme de
boucles euchromatiques comme dans des cellules de feuilles d’'une plante adulte, il y a

reprise de I"'accumulation de TFIIIA, entrainant une reprise de la transcription des genes 5S,

les quantités d’ARNr 5S s’accumulant de nouveau de 4 a 10 jours post-germination.

Chez Arabidopsis, les génes d’ARNr 45S subissent, eux aussi, une réorganisation de
leur chromatine dans les premiers jours du développement (PONTVIANNE et al. 2010) qui
semble nécessaire a la reprise de leur expression. En effet, nos résultats préliminaires
concernant I’ARNr 25S, résultant de la maturation du précurseur 45S, montrent un profil
d’accumulation semblable a celui de 'ARNr 5S dans les premiers jours du développement

eme

(diminution jusqu’au 4 jour puis nouvelle accumulation). Ce phénomeéne de
réorganisation de la chromatine corrélé a la reprogrammation de la transcription de genes,
en réponse a des changements développementaux, a également été mis en évidence au
moment de la transition florale ou de la maturation de la feuille (TEssaDoRI et al. 2007b;

TESSADORI et al. 2004).
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11.4. Dans la premiére paire de feuilles

Les résultats obtenus dans les cotylédons concernant le profil d’accumulation des
protéines TFIIIA pleine longueur et clivée (TFIIIA-C) nous ont amenés a nous poser la
question suivante : ce profil est-il une caractéristique des tissus jeunes en formation ?

Les résultats protéiques obtenus dans la premiére paire de feuilles ont montré que le
profil d’accumulation des formes TFIIIA pleine longueur et TFIIIA-C, clivée, était semblable a
celui observé dans les cotylédons. En effet, la protéine TFIIIA n’est pas présente dans les tous
premiers jours de développement du tissu alors que la forme clivée est détectée. Il semble
donc que la cinétique de clivage de la protéine TFIIIA soit représentative des tissus jeunes en
formation. Cependant, un léger décalage de I'apparition de la protéine pleine longueur est
observée dans la premiere paire de feuilles par rapport aux cotylédons. En effet, TFIIIA est

eme

détectée dés le 3°™ jour dans les feuilles mais au 5°™ jour aprés la germination dans les
cotylédons. Ce décalage pourrait étre justifié par les quantités de réserves d’ARNr 5S a partir
desquelles se développe le nouveau tissu. En effet, dans les tous premiers jours de leur
formation, les cotylédons, pré-formés dans la graine, se développent a partir des réserves de
la graine, notamment en ARNr 5S (MATHIEU et al. 2003a). Au vu de nos résultats, les réserves
de la graine semblent suffisantes pour que les cotylédons se développent jusqu’au 4°me jour
sans qu’il y ait besoin d’une transcription d’ARNr 5S et donc accumulation de la protéine
TFIlIA. Cependant, la premiere paire de feuilles provient d’une différentiation des cellules
méristématiques ou les réserves d’ARNr 5S sont certainement moindres que celles de la
graine. |l est, toutefois, intéressant de noter, que dans les deux premiers jours qui suivent

I’émergence des feuilles, il n’y a pas, pour la plante, nécessité d’accumuler de la protéine

TFIIIA pleine longueur.

L'une des hypotheses expliquant I'importance du clivage protéolytique de TFIIIA dans
les cotylédons est d’empécher, a un moment ou I'ensemble des unités 55, méme les plus
mutées sont décompactées, la transcription des genes d’ARNr 5S. |l serait donc judicieux de
regarder le comportement de la chromatine d’ADNr 5S dans la premiére paire de feuilles de
2 a 5jours apres leur émergence. Les cellules de la premiere paire de feuilles proviennent de
la spécialisation de cellules indifférenciées du méristeme. La dédifférenciation de cellules est

accompagnée d’une désorganisation des chromocentres, les régions répétées, telles que les
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génes d’ARNr 5S, sont fortement décompactées (TEsSADORI et al. 2007a). Nous pouvons donc
supposer que ces cellules méristématiques indifférenciées ne présentent pas la structure
chromatinienne classique de noyaux de cellules de feuille. Il pourrait donc y avoir
réorganisation de la chromatine et notamment de la chromatine d’ADNr 5S lors du
développement de la feuille. Au moment de la différenciation de ces cellules, une activation
de genes d’identités des feuilles est accompagnée d’une inactivation de genes
« méristématiques » (ORI et al. 2000; SuN et al. 2002). Bien que la structure de la chromatine
précise des cellules méristématiques n’ait jamais été déterminée, ce changement
d’expression de génes serait accompagné de modifications de la chromatine, notamment, au

niveau des marques d’histones (CHuA et al. 2005).

lll. Confirmation du clivage de la protéine TFIIIA

lll.1. Mise en évidence de la partie N-terminale du clivage : TFIIIA-N

La détection de la forme clivée, TFIIIA-C, qui correspond a la partie C-terminale de
TFIIIA et la stabilité de celle-ci, laisse supposer que la partie N-terminale de TFIIIA apres le
clivage peut également étre détectée. L'utilisation d’un anticorps dirigé contre la partie N-
terminale en amont du premier doigt de zinc, I'anticorps Acl8, n’a, cependant, pas pu
confirmer I'existence de cette protéine TFIIIA-N. En effet, bien qu’une protéine migrant aux
alentours de 13 kDa ait été révélée par cet anticorps, et qu’elle présente un profil
d’accumulation similaire a celle de TFIIIA-C, elle n’est pas détectée dans les siliques
contrairement a la partie C-terminale, TFIIIA-C, qui est présente. De plus, cet anticorps est
peu spécifique. Les deux lignées étiquetées en N-terminal pour TFIIIA ou en C-terminal (pHA-
TFIIA et pTFIlIA-Flag) permettront de confirmer les résultats obtenus avec des anticorps

dirigés contre les étiquettes.

lll.2. U’identification du site de clivage

Bien que deux anticorps différents (Acl6 et Acl7) révelent la protéine TFIIIA-C, nous

voulions confirmer son origine par séquengage. Nous avons donc décidé d’essayer de mettre
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en évidence la protéine TFIIIA-C par LC-MS/MS (Liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry) grace a la plateforme « spectrométrie de masse et métabolisme » de
I"INRA Clermont / Theix.

Les résultats obtenus n’ont pas permis de mettre en évidence des peptides
correspondants a la protéine TFIIIA dans la zone de détection de TFIIIA-C. Des problemes de
quantités (TFIIIA-C provient du clivage d’un facteur de transcription peu exprimé) et la
présence de nombreuses protéines de tailles voisines, ont manifestement empéché Ia
réalisation de cette expérience. L'utilisation de la lignée pTFllIA-Flag pourrait nous
permettre, par immunoprécipitation grace a I'étiquette de la forme clivée TFIIIA-C, d’obtenir
la protéine TFIIIA-C en quantité plus importante et de l'isoler du reste de I’extrait protéique
et ainsi améliorer les conditions de détection de peptides de TFIIIA-C par LC-MS/MS. Cette
expérience pourrait également étre réalisée avec la lignée pHA-TFIIIA si la protéine TFIIIA-N
peut étre détectée par la suite. A partir de ces mémes lignées, un séquengage protéique de
I'une des deux formes du clivage par la technique de dégradation d’Edman permettrait
également de confirmer ce clivage. De plus, cette technique nous permettrait de mettre

ainsi en évidence le site de clivage précis de la protéine TFIIIA.

IV. Facteurs de transcription et clivage protéolytique

Comme c’est le cas pour tous les autres organismes, la plante utilise le clivage
protéolytique afin de réguler les taux de protéines fonctionnelles. La plupart du temps, ce
clivage conduit a la dégradation de la protéine, c’est la protéolyse. Cependant, le clivage et
les protéases responsables de ce dernier sont également des éléments clés de la régulation
de différents processus en réponse au développement ou a I'environnement. Par exemple,
le clivage protéolytique peut permettre I'activation de facteurs de transcription. C’est le cas,
notamment, pour les facteurs de transcription membranaires qui sont I'exemple d’un
controle et d’un ciblage précis du clivage protéolytique par la cellule. Ces facteurs de
transcription sont insérés dans la membrane et par conséquent inactifs. Le clivage de ces
facteurs de transcription membranaires va alors permettre leur libération et donc leur
activation (CHEN et al. 2008).

Dans le cas de notre protéine d’intérét, TFIIIA, le clivage protéolytique conduit a

I'inactivation de ce facteur de transcription. La protéine TFIIIA pleine longueur de 44 kDa,
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codée par le transcrit ES, correspond a la protéine fonctionnelle. Sa capacité a transcrire les
genes d’ARNr 5S in vitro a été démontrée (MATHIEU et al. 2003b). Le clivage protéolytique de
TFIIIA génére une forme plus courte de 34 kDa, TFIIIA-C. La position de I’anticorps Acl6 et le
poids moléculaire de TFIIIA-C laissent supposer que le clivage aurait lieu au niveau du doigt
de zinc 3. Nous avons montré qu’une protéine TFIIIA délétée de ses deux premiers doigts de
zinc (Trunc-TFIlIA) n’est pas capable d’induire I'expression des génes d’ARNr 5S dans un
systeme de transcription in vitro. Chez la levure, le doigt de zinc 1 est responsable du
recrutement de TFIIIC et donc de I'ensemble du complexe de transcription pol Il (ROTHFELS et
al. 2007). La protéine TFIlIA-C, ne possédant pas les doigts de zinc 1 et 2 indispensables a la
transcription, ne peut donc pas posséder l'activité transcriptionnelle de TFIIIA. Chez
Arabidopsis, le clivage protéolytique de TFIIIA permet donc a la cellule de réguler le taux de
protéine TFIIIA fonctionnelle en fonction des stades de développement et de ses besoins en
ARNr 5S. Ce clivage est donc un niveau supplémentaire de la régulation de I'expression des
genes d’ARNr 5S.

Le facteur de transcription des genes d’ARNr 45S est lui aussi clivé chez Arabidopsis
thaliana. En effet, trois isoformes de la nucléoline, AtNUC-L1, (82, 67, 46 kDa) sont détectées
avec un anticorps anti-nucléoline (PONTVIANNE et al. 2007). Contrairement a TFIIIA dont on
sait que la forme de 44 kDa est la forme fonctionnelle, I'isoforme fonctionnelle de la
nucléoline est inconnue. Il serait intéressant d’étudier la cinétique d’accumulation des trois
isoformes de la nucléoline dans les mémes fenétres de temps étudiées pour TFIIIA, chez
Arabidopsis. Associée aux profils d’accumulation des ARNr 45S, cette étude pourrait nous
éclairer sur les roles de ces différentes isoformes. Chez le xénope, le clivage de la nucléoline
a également été mis en évidence. Il semble d’ailleurs que ce clivage protéolytique soit
nécessaire a la transcription des génes d’ARNr 45S (CAIZERGUES-FERRER et al. 1987; CAIZERGUES-
FERRER et al. 1989; WARRENER and PETRYSHYN 1991). Le clivage de la protéine TFIIIA de xénope,
in vitro, avait déja été suggéré en 1986 par Kmiec et al. (Kmiec and WoRCEL 1986). Ces
observations montrent donc l'importance de la régulation précise des genes d’ARNr en
controlant notamment les taux de leurs facteurs de transcription fonctionnels, que ce soit

chez les plantes ou les animaux.

124






Discussion et Perspectives

IV.1. Les acteurs responsables du clivage de TFIIIA

Bien que la position approximative du clivage ait pu étre déterminée a partir de la
position des anticorps et du poids moléculaire de la protéine TFIIIA-C, la protéase
responsable de ce clivage ne peut étre clairement identifiée. En effet, le nombre de genes
codant pour des protéases chez Arabidopsis thaliana dépasse les 800 ; elles sont réparties en
60 familles (VAN DER HOORN 2008). Bien que I'impact de la mutation de certaines d’entre elles
donne un phénotype marqué, la majorité des protéases n’a pas été caractérisée et I'étude
de leur mécanisme d’action a juste commencé. De plus, malgré I'abondance et I'implication
biologique importante des protéases dans la vie de la plante, peu de substrats naturels de
ces protéases sont aujourd’hui connus (TSIATSIANI et al. 2011).

Le clivage protéolytique aurait lieu au niveau du doigt de zinc 3, au vu de la position
des anticorps et du poids moléculaire de TFIIIA-C, il doit certainement résulter de I'action
d’'une endopeptidase. TFIIIA possede des doigts de zinc de type Cys,His,. Les cystéine-
protéases utilisant une cystéine comme cible de la protéolyse, la protéine TFIIIA pourrait
étre une cible potentielle de ces protéases. Cependant, environ 140 protéases ont été
identifiées comme appartenant a cette classe (VAN DER HOORN 2008). Ce nombre reste donc

trop important pour tester ces protéases comme des candidats potentiels.

IV.2. Roles potentiels des formes clivées

Il est évident que la fonction principale du clivage protéolytique de TFIIIA, chez
Arabidopsis, est de réguler le taux de protéine fonctionnelle. Cependant, TFIIIA-C est
retrouvée de fagon stable dans les tissus. Cette protéine contient certainement les six
derniers doigts de zinc de TFIIIA. Ces doigts de zinc, chez le xénope et la levure, permettent
la fixation de I’ADNr et de ’ARNr 5S. Or, nous avons montré qu’une protéine contenant les
sept derniers doigts de zinc est capable de lier a la fois ’ARNr 5S et ’ADNr 5S, toutefois, avec
une affinité moindre que TFIIIA et sans pour autant activer la transcription des genes 5S,
chez Arabidopsis (VAILLANT 2006).

Nous pourrions imaginer que, du clivage de TFIIIA, résulte un répresseur de
I’expression des genes d’ARNr 5S. TFIIIA-C pourrait en effet se fixer au niveau des genes 5S

notamment pendant la phase de réorganisation de la chromatine d’ADNr 5S, empéchant

125






Discussion et Perspectives

ainsi leur transcription, ou bien entrer en compétition avec la protéine active TFIIIA tout au
long du développement. Il serait intéressant de tester I'effet d’'une compétition entre TFIIIA

et TFIIA-C, sur I'expression des genes d’ARNr 5S, dans un systeme de transcription in vitro.

Perspectives

La chromatine d’ADNr 5S a la particularité d’étre répartie en trois domaines
relativement distincts dont on suppose qu’ils sont en relation avec I'expression des genes
d’ARNr 5S:

- l'euchromatine, ou, en contexte sauvage, seuls les genes d’ARNr 5S majoritaires

exprimés sont localisés,

- I'hétérochromatine dite facultative, ou les génes 5S minoritaires a 1 ou 2
mutations sont exprimés dans des mutants de méthylation ou dans des tissus
accumulant de grandes réserves d’ARNr 5S; ces unités ont donc un role de
réserves,

- I’hétérochromatine constitutive, ou sont localisées les unités 5S les plus mutées,
qui ne sont jamais exprimées, qui pourraient intervenir dans le maintien de la

stabilité du génome.

Par des expériences de ChIP réalisées avec un anticorps anti-TFIIIA, en contexte sauvage ou
mutant pour la structure de la chromatine, I'état transcriptionnel des genes d’ARNr 5S
pourra ainsi étre déterminé et associé au statut de la chromatine d’ADNr 5S. Ceci sera
particulierement intéressant pour la région hétérochromatique facultative de ces geénes pour
laquelle il serait intéressant de savoir si TFIIIA est toujours présent sur ces genes ou
seulement lorsqu’ils sont transcrits ?

D’une fagon plus générale, au dela de I'analyse de I'expression de la protéine TFIIIA et
des genes d’ARNr 5S a différentes étapes du développement, cette thése a permis de mettre
au point plusieurs outils (différentes lignées étiquetées, anticorps...) qui pourront, a terme,
étre utilisés dans les nouvelles thématiques de I'équipe. En effet, actuellement deux
nouvelles thématiques, utilisant les connaissances que nous avons accumulées sur ’ADNr 5S,

sont en train de se développer.
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La premiere concerne l|'étude des variants d’histone H3 ainsi que de leurs
chaperonnes, et leur implication dans les premiers jours du développement de la plante.
L’'un des objectifs de cet ces travaux de recherche est de déterminer quels variants d’histone
H3 sont incorporés dans les nucléosomes au cours des différentes étapes de la
réorganisation de la chromatine et de déterminer si certains variants sont associés a la

eme

reprise de la transcription des genes d’ARNr 5S a partir du 4™ jour post-germination.

La deuxieme thématique est I'étude des composants impliqués dans I'architecture
nucléaire et I'’étude du positionnement de I'hétérochromatine a l'intérieur du noyau. La
protéine TFIIIA et les genes d’ARNr 5S pourraient répondre a certaines des questions de
cette thématique. En effet, il semblerait que les genes d’ARNr 5S transcrits soient localisés
aux alentours du nucléole, lieu d’assemblage des ribosomes et de la transcription des genes
d’ARNr 45S (FRANSZ et al. 2002; MoNTIN et al. 1999). Des expériences d'immunocytologie sur
des noyaux de cellules d’Arabidopsis avec les anticorps anti-TFIIIA mis au point au cours de

cette thése mais aussi l'utilisation des différentes lignées étiquetées pourraient permettre

de localiser précisément les genes d’ARNr 5S exprimés a l'intérieur du noyau.
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l. Plantes et conditions de cultures

I.1. Conditions de culture classique

Des graines d’Arabidopsis thaliana, écotype Columbia, sont semées soit sur terreau
puis cultivées en serre avec une photopériode de 18h a 22°C, soit sur milieu de germination
MS (MS salt, Duchefa biochimie) supplémenté avec 1% de saccharose et 8% de BactoAgar,
ajusté a pH 5,7, puis cultivées en chambre de culture a 23°C avec une photopériode de 16h,
apres synchronisation des graines 2 jours a 4°C. Les cotylédons sont collectés a 2, 3, 4, 5 et
10 jours apres la germination. Pour I'étude de plantule entiere de 10 jours, seule la partie
aérienne est conservée, les racines sont supprimées. La premiere paire de feuilles a se
former apres les cotylédons est récoltée de 2 a 5 jours aprés son émergence. Les fleurs, les

siliques et les graines sont récoltées sur des plantes cultivées en serre, sur terreau.

I.2. Conditions de stress

Des graines de plantes sauvages d’écotype Columbia, de plantes de la lignée
complémentée par le transcrit ES seul, ES-plantes, et de la lignée complémentée par le géne
TFIIIA, geno-plants, sont semées sur le milieu MS classique, ou sur milieu MS supplémenté
par 50 mM ou 100 mM de NaCl ou 200 mM de mannitol. Les parties aériennes de ces

plantules, stressées ou non, sont récoltées 10 jours apres la germination.

I.3. Etablissement de lignées transgéniques

1.3.1. Construction des vecteurs d’intérét

Pour I'ensemble des constructions, la méme stratégie est utilisée. Les séquences
d’intérét sont amplifiées a partir d’ADN extrait de plante d’Arabidopsis thaliana d’écotype
Columbia dans le cadre d’une construction de type génomique ou a partir d’ARNm dans le
cadre d’une construction utilisant ’ADNc. Une fois le fragment ADN amplifié, il est dans un

premier temps cloné dans un vecteur pGEM®-T Easy (Promega) ou dans un vecteur pCR®-
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Blunt II-TOPO® (Invitrogen). Aprés vérification de sa séquence (GATC Biotech, Zurich,
Germany) le fragment est transféré dans le vecteur d’intérét.

Dans le cas des clonages pour les lignées : pORF1-Flag, pORF2-Strepll, pTFIIIA-Flag et
les lignées de complémentation par ES, El ou le gene TFIIIA entier, le clonage est réalisé
apres amplification des fragments d’intéréts a I'aide d’oligonucléotides contenant des sites
de restrictions judicieusement choisi.

Dans le cas des lignées: RNAI-El et pHis-TFIIIA, le clonage est réalisé selon la
stratégie de LR recombinaison. Pour cela, le fragment d’intérét (I’exon alternatif ou I’ADNc
complet de ES) est cloné dans un plasmide de type pDONR entre les sites de recombinaisons
AttL1 et AttL2, nécessaires a la réaction de LR recombinaison avant d’étre transféré dans le
vecteur d’expression choisi, portant des sites AttR1 et AttR1. La réaction de LR
recombinaison est réalisée avec le kit Gateway® LR ClonaseTM Plus Enzyme Mix (Invitrogen)
suivant les instructions du fournisseur.

Dans tous les cas, une fois l'insert inséré dans le vecteur final d’expression, des
bactéries E.coli de type DH5a ou One Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen) sont
transformées par choc thermique avec ce vecteur final puis mises a pousser sur milieu
sélectif (milieu contenant I’antibiotique de sélection du vecteur). Des minipréparations
d’ADN plasmidique sont réalisées sur les colonies ayant poussé sur milieu sélectif et la

présence de l'insert est vérifiée par digestion enzymatique.

1.3.2. Transformation de plantes

Le vecteur portant la construction d’intérét est introduit par électroporation dans la
souche d’Agrabocterium tumefaciens C58C1. Les agrobactéries transformées ont été
cultivées dans 5 ml de milieu 2YT (pré-culture) supplémenté en antibiotiques (Rifampicine 50
mg/ml, Gentamycine 100 mg/ml, antibiotique de sélection du vecteur 100 mg/ml). Apres 24
heures de pré-culture, 2 ml de la préculture sont incubés dans 200 ml de milieu 2YT avec 2
ml de MgS0O, 1M et supplémenté en antibiotiques (Gentamycine 100 mg/ml, antibiotique de
sélection du plasmide 100 mg/ml). La culture est mise sous agitation a 200 rpm et 28°C
jusqu’a obtention d’une DO, a 600 nm, comprise entre 0.6 et 0.8. La culture d’agrobactéries
est alors centrifugée a 4000 g pendant 10 minutes et le culot est repris dans 100 ml de

milieu d’infiltration (Cf. Annexe). Les transformations de plantes d’A. thaliana d’écotype
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Columbia sont faites sur des plantes adultes d’environ 4 semaines apres que la premiere
hampe floral ait été coupée afin d’induire la pousse d’hampes secondaires et donc d’obtenir
plus de bourgeons. La méthode utilisée pour la transformation est dite du « floral dip »
(BEcHTOLD and PEeLLETIER 1998). Les inflorescences des plantes sont alors trempées pendant 5
a 10 secondes dans le milieu d’infiltration qui contient les agrobactéries porteuses du

vecteur (Cf Annexe). Les plantes sont laissées dans la serre jusqu’a obtention de graines.

1.4. La lignée mutante TFIIIA

La lignée mutante TFIIIA utilisée au cours de ma these est une lignée d’insertion T-
DNA. Cette lignée SALK_008626 est issue de la collection de mutants SALK. Le T-DNA est

inséré au niveau de I'exon 5 du gene TFIIIA.

Il. Etude de I’expression des transcrits ES et El et de I'accumulation des ARNr

58

I1.1. Extraction d’ARN totaux

Pour les extractions de cotylédons, de plantules entiere et de fleurs, 50 a 100 mg de
tissus sont homogénéisés dans un tube eppendorf avec du sable et 500 ul de tampon
guanidine (Cf. Annexe). L'ARN est purifié par deux étapes d'extraction phénol/CIA, puis
précipité au moins 20 minutes a -20°C en présence de 0,2 volume d'acide acétique 1M et 0,7
volume d'éthanol 100%. Apres 30 minutes de centrifugation a 4°C et 10000 rpm, le culot est
lavé avec 1 ml d'éthanol 70%, puis repris dans 30 ul d'eau traitée au DEPC.

Les siliques et les graines sont des tissus riches en lipides et protéines de stockages
qui nécessitent un autre protocole d’extraction au LiCl. Les ARN sont extraits selon le
protocole décrit par Vicient et al. (VICIENT and DEeLSENY 1999). Environ 100 mg de tissus sont
broyés dans de l'azote liquide. Le broyat est incubé dans du tampon d’extraction
préalablement refroidi a -20°C, toute une nuit sous agitation a 4°C (Cf. Annexe). Aprés une
rapide centrifugation, le surnageant est centrifugé 30 minutes a 4°C et 13000 rpm. Le culot

est lavé avec 1 ml d’éthanol 70%, et repris dans tampon de solubilisation (Cf. Annexe). L’ARN
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Figure 30 : Le couple d’amorces TFIIA17/TFIIIA18 permet d’amplifier les deux

transcrits du géne TFIIIA, ES et El.

A. Les amorces TFIIIA17 et TFIIIA18 sont situées de part et d’autre de I'exon alternatif
« 5S-like » représenté, ici, par le rectangle bleu foncé. L'amorce TFIIIA17 est
située dans l'exon 2 et I'amorce TFIIIA18, dans lI'exon 3. Les exons sont
représentés par les rectangles bleus et les introns par les traits noirs.

B. Lors d'une méme réaction de RT-PCR, les deux transcrits, ES et El, vont étre
amplifiés par le couple d’amorces TFIIIA17/TFI1IA18, et sont distincts en taille.
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est alors purifié par deux étapes d’extraction phénol, une étape d’extraction phénol/CIA et
deux extractions CIA. La derniére phase aqueuse est précipitée avec 0,1 volume de NaAc 3M
et 1,5 volume d’éthanol 100%. Apres 30 minutes de centrifugation a 4°C et 13000 rpm, le
culot est repris dans 0,5 ml de NaAc 3M. Une nouvelle centrifugation de 10 minutes a 4°C et
13000 rpm permet d’obtenir un culot qui sera lavé avec 1 ml d’éthanol 70% et resuspendu
dans environ 50 pl d’eau traitée DEPC.

Les ARN obtenus sont dosés a I'aide d’un nanodrop (Thermo Scientific).

11.2. Analyse de I’expression des transcrits ES et El par RT-PCR semi-quantitative

Des aliquots de 2 ug d’ARN totaux sont traités avec le kit DNase RQ1 (Promega), dans
le but d’éliminer les traces d’ADN contaminant. 100 ng des ces ARN traités a la DNase
servent de matrice a une RT-PCR semi-quantitative via le kit OneStep RT-PCR (Qiagen). Dans
le but détecter une contamination résiduelle en ADN, une PCR contréle est réalisée sans la
premiére étape de transcription inverse. Afin de conserver le ratio ES/El observé dans un
stade ou tissus donné tels qui sont dans ce stade ou tissus, un seul couple d’amorces a été
choisi pour amplifier les deux cDNA en une méme réaction de RT-PCR. En effet, I'utilisation
de deux couples d’amorces différents aurait entrainé le risque d’une efficacité
d’amplification différente selon les couples d’amorces et donc créé un biais dans I'analyse
des expressions des deux transcrits. Les amorces choisies sont situées de part et d’autre de
I’exon alternatif, ce qui permet d’amplifier les deux transcrits ES et El en une seule réaction
et de les distinguer par leur taille (Figure 30). L’actine a été utilisée comme contréle interne
a ces expériences de RT-PCR. Les conditions d’amplifications sont décrites dans le tableau 3
et les amorces utilisées sont données dans le tableau 4.

Aprés migration sur gel d’agarose coloré au BET (Bromure d’éthidium), les gels sont
photographiés grace a un imager Versadoc (Bio-Rad Laboratories) puis quantifiés avec le

logiciel Quantity One (Bio-Rad).

11.3. Etude de I’accumulation des ARNr 5S par Northern Blot

L’analyse de I"'accumulation des ARNr 5S est réalisée par Northern Blot suivant les

procédures standard. 5 ug d’ARN totaux sont fractionnés sur un gel d’agarose 1% contenant
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Tableau 3 : Conditions de RT-PCR selon le kit OneStep RT-PCR (Qiagen)

RT 50°C 30 min 1 cycle
Activation . .
PCR 95°C 15 min 1 cycle
95°C 30
T Ao ee 30 z TFIIA17/18 ACT2F/2R
PCR . 29 cycles 26 cycles
72°C 30s
72°C 10 min 1 cycle
Tableau 4 : Amorces utilisées
Nom de Tm Géne Taille de
Sequence
I’'amorce utilisé cible | 'amplification
TFIIA 17 | CTCACTTGAAGCAGCATATGC ES= 474 pb
58°C TFIIA
TFIIIA 18 | TCCTGATGCTTTTGAAGCTGTG EI=629 pb
ACT2F CCTTGTACGCCAGTGGTCG
52°C | Actine 2 666 pb
ACT2R CTCGGCCTTGGAGATCCAC
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1,9% formaldéhyde (Cf. Annexe). Les ARN sont ensuite transférés sur une membrane
Hybond- N (Ge Healthcare Biosciences) par capillarité toute une nuit dans du tampon SSC
10X. Les membranes sont hybridées avec une sonde ARNr 5S ainsi qu’avec une sonde unique
RAN, en guise de controle interne. Les ARNr 5S étant plus abondants que les ARN RAN, la
sonde RAN est hybridée en premier. Les sondes sont marquées avec du [o->’P] dCTP
radioactif avec le kit Megaprime DNA labelling system (Amersham) suivant les instructions
du fournisseur. Pour la quantification, un phosphoimager Molecular Imager FX (Bio-Rad) et

le logiciel Quantity One (Bio-Rad) sont utilisés.

lll. Etude de la protéine TFIIIA

lll.1. Extraction protéique

Les tissus récoltés, environ 500 mg, sont broyés a 4°C dans du tampon d’extraction
froid (Cf. Annexe). Les échantillons sont ensuite centrifugés 30min a 14 000 rpm, a 4°C. Les
protéines solubles contenues dans le surnageant sont dosées selon la méthode Bio-Rad

Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).

11l.2. Western blot

Le Western blot est réalisé selon les procédures standard. 40 ug d’extrait total de
protéines sont séparées sur un gel de polyacrylamide dénaturant a 10% (Tris-glycine-SDS)
dans du tampon de migration (Cf. Annexe), a 200 V constant pendant environ 1h30 puis
transférés sur une membrane de nitrocellulose (Hybond ECL, GE Healthcare) par un transfert
semi-sec (Trans-Blot Semi-Sec Bio-Rad) dans du tampon de transfert (Cf. Annexe), 45 min a
15 V constant. La qualité des dépdts et du transfert est vérifiée par une coloration de la
membrane au Rouge Ponceau 0,1%. Une fois rincée dans du PBS-T, la membrane est saturée
pendant une heure a température ambiante avec du PBS-T/Régilait 5% puis incubée toute
une nuit a 4°C avec les anticorps polyclonaux de lapins Ac16 (dilution au 1/2000) ou Acl7
(dilution au 1/1000). Aprés 3 ringages de 5 min dans du PSB-T, la membrane est incubée une

heure a température ambiante avec un anticorps anti-IgG de lapin couplé a la HRP (GE
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Healthcare) (dilution au 1/10000) dans du PBS-T/régilait 5%. La révélation de la membrane
se fait avec le kit ECL+ Western Blotting Detection Reagents (Ge Heathcare) selon les
instructions du fournisseur. La membrane est ensuite exposée avec un film
autoradiographique (Hyperfilm MR Amersham) pour une durée variable selon les anticorps.
Afin de pouvoir normaliser les résultats, la membrane est ensuite hybridée avec un anticorps
monoclonal anti-actine (Sigma) (dilution au 1/2000) dans du PBS-T/Régilait 5% et incubée
une nuit a 4°C. Elle est ensuite révélée avec un anticorps anti-IgG de souris couplé a la HRP
(Ge Heathcare) (dilution au 1/10000). La membrane est révélée avec le kit ECL Western
Blotting Detection Reagents (Ge Heathcare) selon les instructions du fournisseur, et exposée
avec un film autoradiographique. Les films obtenus pour les différents anticorps sont
scannés et analysés avec le logiciel Quantity One.

Une analyse a également été réalisée avec un anticorps dirigé contre la partie N-
terminale de AtTFIIIA, I'anticorps Acl8, suivant le méme protocole décrit précédemment.
Cependant, les extraits sont séparés sur gel de polyacrylamide a 15%. Pour cela, I'anticorps
Acl18 est utilisé a la dilution suivante : 1/2000 et révélé avec le kit ECL Western Blotting

Detection Reagents (Ge Heathcare).

l11.3. Les anticorps anti-TFIIIA

Trois anticorps dirigés contre trois peptides différents de TFIIIA sont disponibles au
laboratoire (Figure 20 partie Résultats). Ces anticorps ont été fabriqués par Eurogentec
(Angers, France).

L'anticorps polyclonal de lapin Acl6 est dirigé contre la séquence peptidique
(CKGDDDKEKSGSGG) située entre les positions 169 et 182 de la région centrale de AtTFIIIA,
entre les doigts de zinc 4 et 5.

L'anticorps polyclonal de lapin Acl7 est dirigé contre la séquence peptidique
(CGDFVETDEDFTSRPR) située entre les positions 278 et 293 de la partie C-terminale de
AtTFIIIA, apres le doigt de zinc 9.

L'anticorps polyclonal de lapin Acl8 est dirigé contre la séquence peptidique
(AEEAKVDVKTSAKKD) située dans la partie N-terminale de AtTFIIIA entre les positions 2 et

16, en amont du doigt de zinc 1.
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l1l.4. Séquengage par LC-MS/MS

Les protéines de la partie aérienne d’une plantule de 10 jours ont été extraites
comme mentionné en lll.1. . Deux migrations sur gel en paralléle, de ce méme extrait total
ont été réalisées. L'un des gels a été coloré au bleu de Coomassie et I'autre gel a servi a
réaliser un western blot avec I’Ac17 pour détecter TFIIIA et TFIIIA-C, selon le protocole
présenté en IIl.2. Une fois la révélation du western blot réalisée, la bande de gel de
polyacrylamide correspondant a la zone de détection de TFIIIA-C sur le western blot, a été
prélevée sur le gel coloré au bleu de Coomassie et utilisée comme source pour la LC-MS/MS.
L'ensemble de I'expérience a été réalisé en conditions « keratin-free » afin de limiter les
contaminations en kératine qui auraient pu empécher par la suite I'analyse des résultats. La
LC-MS/MS a ensuite été réalisée par la plateforme « spectrométrie de masse et

métabolisme » de I'INRA Clermont / Theix.

l11.5. Traitement de plantules au MG132

Le MG132 est un inhibiteur de la voie ubiquitine-protéasome 26S. Des plantules
entieres de 10 jours ont été transférées en milieu liquide MS a 1% saccharose, contenant des
concentrations finales de MG132, de 10 uM ou de 50 uM. Le MG132 étant un composé qui
se dissout dans du DMSO, des plantules témoins ont donc également été transférées dans
un milieu supplémenté avec des quantités équivalentes en DMSO seul. Les plantules ont été
incubées a température ambiante sous agitation. Elles ont ensuite été récoltées 4 heures ou
8 heures apres le transfert. L’extraction protéique ainsi que I'analyse par western blots ont

été réalisées comme indiqué en Il.1 et Il.2, respectivement.
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ABSTRACT

The ribosomal RNAs 18S, 5.8S and 25S, which result from the 45S precursor, together with
5S rRNAs, are central components of the ribosome. The integration of one molecule of each
ribosomal RNA per ribosome necessitates an elaborate coordination between transcriptions of
the two ribosomal DNA (rDNA) families. Even though 5S rDNA is transcribed by RNA
polymerase III and 45S rDNA by RNA polymerase I, the two ribosomal DNA families
present certain similarities in their transcriptional regulation. This review aims to compare 5S
and 45S ribosomal RNA genes in the plant model Arabidopsis thaliana in terms of
organization, transcription and regulation, and draws parallels between the two rDNA
families.

Keywords: Arabidopsis, 5S ribosomal DNA, 45S ribosomal DNA, Transcriptional
Regulation
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Introduction

Biosynthesis of ribosomes monopolizes up to 80% of the cellular transcription activity.
Ribosome biogenesis in eukaryotic cells requires the concerted synthesis of RNAs by three
nuclear RNA polymerases. RNA polymerase II (Pol II) produces mRNAs that encode
ribosomal proteins. The genes encoding the 5.8S, 18S and 25S ribosomal RNAs, known as
458 ribosomal DNA (rDNA) in plants are transcribed in the nucleolus by RNA polymerase I
(Pol I), while 5S ribosomal RNAs are transcribed by RNA polymerase III (Pol III).
Ribosomal RNAs (rRNA) associate with around 80 proteins to form the 40S and 60S
ribosomal subunits (Figure 1A) (Korostelev and Noller 2007). Since one molecule of each
ribosomal RNA is integrated in a ribosome, stoechiometric amounts of rRNA need to be
produced which requires a tight coordination between synthesis of the RNA and protein
moieties of the ribosome (Laferte et al. 2006).

This review aims to compare 5S and 45S ribosomal RNA genes (named 5S and 45S genes in
this review) in the plant model Arabidopsis thaliana in terms of organization, transcription

and regulation, and illustrates the similarities between the two rDNA families.

Structure and localization of 5S and 45S ribosomal RNA genes

The Arabidopsis thaliana genome contains approximately 1000 copies of 5S genes per
haploid genome, which are arranged in tandem arrays located within the pericentromeric
heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5 in the Columbia accession (Figures 1B and 2)
(Campell et al. 1992). A typical 5S rDNA unit is 500 bp-long and consists of a 120 bp
transcribed sequence, with an internal promoter and an approximately 380 bp intergenic
spacer. Transcription by Pol III gives rise to a 120 nt 5S rRNA (Cloix et al. 2002) which is
integrated into the large subunit of the ribosome. Its transcription requires the 5S rDNA-
specific transcription factor IIIA (TFIIIA) which binds to the internal promoter composed of

three conserved elements Box A, Intermediate Element and Box C (Bogenhagen et al. 1980;
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Cloix et al. 2000). The Arabidopsis internal promoter shows high sequence similarity with the
one in Xenopus 5S RNA genes (Bogenhagen et al. 1980; Cloix et al. 2000).

The 45S genes are tandemly repeated at nucleolar organizer regions (NORs), termed as such
because the nucleolus, the site of ribosome synthesis, is organized around rRNA genes during
interphase (Lam et al. 2005; Shaw and Doonan 2005). Around 570-750 copies of 45S genes
per haploid genome are arranged in head to tail tandem arrays located at the tips of the short
arms of chromosomes 2 and 4 (NOR 2 and 4) in Arabidopsis (Figure 1B) (Copenhaver et al.
1995; Copenhaver and Pikaard 1996). Each rRNA gene transcription unit is ~10 kb-long and
consists of sequences encoding a precursor transcript that includes the structural rRNAs (188,
5.8S, 25S), the Internal Transcribed Spacers (ITS) and the External Transcribed Spacers
(ETS) (Figure 2). The rRNA gene units are separated from the adjacent gene in the array by
an Inter Genic Spacer (IGS) (Sdez-Véasquez and Echeverria 2006). Transcription by Pol I
gives rise to a precursor or pre-tRNA, which is then processed into the 18S, 5.8S and 25S
rRNA mature forms (Gruendler et al. 1991; Gruendler et al. 1989; Unfried et al. 1989),
integrated in the ribosome (Figure 1A). Transcription starts from the promoter localized in the
IGS. The sequences extending from —55 upstream to +6 downstream from the transcription
start site (+1) are sufficient to program minimal and accurate Pol I transcription initiation in
A. thaliana (Doelling et al. 1993; Doelling and Pikaard 1995). Nucleolin, a nucleolar protein,
plays a role in Pol I transcription and processing of 45S pre-rRNA (Gaume et al. 2011;
Mongelard and Bouvet 2007).

In Arabidopsis, 5S and 45S arrays are physically separated. Wicke et al. (2011) recently
reported that the physical linkage of all rRNA genes observed in streptophyte algae, mosses
and lycophytes may be regarded as the ancestral state of rDNA organization within land

plants.
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Only some of the ribosomal DNA loci are active

Eukaryotes contain thousands of rRNA genes, and it has been believed that the number of
these genes far exceeds the number expected to be required to supply ample cytoplasmic
rRNA (Rogers and Bendich 1987) and excess copies are transcriptionally repressed. Indeed,
heterochromatic chromocenters (CC), that can easily be observed as bright DAPI-positive
domains with fluorescence microscopy (Figure 2), and which are sites where heterochromatin
coalesces (Fransz et al. 2002), include centromeric repeats, other heterochromatic repeats and
silent TRNA genes (Costa-Nunes et al. 2010). From these observations, the following
questions arose: what distinguishes active and silent rRNA genes, do they differ in primary
sequence and how is their differential regulation achieved?

In the A. thaliana Columbia accession, only two 5S rDNA arrays are transcribed. In vivo and
in vitro results failed to show expression of the 5S genes from chromosome 3 and from the
small locus of chromosome 5. Only 5S genes from chromosome 4 and from the large locus on

chromosome 5 are expressed (Figure 1B) (Cloix et al. 2002; Cloix et al. 2003).

Selective activation of ribosomal DNA variants

In addition to the presence of silent rDNA loci, the active loci themselves contain transcribed
and repressed rRNA genes. Indeed, variants of both 5S and 45S genes have been identified in
the genome of A. thaliana. These gene variants show length or sequence heterogeneity.

Both active 5S-repeat clusters, on chromosome 4 and the left arm of chromosome 5 in the
Columbia accession, contain transcribed and repressed 5S genes. In most of the tissues from
adult wild-type plants, only major 5S genes are expressed whereas minor/heterogenous genes,
which diverge from major ones from one up to several nucleotides, are repressed (Mathieu et
al. 2003a). The terms major and minor/heterogenous refer to the transcriptional activity.

While major 5S genes contribute majorly to the 5S rRNA pool as opposed to the minor ones,
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they only represent 20% of the 5S genes in both active 5S-repeat clusters. This illustrates that
only a fraction of the 5S genes is actually expressed. However, in the seed, a tissue in which
large quantities of 5S rRNA accumulate, 5S rRNA heterogeneity is observed. Therefore,
expression of the minor genes varies, depending on tissues and/or developmental stages,
suggesting the existence of mechanisms which dictate the «on » and « off » state of the
corresponding minor/heterogenous 5S genes.

Interestingly, 5S genes whose organization has been analyzed for the pericentromeric 5S
locus on chromosome 5 are not randomly positioned along the 5S array. This analysis
revealed an increasing number of mutations along the 5S locus (AGI 2000; Cloix et al. 2002;
Vaillant et al. 2008). This suggests that 5S major genes, constitutively transcribed, reside at
the euchromatic side of the 5S array. The most mutated 5S genes (containing 3 to 10
mutations in their coding sequence) at the centromere-proximal side of the 5S locus are
repressed. Indeed, we never recovered 5S ¢cDNA with more than 2 nucleotide substitutions
among the thousands of 5S cDNA sequences we have analyzed (Tourmente, personal
communication).

At least four 45S rDNA variants also exist in the Columbia accession. Sequencing analysis of
3'ETS sequences (Figure 2) indicates that A. thaliana contains three major 45S gene variants,
VARI, VAR2 and VAR3 representing respectively 48, 30 and 22% of total 45S genes, and the
very low copy number VAR4 (Pontvianne et al. 2010). Remarkably, VAR2, 3 and 4 are
expressed in WT plants, however we do not know whether all copies are transcribed, whereas
the most highly represented VARI is inactive. However, VAR is transcribed in germinating
seeds or chromatin mutants (Pontvianne et al. 2010) demonstrating its transcription ability.
This illustrates that only part of the 45S genes is expressed. Whether these variants localize to

NOR?2 and/or NOR4 is currently unknown.
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Taken together, for both rDNA families, some DNA variants are selectively activated while
others are repressed. This raises the question of the biological relevance of these gene variants
in the Arabidopsis genome.

In yeast, inactive ribosomal RNA genes are required as a landing platform for cohesion
complexes and in this way they help to ensure genetic stability of the ribosomal locus (Ide et
al. 2010). We also observed that a large fraction of 5S and 45S genes is never transcribed.
Therefore, a similar role for the rDNA loci in genome stability can also be envisaged in

Arabidopsis.

Loops of active, euchromatic, 5S and 45S genes

The work of Fransz et al. (2002) revealed a relatively simple organization of chromosomes
within Arabidopsis nuclei with chromosome territories consisting of a single repeat-rich,
heterochromatic CC, from which gene-rich, euchromatic loops emanate. The presence of
transcribed and repressed rRNA genes inside a locus implies differential regulation acting at
these two genes fractions. Fluorescence in situ hybridization (FISH) revealed that a large
fraction of 5S rDNA colocalizes with heterochromatin whereas another fraction forms loops
that emanate from the heterochromatic CC in leaf nuclei (Figure 2) (Mathieu et al. 2003a).
Since only major 5S rRNA was recovered in this tissue, the transcribed major 5S genes
presumably reside in the 5S loops whereas the fraction residing in the heterochromatic CC is
considered silent. Coherently, immunosignals obtained with antibodies directed against
dimethylated lysine 9 of histone H3 (H3K9me2), a repressive mark, are clustered at the CC.
5S rDNA loops are less labeled with H3K9me2, and enriched for histone H3 acetylated at
lysine 9 and methylated at lysine 4 suggesting a euchromatic structure permissive for

transcription (Mathieu et al. 2003a).
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The nucleolus is a substructure that results from expression of 45S genes. It is formed around
the NORs during transcription by Pol I (Figure 2) (Saez-Vasquez and Medina 2008). Indeed,
a loop of decondensed 45S rDNA repeats that originates from the NOR has been observed in
the nucleolus (Probst et al. 2004). Excess, inactive 45S genes are highly condensed and
sequestered in heterochromatin at the external periphery of the nucleolus (Raska et al. 2004;
Saez-Vasquez and Medina 2008; Shaw and Jordan 1995).

These results provide evidence that for both rDNA families, a fraction of the genes "escapes"
from heterochromatin to be transcribed.

Transcription by Pol I but also maturation steps of the precursor are performed in the
nucleolus. There is now extensive evidence of 5S gene clusters at chromosomal locations
distant from the 45S rDNA that preferentially associate with the nucleolus or nucleolar
periphery (Haeusler and Engelke 2006; Montijn et al. 1999). Whether this is the case in

Arabidopsis merits investigation.

Nucleolar dominance and repression of ribosomal RNA genes are mediated by
epigenetic mechanisms

As reported above, the repression of rRNA genes is mediated by a heterochromatic structure
in Arabidopsis. DNA in heterochromatin is heavily methylated and contains repressive
histones marks.

One of the earliest recognized epigenetic phenomena, nucleolar dominance describes the
transcription of 45S genes inherited from only one parent in genetic hybrids. The
phenomenon is widespread, occuring in insects, amphibians, mammals and plants (reviewed
in McStay 2006; Tucker et al. 2010). Therefore, nucleolus forms around rRNA genes
inherited from only one progenitor, whereas the other progenitor's rRNA genes are silent

(Chen and Pikaard 1997). Nucleolar dominance has been well described in Arabidopsis
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suecica, the allotetraploid hybrid of A. thaliana and A. arenosa (Chen et al. 1998). In this
hybrid, the entire A. thaliana-derived NORs are selectively silenced, enriched for the
heterochromatic mark H3K9me?2 and depleted for the euchromatic mark H3K4me3. However,
only a subset of the dominant A. arenosa 45S genes is active, decondensed and associated
with H3K4me3 whereas the remaining excess, inactive fraction is heterochromatic and
associated with H3K9me2 (Lawrence et al. 2004). HDT1 and HDAG6, two histone
deacetylases and DRM2 (DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2) a de
novo methyltransferase, are required to maintain DNA hypermethylation at the promoters of
silenced genes, whereas acetylated histones H3K9, H3K14 and tetra-acetylated histone H4
(K5, K8, K12 and KI16) are associated with active promoters whose cytosines are
hypomethylated (Earley et al. 2006; Lawrence et al. 2004). RNAi-mediated knockdown of
RDR2 (RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2), DCL3 (DICER like protein) or
DRM2, components of the RADM (RNA-directed DNA methylation) pathway (Matzke et al.
2009), disrupts the silencing of the A. thaliana-derived rRNA genes in A. suecica. RNAi
mediated knockdown of MBD (Methylcytosine Biding Domain) protein genes revealed that
MBD6 and MBDI10 are also required for A. thaliana-derived rRNA gene silencing in A.
suecica. In agreement with these results, small RNAs corresponding to the rRNA gene
promoter and intergenic regions are eliminated in DCL3-RNAi lines and are depleted in
RDR2-RNAI plants, suggesting a role for the siRNAs in the selective silencing of A. thaliana-
derived rRNA genes (Costa-Nunes et al. 2010; Preuss et al. 2008; Tucker et al. 2010).

Interestingly, when silent A. thaliana-derived rRNA genes subjected to nucleolar dominance
are derepressed with aza-dC (an inhibitor of DNA methylation) or TSA (histone deacetylase
inhibitor), or by knockdown of required chromatin modifying activities, transcription of the
dominant set of A. arenosa rRNA genes also increases (Chen et al. 1998; Lawrence et al.

2004; Preuss et al. 2008). This suggests that the mechanisms responsible for the silencing of
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the underdominant genes are also silencing the subset of the dominant rRNA genes and that
nucleolar dominance is a manifestation of dosage control. However, there are probably
additional regulatory mechanisms. Indeed, knockdown of DDMI, which affects rDNA
methylation, does not release silencing of both A. thaliana-derived and A. arenosa-derived
rRNA genes in A. suecica (Preuss et al. 2008).

Such a dominance mechanism might also apply to 5S rDNA loci. However, the sequence of
the transcribed region of 5S rDNA units is highly conserved between accessions and
subspecies, preventing the analysis of a "potential 5S dominance" (Tutois et al. 2002).

In nonhybrid Arabidopsis thaliana, the RADM silencing pathway (Herr et al. 2005; Kanno et
al. 2005; Onodera et al. 2005; Pontier et al. 2005; Zhang et al. 2007) which mediates de novo
DNA methylation at asymmetrical CHH sites (Huettel et al. 2007; Wassenegger 2000, 2005)
participates to 5S and 45S genes repression involved in dosage control (Blevins et al. 2009;
Douet et al. 2008; Douet et al. 2009; Earley et al. 2006; Preuss et al. 2008). The following
section presents the common principles in transcriptional repression between 5S and 45S
rDNA.

Earley et al. (2010) analysed the molecular basis for 45S rDNA repression in A. thaliana. In
hda6 mutants, symmetric methylation at CG/CNG motifs is reduced (Earley et al. 2010).
Surprisingly, spurious Pol II transcription occurs throughout the intergenic spacers. The
resulting sense and antisense spacer transcripts facilitate a massive overproduction of siRNA
diced by two DICER proteins (DCL3 and DCL4) of the RADM pathway that, in turn, direct
de novo asymmetric cytosine methylation to the corresponding gene sequences. However, the
resulting de novo DNA methylation fails to suppress Pol I or Pol II transcription in the
absence of HDAG6 activity, and euchromatic histone modifications typical of active genes,
such as histone H3 acetylation and K4 methylation, accumulate. As a result, 45S rDNA is

decompacted and the 45S gene variant (VARI), normally inactivated, becomes transcribed.
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The results obtained for 5S rDNA allow to propose an analogous model of repression,
coherent with the stoichiometric needs of 5S and 45S rRNA.

In mutants for the maintenance METHYLTRANSFERASEl (metl-1) and
CHROMOMETHYLASE3 (cmt3-7), but also in seedlings treated with 5-aza C or in the
mutant of the chromatin remodeling factor DDM1, symmetric methylation at CG/CNG motifs
is reduced, and a silencing release of minor 5S genes is observed (Mathieu et al. 2003a;
Vaillant et al. 2007). In addition, a particular set of transcripts, termed 5S-210, that extend
into the intergenic spacer (IGS) downstream of 5S RNA genes overaccumulate in metl and
ddml mutants (Vaillant et al. 2006). These transcripts are the precursors of 5S siRNA and
consequently 5S siRNA which match to the IGS overaccumulate (Blevins et al. 2009),
leading to enhanced RdDM and increased de novo methylation (Blevins et al. 2009) mediated
by DRM2 (Mathieu et al. 2007) in these mutants. However, despite the 5S rDNA
asymmetrical hypermethylation in these mutants, 5S rDNA is hypomethylated at symmetrical
cytosines leading to derepression of minor 5S genes. In absence of HDA6, symmetrical CNG
methylation is decreased at 5S rDNA and a silencing release of minor 5S genes is observed
(Vaillant et al. 2007).

All the results obtained for 5S and 45S rDNA show that a combination of maintenance
symmetrical methylation patterns and de novo asymmetrical methylation patterns, mediated
by the RADM pathway, together with histone modifications, as for instance deacetylation
performed by HDAG, help to ensure the correct 5S and 45S genes repression and therefore the
correct gene dosage. In addition, in all the mentioned mutants, the total amount of mature
rRNA was not significantly affected, at least in nonhybrid Arabidopsis thaliana. This agrees

with idea that the 5S rDNA-specific TFIIIA is the limiting factor in 5S rDNA transcription
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(Mathieu et al. 2003a) and suggests a redistribution of the Pol III complexes on the 5S genes

(and eventually the Pol I complexes on 45S genes) in chromatin mutants.

A Pol V activity, RADM- independent, drives compaction of both 5S and 45S rDNA
Each of the two 58S arrays from chromosome 4 and 5 is a target of RADM, which contributes
to the selective repression of genes. In mutants of the RADM pathway, such as nrpd! (Pol IV
subunit), rdr2, drm2, ago4 or dcl3, a reduction of asymmetric methylation at each 5S array is
associated with the derepression of minor/heterogenous 5S genes at chromosomes 4 and 5;
however without 5S rDNA decompaction (Douet et al. 2009).

Interestingly, the 5S array from chromosome 4 (but not those from chromosomes 3 and 5) as
well as NOR loci (45S rDNA) are decompacted in cotyledons of nrpel and nrpe5a, mutants
of two Pol V-specific subunits, illustrating another common regulation process of 5S and 45S
rDNA. This decompaction is restricted to the Pol V-loss of function (Douet et al. 2009),
specific to the 5S array from chromosome 4 and is not associated with changes of 5S rDNA
asymmetric methylation. Indeed, this additional role of Pol V is Pol IV- and RdDM-
independent and therefore adds an additional level of regulation. This suggests that an
alternative pathway i.e. without Pol IV and RdDM partners exists to regulate organization and
expression of 5S (at chromosome 4) and 45S rDNA loci. It also suggests that the Pol V
complex might recruit other repressive epigenetic marks in addition to DNA methylation and
H3K9me?2 which is dependent on DNA methylation at CG sites (Mathieu et al. 2005).

Since there is a need in the plant kingdom for rapid, reversible changes in gene expression to
respond to growth demands or environmental changes, some of the rDNA repeats may be
specifically targeted for silencing as a mechanism to modulate or fine-tune total cellular

rDNA activity.
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Nucleolin controls 45S RNA gene transcription

The transcription of 45S rDNA by Pol I involves the transcription factor nucleolin which
represents an additional layer of regulation (Figure 2).

In eukaryotes, nucleolin is one of the most abundant non-ribosomal proteins in the nucleus.
Nucleolin plays a role in different steps of ribosome biogenesis, including Pol I transcription
and processing of 45S pre-rRNA (Gaume et al. 2011; Mongelard and Bouvet 2007). In
Arabidopsis, AINUC-L1 (a nucleolin-like protein) localizes in the nucleolus and plays a role
in 45S rDNA chromatin condensation and in controlling homeostatic tRNA gene expression
(Pontvianne et al. 2007). For that, AtNUC-L1 specifically binds rRNA gene promoter
sequences and directs rRNA transcription from the transcription initiation site (Pontvianne et
al. 2007). To demonstrate that AtNUC-L1 interacts with transcriptionally active 45S genes,
hda6 mutants have been used (Pontvianne et al. 2010). In hda6 plants, 45S rDNA chromatin
decondensation induces expression of VARI (normally repressed in WT plants). ChIP assays
revealed a specific and direct interaction of AtNUC-L1 with 5' and 3' ETS sequences of VARI
in the hda6 mutant only. However, AtNUC-L1 does not co-precipitate with Pol I subunits.
Interestingly, AtNUC-L1 seems to be required for rDNA symmetric methylation of
transcribed but not promoter sequences. Indeed, in Atnuc-LI plants methylation at CG (and in
some extent at CHG) decreases specifically in the 5S'ETS sequences (Pontvianne et al. 2010).
Considering the nucleosome remodeling activity of nucleolin proteins in mammals (Angelov
et al. 2006; Erard et al. 1988; Kharrat et al. 1991), it is rational to propose that binding of
ANUC-L1 to rRNA genes may be required to position nucleosomes in specific
transcriptional frames that determine the "on" or "off" state of rRNA genes. Many questions
remain, including mutual dependency and complex crosstalk among nucleolin proteins and

other functionally related protein factors, such as RdADM partners and HDAG6.
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Finally, in animals nucleolin localizes also in the nucleoplasm and might control Pol II
transcription (Mongelard and Bouvet 2007). In Arabidopsis plants, the transcriptomal analysis
of Atnuc-L1 mutant revealed accumulation and/or reduction of the level of different
transcripts transcribed by Pol II, including AtNUC-L2 (a second nucleolin-like protein) and
other small RNA (Pontvianne et al. 2007). The Atnuc-LI mutant also showed a significantly
reduced sugar-induced expression of ribosomal protein genes (Kojima et al. 2007). Therefore
we can expect that nucleolin protein from plants might also control expression of Pol III
genes. However to date whether or not Pol III transcription of 5S rRNA is affected in Atnuc-
LI has not been established. Consequently, it will be interesting to determine whether the

expression of major or minor/heterogenous 5S gene variants is modified in Atnuc-L1.

Transcriptional regulation of 5SS RNA genes by TFIITA

Transcription factor IIIA (TFIIIA) which was first isolated from Xenopus oocytes, contains
nine zinc finger domains and is required for transcription of the 5S RNA gene by Pol III
(Ginsberg et al. 1984). The protein binds specifically within the internal control region (ICR)
of the 5S RNA gene and to the 5S RNA product. Zinc fingers 4 to 7 are responsible for the
binding to 5S rRNA (Clemens et al. 1993) whereas fingers 1 to 3 are critical for the binding to
the 3'-portion of the internal promoter (C-box element) of the Xenopus 5S gene (Clemens et
al. 1992). In yeast, a second species where TFIIIA has been extensively studied, the ICR is a
surprisingly short control region relative to the ICRs of Xenopus and Arabidopsis which are
highly similar (Challice and Segall 1989; Cloix et al. 2000). Later, the TFIIIA protein, present
in every organism, has been characterized in several other species including Arabidopsis
thaliana where it binds both 5S rDNA and 5S rRNA. It shows remarkably poor conservation
of sequence (Mathieu et al. 2003b) and references therein) but except TFIIIA from S. pombe,

which contains a tenth finger, all proteins analyzed carry nine C2H2-zinc fingers.
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The Arabidopsis TFIIIA gene consists of seven exons, the third of which results from a 5S
RNA exonization in the gene that occured early in evolution of angiosperms. This exon,
which bears considerable similarity in its secondary structure to plant 5S rRNA (Fu et al.
2009; Hammond et al. 2009), is alternatively skipped or included to produce either of the two
transcript isoforms (Yoine et al. 2006). The ES (Exon-skipped) isoform encodes the fully
functional TFIIIA protein. Instead, the EI (Exon-inclusion) isoform is eliminated by the NMD
(nonsense mediated decay) pathway. Two groups (Fu et al. 2009; Hammond et al. 2009)
proposed a post-transcriptional negative feedback auto-regulation model specific to plant
TFIIA genes. The model stipulates that when TFIIIA protein levels are low, the alternative
exon is skipped, which results in an increase in the ES isoform and a consequent increase in
production of new TFIIIA protein. When in abundance, a greater fraction of the TFIIIA
transcripts is spliced into the unproductive isoform and then degraded through NMD, thereby
downregulating TFIIIA production. Hammond et al. (2009) demonstrated that ribosomal
protein LS directly binds the 5S rRNA-like structure of the alternative exon, which parallels a
known binding interaction between L5 and 5S rRNA (Szymanski et al. 2002). This binding
promotes exon skipping and is expected to promote production of the TFIIIA protein.

This model stipulates a quantitative regulation of the 5S rRNA transcription by TFIIIA and
illustrates the importance to control functional TFIIIA amounts in the cell. Given that during
development the needs for 5S rRNAs vary considerably, e.g. they strongly accumulate in the

seed, it will be interesting to test this model during plant development.

Post-germination chromatin remodeling of both 5S and 45S rDNA
The observation that the heterochromatin fraction in nuclei of cotyledons is much smaller at 2
day post-germination compared to 3 week-leaves provided evidence that chromatin is

reorganized during development to obtain mature heterochromatin (Mathieu et al. 2003a).
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Investigation of the chromatin structure by FISH, revealed a large-scale reorganization of 5S
rDNA chromatin during the first days of development, to obtain almost mature nuclei 5 days
post-germination (Douet et al. 2008).

Similarly, FISH experiments revealed that 45S rDNA is decompacted in nuclei of 2 day-
germinating seeds (Pontvianne et al. 2010), illustrating that 45S rDNA chromatin also
reorganizes during post-germination. Interestingly, the progressive chromatin reorganization
during the post-germination period leads to the mature rRNA transcription i.e. transcription
and repression of major and minor 5S genes respectively, as well as transcription of 45S

variants 2, 3, and 4 and repression of VARI.

TOR controls rRNA expression

The eukaryotic TOR (Target Of Rapamycin) pathway controls translation, growth and the cell
cycle in response to environmental signals such as nutrients or growth stimulating factors
(Hay and Sonenberg 2004; Menand et al. 2002; Schmelzle and Hall 2000). Studies in yeast
and animal cells have shown that TOR acts positively on the activity of the eIF4F translation
initiation complex and on the transcription of ribosomal protein and RNA genes therefore
promoting growth in nutrient sufficient conditions (Beretta et al. 1996; Berset et al. 1998;
Martin et al. 2004). In starvation conditions, TOR regulates the utilization of alternative
energy resources, allows autophagy and generally drives the cell towards survival pathways
(Beck and Hall 1999; Kamada et al. 2004). The antibiotic rapamycin was found to mimic
starvation responses in yeast through TOR inactivation and cell cycle arrest (Barbet et al.
1996). Rapamycin leads to the formation of a ternary complex by binding simultaneously to
TOR and to the FKBP12 protein (Choi et al. 1996).

However, Arabidopsis thaliana, and more generally land plants were found to be resistant to

rapamycin due to mutations in the FKBP12 protein, suggesting TOR specificities in plants in
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addition to conserved activities (Sormani et al. 2007). Indeed, TOR controls embryogenesis,
post-embryonic development and 45S rRNA production by phosphorylation of various
downstream targets in Arabidopsis. ChIP experiments have shown that TOR activates the
expression of 45S rRNA through binding to its promoter and mainly to its 5'ETS region (Ren
et al. 2011). Binding of TOR to the 5'ETS suggests a functional link between TOR and
AtNUC-L1. The kinase domain of TOR is essential for 45S rDNA transcription and AtNUC-
L1 might be a potential target. Although its phosphorylation by TOR has not been
demonstrated, nucleolin is a phosphoprotein that can be targeted by multiple kinases (Tuteia
and Tuteia 1998). Thus it is tempting to speculate that phosphorylation of AtNUC-L1 by TOR
might be required for 5'ETS binding and activation of rRNA gene expression in Arabidopsis.
Binding of TOR to 5S rDNA has been reported in yeast and animals (Li et al. 2006; Wei et al.
2009) but not yet in Arabidopsis, even though the conservation of TOR suggests that TOR
regulates also Pol III transcription in plants, to coordinate the transcription of the different
rRNA species.

Although postulated, there is no clear evidence indicating whether the maintenance of an
equimolar supply of ribosomal components reflects communication between the nuclear
transcriptional machineries such as Pol I and Pol III in Arabidopsis. This interesting question

deserves further investigation.

In conclusion, although 45S and 5S RNA genes are transcribed by two different RNA
polymerases, Pol I and Pol III respectively, and involve different transcription factors,
parallels concerning their organization, function and transcription regulation can be drawn.
The following model is proposed: in the Columbia accession, 5S major genes and 45S rDNA
variants 2, 3, and 4 are transcribed. Inversely, 5S minor/heterogenous genes and 45S rDNA

variant 1 are repressed. In addition, depending on the tissues, the total 5S and 45S rRNA
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quantities vary. This illustrates a level of qualitative regulation, with the selective
transcription or repression of a subset of genes, and a level of quantitative regulation
depending on the need of ribosomes for protein synthesis.

The qualitative regulation is achieved by a combination of symmetrical methylation
maintenance and de novo deposition of asymmetrical methylation, mediated by the RdDM
pathway. Together with specific histone modifications this leads to repression of certain 5S
and 458 genes, i.e. the correct choice of the gene variants for transcription.

Tightly regulated amounts of the specific transcription factor TFIIIA control the quantitative
regulation of 5S rRNA transcription. Similarly, phosphorylation or other post-traductional
modifications of the nucleolin protein are supposed to be required for activation of 45S RNA
gene expression, suggesting that the level of 45S rRNA transcription might be regulated by
the amount of this modified/activated nucleolin protein.

Furthermore, TOR might emerge as a central player in the coordination of 5S and 45S rRNA
expression. Indeed, TOR directly interacts with 45S rDNA in vivo to regulate rRNA
expression and phosphorylation of AtNUC-L1 by TOR might be a way to link rRNA
transcription with nutrient availability. Coordination of 5S rRNA transcription with 45S
rRNA transcription might result from binding of TOR proteins to 5S RNA genes, but the
nucleolin protein might also control expression of Pol Ill-transcribed genes. This highly
coordinated regulation of 5S and 45S is very likely motivated by the requirement for

stoechiometric amounts of the different ribosomal RNA families.
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Legends:

Figure 1: Localisation and function of rRNA genes in Arabidopsis thaliana.

A. The plant 80S ribosome is a large ribonucleoprotein complex. It consists of one molecule
of each rRNA and around 80 ribosomal proteins. The small 40S subunit contains the 18S
rRNA together with 33 proteins. The large 60S subunit consists of 50 proteins and 25S, 5,8S
and 5S rRNA. Transcription by RNA polymerase III gives rise to a 120 nt 5S rRNA.
Transcription by RNA polymerase I gives rise to a 45S rRNA, which is then processed into
the 1806 nt 18S rRNA, 163 nt 5.8S rRNA, and 3384 nt 25S rRNA mature forms.

B. Localization of 5S and 45S rDNA arrays, in Arabidopsis thaliana Columbia accession.

The 5S arrays are in red and the NOR (nucleolus organizer region) containing the 45S arrays
in green. NOR 2 and 4 are similar in size, each spanning 3,5-4,0 Mbp. The grey boxes
symbolize the centromeric 180 bp repeats. Transcriptionally active 5S arrays on chromosome
4 and left arm of chromosome 5 are surrounded in blue. These two 5S blocks are around 150-
250 kb-long, each containing about 300-400 tandemly repeated 5S rDNA units.

58S arrays on chromosome 3 and right arm of chromosome 5 are not transcribed. The presence
of numerous mutations in the internal promoter of these genes probably prevents their
transcription (Cloix et al. 2003). 5S genes from chromosome 3 are dispensable since some
accessions lack these loci (Cloix et al. 2000; Fransz et al. 1998; Tutois et al. 2002).

Chromosomes and rDNA loci are drawn approximately to scale.
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Figure 2: Schematic representation of Arabidopsis thaliana chromosome 4.

Chromosome 4 contains clustered tandemly repeated 5S (red) and 45S (green) ribosomal
RNA genes at centromere (grey) and Nucleolar Organizer Region (NOR) respectively.

Top: Enlarged 5S rDNA unit showing the 5' and 3' flanking sequences containing TATA-like
sequence, GC sequence, C residue at -1, necessary for transcription, and a simple cluster of T
residues downstream the transcribed region, used as Pol III terminator signal and specific for
each 58 locus (Cloix et al. 2000; Cloix et al. 2002; Cloix et al. 2003) and 5S transcribed
region containing the promoter region (Box A, Intermediate element (IE) and Box C). 5S
rDNA is transcribed by Pol III and requires Transcription Factor IIIA activity (TFIIIA).
Disruption of Histone Deacetylase 6 (HDA6) gene induces expression of silent minor 5S
genes.

Down: Enlarged 45S rDNA unit showing Intergenic Spacer (IGS) Region containing Sal 1
repeats, Spacer (SP1 and SP2) and Gene (GP) Promoter sequences. The transcribed region
contains External (5'ETS and 3'ETS) and Internal (ITS1 and ITS2) Transcribed Spacer and
structural rRNA (18S, 5.8S and 25S) sequences. 45S rDNA is transcribed by Pol I from GP,
and requires Nucleolin-Likel (AtNUC-L1). Disruption of Histone Deacetylase 6 (HDAG6)
gene induces expression of silent 45S rDNA VARI.

The 5S (in chr3, 4 and 5) and the 45S (in chr2 and chr4) arrays can be visualized by FISH
(red and green signals respectively). Heterochromatic chromocenters are observed as DAPI
stained structures (arrowhead). 45S loops are too thin to be visualized in the nucleolus (N). A

5S loop extending from a chromocenter is shown (arrow).
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Figure 1: Localisation and function of rRNA genes in Arabidopsis thaliana.

A. The plant 80S ribosome is a large ribonucleoprotein complex. It consists of one molecule of each rRNA
and around 80 ribosomal proteins. The small 40S subunit contains the 18S rRNA together with 33 proteins.
The large 60S subunit consists of 50 proteins and 25S, 5,8S and 5S rRNA. Transcription by RNA polymerase

III gives rise to a 120 nt 5S rRNA. Transcription by RNA polymerase I gives rise to a 45S rRNA, which is

then processed into the 1806 nt 18S rRNA, 163 nt 5.8S rRNA, and 3384 nt 25S rRNA mature forms.

B. Localization of 5S and 45S rDNA arrays, in Arabidopsis thaliana Columbia accession.

The 5S arrays are in red and the NOR (nucleolus organizer region) containing the 45S arrays in green. NOR
2 and 4 are similar in size, each spanning 3,5-4,0 Mbp. The grey boxes symbolize the centromeric 180 bp
repeats. Transcriptionally active 5S arrays on chromosome 4 and left arm of chromosome 5 are surrounded
in blue. These two 5S blocks are around 150-250 kb-long, each containing about 300-400 tandemly
repeated 5S rDNA units.
5S arrays on chromosome 3 and right arm of chromosome 5 are not transcribed. The presence of numerous
mutations in the internal promoter of these genes probably prevents their transcription (Cloix et al. 2003).
5S genes from chromosome 3 are dispensable since some accessions lack these loci (Cloix et al. 2000;
Fransz et al. 1998; Tutois et al. 2002).

Chromosomes and rDNA loci are drawn approximately to scale.
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5S rDNA TATA-like */ Pol lll

sequence GC C BOX A IE BOX ¢ termination site

\/
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' . M58S |
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Figure 2: Schematic representation of Arabidopsis thaliana chromosome 4.

Chromosome 4 contains clustered tandemly repeated 5S (red) and 45S (green) ribosomal RNA genes at
centromere (grey) and Nucleolar Organizer Region (NOR) respectively.

Top: Enlarged 5S rDNA unit showing the 5' and 3' flanking sequences containing TATA-like sequence, GC
sequence, C residue at -1, necessary for transcription, and a simple cluster of T residues downstream the
transcribed region, used as Pol III terminator signal and specific for each 5S locus (Cloix et al. 2000; Cloix et
al. 2002; Cloix et al. 2003) and 5S transcribed region containing the promoter region (Box A, Intermediate
element (IE) and Box C). 5S rDNA is transcribed by Pol III and requires Transcription Factor IIIA activity
(TFIIIA). Disruption of Histone Deacetylase 6 (HDA6) gene induces expression of silent minor 5S genes.
Down: Enlarged 45S rDNA unit showing Intergenic Spacer (IGS) Region containing Sal I repeats, Spacer
(SP1 and SP2) and Gene (GP) Promoter sequences. The transcribed region contains External (5'ETS and
3'ETS) and Internal (ITS1 and ITS2) Transcribed Spacer and structural rRNA (18S, 5.8S and 25S)
sequences. 45S rDNA is transcribed by Pol I from GP, and requires Nucleolin-Likel (AtNUC-L1). Disruption of
Histone Deacetylase 6 (HDA6) gene induces expression of silent 45S rDNA VAR1.

The 5S (in chr3, 4 and 5) and the 45S (in chr2 and chr4) arrays can be visualized by FISH (red and green
signals respectively). Heterochromatic chromocenters are observed as DAPI stained structures (arrowhead).
45S loops are too thin to be visualized in the nucleolus (N). A 5S loop extending from a chromocenter is
shown (arrow).
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cat intron (reverse)

Pdk Intron exon 353-like
xan 55-ike ( NOS term
CaMV 355 R\? M Nos promoter
\ﬁ = NPT
47 NOS term
& e
Right Eurder1 . Left Border
pRNAI-EI
15407 bp

Spec Resistance

Représentation schématique du vecteur pRNAI-EI.

La séquence de I'exon « 5S-like » a été clonée, en orientation sens et antisens, dans le
vecteur pHellsgate 12 sous contréle d’un promoteur fort CaMV 35S (CSIRO, Australia). Apres
épissage des introns PdK et cat, une structure en épingle a cheveux de la séquence de I'exon
« 55-like » est obtenue. La résistance spectinomycine (Spec) a été utilisée pour la sélection
en bactérie et la résistance kanamycine (NPTII), pour la sélection en plante. Le terminateur
Nos (NOS term) permet l'arrét de la transcription des transgenes. Les régions « right
border » et « left border » délimitent la portion du vecteur qui sera intégrée dans le génome
de la plante.
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Right Border CaMV 355
ORF1-Flag
4G

o Flag

NOS Term

pORF1-Flag

10440 bp

HPT

N

[/_//7 Left Border
AN
NPT II

Représentation schématique du vecteur pORF1-Flag.

La séquence de I'ORF 1 du transcrit El a été clonée dans le vecteur PCW553 (dérivant d’un
pCAMBIA 1300) sous contréle d’'un promoteur fort CaMV 35S. Une séquence codant pour 4
glycines (G) a été ajoutée en 3’ de I'ORF 1 afin que I'étiquette Flag ne perturbe pas la
conformation de la protéine aprés traduction. La résistance kanamycine (NPTII) a été utilisée
pour la sélection en bactérie et la résistance hygromycine (HPT), pour la sélection en plante.
Le terminateur Nos (NOS Term) permet I'arrét de la transcription des transgénes. Les régions
« right border » et « left border » délimitent la portion du vecteur qui sera intégrée dans le
génome de la plante.

185






Annexes

CaMV 355
Nos Prom _,-—;—\:—':-

el o
npt I . - ORF2-Strepll
% 4G
o
i

NOS Term 355 Term

Left Border &@ a

pORF2-Strepll

B&13 bp

Right Border

=
o i
NPTH Prom

Représentation schématique du vecteur pORF2-Strepll.

La séquence de I'ORF 2 du transcrit El a été clonée dans le vecteur pMRT1756 (dérivant d’un
pCAMBIA 1300) sous contréle d’'un promoteur fort CaMV 35S. Une séquence codant pour 4
glycines (G) a été ajoutée en 3’ de I'ORF 2 afin que I'étiquette Strepll ne perturbe pas la
conformation de la protéine apres traduction. La résistance kanamycine (NPTII) a été utilisée
pour la sélection en bactérie et en plante. Les terminateurs 35S (35S Term) et Nos (Nos
Term) permettent I'arrét de la transcription des transgenes. Les régions « right border » et
« left border » délimitent la portion du vecteur qui sera intégrée dans le génome de la
plante.
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Right Border CaMV 358

3

ES-Flag

46
" NOS Tem

nTFIIIA-Flag

11249 hp

~ HPT

E__:\:> LLeﬂ Border
NPT I

Représentation schématique du vecteur pTFIlIA-Flag.

La séquence du transcrit ES a été clonée dans le vecteur PCW553 (dérivant d’'un pCAMBIA
1300) sous contréle d’'un promoteur fort CaMV 35S. Une séquence codant pour 4 glycines
(G) a été ajoutée en 3’ de ’ADNCc ES afin que I'étiquette Flag ne perturbe pas la conformation
de la protéine apres traduction. La résistance kanamycine (NPTII) a été utilisée pour la
sélection en bactérie et la résistance hygromycine (HPT), pour la sélection en plante. Le
terminateur Nos (NOS Term) permet I'arrét de la transcription des transgenes. Les régions
« right border » et « left border » délimitent la portion du vecteur qui sera intégrée dans le
génome de la plante.
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Left Border

NPTI| . |/ BaR

DHA-TFIIIA | B

11633 bp

HA-ES

Right Border

Représentation schématique du vecteur pHA-TFIIIA.

La séquence du transcrit ES a été clonée dans le pEarleygate 201 sous contrdle d’un
promoteur fort CaMV 35S. Une séquence codant une étiquette HA est située en 3’ de ’ADNc
ES. La résistance kanamycine (NPTIl) a été utilisée pour la sélection en bactérie et la
résistance BASTA ou glufosinate ammonium (BaR), pour la sélection en plante. Les régions
« right border » et « left border » délimitent la portion du vecteur qui sera intégrée dans le
génome de la plante.
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Extractions ARN et Northern Blot : composition des tampons

Tampon d’extraction Guanidine

Hydrochloride de Guanidine 8 M
MES (N-morpholino ethane sulfonic acid) 20 mM
EDTA 20 mM

Ajuster le pH a 7.0 avec HCI

Ajouter du B-Mercaptoéthanol a 50mM final avant utilisation.

Tampon d’extraction (VicIENT and DeLseny 1999)

LiCl 8M

B-Mercaptoéthanol 2%

Tampon de solubilisation (ViciENT and DELSENY 1999)

SDS 0,5%
NaCl 100 mM
EDTA 25 mM
Tris-HCI, pH 7,6 10 mM

B-Mercaptoéthanol 2%

Tampon de charge ARN
Formamide 50%
Formaldéhyde 37% 6%
Tampon MOPS 10X 1X
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Glycérol 10%

Bleu de bromophénol 0,25%
Bromure d’éthidium 20 pg/ml
Gel MOPS-Agarose

Agarose 1%
MOPS10X 1X

H,0 gsp 300 mL

Faire fondre le gel, laisser refroidir au bain marie a 55°C, ajouter :

Formaldéhyde 1,9%

Tampon d’hybridation ARN, Tampon Church

Bovine serum albumine 1%
EDTA 1mM
Tampon phosphate 0,5M
SDS 7%

Tampon phosphate 0,5M pH7,2

Na,HPO4 2H,0 1M

85% H3PO4 1M

Tampon MOPS 10X

MOPS 200 mM
Acétate de Sodium 50 mM
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EDTA 10 mM
Ajuster le pH a 7.0 avec NaOH

Filtrer sur membrane 0.22 um

Tampon S5C 20X

NaCl 3M
Citrate de Sodium 0,3M
H,0 gspllL
Ajuster le pH a 7,2 avec HCI

Stériliser a I’autoclave.
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Extractions protéiques et Western Blot : Composition des tampons

Tampon d’extraction

Tris-HC, pH 7,5 100 mM
Glycérol 20 %
EDTA 2 mM
DTT 1mM
NP40 0,2%

Protease inhibitor (Sigma) 1X

Tampon de migration

Tris
Glycine

SDS

25mM

192 mM

0,1%

Tampon de transfert

Tris
Glycine

Ethanol

PBS

NaCl

KCI
Na,HPO4

KH,PO4

25 mM
192 mM

20%

137 mM
2.7mM
8 mM

1.46 mM puis ajuster le pH a 7,4 avec NaOH et stériliser a 'autoclave

192






Annexes

Milieux pour transformation de plantes par Agrobacterium tumefaciens

2YT

Tryptone l6¢g
Yeast Extract 10g

NaCl 5g

H20 gsp 1 litre

Ajuster le pH a 7 avec NaOH

Autoclaver

Milieu d’infiltration

Sucrose 5g
MgCl, 1M 10 ml
H,O gsp 100 mL

Juste avant d’infiltrer les plantes, ajouter :

Silwet 40 pl
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